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1.1 Clasificacion taxonomica de Trichomonas vaginalis

Reino: Protista.

Phyjum: Protozoa.

Subphylum: Sarcomastigophora.
Clase: Zoomastigia.

Orden: Trichomonadida.
Familia: Trichomonadidae.
Género: Trichomonas.

Especie: Trichomonas vaginalis

1.2 Aspectos biolégicos de T. vaginalis
1.2.1 Morfologia general

Trichomonas vaginalis es uno de los eucariontes de divergencia evolutiva més
temprana que carece de mitocondria. Es un parésito protozoario que posee cuatro flagelos
localizados en la porcién anterior y un quinto flagelo recurrente adosado a la membrana
ondulante. También posee una estructura hialina llamada axostilo que comienza en el nicleo
y bisecta longitudinalmente al protozoario (Petrin y col., 1998). Bajo condiciones de cultivo
este parasito puede variar de forma y tamafio, pero las medidas promedio son de 10 a 20 pm
de largo por 7 pm de didmetro (Fig. 1A). Biopsias de pacientes con tricomonosis han
mostrado que in vivo este pardsito tiene una forma ameboide. Se ha visto que este parésito
puede transformarse de una forma ovoide a una ameboide al entrar en contacto con células
del epitelio vaginal: se forman filopodia y pseudopodia que interdigitan con la membrana de
las células blanco. El cambio en la forma de ovoide a ameboide le confiere al parasito un
aumento en la superficie de unién a la célula del epitelio vaginal, lo cual puede ser necesario
para llevar a cabo una parasitosis mas estable y eficiente (Arroyo y col., 1993), y puede ser

un factor de virulencia (Fig. 1A y B).
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Fig. 1 A) Tipica forma ovoide del parasito T. vaginalis, B) Transformacién morfolégica del
parésito a una forma ameboide. (Tomado de Arroyo R. y col., 1993). .

1.2.2 Niucleo y citoplasma

El nicleo en Trichomonas vaginalis se encuentra localizado en la porcién anterior del

parasito, éste es piriforme en la interfase y esta rodeado de poros nucleares.

El citoplasma de este parasito estd compuesto por: tubulina, fibras de actina, un
aparato de golgi, dos tipos de granulos: paracostal y paraxostilar, granulos de glucégeno y
fagosomas. Este parasito carece de mitocondria y peroxisomas, en su lugar posee otro
organelo tlamado hidrogenosoma en donde se lleva a cabo la generacién de ATP (Petrin y

col., 1998).

1.2.3  Reproduccién y ciclo de vida

El ciclo de vida de este paréasito incluye una sola fase, el trofozoito, y es transmitido
sexualmente por contacto directo de persona a persona, ya que éste reside en el tracto
urogenital. In vitro, T. vaginalis crece 6ptimamente a pH de 6 a 6.3, aunque puede crecer en

un rango de pH, especialmente en la vagina.
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La reproduccion de T. vaginalis es asexual por fision binaria; se ha demostrado la
presencia de cinco fases mitéticas: profase; metafase; anafase: cercana y lejana; telofase:
cercana y lejana; y citocinesis. La duracion de la mitosis en este parasito es de 45 min.
(Gomez-Conde y col., 2000). E!l axostilo de este parasito interviene en la mitosis ya que
participa en los cambios de forma y contorsion de la regién anterior de la célula y
cariocinesis ocurrida durante este proceso. Por otra parte se ha observado que el flagelo
facilita la citocinesis. La propulsion generada por el flagelo en cada extremidad del cuerpo
celular contribuye a la elongacion y consecuente division de la célula (Fig. 2) (Ribeiro y col.
2000).

Fig. 2 Mitosis de T. vaginalis. Se muestran las células hijas de este pardsito las cuales
se encuentran en direcciones opuestas, pero todavia estan unidas. (Tomada de Ribeiro y
col. 2000).

1.2.4 Namero cromosémico

T. vaginalis posee seis pares de cromosomas monocéntricos y €S un organismo
diploide (Yeong-Seng y col. 1997; Yeong-Seng y col. 1998). El tamario del genoma de este
parésito se estima en 2.5 x 107 pb y posee un alto contenido de G + C (Wang, A. y col.,
1985).

1.2.5 Metabolismo

Trichomonas vaginalis es un organismo anaerobio facultativo, que carece de

mitocondria. El metabolismo de carbohidratos se lleva a cabo en un organelo llamado
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hidrogenosoma, el cual es analogo a la mitocondria de eucariontes superiores; esta rodeado
por una doble membrana y tiene un diametro de 0.5 a 1.0 um, éste se divide de manera
auténoma por fision binaria. El hidrogenosoma carece de citocromos y DNA vy es el sitio de
produccion de ATP.

En este organelo se identifico y analizo la B-SCS, una proteina tipicamente localizada
en la mitocondria de eucariontes superiores. Otros estudios realizados en este pardsito han
mostrado que en el hidrogenosoma se encuentran proteinas relacionadas con la mitocondria,
lo cual sugiere que este podria ser antecesor de la mitocondria de eucariontes (Lahti y col.,

1992; Roger y col., 1996; Germot y col., 1996).

T. vaginalis es un parésito obligado que carece de la habilidad de sintetizar muchas
macromoléculas de novo, particularmente purinas, pirimidinas y lipidos. Estos nutrientes son
adquiridos de las secreciones vaginales o mediante fagocitosis de células del huésped y
células bacterianas. El suero es esencial para el crecimiento de tricomonatidos in vitro ya que

provee de lipidos, acidos grasos, aminoacidos y trazas de metales (Petrin y col., 1998).

