
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXlCO 

FACULTAD DE QUIMICA 

CLONACION DE UN GEN QUE CODIFICA PARA UNA 

SERIN PROTEASA EN Trichomonas vaginalis. 

T E s I s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

P R E S E N T A 

PABLO AUG.URIO HERNANDEZ ROMANO 

MEXICO, D·F.EXAMENES PROFESIONALES 2004 
FACUlTAD DE QUIMICA 



 

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. 

 

  

 



ESTA TESIS NO SAL~ 
DE L-A Blf)¡lJOTECA 



Esta tesis la dedico a mis padres, gracias por todo el cariño y apoyo que 

siempre me han brindado. 



AGRADECIMIENTOS 

A mis hermanos Ulises, Ornar, Jesús y Marilú por su paciencia, apoyo y consejos. 

A mis tías por todo lo que nos dieron. 

A Nayali por su confianza, apoyo y por su amor, que es el impulso que me hace 

seguir adelante. 

A mis amigos Raúl, César, Paúl, José Antonio, Ceci, Manuel, Alex, Gabriel, Juan 

Manuel, Javier y Saúl por los buenos momentos y las aventuras vividas. 

A la Dra. María Imelda López Villaseñor por su incondicional y atento apoyo. 

A la Bióloga Lórena López Griego por su tiempo y su valiosa ayuda prestada 

durante la realización de esta tesis. 

A la Dra. Elizbeth Álvarez Sánchez por sus conocimientos brindados. 

A mis compañeros de laboratorio Lupita, Ana Lilia, Olivia y Vanessa por hacer tan 

agradable el trabajo en el laboratorio y a la señora Tere por mantener limpio nuestro lugar 

de trabajo. 

Al Dr. Roberto Hemández Femández y a su grupo de trabajo por sus críticas y 

consejos durante la elaboración de esta tesis . 

Al PAPIIT por su apoyo al proyecto IN209302-3 ya PROBETEL por la beca 

otorgada. 

Al profesor Abel Gutiérrez Ramos y a la profesora Leda Carolina Torres 

Maldonado por su tiempo invertido en la revisión de esta tesis. 



JURADO ASIGNADO 

Presidente Prof. Abel Gutiérrez Ramos. 

Vocal Prof. Leda Carolina Torres Maldonado. 

Secretario Prof. María Imelda López Villaseñor. 

l er Suplente Prof. Marco Antonio Becerril Flores. 

20. Suplente Prof. Catalina Machuca Rodríguez. 

Sitio donde se desarrolló el tema: Departamento de Biología Molecular y Biotecnología, 

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

ASESOR: Dra. María Imelda López Villaseñor. 

SUPERVISOR TÉCNICO: Biol. Lorena López Griego . ¡. e; 
.~() f>-l~ 

----------------------

SUSTENTANTE: Pablo Augurio Hernández Romano. 

2 



INDlCE 

Abreviaturas utilizadas .. ........ ... .............. ....... ..... ...... ........... .... ... ........ ... .... ............. ..... ... 5 

1. Introducción .... ............. ... ..... ...... ..... ....... .... ... .... .... ................ ...... .. .... ... ... ...... ................... .. ... .. 6 

1.1. Generalidades ... ..... .. .... ... ..... ...... ... ...... ... ..... .. ................ .......... ..... .. ... .. .. ..... ... ....... ... . 6 

1.2. Epidemiología ......... .. ... ...... ... ... ...... .. .. .... .. ...... .... ....... ......... ... ... ........ ......... ...... ........ 6 

I.3. Cuadro clínico .. .. .......... ........ .. ......... ... ................................... .... ................. .. ........... 7 

lA. Tratamiento y prevención ... .... .... ... .................................. ..... ... ............................. .. 8 

1.5 . Diagnóstico ........ ..... ........ .. ... .. .......... ...... .. .. ............... ... .... ... ...... ........ ......... .. .... .. ...... 8 

1.6. Biología de Trichomonas vaginalis ......... ........ ... .......... ..... ..................... ... .............. 9 

1. 7. Regulación de la expresión génica ...... .. ... .............. ..... .................. .. ...................... 12 

1.8. Patogenicidad .................... .. ................ ... ... .... ................... ............................ .. ....... 13 

n. Antecedentes ........................ ......... .. ... .... .......... ........................... ............. ... .. ... .................... 16 

11.1. Proteasas en Trichomonas vaginalis .. ............................................................ .. ..... 16 

11.2 . Proteasas .. ..... ..... ...... ... .. .... .......... ..... ... ....... .. ... ...................... .. ... ... ......... .. ... ... .. .... . 17 

II.3.Clasificación de las proteasas .......... ........ ................... ............ .. .. ........ ...... ... ..... ..... 18 

HA. Clasificación de proteasas por la reacción que catalizan ...................................... 19 

H.5. Clasificación por el tipo catalítico ........ .. .. ........ .... .. ................................. .. ... ........ 20 

11.6. Clasificación por las relaciones evolutivas .......... .. ............... .. ......... .. ..... .............. 21 

n . 7. Serín Proteasas ...... .......................................................... ............. ........ .. ... .. ... ....... 23 

n.7.1. Familia de las subtilisinas (S8) .... .................. .... .. .... .. ...... .. ..... ... ........... 27 

IlI. Planteamiento del problema ............ .... ...................... .. .. .. ..................... ... .. ... .. .. ...... .... ........ . 31 

IV. Objetivos ..... .... ... ..... ..... ........... ... ... ............ ............... ............... .......... ......... .. .... ............. ..... . 31 

V. Metodología .... ..... .. ... ... .................... ...... .......... ...... ........... .. .. ................. .. ............. ..... ........... 32 

V.l. Extracción de ADN plasmídico (Minipreparación) ............. .... ............................. 32 

V.2. Secuenciación del extremo 3' de la clona genómica de actina y del fragmento de 

1528 pb de la clona genómica 9.2 ............................ .......................................................... .. ..... 33 

V.3. Extracción de ADN genómico ................ ... ....... ..... ....... ............ ............................ 34 

VA. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ..................... .... ........... .......... .. ........ 35 

V.5. Clonación del producto de PCR en el vector TOPO ...... ........... ...... ... ........... ....... 37 

V.6 . Protocolo para preparar la sonda radiactiva ............ .. ............... .... ... .. ............... .... 38 

V.7. Southem blot... ................ ..................... ............. .. ... .... .......... .. ....... ..... ..... ... .......... 39 

V.8. Extracción de ARN de Trichomonas vaginalis .... ... ... .. ............. .. .......... .. .......... AI 

V.9. Northem blot. ... .. .... .... .... .. ... .............. .... .... .... ..... ... .. .... ........ .......... .. ... .... .... .. ....... A3 

3 



V.IO. Estrategias utilizadas para obtener la secuencia completa de la serin proteasa de 

Trichomonas vagina/is ...... ..... ... ....... .......... ..... ......... .... .. .................. ......... ......... .... .. .... .. ........ A4 

V. IO.l . Escrutinio de la biblioteca de cONA de T vaginalis ...... ...... .. ....... .. A4 

V.l 0.2. Amplificación rápida de extremos 3' de cONA (3 ·RACE) ....... ... .. . A7 

V. IO.3. Biblioteca genómica parcial Hind III-Bg/II... ...... ........................ ... A9 

V.IOA. Transformación por electroporación .. ...... ........ ..... ........ .. .................. 50 

V. IO.5. Hibridación en colonia ... ... ... .. .. ... .. ... ....... ........... ... .... ........................ 51 

VI. Resultados .. .. ... ........ ... .......... ... ........ ..... ..... .. .... .... .......... ... ..... ........... ... ........ ...... .. .... ......... 52 

VI. 1. Análisis de la clona genómica 8A de Trichomonas vaginalis ............ ......... ..... 52 

V1.2. Determinación del número de genes que codifican para serin proteasas en 

Trichomonas vaginalis ........ ... ..... .......... .... ... ..... ..... ........ .. .............. ................ ....... ....... ..... ..... 59 

VI.3. Determinación de la expresión del gen de la serín proteasa .......... ... ... ... .... ..... . 61 

V1.4. Estrategias utilizadas para obtener la secuencia completa del gen de la serín 

proteasa de Trichomonas vaginalis ............. ............ .... ...... ..... .... .................................... .. .... .. 62 

VI.4 .1. Resultados del escrutinio de la biblioteca de cONA de Trichomonas 

vagina/is .... ........................ ... .. .. .. ....... .... ....... .................... ...... ...... ...... .. ...... .. .......................... 62 

VI.4 .2. Clonación del cONA de la serín proteasa de Trichomonas vaginalis 

mediante la amplificación rápida de extremos 3' de cONA (3 ' RACE) .................... .. ......... 65 

VI.4 .3. Resultados del escrutinio de la biblioteca genómica parcial (Hind IWBg/ 

11) de Trichomonas vaginalis ....... ............... .. .... .... ...... ... ... ....... .. ...... .... ........... ....... .. ............. . 68 

V1.5 . Secuenciación de la clona genómica 9.2 ........... .... .... ... .... .... ....... ..................... 72 

V1.6. Alineamiento de la secuencia parcial de la serin proteasa de Trichomonas 

vagina/is con serín proteasas reportadas en otros microorganismos ..... ........................ .. .... .. 78 

V1.7. Modelo estructural teórico para la serín proteasa de Trichomonas 

vagina lis ................................... ....... .. ............ ... .............. ....... .... .. ....... .... ....... .. .. .... ..... ... ......... 91 

VII. Discusión .... ....... .. ...... .. .... ...... .. ... .. ....... ... .... ............. ......... ... ........ ..... ..... .. .. ... ..... ...... ..... .. 94 

VIII. Conclusiones ..... .. ..... ... .... .... .. ....... .. ........ ........ .. ...... .. ... .. ................ ..... ... ..... .. .... ... ... .. ... .. 96 

IX. Perspectivas ...... ... ....... ....... ...... .. ..... ...... ... ... ........ ......... ......... .. .... .. ... ..... .. .... .. ... .... .... .. .... .. 97 

X. Referencias .. .............. ...... ....... .... ... ... ............... .. .... ....... ........ .... .... ....... ............. ............ ... . 98 

XI. Apéndice ....... ... ... ... ......... ........ ... ... .. ... ............... .... ... .. ............ ...... ... .. ... .......... ..... ... .... ... . 105 

4 



ADN: Ácido desoxirribonucléico. 

ARN: Ácido ribonucléico . 

A TP: Adenosin trifosfato. 

ABREVIA TURAS. 

cDNA: Ácido desoxirribonucléico complementario al ARNm. 

DEPC: Dietilpirocarbonato. 

dNTP's : Desoxinucleótidos tri fosfatados . 

EDT A: Ácido etilendiamin tetra-acético. 

ELISA: Análisis de inmunoabsorción ligado a enzimas. 

IPSL: Inhibidor de proteasas se secreción leucocitaria. 

ORF: Marco de lectura abierto u Open Reading Frame. 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 

ARNr: Ácido ribonucleico ribosomal. 

ARNt: Ácido ribonucleico de transferencia. 

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana. 

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. GENERALIDADES. 

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado , responsable de una de las 

infecciones de transmisión sexual más comunes en humanos, la trichomonosis. La 

sintomatología de este padecimiento puede variar desde el estado de portador asintomático 

hasta casos de inflamación severa e irritación genital con la presencia de una descarga 

profusa y de mal olor. La primera descripción de T vaginalis correspondió a Donné en 

1836, sin embargo este parásito no fue estudiado a mayor profundidad hasta bien entrado el 

siglo Xx. 

T vagina lis solo presenta formas trofozoíticas en su ciclo de vida, no tiene 

huéspedes intermediarios ni vectores y el único hospedero conocido es el humano. La 

transmisión de la trichomonosis humana es de persona a persona mediante contacto sexual 

con personas infectadas. Los trofozoítos miden 10 micras de largo por 7 micras de ancho, 

poseen con cuatro flagelos anteriores formando un penacho, un flagelo recurrente adosado 

a la membrana plasmática y un axostilo. La reproducción se lleva a cabo por fisión binaria 

longitudinal (Programa de actualización continua en infectología, Hoechst). 

1.2. EPIDEMIOLOGÍA. 

La trichomonosis es la enfermedad de transmisión sexual no viral más común en el 

mundo. Se calcula que existen 107 millones de casos de trichomonosis, la mayoría 

reportados en mujeres; esto puede deberse a que la incidencia de la trichomonosis en 

hombres puede estar subestimada debido a la insensibilidad de las preparaciones en fresco . 

Utilizando una combinación de preparaciones en fresco y reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), un estudio reciente encontró una prevalencia de 20.8% y 12.2% en 

hombres sintomáticos y asintomáticos respectivamente. Estos resultados indican que la 

trichomonosis no debe ser considerada una causa de enfermedad solo en mujeres (Lehker y 

Alderete, 2000). 
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En México, los datos recabados por la Dirección General de EpidemiologíalSSA 

para el año 1997 revelaron 119190 casos diagnosticados, con una tasa de 12.8 casos por 

cien mil habitantes (Asociación Nacional de Infectología y Microbiología Clínica). 

En relación a las mujeres infectadas durante el embarazo, la trichomonosis se ha 

asociado con la ruptura prematura de membranas, el trabajo de parto pretérmino, bajo peso 

al nacer del producto, predisposición a la enfermedad inflamatoria pélvica atípica, cáncer 

cervicouterino e infertilidad (Programa de actualización continua en infectología, Hoechst) . 

En cuanto a la infección por el VIH hay evidencia epidemiológica que ilustra la 

mayor transmisibilidad de ese virus en personas que padecen trichomonosis; el incremento 

en el riesgo parece presentarse solo en el sujeto receptor del contagio. Los mecanismos de 

este incremento son desconocidos, pero algunos factores que se han sugerido incluyen la 

erosión de la mucosa por el parásito y/o la respuesta inflamatoria, además del reclutamiento 

de células blanco para el VIH dentro del área genital. Las trichomonas no solo rompen la 

barrera epitelial, sino que también parecen reclutar linfocitos T CD4+ en el área genital, 

incrementando la secreción de citocinas (interleucinas 1, 6, 8 y lO), e incrementando así la 

susceptibilidad al VIH. Otro importante factor de riesgo para la adquisición del VIH es el 

incremento de la carga viral en el semen de hombres con uretritis trichomonal (Hobbs y col, 

1999). 

1.3. CUADRO CLÍNICO. 

En las mujeres los síntomas clásicos de la trichomonosis incluyen leucorrea 

amarillo-verdosa debido a infiltración leucocítica, la consistencia de la descarga varía de 

paciente a paciente de delgada y escasa a espesa y abundante, prurito, disuria, dispareunia, 

eritema de la mucosa vaginal, y lesiones hemorrágicas puntiformes que dan al cérvix 

apariencia de fresa (Sherrard 1., 1999). 

En los hombres infectados con T. vaginalis, el síntoma más común es la uretritis no 

gonocócica no clamidial, además se ha reportado la presencia de trichomonas en la 

próstata. Sin embargo, el papel de la infección en la prostatitis y/o infertilidad todavía no 

está claro (Gardner y cols, 1986). 
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1.4. TRATAMIENTO Y PREVENCiÓN. 

El tratamiento de la tricomonosis es a base de los nitroimidazoles; el metronidazol 

se administra oralmente en dosis de 250 ó 500 mg, tres veces al día, durante una semana. 

También se emplea el esquema de una sola dosis oral de 2g, la cual intenta abatir los 

efectos secundarios del fármaco y la falta de apego del paciente a la terapéutica . Estos 

fármacos no tienen un efecto citocida directo sobre la trichomona, es el propio parásito el 

cual primero interna el fármaco por difusión y posteriormente al metabolizarlo en sus 

hidrogenosomas reduce el grupo nitro del fármaco por medio de la piruvato: ferredoxin 

oxidoreductasa lo cual genera radicales libres nitro que bloquean la síntesis de ácidos 

nucleicos, afectando asi la división celular y la motilidad del protozoario en cuestión de 

horas. No obstante se ha reportado que hasta 5% de los aislados clínicos de T. vaginalis han 

demostrado algún grado de resistencia aerobia o anaerobia al metronidazol. En muchos 

casos, incrementar la dosis de metronidazol puede resolver la infección (Kulda y 

Cerkasovova, 1993; Quon y Johnson, 1992). 

1.5. DIAGNÓSTICO. 

Tradicionalmente el método para el diagnóstico de T. vagina lis más accesible es la 

observación microscópica directa de la secreción genital tomada con un hisopo y 

suspendida en solución salina; se utiliza para buscar las células del parásito en forma de 

pera o redondeadas con un movimiento flagelar distintivo y polimorfonucleares. El 

diagnóstico mediante cultivo de muestras tiene la desventaja de que los cultivos tardan 

algunos días de incubación, y durante ese tiempo los pacientes continúan transmitiendo la 

infección. Desafortunadamente estas técnicas tienen de un 30-80% de sensibilidad (Heine y 

McGregor, 1993; Heine y Witkin, 1997). 

Otras técnicas de diagnóstico como ELISA, hibridación in situ y pruebas con 

anticuerpos fluorescentes tienen entre 70 y 90% de sensibilidad. La reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR), que ha sido probada para la aplicación en el diagnóstico tiene una 

sensibilidad cercana al 100% (Madico y cols, 1998; Shaio y col s, 1997). 
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1.6. BIOLOGÍA DE Trichomonas vaginalis. 

El protista amitocondriado Trichomonas vagina lis pertenece al subphylum de los 

Sarcomastigophora cuyo rasgo característico es la presencia de flagelos en algún estadio de 

su ciclo biológico, a la clase de los Zoomastigophorea que carecen de cromatóforos, 

presentan una nutrición parasitaria y su reproducción es fundamentalmente asexual por 

fisión binaria longitudinal, y a la familia Trichomonadidae, en la que todos sus miembros 

poseen hidrogenosomas (Honigberg y Balamuth, 1963) de origen endosimbionte; estos 

organelos poseen doble membrana, se dividen de manera autónoma por fisión binaria, 

importan proteínas postraduccionalmente y producen ATP. 

Estudios filogenéticos basados en la secuencia de la subunidad pequeña de ARNr 

muestran que las trichomonas emergieron en la base del árbol de los eucariontes (Katiyar 

SK y Edlind TD, 1995 , Embley TM, 1998, Germot A y Phillippe H, 1999) Recientemente 

el análisis filogenético de secuencias de ADN de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(Viscogliosi E, 1998), el factor de elongación alfa-I (Roger AJ y Phillippe H, 1999), la 

ADN polimerasa (Edgell DR y Doolittle WF, 1998), la fosfofructocinasa dependiente de 

pirofosfato (Mertens E y col., 1998), proteínas de choque térmico, y la valil-ARNt sintetasa 

(Hashimoto T y col., 1998), apoyan un punto de divergencia temprano de las trichomonas 

en la rama de los eucariontes. Sin embargo, la presencia de proteínas parecidas a las de 

choque térmico mitocondrial, aunado a la presencia de la valil-ARNt sintetasa codificada 

nuclearmente, sugieren que el punto de divergencia evolutiva ocurrió después de la 

adquisición del endosimbionte mitocondrial. Esto implica que la bioquímica de las 

trichomonas es única y suficientemente diferente a la de los eucariontes superiores de modo 

que provee amplios blancos para la intervención terapéutica. 

Trichomonas vagina lis está rodeada por una membrana plasmática de 9-10nm de 

grosor muy plástica, semejante a las membranas de eucariontes superiores . Dado que este 

parásito carece de las vías metabólicas para la síntesis y transformación de lípidos y para la 

síntesis de colesterol, los lípidos los obtiene de las células que lisa y fagocita y los 

incorpora directamente. Los Iípidos de la membrana son de tres tipos: neutros (30%), 

fosfolípidos (65%) y glicolípidos (5%) (Honigberg, 1988); posee al menos 30 proteínas, la 
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mayoría de ellas altamente inmunogénicas y algunas de ellas de alto peso molecular como 

la p270, la p230 y la p115 . 

Trichomonas vagina/is no contiene mitocondrias ni peroxisomas, pero posee 

aparato de Golgi muy bien definido, retículo endoplásmico, sistema vacuo lar rico en 

fagosomas y fagolisosomas, gránulos paraxostilares y paracostales (hidrogenosomas), 

gránulos de glucógeno, ribosomas libres y asociados al retículo endoplásmico y un 

citoesqueleto muy complejo. Mediante la formación de canales pinocíticos en cualquier 

parte de su superficie, la trichomona es capaz de endocitar pequeñas moléculas; también 

puede fagocitar microorganismos como Lactobacillus sp. Neisseria gonorrhoeae, 

Escherichia coli y células enteras como polimorfonucleares y eritrocitos así como detritos 

de las células epiteliales de la vagina y el cérvix (Lehker y col., 1990; Benchimol y de 

Souza, 1995). 

El citoesqueleto consiste en un complicado sistema de microtúbulos clasificados de 

acuerdo a su posición como axostilares, flagelares o mitóticos, los cuales forman 

estructuras muy particulares como el axostilo, la costa, la pelta, cuatro flagelos anteriores 

que se originan del complejo cinetosomal anterior y un flagelo recurrente adosado a la 

membrana ondulante, que también parte del complejo cinetosomal anterior. El axostilo, los 

flagelos anteriores y el flagelo recurrente participan en el movimiento del parásito. El 

complejo pelta-axostilo formado por microtúbulos parece ser una estructura de soporte para 

el núcleo. La pelta refuerza la pared del canal periflagelar y la costa, el organe\o fibrilar 

estriado más largo se localiza por debajo de la membrana ondulante a la cual sirve de 

apoyo, aun cuando no existe conexión física entre ellas y está constituida por proteínas 

contráctiles que participan en el movimento de los parásitos. Los microtúbulos son 

estructuras macromoleculares formadas por la polimerización de dos subunidades protéicas, 

la alfa y la beta-tubulinas. 

La actina es una de las proteínas más abundantes del parásito y se concentra en la 

región cortical de la célula, en donde se emiten pseudopodos. Esta proteína del 

citoesqueleto presenta propiedades bioquímicas y biofísicas diferentes a las de las actinas 

musculares. Esta proteína está codificada por una familia multigénica de al menos nueve 

miembros; (Bricheux y Brugerolle, 1997; Espinosa y López-Villaseñor, datos no 

publicados) es una proteína muy conservada a través de la evolución, se han reportado las 
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secuencias de dos genes completos, que codifican para proteínas de 376 aminoácidos, no 

tienen intrones, la región promotora comprende 10 pb Y es semejante al sitio consenso 

reportado para los promotores de otros genes de T vagina lis (Bricheux y Brugerolle, 1997; 

Espinosa y López-Villaseñor, 200 1). 

El núcleo de T vagina lis mide 4X5 11m, piriforme, está limitado por una membrana 

porosa con doble capa lipídica y contiene gránulos dispersos de cromatina; se localiza en la 

porción anterior y ventral izquierda de la expansión capitular del axostilo. Típicamente los 

núcleos contienen un nucleolo esférico pequeño, rodeado de un área libre de cromatina que 

se distribuye en gránulos relativamente pequeños (Honigberg y King, 1964). El contenido 

del ADN es rico en A+T, con un contenido de G+C del 36%; se ha estimado que posee 

13.3% de secuencias altamente repetitivas, 53 .5% de secuencias moderadamente repetidas 

y 33 .3% de secuencias únicas. Estudios realizados con secuencias de genes de actina 

indican un contenido de G+C más elevado en regiones codificadoras comparados con 

regiones no codificadoras, lo que hace posible identificar regiones potencialmente 

codificadoras en el genoma de este parásito (Espinosa y López-Villaseñor, 2001), Se han 

identi ficado seis cromosomas de tres tamaños; el tamaño y número de cromosomas de 15 

aislados de T vagina lis son idénticos, lo que sugiere que la heterogenicidad genética de las 

trichomonas no involucra rearreglos cromosomales mayores. El contenido de ADN por 

célula es de 81 fg (Wang y Wang, 1985). 

El ciclo celular de T vaginalis presenta las fases M, G 1, S y G2 con un periodo G2 

dominante. Recientemente se encontró una de las cinasas que participan en la regulación 

del ciclo celular, la proteína p34, la subunidad catalítica de la cinasa de la fase M 

pertenecientes a la familia de las proteína-cinasas CDC2/28 (Riley y col. , 1993). El parásito 

posee dos centros organizadores de microtúbulos (MTOC) (atractóforos asociados a los 

cinetosomas), de ahí se forman dos haces de microtúbulos extranucleares, los cuales hacen 

contacto con la envoltura nuclear y posiblemente con la cromatina. Debido a la presencia 

de un huso extranuclear y a la conservación de la envoltura nuclear durante la mitosis, T 

vagina lis lleva a cabo una mitosis extranuclear cerrada también llamada criptopleuromitosis 

(Brugerolle, 1975; Riley y col., 1994). La mitosis de este parásito es semejante a la de los 

eucariontes superiores, la cual se divide en seis fases: profase, metafase, anafase temprana, 
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anafase tardía, telofase temprana y telofase tardía con una duración aproximada de 45 

minutos . 

1.7. REGULACiÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA. 

En T. vagina/is no se conoce mucho sobre los mecanismos de regulación de la 

expresión genética y se sabe muy poco sobre la replicación del ADN . Johnson y cols. no 

encontraron una caja TATA típica en la posición 25 a 30 nucleótidos río arriba del sitio de 

inicio de la transcripción en los genes que analizaron, pero reportaron la presencia de un 

elemento iniciador en la región promotora de los genes de T. vaginalis, una "secuencia 

motivo" muy conservada en la región 5' no traducida que comprende 13 nucleótidos y cuya 

secuencia consenso es: TCAYTWYTCATTA (Y= TIC, W= TIA), con sitios precisos para 

el inicio de la transcripción. Además ensayos de transcripción in vi/ro, en mamíferos, 

demostraron que este elemento promotor consenso de T. vaginalis es similar tanto 

estructural como funcionalmente a los iniciadores encontrados en los promotores de 

eucariontes superiores (Quon y col., 1994). 

Se conoce poco de la región 3' no traducida, estudios con transcritos de 

genes de actina sugieren la secuencia UAAA como señal de poliadenilación en los 

precursores de ARNm y la secuencia Pyl(A)0-3AAUU como sitio de corte para la 

poliadenilación de ARNms en T. vagina/is (Espinosa y López-Villaseñor, 2002) . El 

análisis de los genes para tres adhesinas de T. vaginalis muestra diferencias entre los genes 

para la misma adhesina en cuanto a la secuencia para la señal de poliadenilación así como 

el tamaño de la cola de poliA. Dos de ellos presentan un elemento rico en AU (AURE) 

AUUUA o UUAUUUAU el cual confiere inestabilidad a los ARNm (ü'Brien y col., 1996, 

Engbring y col., 1998). Es posible que estas diferencias en la región 3' de los genes para las 

adhesinas participen en una regulación traduccional mediante la degradáción diferencial de 

los transcritos. La transcripción de los genes codificadores de proteínas en T. vagina/is se 

lleva a cabo por medio de una ARN polimerasa II (RNA poI 11). 

En cuanto a las modificaciones postraduccionales, todas las proteínas 

hidrogenosomales de T. vagina lis clonadas están codificadas en el núcleo como 

preproteínas con una secuencia líder de 5-15 aminoácidos. MLSASSNFARNl, ausente en 

las proteínas maduras (Lahti y col. , 1992). Se postula que esta secuencia líder se utilice para 
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la tras locación de las proteínas del citoplasma a los hidrogenosomas (Johnson y col., 1990), 

posiblemente ayudados por las proteínas de choque térmico Hsp 10, Hsp 60 y Hsp 70; estas 

últimas son responsables del plegamiento correcto de las proteínas, localizadas en los 

hidrogenosomas (Bozner, 1996). 

Utilizando como modelo la molécula de tubulina del axostilo y huso mitótico, se ha 

demostrado que las principales modificaciones post-traduccionales que se llevan a cabo en 

T. vagina lis son: acetilación y glutaminación pero no glicosilación. Estas modificaciones se 

llevan a cabo después del ensamblaje de las estructuras microtubulares (Delgado

Viscogliosi y col. , 1996). 

1.8. PATOGENICIDAD. 

Los estudios sobre los mecanismos de patogenicidad de T. vagina lis se han 

enfocado en los eventos iniciales de la infección, la notable adherencia del parásito a las 

células del epitelio vaginal y la producción de factores de virulencia extracelular. Se ha 

demostrado que la adherencia de T. vaginalis tanto a las células HeLa y a las células del 

epitelio vaginal es mediada a través de la acción de al menos cuatro proteínas de adhesión 

de 65 , 51, 33 y 23 kD (AP65, AP51 , AP33 Y AP23). Estas adhesinas parecen estar 

reguladas por hierro y requieren la presencia de una o más cisteín proteasas para facilitar la 

unión a las células (Engbring JA y Alderete JF 1998; Arroyo R y Alderete JF, 1989). 

Recientemente se ha observado que la unión inicial de T. vagina lis a las células del epitelio 

vaginal involucra la transformación de la forma ovoide normal del parásito a una · 

morfología ameboide o aplanada que esta acompañada de un incremento en la síntesis de 

las adhesinas AP33 y AP23 (Arroyo R y Alderete JF, 1993). La capacidad de llevar a cabo 

este dramático cambio morfológico requiere de un rearreglo del citoesqueleto, la 

transformación ameboide resulta en un contacto más íntimo entre el parásito y las células 

del huésped así como también la extensa interdigitación y formación de microcanales 

(Arroyo R y Alderete JF, 1993). Utilizando una variedad de técnicas de microscopía 

electrónica Furtado y Benchimol (Furtado MB, Benchimol M, 1998) han extendido estas 

observaciones para incluir extensas fusiones de membrana plasmática entre T. vaginalis y 

células del epitelio vaginal. Aunque inducidas a través de diferentes señales, el cambio 
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morfológico y la inducción de adhesinas puede resultar en una mayor adherencia y por lo 

tanto proveer al parásito distintas ventajas en un ambiente constantemente bañado en 

secreciones. 

Algunos factores de virulencia secretados por T. vaginalis incluyen un factor de 

separación celular, dos cisteín proteasas (30 y 60 kD) aisladas de filtrados libres de células 

y una hemolisina (Garber GE y col., 1989, Krieger JN y col., 1983; Dailey DC y Alderete 

JF, 1990). El factor de separación celular es una glicoproteína de 200 kD ácido lábil que 

causa la separación de las monocapas celulares y cuya producción se ha correlacionado con 

la presentación clínica de la enfermedad (Garber GE y Bowie WR, 1989, Garber GE y col., 

1990). Aunque los papeles de las citotoxinas contacto-dependientes, proteasas y 

fosfolipasas, han sido bien establecidos en la lisis de células del huésped, la fusión de 

membranas puede representar otro mecanismo de daño celular. 

La hemólisis de T. vagina lis es considerada como resultado del contacto directo del 

parásito con eritrocitos. Se han identificado cinco adhesinas de T. vagina lis que se unen a 

membranas de eritrocitos (Fiori PL y Capuccinelli P, 1993), tres de estas han mostrado 

previamente unirse a células del hospedero, pero dos (42 y 140 kD) están involucradas 

solamente en la adherencia al eritrocito, se ha propuesto un proceso que se lleva a cabo en 

tres pasos para'que ocurra la hemólisis : 

1.- Reconocimiento específico del eritrocito y unión del parásito. 

2.- Liberación de la citolisina de T. vagina lis lo que causa la formación de un poro en la 

membrana del eritrocito. 

3.- Separación del parásito con la subsiguiente lisis del eritrocito. 

Pindak y colaboradores (Pindak FF y col., 1993) han demostrado que el filtrado solo 

de T. vagina lis ejerce un efecto hemolítico en eritrocitos. Ellos creen que el grado de 

hemólisis esta influenciado por tres factores: el pH, la presencia de una fuente de energía y 

la temperatura. También se ha propuesto la participación de cisteín proteasas (Dailey y 

Col. , 1990) y proteínas formadoras de poros (Fiori y col., 1993). 

Otros mecanismos de patogenicidad de T. vagina lis que están siendo explorados 

incluyen la presencia de proteínas de estrés oxidativo, interacciones in vitro entre T. 

vaginalis y la microflora vaginal, y la identificación de un virus de T. vaginalis. Las 

proteínas de estrés oxidativo (Kulda J y Cerkasovova A, 1993), pueden proveer alguna 
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protección para el parásito contra los productos metabólicos de neutrófilos 

polimorfonucleares, que son las células reactivas predominantes durante la infección. 

Los lactobacilos vaginales pueden conferir alguna protección contra organismos 

patógenos por la producción de ácido láctico y peroxido de hidrógeno, sin embargo, cuando 

las mujeres desarrollan trichomonosis, ocurre una disminución en la población de 

lactobacilos. La respuesta inmune celular y humoral es evidente en pacientes con 

trichomonosis, pero no es protectora. Aunque no se ha encontrado en todos los pacientes 

infectados, el incremento en el número de leucocitos polimorfonucleares se puede detectar 

tempranamente en secreciones. Aún cuando macrófagos y leucocitos aunados a anticuerpos 

y complemento pueden eliminar a los parásitos, está claro que T. vaginalis neutraliza de 

forma efectiva la respuesta del sistema inmune del hospedero. 

Las numerosas cisteín proteasas sintetizadas por T. vaginalis contribuyen de manera 

significativa a la evasión de la respuesta inmune. Las cisteín proteasas son citotóxicas 

(Fiori PL y eappuccinelli P, 1997) Y hemolíticas (Dailey De y Alderete JF, 1990). Todas 

las subclases de inmunoglobulinas son susceptibles a las cisteín proteasas de las 

trichomonas (Min DY y col., 1998). De manera similar, los parásitos son resistentes a la 

lisis mediada por complemento por la acción de una de las cisteÍn proteasas más pequeñas 

inducida por altas concentraciones de hierro. Las proteasas degradan el e3 depositado en la 

superficie de T. vaginalis (Alderete JF y Lehker MW 1995). El inhibidor de proteasas de 

secreción leucocitaria (IPSL) es otro factor de protección de las superficies mucosas. Sin 

embargo las pro teas as de las trichomonas son capaces de degradar el IPSL haciéndolo no 

funcional. El IPSL también ha mostrado ser importante para prevenir la transmisión del 

VIH, por lo tanto las proteasas de las trichomonas pueden también ser responsables de 

incrementar el riesgo de la adquisición del VIH en mujeres con trichomonosis. 

Frecuentemente se ha observado infiltración leucocitaria en mujeres con 

trichomonosis. Aunque los leucocitos eliminan rápidamente a las trichomonas in vitro, 

estos no proporcionan efecto protector in vivo. Sin embargo, a bajas relaciones 

parásito:leucocito, el contacto inicial entre el parásito y el leucocito resulta en la formación 

de pseudopodos fagocíticos, intemalización, y finalmente degradación de la célula inmune 

en las vacuo las fagocíticas del parásito. 
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11. ANTECEDENTES. 

11.1. PROTEASAS EN Trichomonas vagina lis 

Trichomonas vaginalis tiene una alta actividad proteo lítica debida a múltiples 

proteasas. El uso de geles SDS-PAGE que contienen gelatina copolimerizada ha sido un 

método sensible de detección de proteasas permitiendo la caracterización parcial de las 

enzimas. La mayoría de las pro teas as son de tipo cisteín que difieren a su vez en la 

especificidad de su substrato. Muchas de estas enzimas, incluyendo las más activas en geles 

de gelatina, tienen masas moleculares significativamente mayores que las cisteín proteasas 

bien caracterizadas de eucariontes superiores. Durante un cultivo axénico in vi/ro, T 

vagina lis libera grandes cantidades de proteasas (aparentemente de tipo cisteín) 

exclusivamente en el medio de cultivo. Esto también se ha observado in vivo, ya que las 

cisteín pro teas as de T vaginalis han sido detectadas en lavados vaginales de mujeres 

infectadas. 

Se han reportado proteasas de tipo cisteín de 69, 49, 35, 32 (Irvine W J y col. , 1997) 

y 30 kDa. Estudios previos con inhibidores de cisteín proteasas N-a-p-tosil-L-Iisina 

c1orometilcetona (TLCK) y leupeptina muestran que es necesaria la acción de las proteasas 

sobre la superficie del parásito antes de la unión a la célula hospedera. La cisteín proteasa 

de 30 kDa (CP30), localizada en la superficie de T vagina lis y con alta afinidad por la 

superfic ie de las células huésped, se encuentra relacionada con la citoadherencia. La CP30 

presenta una actividad óptima en un rango de pH de 4.5 a 7.0, temperatura de 36°C a 45°C 

y una termoestabilidad menor a 60°C. Está conformada por tres manchas de actividad en un 

rango de pH de 4.5 y 5.5, las tres presentan afinidad por la superficie de las células HeLa lo 

cual sugiere que estas proteasas se encuentran activas en la vagina de las pacientes con 

trichomonosis. La secreción de la CP30 al medio de cultivo es dependiente de las 

concentraciones de hierro, de suero en el medio y de la presencia de células blanco 

(Mendoza-López M.R y Arroyo R, 2002). Aparte de la CP30 se ha reportado otra cisteín 

proteasa de un peso molecular de 30 kDa (Duk-Young y Myung-Hwan, 1998), que es 

capaz de degradar inmunoglobulinas de tipo IgA séricas, IgA secretorias que inhiben la 
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adherencia de bacterias y parásitos a la mucosa y a las células epiteliales, e IgG séricas y 

también es capaz de degradar la hemoglobina. Esta proteasa presenta actividad óptima a pH 

de 6; se ha propuesto que esta proteasa puede conferir una especie de defensa contra la 

respuesta inmune humoral del hospedero debido a su capacidad de degradar 

inmunoglobulinas y además suministrar nutrientes al parásito mediante la degradación de 

hemoglobina. 

También se ha descrito una cisteín proteasa de 65 kDa (Alvarez-Sánchez ME y 

Arroyo R, 2000) localizada tanto en la membrana plasmática como en el citoplasma de T. 

vagina/is y que tiene una actividada óptima a 37 oC y a pH de 5.5 que son condiciones 

similares a las que presentan los pacientes con trichomonosis. Además se ha encontrado 

que esta proteasa degrada algunas de las proteínas encontradas en la vagina como lo son el 

colageno IV y la fibronectina presentes en la lámina basal de el epitelio que se encuentra 

entre la vagina y el cérvix lo cual puede contribuir al parto prematuro. Mediante ensayos de 

inmunoprecipitación se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti CP65 en suero y en 

lavados vaginales, por lo que se cree que esta proteasa este involucrada como un factor de 

virulencia en la citotoxicidad. 

Además de las proteasas de tipo cisteín, en T. vagina/is se han descrito dos 

proteasas que son inhibidas con EDTA (inhibidor de proteasas de tipo metalo), una 

poteinasa de 142 kDa y la otra de un peso molecular >220 kDa, lo que indica que en T. 

vagina/is las proteasas no son exclusivamente de tipo cisteín (Bozner P y Demes P, 1991; 

Mallison DJ y North JM, 1994). 

11.2. PROTEASAS. 

Las proteasas ó proteasas catalizan el rompimiento de enlaces amida en proteínas y 

péptidos oligoméricos. Las pro teas as han sido identificadas en sistemas biológicos que van 

desde los virus hasta los vertebrados. Se estima que sin las proteasas como catalizadores 

biológicos la hidrólisis de un enlace peptídico llevaría cientos de años, en comparación una 

proteasa puede degradar tantos como un millón de enlaces peptídicos por segundo. El rango 

del tamaño de las proteasas va desde monómeros de 10 kDa a complejos multiméricos de 
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varios cientos de kDa. Se ha establecido que muchas proteasas de parásitos son posibles 

blancos quimioterapéuticos o para la creación de vacunas. 

Antes de hidrolizar los enlaces peptídicos, una peoteinasa debe unir a la proteína o 

al péptido sustrato en su sitio activo . La unión eficiente del sustrato está en función tanto 

del ambiente químico creado por los subsitios de la proteasa como de la naturaleza química 

del péptido que interacciona directamente con la ranura del sitio activo. Entre los factores 

que afectan de manera importante estas interacciones se incluyen: tamaño, polaridad, carga, 

hidrofobicidad, y accesibilidad. Aunque durante la catálisis un solo enlace peptídico es 

cortado, los aminoácidos que están a los lados del sitio de corte son críticos para fijar al 

registro y la especificidad de una enzima. Las secuencias que flanquean directamente el 

sitio activo están altamente conservadas para mantener el registro catalítico y se utilizan 

para clasificadas proteasas. La especificidad de sustratos puede utilizarse también para la 

identificación de inhibidores selectivos y en algunos casos para predecir los sustratos 

naturales (M. Sajid, McKerrow JH, 2002). 

11.3. CLASIFICACIÓN DE PROTEASAS. 

Los criterios más utilizados para la clasificación de proteasas son: 

1.- La reacción que catalizan. 

2.- La naturaleza química del sitio catalítico. 

3.- Las relaciones evolutivas reveladas por su estructura. 

La clasificación y nombramiento de las enzimas tomando como referencia las 

reacciones que catalizan y el conocimiento del nombre químico sistemático del sustrato 

permite derivar un nombre sistemático para la enzima y decidir como puede ser clasificada. 
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11.4. CLASIFICACIÓN DE PROTEASAS POR LA REACCIÓN QUE 

CATALIZAN. 

Las subclases de proteasas se dividen en dos grupos que comprenden las 

exopeptidasas y las endopeptidasas. Las exopeptidasas actúan solo cerca del final de la 

cadena polipeptídica. Aquellas que actúan en los extremos amino (N) terminales pueden 

liberar un solo residuo de aminoácido, un dipéptido o un tripéptido (aminopeptidasas, 

dipeptidil peptidasas y tripeptidil peptidasas, respectivamente) . Las exopeptidasas que 

actúan en el grupo carboxilo (C) terminal pueden liberar un solo residuo de aminoácido o 

un dipéptido (carboxipeptidasas y peptidil-dipeptidasas, respectivamente). Otras 

exopeptidasas son específicas para dipeptidos (dipeptidasas), o remueven residuos 

terminales que son sustituídos, ciclisados, o unidos por enlaces isopeptídicos (uniones 

peptídicas diferentes a los grupos a-carboxilo y a-amino) (peptidasas omega). 

Las endopeptidasas actúan preferencialmente en las regiones internas de las cadenas 

peptídicas, lejos de los extremos, y la presencia de grupos libres a-amino y a-carboxilo 

tienen un efecto negativo en la actividad de estas enzimas. 

Las omega peptidasas hidrolizan residuos terminales, pero algunas de ellas actúan 

en residuos atípicos que no están cerca de los grupos a-amino ó a-carboxilo. 

La información acerca de la reacción catalizada por una peptidasa individual puede 

formar las bases para su nombramiento y su correcta clasificación, cuando la especificidad 

claramente depende de la identidad de uno, o dos aminoácidos a lo más. 

Una exopeptidasa es comúnmente nombrada por la referencia al tipo de reacción 

que cataliza, cuando la enzima muestra una marcada preferencia por un residuo particular 

de aminoácido en la posición Pió PI', el nombre de este puede formar un calificativo 

(tabla 1). 

Para la mayoría de las endopeptidasas, la especificidad es demasiado compleja para 

proveer la base para un nombre. En estos casos, nombres triviales como "tripsina", 

"papaina", "termopsina" y "pitrilisina" pueden servir muy bien. Aunque estos llevan poca o 

ninguna información acerca de ellas, ya que se relacionan con su precursor, más que con la 

reacción enzimática. 
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TABLA 1. 

Nombres semisistemáticos para Exopeptidasas. 

Prol il-aminopeptidasa 

j 
Prolil-oligopeptidasa (o endopeptidasa). 

j X-Pro carboxipeptidasa 

(o prolil carboxipeptidasa). 

Pw - X" - Pw - X" - X", - X" - X", - X" - Pw L" 
X-Pro aminopeptidasa Prolina carboxipeptidasa. 

(o PTn, ,m;oopoptid,,,) j 
Xaa - Pro - Xaa - Xaa - Xaa - Xaa - Xaa - Xaa - Xaa - Pro 

X-Pro dipeptidasa Pro-X dipeptidasa 

(o prolina dipeptidasa). (o prolil dipeptidasa). 

x"lpw proL, 
11.5. CLASIFICACIÓN DE PROTEASAS POR EL TIPO CATALÍTICO. 

Las carboxipeptidasas y las endopeptiedasas son divididas en sub-subclases en base 

al mecanismo catalítico (Figura 1). Las peptidasas de tipo serín tienen un centro activo de 

serina involucrado en el proceso catalítico, las peptidasas de tipo cisteín tienen un residuo 

de cisteína en su centro activo, las endopeptidasas de tipo aspártico dependen de dos 

residuos de ácido aspártico para su actividad catalítica, y las metalopeptidasas utilizan un 

ión metálico (comúnmente zinc) en el mecanismo catalítico. 

20 



{

-De tipo serina . 

Carboxipeptidasas , -Metalocarboxipeptidasas . 

-De tipo cisteina . 

{

-De tipo serina . 
-De tipo cisteina . 

Endopeptidasas -De tipo aspártico . 
-De tipo metalo. 
-De mecanismo catalitico desconocido . 

Figura 1.- Subdivisión de carboxipeptidasas y endopeptidasas de acuerdo al tipo catalítico. 

Los efectos de inhibidores han proporcionado infonnación acerca del tipo catalítico 

de las peptidasas. Existen amplias variaciones en la susceptibilidad de las peptidasas frente 

a inhibidores, incluso dentro de un mismo tipo catalítico. Algunas veces estas variaciones 

reflejan el hecho de que estas enzimas son miembros de familias evolutivas diferentes, y 

por lo tanto muy diferentes estructuralmente, aunque utilicen el mismo tipo de mecanismo 

catalítico. 

11.6. CLASIFICACIÓN DE PROTEASAS CON BASE EN RELACIONES 

EVOLUTIV AS. 

Ahora que las secuencias de aminoácidos se han detenninado para muchas de las 

peptidasas conocidas, se puede obtener infonnación acerca de las relaciones evolutivas y 

estructurales de las enzimas comparando su secuencia. Esto provee una tercera fonna de 

clasificación para las peptidasas, debido a que las similitudes estructurales dentro de una 

familia de peptidasas comúnmente reflejan similitudes importantes en el mecanismo 

catalítico y otras propiedades, que pueden extenderse a otras funciones biológicas. 

El ténnino "clan" describe un grupo de familias que tienen un ancestro común. Los 

indicadores de relaciones distantes vienen principalmente del orden lineal de los residuos 

del sitio catalítico, grupos de aminoácidos conservados alrededor de los residuos catalíticos, 

y las estructuras terciarias de las proteínas. Algunos de los pliegues de las proteínas en 

diferentes familias son simi lares lo que indica la relación a nivel del clan. 
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El término "familia" es utilizado para describir a un grupo de peptidasas que están 

evolutivamente relacionadas en su estructura primaria por el orden de los residuos de la 

tri ada catalítica (Tabla 11) . Se cree que todos los miembros de una determinada familia 

evolucionaron a partir de una proteína ancestral. 

Los miembros de las familias son reconocidos por el hecho de que cada uno muestra 

una relación estadísticamente significativa en secuencia de aminoácidos con otro miembro, 

en toda su secuencia o en el dominio responsable de la actividad catalítica. 

No se ha encontrado un método que sea enteramente satisfactorio para nombrar a las 

familias de peptidasas; un término del tipo "familia de la quimiotripsina" es adoptado por 

convención, ya que la quimiotripsina fue el primer miembro de esa familia para el cual se 

determinó la secuencia, pero esta no es la razón por la cual la "familia de la tripsina" o la 

"familia de la elastasa" no puedan ser consideradas igualmente correctas. Para proveer el 

nombre de la familia, el miembro fundador tiene que suministrar el sistema para la 

numeración de los residuos de aminoácidos que es esencial en las comparaciones 

posteriores de estructuras moleculares dentro de la familia . Como una altemativa opcional a 

este nombramiento de las familias se estableció un sistema de numeración en el cual a cada 

familia de peptidasas le fue asignado un código constructor de una letra denotando el tipo 

catalítico (S, C, A, M, o U, para serín, cisteín, aspártico, metalo o desconocido (unknown)), 

seguido por un número asignado arbitrariamente. 

El sistema de familias propuesto con base en la estructura primaria descrito 

anteriormente contiene algunos grupos de familias que representan líneas evolutivas, es 

decir, todas las proteínas en estos grupos de familias divergieron de una proteína ancestral , 

pero ellos divergieron tan tempranamente que no es posible establecer una relación por 

comparación de las estructuras primarias . 
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11.7. SERÍN PROTEASAS. 

Las proteasas que dependen de un residuo de serina para su actividad catalítica están 

distribuidas ampliamente y son muy numerosas. Las serín proteasas se encuentran en virus, 

bacterias y eucariontes, y ellas incluyen exopeptidasas, endopeptidasas, oligopeptidasas, y 

omegapeptidasas. 

Cerca de 20 fami lias de serín proteasas han sido identificadas (Tabla 11), en base a 

sus estructuras tridimensionales y a evidencia menos directa. Muchas de estas familias 

pueden ser agrupadas dentro de aproximadamente seis clanes que tienen ancestros 

comunes. Se han encontrado similitudes en los mecanismos de reacción para algunas de las 

proteasas con diferentes orígenes evolutivos. De este modo, las proteasas de los clanes de la 

quimiotripsina, subtilisina, y carboxipeptidasa C tienen en común una "triada catalítica" 

conformada por los aminoácidos: serina (S) (nucleófilo), aspartato (D) (electrófilo), e 

histidina (H) (base); las orientaciones geométricas de estos residuos son similares entre 

estas familias, a pesar del hecho de que los pliegues de las proteínas son diferentes. Este 

ejemplo contradictorio de convergencia evolutiva, ha llevado a observar los mismos 

residuos catalíticos en otras serín proteasas. La conservación de residuos de glicina en las 

vecindades del residuo catalítico de serina en las primeras serín proteasas secuenciadas, 

para formar el motivo Gly-Xaa-Ser-Yaa-Gly lleva a especular que este motivo se debe 

encontrar en todas las serín proteasas. Aunque es verdad que muchas de las familias 

muestran residuos de glicina conservados cerca de la serina esencial, las posiciones de estas 

son variables (Tabla III). 

Tabla 11. 

Clanes y familias de serín proteasas*. 

Clan. Familia. Enzima representativa. Residuos catalíticos conocidos. 

SA SI Quimiotripsina. --------H--------D-------------------S----------

SA S2 Endopeptidasa a-lítica. ------------H----D------------------S----------

SA S3 Endopeptidasa de envoltura del virus --------H-------D--------------S---------------

Sindbis. 

SA SS Lisil endopeptidasa. ------------H-------D---------------S----------

SA S6 Serín endopeptidasa 19A específica. ---------------s---------------------------------
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SA S30 Endopeptidasa del virus del tabaco ...... · .................. · .. ··H·D .. ·S .... · .... · 

de 35kDa. 

SA S7 Endopeptidasa NS3 de l virus de la · ...... HD .. ·S .. · .. · · ............ · .. · .... · .. · .. · 

fiebre amari lla. 

SA S29 Endopeptidasa NS3 del virus de la .. .... · .......... ·s .............................. · 

hepatitis C. 

SA S3 l Endopeptidasa p80 del virus de la ...................... s ......................... .. 

diarrea del ganado. 

SA S32 Endopeptidasa putativa del virus de 

la artritis equina. 

SB S8 Subtilisina. .. .... ·D··· .. H· .. • .. •• .. · .. · ........ S ........ · .. 

SC S9 Prolil oligopeptidasa. ........ · .. ···· .. ·· .. ·· .... · .... · .. · .. ·S .. ·D·H .. 

? SIO Carboxipeptidasa C. ...... ·· .. ··· .... ··S .. · .. · .. ·· ...... · .. ·D·· .. H·· 

? S28 Carboxipeptidasa lisosomal X-Pro. 

? S I5 Lactococcus peptidasa X-Pro . ...................... · .. s ...................... .. 

SE S il Escherichia D-Ala-D-Ala peptidasa ...... ·SK ...................................... .. 

A. 

SE SI2 Streptomyces R61 D-Ala-D-Ala .. .......... ·SK ................................ .. 

peptidasa. 

SE SI3 Actinomadura R39 D-Ala-D-Ala .. ...... SK .......... · .......................... .. 

peptidasa. 

SF S24 Represor Lex-A .. ............................ · .. S ........ K .... .. 

SF S26 Peptidasa guía. ................ ·S .......... K .............. · .... · 

SF S27 Peptidasa señal eucarionte. 

SG SI4 Endopeptidasa Clp (subunidad ............................ ·S .. · .. H ...... • ...... 

clpP). 

? SI6 Endopeptidasa La. .. .............. · ........................ ·s .... · .. 

? S25 Complejo de endopeptidasas 

multicatalítico. 

S18 Omptin. 
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SI9 

S21 

SI7 

S23 

Coccidiodes endopeptidasa. 

Assemblin. 

Bacteroides endopeptidasa 

extracelular. 

Escherichia proteasa 1. 

................. H ........... S .................. . 

"El arreglo de los residuos catalíticos en las enzimas representativas es ilustrado diagramáticamente utili zando líneas para 

describir las cadenas polipeptídícas. aunque en realidad las cadenas varían considerablemente en longitud. Para algunas de 

las familias. los res iduos catalíticos no se han definido. 

Tabla III 

Residuos de glicina conservados en la vecindad de la serina catalítica. 

Clan. Familia. 

SA SI · .G. SG .... 

S2 · .G.SG . .. 

S3 · .G.SG .. . 

S5 · .G.SG .... 

S6 · .G.SG .. . . 

S30 · .G.SG .... 

S7 · . G . SG .... 

S29 · .G.SGG . .. 

S31 · . G . SG . . . . 

SB S8 · . G.S . . . . . 

SC S9 · . G . S . GG .. 

SIO · .G .S .. G .. 

SI5 · .G. S . . G . . 

SE Sil .... S .. K .. 

SI2 .... S . . K . . 

SI3 .... S .. K . . 

SF S24 · .G . S .... G 

S26 · ... S . . . . . 
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SG Sl4 G . . S . 

Sl6 . G.S.G . 

- S2l . S . .. 
Los puntos representan residuos de ammoacldos que pueden vanar entre una familia y otra. 

Las serín proteasas son enzimas involucradas en un amplio rango de procesos 

biológicos que incluyen el metabolismo de proteínas tanto intra como extracelularmente, 

digestión, coagulación sanguínea, disolución de coágulos, respuesta inmune y fertilización . 

La estructura tridimensional de las serín proteasas, junto con los estudios biofisicos, de 

biología molecular y enzimática, provee modelos útiles para entender el mecanismo de 

acción enzimático, la base de la especificidad del sustrato y la evolución molecular de las 

enzimas. 

Aparte de su papel en la fisiología y metabolismo de los organismos, las serín 

proteasas están implicadas en la pato génesis de numerosas enfermedades infecciosas. Entre 

algunas de las enfermedades parasitarias más prevalentes se encuentran la esquistosomiasis 

y la oncocercosis . Las proteínasas de éstos parásitos pueden facilitar la invasión de los 

tejidos del hospedero, el metabolismo de las proteínas del hospedero y la evasión de la 

respuesta inmune. En la anisakiasis, causada por la ingestión de la larva del nematodo 

Anisakis que se encuentra en platillos de mariscos como el sushi y el sashimi, el parásito 

puede invadir y penetrar la pared del estómago o el intestino. Se ha encontrado que las 

secreciones de la larva tejido-invasiva contienen una serín proteasa parecida a la tripsina 

que puede facilitar la invasión de los tejidos del hospedero (Sakanari lA y McKerrow JH, 

1989). Por otra parte se ha especulado que miembros del género Acanthamoeba, causantes 

de la queratitis ameboide y la encefalitis granulomatosa ameboide (EGA), registrada 

principalmente a pacientes débiles o inmunodeprimidos, la patogénesis de la infección por 

Acanthamoeba puede ser un proceso que consta de varias etapas como adhesión, 

degradación e invasión. La secreción de una serín proteasa con una fuerte actividad frente a 

proteínas de la matriz extracelular puede facilitar la invasión de tejidos (Hong Y y Chung 

0,2000). 