1.2.6 Patogenicidad

La adhesién del parasito a las células del epitelio vaginal es un paso critico en la
patogénesis, ya que este contacto inicia la transformacion a una forma ameboide seguida con
la produccién de adhesinas. Este parasito tiene la capacidad de obtener nutrientes via lisis de
eritrocitos y puede evadir al sistema inmune ya que degrada inmunoglobulinas G y A.
También puede tener efectos citopaticos por su capacidad para secretar citotoxinas (Petrin y

col., 1998).
1.3 Aspectos clinicos de la tricomonosis
1.3.1 Manifestaciones clinicas
La tricomonosis es una enfermedad de transmisién sexual de importancia mundial

causada por el parasito T. vaginalis. De acuerdo a la severidad de la infeccidn ésta se puede

clasificar en: aguda, crénica y asintomatica. El periodo de incubacién varia de 4 a 28 dias. La
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infeccion una vez establecida persiste durante largos periodos en mujeres y en los hombres

solo esta presente durante cortos periodos.

En la infecciéon aguda, los sintomas principales en mujeres incluyen emisiones
vaginales amarillo-verdosas mucopurulentas. En el 2% de las pacientes infectadas se observa
el llamado “cérvix de fresa”, esto es la vagina y el cérvix eritromatosos y edematosos con
una erosion general del epitelio cervical y puntos hemorragicos. En la infeccion cronica, los
sintomas son mds leves, con prurito y disparenia, las secreciones vaginales son escasas y
pueden ser mucosas, esta etapa de la infeccién es importante a nivel epidemiolégico, ya que

es cuando las personas infectadas transmiten la enfermedad.

Se ha estimado que el 25-50% de las mujeres infectadas son asintomaticas,
presentando un pH vaginal y una flora normal, y por lo tanto son portadoras del parasito y
una fuente de diseminacién de la infeccion aproximadamente el 50% de estas mujeres
comienza con sintomas después de seis' meses de la infeccién, comenzando con emisiones

vaginales.

La tricomonosis urogenital en hombres puede ser clasificada dentro de tres grupos:
estado de portador asintomético, identificado por investigacién de contacto sexual con
mujeres infectadas; tricomonosis aguda, caracterizada por uretritis purulenta profusa; y
enfermedad sintomatica leve, la cual es clinicamente indistinguible de otras causas de
uretritis no-gonococal. La duracién de la infeccién es de 10 dias o menos en la mayoria de
los pacientes hombres. Los hombres sintomaticos, comunmente presentan una escasa
emision mucopurulenta, disuria y leve prurito o sensacién de quemaz6n inmediatamente

después de las relaciones sexuales.

El tratamiento primario utilizado para la tricomonosis es el 5-nitroimidazol
(metronidazol), el cual es activado en los hidrogenosomas del parasito en donde ocurre la
reduccién del grupo nitro del farmaco por la piruvato:ferredoxin oxidoreductasa resultando
en la produccién de intermediarios citotoxicos que reaccionen con el DNA del pardsito, lo
cual provoca que la divisién celular y la movilidad cesen y ocurra la muerte de la célula

(Petrin y col., 1998; Meysick y col., 1995; Lehker y col., 2000).
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1.3.2 Importancia médica

La tricomonosis es una de las enfermedades mas comunes de transmision sexual que
afecta a 170 millones de personas en el mundo cada aiio, siendo la mayoria (92%) de los

pacientes infectados mujeres (WHO, 2001).

Las mujeres que son portadoras de 7. vaginalis en la mitad de la gestacion se asocia
con el término prematuro del embarazo, bajo peso del bebé al nacer e incremento de la
incidencia de endometritis post-parto. Otras complicaciones asociadas con la tricomonosis
incluyen: endometritis, infertilidad, erosiéon cervical, incremento de la transmisién del VIH,
céancer cervical y enfermedad inflamatoria pélvica (Cotch y col., 1997; Sorvillo y col., 1998;
Viikki y col., 2000).

Las complicaciones asociadas a la tricomonosis en hombres son: prostatitis,
balanopostitis, epididimitis, enfermedad uretral e infertilidad (Meysick y col., 1995; Lehker y
col., 2000).
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1.4 Tricomonosis en México

La tricomonosis se encuentra dentro de las veinte enfermedades mas frecuentes a
nivel nacional. Los estados que se encuentran mas afectados por esta enfermedad son:
Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Puebla, y como se muestra en la Fig. 3A el grupo de edad mas

afectado son las personas entre 25 y 44 aiios.

Tricomonosis en México por grupo de edad
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Fig. 3 Gréficas de casos reportados de tricomonosis en México. A) Grifica tomando en cuenta los
grupos de edad que son afectados, B) Nimero de casos reportados totales en los dltimos afios.
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Como se puede observar en la Fig. 3B, la tricomonosis en nuestro pais aun representa
un serio problema de salud, ya que esta enfermedad ha mantenido un nimero de casos

similares durante el periodo 2000-2003 (Vigilancia Epidemiologica, SSA).

1.5 Biologia molecular de Trichomonas vaginalis

Los eucariontes unicelulares tienen un papel muy importante en la historia de la vida,
ya que al parecer son los intermediarios entre los organismos procariontes y eucariontes. Se
ha encontrado que 7. vaginalis es un organismo de divergencia evolutiva temprana, mediante
el anélisis de una porcion de Ja subunidad grande (Baroin y col. 1988), o de la subunidad

pequeiia (Sogin M., 1991) del RNA ribosomal (Fig. 4).

Eukaryota
Brown algae
Chromophytes { Chrysophytes
Oomycetes Xanthaphytes
Diatoms )
) Ciliates
Fungi Dinoflagellates
Apicomplexans
Red algae
Animaks
Slime molds

Plants

Fubacteria Green Entamoebae

Amasligole
amoebae

Kinetoplastids Protists
Euglenoids
Trichomonads

Microsporidians
Diplomonads )

Archaebacteria

Fig. 4 Arbol filogenético inferido del andlisis de la secuencia de la
subunidad pequefia del RNA ribosomal de organismos de 3
diferentes reinos. (Tomado de Sogin M., 1991).

Estudios acerca de la estructura y expresion de varios genes de 7. vaginalis han
mostrado que estan organizados en una sencilla unidad de transcripcién. Anteriormente se
pensaba que este parasito carecia de intrones, hasta que recientemente se demostr6 la

presencia de intrones y de la maquinaria de corte y empalme (“splicing™) en este protozoario.
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La posicion de los intrones encontrados esta conservada en genes ortologos (Vanacova y col.,

2005).

Los promotores de 7. vaginalis tienen una estructura similar a la de los eucariontes
superiores. Los promotores de los genes que codifican para proteinas consisten de un
elemento regulador gen-especifico y un promotor central (core) que contiene el sitio de inicio
de la transcripcion. Estos promotores contienen un elemento altamente conservado Illamado
iniciador (Inr), el cual tiene la secuencia consenso TCA;Py(T/A) muy parecida al Inr de
metazoarios PyPyA)N(T/A)PyPy. El Inr en T. vaginalis es responsable de la seleccion del

sitio de inicio de la transcripcién (Liston y col., 1998).

La transcripcion en eucariontes es llevada a cabo por tres distintas RNA polimerasas.
Las RNA polimerasas son clasificadas como I, Il o Il y son responsables de las sintesis de
RNA ribosomal, RNAs mensajeros que codifican proteinas y RNAs pequeiios,
respectivamente. Para poder diferenciar entre las tres RNA polimerasas, se usa su resistencia
a a-amanitina. En T vaginalis se ha observado que la RNA polimerasa II es resistente a altas
concentraciones de esta toxina, con un 50% de inhibiciéon observado a 250 pg/mL. Esto
contrasta con lo reportado para otros eucariontes, donde la RNA polimerasa exhibe un 50%
de inhibicién a una concentracién de 2-20 pg/mL de a-amanitina. La RNA polimerasa Il es
mas resistente a la a-amanitina en este protozoario debido a que los aminoacidos
involucrados en la sensibilidad a esta toxina no estan conservados (Quon y col., 1994; Liston

y col., 1999).
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2.1 Procesamiento de RNA mensajeros en eucariontes

La transcripcion de los genes que codifican para RNA mensajeros (RNAm) se lleva a
cabo por la RNA polimerasa II (RNA pol II).
El procesamiento post-transcripcional que sufren los transcritos primarios es un paso esencial
para la maduracion del RNAm. Dentro de las modificaciones que sufren los RNAm tenemos
las reacciones de adicion del cap, el “splicing” y la poliadenilacion en el extremo 3’. Todas

estas reacciones se llevan a cabo en el niicleo (Proudfoot y col., 2002).

El proceso de poliadenilacion ocurre en dos pasos: primero un corte endonucleolitico
al precursor del RNAm y la subsecuente adicién del poli(A) al extremo 3’°, es decir, la
adicién de 150-200 residuos de adenilato (Proudfoot N., 1989) (Fig. 5). La cola de poli(A) es
importante porque le brinda estabilidad al RNAm e interviene en el transporte de esta
molécula del nucleo al citoplasma. La Gnica excepcion conocida a esta regla son los RNAm
de histonas en metazoarios; éstos son cortados endonucleoliticamente pero no son

poliadenilados después del corte (Wahle y col. 1999; Eckner y col., 1991).

5’ GpppG-------------- AAUAAA-mmmemcmm e UuUUUU----—--- 3’
Corte l
5’ GpppG-------------- AAUAAA------ OH + P-—--- UUUUU-------—- 3’

€] € A—— AAUAAA-———-AAAAAAAAAAAAAAAA3Z’

Figura 5: Pasos en el proceso de poliadenilacion del RNAm en eucariontes superiores
(Tomado de Wahle y col. 1999)

Se ha encontrado que defectos en la formacion de los extremos 3’ de los RNAm

pueden alterar el desarrollo, crecimiento y viabilidad de la célula (Zhao y col. 1999).

10
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Se ha reportado que en mamiferos las sefiales para que se lleve a cabo la
poliadenilacién incluye tres elementos: 1) la secuencia altamente conservada AAUAAA,
localizada de 10 a 30 nucleétidos rio arriba del sitio de corte, 2) un elemento rio abajo (DSE,
por sus siglas en ingles) rico en U- o GU- localizado mas o menos a 30 nucleétidos rio abajo
del sitio de corte y 3) un sitio de corte que usualmente es el dinucleétido CA en el cual ocurre

la adicién del poli(A) (Colgan, 1997; Zhao, 1999; Wahle, 1999).

El hexanucledtido AAUAAA es la principal sefial de poliadenilacién. Deleciones en
este elemento abaten el corte y la poliadenilacion, y mutaciones puntuales en esta secuencia
reducen la eficiencia del corte. El elemento rio abajo (DSE) cuando es rico en U- presenta
corridas cortas de residuos de U y si es rico en GU- tiene la secuencia consenso
YGUGUUYY (Y=pirimidina). Deleciones en el DSE disminuyen la eficiencia del
procesamiento en el extremo 3’ y la disminucién de la distancia entre el DSE y el sitio de
corte puede afectar el procesamiento del transcrito. Cuando se lleva a cabo el corte en el
transcrito primario la cola de poli (A) es afiadida en el extremo 3°. Se ha visto que en
aproximadamente el 70 % de los RNAm de vertebrados, el poli(A) es afiadido en una A, por
lo tanto el primer nucleétido de la cola de poli(A) es derivado del precursor del RNAm. La
preferencia en el sitio de corte sigue el orden A>U>C>>>G, mientras que en la posicién -1
en el 59% de las sefiales de poliadenilacion contiene una C, por lo cual esto hace sugerir que

el dinucleétido CA es reconocido por la maquinaria de corte (Sheets, 1990; Chen, 1995).