Otro padecimiento en el cual las serín proteasas tienen gran importancia es en la 

infección por el parásito Schistosoma mansoni que empieza con la invasión de la piel 
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intacta por la larva acuática, la cercaria, secretada por el caracol de agua dulce 

Biomphalaria glabra/a. La cercaria de S. mansoni mide alrededor de - 150 Jlm de largo y 

70Jlm de ancho por lo que requiere de la lisis de los tejidos de la piel para migrar a los 

vasos sanguíneos. Se sabe que las secreciones de la cercaria poseen actividad proteo lítica 

ya que las macromoléculas del hospedero representan barreras a la invasión de la cercaria; 

entre estas se incluyen la elastina, keratina, fibronectina, laminina, y colagenos IV y VIII. 

Se ha reportado una serín proteasa en extractos de cercaria o en secreciones de cercaria 

inducidas por el contacto con lípidos de la piel, esta proteasa es parecida a la 

quimiotripsina, con actividad contra muchas de las barreras macromoleculares (Salter lP y 

McKerrow JH, 2000). 

11.7.1. FAMILIA DE LAS SUBTILISINAS (S8). 

La familia de las subtilisinas es la segunda familia más grande de serín proteasas 

que se ha identificado después de la familia de la quimiotripsina y está ampliamente 

extendida, sus miembros se encuentran en eubacterias, arque bacterias, eucariontes y virus. 

La gran mayoría de las enzimas son endopeptidasas, pero también hay tripeptidil

peptidasas. Se han determinado las estructuras cristalográficas para algunos miembros de 

esta familia y estas muestran una triada catalítica compuesta de los mismos residuos que se 

encuentran en las peptidasas del clan de la quimiotripsina. Sin embargo el orden de estos 

residuos es diferente en la familia de las subtilisinas (Asp/His/Ser) y las estructuras 

tridimensionales no muestran semejanza con la quimiotripsina, ya que la subtilisina y la 

quimiotripsina no están relacionadas evolutivamente. 

La mayoría de las subtilisinas son sintetizadas como pre-pro-enzimas y 

subsecuentemente son translocadas al exterior de la membrana celular vía el pre-pépetido ó 

peptido señal, y finalmente activadas por el rompimento del pro-péptido, aunque hay 

numerosas excepciones en las cuales los pro-péptidos estan ausentes y un pequeño número 

de subtilasas que son intracelulares (Siezen et al. , 1995). Se sabe que las endopeptidasas 

kexina, furina, y enzimas relacionadas hasta ahora conocidas de levaduras y animales, se 

rompen en el extremo e terminal hasta un par de aminoácidos básicos. En las subtilisinas el 
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oxianión es formado por la Serina del sitio activo y la Asparagina 262 (numeración de 

acuerdo a la subtililsina Bacillus Protease N' (BPN'». 

~ ~ ~ 
1 GSNVK-VAVIDSGIDSSHPDL NNSHGTHVAGTVAA NGTSMASPHVAGAA 
2 GANVK-VAVLDTGIQASHPDL GNGHGTHVAGTVAA NGTSMASPHVAGAA 
3 GSGAK- I AIVDTGVQSNHPDL GNGHGTHCAGlAAA SGTSMATPHVAGVA 
4 GTGVT-AYVIDTGVNNAHVEF CNGHGTHVAGTI GG SGTSMATPHVAGVA 
5 GKHPTVSYVVDSGIRTTHSEF LLGHGTHVAGTVGG SGTSMACPHVAGLA 
6 GQGSC -VYVIDTGIEASHPEF GNGHGTHCAGTVGS SGTSMATPHVAGLA 
7 GRGVT- SYVIDTGVNINHKDF GNGHGTHCAGT I AS SGTSMASPHVAGLL 
8 GAGVV-AAIVDDGLDYENEDL DDYHGTRCAGElAA GGTSAAAPLAAGVY 
9 GKGVT-IGIMDDGIDYLHPDL FNSHGTRCAGEVSA SGTSAAAPEAAGVF 
10 GHGIV-VSILDDGIEKNHPDL DNRHGTRCAGEVAA TGTSASAPLAAGII 
11 HDGEVWRACIDSNEDGDLSKS GGAHGTHVASlAAG NGTSMSSPNACGGI 
12 GDPGVTISVVDQGIQYDHEDL SENHGTHVGGlAAG SGTSMASPVVAGVA 
13 DGTGTIIAIIDDGVDI DHEEF RDNHGTACAGVACG GGTSSACPGAAGVA 

Figura 2.- Secuencias conservadas alrededor de los residuos de la triada catalítica en la familia de las 

subtilisinas. Los residuos identicos en la subti lis ina BPN' se muestran en negritas. Las flechas indican los residuos de la 

triada catalítica. I.-Subtilisina BPN'; 2.-Subtilisina Carlsberg; 3.-Termitasa; 4.-Serin exopeptidasa A dependiente de 

calcio Vibrio algynolyticus; 5.-Endopeptidasa extrcelular Yarrowia Iipolytica; 6.-Endopeptidasa K; 7.-Cerevisina; 8.

Kexina; 9.-Convertasa PC2 pituitaria humana; IO.-Furina de rata; II.-Tripeptidil peptidasa [[ humana ; 12.-HaI0Iisina; 13.

Endopeptidasa dependiente de calcio Anabaena varia bilis. 

Algunos miembros de las subtilisinas tienen algún requerimiento por activación de 

un grupo tiol. Esta dependencia del tiol es atribuible a la Cys-173 cerca de la histidina del 

sitio activo. 

La familia de las subtilisinas contiene algunas proteínas mosaico. La endopeptidasa 

secretada de Vibrio alginolyticus (conocida como "exopeptidasa A") y Xanthomonas 

campes tris contienen dominios homólogos carboxilo terminal similares a algunos 

encontrados en metalopeptidasas, incluyendo una aminopeptidasa de Vibrio proteolyticus 

(familia M28) y endopeptidasas de la familia de termolisinas (M4). Por otra parte las 

subtilisinas que están localizadas in la membrana celular de Lactococcus muestran un 

domonio homólogo con otras proteínas de membrana bacterianas como es la proteína de 

unión al fibrinógeno e inmunoglobulinas de Streptococcus. 
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La familia S8 contiene algunas enzimas con extensiones amino ó carboxilo terminal 

que no muestran relaciones con otras proteínas, la subfamilia de la kexina incluye 

endopeptidasas con una variedad de extensiones carboxilo terminal. 

La figura 3 muestra una representación esquemática del sitio de unión de las 

subtilasas basados en los datos de unión en 3D obtenidos de algunas subtilisinas y de la 

termitasa (McPhalen y James, 1998; Heinz y col., 1991; Takeuchi y col., 1991 a, 1991 b; 

Gros y col., 1989). Esta region puede ser descrita como un canal o hendidura capaz de 

acomodar al menos seis residios de aminoácidos (P4-P2') de un sustrato polipeptídico u un 

inhibidor (pseudo sustrato). Tanto las interacciones de las cadenas principales y laterales de 

la enzima y el sustrato/inhibidor contribuyen a la unión. 

I 
I 

I 

~ 

/O"" I 
10 ' I 

'--_______ _ ______ '"_1 _ _____ .J 

Figura 3.- Representación esquemática de la unión de un sustratolinhibidor a una serin proteasa de la 

familia de las subtilisinas. Las cadenas laterares del sustrato (de P4-P2 ' ) se muestran como circulos. Las 

posiciones de los residuos de aminoácidos de la enzima que pueden interactuar con las cadenas laterales P4-

P2"se encuentran rodeando los sitios de unión (S 1, S2. etc). La numeración de la enzima corresponde a la 

subtilisina BPN '. Los enlaces de hidrógeno formados entre la enzima y el inhibidor se muestran en lineas 

punteadas y el enlace que se rompe es la linea en zig zag, tambien se indican los residuos catalíticos D32, H64 

Y S221 y el residuo N 155 que forma el oxianión (Siezen RJ y Leunissen JAM. 1997). 
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En general, la especificidad de la subtilasa está determinada por las interacciones de 

las cadenas laterales de los residuos P4-P I del sustrato y los residuos de los sitios de la 

enzima S I-S4, respectivamente, con los sitios S4 y S l dominando la preferencia por el 

sustrato . 

Estos sitios de unión en las subtilasas tienen las siguientes características 

(numeración en base a la subtilisina BPN'): 

S2 ': Es un bolsillo hidrofóbico de tamaño variable dependiendo de la orientación de la 

cadena aromática lateral del residuo 189. 

SI : Es una hendidura larga y elongada, rodeada a los lados por el esqueleto de los 

segmentos 125-128 y 152-155, el residuo 166 en el fondo y con los residuos 156 y 129 en 

los bordes. 

S2 : Es una pequeña hendidura unida en ambos lados por el residuo 100 y el residuo del 

sitio activo H64, en el fondo por el residuo hidrofóbico 96, el residuo del sitio activo D32 y 

el residuo 33. 

S4: Es un bolsillo situado entre los segmentos 101-104 y 126-130, el cual parece tener dos 

subsitios que pueden tener diferentes características. El sitio 4a tiene a los lados y en el 

fondo los residuos 96, 107, 126 Y en borde al residuo 102. El sitio 4b tiene a los lados y en 

el fondo los residuos 104, 135 Y en el borde los residuos 128 y 130. Las cadenas laterales 

de estos residuos determinan el tamaño del bolsillo S4. 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo con clonas genómicas que 

contienen genes de actina de Trichomonas vaginalis, han demostrado la presencia de un 

mayor contenido de G+C en las regiones codificadoras comparadas con las regiones no 

codificadoras. Se analizaron las regiones adyacentes a los genes de actina de varias de estas 

clonas; en particular, en el extremo 3' de la clona genómica 8A se detectó una región con 

un elevado contenido de G+C, la cual poseía homología con serín proteasas. Estas 

proteasas se han reportadas en otros microorganismos y parásitos y han sido consideradas 

un factor de virulencia. En Trichomonas vaginalis únicamente se han descrito proteasas de 

tipo cisteín y metal o y hasta ahora no se han descrito proteasas de tipo serín. Por lo tanto 

consideramos que la presencia de una serín proteinasa en T. vagina lis podría ser un factor 

de virulencia no descrito anteriormente en este parásito. 

IV. OBJETIVOS. 

l. Analizar el marco de lectura abierto incompleto contiguo a un gen de actina de T. 

vaginalis 

2. Determinar el número de genes y la expresión de una serín proteasa de T. 

vaginalis. 

3. Obtener la secuencia nucleotídica completa del gen que codifica para una serín 

proteasa en T. vaginalis. 

4. Deducir y analizar la secuencia de aminoácidos de una serín proteasa en T. 

vaginalis. 

5. Proponer un modelo estructural teórico para la serín proteasa de T. vaginalis. 
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v. METODOLOGÍA 

V.l. EXTRACCIÓN DE ADN PLASMÍDICO (MINI PREPARACIÓN). 

1.- Crecer un cultivo de la cepa de Escherichia coli que contiene el plásmido durante toda 

la noche a 37 oC en un baño con agitación constante en 3 mi de LB + ampicilina (USB) 

(100 ¡¡g/mI) ó el antibiótico adecuado según el plásmido. 

2.- Colocar 1.5 mi del cultivo en un tubo eppendorf. 

3.- Centrifugar a 12,000 rpm por 30 seg. 

4.- Descartar el sobrenadante. Agitar en vortex para suavizar la pastilla celular. 

5.- Resuspender la pastilla en 100 ¡.tI de solución 1 enfriada en hielo agitando en vortex. 

6.- Adicionar 200 ¡.tI de solución Il preparada recientemente, mezclar el contenido por 

inversión del tubo por lo menos 5 veces. No agitar en vortex. Mantener en hielo. 

7.- Adicionar 150 ¡.tI de solución III enfriada en hielo. Agitar en vortex suavemente por 10 

segundos, para dispersar la solución a través dellisado celular. 

8.- Incubar en hielo de 3-5 minutos. 

9.- Centrifugar a 12,000 rpm por 5 minutos en microfuga y transferir el sobrenadan te a un 

tubo limpio (en la pastilla se encuentra el ADN genómico). 

10.- Adicionar volúmenes iguales de Fenol (GIBCO) (250 ¡.tI): Cloroformo (SIGMA) (250 

¡.tI), agitar en vortex. Centrifugar a 14,000 rpm por 3 minutos. Pasar la fase acuosa a un 

tubo limpio con 500 ¡.tI de cloroformo, agitar en vortex, centrifugar 3 minutos a 14,000 rpm 

y transferir el sobrenadante a un tubo limpio. 

11.- Precipitar el ADN con 2 volúmenes de etanol (1000 ¡.tI) a temperatura ambiente. 

Mezclar en el vortex, dejar reposar la mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente. 

12.- Centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos. 

13.- Remover en sobrenadante por aspiración. Colocar el tubo en posición invertida sobre 

una toalla de papel, remover cualquier gota de fluido a las paredes del tubo. 

14.- Enjuagar la pastilla con I mi de etanol al 70 % a 4 oC, remover el sobrenadante y dejar 

secar la pastilla por 10 minutos. 
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15.- Redisolver los ácidos nucleicos en 50 ¡.¡I de TE conteniendo RNAsa pancreática libre 

de DNAsa (GIBCO) (20 ¡.¡g/ml). Agitar brevemente en vortex, incubar a 37 oC por 20 

minutos y almacenar a - 20 oc. 

V.2. SECUENCIACIÓN DEL EXTREMO 3' DE LA CLONA GENÓMICA 8A y 

DEL FRAGMENTO DE 1528 PB DELA CLONA GENÓMICA 9.2. 

La secuenciación del extremo de la clona genómica 8A se llevo a cabo en un 

secuenciador automático ABI-PRlSM (Instituto de Fisiología Celular, UNAM), utilizando 

como templado la clona 8A a una concentración de 0.5 ¡.¡g/¡.¡l y los siguientes 

oligonucleótidos* llevados a una concentración de 20 picomoles/¡.¡l: 

Tabla IV 

Oligonucleótidos utilizados para secuenciar la región 3' de la clona 8A y la clona pSP9.2. 

Nombre del Secuencia (5' -3 ') . Nombre del Secuencia (5'-3'). 
oliginuc1eótido· oliginucleótido· 

(Sentido) (Tm). (Antisentido) (Tm) 

8Agact20 (49°C) CTCGCTACATTCCCACAG 8Agact 13 (38°C) GTTGCAATCTGGTAATGA 

8Agact21 (47°C) GTTACGCACGAGCCAAGG 8Agactl4 (52°C) TGTGTGCCGTGGCCTGGG 

8Agact22 (38°C) AAGTAGATATCCTGATTCAA 8Agact 15 (38°C) TGGCCATCTTTGATCTTT 

8Agact23 (45°C) ACGATGGTATTGCACCTGAA 8Agactl6 (43°C) TAGATGTCCAATGTGCGG 

8Agact24 (38°C) TCATTACCAGATTGCAAC Reverse primer GGAAACAGCTATGACCATG 

(44°C) 

9.2sepr21 (50°C) CCATTACTTGCAGATTTATC 

-Todos los ohgonucleoudos fueron smtettzados por la casa comercIal INVITROGEN . 
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V.3. EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO. 

CULTIVO DE Trichomonas vaginalis. 

1.- En un tubo de ensayo con tapa de rosca (estéril) poner 6 mi de medio de cultivo TYM, 

0.6 mi de suero de caballo inactivado (GIBCO) (10% del volumen de medio de cultivo) yel 

volumen correspondiente a 0.5X106 células por mI. 

2.- Cuando el cultivo tenga una cantidad aproximada de 1.6 a 2X I 06 células por mI, se 

puede utilizar para inocular una caja de cultivo Nunc de 260 mI. Se ponen 50 mi de medio 

de cultivo TYM, 5 mi de suero de caballo inactivado y el volumen total del tubo que se 

vaya a utilizar como inóculo (7 mI aproximadamente), al día siguiente este cultivo ya estará 

lo suficientemente crecido como para preparar ADN del parásito. El cultivo para la 

extracción de ADN debe tener de 2 a 2.5XI06 células/mI aproximadamente. 

3.- El volumen total del cultivo se separa en dos tubos Nalgene de 50 mI. Se procesa 

primero un tubo y luego el otro tubo para evitar la degradación del ADN. 

4.- Se centrifuga el tubo Nalgene con el medio de cultivo a 3000 rpm durante 10 minutos, a 

4 oC en un rotor Sorvall SS34. 

5.- Se decanta el sobrenadan te cuidadosamente y se coloca en un recipiente de desechos 

que será esterilizado posteriormente. 

6.- Se lava el botón de células con 20 mi de PBS pH 7.4 las cuales se resuspenden y se 

vuelven a centrifugar en la misma forma que en el inciso 4. 

7.- Se decanta la solución de lavado y el botón de células se resuspende en 2 mI de PBS. 

8.- En dos tubos eppendorf de 1.5 mI , poner I mi de células resuspendidas en el inciso 

anterior y centrifugar a 14000 rpm durante l minuto en una microcentrífuga. 

9.- Decantar el sobrenadante y resuspender el botón con el líquido que sobra (20 ~I). 

10.- Agregar 300 ~l de buffer de extracción (ver apéndice) y 300 ~I de fenol (GIBCO). 

Agitar en vortex a velocidad de 3 durante 30 segundos y centrifugar a velocidad máxima 

durante 3 minutos . A partir de este paso realizar la extracción en forma rápida, ya que 

debido a la gran cantidad de nucleasas de este parásito se puede degradar el ADN. 

11.- Colocar la fase superior cuidadosamente (sin tomar la interfase) en otro tubo eppendorf 

con 300 ~I de fenol y 300 ~I de cloroformo (SIGMA), se agita y se centrifuga igual que en 

el paso anterior. 
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12 .- Se transfiere la fase superior cuidadosamente a otro tubo eppendorf con 500 ¡.!! de 

cloroformo, se agita y se centrifuga en la misma forma. 

13.- Se coloca la fase superior cuidadosamente en otro tubo eppendorf limpio y se precipita 

con 1 mi de etanol absoluto y 40 JlI de acetato de sodio 3M. Se deja a - 20 oC por lo menos 

2 hrs, o a - 80 oC por Y2 hora. 

14.- Centrifugar el tubo eppendorf con el ADN precipitado en una microcentrifuga a 

velocidad máxima durante 15 minutos. 

15.- Se elimina el sobrenadan te y el botón se lava con I mi de etanol al 70% frío, se 

decanta y se centrifuga durante 15 minutos. 

16.- Se quita el exceso de etanol con una micropipeta y se deja secar el botón de ADN 

durante 15 minutos aproximadamente, hasta que el botón quede transparente. 

17 .- El botón de ADN se resuspende en 50 JlI de TE. 

18.- Se agregan 0.5 JlI de RNAsa (GIBCO) (20 Jlg/ml) y se deja a 37 oC durante 30 

minutos. 

19.- El ADN se guarda a - 20 oc. 

V.4. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 

Oligonucleótidos utilizados en la Reacción de PCR: 

Oligonucleótido. Secuencia. Tm (oC). 

Reverse (antisentido). 5'GGAAACAGCTATGACCATG3 ' 44 

8Agact22 (sentido). 5' AAGT AGA T A TCCTGA TTCAA3 ' 38 

PROGRAMA. 

Paso. Tiempo. Temperatura. 

1 10' 92°C 

2 l' 92°C 

3 l' 42°C 

4 2' noc 
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5 30 ciclos (pasos 2-4). 

6 l' 92°C 

7 l' 42°C 

8 5' noc 
9 END. 

La reacción se lleva a cabo en un volumen total de 50 ¡.tI para el problema y 25 ¡.tI 

para el control adicionando los reactivos en el siguiente orden y en las cantidades indicadas. 

Solución. Muestra. Control. 

1.- H20bd Estéril para PCR. 32.5 ¡.tI 16.5 ¡.tI 

2.- Buffer para PCR 10X. 5 ¡.tI 2.5 ¡.tI 

3.- MgCh 50Mm (3mM final) . 3 1.5 ¡.tI 

4.- dNTP's 100mM (I0mM c/u). 3 ¡.tI 1.5 ¡.tI 

5.- Plásmido gactin8A (200 ng/¡.tl). 0.5 ¡.tI -
6.- Oligo 8Agact22 (200 ng/¡.tl). 3 ¡.tI 1.5 ¡.tI 

7.- Oligo Reverse (200 ng/¡.tl). 3 ¡.tI 1.5 ¡.tI 

Total 50 ¡.tI 25 ¡.tI 

Aceite mineral 100 ¡.tI 100 ¡.tI 

En el minuto 9 del primer ciclo adicionar I ¡.tI a muestra y 0.5 ¡.tI al control de la 

enzima Taq DNA polimerasa (GIBCO). 

Para reducir la posibilidad de contaminación, todo el material (puntas de 

micropipeta, tubos de PCR, y micropipetas) debe ser esterilizado previamente en la cámara 

de luz UV, además se deben utilizar guantes de látex nuevos y cubrebocas, la enzima se 

saca del congelador en el momento preciso en el que se va a utilizar. El producto de PCR se 

clonó en el vector TOPO (INVITROGEN) para eliminar el fragmento del vector 

amplificado con el extremo 3'. 
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V.S. CLONACiÓN DEL PRODUCTO DE PCR EN EL VECTOR TOPO. 

1.- Amplificación por PCR del fragmento que va a ser clonado. 

2.- Correr un gel preparativo (agarosa al 0.8%) del producto de PCR y purificar la banda de 

interés. 

Clonación del producto de PCR en el vector TOPO. 

1.- Preparar la mezcla de reacción para ligar el producto de PCR en el vector TOPO. 

-2 ¡.tI de producto de PCR purificado (500 ng) 

-0.5 J.!l de Diluite Salt Solution (5 J.!I de Salt solution (INVITROGEN)+ 15 J.!I de 

agua bidestilada estéril). 

-0.5 J.!l de vector TOPO (INVITROGEN). 

2.- Mezclar ligeramente la reacción de ligación e incubar 15 minutos a temperatura 

ambiente. 

3.- Adicionar 2 J.!l de reacción de ligación a un tubo de células electrocompetentes (50 J.!l de 

células) y mezclar. 

4.- Electroporar las células a 2.46 kV colocándolas en una celda o cubeta para electroporar 

(GIBCO). 

5.- Inmediatamente después de electroporar, añadir 250 J.!I de de medio SOC a temperatura 

ambiente . 

6.- Transferir las células electroporadas (300 J.!l) a un tubo eppendorf estéril. 

7.- Incubar las células a 37 oC por 1 hora para permitir la expresión de los genes de 

resistencia al antibiótico. 

8.- Platear 1/ 1 O Y 9/1 O del volumen total en cajas de LB+kanamicina. 

9.- Incubar las cajas durante toda la noche a 37 oc. 

10.- Las clonas obtenidas se cultivan en medio LB+kanamicina (USB) líquido para hacer 

mini preparaciones del plásmido. 
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V.6. PROTOCOLO PARA PREPARAR LA SONDA RADIACTIVA. 

1.- Diluir el ADN que va a ser marcado a una concentración de 50 ng en 45 ,.d de agua 

estéril o 10mM TrisHCI pH 8.0, ImM EDTA (TE Buffer) (el volumen no debe exceder los 

45 fll.) 

2.- Desnaturalizar la muestra de ADN en agua hirviendo (95-100 oC) por 5 minutos. Pasar 

el tubo inmediatamente a hielo. 

3.- Certrifugar brevemente para bajar el contenido. 

4.- Adicionar el ADN desnaturalizado a la mezcla de marcaje (Amersham) y mezclar 

brevemente hasta que el color azul este uniformemente distribuido. (No mezclar con pipeta 

ya que la mezcla de marcaje puede quedarse en la punta y la reacción no procede 

eficientemente). 

5.- Centrifugar brevemente para bajar el contenido. 

6.- Adicionar 5 fll de Redivue [32p] dCTP (Amersham) y mezclar subiendo y bajando con 

la pipeta de 4 a 5 veces. (La mezcla de reacción puede cambiar de azul a púrpura después 

de la adición del isótopo radiáctivo). 

7.- Incubar a 37°C por 10 minutos. 

8.- Parar la reacción adicionando 5 fll de 0.2M EDTA. 

9.- Adicionar 50 fll de T.E. 10-0.2mM. 

10.- Pasar la reacción por la columna de Sephadex G50, para eliminar la marca radiactiva 

no incorporada. 

11 .- Desnaturalización de la sonda: 

-Agregar a la sonda 0.1 volúmenes de NaOH 3N (10 fll) . 

-Incubar 5' a temperatura ambiente. 

-Transferir a hielo+agua. 

-Agregar 0.1 volúmenes de HCI 3N (10 fll). 

-Agregar 0.05 volúmenes de Tris 1M pH 7.4 (5 fll) . 

-Mantener en hielo. 

13.- Agregar la sonda desnaturalizada a la solución de hibridación . 
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V.7. SOUTHERN BLOT. 

1.- Digestión del ADN con enzimas de restricción: 

1.- Para cada digestión se utilizaron 15 Ilg de ADN genómico de T vaginalis . 

2.- El ADN se digirió con las siguentes las enzimas de restricción Eco RI, Eco RV, Bgl 11 , 

Hind 1II, PsI 1, Bam HI (GIBCO) y ela I (New England Biolabs). Realizar dobles 

digestiones con PsI UBgl 11, Bam HUBgl 11 y Hind III/Bgl 11 con un exceso de enzima 

(IOX). Las reacciónes se llevaron a cabo en un volumen de 200 111 a 37°C durante toda la 

noche. 

3.- Para las dobles digestiones de Hind I1UBgl 11 y PsI UBgl 11 fue necesario realizar una 

extracción fenoUcloroformo. Después de la primera digestión , precipitar el ADN y 

posteriormente llevar a cabo la digestión con Bgl 11 . 

4.- A la mañana siguiente se adicionaron 10 unidades más de enzima de restricción a cada 

reacción y se incubarón 3 horas más para completar la reacción. 

5.- El ADN se precipitó con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M Y 2.5 volúmenes de 

etanol (a - 70°C por I hora). 

6.- Centrifugar a 14,000 rpm por 20 minutos. 

7.- La pastilla se lavó con etanol al 70% frío y se dejó secar durante aproximadamente 5 

minutos. 

8.- El ADN se resuspendió en 10111 de TE (pH 7.4). (Puede calentarse a 56° C para facilitar 

la resuspensión). 

11.- Preparación y corrida del gel. 

1.- Preparar un gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE IX. Gel : IIXI4 cm, de un grosor 

aproximado de 6 mm. 

2.- Cargar los marcadores de peso molecular y las muestras. 

3.- Correr el gel a 80 volts hasta que el colorante más rápido corra aproximadamente % 

partes (aproximadamente 3 horas). Utilizar como marcador de peso molecular ADN del 

bacteriófago Lambda cortado con Hind III (GIBCO). 

39 



4.- Teñir el gel con bromuro de etidio por 20 minutos. (Stock 1000X: 10 mglml). 

5.- Lavar el gel 10 minutos en agua destilada.(opcional) . 

6.- Tomar una fotografia asegurándose de poner una regla fluorescente en luz UV alineada 

al gel. 

7.- Cortar el exceso de gel. Hacer una muesca en la parte superior derecha del gel, cuidando 

de no exponer demasiado el gel a la luz UV. 

8.- Transferir a un recipiente apropiado para los pasos de depurinización, desnaturalización 

y neutralización. 

III.-Preparación del ADN contenido en el gel para la transferencia a una membrana. 

1.- Incubar el gel en 350 mi de HCI 0.25N durante 7 minutos. Mover muy suavemente la 

charola para mezclar. Descartar la solución y repetir este paso. 

2.- Incubar el gel en 250 mi de solución desnaturalizante durante 15 minutos. Descartar la 

solución y repetir este paso. 

3.-Incubar el gel en 250 mi de solución de neutralización, durante 30 minutos . Descartar la 

solución y repetir este paso. 

IV.-Transferencia del ADN a una membrana de nylon. 

1.- La transferencia se preparó en la campana de extracción. 

2.- El gel se transfirió a la membrana Zeta probe GT (Bio Rad), durante toda la noche. 

3.- Después de la transferencia, se marcaron los pozos del gel en la membrana con tinta, y 

se cortó la esquina correspondiente que ha sido marcada en el gel. La membrana se lavó 

con agitación suave en solución SSC 2X durante 10 minutos y se dejó secar al aire I hora. 

4.- Una vez seca, la membrana se fijó en el horno UV a 12000 I . .d. 

V.- Pre-hibridación de la membrana. 

-Despues de hornear la membrana se prehibrida por lo menos 2 horas en aproximadamente 

15 mi de solución de prehibridación, a 42° C en el horno de hibridación. 
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VI.-Hibridación. 

1.- Medir cuanta solución de prehibridación absobió la membrana y desechar el resto. 

2.- Agregar al tubo con la membrana 10-15 mI de la solución de hibridación fresca 

conteniendo la sonda radiactiva desnaturalizada. 

3.-La sonda se hibridó durante 2 Cot 1'2 a 42 oc. 
Cot 1'2=2(1 /X)(Y /5)(Z/l O) 

Donde: 

X= Peso de la sonda en ¡.t.g. 

Y= Tamaño de la sonda en Kb. 

Z= Volumen de hibridación . 

VIL-Lavado del filtro. 

1.- Lavar la membrana con 2X SSC/0.5% de SOS, hacer los lavados a temperatura 

ambiente y después aumentar la temperatura paulatinamente revisando la membrana tras 

cada lavado. 

2.- Envolver la membrana en plástico Egga Pack y exponer a película de rayos X 

(Hyperfilm, Amersham) con pantalla intensificadora. 

V.8. EXTRACCIÓN DE ARN DE Trichomonas vaginalis. 

Técnica de extracción de ARN total utilizando el reactivo TRIZOL (GIBCO). 

Pasos de la técnica: 1.- Homogenización. 

2.- Fase de separación. 

3.- Precipitación de ARN. 

4.- Lavado de ARN. 

5.- Obtención del ARN . 
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1.- El cultivo de T vaginalis de 50 mi creciendo en fase logarítmica se cuantifica (Se han 

contado 600,000 parásitos por mililitro y se han tomado 14.16ml para ajustar a 8.5X I 06 

parásitos para hacer la extracción), centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos a 4 oc. 

2.- Resuspender en I mI de PBS/DEPC estéril y transferir a un tubo eppendorf de 1.5 mI , 

centrifugar a 14,000 rpm I minuto a 4 oc. 

3.- Desechar la solución de lavado y resuspender los parásitos en I mi de TRIZOL y por 

pipeteo repetitivo lisar las células con el trizol. 

4.- Incubar la muestra durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la 

disociación completa de complejos nucleoprotéicos. 

5.- Agregar 0.2 mi de cloroformo (USB) y mezclar por medio de inversión durante 15 

segundos e incubar a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos . Centrifugar las muestras a 

14,000 rpm, (12, OOOxg), durante 15 minutos a 4 oc. (No debe excederse esta cantidad). 

6.- Transferir la fase acuosa (superior sin color, aproximadamente I mi de trizol) donde se 

encuentra el ARN a un tubo limpio y precipitar con 0.5 mi de alcohol isopropílico (USB). 

7.- Incubar la muestra a temperatura ambiente por 10 minutos. 

8.- Centrifugar a 14, 000 rpm durante 10 minutos a 4 oC, (2-8 OC) (El precipitado de ARN 

frecuentemente es invisible antes de centrifugar; se forma un botón parecido a un gel.) 

9.- Quitar el sobrenadante y lavar el botón de ARN con I mi de etanoUagua al 75% en agua 

DEPC (SIGMA). 

10.- Mezclar la muestra en vortrex y centrifugar a no mas de 10, 000 rpm,(7, 500 xg), 

durante 5 minutos a 4 oC, (2-8 oC). 

11.- Eliminar el sobrenadante y secar al botón de ARN. Disolver el ARN en 10 I-lI de agua 

DEPC (agua bidestilada tratada con DEPC). 

12 .- Checar y cuantificar el ARN obtenido mediante un gel de agarosa 0.8%. 

13 .- Al descongelar el ARN no se debe agitar en vortex y para resuspender la pastilla de 

ARN se calienta durante 10 minutos a 60 oC antes de tomar la alícuota para identificar en el 

gel (siempre se calienta toda la muestra). 

14.- Se mezclan de 1-2 I-lI de la muestra de ARN + 4 I-lI de H20 + 2 I-lI de buffer de carga 

6X para RNA, se calientan a 75 oC durante 10 minutos y se colocan en hielo de 5-10 

minutos se carga en el gel no olvidando poner marcadores de peso molecular específicos 

para ARN (hay marcadores de alto peso molecular y de bajo peso molecular). 
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V.9. NORTHERN BLOT. 

Preparación del Gel de agarosa al 1 % (l4X 11 cm) con formaldehído . 

Para preparar el gel se utiliza el material horneado y esterilizado. Se pesa 1 gr de 

agarosa y se coloca en el vaso de precipitados, se adicionan 73 mi de H20-DEPC. Una vez 

que se ha fundido la agarosa, se deja enfriar hasta aproximadamente 60 oC y bajo la 

campana de extracción se le agregan al gel con una pipeta de vidrio 16.2 mi de 

formaldehído y 10ml de buffer MOPS/EDTA 10X. Se mezcla muy bien y se vacía en la 

cámara de electroforesis . 

El gel se deja solidificar de 2.5 a 3 horas dentro de la campana de extracción. 

Preparación de las muestras. 

La preparación de las muestras se hace 30 minutos antes de cargar el gel. 

-Mezcla por tubo: 

-0.76,.d de MOPS/EDTA IOX. 

-0.78 ¡.tI de H20-DEPC. 

-2.72 ¡.tI de Formaldehído. 

-6.8 ¡.tI de Formamida. 

-3 ¡.tI de RNA + 0.5 ¡.tI de H20-DEPC. 

Las muestras y los marcadores de de peso molecular altos (0.24-9.5Kb) y bajos 

(0.16-1. 77Kb) (GIBCO) se calientan a 65 oC por 15 minutos y después se colocan en hielo 

durante 2 minutos. 

A cada muestra se le adicionan 4.5 ¡.tI de buffer de carga para ARN 6X y 4 ¡.tI a los 

marcadores de peso molecular. En el gel se cargaron 8 ¡.tI de marcadores de peso molecular 

y 20 ¡.tI de cada muestra, por duplicado ya que la mitad del gel se teñirá y la otra mitad se 

utilizará para hacer la transferencia. 

El gel se corre a durante 3 horas a 80 volts con buffer MOPS/EDT A 10X. 

Una vez que se terminó de correr el gel se colocó en el molde pyrex y se corta por la 

mitad. Una mitad se tiñe con bromuro de etidio durante 5 minutos y se destiñe en agua

DEPC. 
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Una vez teñido, se procede a tomarle una fotografía para lo cual se coloca una regla 

haciendo coincidir el cero con el inicio de los pozos del gel. 

El resto del gel se transfiere a membrana de NITRAN (S&S NC) durante un tiempo 

mínimo de 17 horas para asegurar una transferencia completa, utilizando 120 mi de buffer 

de tmsferencia. 

Realizada la transferencia, en la membrana se marcan cada uno de los pozos del gel, 

se lava en agua-DEPC, se deja secar por I hora sobre papel wattman a temperatura 

ambiente y luego se fija en una cámara UV a 12,000 ¡U. Esta membrana está lista para ser 

hibridada con una sonda radiactiva, como se describió en el inciso VI de protocolo IV.7. 

V.IO. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA OBTENER LA SECUENCIA 

COMPLET A DE LA SERÍN PRO TEAS A DE Trichomonas vaginalis. 

V.IO.l. Escrutinio de la biblioteca de cDNA de Trichomonas vaginalis. 

La biblioteca de cDNA con la que se trabajó se había construido con anterioridad en 

el laboratorio donde se desarrolló el presente trabajo. Esta biblioteca constaba de dos 

poblaciones: una de fragmentos grandes y otra con fragmentos pequeños de cDNA, se 

mezclaron alicuotas de ambas poblaciones y esto se utilizó para realizar el escrutinio. 

Titulación de la biblioteca: 

Para determinar el nímero de unidades formadoras de placas (pfu) por mi, se realizó 

lo siguiente: 

1.- Inocular SO mi de LB suplementado con 0.2 % de maltosa y MgS04 10 mM en un 

matraz Erlenmeyer estéril. Con una colonia de la cepa de E. coli XLI-Blue MRF'. 

2.- Crecer con agitación a 30 oC, durante toda la noche. 

3.- Centrifugar las células en un tubo nalgene por 10 minutos a 2000 rpm en un rotor 

Sorvall SS34. 

4.- Cuidadosamente descartar el medio y resuspender la pastilla en 15 mi de MgS04 10 

mM. No Vortexear. 

5.- Diluir las células hasta una D06oo= 0.5 con MgS04 10 mM. 
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6.- Hacer duliciones seriales del fago con buffer SM. 

7.- Adicionar 200 ).ll de células (a una 00600= 0.5) a un tubo falcon e inocular con el fago 

diluido. 

8.- Incubar los tubos que contienen las células y los fagos por 15 minutos a 37 oc. 

9.- Adiconar 3 mI de top agar (asegurarse que el top agar esta a 48°C antes de adiconarlo) y 

platear en cajas de agar LB o NZY. No adicionar antibiótico a los cultivos OIN o a las cajas 

de titulación. Dejar solidificar las cajas por 10 minutos e incubar a 37 oC durante toda la 

noche. 

10.- Contar el número de placas y determinar el título (en pfu ' s por mililitro) de la 

biblioteca. 

Levantamiento de las placas. 

\.- Platear en cajas de agar de 150 mm 50,000 pfu/caja; se utilizan 600 ).ll de un cultivo de 

la cepa de E. coli XLI-Blue MRF ' a una 00600= 0.5/caja y 6.5 mi de top agar/caja. 

Preparar 20 cajas para hacer el escrutinio en IX 106 pfu. 

2.- Incubar las cajas a 37 oC por 8 horas aproximadamente, hasta que las placas tengan un 

tamaño aproximado de 0.5 mm. 

3.- Enfriar las placas por 2 horas a 4 oC para prevenir que el top agar se pege a las 

membranas de nitrocelulosa. 

4.- Cortar una muesca en las membranas de nitrocelulosa (Amersham). 

5.- Dejar transfiriendo las placas a la membrana por 2 minutos, marcar la membrana y la 

caja con una aguja hipodérmica embebida en tinta china. Si se hacen duplicados estos se 

deben de transferir durante 4 minutos . 

a.- Desnaturalizar la membrana de nitrocelulosa después de levantar colocando la 

membrana en solución desnaturalizante por 2 minutos . 

b.- Neutralizar la membrana en solución de neutralización por 5 minutos. 

C.- Lavar la membrana no más de 30 seg en solución de lavado. 

6.- Dejar secar las membranas durante I hora. 

7.- Fijar en el horno de UV a 12000 ¡.U . 

8.- Almacenar las cajas de agar a 4 oC para que se utilizen después del escrutinio. 

9.- Hibridar las membranas con la sonda adecuada, como se describió en el inciso VI de 

protocolo IV.7. 
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10.- Alinear las placas positivas con las cajas para su posterior escisión. 

Escisión de las clonas seleccionadas: 

1.- Con la punta de una micropipeta separar la placa de interés de la caja de agar y 

transferirla a un tubo eppendorf estéril conteniendo 500 111 de buffer SM y 20 111 de 

cloroformo, agitar en vortex para liberar las partículas de fago en el buffer SM e incubar de 

1-2 horas a temperatura ambiente. 

2.- Crecer por separado durante la noche cultivos de células E. coli XLI-Blue MRF', 

suplementados con maltosa al 0.2% y MgS04 10mM, y de células de E. coli XLOLR en 

medio NZY líquido a 30 oC, hasta alcanzar una D0600= l. 

3.- Centrifugar brevemente las células XLI-Blue y XLOLR y resuspenderlas en MgS04 

10mM a una D0600= 1.0. 

4.- En un tubo falcon de 15 mi, combinar los siguientes componentes: 

-200111 de células XLI-Blue MRF' . 

-250 111 del stock de fagos (conteniendo> IXI 05 partículas de fagos) . 

-1 111 de fago cooperador ExAssist (> IXI 06 pfu/Ill). 

5.- Incubar el tubo falcon a 37°C por 15 minutos. 

6.- Adicionar 3 mi de medio NZY e incubar por 2.5-3 horas a 37 oC con agitación. 

7.- Calentar el tubo falcon por 20 minutos a 65-70 oC. Después centrifugar a 1000xg por 15 

minutos. 

8.- Decantar el sobrenadante en otro tubo falcon estéril. Este stock contiene el fagémido 

escindido y empacado como partículas de fago filamentoso . 

9.- Para platear los fagémidos escindidos, adicionar 200 111 de un cultivo fresco de células 

XLOLR a una D0600= 1.0 a dos tubos eppendorf. Adicionar 100 111 del sobrenadante de 

fagos del paso 8 a un tubo y al otro adicionarle 10 111 del sobrenadante de fagos . 

10.- Incubar los tubos a 37 °C por 15 minutos. 

11 .- Adicionar 300 111 de medio NZY a cada uno de los tubos e incubar a 37 oC por 45 

minutos. 

12 .- Platear 200 111 de la mezcla de células de cada uno de los tubos en cajas de agar 

LB+kanamicina (50 Ilg/ml) e incubar a 37 oC durante toda la noche. 
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V.IO.2. Amplificación rápida de extremos 3' de cONA (3' RAeE). 

La técnica de 3' RACE consta de los siguientes pasos: 

a) Síntesis de cONA a partir de ARN poli A+ de T. vagina lis. 

El cONA utilizado para \levar a cabo esta técnica fue elaborado con anterioridad en 

nuestro laboratorio por la QFB Guadalupe Barrera y por la Doctora Norma Espinosa. 

b) Amplificación por medio de PCR del gen de interés utilizando como templado el 

cONA sintetizado. 

En la primera amplificación se \levaron a cabo 4 reacciones, ya que se utilizaron 2 

muestras de cONA diferentes y 2 oligonucleótidos distintos: 

Muestras de cONA: 

-cONA l. 

-cONA 2. 

Oligunucleótidos utilizados la primera amplificación: 

Oligonucleótido. Secuencia. 

AUAPB 5 'GGATCCGGCCACGCGTCGACTAGTAC3 ' 

8Agact23 5'ACGATGGTATTGCACCTGAA3' 

8Agact24 5'TCATTACCAGA TTGCAAC3 ' 

Concentración. Tm. 

40 picomoles/,.d 61°C 

20 picomoles/,..t1 45 oC 

20 picomoles//-11 38 °C 

El volumen de reacción en el que se \levo cada una de las reacciones fue de 50 111 

adicionando los reactivos en el siguiente orden: 

Solución. Muestra. Control. 

1.- H20 bidestilada estéril. 30.5/-11 31.5/-11 

2.- Amortiguador Expand HF 10X 5/-11 5/-11 

3.- MgCI2 25mM. 6111 6 111 

4.- dNTP's 100mM (IOmM c/u). 3/-11 3/-1 

5.- cONA de T. vagina lis. I 111 -
6.- Oligonucleótido AUAPB. 2/-11 2/-11 

7.- Oligonucleótido específico 2/-11 2/-11 

(8Agact23 ó 8Agact24). 
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8.- Enzima Expand High Fidelity 0.5 111 0.5 111 

PCR System. 

Total. 50 J.11 50 111 

Aceite mineral. 100 J.11 100 111 

El programa para reahzar la pnmera amphficaclón con el ohgonucleótldo 8Agact23 

fue el siguiente: 

Paso. Tiempo. Temperatura. 

1 10' 92 oC 

2 l' 92 oC 

3 2' 42 oC 

4 2' 72 oC 

5 30 ciclos (pasos 2-4) 

6 l' 92°C 

7 2' 42 oC 

8 5' 72 oC 

9 END. 

El programa para reahzar la pnmera amphficaclón con el ohgonucleótido 8Agact24 

fue el siguiente: 

Paso. Tiempo. Temperatura. 

1 10' 92 oC 

2 l ' 92 oC 

3 2' 36 °C 

4 2' 72 oC 

5 35 ciclos (pasos 2-4) 

6 l' 92°C 

7 2 ' 36 °C 

8 5 ' 72 oC 

9 END. 

c) Clonación del producto de PCR punficado. 

Debido a que se obtuvo una amplificación inespecífica no se clono el producto de 

amplificación . 
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V.lO.3. Biblioteca genómica parcial Hind III-BgllI de Trichomonas vaginalis. 

1.- Se extrajo ADN genómico de T. vagina lis como se indica en protocolo H.4. 

2.- Se digirieron 10 Ilg de ADN genómico con 150 unidades de la enzima de restricción 

Hind III durante 8 horas a 37 oC. 

3.- Al finalizar la primera digestión se llevó a cabo una segunda digestión con 150 unidades 

de la enzima Bgl II durante 8 horas a 37 oc. 

4.- El ADN digerido se extrajo con fenol/cloroformo, se precipitó con etanol/acetato de 

sodio y se resuspendió en 20 111 de H20 bidestilada estéril. 

5.- Los fragmentos genómicos se clonaron en el vector pBluescript KS. Este vector se 

preparó de la siguiente manera: se digirieron 12.5 Ilg con 80 unidades de las enzimas Hind 

III y Bam HI. La digestión se llevó a cabo a 37 oC por 10 horas . Una vez digerido se extrajo 

con fenol/ cloroformo, se precipitó con etanol/acetato de sodio y se resuspendió en 20 111 de 

H20 bidestilada estéril. 

6.- El ADN genómico se ligó con el vector digerido en un volumen de 40 11\ durante 24 

horas a 25 oC y en relación 1: I (500 ng: 500 ng) entre ADN genómico y vector de la 

siguiente manera: 

Solución. Ligación Control 

1.- H20 bidestilada estéril. 33.37 111 25.5 111 

2.- Buffer 5X ligasa. 8 111 8 111 

3.- Vector (pBluescript KS) /Hind 0.5111 0.5 111 

IIl/Bgl II (lllg/Ill). 

4.- ADN genómico de T. vaginalis 3.13 111 -

/Hind I1I/Bam HI (0.16 Ilg/Ill). 

5.- T4 ADN ligasa (1 U/Ill). 2 111 2 111 

ATP 100 11M. 4 111 4111 

Total. 40 111 40 111 
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7.- La ligación se precipitó con etanol y ARNt como acarreador y se resuspendió en 20 ¡.tI 

de TE. 

8.- Células electrocompetentes se transformaron por electroporación de acuerdo al 

protocolo III .12.4 con el volumen total de la ligación. 

9.- Las células electroporadas se platearon en cajas de LB + Ampicilina (USB) (50 lAg/mi), 

y se realizó una hibridación en colonia de acuerdo al protocolo I1J .12.5 para seleccionar 

clonas que contuvieran el gen de interés. 

V.IO.4. Transformación por electroporación. 

1.- Colocar la cámara y las celdas de electroporación en hielo. 

2.- Colocar la reacción de ligación en baño de hielo y descongelar las células 

electrocompetentes en hielo . 

3.- Mezclar las células electrocompetentes y la ligación por pipeteo. 

4.- Depositar la mezcla de la ligación y las células electrocompetentes en una celda de 

electroporación fría, aseguarándose de tocar los dos electrodos. 

5.- Colocar la celda en la cámara de electroporación y conectarla a la fuente de poder. 

6.- Cargar la fuente de poder a 2.46 kV. 

7.- Electroporar las células electrocompetentes. 

8.- Inmediatamente después de llevar a cabo la electroporación adicionar 1 mi de medio 

SOC y mezclar por pipeteo. 

9.- Incubar las células por hora a 37 oC para su recuperación y expresión de genes de 

resistencia al antibiótico. 

10.- Platear en cajas de LB+Ampicilina 1/10 de la ligación. 

11.- Incubar O/N las cajas de LB+Ampicilina. 
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V.lO.5. Hibridación en colonia. 

1.- Se preparan 5 cajas petri de vidrio con papel wattman en su interior. 

2.- Cada una de las cajas se humedece con una de las siguientes soliciones. 

Caja # 1: SOS 10%. 

Caja #2: NaOH 0.5M NaCI 1.5M. 

Caja #3: Tris 0.5M pH 7.4 NaCI 1.5M. 

Caja #4: Tris 0.5M pH 7.4 NaCl 1.5M. 

Caja #5: SSC 2X. 

3.- Las cajas de petri con las células transformantes resultantes de la electroporación se 

abren bajo la campana y se les coloca la membrana de nylon numeradas con lápiz. Se dejan 

transferir por un minuto se orientan perforando la membrana con una aguja impregnada con 

tinta china y haciendo un corte en forma de triangulo, el cual también se marca en la caja. 

4 .- Una vez transferidas las células a la membrana de nylon, ésta se levanta con mucho 

cuidado y se coloca de manera consecutiva en cada una de las 5 soluciones ateriores por 5 

minutos en cada una, cuidando que las células queden hacia arriba. 

5.- Al finalizar las membranas se dejan secar por 1 hora a temperatura ambiente. 

7.- Ya secas, las membranas se fijan en la camara de luz UV a 12,000 J.Ú. 

8.- Después de fijarlas se procede a lavar las membranas con una solución de SSC 5X; SOS 

0.5% Y EDT A 1 mM, frotando las suavemente para quitar los desechos celulares. 

9.- Una vez fijadas y lavadas, se prehibridan e hibridan con la sonda adecuada para realizar 

el escrutinio de las clonas positivas . 

• Para la preparación y composic ión de las soluciones utilizadas en la metodología ver el apéndice. 
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VI. RESULTADOS. 

VI.l. ANÁLISIS DE LA CLONA GENÓMICA 8A DE Trichomonas vaginalis. 

En T. vagina/is existe evidencia que las regiones codificadoras tienen un nivel mas 

alto de contenido de G+C que las regiones no codificadoras (Espinosa y López-Villaseñor, 

200 1). En el laboratorio de la Dra. Imelda López se han aislado y secuenciado varias clonas 

genómicas que contienen genes de actina. Estas clonas fueron obtenidas de una biblioteca 

genómica construida a partir de ADN genómico de T. vaginalis digerido con Eco Rl. El 

análisis del contenido de G+C de una de estas clonas (Clona 8A) muestra que la región que 

codifica para el gen de actina tiene un mayor contenido de G+C que las secuencias no 

codificadoras que lo flanquean (Figura 4). En la segunda mitad de la secuencia de esta 

clona (región 3 ') se observa un aumento en el contenido de G+C lo que sugiere la presencia 

de una región codificadora. 

Este proyecto inició con la búsqueda de un marco de lectura abierto en la región 3' 

de la clona 8A. Es importante mencionar que esta región de la clona 8A había sido 

secuenciada en una sola dirección (una sola cadena) y existían varias posiciones poco claras 

en la secuencia. El análisis inicial de la secuencia preliminar no mostró un marco de lectura 

abierto (datos no mostrados). Se decidió por lo tanto secuenciar las dos cadenas de esta 

región, para lo cual se diseñaron los oligonucleótidos apropiados (Tabla IV). La región 

secuenciada con cada uno de estos oligonucleótidos se esquematiza en la figura 5. De esta 

manera se obtuvo la secuencia completa de la clona 8A que consta de 5608 pb, leída en 

ambas cadenas (Figura 6). Los sitios de restricción se mapearon con el programa DNAman 

(Lynnon Biosoft) y algunos de ellos se verificaron experimentalmente (datos no 

mostrados). 
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Pares de bases. 

Figura 4.- Gráfica de contenido de G+C de la clona 8A realizada con el programa DNAsis (Hitachi 

Software) con una ventana de 20 nucleótidos; a: gen de actina, *: regiones intergénicas, b: región con alto 

contenido de G+C que sugiere la presencia de una región codificadora. 

C2 = -'O 

.§ V> 00 .5 
c.. g:¡::t: , 

Figura 5.- Mapa de restricción de la clona genómica 8A. Las flechas inferiores indican la región 

secuenciada con los distintos oligonucleótidos. La región marcada con un asterisco(*) indica la secuencia 

amplificada por PCR y utilizada como sonda para realizar los análisis de Southem blot y northern blol. Las 

dos líneas diagonales indican que el gen está incompleto. 
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La región 3' de la clona 8A se analizó mediante el programa BLAST X 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para buscar una similitud con secuencias reportadas. Este 

análisis mostró homología con varias serín proteasas reportadas de otros microorganismos 

(Tabla V). 

Tabla V 

Microorganismo. Homología. E*. 

Dictyostelium discoideum. Serín proteasa. 5e-25 . 

Bacillus sp. Proteasa NV l . le-9. 

Bacillus anthracis. Peptidasa S8 3e-9 

Bacillus cereus. Proteasa extracelular menor VPR 3e-9 

(precursor). 

Bacillus sp. Proteasa SD521. 6e-9 

Bacillus sp. Proteasa D6. le-8 

Bacillus sp. Proteasa KSM-9865 . le-8 

Bacillus sp. Proteasa KSM-KP43. le-8 

Oceanobacillus iheyensis Serín proteasa microbiana. le-8 

Geobacter metallireducens Subtilisina parecida a serín proteasa. 2e-8 

Aquifex pyrophilus Serín proteasa. ge-8 

Geobacter sulfurreducens Subtilisina. le-6 

Resultados de la búsqueda de similitud (BLAST X) de la secuencia del extemo 3' de la clona 

genómica 8A de Trichomonas vagina lis. 

* A un valor más pequeño de E corresponde una homología mayor. 
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Secuencia de la clona genómica 8A. 