Las sefiales de poliadenilacion son elementos esenciales para la terminacién de la
transcripcién por la RNA pol II (Dye y col., 2001), ya que intervienen en la eficiencia de la
terminacion (Yonaha y col., 2000).

Una secuencia auxiliar localizada rio arriba de la secuencia AAUAAA conocida como
(USE, por sus siglas en inglés), con frecuencia son ricas en U- y se piensa que estas
secuencias son sitios de reconocimiento para factores que pueden estabilizar el complejo de

poliadenilacion (Zhao y col. 1999).
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2.2 Procesamiento y poliadenilacién en Trichomonas vaginalis

Uno de los proyectos que se realizan en el laboratorio de la Dra. Imelda Lépez es el
estudio de las sefiales involucradas en el procesamiento de los RNAm de 7. vaginalis, el
cual se inici6 con el trabajo de tesis doctoral de la Dra. Norma Espinosa. En este trabajo se
compararon las regiones 3’ no traducidas de varias clonas de cDNA de distintos genes y se
compararon con las secuencias genémicas. Al ser alineadas estas secuencias por el sitio de
corte, se encontraron sefiales consenso de las cuales se propuso al tetranucleétido UAAA
(que generalmente contiene el codén de término de la traduccion UAA) como la sefial de

poliadenilacion; esta sefial se localiza de 11 a 30 nucledtidos rio arriba del sitio de corte.

También se encontrd una secuencia descrita como rica en U rio abajo del sitio de
poliadenilacion. Asi mismo se propuso la secuencia Y | (A)o.3AAUU como el sitio para que
se lleve a cabo la poliadenilacion de los RNA mensajeros. En la Fig. 6 se hace una
comparacién de las sefiales propuestas para la poliadenilacion en 7. vaginalis y las sefiales

descritas para este proceso en animales y levaduras (Espinosa y col., 2002).

10-30 nt <30nt

Animales 4—:T—__,
— use | { pse

Ricoen U AAUAAA CA uuuuu
YGUGUUUYY

S. cerevisiae

FE PF.
Y(A)n
AAAAA
T. vaginalis
[ pe |
PS [ l DSE
UAAA Y| (A).3AAUU Rico en U-

Incluye el coddn de término
de la traduccion

Fig. 6 Comparacion de las senales de poliadenilacién de animales, S. cerevisige y propuestas para
T. vaginalis. USE, elemento rio arriba; DSE, elemento rio abajo; EE, elemento de eficiencia; PE,
elemento de posicionamiento; PS, sefial de poliadenilacion y nt, nucledtido.
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Las sefiales descritas para la poliadenilacién de mensajeros en 7. vaginalis se han
propuesto con base en la comparacidon de varios cDNAs y sus secuencias gendémicas. Sin
embargo, hace falta la demostracion funcional de cada uno de estos elementos. Una manera
de abordar experimentalmente este problema es mediante el uso de vectores de expresién de
genes reporteros en donde se puedan modificar las sefiales propuestas para la poliadenilacién

y evaluar su efecto.

2.3 Genes reporteros

Un gen reportero es una herramienta que permite cuantificar de manera rapida y
sensible los cambios transcripcionales. Un gen reportero debe poseer varias caracteristicas: el
producto del gen reportero no debe encontrarse en la célula huésped, el analisis del producto
debe de poder hacerse de manera rapida y sencilla, los resultados deben ser reproducibles y el
producto no debe afectar a la célula.Generalmente cuando se usa un gen reportero se utiliza

bajo el promotor de una célula eucaridtica.

Uno de los genes reporteros mas cominmente utilizado es el gen cat, que codifica para
la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), la cual es una enzima procaridtica. Esta
proteina no se encuentra de forma enddgena en la célula de mamiferos y es una enzima
totalmente estable. La enzima CAT modifica covalentemente al cloranfenicol transfiriéndole
un grupo acetilo del acetilCoA en la posicién C3 donde se encuentra el grupo hidroxilo
primario del cloranfenicol. El producto de esta reaccién, 3-acetil cloranfenicol, sufre un
rearreglo en el cual el grupo acetilo se transfiere al C1 formando el 1-acetil cloranfenicol,
este rearreglo permite que se lleve a cabo un segundo ciclo de acetilacién al C3, dando como
resultado el 1,3-diacetil cloranfenicol. La actividad de CAT es calculada con base en el
porcentaje de cloranfenicol (marcado radiactivamente), que es convertido a productos mono
y diacetilados, esto se puede hacer en un contador de liquido de centelleo. Existen otros
genes reporteros entre los cuales estan: la luciferasa en la cual se mide su capacidad de actuar
sobre la luciferina y producir un destello de luz, el gen /acZ, cuya enzima reacciona con el

sustrato X-gal produciendo un color azul oscuro y la proteina verde fluorescente (GEP).
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2.4 Vectores para la expresion de genes reporteros en T. vaginalis

Se ha reportado la expresion de un gen reportero (CAT) en 7. vaginalis en un vector de
expresion que utiliza las regiones promotoras del gen endogeno a-succinil CoA sintetasa (a-
SCSB) (Delgadillo y col., 1997).

En el laboratorio de la Dra. Lépez Villasefior se han construido vectores para la
expresion de genes reporteros en 7. vaginalis (trabajo desarrollado por LIBB. Jessica
Guzmin). Uno de estos vectores es el pAC22CAT-1 el cual contiene al gen cat (que codifica
para la enzima CAT) flanqueado por las regiones 5’ y 3’ intergénicas de un gen de actina.
Por mutagénesis dirigida se cambié el codén de término de la traduccion del gen car de TAA
a TAG, a este vector se le lam6é6 Ambar (realizado por QFB. Guadalupe Barrera) (Fig. 7).
Dicho vector fue utilizado como vector parental en esta tesis.