GAATTCGCTA CTTACGATGC ATTTAAGCAA TTCTTCAATT CTCAGTCTAA AAGAGACGAA 
61 TCCAAAGAGA TTTCTTACTT TGGGACCAAA TACCATCACA TTTGACCGAA TCCAAAGAAG 
121 GTTTGGATGT TTCTTTGACA TGGTTCAAAA CAATTTCGCC TGCAGAAGTT CATTTAGAGA 
181 TGATTTTGAT TTTGGTATCA TCAGAACTGA GAAATCTCAC AGGAGGTGCT GAAATGAAAG 
241 GCGCCTTTGC ACAACAAGCA CTTGCAAGAG CTGTTTCTAA AGCTACAACA TTAGAAACGT 
301 TCGCGAGATG CAAGCACCAT AGATCTCTTG AAAAGTGCTG ATGACATAGC AAACATCATT 
361 TCTGAAGGAA CTGTTGGTGT CGAGATGTTG AAGAATGCAA TGAAACTGTT CCCAGGAGCA 
421 ACAGATTTCA TTGACGCATT GATGAGGAAG GCTTTGCTCA GGCAAATGGA GATGCAAGAC 
481 AAAAATTGGC TGATGTTGTA AATGGAAAGA ATGGAATTAA GTTCGAACAA TCAATTTCTG 
541 TGACTGTTTC TGGTGAAAAG AAGGATAAGA AAGTGAGAGT GTTCATGGGA ACTGAAAGAA 
601 AGAAAACTGT TATTGGAGTA ACAAATGTTG AATCAAATCA TTCTTTTTAA AAATATAAAT 
661 TGTTAGTTTT AAATTAACAT GTTTTAAAAC ATTCTGTTTC ATTCTAATTA CATCACTTAT 
721 TTATAATAGA ATCTTTTCGT TAAAAAATAA AAATTATATT AAAATGTATG ATTAATAACA 
781 TAAAATCATC ATCAAATAAC TTTATTCACG TTCACATAAG AAAGCTTGTA AGCGATATTT 
841 GGAAATTCAA ATAATTTTAT GATGTGAAGA GTTTGAATTG TCCGCTAAAT AAAAATTAAA 
901 TATTAGTTCA TGCTTGTTAG GGTCGAAATT GGAAAGGTTG GACCAAMCAT ATATGTATAG 
961 TATGATTTTA TGCATATGGT GTAAGGAAAT TTTATTTGTT CAAATGTTGA TCAAAATTTG 
1021 GTTGATTCAA AGCGATTATA TTACTTGTAA AGATGATAAT ATTTAGACTT AATTTCTTGA 
1081 AATTTTTGTT AAATTATTTC TACCGAAATT TATTGTTAGT TTTAAAAGGA TTTTAATGTG 
1141 AAATTAGAAT TGTTATATAA AATGAAAATG TCCTGTCGAC ATTGTGAAAC GATCTTTCTC 
1201 TCTGAATTTC CAAAACTTTC AAAATTTGAT AAGAGGACAA TAAATTTTCC GTACGTTCTT 
1261 AAAAGTTTCA AGCTGTAATT TTTGCTTTAT ATGCTCTATA TTAGTTAACA AAAACTAAAA 
1321 TTCTTGACAC TCCTTTCAAA ACTTTCCAAT TTTTTGAAAA CATAATTTTC CTCAGTTTAA 
138 1 ACCGGAGAAT ATAATAATAT GAACAAAATT AAACAAAATT TTTTCAAATA GGACAATCAT 
1441 CACTCTGTAT TTAGTATGCA AACGCTTTTG AGATTTCATC GTTTGAAAAA CCCACAAGTC 
1501 CACTTCACGT TTGCCCTATT TCTGAGGGAA CTGAAATTGA CTTCACATTT ACTTCTCATG 
1561 GCTGAAGAAG ACGTTCAGAC ACTCGTTATC GATAACGGCT CTGGTATGTG CAAGGCTGAC 
1621 TGCACTTACC TCTCGGTGAT GAAGCCCCAC GC TCTGTTTT TCCATCCGTT GTCGGCCGTC 
1681 CAAAGTACAA ACAACAATTA GTTGGTGGCA ATGCCAAGGA TGTTTTCGTT GGTGATGAAG 
1741 CCTGCTCCAA GGCTGGTGTC CTCATCCTCA AGTACCCAAT TGAACACGGT ATCGTCAACA 
1801 ACTGGGATAA ATGAGAAAAG ATTTGGCACC ACACATTTTA CACGAAATTT GTGGTTGACC 
1861 CAACAGAGCA CCCAGTTCTT TTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCCAAAGGC TAACCGTGAG 
1921 AAAATGATCC CCTCATGTTC GACACGTTCA ACGTCCCCAT CCTTCTATGT CGGCATCCAG 
1981 GCTGTCTTTC TCTCTACTCC TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG 
20 41 GTGTTTCCCA CACAGTTCCA ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC 
2101 TTAACCTCGC TGGCCGTGAT CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA 
2161 ATGCTTTCAA CACAACAGCC GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT 
2221 ATGTCGCCCT CGACTTCGAT GCTGAAATGG AGAAGGCCGC TACAGACTCC TCCATCAACG 
2281 TCAACTACAC ACTTCCAGAT GGCAACGTCA TCACAATCGG CAATGAGCGC TTCCGCTGCC 
23 41 CAGAAATGCT CTTCAAGCCA TACTTCGATG GTATGGAATA CGATGGTATC GACAAGACAC 
2 401 TCTTCGACTC CATCATGAAG TGCGATATCG ATGTTCGTAA GGATCTCTAC GCTAACATCG 
2461 TTCTT TCTGG TGGCACAACA ATGGTTCAAG GGCATCGCCG AACGTCTTGA CAAGGAAATC 
2521 ACAGCTCTTG CTCCACCAAC AATGAAGGTC AAGATCGTCG CCCCAGAAGA GCGTAAGTAC 
258 1 GCCGTTTGGG TCGGTGGCTC CATCCTTGCT TCCCTCGCTA CATTCCCACA GATGGTTATC 
2641 ACCAAGGAGG AATACGACGA GGCTGGCCCA TCCATCGTCC ACCGCAAGTG CTTCTAAACT 
270 1 ATATTTTATT AGCTTCCCAG TTAACAAATT TAATCAGTTT TTTAAAATAT TTTTCAATAT 
276 1 TTTGAAATTA ATCACATTCT CAACTGGCCA ATTACTATTT ACTAATCATT ATTTCATCCA 
2821 ACTCATTATG ATTTTAACTA ATATGGCTGC CGTTGTCTAA ATTAAAATTC ATTAATTTTT 
2881 ATTAATCTCC TTTAATGTGA TTTTCCATAT GAATTTGATT AAACCAAATG TTACATAAGT 
294 1 CATTCCAAAA TAGTCAATAA CCATCTTTTA TGTTCTTATT GAATTATTTT TTCATATTTA 
300 1 TAAAGAATTG TGTTTTTTAC AAGATTGCCC TTCATATAAC TAGCTAGTTT TTAGTTTCAT 
306 1 CTGGTGATAT GTTGTAAAAA AGAAGTTTAA ATTTGAAAAA TAGATAAAAG ATTTTTATGA 
312 1 AACAAAAAAC AATCTATAAC ATGAGAATTT CTCTCTGAAG GTCTTCGAAT GCTGTGACGT 
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3181 ATTTCTCCTT TGGTAAGAAA AG TGG TTTTG TTCCGCACAT TGGACATCTA TCAACGCCAT 
32 41 TTAAGCATTT TCTATGTAAG TAATGACCAC ACGTTGTTAC GCACGAGCCA AGG TCAACAG 
330 1 GACGGCCGCA TCTGGCGCAT CTTGGTTTTA ATTCAACTTC GGCTTTTGTA ATATCTTTGA 
336 1 CAGTCAGTTT AAACAGAGAT TCACTAACCT GTAAACCATT TTCGTACATC AGCTTTTGCG 
3 421 AGTAAACAAT AACTCTGTAG ATATCTCTTG GCAAAAGATA TATATCGACG AC TGAAAGGA 
3481 TGATACCCAT ACT AACTTTG CCAAAATAGC AGGCATTTAA GTTCAGAAAA TGGATAATAA 
3541 TCAGGGCAAA CGCTTTGATA TCGAATGGAG TGTTCGGAGT ATAAACAAAA TGCGT GAAAA 
3601 GAATAGCTGG TATGATAATT ACGTATCTTT TGATTTCAAA GTAAAAGGTT GACGAATCTA 
3661 AACGGTGTGG ACGATAATTA ACTTGCGATT GAGACAAAAT CATGAGGAGT AATGATTTGA 
3721 TAAGTATTAA AGGTGGTTTG TTTGTTGATA TACTATGAAT TATTGTAACA ATAATACCTG 
3781 CATTTATTAA TTTTGCTTTT GTGCGAGTAA AGTAATATAT TAATAAGCCG AATGGGATCA 
3841 TGGCAATCCT TCTGTTTTGT TCATCTTCCA AAAACGTAAG GAGCATCCCT AAAAGAT CAA 
3901 AGATGGCCAT TTTTTAATTT TTTTTTRTAA ATT~GTTTGA CAAAAATGTT TTTCATCTGT 
3961 TTTCTCTTCA TTGAAGCAAT TTCACTTGAA ATTTCTAAGG AAGATATACG TAAATCAAGA 
4021 TATGAAAGTA GATATCCTGA TTCAAATCAA TATTTCAATG GTTATTACAA AGAT~ 
4081 ~CGA ATATGCATGA TAGAACATCA AGTGAAATCC GACAAATCAC AGACATTTCT 
41 41 AACTATATAA TCCACACAAC ACAAGAGTTT CAATTTCCAA AAGATATCAC ATTTTCAAAA 
4201 CTGCATGGAA CATATTATTT CATTCACGAC GCTTCAAAAG CCCAAATCAA TTCAATTCAA 
4261 AGCAACTCCA ATGTGATTTC AGTTGAAAAA GCTTCACAAA TCCGTTTTGA TACAAGATTT 
4321 GAAGCCGGAT TCATGGAAAA TGGGAATTTA GATTTAACAT ATAAAAATGG CTACTTATGG 
4381 TCATTACGTT CGACAAACCT TACAGGAAAA GGTGAAATTA TTGCTTTGGC AGATTCAGGA 
4441 ATCGATTATA GGCATCCAAT GCTCAATGAC TCATCACGAC CATTAATTAA TAACACTCTT 
4501 GACCTCAATC AACGAAAAAT CGTTTATTAT GATTCATGGA AAGATTTTTA TGACTATATC 
4561 CCAGGCCACG GCACACATAC AGCAGGTATT ATAGCAGGGA AATCAGAATG CGGTAATATT 
4621 TTACCTCTTT ACGATGGTAT TGCACCTGAA TCAAAATTAT ATTTCCTAGA TATGGCCAAA 
4681 GGTGACAATA AAATGCTTTT TGACGACTTT GATAAAGATA AATTTGTTCA GTCGTTGAAA 
4741 GATCTCAATA TTGGCATCAG TTCGAACAGT TGGGGTTCAA ATGAAATAGA TTACACATCT 
4801 ACAATGACAG ATATCTATGA CAACCTCGCA TATAATAACC CAGACATTTT ATTTGTTTTT 
4861 GCAGCCGGAA ACAGCGAAAA ATCATGGACA ATTGACAGTC CTTCTTCAGG AAAAAACATT 
4921 TTTTGTGTTG GAGCAACTGA TGGAACTCCA GGTCAAATGA TGGGAGAAGC ATCAACACCA 
4981 CAGATCGAAA TATCAGGTAC AAAGATTGAT TTGTTGCAAT CTTCTTGGTC AACAAATTTA 
5041 TTTAATCAAT TAAATAAGGA AGAACCATTA TTTAATGTTG CAAAGCCTGT TTATGTTACA 
5101 TCTAATGATA ATACATGTGA TTCTATCAAA CAAATCCTTG AAAATGAACA AACAAAAATA 
5161 TTAATTTTGA AATCATTACC AGATTGCAAC AAAATGAGTA AAACAGTACT TGCAACATTA 
5221 TCTGATGATG ATTTCCAGTT AATTTCTCAA TCTTCATCTG CAAATTTCAC AATGAAATTA 
5281 AGTGATTTTT CATATGAAAA AGCAAATTTT GCAAGTGCTG GTCCAGCATA TTCAGGAATC 
5341 TTGAAACCAG ACATATCAGC ACCAGGCGTC ATCACAGGTG CTCTTTCATA TGGAAATTCA 
5401 GAAACAGCAG AAAGAAAATG TGATTTTTCA AGTCTTTCAC AGTTCACAGG AACATCAGAG 
5461 TCAACACCAA TTATTTCAGG ATTTTCAAGT CTTTTACGTG AACATTTTCG ATCAAAAGGA 
5521 GTTACTCCTT CATCTTCTTT ACTTAAATCA TTAATTATTT CATCAACAAA ATCAAATAAA 
5581 AGAGATTTAA ATACAGGTTT TGGAATTC 

Figura 6.- Secuencia nucleotídica de la clona genómica BA. En cursivas se indica el gen de actina; en 

negritas la secuencia que contiene un marco de lectura abíerto con homología para serín proteasas con los dos 

pos ibles ATG iniciadores subrrayados; los dos posibles promotores (YYAWWYY, donde Y= TIC Y W= TIA 

Johnson y col, 1994) encerrados en rectangulos; los sitios Eco RJ que delimitan la clona se indican en cursivas 

y subrrayados. 
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La secuencia nucleotídica leída en los dos sentidos se tradujo con ayuda del 

programa DNAman (Lynnon Biosoft). De esta manera se identificó un marco de lectura 

abierto (ORF) truncado en el extremo 3', ya que no se encontró un codón de término de la 

traducción (Figura 7). En la secuencia deducida de aminoácidos se identificaron las 

secuencias DSG, HGTH y GTS las cuales son secuencias conservadas en las serín 

proteasas pertenecientes a la familia de las subtilisinas en donde se encuentran localizados 

los residuos de aminoácidos Asp 32, His 64 y Ser 221 que conforman la triada catalítica 

(numeración de acuerdo a la secuencia de la subtilisina BPN'). También se identificaron 

dos posibles secuencias promotoras de acuerdo con las propuestas por Johnson y col 

(YYAWWYY, donde Y= TIC Y W= TIA) Y dos codones de inicio de la traducción (ATG) 

en fase . 

390 1 AGATGGCCATTTTTTAATTTTTTTTTCTAAATTTGTTTGACAAA~TTTTCATCTGT 

1301 R W P F F N F F F CLTKBFFIC 

3961 TTTCTCTTCATTGAAGCAATTTCACTTGAAATTTCTAAGGAAGATATACGTAAATCAAGA 

1321 F L F E A 1 S L E S K E D R K S R 

4021 TATGAAAGTAGATATCCTGATTCAAATCAATATTTCAATGGTTATTACAAAGATTTTACT 

1341 y E S R Y P D S N Q y F N G Y Y K D F T 

4081 TCGAAAACGAAT~CATGATAGAACATCAAGTGAAATCCGACAAATCACAGACATTTCT 

1361 S K T N B H D R T S S E R Q 1 T D S 

414 1 AACTATATAATCCACACAACACAAGAGTTTCAATTTCCAAAAGATATCACATTTTCAAAA 

1381 N Y 1 H T T Q E F Q F P K D T F S K 

420 1 CTGCATGGAACATATTATTTCATTCACGACGCTTCAAAAGCCCAAATCAATTCAATTCAA 

1401 L H G T Y Y F 1 H D A S K A Q 1 N S Q 

426 1 AGCAACTCCAATGTGATTTCAGTTGAAAAAGCTTCACAAATCCGTTTTGATACAAGATTT 

1421 S N S N V s V E K A S Q 1 R F D T R F 

4321 GAAGCCGGATTCATGGAAAATGGGAATTTAGATTTAACATATAAAAATGGCTACTTATGG 

1441 E A G F M E N G N L D L T Y K N G Y L W 

4381 TCATTACGTTCGACAAACCTTACAGGAAAAGGTGAAATTATTGCTTTGGCAGATTCAGGA 

1461 S L R S T N L T G K G E ALADSG 

4441 ATCGATTATAGGCATCCAATGCTCAATGACTCATCACGACCATTAATTAATAACACTCTT 

1481 D Y R H P M L N D S S R P L N N T L 

4501 GACCTCAATCAACGAAAAATCGTTTATTATGATTCATGGAAAGATTTTTATGACTATATC 

1501 D L N Q R K v y y D S W K D F Y D Y 

4561 CCAGGCCACGGCACACATACAGCAGGTATTATAGCAGGGAAATCAGAATGCGGTAATATT 
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1521 

46 2 1 

1541 

4681 

1561 

4741 

1581 

4801 

1601 

4861 

1 621 

4921 

1641 

4981 

1661 

5041 

1681 

5101 

1701 

5161 

1721 

5221 

1741 

5281 

1761 

5341 

1781 

5401 

1801 

5 46 1 

1821 

5521 

1841 

5581 

1861 

P G H G T H T A GAG K S E C G N 

TTACCTCTTTACGATGGTATTGCACCTGAATCAAAATTATATTTCCTAGATATGGCCAAA 

L P L Y D G A P E S K L Y F L D M A K 

GGTGACAATAAAATGCTTTTTGACGACTTTGATAAAGATAAATTTGTTCAGTCGTTGAAA 

G D N K M L F D D F D K D K F V Q s L K 

GATCTCAATATTGGCATCAGTTCGAACAGTTGGGGTTCAAATGAAATAGATTACACATCT 

D L N 1 G S S N S W G S N E D Y T S 

ACAATGACAGATATCTATGACAACCTCGCATATAATAACCCAGACATTTTATTTGTTTTT 

T M T D Y D N L A Y N N P D L F V F 

GCAGCCGGAAACAGCGAAAAATCATGGACAATTGACAGTCCTTCTTCAGGAAAAAACATT 

A A G N S E K S W T D S P S S G K N 

TTTTGTGTTGGAGCAACTGATGGAACTCCAGGTCAAATGATGGGAGAAGCATCAACACCA 

F C V G A T D G T P G Q M M G E A S T P 

CAGATCGAAATATCAGGTACAAAGATTGATTTGTTGCAATCTTCTTGGTCAACAAATTTA 

Q E SGTK DLLQSSWSTNL 

TTTAATCAATTAAATAAGGAAGAACCATTATTTAATGTTGCAAAGCCTGTTTATGTTACA 

F N Q L N K E E P L F N V A K P V Y V T 

TCTAATGATAATACATGTGATTCTATCAAACAAATCCTTGAAAATGAACAAACAAAAATA 

S N D N T C D S K Q L E N E Q T K 1 

TTAATTTTGAAATCATTACCAGATTGCAACAAAATGAGTAAAACAGTACTTGCAACATTA 

L L K S L P D C N K M S K T V L A T L 

TCTGATGATGATTTCCAGTTAATTTCTCAATCTTCATCTGCAAATTTCACAATGAAATTA 

S D D D F Q L S Q S S S A N F T M K L 

AGTGATTTTTCATATGAAAAAGCAAATTTTGCAAGTGCTGG TCCAGCATATTCAGGAATC 

S D F S Y E K A N F A S A G P A Y S G 1 

TTGAAACCAGACATATCAGCACCAGGCGTCATCACAGGTGCTCTTTCATATGGAAATTCA 

L K P D S A P G V T G A L S Y G N S 

GAAACAGCAGAAAGAAAATGTGATTTTTCAAGTCTTTCACAGTTCACAGGAACATCAGAG 

E T A E R K C D F S S L S Q F T G T S E 

TCAACACCAATTATTTCAGGATTTTCAAGTCTTTTACGTGAACATTTTCGATCAAAAGGA 

S T PIS G F S S L L R E H F R S K G 

GTTACTCCTTCATCTTCTTTACTTAAATCATTAATTATTTCATCAACAAAATCAAATAAA 

V T P S S S L L K S L S S T K S N K 

AGAGATTTAAATACAGGTTTTGGAATTC 

RDLNTGFG 

Figura 7-. Secuencia traducida del extremo 3' de la clona 8A de Trichomonas vaginalis. En 

rectángulos se indican los dos posibles A TG iniciadores, subrrayados los dos posibles promotores, y en 
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negritas se muestran las secuencias consenso DSG, HGTH y GTS en donde se encuentra los aminoácidos que 

conforman la triada catalítica (Asp, His y Ser) y que dan homología con serín proteasas. 

VI.2. DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE GENES QUE CODIFICAN PARA 

SERÍN PROTEASAS EN Trichomonas vaginalis. 

Para detenninar si el gen de la serín proteasa identificado en la clona genómica 8A 

de T. vaginalis es único o pertenece a una familia multigénica, se realizó un análisis tipo 

Southem blot. Se utilizó ADN genómico de T. vaginalis digerido con varias enzimas de 

restricción y se usó como sonda una región de 1657 pb del extremo 3' de la clona genómica 

8A, que contiene el ORF de la serín proteasa. La sonda es un producto de PCR amplificado 

con los oligonucleótidos 8Agactin 22 (sentido) y Reverse primer (Antisentido) (ver figura 5 

y Tabla IV). El resultado del Southem blot se muestra en la figura 8. 
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6557 -7 ~ 
4,361 -7 lt;. ,~ 

2,322 -;. _ 
2,027 -;. . 

564-7 

B 

Figura 8.- Panel A: Gel de agarosa al 0.8 % en TAE IX teñido con bromuro de etidio, utilizado para 

llevar a cabo el análisis de Southern blol. 1: Marcadores de peso molecular de ADN de jJ Hind 1lI, 2: ADN 

genómico de T. vaginaUs/ Eco Rl, 3: ADN genómico de T. vaginaUs/ Eco RV, 4: ADN genómico de T. 

vaginaUs/ e/a 1, 5: ADN genómico de T. vaginalis/ Bgl I1, 6: ADN genómico de T. vaginalis/ Bgl IV PSI 1, 7: 

ADN genómico de T. vagina lis/ PsI 1, 8: ADN genómico de T. vaginalis/ Bgl IV Bam HI, 9: ADN genómico 

de T. vaginaUs/ Bam HI, 10: ADN genómico de T. vaginaUs / Bgl IV Hind JII, 11 : ADN genómico de T. 

vaginaUs/ Hind JII, 12: marcadores de peso molecular de ADN de jJ Hind III . Panel B: El ADN en el gel del 
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panel A se transfi rió a una membrana de nylon y se hibridó con la sonda de la serín proteasa. Se muestra la 

autorradiografia de la membrana. 

El análisis por Southern blot indica que el gen de la serín proteasa en T. vagina lis es 

un gen único. En el carril 2 (digestión con Eco Rl) se observa una sola banda de 5608 pb 

que corresponde al tamaño del inserto de la clona 8A. En el carril 3 (digestión con Eco RV) 

se observan dos bandas de 4600 pb Y 600 pb. En el carril 4 (digestión con ela 1) se 

observan dos bandas de 4000 pb Y 2000 pb. En los carriles 5, 6 Y 8 (digestiones con BgllI, 

Bgl II/Ps/ 1 y Bgl 11 Bam HI respectivamente) se observan 2 bandas de 4000 pb Y 3200 pb 

producto de la digestión con Bgl 11. En los carriles 7 y 9 se observan señales a la altura del 

ADN no digerido debido a que las enzimas Pst 1 y Bam HI cortan con poca frecuencia el 

ADN genómico. En el carrillO (digestión con Bgl II/Hind I1I) se observan tres bandas 

de 1700 pb, 450 pb Y 2100 pb. En carril II (digestión con Hind I1I) se observan dos bandas 

de tamaño similar de 2200 pb Y 2100 pb (Figura. 8 panel B). La hibridación de la sonda con 

estas bandas no indican que haya más de un gen, sino que el gen de la serín proteasa tiene 

sitios internos para estas enzimas (Figura 9) y la sonda hibrida con los fragmentos 

resultantes de la digestión con cada una de estas enzimas. 

( 
Sonda 

) 

Figura 9.- Mapa de restricción de la secuencia nucleotídica parcial del gen de la serín proteasa de T. 

vagina lis utilizada como sonda para el Southem blot. Los sitios de restricción mapeados explican la aparición 

de más de una banda en las digestiones del ADN genómico con las enzimas Eco RV, Hind 111 , C/a 1, y Bg/1I 

en el análisis por Southem blot. 
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VI.3. DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL GEN DE LA SERÍN 

PROTEASA. 

Para conocer la expresión de este gen, se extrajo ARN total de T vaginalis, y se 

realizo un análisis de northem blot, utilizando como sonda el mismo fragmento utilizado en 

el Southem blot. El resultado se muestra en la figura 10. 

Kb. 

9.49 
7.46 

4.40 

1.35 

A B 

Figura 10.- Análisis por northem blot de la expresión del gen de la serín proteasa de T. vaginalis. 

Panel A: Gel de agarosa/forrnaldehído al 1% teñido con bromuro de etidio. Carril 1: Marcadores de peso 

molecular bajo; Carril 2: Marcadores de peso molecular alto; Carril 3: ARN total de T. vaginalis (9 flg) . Panel 

B: El ARN se transfirió a nitrocelulosa y se híbrídó con la sonda de la serín proteasa descrita en la figura 9. La 

flecha indica al transcrito del gen de la senn proteasa con un tamaño aproximado de 2.2 Kb. 

Se observa una banda de hibridación que corresponde a un transcrito de 

aproximadamente 2.2 Kb. Este dato quiere decir que el gen de la serín proteasa de T 

vaginalis si se expresa y que su ARNm tiene un tamaño de aproximadamente 2.2 Kb. 

Como en T vaginalis no se ha reportado la presencia de intrones se puede deducir que la 

secuencia del gen completo tiene un tamaño similar al transcrito. Como ya se tienen 
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secuenciadas 1662 pb a partir de la primera metionina, para tener la secuencia del gen 

completo harían falta aproximadamente 550 pb. 

VI.4. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA OBTENER LA SECUENCIA 

COMPLETA DEL GEN DE LA SERÍN PROTEASA DE Trichomonas vaginalis. 

Con el propósito de obtener la secuencia completa del gen de la serin proteasa de T. 

vagina lis se probaron las siguientes estrategias: 

- Buscar la secuencia de cONA de la serin proteasa en una biblioteca de cONA de T. 

vaginalis elaborada con anterioridad en nuestro laboratorio. 

- Realizar una amplificación rápida de extremos 3' de cONA de T. vaginalis (3' 

RACE) específicos para la serin proteasa. 

- Llevar a cabo la construcción de una biblioteca genómica parcial de T. vaginalis 

con las enzimas de restricción Hind I1I/Bgl II. 

VI.4.1. Resultados del escrutinio de la biblioteca de cDNA de Trichomonas vaginalis. 

Oado que el análisis por northem blot mostró que el gen de la serin proteasa si se 

expresaba, se procedió a realizar el escrutinio de una biblioteca de cDNA de T. vagina lis 

para buscar el ONA complementario al ARNm de la serin proteasa. Esta secuencia debería 

contener la región faltante del gen. La biblioteca de cONA constaba de dos fracciones, una 

conteniendo fragmentos cortos y otra conteniendo fragmentos grandes de cONA; se 

mezclaron alícuotas de ambas fracciones y esto se utilizó para realizar el escrutinio. El 

título de las dos bibliotecas fue de 5.5X 107 unidades formadoras de placas por mililitro 

(pfu/ml). La búsqueda en esta biblioteca se hizo por duplicado, la primera ocasión con 

500,000 pfu's y la segunda con 1,000,000 de pfu's, ambos se realizaron a una densidad de 

50,000 pfu's/caja en 10 y 20 cajas respectivamente. Se obtuvieron los siguientes resultados. 
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VI.4.1.1. Escrutinio con 500,000 pfu's de la biblioteca de cDNA de T. vaginalis. 

La sonda que se utilizó para el escrutinio de la biblioteca fue la misma utilizada para 

realizar el Southem blot y el northem blot. En la primera ronda se obtuvo una placa 

positiva con señal débil , la cual se seleccionó para eluir los fagos y realizar la segunda 

ronda del escrutinio. 

En la segunda ronda (a baja densidad) se seleccionaron 13 placas positivas con 

señales débiles (datos no mostrados). De cada una de estas placas se crecieron colonias en 

LB+Kanamicina. De estas clonas se realizó la extracción de ADN plasmídico. 

Los plásmidos extraídos se digirieron con las enzimas Xho 1 y Eco RI para liberar el 

inserto y realizar un análisis de Southem blot utilizando como sonda el fragmento de la 

clona 8A que tiene homología con serin proteasas (Figura 11). 

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 

Pb. 

23,2)0 

9,4 16 

6.557 

4.361 
2,322 
2.027 

+ Ctrol. + 

, .. 

A B 

Figura 11 .- Panel A: Carril 1: AON de /JHind III + producto de PCR de la serín proteasa usado como 

sonda (control positivo de hibridación); Carriles 2-14: plásmidos extraídos de las 13 clonas de cONA 

digeridos con Xho 1 y Eco RI para liberar el inserto (Gel de agarosa al 0.8 % en TAE IX teñido con bromuro 

de etidio). Panel B: El AON plasmídico de las 13 clonas del gel mostrado en el panel A se transfirió a una 

membrana de nylon y se hibridó con la sonda de la serín proteasa. Se muestra la autorradiografia de la 

membrana. 
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En el gel teñido con bromuro de etidio se observa que las trece clonas aisladas de la 

biblioteca de cONA tienen insertos de tamaños diferentes. En el análisis por Southem blot 

se observa una señal de hibridación intensa con la banda correspondiente al control positivo 

(carril 1). En los trece carriles siguientes se observan bandas de hibridación débiles a la 

altura del vector, sin embargo no se observa ninguna señal positiva proveniente de algún 

inserto. Esto indica que ninguna de las clonas contiene un inserto relacionado con la serín 

proteasa, y en cambio si muestra una ligera interferencia de la sonda con el vector. Hay que 

hacer notar que el producto amplificado de PCR utilizado como sonda tiene 125 pb 

provenientes del vector, lo que seguramente produjo la señal de fondo en el Southem blot. 

VI.4.1.2. Escrutinio con 1,000,000 de pfu's de la biblioteca de cONA de T. vagina/is . 

Para tratar de eliminar la interferencia de la sonda con el vector, en este segundo 

escrutinio se utilizó como sonda el producto de PCR descrito anteriormente (Figura 5) pero 

esta vez clonado en el vector TOPO (INVITROGEN). Una vez que el producto de PCR fue 

clonado en el vector TOPO, el plásmido se digirió con la enzima de restricción Eco RI, 

eliminando así el fragmento del vector y obteniendo así un fragmento de 1532 pb para ser 

usado como sonda. 

En la primera ronda se seleccionaron 15 placas positivas con señales poco intensas, 

las cuales se utilizaron para eluir los fagos y realizar la segunda ronda del escrutinio. 

En la segunda ronda (a baja densidad) solo se observaron señales positivas débiles 

en 8 de las 15 placas seleccionadas en la ronda inicial. 

De estas 8 clonas se produjo AON plasmídico, el inserto se liberó con Xho 1 y Eco 

RI y se realizó un Southem blot (Figura 12). 
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Figura 12.- Panel A: Carril 1: ADN de /JHind III + producto de PCR de la serín proteasa usado como 

control positivo de hibridación. Carriles 2-9: plásmidos de las 8 clonas seleccionadas de la biblioteca de 

cDNA de T. vaginalis digeridos con Xho 1 y Eco RI para liberar el inserto (Gel de Agarosa al 1% en T AE IX 

teñido con bromuro de etidio). Panel B: Southem blot del gel mostrado en el panel A, la membrana se hibridó 

con el producto de PCR de la serín proteasa clonado en el vector TOPO digerido con Eco RI. 

En el gel teñido con bromuro de etidio se observa una banda de aproximadamente 

2900 pb correspondiente al vector (pBluescript) e insertos de diferentes tamaños. En el 

análisis por Southern blot realizado con la sonda de la serin proteasa clonada en el vector 

TOPO no se observan señales positivas provenientes de los insertos: al igual que en el 

escrutinio con 500,000 pfu's solo se observa señal en el control positivo y señales más 

débiles a la altura del vector. 

VI.4.2. Clonación del cDNA de la serín pro teas a de Trichomonas vaginalis mediante 

la amplificación rápida de extremos 3' de cDNA (3' RACE). 

La segunda estrategia que utilizamos para clonar el extremo 3' de la serin proteasa 

de T. vaginalis fue el ensayo de 3' RACE. Como se mencionó en la metodología, para 

llevar a cabo este experimento se utilizaron dos poblaciones de cDNA's elaborados con 

anterioridad en nuestro laboratorio por la QFB Guadalupe Barrera y la Dra. Norma 

Espinosa. Los oligonucleótidos utilizados fueron el 8Agact23 y el 8Agact24 (Tabla IV). 

Las reacciones de amplificación fueron las siguientes: 

1.- Muestra de cDNA 1 + el oligonucleótido 8Agact23. 

2.- Muestra de cDNA 1 + el oligonucleótido 8Agact24. 
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3.- Muestra de cONA 2 + el oligonucleótido 8Agact23. 

4.- Muestra de cONA 2 + el oligonucleótido 8Agact24. 

Síntesis de cDNA a partir del ARNm del gen de la serín proteasa. 

Transcriptasa reversa. 1 ARNm 

O ligo AP 

5 ' ATG-------------AAAAAAAAAAAAAA ARNm 
3 ' TTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGGS ' cONA 

Degradación del ARN 
RNAsaH 1 

3' ------------TTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGGS ' cONA 

Primera amplificación 

8Agact23 
5' __ J' 8Agact24 

3 " ______ 5_· ----'+---3'--·--TTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGGS ' cONA 
_ 3 ' CATGATCAGCTGCGCACCGGCCTAGGS' Oligo AUAPB 

Figura 13.- Representación esquemática de los sitios de unión en el cDNA de los oligonucIeótidos 

8Agact23 y 8Agact24 utilizados para realizar el ensayo por 3' RACE (en reacciones independientes). 

En la reacción control se incluyeron todos los reactivos que se utilizaron en la 

reacción de amplificación excepto el cONA. El resultado de las amplificaciones se muestra 

en la figura 14. 
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Figura 14.- Gel de agarosa teñido con bromuro de etidio en el que se corrieron muestras de las cuatro 

reacciones de la primera amplificación por 3 'RACE. Carril 1: AON de IJHind III ; Carril 2: 2,.tI del control de 

amplificación; Carril 3: 2~1 de la reacción de amplificación realizada con la muestra de cONA 2 y el oligo 

8Agact23; Carril 4: 2~1 de la reacción de amplificación realizada con la muestra de cONA l y el 

oligonucleótido 8Agact23; Carril 5: 2~1 de la reacción de amplificación realizada con la muestra de cONA 2 

y el oligo 8Agact24; Carril 6: 2~1 de la reacción de amplificación realizada con la muestra de cONA l y el 

oligo 8Agact24. 

Como se observa en el carril 5 de la figura 13, la única reacción con la que se 

obtuvo amplificación fue con la muestra de cDNA 2 amplificado con el oligonucleótido 

específico 8Agact24. Para verificar que se tratara de la secuencia de cDNA de interés y no 

de una amplificación inespecífica se realizó un análisis por Southern blot de este 

amplificado, los resultados se muestran en la figura 15. En el Southern blot se observa una 

señal intensa en el carril 3 a la altura del control positivo de hibridación (clona 8A), sin 

embargo no se observa ninguna señal a la altura del producto de amplificación del 3' 

RACE lo que indica que se obtuvo una amplificación inespecífica, no relacionada con la 

secuencia de la serin proteasa. 
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Figura 15.- Panel A: Gel de agarosa al 0.8% en TAE IX teñido con bromuro de etidio. Carril 1: 

ADN de IJHind III; Carril 3: 2 ).Ig de la clona genómica 8A como control positivo de hibridación; Carril 5: 

4).11 (:::(j.5 ).Ig) de la reacción de 3'RACE con la muestra de cDNA 2 y el oligonucleótido 8Agact24; Carril 7: 

0.25 ).Ig del plásmido gactin5 como control negativo de hibridación. Panel B: Southem blot del gel del panel 

A. La membrana se hibridó con la sonda de la serín proteasa usada en la sección V.4.1.2. 

VI.4.3. Resultados del escrutinio de la biblioteca genómica parcial (Hind III/Bgl 11) de 

Trichomonas vaginalis. 

Debido a que mediante el escrutinio de la biblioteca de cDNA de T. vaginalis y el 

ensayo de 3' RACE no se logró clonar el extremo 3' del gen de la serín proteasa de T. 

vaginalis, se procedió a construir una biblioteca genómica parcial (Hind IIl/Bgl 11) de T. 

vaginalis. Estas enzimas se eligieron debido a que una doble digestión del ADN genómico 

con estas enzimas genera un fragmento de aproximadamente 1700 pb ( Figura 16 y Figura 

8 panel B, carrillO) que contendría las 550 pb del gen de la serín proteasa que 

supuestamente harían falta de acuerdo al tamaño calculado del mensajero. 
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Figura 16.- Mapa de restricción construido a partir del análisis de restricción de la figura 8 (panel B). 

+: indica el fragmento que se desea clonar. 

En la primera ronda del escrutinio de la biblioteca parcial Hind IlUBgl Il de T. 

vaginalis, se obtuvo una señal positiva intensa proveniente del filtro 9 (Figura 17 panel A) 

y otras dos señales más débiles provenientes de los filtros 5 y 3 (datos no mostrados). Se 

realizó una la segunda ronda de hibridación a baja densidad. En la segunda ronda, solo se 

obtuvieron clonas positivas en aquellas provenientes de la señal #9 (Fig 17 panel B). 

Membrana # 9. 

A B 

Control 
positivo de 
hibridación. 

Figura 17.- Panel A: Señal positiva proveniente de la membrana #9 del escrutinio de la biblioteca 

genómica parcial Hind III/Bgl 11; Panel B: clonas positivas resultantes la segunda ronda provenientes de la 

señal #9. Como control positivo de hibridación se utilizó el plásmido que contiene el inserto de la clona 8A. 

Las membranas se hibridaron con la sonda de la serín proteasa usada en la sección V.4.1.2. 
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De las clonas que dieron señal positiva en la segunda ronda de hibridación (Figura 

17 panel B) se seleccionaron 6, de las cuales se preparó ADN plasmídico. Para liberar el 

inserto contenido en los plásmidos se hicieron digestiones con Hind III y Sst 1. En todas las 

clonas se observa el mismo patrón de digestión: una banda de aproximadamente 2800 pb 

que corresponde al vector; se observan también otras cuatro bandas de aproximadamente 

4700, 1700, 400 Y 200 pb (Fig. 18) lo que indica que las clonas son iguales entre si y que el 

inserto contiene sitios de restricción para estas enzimas. 

23)30 
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6.551 
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Figura 18.- Gel de agarosa teñido con bromuro de etidio correspondiente al análisis de los plásmidos 

de las 6 clonas seleccionadas en la segunda ronda del escrutinio de la biblioteca genómica parcial Hind 1111 Bgl 

11 . Carril 1: ADN de IJHind IJI; Carril 2: Clona 9.1 sin digerir; Carriles 3-8: Clonas 9.1, 9.2, 9.3, 9.4, 9.5, 9.6 

digeridas con Hind III y Ss! 1; Carril 9: Clona negativa digerida con Hind IJI y SS! 1; CarrillO: Clona 8A sin 

digerir. Todas las clonas que dieron señales positivas muestran el mismo patrón de bandas debido a que todas 

provienen de la señal positiva de la membrana # 9. 

De las seis colonias seleccionadas se escogió la clona 9.2 para realizar un análisis de 

Southem blot. Los resultados se muestran en la figura 19. 

70 



Pb. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 

Pb. ,.. 
23,130 -7 

,. 
9,416 -7 ¡M~ 6,557 -7 'i" 

4,361 -7 • 2,322 ~ 
2,027 .. ... 

• 
564 564 -7 

A B 

Figura 19.- Panel A: Gel de agarosa a 0.8% tenido con bromuro de etidio. Carril 1: ADN ')J Hind III; 

Carril 2: Clona 8NEco RI como control positivo de hibridación; Carril 3: Clona 9.2 sin digerir; Carril 4: 

Clona 9.2/Ssl 1; Carril 5: Clona 9.2/Bg/ 11; Carril 6: Clona 9.2/Eco RI; Carril 7: Clona 9.2/Hind III ; Carril 8: 

Clona 9.2/Eco RI y Hind III; Carril 9: Clona 9.2/Ssl 1 y Hind III; CarrillO: Clona 9.2/Bg/ 11 Y Hind III ; Carril 

1J : Clona 9.2/Ssl 1 y Eco RI. Panel B: Southem blot del gel del panel A, la membrana se hibridó con la sonda 

de la serín proteasa utilizada en la sección V.4.1.2. 

En el análisis por Southern blot de la clona 9.2 (Figura 19 panel A y B), se observa 

que la clona linearizada con Ss! 1 tiene un tamafio aproximado de 9800 pb (carril 4); si a 

esto le restamos 2937 pb del vector, se deduce que el tamafio del inserto es de 

aproximadamente 6800 pb. En el carril 7 (digestión con Hind I1I) se observa una sefial a la 

altura de 1700 pb. En el carril 9 (digestión Ss! VHind I1I) se observa una sefial a la altura de 

1700 pb Y en el carrillO (digestión Bgl IV Hind I1I) se observa una sefial a la altura de 1600 

pb. Las sefiales de los carriles 7,9 Y 10 poseen un tamafio aproximado al del fragmento que 

se desea clonar, por lo que la probabilidad de que contuvieran la secuencia de 1700 pb 

flanquedo por los sitios Hind I1I-Bgl 11 que contiene la región 3' de la serín proteasa era 

muy alta. Como el tamafio de la clona completa es de aproximadamente 6800 pb, en un 

principio se pensó que la digestión del ADN genómico había sido parcial y que el 

fragmento clonado tenía un tamafio mayor a lo esperado y contenía parte de la secuencia de 
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la clona 8A. Por lo tanto se decidió secuenciar los dos extremos de la clona 9.2 con ayuda 

de los oligonucleótidos Reverse primer y M 13-20 que se anclan en el vector. Las 

secuencias resultantes no alinearon con la secuencia de la clona 8A, por lo que se dedujo 

que la clona 9.2 estaba formada por varios fragmentos de ADN genómico entre los cuales 

se encontraba el fragmento de 1700 pb que se deseaba clonar. Hay que mencionar que estos 

fragmentos no necesariamente son contiguos en el genoma, ya que se unieron al realizare la 

reacción de ligación del ADN genómico con el vector. Debido a esto, al secuenciar el 

fragmento de interés (1700 pb), se debe tener cuidado al encontrar sitios Hind III y Bgl I1, 

ya que estos sitios indicarían el final del fragmento de interés y la secuencia posterior no 

representaría necesariamente una secuencia contigua en el genoma. 

VI.5. SECUENCIACIÓN DE LA CLONA GENÓMICA 9.2. 

Una vez que se identificó en la clona 9.2 un fragmento acotado por sitios de 

restricción Bgl I1-Hind III de aproximadamente 1700 pb que hibridaba con la sonda 

homóloga de la serín proteasa, se procedió a secuenciar este fragmento con el 

oligonucleótido 8Agact24, el cual se ancla en las ultimas pares de bases conocidas del gen 

de la serín proteasa en la clona 8A (Figura 5). La secuencia obtenida con el oligonucleótido 

8Agact24 de la clona 9.2 se ensambló con la secuencia del extremo 3' de la clona 8A 

obteniéndose un empalme perfecto de 402 pb, lo que indica que se trata del mismo 

fragmento genómico. Como en la secuencia no se había identificado ningun sitio Bgl II ó 

Hind III que indicarían el fin del fragmento de 1700 pb, se diseñó el oligonucleótido 

9.2sepr21 (ver tabla IV) para continuar con la secuenciación del gen de la serín proteasa. 

En la secuencia obtenida de la clona 9.2 con el oligonucleótido 9.2sepr21 se identifico un 

sitio Hind III que indicaba el final de la secuencia de este fragmento. 

En la figura 20 se muestra la secuencia parcial del gen de la serín pro teas a obtenida 

del ensamble de las secuencias del gen de la serín proteasa proveniente de la clona 8A y del 

fragmento Bgl I1-Hind III clonado, que forma parte de la clona 9.2 obtenida con los 

oligonucleótidos 8Agact24 y 9.2sepr21; encerrados en rectangulos se indican los sitios Bgl 

II (AGATCT) en la posición 814 que señala el principio del fragmento clonado, el sitio Eco 

RI (GAA TTC) que señala el fin de la clona 8A en la posición 1677 y otro sitio Eco RI en la 
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clona 9.2 en la posición 1895 y el sitio Hind III (AAGCTT) en la posición 2342 que señala 

el final del fragmento clonado que tiene un tamaño de 1528 pb. 

CTAAATTTGT TTGACAAAAA TGTTTTTCAT CTGTTTTCTC TTCATTGAAG CAATTTCACT 

61 TGAAATTTCT AAGGAAGATA TACGTAAATC AAGATATGAA AGTAGATATC CTGATTCAAA 

121 TCAATATTTC AATGGTTATT ACAAAGATTT TACTTCGAAA ACGAATATGC ATGATAGAAC 

181 ATCAAG TGAA AT CCGACAAA TCACAGACAT TTCTAACTAT ATAATCCACA CAACACAAGA 

241 GTTTCAATTT CCAAAAGATA TCACATTTTC AAAACTGCAT GGAACATATT ATTTCATTCA 

301 CGACGCTTCA AAAGCCCAAA TCAATTCAAT TCAAAGCAAC TCCAATGTGA TTTCAGTTGA 

36 1 AAAAGCTTCA CAAATCCGTT TTGATACAAG ATTTGAAGCC GGATTCATGG AAAATGGGAA 

421 TTTAGATTTA ACATATAAAA ATGGCTACTT ATGGTCATTA CGTTCGACAA ACCTTACAGG 

481 AAAAGGTGAA ATTATTGCTT TGGCAGATTC AGGAATCGAT TATAGGCATC CAATGCTCAA 

541 TGACTCATCA CGACCATTAA TTAATAACAC TCTTGACCTC AATCAACGAA AAATCGTTTA 

601 TTATGATTCA TGGAAAGATT TTTATGACTA TATCCCAGGC CACGGCACAC ATACAGCAGG 

661 TATTATAGCA GGGAAATCAG AATGCGGTAA TATTTTACCT CTTTACGATG GTATTGCACC 

721 TGAATCAAAA TTATATTTCC TAGATATGGC CAAAGGTGAC AATAAAATGC TTTTTGACGA 

781 CTTTGATAAA GATAAATTTG TTCAGTCGTT G~ AATATTGGCA TCAGTTCGAA 

841 CAGTTGGGGT TCAAATGAAA TAGATTACAC ATCTACAATG ACAGATATCT ATGACAACCT 

901 CGCATATAAT AACCCAGACA TTTTATTTGT TTTTGCAGCC GGAAACAGCG AAAAATCATG 

961 GACAATTGAC AGTCCTTCTT CAGGAAAAAA CATTTTTTGT GTTGGAGCAA CTGATGGAAC 

1021 TCCAGGTCAA ATGATGGGAG AAGCATCAAC ACCACAGATC GAAATATCAG GTACAAAGAT 

1081 TGATTTGTTG CAATCTTCTT GGTCAACAAA TTTATTTAAT CAATTAAATA AGGAAGAACC 

1141 ATTATTTAAT GTTGCAAAGC CTGTTTATGT TACATCTAAT GATAATACAT GTGATTCTAT 

120 1 CAAACAAATC CTTGAAAATG AACAAACAAA AATATTAATT TTGAAATCAT TACCAGATTG 

1261 CAACAAAATG AGTAAAACAG TACTTGCAAC ATTATCTGAT GATGATTTCC AGTTAATTTC 

1321 TCAATCTTCA TCTGCAAATT TCACAATGAA ATTAAGTGAT TTTTCATATG AAAAAGCAAA 

1381 TTTTGCAAGT GCTGGTCCAG CATATTCAGG AATCTTGAAA CCAGACATAT CAGCACCAGG 

1441 CGTCATCACA GGTGCTCTTT CATATGGAAA TTCAGAAACA GCAGAAAGAA AATGTGATTT 

1501 TTCAAGTCTT TCACAGTTCA CAGGAACATC AGAGTCAACA CCAATTATTT CAGGATTTTC 

1561 AAGTCTTTTA CGTGAACATT TTCGATCAAA AGGAGTTACT CCTTCATCTT CTTTACTTAA 

1621 ATCATTAATT ATTTCATCAA CAAAATCAAA TAAAAGAGAT TTAAATACAG GTTTTG!GAA~ 

1681 [!gCACGA TT A GATTGTGCAA TTAAATCATC ATATTCAGAT CGTGTTTTAA TCAAAGGAAA 

1741 TCAACATTTA TATTGTGAAT TTTCTAGTCA AACAGGAGAC ATATCAGCAT CAATTTCATG 

1801 GTTAGATCCA TTGTTATCAC GTGATATTGC TTATCCATTA CTTGCAGATT TATCTATTTT 

1861 CATTGAATCA CCAACAGGAA AAGTTTATCA AG~GAATTª GGAAATTCCA TTTTGACAAC 

1921 AAACAAAAAG A TCAGTGTTA CAAGTGAAAC TTATGAAGGT ACATGGAAAC TTCATGTTAT 
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1981 CAGTTCTCGT TTCGAAGGTA ATGTTTCATT TTCATGTTCT ATTTCTAATT ACATGTCAGA 

2041 AAAACTTGAA TTTGTTGAAG AAACCGAAAA ATGTTTATCC GATTGTTCAT GCAACAAAGG 

2101 TATCTGTGAA TGTCCATCAG A TAA GA CAGA TCATCTTTGT TCAACAAATT CAAGAGATAT 

2161 TTCTAATTCA GGTACATTTG TTGGTCAAGG CAAATATGTT TTTCGTGCAC GAGTTCCTAA 

2221 TATTGACAAA CCACGAATTG ATGTTTCATT CAAAGGATAT TCTAATGTTT ATCTTATCAA 

2281 AGGTATTTCT AA TCAACCAA GTGACAGTTT CACATCACTT TTATTCCGAA ACAAAGAGAC 

2341 ~AAGCT~ 

Figura 20.- Secuencia del gen de la serín proteasa ensamblado con la secuencia del fragmento Hind 

I1I-Bgl" clonado, que forma parte de la clona 9.2. Subrayados se muestran los dos posibles promotores y los 

dos posibles A TG iniciadores, en negritas se indican las 402 pb que se empalman en las secuencias de las 

clonas 8A y 9.2. En cursivas se indican las 664 pb adicionales que se obtuvieron con secuencia de la clona 

9.2. Encerrados en rectángulos se indican los sitios de restricción: el sitio Bgl 11 (AGATCT) en la posición 

814,el sitio Eco RI (GAATTC) del fin de la clona 8A en la posición 1677 y otro sitio Eco RI (GAATTC) 

perteneciente al fragmento clonado en la clona 9.2 en la posición 1895 y el sitio Hind III (AAGCTT) en la 

posición 2342 que señala el final del fragmento Bgl I1 -Hind III de la clona 9.2 que tiene un tamaño de 1528 

pb. 

Con la secuencia ensamblada se hizo un nuevo análisis de contenido de G+C 

(Figura 21), en donde se observa que el contenido de G+C en los últimos 1528 pb se 

mantiene igual a la secuencia previa, lo que sugiere que la región codificadora no se ha 

clonado por completo. 
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Figura 21.- Gráfica de contenido de G+C de la clona 8A ensamblada con la secuencia del fragmento 

de 1,528 pb perteneciente a la clona 9.2 realizada con el programa DNAsis (Hitachi Software) con una 

ventana de 20; a: gen de actina, *: regiones intergénicas, b: ORF del gen de la serín proteasa . 
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Figura 22.- Mapa de restricción de la clona 8A (a) ensamblada con la secuencia del fragmento de 

1,528 pb perteneciente a la clona 9.2 (b). Las dos líneas diagonales indican que el gen está incompleto. 

Al traducir la secuencia ensamblada del gen de la serín proteasa, se obtienen 220 

residuos de aminoácidos adicionales a los ya conocidos (Figura 23), pero el ORF aun sigue 

abierto ya que no se encontró un codón de término de la traducción en fase . 

CTAAATTTGTTTGACAAA~TTTTTCATCTGTTTTCTCTTCATTGAAGCAATTTCACT 

C L T K B F F C F L F E A S L 
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61 TGAAATTTCTAAGGAAGATATACGTAAATCAAGATATGAAAGTAGATATCCTGATTCAAA 

21 E S K E D R K S R Y E S R Y P D S N 

121 TCAATATTTCAATGGTTATTACAAAGATTTTACTTCGAAAACGAAT~ATGATAGAAC 

41 Q y F N G Y Y K D F T S K T N B H D R T 

181 ATCAAGTG AAATCCGACAAATCACAGACATTTCTAACTATATAATCCACACAACACAAGA 

61 s S E R Q T D S N Y H T T Q E 

241 GTTTCAATTTCCAAAAGATATCACATTTTCAAAACTGCATGGAACATATTATTTCATTCA 

81 F Q F P K D T F S K L H G T Y Y F H 

301 CGACGCTTCAAAAGCCCAAATCAATTCAATTCAAAGCAACTCCAATGTGATTTCAGTTGA 

101 D A S K A Q N S Q S N S N V s V E 

361 AAAAGCTTCACAAATCCGTTTTGATACAAGATTTGAAGCCGGATTCATGGAAAATGGGAA 

121 K A S Q R F D T R F E A G F M E N G N 

421 TTTAGATTTAACATATAAAAATGGCTACTTATGGTCATTACGTTCGACAAACCTTACAGG 

141 L D L T Y K N G Y L W S L R S T N L T G 

481 AAAAGGTGAAATTATTGCTTTGGCAGATTCAGGAATCGATTATAGGCATCCAATGCTCAA 

161 K G E A L A D S G D Y R H P M L N 

541 TGACTCATCACGACCATTAATTAATAACACTCTTGACCTCAATCAACGAAAAATCGTTTA 

181 D S S R P L N N T L D L N Q R K v y 

601 TTATGATTCATGGAAAGATTTTTATGACTATATCCCAGGCCACGGCACACATACAGCAGG 

201 Y D S W K D F Y D Y 1 P G H G T H T A G 

661 TATTATAGCAGGGAAATCAGAATGCGGTAATATTTTACCTCTTTACGATGGTATTGCACC 

221 A G K S E C G N L P L Y D G A P 

721 TGAATCAAAATTATATTTCCTAGATATGGCCAAAGGTGACAATAAAATGCTTTTTGACGA 

241 E S K L Y F L D M A K G D N K M L F D D 

781 CTTTGATAAAGATAAATTTGTTCAGTCGTTGAAAGATCTCAATATTGGCATCAGTTCGAA 

261 F D K D K F V Q S L K D L N G S S N 

841 CAGTTGGGGTTCAAATGAAATAGATTACACATCTACAATGACAGATATCTATGACAACCT 

281 S W G S N E D Y T S T M T D y D N L 

901 CGCATATAATAACCCAGACATTTTATTTGTTTTTGCAGCCGGAAACAGCGAAAAATCATG 

301 A Y N N P D L F V F A A G N S E K S W 

961 GACAATTGACAGTCCTTCTTCAGGAAAAAACATTTTTTGTGTTGGAGCAACTGATGGAAC 

321 T D S P S S G K N F C V G A T D G T 

1021 TCCAGGTCAAATGATGGGAGAAGCATCAACACCACAGATCGAAATATCAGGTACAAAGAT 

341 P G Q M M G E A S T P Q 1 E S G T K 1 

1081 TGATTTGTTGCAATCTTCTTGGTCAACAAATTTATTTAATCAATTAAATAAGGAAGAACC 

361 D L L Q S S W S T N L F N Q L N K E E P 

1141 ATTATTTAATGTTGCAAAGCCTGTTTATGTTACATCTAATGATAATACATGTGATTCTAT 

381 L F N V A K P V Y V T S N D N T C D S 
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1201 CAAACAAATCCTTGAAAATGAACAAACAAAAATATTAATTTTGAAATCATTACCAGATTG 

40 1 K Q L E N E Q T K L L K S L P D C 

1261 CAACAAAATGAGTAAAACAGTACTTGCAACATTATCTGATGATGATTTCCAGTTAATTTC 

421 N K M S K T V L A T L S D D D F Q L S 

1321 TCAATCTTCATCTGCAAATTTCACAATGAAATTAAGTGATTTTTCATATGAAAAAGCAAA 

441 Q S s S A N F T M K L S D F S Y E K A N 

1381 TTTTGCAAGTGCTGGTCCAGCATATTCAGGAATCTTGAAACCAGACATATCAGCACCAGG 

461 F A S A G P A Y S G L K P D S A P G 

1441 CGTCATCACAGGTGCTCTTTCATATGGAAATTCAGAAACAGCAGAAAGAAAATGTGATTT 

481 V 1 T G A L S Y G N S E T A E R K C D F 

1501 TTCAAGTCTTTCACAGTTCACAGGAACATCAGAGTCAACACCAATTATTTCAGGATTTTC 

501 S S L S Q F T G T S E S T P S G F S 

1561 AAGTCTTTTACGTGAACATTTTCGATCAAAAGGAGTTACTCCTTCATCTTCTTTACTTAA 

521 S L L R E H F R S K G V T P S S S L L K 

1621 ATCATTAATTATTTCATCAACAAAATCAAATAAAAGAGATTTAAATACAGGTTTTGGAAT 

541 S L S S T K S N K R D L N T G F G 1 

1681 TCCACGATTAGATTGTGCAATTAAATCATCATATTCAGATCGTGTTTTAATCAAAGGAAA 

561 P R L D e A 1 K S S Y S D R V L 1 K G N 

1741 TCAACATTTATATTGTGAATTTTCTAGTCAAACAGGAGACATATCAGCATCAATTTCATG 

581 Q H L Y e E F S s Q T G D 1 S A S 1 S W 

1801 GTTAGATCCATTGTTATCACGTGATATTGCTTATCCATTACTTGCAGATTTATCTATTTT 

601 L D P L L S R D 1 A Y P L L A D L S 1 F 

1861 CATTGAATCACCAACAGGAAAAGTTTATCAAGAAGAATTCGGAAATTCCATTTTGACAAC 

621 1 E S P T G K V Y Q E E F G N S IL T T 

1921 AAACAAAAAGATCAGTGTTACAAGTGAAAC TTATGAAGGTACATGGAAACTTCATGTTAT 

64 1 N K K 1 S V T S E T Y E G T W K L H V 1 

1981 CAGTTCTCGTTTCGAAGGTAATGTTTCATTTTCATGTTCTATTTCTAATTACATGTCAGA 

661 S S R F E G N V S F S e s 1 S N Y M S E 

2041 AAAACTTGAATTTGTTGAAGAAACCGAAAAATGTTTATCCGATTGTTCATGCAACAAAGG 

681 K L E F V E E T E K e L s D e s e N K G 

21 01 TATCTGTGAATGTCCATCAGATAAGACAGATCATCTTTGTTCAACAAATTCAAGAGATAT 

701 1 e E e P s D K T D H L e s T N S R D 1 

2161 TTCTAATTCAGGTACATTTGTTGGTCAAGGCAAATATGTTTTTCGTGCACGAGTTCCTAA 

n 1 s N S G T F V G Q G K Y V F R A R V P N 

2221 TATTGACAAACCACGAATTGATGTTTCATTCAAAGGATATTCTAATGTTTATCTTATCAA 

741 1 D K P R 1 D V S F K G Y S N V Y L 1 K 

2281 AGGTATTTCTAATCAACCAAGTGACAGTTTCACATCACTTTTATTCCGAAACAAAGAGAC 

761 G IS N Q P S D S F T S L L F R N K E T 
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23 41 AAAGCTT 

781 K L 

Figura 23.- Secuencia traducida del gen de la serín proteasa ensamblada con la secuencia del 

fragmento clonado 1,528 pb. En rectangulos se indican los dos posibles A TG iniciadores, subrrayados los dos 

pos ibles promotores, y en negritas se muestran las secuencias consenso DSG. HGTH y GTS en donde se 

encuentra los aminoácidos que conforman la triada catalítica (Asp, His y Ser) y que dan homología con serín 

proteasas. En cursivas se indican los aminoácidos adicionales que se obtuvieron de la secuencia de la clona 

9.2. 