F1 Origin Sac Il

§'UTR

Hind 111
Eco RV

Fig. 7 Vector de expresion Ambar que contiene al gen cat
flanqueado por las regiones 5° y 3° de actina de T. vaginalis.

14



ANTECEDENTES
e e =

En la Fig. 8 se muestra la secuencia nucleotidica del gen reportero cat, flanqueado con parte

de las regiones intergénicas de actina.

Secuencia del gen Ambar

1 TTTGAGGAAA ATATTCCGGA AACCACATAT ATATGTATAA TATCGAAAGA TTAAAAAAAT
61 TAAGAAGGGA CTTAGATGTC CTGGTTATAA ATTTTGAGGA CTCTAACCGT TGTCTAAAGA
AACTTCATTT

121 AGTGAAATGA TTGGAATGTT CATTTTCTGC CATG

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
A GGAGCTCACT TARACAATTT

781

841 CGGTATAATA ~ TTAACTAACC TTTTTTCTTT AGTGAACCTA TTTTGGAAAT

901 CACTTCATTA ATATTGTGTT TTAATGGTTT ATATGTGA

Fig. 8. Secuencia del vector Ambar. En color negro se muestra parte de la region intergénica 5° y 3°
de actina, en azul el gen car, en verde la sefial propuesta para el procesamiento (Y 4(A)3AAUU) de
los transcritos y en rojo la sefial de poliadenilacion (UAAA).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La poliadenilacién de RNA mensajeros en 7. vaginalis es un campo aun sin estudiar a
fondo. Aunque en el grupo de trabajo de Dra. Imelda Lopez se propusieron las sefiales para
este proceso aun falta demostrar su funcionalidad. En especial la sefial donde se lleva a cabo el
procesamiento del transcrito primario, ya que esta sefial es mas grande que la reportada en

otros organismos eucariontes.



4. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS



4.1 Hipotesis

La secuencia CAATT es la sefial minima para definir el sitio de procesamiento de los RNA

mensajeros en Trichomonas vaginalis.

4.2 Objetivo general

3 Analizar la sefial de procesamiento para la poliadenilacién de los transcritos primarios
en Trichomonas vaginalis.

4.3 Objetivos particulares

3 Mediante mutagénesis dirigida, cambiar la secuencia CAAAATT (sitio de
procesamiento y poliadenilacion) del vector parental Ambar, por la secuencia CAATT

(propuesta como sefial minima necesaria para definir el sitio de procesamiento).

<3 Determinar si la sefial CAAUU dirige la poliadenilacion en el mismo sitio que en el

vector parental.

<3 Mutagenizar el tetranucledtido AATT de la sefial minima por CCGG, y determinar el

efecto de dicho cambio.
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Esquema del procedimiento que se utilizé6 durante el trabajo experimental:

Cultivo de T. vaginalis
del aislado CNCD147

Mutagénesis dirigida de la sefial
de procesamiento de los mRNA
en el vector de expresion Ambar

y

Preparacion de DNA
plasmidico con la
secuencia mutada.

v

Secuenciacion del
plasmido para
confirmar la mutacion

|

v

Transfecciones independientes
de 7. vaginalis con el plasmido
mutante y con el plasmido
parental

L

Cultivo de los parasitos
transfectados

v

Extraccion de RNA total

v

3’ RACE

v

Clonacién de los
productos del ensayo 3’
RACE en el vector
TOPO

Secuenciacion de clonas

v

Analisis de secuencias

v

Extraccion de proteina

v

v

Determinacion de la
actividad de cloranfenicol
acetil-transferasa en los
extractos proteicos

Cuantificacion
de proteina
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5.1 Cultive de Trichomonas vaginalis

El cultivo se realizé a partir de parasitos del aislado CNCD147 (donado por la Dra.
Rossana Arroyo, CINVESTAV, IPN). Los parasitos se cultivaron en tubos con tapa de rosca
estériles con 6 mL de medio TYM pH=6.2 (trypticase-yeast extract-maltose, apéndice I)
suplementado con 0.6 mL (10% v/v) de suero de caballo inactivado (GIBCO) y se incubaron a
37 °C. Se utilizé como indculo inicial aprox. 500,000 parasitos, para mantener los parasitos se

realizaron subcultivos cada dos dias.

5.2 Mini-Preparacion de DNA plasmidico (MINIPREPS)

Se tomé con un palillo estéril una colonia de bacterias transformantes de interés y se
crecio un cultivo en 5 mL de LB (apéndice ) (con el antibidtico adecuado) a 37°C toda la
noche con agitacion constante. Se colocd 1.5 mL del cultivo en un microtubo de 1.5 mlL, se
centrifugd durante 30 segundos a 12,000 rpm. El sobrenadante se desechd y se agregé en el

mismo tubo 1.5 mL del mismo cultivo y se centrifugéd durante 30 segundos a 12,000 rpm.

Se decant6 el sobrenadante y se mezclo en el vortex para suavizar la pastilla. Se agregod
100 pL de la solucion I fria (apéndice I) y se mezclo en el vortex, se agregé 200 pL de la
solucion I (apéndice I) recién preparada (a temperatura ambiente) y se mezcl6 por medio de
inversion 6 veces.

Se colocaron los tubos en hielo y se agregd 150 pL de la solucién III fria (apéndice 1),
se mezcld por inversion 6 veces y se incubaron en hielo durante 5 minutos.