VI.6. ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA PARCIAL DE LA SERÍN 

PROTEASA DE Trichomonas vaginalis CON SERÍN PROTEASAS REPORTADAS 

EN OTROS MICROORGANISMOS. 

La secuencia parcial de aminoácidos de la serín proteasa de T. vaginalis se alineó 

con varias secuencias de serín proteasas identificadas por el programa BLAST X 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). También se alineó con las secuencias de las subtilisinas 

BPN' , subtilisina de Carlsberg, termitasa y subtilisina BL, accesadas en la base de datos del 

Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb/index.html) a las que se les llama subtilisinas 

verdaderas debido a que fueron las primeras reportadas. Se ha descrito la estructura 

secundaria de estas últimas por medio de cristalografia. 

El alineamiento se llevó a cabo con el programa DNAsis MAX (Hitachi Software). 

El análisis de la secuencia parcial de la serín proteasa de T. vagina lis se hizo a partir de la 

primera de las dos posibles metioninas iniciadoras identificadas (ver sección V. l, Figura 7). 
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I---------~ ---------~ ---------~ ---------~ ---------~ ----_____ ~ 1---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------
¡---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------
',---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --------LV 
---------- -----MI<I<TT STLLSMALVF SSFGALSAHA ESLQI<EI<QFS PQLI<TTIEQl.J 
1---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

MI<SNTIIlRVL LVSGLILIFI FLGII<FEFIN I<NNlIDI<IGItI RI<LEFSYFTI< 1llllllltlHtlUlIF 

70 BO 90 100 110 120 

---------- -MFFICFLFI EAISLEISI<E DIRI<SRYESR YPDSlIQYFtlG YYI<DFTSI<TH 
-MRAYFVGAC LLALLCASAL ASLAPLHRAI DAQRVEHEYI VVMI<PHVVHA EYTSYVSDII< 
-------MPF FFFLLFLLII LPYGLLFSLE DI<FSPALI<LA LLlIEQI<LTYL SSI<QLRLMVI 
HMSSI<HILAS I<DSSSYVVYF GAHSHVGEIT EDAMDRVI<ET HYDFLGSFTG SRERATDAIF 
GEHI<IAQHVE TI<TTI<EISVI VELQHAPLAA QSIIlQHAPDL QtlStlAQSYHA ELI<I<AQEDTT 

I<QDQLI<HI<I<D I<RILLI<HEII DTlIlI<I<IIlI<I< lIt1QI<HHUEEI FPIIFISRLLI< SUDDMEIQQF 

--------MS TGPVRRGAAL LSAGLVIALL PAGTSAAQDP PPDPARSRTA AARTAAADAA 

130 140 1 SO 160 170 180 

IIHDRTSSEIR QITDISIIYII HTTQEFQFPI< DITFSI<LHGT YYFIHDASI<A QIIISIQSUSH 
LMFATQVQG- ---------- DILQEYTIGN UFI<AIHVI<TS PYAVHFFRTH PAVEFVEENQ 
TRlILI<HISG- ---------- ------HTER III<LSSEEYL LIGEYTLQDI I<TFI<TLEIIVI 
YSYTI<HIlIG- ---------- ---FAAHLDH DLAYEISI<HP EVVSVFPNI<A LI<LHTTRSWD 
I<I<II<EI<APGA I<II<EVYNTLF SGFSISIPGD QITSLASLPE VI<AVYPIILTY I<LHETSI<SAI 
---------- ---------- ---------- ---------- --MlIGEIR-- ----------

TYRI<SHYIVQ FI<DHINDETR EQFI<QFLIlIT DIVLDEQPYQ SHIVNYIPHD SFLVLMtlDEQ 
KABA YASHI ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------M 
STRCOE RTVTLVTG-- ---------- DRVTVTDLGG GRI<TVAVERP EGATGAVRTS SFGGRTTVVP 
TERMIT ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----YTPIIDP 
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VI5VEKA5QI RFDTRFEAG- ---------- ---------- ---------- ---------
VVSISSAQNC LSQSGAHJlI- ---------- ---------- ---------- ----------
IYIALPMKYSP --------- ---------- ---------- -------- ---------
IFLGLEHN--- --------- ---------- ---------- ---------- ---------
PIEEAPNIGG- ---------- ---------- ---------- -------- ---------
'--LIPYVnl- ---EQIMDVN ELPEG----- ---------- -------- ----------
GQSVPWG--- --------- ---------- --------- --------
---GPYG--- -------
AQTVPYG--- ---------

DYCDIS SNLLSSKE1,JV SWIGEFEPSN KIHLNYNEKS IGLPVYlnS DSnlSLIQRW EHTLH5ILT5 
KABAYASHI FDSAPFIG-- -------- --------- ---------- ------- --------
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TERMIT 
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BACER 
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BL 
BPN 

DEALPYLRDG SLDERLFDVG ALLEQGLADS E------- ------- TGELPLIVTY 
YFSSRQYGP- ----- -------- ---------- ------- --------

250 260 270 280 290 300 

------- --------- -------- -------- ------- --FMElIGlI 

---------- -------- ---------- ---------- --------- ----LLDK 

CARLS --------- ---------- --------- --------- --------- ----------
DYCDlS YlISKVnTLI lIQKnKSIVY CIIDESSSQSS CSLVSSEnV YQ1,JISEQSES lIYIERSEKFQ 
KABAYASHI --------- ---------- ---------- ---------- -------- ----------
STRCOE GKGVRAA TPR GAERTRSLPS VRGAAVEADK GRAF\JREFTR RGAGVEGVtJL DGRVT ADMAE 
TERMIT 
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310 320 330 

LDLTYKHGYL lJSLRSTII--- ------LTGK GEIIAL 
-LQRINAQAI SGMDGKYTV- -----GTEAA DVDAYI 
VALYTRLTDL MQDTH--LS- -----EYKGR GVIIGI 
--SYVPSSSI IIRKAR----- -------FGE DTI!AlI 
--PTIGAPEA IIt1LKDPFGK- ----PLDGK GMK!AI 
-IKVIKAPEM IIAKG------ -----VKGK lIlKVAV 
-ISRVQAPAA HlIRG----- ------LTGS GVKVAV 
-VSQIKAPAL HSQG---- ------YTGS lIVKVAV 
-IPLIKADKV QAQG----- ------FKGA lIVKVAV 
TAlIRLSPKAI FGTKDTLVIUl DRIDIPLRGK GQILSI 

1

------AlIDA lJDLG------ ------FTGK GVKVAV 
5NAQIGTPEA lJEAG------ -----LTGK GVTVAV 

¡--QKIQAPQA IIDIAE----- --------GS GAKIAI 
I 

340 350 360 

• 

IDYRHPMLlID 55-------
ILTTHQEFDlI ---------
IDYTHPAFRG ---------
V'1PESKSFRD EGLGPIPSRlJ 

- VDYTHPDLKA --------
CDTSHPDLKlI -------
IS-THPDUI- -----
IDSSHPALK- ------
IQASHPDLlI- --------
LDGSHCFFSD SlI------
VDYTHPDLAP --------
VDAGHPDLAG --------
VQSlIHPDLAG ----------
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DYCDIS 

i 370 380 390 400 410 

1---------- ----RPLIHH TLDLHQRI<IV YYDS---WI<D FYDYI 
---------- ----G-RAL',' GAHF ADSQD- ---------- --TDCH 
--------- ------RILE IHDLTTGEVC YI<EEIEI<GHC UQRDTD 
I<GICQHQI<DA TFHCIIRI<LIG ARYFHI<GYAA AVGHLHSSFD SPRDL 
------- ---HY-IG GYDTVDEDHD PMDG------ -----N 
--------- ------QIIG GI<HFTDDDGG I<EDAI----- --SDYN 
------ -------IRG GASFVPGE-- -PST----- --QDGN 
,--------- -------VAG GASFVPSE-- -TlIPF---- --QDHN~ 
------- ----VVG GASFVAGE-- -AYH---- --TDGN 
--------- ----NPIPYH SVNUIHRI<VV TYIG--SLHD HEDYV 

420 

KABA YASHI ------- --HFGEYL GIJDFVDNDND PQETP--RGD PRGAET 
STRCOE ---------- -----RIAQ SRSFIPGE-- --EV----- --ADRH 

AGIIAGI<S 
AGTVGG-
AGlAAG-
L'3TAAGDF 
AGIIAGIIG 
AGTIAAII
AGTIAAL
AGT----
AGTVAAL
CGSAAGAP 
AGTIAAHG 
TSTVGGSG 

TERMIT 

IYAQ. 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CAIU.S 
DYCDIS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

IYAQ. 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CAIU.S 
DYCDIS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

------ --I<V-VG GIJDFVDNDST PQNG---- ---N"""""''''--'-I'"'AGIAAAVT 

• 
430 440 450 460 470 480 

i ECG-----H~ LPLYDGIAP~ SI<LYFLDMA~ G--DHI<MLF¿ DFDI<DI<FVQ~ LI<DUI----~ 
1---------- --I<TVGIARG VTLYAVI<VLG C--DG-SGTT HGVISGIQWV AEHARI<RGRI< 
i---------[, HEVYRGIAPE AELIVVI<IGH E-----EFRE DI<IIEALDIL AI<RII<AYGI<P 
IVPGVSIFGQG HGTAI<GGSPR ARVAAYI<VCIJ PPVI<GtlECYD ADVLAAFDAA IHDG----A 

1

1<------ --II<GVAPH ASlLAYRVMU D--GG-TGTT DDIIQGIERA IQDG----A 
-D------S HGGIAGVAPE ASLLIVKVLG G--EHGSGQY EIJIHIGHIYA VEQK-----V 
-H------H SIGVLGVAPS AELYAVKVLG A--DG-RGAI SSIAQGLEIJA GHlIG----M 
--------- ---VLAVAPS ASLYAVKVLG A--DG-SGQY SIJIINGIEWA IAtIH----M 
-D------H TTGVLGVAPS VSlYAVKVlH S--SG-SGSY SGIVSGIDJA TTHG-----M 
EDS---SLA ISSFSGLATD AI<IAFFDLAS DPSUHEPVPP EDYSQLYQPL YHAG-----A 
Q--------- ---IKGVAPD ATLLAYRVLG P--GG-SGST EHVVAAIERA VQDG-----A 
AA------S DGKEKGVAPG ATLAVGKVLD D--EGFGSES EIIAGMEIJAA RDVD-----A 
IHU------S T-GIAGTAPI< ASILAVRVLD 1I--SG-SGTIJ TAVAUGITYA ADQG-----A 

SVAH 
GVIH 
IDVIS 
IDVLU 
DIIS~ 

HVAH 
DVIH 
DVIN~ 

RVHG 
DVMN 
DIVS~ 

KVIS 

490 500 510 520 530 540 

- ---HEIDYTS TMTDIYDNLA YHNPDILFVF AAGNSE--- KSIJTIDSPSS 
- ----GGYS SSLNRAVASV VDA-GVPFAV AAGNED--- QUACUTSPAS 
P ---LGPHDGT DPISRFIESI VIITYI<IPVVV AAGNIJGH-EP IHDI<U1LFQE 
E PTSFFllDSVA IGSFHAAKK- RIVVVCSAGH SG--PADST VSHVAPIJQIT 
- ---QDLIIVPD QPVTL TLERA AI<L-GVT AVV SHGNDGP-- I<PIJSVDAPGII 
- ----GPSD-V PELI<EAVI<HA VI<H-GVLVVC AAGNEGDGDE RTEELSYPAA 
- ----SPSP-S ATLEQAVllSA TSR-GVLVVA ASGNSG---A S--SISYPAR 
- ----GPSG-S AALI<AAVDI<A VAS-GVVVVA AAGNE---- --------
- ----GASG-S TAMI<QAVDHA y AR-GVVVVA AAGllSGtI-SG STllTIGYPAI< 
L SIQGYLGSYS DDAGSIDDFL YTHPDFIILR AAGNHE---- QYSSLLSQAT 
- ---HSLNAPD IJATSIALDQA MAE-GVVAVT SNGNSGP--- IHlIJTVGSPGT 
- ---TEPSDGT DPMAEAVNTL SRETGALFVI AAGNTG---- APSSIGSPGA 
- --GTVGHSG --LQQAVNYA IJHK-GSVVVA AAGNAG---- -IITAPllYPAY 
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llAQ 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 

550 560 570 580 590 600 

'li GKlIIFCVGA~ DGTPGQMMG~ A'3TPQIEI'3~ ---------~ ---------~ ---------~ 
EAKAITVGAT YYSGHFAQDI RAS------- ---------- ---------- ---------

¡HTS'3FDVIG'3 \,JAYVDI1JIMG TDSVElTINS PCQAVSIREG DTKLIDLGHC GTLAVSFSGR 
¡VGASTMDREF A'3l1LVLGIIGK HYKGQ'3LSST ALPHAKFYPI MA'3VHAKAKH A'3ALDAQLCK 
jA'3'3VI'3VGA'3 TVSIPFPTFQ VTGS------ SKTYQGLPL'3 KSDFPIEHDS -PLVYVGYGII 
IYlIEVIAVGSV SVARElSEFS lIAN------- ---------- ---------- ------
YAlIAMAVGAT DQHIIlIRASFS QYG------- -------- -------- --------

BPN -------- --------- --------- ------- -- -------- -------
CARLS YDSVIAVGAV DSHSIIRASFS SVG----- --------- -------- ----------
DYCDIS AKHVITVGAE QTTHESYTTD ALEYSHFETV AKSTLIISLCQ SFDDKYCTYT TAQCCTEYST 
KABAYASHI SREAISVGAT QLPYHVFTAA TTSSDGVSYA SSAVQGFPSE EELLSLHGQA FELVDVGFGA 
STRCOE ADAALTVGAV DSADQAA\,,1FT SAGP---- -------- --------- -----
TERMIT YSIIAIAVAST DQNDNKSSFS TYGS---- ---------- ---------- ----------

llAQ 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CARLS 
DYCDlS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

llAQ 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CARLS 
DYCDIS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

610 620 630 640 650 660 

KIDLLQSS\,JS TlILFNQLNKE EPLFNVAKPV YVTSNDlITCD SIKQILElIEQ TKILILKSLP 

IIPLHGDKlIVF IKIDNVHElIF RlIG1JSVSFTP IDVKDGEVHL HGEHVAFASP DYSYTISSLA 

I
LGSLDPIJ<TK GKILVCLRGQ lIGRVEKGRAV ALGGGIGMVL ElITYVTGllDL LADPHVLPST 
PSDYAKQDVK GKFALILQGT SSTLV-KAEQ AKQAGALGVL LI'3'3EKEIHM MPEYFSREHL 

VKGLSG---- --------- --------- ---------- ---------- ---------
PADFAGJ<DLT GKIALISRGA GIAFVDKATE AAKAGAEGAI LYt/lI--VAGA MPLIPG--M 

670 680 690 700 710 720 

DCIIKMSKTVL ATLSDDDFQL ISQSSSAIIFT MKLSDFSEKA HFASAGPAYS GILKPDISAP 

1---------- ---------- --------- ---------- -------FSlI I,JGTCVDILAP 
IS'3S'3VISVGS FTSKVIIVNIN PYSILGSISII FSSIGPSRRC SYGCKElILKP ----DIVAP 
IQLTSKDSFAV SRYM-TQTKK PIAHITPSRT DLGLKPAPVM ASFSSKGPSI VAPQILKPDI 
jAVPVMQLSHT lIGEElKTLIT KRKKllIKIGQ PKQT-ElIGlI FSSRGPSQGS I,TLIKPDVVAP 

1
---------- ---------- -------- ---------- ---------- --KEIDLVAP 

,--------- --------- --------- ---------- --------- --AGLDIVAP 

1========== ========== ========== ========== ========== ==AELE~~AP 
1---------- ---CCTSYIK HSYASIFSSQ PElYlIElIlIIC SFSSJ<GPTHD GRLKPDIVAP 
AVPTIMLHQA DGEALKAKAA TVTVSFHVAF DKAVGETMAD FSSRGPVIDT IHIIKPDVSAP 
---------- -------- ------ ------- ------RYGD lIALKPDLSAP 
---------- --------- --------- ---------- ---------- --\,JVDVAAP 
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IYMi 
AHEAlYl 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
Bl 
BPN 
CARLS 
DYCDlS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

TVAO 
AHEAlYl 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
m. 
BPN 
CARLS 
DYCDlS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

TVAO 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
SACER 
SASUS 
m. 

730 740 750 

GVITGALSYG 
GQS1KSAIJIG ---------- ----SNSAYH TI 
GELVCSA YPL III I<PLI DLCF -----YEGFH 
TAPGVSVIAA YTGAVSPTlIE QFDPRRLLFH 
GVQ1TSTVP- ---------- --- --RGGYE 
GElIILSTLP
'GVII VQSTYP-

GAGV YSTYP-

760 770 7BO 

STP IISGFSSLLR EHFRSKGVTP 
ASP HVCGVAALTF SAHPS--
SAP AVTGAVALLL QVEHTLTPSE 
SCP HI SG IAGLLK TRYPS1,ISPAA 
AAP QVAGAVALLR QMHPD----
AAP HVSGALALI K SYE----
ATP HVAGAAALVK QKHPS---
SSS TVGYPGKYPS VIAVGAV DSS 
ASP HVAGAAALIL SKHPII---

GQY ITSARSll GMITTDQCGD ATP LATAATTILR QYLVDGYYPT 
GVNI VSTVPT FN-------- - - PDAPHGIG AK GTc ASP HVAGAAAVIL EAlIPS---
GVGILAARSR L-------- --AEGSGDYT SM L ATP HIAGVAALLA EEHPD---
GSS1YSTYP- ---------- -----TSTYA SL GT ATP HVAGVAGLLA SQG----

• 
790 BOO BID B20 B30 B40 

SSSLLI<SLII SSTI<SNI<RDL NTGFG1PR-- --------- --------- ---------
---YSA--- -ADVI<SI<1L ADSTDNV1D- --------- -------- -------

VI<EILIlINA y I<DSFTTQI<PN NVYGHGI<LD1 YI<SVSSLLEE REGFSDRIITT ERETLIIVSSG 
I RSAIMTTAT TM DD IPGP1Q NATNMI<ATPF SFGAGHVQPN LAVNPGLV YD LGII<DYLNFL 
----lJT---- --TEQLI<AAL ANNAKTLHD- --VNEll---- ---------- ---------
-------E ESFQRI<LSES EVFAQLIRR- - -TLPL--- --------- --------

---YSN--- ---VQ1RNHL I<NTATSLGS- --------- ---------- --------

NQRASFSSVG ---------- ---------- ---------- --------- ---------
---LSA--- ---SQVRNRL SSTATYLGS- --------- -------- --------
GS1VESIII<LQ PTGSLLI<ALli INNAQLLNGT FPLSSTlITlIP SHAVFDTFAG ANFVQGlJGSL 
----lJG---- --VYEVI<SAL MNTAEI<MVHP --ATGE---- -------- -------

---YSGARLI< DALMSTSI<EL DVSAYQLGAG RVSVPA---- ---------- ----------
----RS---- -ASN1RAAI ENTADI<ISG- --------- ---------- --------

BSO B60 B70 BBO B90 900 , , ! , ! ¡ , 

1========== ~=:~~==~~ ~~~~~:NQ~= ~==~:=~~:~ ~::=~:~=~~ ==:~~~:~~= 
GGGCTSQGQV SIIYLITFAL FLI<V1RFLYR FLF------- ---------- ---------
CSLGY NASQ1 SVF'3GlHlFTC SSPI<1SLVNL HVPSITVPHL TSSI<VTVSRT VI<II VGRP3MY 
---------- ----TYPVMA QGSG------ ---------- ---------- --------LI 
--------- ----DIAI<TL AGIIG------ --------- ---------- --------FL 
---------- -------THL YGSG----- ---------- ---------- ----------

BPN -------- -------- -------- ---------- ---------- ----------
CARLS ------- -----SFV YGI<G----- --------- --------- ---------
DYCDIS RMSElJL YVES SGVI<PI<PSRIJ VGIGELGI<DI< I<ASHIJI<EYSL STGQIIVSYCF TYI<P'3SSGSII 
KASA YASHI ------- --EYPHllT QGAG----- ------- -------- -------51 
STRCOE ---------- ----AVGADV TA TGSADLGF YSYPYEADEP VTRTVA YTlIS SDTDVELI<LS 
TERMIT ------- -----TGTY lJAI<G------ -------- --------- ------RV 
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910 920 930 940 950 960 

TVAG I LADL~,IFIE~ PTGI<VYQEE~ GIISILTTlII<~ ISVTSETYE~ nJI<LHVISS~ FEGIIVSFSC~, 
AHEALYI 1 CS'::,TPIII<LL y SARC----- ------- --------- ---------- ----------

I 
AQPHY 1---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
ARTHAI ITVI<VmIPHGV YVALI<PTSUI -------- ---------- --------- --FTI<VG 
BACER IIIPI<AAQTUV LVI<PNIIVSFG ---------- ----L-II<PII SGI<VI<LTQNV TLQNLSSI<I<I< 

BASUB !YLTAPDELAE I<AEQSHLLTL -------- --------- ---------- ----------

aL: j-LVIIAEAATR ---------- ---------- --------- ---------- ----------
BPN 1--------- ---------- --------- ---------P ELDVMAPGVS rr,¡STLP----
CARlS I-LIIIVEAAAQ --------- ------- --------- -------- --------
DyeoIS SGGIPRIVAT LVHDPPSYS GAI<LIILVmIL DLTMTIITESE FIFYSII'3GGS SYIIGTKGTTL 
KABAYASHI RVVDALI<AET LVIIPGSYSFG ----- ---T-FEKP KGI<QVERQQF EIQllLSSJ<AJ< 
STRCOE VRGAPEGVAT LADTSLTVPA HGTASTTVTG DGSI<A-PVGD TSGQVVAADA SGKPLAHTAF 
TERMIT 

TVAG 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
aL: 
BPN 

IIAYKAVQY-- ------ ------ -------- -------- --------

970 9BO 990 1000 1010 1020 

ISNYMSEKLE FVEETEI<CLS OCSOIJ<GICE CPSDI<TDHLC STNSRDISNS GTFVGQGKYV 

1---------- --------- --------- ---------- ---------- ------
ELKT----- ----FKVILV KSJ<GNVAKGY MFGELnJSAK KHRVRSPIVV I<L-----

SFSTRVELLD AIITJ<T--KVK ASVPSSISIQ PNSSTEKPFT ITVDSS---- ----------

-------- --GIIKYGAKS GTXMASPHVA GAAALILSKH PII-------- YTlI-----
CARlS -------- -------- ------- -------- --------- ------
DyeoIS PLQDSINlIVE GIIYTPINTK SEISFRFIIA GTNIPIGPQII FSFVFHGEIIG EFDIJADSCMQ 
KABAYASHI I<YSMEFTFKII EVGK---HVI< VTTSKULKVU PGKTQKVUVII VQVDASK--- ---------
STRCOE GLVI<EGERYT LTVHVI<DRC--G AATPADLTVQ RL TEGVDPFP AHVGD'3GT -- ----------
TERMIT 

TVAG 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
aL: 
BPN 
CARlS 
DYCDIS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

I !---------- -------- --------- ---------- ----------
1030 1040 1050 1060 1070 lOBO 

¡ FRARVPlI-~ ---------~ 
1-------- ----------

1===== ~~= ======--~~ 1---------- ---------
,---------- ----------
jTQVRSSLEUT TTI<LGD----

l~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 

1========== ========== 

I I I I 

----IDKPRI [JVSFI<G---- -----YSIIV 

---------- --LQQGVYTG IIVYVI<EQG--

GDDYLIJGRCL VQSCIIlIllYIIY USISDI<CSI<F LSYNYIVIIV 
-------- --LAAGYYEG HLTVSE--- ---------
-------LK LRLEPGTYSL SSFLDVRGSH GADSLGLGFL 
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TVAO 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 

W1m 
BL 
BPN 
CARLS 

IVLI KGI SI:~~9 :DSFTSL~;~D :KETI<L_~~~1 : ______ ~~~2 : ______ ~~~3 : ____ ~~_~~ 
,---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------
!---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
I==~~~~~RI; ;~;~~~;~DY ~;~DG~EI~~ ~~;~;~~~~; =~~;~~~~;~ ~~~;~;;~~~ 

----SFYYGK G------- --------LI IIVEAAAQ---

DYCDIS AGGTMSLI IT VLILIKYMEY KEIIGlIKFSLK EFFSGVLGTG KIIVSGGGKGG SGGSGSGSGT 
KABAYASHI --GDTVIEVP TILFIGEPDY PRVT--HF GFTALGG--- --IIEFEFYSY LPGGAEELQV 
STRCOE AAPEVVVDRD REITLDGREL REIG--ADVG RRTETRQLLM -EYDRGAIIGS DLFGAVQVPL 

TERMIT 

TVAO 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 

BL 
BPN 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 , , , , , , 

HAlILVTKER- -VTYQGIIHQ AKIIATPGYKP FK',JU----GT KADGTPLTDG LYQIEAVASII 

CARLS ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
DYCDIS LKDGTIDDGT GIHVRPKPKD APVTPPDLYS LLSPFIIEIT ISTACSLVAT AASILQPYYI 
KABA YASHI WVYKA TA TGG LGTYVGDAL y AGDLGKGYIIY HJllm----GT LVDGTVLPAG KYRVAVY AKK 
STRCOE TYDSVFAAPT KKVAQGDFEY RTV'JRLGKPL LEVKGIDEAT VQSGGTL TEG RTRLPLVDVG 

TERMIT 

1210 1220 1230 1240 1250 1250 

TVAO ¡---------~ ---------~ ---------~ ---------~ ---------~ ---------~ 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 

BL 
BPN 
CARLS 

SGGETKQTAA VFLDRTAPI<L THEVDQElILV IRGKVDDILL N1I1SESGtHA PGIPVRM(!YE 

DYCDIS GQIIQDIPTT KGIGDLRDQF 1 IIFLLALLE FVFSTISStJI SGIVIIEKMVM RLQIIKVFRAL 

KABAYASHI --G------- ---------- ---------- ---------- ---------- -------E--
STRCOE AVGAGPFPDG VRGKAVLARL TEGTEPAALA QAAQDAGVKV LFVTDDAPG- -RLI{StHJGTD 

TERMIT 
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TVAG 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 

1270 , 1280 1290 1300 1310 1320 , , , , , 

FUIP'JEKSYD IYFDRTOLQE GKIITIHIVAT DAAGIITSIILT 

BPN ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
CARLS 
DYCDIS 
KABAYASHI 
srRCOE 
TERMIT 

TVAG 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CARLS 
DYCDlS 
KABAYASHI 
srRCOE 
TERMIT 

TVAG 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CARLS 
DYCDIS 
KABAYASHI 
srRCOE 
TERMIT 

IAQDliGFFQK HSAAVLMIIVL IVDTPMLRSS LTGILLSVSV GICKFVGSLV FIFTISIJKLS 
-L---- --DRAILGA DVLTIE----

DHADR----- ---PLQIA TVSAADARRL HRAGRVDMTG TRHTPYVYDL SEGHEGAVPD 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 , , , , , 

I-~ --------

----------
1----------
IVIILEVK----

LAFFATVPVL AIVTQVQSKF TKRLTRRLLF HHSKASOHGQ ESMVIIMHVVS HYCKQDREIA 

RDLTYEPGHR DLA VLRTRYH AAEPSSGGEF RYSL TDTFPI GLGFRERIDY PVERTEYVST 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

I---------~ ---------~ --------~ ---------~ ---------~ ---------~ 

1========== ========-- --=--=--== ====--~-== =====--=== --======== 1---------- -------- -------- --------- ---------- ----------
i---------- -------- ------- ---------- ---------- -------
1--------- --------- ---------- ---------- ---------- ---------
,---------- ---------- ---------- --------- --------- ---------
KYSEQLMMVF QISRRLIIHH TFAASIK~LM VESLAFIILY FGAYLAIQKQ FTVGLLVSFS 

GPGQL\JHETV TSAGEALEER GGLSRYRGGS RAELHIJFKPV IJHPYLGTGLG l.JGQQRAGIIRL 
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TVAO 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CARlS 
DYCOIS 
KABAYASHI 
STRCOE 

TERMIT 

TVAO 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CARlS 

1450 1460 1470 14BO 1490 1500 , , , 
1----------, 

1

_---------

----------

LYIGYVIDSS TTLFGVYSSY VQCLASATRV FLILRSAPRI< RTTLEEEELD IIIl[JTIIQDlIll 

QFNAPGUGDS GPDHTGFGDV lJSEGSGMSQT TSVYLDGEPV DQGPSSAA YV 1.mAPADEHTY 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

I---------~ --------~ ---------~ ---------~ ---------~ ---------~ 

1========== ========== ========== ========== ========== ========== 

1====--==== ========-- --=--=--== =--======= ========== ========== 

DYCOIS III1H1lNDDISD SSSDDDDDNN IHlI<NSI<NNI<T I<SGESDDSSS EDAEYl<l<lIl<N I<RIINGI<MTTI< 

KABAYASHI ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
STRCOE RLVTDTALDA AR~}PLATI<GH AEIHFRSAAT PDDRIHFLPL IlILSFDVDHJ LAGI<VRAGI<I< 

TERMIT 

TVAO 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 
CARlS 
DYCOIS 

1570 15BO 1590 1600 1610 1620 

i ---------~ 
, , , , , 

1

_---------
----------
1
_---------

1========== , ¡----------
1----------
! 