Los tubos se centrifugaron por 5 minutos a 12,000 rpm, se recuperé el sobrenadante en
otro microtubo de 1.5 mL y se desecho la pastilla. Al tubo con el sobrenadante se le afiadio 250
pL de fenol frio y 250 pL de cloroformo frio, se mezclé en el vortex durante 30 segundos y se
centrifugd por 3 minutos a 12,000 rpm. La fase superior se recuperé en otro microtubo de 1.5
mL y se le agregd 500 puL de cloroformo frio, se mezclé en el vortex durante 30 segundos y se

centrifugd a 12,000 rpm durante 3 minutos. Se recuperd la fase superior en otro microtubo de
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1.5 mL y se le agregd 1000 pL de etanol absoluto a temperatura ambiente, se mezclé en el
vortex por 30 segundos.

Se incubaron a temperatura ambiente al menos durante 10 minutos. Terminada la
incubacién se cenrifugaron por 10 min. a 14,000 rpm, el sobrenadante se desecho y se lavo el
botéon de DNA con 700 pL de etanol al 70% frio e inmediatamente se desecho el liquido. El
botén de DNA se dejé secar a temperatura ambiente.

Se resuspendio el botén de DNA con 50 pul. de RNAsa (20ug/mL), se mezcld en el
vortex a velocidad maxima y se centrifugd por 30 segundos a 14,000 rpm.

Los tubos se incubaron a 37 °C al menos durante 20 min. Los minipreps se verificaron en un

gel de agarosa 0.8% en TAE IX (apéndice I).

5.3 Mutagénesis

Para la mutagénesis dirigida se utilizé el QuikChange site-directed mutagénesis kit
(Stratagene). Este método de mutacion consta de 4 pasos: 1) Disefio de los oligonucledtidos
conteniendo la mutacién deseada, 2) Replicacién del DNA plasmidico a partir de los
oligonucledtidos con la mutacién, usando DNA polimerasa PfuTurbo 3) Digestiéon del DNA
parental usando la endonucleasa Dpn 1 la cual es especifica para DNA metilado y
hemimetilado 4) Transformacion de células XL1-Blue supercompetentes, con el DNA

conteniendo la mutacion deseada.

Para hacer la reaccion de mutagénesis se puso en un microtubo lo siguiente:
5 pL de Amortiguador reacciéon 10X, 2.5 pL. del DNA templado (20 ng/ pL), 1.25 uL
Oligonucleotido # 1(100 ng/ pL), 1.25 pL Oligonucleotido # 2 (100 ng/ uL), 1 pL ANTP’s mix,
38 uL HyO bidestilada estéril.
Se afiadié 1 uL. DNA polimerasa PfuTurbo. Se utiliz6 el programa de PCR “CAT-CAAUU”
(apéndice III).
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Transcurrido el tiempo del programa de PCR se agregé | pL de la enzima Dpn 1
(10U/pL). Se incubd la reaccion a 37°C durante | hora. Terminada la incubacién se llevo a
cabo la transformacion de las células XL1-Blue.

Se tomo un tubo con 50 pL de células XL 1-Blue competentes y se agregaron 2 pL de la
reaccién de mutagénesis. Se mezcld e incubd en hielo durante 30 min. Posteriormente la
reaccion se incub6 a 42°C durante 45 segundos y se puso en hielo durante 2 minutos.

Se afiadieron 500 pL de medio NZY" (apéndice I) precalentado a 42°C para la
recuperacion. Se pasaron las células transformantes a un tubo cénico de 15 mL y se incubé la
reacciéon a 37°C durante 1 hora con agitacién ~200-250 rpm.

Transcurrido el tiempo se platearon las células en dos cajas de LB+ Ampicilina, y se incubaron

a 37°C durante por lo menos 16 horas.

5.4 Maxipreparaciéon de DNA plasmidico (MAXIPREP)

Para la realizacion de esta técnica se utilizo el kit comercial de QIAGEN. Se inoculo
medio LB+ antibiético (100 mL para plasmidos de alta copia y 500 mL para plasmidos de baja
copia) con una colonia de interés. Se crecieron a 37°C durante 12-16 h con agitacion vigorosa
(~300 rpm).

Las bacterias se bajaron por centrifugacion a 6000 rpm en una centrifuga SORVALL
con rotor GSA durante 15 min. a 4°C. El sobrenadante se desechd y se resuspendio la pastilla
en 10 mL de amortiguador P1. Se afiadié 10 mL de amortiguador P2, se mezclé ligeramente
invirtiendo de 4-6 veces y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadié 10 mL
de amortiguador P3 frio y se mezcl6é inmediatamente por inversion 4-6 veces y se incubd en
hielo durante 20 min.

Se centrifugé a 13,000 rpm durante 30 min. a 4°C en una centrifuga SORVALL con
rotor SS-34. Se decanto el sobrenadante en otro tubo estéril para rotor SS-34 y se recentrifugd
durante 15 min. a 13,000 rpm a 4°C. Mientras tanto se equilibraron las columnas QIAGEN-tip
500 aplicando 10 mL de amortiguador QBT y dejando que se vaciara la columna por gravedad.

Se aplicé el sobrenadante recentrifugado y se filtr6 por gravedad (guardar este filtrado
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(Sobrenadante)). Se lavd la columna con 2x30 mL de Amortiguador QC (lavado 1 y 2). El
DNA se eluy6 con 15 mL de Amortiguador QF y se recuperd en un tubo estéril para rotor SS-
34. El DNA se precipito afiadiendo 10.5 mL de Isopropanol (0.7 vol.) a temperatura ambiente.
Se mezclo y centrifugd inmediatamente a 11,000 rpm en una centrifuga SORVALL con rotor
SS-34 durante 30 min. a 4°C.

Se lavo el boton de DNA con 5 mL de Etanol al 70% a temperatura ambiente y se centrifugé a
11,000 rpm durante 10 min. Se decanté cuidadosamente el sobrenadante, se dej6 secar el boton
de DNA y se resuspendio en 150 uL de TE. El plasmido se verificé en un gel de agarosa 0.8 %
en TAEIX

5.5 Transfeccion de T. vaginalis

En un tubo de vidrio con tapa de rosca estéril se colocaron 6 mL de medio TYM
pH= 6.2 con 0.6 mL de suero de caballo inactivado (GIBCO) y se puso como inoculo inicial
~500,000 células; se incubo a 37°C durante 24 horas. En una caja de cultivo Nunc con
capacidad de 260 mL se pusieron 50 mL de medio TYM pH = 6.2 suplementado con 5 mL de
suero de caballo inactivado (GIBCO) y se inocularon con 3.7x10° parasitos. Se incubd a 37 °C
por 24 horas. Si se van a realizar varias transfecciones los cultivos se ponen en varias cajas de
cultivo ya que para cada transfeccion se necesitan 240x10° parésitos.

Las células se resuspendieron y se tomo 100 pL de éstas para contar. Los cultivos se
centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga SORVALL con rotor
GSA. El sobrenadante se deseché y la pastilla se resuspendié suavemente en 20 mL de
solucion Zimmerman (apéndice 1) fria. Las células resuspendidas se transfirieron a un tubo
para rotor SS-34, y se centrifugaron nuevamente a 3,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Se deseché el sobrenadante y se adicioné la solucién Zimmerman fria para obtener una
concentracion de 240x 10° parésitos en un volumen de 400 pL para cada electroporacion. Se
adicionaron 200 pL mas de solucion Zimmerman fria al volumen final, se resuspendi6 la

pastilla suavemente y se dejé en hielo. En cada celda de electroporacién se puso la mezcla
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hecha de 400 pL de células + 50 pg del plasmido con el que se realizé la transfecccion (en un
volumen méximo de 50 pl) y se incubaron en hielo por 5 minutos.

La electroporacién se llevd a cabo en el BTX electroporation system, electro cell
manipulator 600. Las condiciones iniciales del pulso fueron 1,500 pF, 360 Volts y 13 Ohms.
Después de la electroporacién de las células estas se dejaron a temperatura ambiente durante 5
minutos. Las células electroporadas se recuperaron en cajas de cultivo Nunc con capacidad de
260 mL con 30 mL de medio TYM pH= 6.2 suplementadé con 3 mL de suero de caballo

inactivado (GIBCO) las cuales deben de encontrarse a 37°C, y se incubaron durante 22 horas.

5.6 Preparacion del extracto proteico

Del volumen total del cultivo electroporado de 7. vaginalis se transfirieron 15 mL a un
tubo cénico de 15 mL. Este se centrifugé a 3,000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 1 mL de soluciéon TEN (apéndice I), subiendo y
bajando con una micropipeta.

La pastilla resuspendida de cada muestra se transfirié a un microtubo nuevo de 1.5 mL
y se centrifugé a 3,000 rpm durante 15 segundos a 4°C. Se retird el sobrenadante con una
pipeta y se resuspendié cada pastilla con 500 pL de solucién TEN. Se centrifugé a 3,000 rpm
durante 15 segundos a 4°C y se desech¢ el sobrenadante.

Se resuspendi6 la pastilla con 75 puL de Tris 25 mM pH=8, subiendo y bajando con una
pipeta. Se lisaron las células con 3 ciclos de congelacion-descongelacion en nitrégeno liquido.
Inmediatamente después de cada ciclo de congelacidon-descongelacidn los tubos se incubaron a
37°C durante 5 minutos. El lisado se incubd a 65°C durante 10 minutos y se mezcld con la
punta de una pipeta. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se tomaron 50 uL
totales del sobrenadante de cada muestra de extracto proteico y se alicuotaron en 2 tubos con

25 pL cada uno. Los extractos proteicos se guardaron a -70°C.
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5.7 Extraccion de RNA total a partir de células transfectadas

Cuidados para el manejo de RNA: Siempre utilizar guantes nuevos y cubrebocas, se
utiliza matenal estéril y para la preparacion de soluciones se utiliza H;O DEPC.
15 mL del cultivo electroporado se colocaron en un tubo cénico de 15 mL y se centrifugé a
3,000 rpm durante 10 min. a 4°C. Se desecho el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 1
mL de PBS/DEPC estéril (apéndice 1), se transfirié a un microtubo de 1.5 mL. Se centrifugé a
14,000 rpm durante 1 min. a 4°C y se desecho la solucion de lavado. La pastilla se resuspendié
con 1 mL de trizol (Invitrogen) y por pipeteo repetitivo se lisaron las células. Las muesiras se
incubaron durante 5 min. a temperatura ambiente para permitir una disociacién completa de los
complejos nucleoproteicos. Se agregaron 200 pL de cloroformo y se mezclé durante 15
segundos por medio de inversién, se incub6 3 minutos a temperatura ambiente. Se

centrifugaron las muestras 15 minutos a 14,000 rpm a 4°C.

La fase acuosa se transfind a un microtubo de 1.5 mL y se precipité el RNA con
0.5 mL de alcohol isopropilico, se incub6 la muestra 10 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd la muestra precipitada a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se
desechd y se lavd el botén de RNA con 1 mL de Etanol/H,O DEPC 75%(v/v). Se mezcld

ligeramente la muestra en €l vortex y se centrifugé a 10,000 rpm durante 5 min. a 4°C.