LSNSPPLVGE GIDHllNNlIllH DHlIIlIDDNNQ QDPIIIIIII!IIEI DDDGDDDGDD DDEGEDEIII!II 

KABAYASHI ---------- ---------- - - -------- ---------- ---------- ----------
STRCOE 

TERMIT 
LRIGLGAAYV AGAPDTGI<LG GGI<LEASYDG GTHHQVRLR GGDGEASI·}VG TLSVPRDAEH 
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TVAG 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
6L 
BPN 
CARLS 
DYCDIS 
KABAYASHI 
srRCOE 
TERMIT 

TVAG 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
6L 
BPN 
CARLS 
DYCDIS 

1630 1640 1650 1660 1670 16BO 

1----------
1----------
1----------
1---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

¡========== ========== ========== ========== ========== ========== 
1========== ========== ========== ========== ========== ========== 1---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
I~""~DD~IID~ ~~IE~LT=I<Q LR~RI<~M~~ =~~~I<T~IS= :=UIlIP~AY TE: TE=~=~ 
IVSLRASARDD RGGSVTQEIV RAVAVR---- ---------- ---------- ----------
1---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

I---------~ --------
1---------- ----------

EFI<IIVSFCYP SRADVGVLYlI IDLI<FESGI<C YGLVGPSGSG I<STLLELISR FYSLHPSGGI< 
KABAYASHI ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
srRCOE ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
T~IT ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

TVAG 
AHEALYI 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
6L 
BPN 
CARLS 
DYCDIS 
KABAYASHI 
srRCOE 
TERMIT 

1750 1760 1770 17BO 1790 1 BOO 

I ---------~ ---------~ ---------~ ---------~ --------~ ---------~ 
!----------

1----------

1----------
1

_--------

----------
--------

IYMDGIDIAI< IRPSlILRSFV TlIVHQHPFlF DATISEIIIGY ALDIIPTQEDI IEAAI<LAIIAH 

1

_---------
--------

88 



1810 1820 1830 1840 1850 1860 

!~~~--~~~----~~~----~~~----~--------~~------~ 
TVAO 
AHEALYl 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 
BL 
BPN 

1----------1----------
1========== !----------
1--------
¡ 
¡---------, 1----------
i---------- ----------CARLS 

DYCDIS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

iEFIOSLPKQY DTML TLoGGNL SGGQKKRIAY ARAI CAKRKI HLLDEITAEL DPE~=,EEAIIIK 

TVAO 
AHEALYl 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 

BL 
BPN 

1--------- --------

1======= ========= 
1870 1880 1890 1900 1910 1920 , 

CARLS 
DYCDIS 
KABAYASHI 
STRCOE 
TERMIT 

S IKVLTRGHT VVMVAHKVAA VRDCDKIFVL DKGQIVEQGT HIIQLMAKKGK YYRMFAFSED 

1========== ========== --====--== ========== ========== 
1930 

TVAO 
AHEALYl 
AQPHY 
ARTHAI 
BACER 
BASUB 

BL 
BPN 
CARLS ---------

, 

DYCDIS DDYAPLLYL . 
KABA YASHI ---------
STRCOE --------
TERMIT --------

1940 , 1950 1960 1970 , , , 1980 , 
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Figura 24.- Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de serin proteasas de la familia de las 

subtilisinas reponadas con la secuencia parcial de aminoácidos deducida de la serin proteasa de Trichomonas 

vaginalis. Las regiones conservadas para las subtilisinas se muestran encerradas en rectángulos, e indica los 

aminoácidos conservados de la triada catalítica (Asp 338, Hist 408 y Ser 756, numeración de acuerdo a la 

subtilisina de Dictyostelium discoideum). Las abreviaturas utilizadas corresponden a los siguientes 

microorganismos: TVAG: Trichomonas vaginalis , AHEALYI: Acanthamoeba healyi, AQPHY: Aquifex 

pyrophilus , ARTHAI: Arabidopsis thailialia, BACER: Bacillus cereus, BASUB: Bacillus subtilis. BL: 

Subtilisina BL de Bacillus lentus, BPN: Subtilisina BPN ' de Bacillus amyloliquefaciens, CARLS: Subtilisina 

de Carlsberg de Bacillus licheniformis, DYCDIS: Diclyostelium discoideum, KOBA y ASHI: Subtilisina 

alcalina de Bacillus subtilis descubiena por Kobayashi y col., STRCOE: Slreptomyces coelicolor, TERMIT: 

Terrnitasa de Thermoaclinomyces vulgaris. Los guiones indican huecos o gaps y los puntos indican el final 

del alineamiento. 

La secuencia parcial de aminoácidos de la serin proteasa de T. vaginalis posee los 

dominios consenso OSG, HGTH y GTS de todas las serin proteasas de la familia de las 

subtilisinas por lo que podemos decir que la serín proteasa de T. vaginalis pertenece a la 

familia de las subtilisinas. 

Al comparar las posiciones de los aminoácidos de la triada catalítica de las serin 

proteasas, observamos que la mayoria de estas tienen el Aspartato (O) del dominio OSG, 

alrededor de la posición 32, la Histidina (H) del dominio HGTH, alrededor de la posición 

64 y la Serina (S) del dominio GTS, alrededor de la posición 221, aunque se han reportado 

serín pro teas as cuya triada catalítica no esta necesariamente en estas posiciones (Ogawa y 

Susumo, 2003; Siezen y Leunissen, 1996). En la serÍn proteasa de T. vaginalis el Aspartato 

se encuentra en la posición 163, la Histidina en la posición 208 y la Serina en la posición 

504. 
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VL7. MODELO ESTRUCTURAL TEÓRICO PARA LA SERÍN PROTEASA DE 

TriclwlllOlUlS WJgilflllis. 

Con la secuencia parcial de la serin proteasa de T. vaginalis se obtuvo un modelo 

estructural teórico en tercera dimensión (Figura 25) mediante el programa 3D PSSM 

Protein Fold Recognition (www.sbg.bio.ic.ac.ukI-3dpssml). 

Comparando la posición de los residuos catalíticos en la serio proteasa de T. 

vaginalis con los residuos de la subtilisina BPN' en los modelos de listones (Fig. 25), se 

observa que el Asp 163, la His 208 y la Ser 504 de la serio proteasa de T. vaginalis están 

dispuestos de manera similar que el Asp 32, la His 64 y la Ser 221 de la subtilisina BPN' . 

A 
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B 

Figura 25.- Represenlación de listones de la estructura secundaria y terciaria de la serín proteasa de 

T. vaginalis modelada con el programa 3D PSSM (A) Y de la estructura deducida por cristalografia de la 

subtilisina BPN'(B). los residuos catalíticos están representados con esferas y bastones (en verde). 

Al comparar el potencial de carga en la superficie del sitio activo de la serin 

proteasa de T. vaginalis con el potencial de carga en la superficie de la subtilisina BPN' 

(Figura 26), observamos que ambas enzimas tienen una densidad de carga negativa en el 

sitio activo. Este puede ser un factor determinante para la unión adecuada del sustrato, ya 

que se ha demostrado que las interacciones electrostáticas son más dominantes que las 

interacciones hidrofóbicas, ya que son aquellas las que restringen la especificidad para 

ciertos sustratos (Van de Ven y col., 1990; Creemers y col., 1993; Lipkind y coL 1995; 

Siezen y col., 1994; Perona y Craik, 1995). Se puede ver que la conformación del sitio 

activo no es idéntica en las dos enzimas debido a que cada una tiene diferentes residuos de 

aminoácidos alrededor de las secuencias consenso que caracterizan a las subtilisinas; esta 

diferencia conformacional podria sugerir una especificidad de sustrato particular de la serin 

proteasa de T. vaginalis. Sin embargo, los aminoácidos de la triada catalítica parecen estar 

en la posición correcta para nevar a cabo la catálisis. 
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Figura 26.- Modelado de la superficie molecular de la serin proteasa de T. vaginalis (A) y de la 

subtilisina BPN' (8). Las flechas indican los residuos de Aspartato (Asp 163 en T. vaginalis y Asp 32 en la 

subtilisina BPN) y los residuos de las cajas HGllI (His 208, GIy 209, Thr 210, His 211 en Tvaginalis; His 

64, GIy 65, Thr 66, His 67 en la subtilisina BPN') y GrS (GIy 502, Thr 503, Ser 504 en T. vaginalis; GIy 219, 

Thr 220, Ser 221 en la subtilisina BPN'). El potencia eIéctrico de la superficie molecular tiene el siguiente 

código de colores: rojo negativo, azul positivo y blanco DO polar. 
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VII. DISCUSIÓN. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la región rica en G+C 

localizada en extremo 3' de la clona genómica S" corresponde a un gen que codifica para 

una serín proteasa, lo cual confirma la aseveración de que en el genóma de T. vaginalis las 

regiones codificadoras tienen un contenido mayor que las regiones no codificadoras. 

Este es el primer gen que codifica para una serín proteasa que se ha reportado en 

Trichomonas vaginalis; en este parásito solamente se han reportado proteasas de tipo 

metalo y cisteín proteasas. Esta serín proteasa podría ser importante para la invasividad y 

para la evasión de la respuesta inmune por parte del parásito, debido a que en otras 

enfermedades parasitarias se ha reportado que las pro teas as de tipo serín son capaces de 

degradar proteínas presentes en la matriz extracelular y evadir la respuesta inmune por 

medio de la degradación de inmunoglobulinas. Las proteasas reportadas de T. vagina lis han 

sido detectadas por medio de su actividad en geles de sustrato y posteriormente se han 

buscado los genes en bibliotecas de cONA y bibliotecas genómicas con ayuda de 

oligonucleótidos degenerados diseñados a partir de las secuencias de aminoácidos 

conservadas en las proteasas. En contraste, en el presente trabajo se identificó un gen que 

codifica para una proteasa y queda pendiente la identificación bioquímica de la actividad de 

esta enzima en extractos de T. vagina lis. 

El gen de la serín proteasa de T. vagina lis es un gen único . Al inicio de este 

proyecto se tenían secuenciadas 1662 pb contenidas en la clona genómica SA. Este gen se 

expresa dando un transcrito de aproximadamente 2.2 Kb. Con base en el tamaño 

aproximado del transcrito, se estimó que el gen completo de la serín proteasa de 

Trichomonas vagina lis tendría un tamaño similar debido a la ausencia de intrones en el 

genoma de este parásito, por lo que en teoría, faltarían de secuenciar alrededor de 550 pb 

aproximadamente para tener secuenciado el gen completo. 

Como una primera aproximación para encontrar la secuencia faltante, se realizó, por 

una parte, un escrutinio de una biblioteca de cONA de T. vagina lis y por otra la 

amplificación rápida de extremos 3' de cONA (3 'RACE); los datos negativos que 

resultaron de estos dos ensayos podrían indicar que este gen se transcribe poco o bien que 
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este gen se expresa en una determinada etapa del crecimiento del parásito o bajo 

condiciones de crecimiento específicas. 

Con base en el mapa de restricción construido a partir del análisis de Southem blot 

hecho con ADN genómico de Trichomonas vagina/is (Figura 16), se decidió hacer una 

biblioteca genómica parcial con las enzimas de restricción Hind III y Bg/ II para clonar un 

fragmento de aproximadamente 1700 pb que contendría la secuencia faltan te. De esta 

biblioteca se obtuvo la clona positiva 9.2 con un tamaño de aproximadamente 6800 pb 

formada por un mosaico de fragmentos Hind I1I-Bgl II de ADN genómico, dentro de los 

cuales estaba clonado un fragmento de aproximadamente 1700 pb que hibridaba con la 

sonda homóloga de la serÍn proteasa. Ya secuenciado, este fragmento tiene un tamaño de 

1528 pb; la secuencia de este fragmento se ensambló con la secuencia parcial del gen de la 

serín proteasa contenida en la clona 8A de T. vaginalis resultando un empalme perfecto de 

402 pb. De la secuencia del fragmento de 1528 pb se obtuvieron 664 pb Y se dedujeron 220 

residuos de aminoácidos adicionales a los ya conocidos que siguen formando parte del ORF 

de la serín proteasa. Este ORF sigue abierto, ya que no se encontró un codón de término de 

la traducción en fase. Con los datos que se tienen del northem blot , estimamos que la 

secuencia faltante para completar el ORF es muy poca. 

Aunque todavía no se tiene la secuencia completa para este gen, al hacer el 

alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la serín proteasa de T. vaginalis con las 

secuencias de aminoácidos de otras serÍn proteasas pertenecientes a la familia de 

subtilisinas ya reportadas (Figura 24), se observa que los dominios consenso DSG, HGTH 

y GTS alinean perfectamente, por lo que la serín proteasa de T vagina/is pertenece a la 

familia de las subtilisinas. Cabe mencionar que la homología esta serín proteasa con las 

subtilisinas de bacterias podría apoyar la divergencia evolutiva temprana de T vaginalis . 

En cuanto a que los residuos catalíticos Asp, His y Ser de la proteasa de T vaginalis 

no se encuentran en las mismas posiciones que en la mayoría de las subtilisinas reportadas, 

podemos decir que este no es un requisito indispensable ya que se han reportado serín 

proteasas cuya triada catalítica no esta necesariamente en estas posiciones debido a las 

secuencias adicionales insertadas entre estos (Ogawa y Susumo, 2003; Siezen y Leunissen, 

1996), las cuales determinan la especificidad por su sustrato. Al comparar los modelos 

estructurales (Figura 25) de la proteasa de T vagina/is con la subtilisina BPN', se observa 
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que los residuos de la triada catalítica y las estructuras secundarias a hélice y hoja P están 

dispuestos de manera similar; por otra parte la densidad de carga negativa en la superficie 

del sitio activo de ambos modelos es igual (Figura 26). Esta densidad de carga juega un 

papel determinante tanto en la unión como en la especificidad del sustrato (Van de Ven y 

col., 1990; Creemers y col. , 1993; Lipkind y col, 1995; Siezen y col., 1994; Perona y Craik, 

1995). Aunque la conformación del sitio activo no es idéntica en las dos enzimas, debido a 

que cada una tiene diferentes residuos de aminoácidos alrededor de las secuencias 

consenso, esta diferencia conformacional podría sugerir una especificidad de sustrato 

particular de la serín proteasa de T. vaginalis pero no un impedimento para llevar a cabo la 

catálisis, ya que los aminoácidos de la triada catalítica parecen estar en la posición correcta. 

VIII. CONCLUSIONES. 

- Esta es la primera proteasa de tipo serín que se reporta en Trichomonas vaginalis . 

- El marco lectura abierto contiguo al gen de actina encontrado en la clona genómica 

8A, corresponde a una serín proteasa. 

- El gen que codifica para una serín proteasa en Trichomonas vaginalis es un gen 

único . 

- Este gen se expresa dando un transcrito de aproximadamente 2.2 Kb . 

- Hasta ahora el ORF incompleto de la serín proteasa de Trichomonas vaginalis 

tiene una longitud de 2,32~ pb y codifica para 776 residuos de aminoácidos. 

- La secuencia de aminoácidos parcial deducida de la serín proteasa de Trichomonas 

vagina lis pertenece a la familia de las subtilisinas ya que las secuencias consenso donde se 

encuentran los aminoácidos de la triada catalítica alinean con las secuencias conservadas de 

subtilisinas ya reportadas. 

- No se obtuvo la secuencia nucleotídica completa del gen de la serin proteasa de T. 

vagina lis pero se lograron secuenciar 664 pb adicionales y conocer 220 residuos de 

aminoácidos. 

- Se propuso un modelo estructural en el cual se observa el mismo potencial 

eléctrico en el sitio activo y los residuos de la triada catalítica en conformación similar que 

en la estructura cristalográfica de la subtilisina BPN ' . 
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IX. PERSPECTIVAS. 

l. Realizar el escrutinio de la biblioteca genómica de T. vagina lis hecha con la 

enzima de restricción Eco RI para encontrar la secuencia del extremo 3' del gen de la serín 

proteasa. 

2. Determinar la expresión del gen de la serín proteasa en distintas condiciones de 

cultivo. 

3. Determinar el sitio de inicio de la transcripción para el gen de la serín proteasa. 

4. Caracterizar bioquímicamente a la serín pro teas a de T vagina lis. 

5. Determinar el papel de la serín proteasa en la patogénesis de la trichomonosis . 
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- AGAROSA AL 1 %. 
Para 100m\. 
1 g de Agarosa 
Llevar a 100ml con T AE 1 X. 

- AGAROSA AL 0.8% 
0.8g de Agarosa 
Llevar a 100ml con TAE IX. 

- TRIS 1M pH=7.4. 
Para 100m\. 
12.114g de Tris base 
100ml de H20 bidestilada. 
Ajustar el pH a 7.4 con HC\.. 
Esterilizar. 

- EDTA 0.5M pH=7.4. 
Para 50m\. 
10.405g de EOTA. 
50ml de H20 bidestilada. 
Ajustar el pH a 7.4 con HC\. 
Esterilizar. 

- SDS 10%. 
Para 100m\. 
10g de SOS. 

XI. APÉNDICE. 

Llevar a 100ml con H20 bidestilada. 
Esteri l izar. 

- NaOH 10M. 
Para 20m\. 

lOS 



8g de NaOH . 
Llevar a 20 mi con H20 bidestilada. 

- T.E. (Tris IOmM+EDTA O.2mM). 
Para 50ml. 
0.5ml de Tris 1M pH 7.4. 
0.02ml de EDTA 0.5M pH 7.4. 
Llevar a 50ml con H20 bidestilada. 
Esterilizar. 

- TAE SOX. 
Para 500ml. 
121.0g de tris base. 
28.55ml de Ac. Acético glacial. 
50 mi de EDTA 0.5M pH=8. 

- TRIS 1M pH=8. 
Para 100ml. 
12 .114g de Tris base 
100ml de H20 bidestilada. 
Ajustar el pH a 8. 
Esterilizar. 

- MEDIO LB LÍQUIDO(100 mi). 
10g de Peptona. 
5g de extracto de levadura. 
5g de NaCI. 
0.3ml de NaOH 10M. 
10 mi de Tris pH=8 1M. 

Nota: Para el sólido se le adicionan 15g de agar a 1000ml de medio líquido. 

- SOLUCIONES PARA LA EXTRACCIÓN DE ADN PLASMÍDICO. 

Solución I 
Glucosa 50mM . 
Tris pH 8 25mM 
EDTA pH 8 10mM. 
H20 cbp. 100ml. 
Se preparan I OOml, y se esterilizan. 

Solución 11 
-NaOH 0.2N. 
-SDS 1%. 

Solución 111 

5mls 
O. lml de NaOH 10M 
0.5ml de SDS 10% 
4.4ml deH20 

Acetato de potasio 5M 60ml. 
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Acido acético glacial 11.5ml 
Agua destilada 28.5ml. 

- MEDIO DE CULTIVO TYM. 
Preparar 500ml. 

-Bacto tryptone 10g. 
-Extracto de levadura 5g. 
-Maltosa 2.5g. 
-L-cisteína 0.5g. 
-Acido ascórbico O.lg. 
-KH2P04 O.4g. 
-K2HP04 O.4g. 
-H20bd 450ml. 
Se ajusta a pH de 6.2 con HC!. 
Se ajusta a 500ml en H20d 
Alicuotar y esterilizar. 
Antes de usar agregar 10% de suero de caballo. 

- PBS pH 7.4(1000ml). 
NaCI 8g. 
KCI 0.2g. 
Na2HP04 1.44g. 
KH 2P04 0.24g. 
Llevar a 1000ml con agua bidestilada. 

- BUFFER DE EXTRACCIÓN(100ml), 
-SDS 10% 2m!. 
-NaCI5M 2m!. 
-EDT A 0.5M pH8 2ml. 
-Tris 1M pH 8 Iml. 
-H20 93ml 

- NaCI SM(SOml). 
-NaCl 14.6Ig. 
-Llevar a 50 mi con H20d. 

- ACETATO DE SODIO 3M(SOml). 
-CH3COONa 12.305g 
-Llevar a 50 mi con H20d. 

- SOLUCIÓN DE TRANSFERENCIA (lM NH4CH3C02, 1M NH40H, O.02N 
NAOH) .. 
-57.5 mi de ácido acético concentrado. 
-140.8ml de hidróxido de amonio concentrado. 
-2ml de hidróxido de sodio lO N. 
-Llevar a I L con agua bidestilada. 
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- SOLUCIÓN DE HIBRIDACIÓN· 
Concentración final. Stock. Para 9.5ml. 

Tris 50mM pH 7.4 1M 0.5ml 
Denhardt's 5X 100X 0.5ml 

Formamida 50% 100% 5ml 
SOS 1% 10% Iml 
SSC 5X 20X 2.5ml 

- SOLUCIÓN DESNATURALIZANTE. 
-4 .83 g de NaC! . 
-25 mi de NaOH 10 N. 
Llevar a 500 mi con agua bidestilada. 

- SOLUCIÓN DE NEUTRALIZACIÓN. 
-125 mi de TrislHC!2 M pH= 7.5 . 
-87.66 g de NaC! 
Llevar a 500 mi con agua bidestilada. 

- REACTIVOS Y SOLUCIONES NECESARIAS PARA EL ANÁLISIS DE 
NORTHERN-BLOT. 
AGUA DEPC. 

Adicionar 5 gotas de dietilpirocarbonato por cada litri de agua . 
Agitar toda la noche. 
Esterilizar junto con todo el material utilizado. 

GEL DE AGAROSA I%(DE 14Xllcm) 
-1 g de agarosa. 
-16.2ml de formaldehído al 37% (Concentración final) . 
-73ml de H20DEPC. 
-IOml de buffer MOPS/EDT A 10X a Temperatura ambiente. 
-Dejar el gel solidificando de 2 Y2 a 3 horas (Todo el material debe estar estéril). 

BUFFER DE ELECTROFORESIS. 
Para 800ml de MOPS/EDTA IX: 
-80ml de MOPS/EDT A IX. 
-720ml de H20DEPC 

BUFFER DE TRANSFERENCIA. 
-SSC 10X en agua-DEPC. 

BUFFER DE FOSFATOS 1.2M: 
-8 .51 g de NaH2P04 disolver en 100ml de agua DEPC y esterilizar. 

BUFFER A: 
-294¡.tl de buffer IOX MOPS/EDTA pH 7.0. 
-706¡,tl de agua DEPC 
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BROMURO DE ETIDIO EN AGUA-DEPC
-250ml de agua-DEPC 
-5ml de solución stock de bromuro de etidio. 

COLORANTES 
-322¡.t1 de buffer A. 
-5mg de xilen-cianol. 
-5mg de azul de bromofenol. 
-400mg de sacarosa. 

BUFFER DE CARGA 
-2¡.tL de formaldehído(37%, 12.3M), 
-5¡.t1 de formamida recien desionizada. 
-7¡.t1 de colorantes. 
-Desionización de la formamida: En una jeringa de IOml colocar la resina intercambiadora 
de iones BIO-RAD hasta la línea que indica 7ml. Adicionar a la columna preparada 10ml 
de formamida, permitir que eluya y posteriomente lo eluido se coloca en tubos de 2ml y se 
almacena a -20°C. 

BUFFER DE ELECTROFORESIS (Northem): 
Para 800ml de MOPS/EDTA IX: 
-80ml de MOPS/EDT A IX. 
-720ml de H20DEPC 

BUFFER DE CARGA PARA RNA 6X (5ML). 
-3gr de urea. 
-Iml de TBR 5X. 
-Azul de bromofenol cbp. 
-Xilen cianol cbp. 
-Aforar a 5ml. 

- SOLUCIONES PARA LA HIBRIDACIÓN EN COLONIA. 

NaOH 0.5N; NaCI 1.5N 
5ml de NaOH ION. 
30ml de NaCI 5N 
Llevar a 100 mi con H20 bidestilada. 

TRIS 0.5M pH 7.4; NaCI 1.5M. 
30 mi de NaCI 5M 
50 mi de Tris 0.5M pH 7.4 
Llevar a 100 mi con H20 bidestilada. 

SOLUCIÓN DE LAVADO (5X SSC; 0.5% SDS; ImM EDTA). 
125 mi de SSC 20X 
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25 mi de SOS 10% 
I mi de EOTA 0.5M 
Llevar a 500 mi con H20 bidestilada. 

- MEDIO SOCO 
Para 10 m!. 
10 mi de medio SOBo 
200 III de glucosa 1M. 
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