Se dej6 secar el botén de RNA y se resuspendié en 10 uL. de H,O DEPC y se guard6 a -
70 °C. La integridad del RNA se verificé en un gel de agarosa 0.8% en TBE IX (apéndice I).
El RNA se descongeld y se calenté durante 10 min. a 60°C antes de tomar la alicuota para
checarla en el gel. Se tom6 1 pl de la muestra de RNA+ 4 ul. de H,O DEPC + 2 ulL de
amortiguador de carga 6X para RNA, se calentaron a 75°C durante 10 minutos, se puso en

hielo 5-10 min. y se cargd en el gel.
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5.8 Ensayo para medir la actividad enzimatica de la cloranfenicol acetil transferasa

(CAT)

Para realizar este ensayo se siguieron los lineamientos para el manejo de material
radiactivo. Se preparé una solucion concentrada de [3H]-cloranfenicol 0.2puCrpL (apéndice 1)
y se hizo una dilucién de la solucion concentrada para que quedara a una concentracion de 0.01
pCi/pL. Se preparé el N-butiril-CoA 2.5mM en acetato de sodio 10 mM pH=5 y se guardo6 a -
70°C

Para realizar el ensayo CAT se utilizaron los extractos proteicos de cada electroporacion (ver
seccién 5.6), poniendo los siguientes controles:

- Tris 25 mM (control negativo)

- T.E. 10.2 mM (control negativo de la transfeccion)

- CAT 0.008U (control positivo)

- CAT 0.016U (control positivo)

Todos los reactivos se pusieron en hielo y se prepar6 la mezcla maestra para 8 reacciones de la

siguiente manera:

SOLUCION: [ ] FINAL:
160 uL [*H] Cloranfenicol/ 0.01uCi/uL 0.2 uCi
80 uL N-Butiril-CoA 2.5 mM 0.25 mM
80 uL Tris 1M, pH=8 100 mM

80 pL. H»O bidestilada estéril

400 pL Volumen final
En un microtubo de 1.5 mL se prepararon las siguientes reacciones:

a. 50 pL de Tris 25 mM pH=8. (control negativo)
b. 48.9 pL de Tris 25 mM pH=8 +1.12 pL de la enzima CAT dilucién 1:1000 en Tris 25 mM
(CAT 0.008U).
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c. 47.8 uL de Tris 25 mM pH=8 + 2.24 puL de la enzima CAT dilucién 1:1000 en Tris 25 mM
(CAT 0.016U).

d. 45 pL de Tris 25 mM pH=8 + 5 pL del extracto proteico de las células transfectadas con
TE.

e. 45 pL de Tris 25 mM pH=8 + 5 pL del extracto proteico (se repitid dependiendo del nimero

de muestras).

Se afiadié a cada tubo 50 pl de la mezcla maestra para tener un volumen final de

100 pL. Se incubaron los tubos a 37°C durante 2.5 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregdé a cada tubo 240 pL de xileno, se
mezclaron en el vortex y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 2 minutos. Se tomaron 180 pL
de la fase superior y se pusieron en microtubos marcados. Se hizo una reextraccion de la fase
acuosa a los tubos originales agregando 210 pL de xileno. Se vortexearon 30 segundos y se
centrifugaron a 14,000 rpm por 2 minutos.

Se tomaron 200 pL de la fase superior y se colocaron en los tubos marcados, para tener
380 uL en total. A cada uno de los tubos marcados se les agregd 250 pL de Tris 25 mM pH=8,
se mezclaron en el vortex durante 30 segundos y se centrifugaron 2 minutos a 14,000 rpm.

Se tomaron 330 pL de la fase superior y se colocaron en otros microtubos de 1.5 pnL. Se
agregd 250 pL de Tris 25 mM, pH=8. Se mezclaron en el vortex durante 30 segundos y se
centrifugaron 2 minutos a 14,000 rpm.

Se tomaron 300 pL de la fase superior y se colocaron directamente en los viales que
contienen 1.5 mL del liquido de centelleo. Antes de leer en el contador de centelleo liquido se
normaliz6, se leyé en el canal de tritio y se utilizé como blanco un vial con solo liquido de

centelleo.
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5.9 Cuantificacion de proteinas

Para reportar la actividad de CAT/pg de proteina se cuantifico la cantidad de proteina
en los extractos mediante el método de Bradford (Bradford, M.M. 1976). Se utilizd una curva
patrén de albumina sérica bovina a diferentes concentraciones (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5...10 pg /mL).

En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 5 pL de cada extracto proteico a cuantificar y
se agregd 795 pL de H;O bidestilada estéril. Se agregaron 200 pL del reactivo Azul de
Coomasie (BIORAD), se mezcl6 en el vortex durante 30 segundos y se incubd a temperatura
ambiente por 10 minutos.

Las muestras se leyeron en el espectrofotometro a A= 595 nm, antes de que
transcurriera una hora de realizada Ia reaccion. Los datos de la curva patron se graficaron y las

lecturas obtenidas de los extractos proteicos se interpolaron.

5.10 Purificacién de RNA poly A+

A partir del RNA total de 7. vaginalis se purificé el RNA poli A+ utilizando el Kit
QuickPrep™ Micro mRNA Purification (Amersham Pharmacia Biotech), que cuenta con una
resina oligo (dT) celulosa.

Al RNA total de T. vaginalis resuspendido en H,O DEPC, se le agregé 0.4 mL de
amortiguador de extraccion y 0.8 mL del amortiguador de elusioén. En un microtubo de 1.5 mL
se colocod 1 mL de oligo (dT) celulosa, se centrifugd a 14,000 rpm durante 1 min. y se elimind
el sobrenadante. Se le agregd la mezcla heché con el RNA total y se mezclé suavemente por
inversion durante 3 minutos, se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 segundos. El sobrenadante
se transfiri6é a un tubo nuevo ya que en este se encuentra la poblacién RNA poly A-. La resina
se lavo cinco veces de la siguiente forma: se resuspendié en 1 mL de amortiguador High-salt
por inversion, se centrifugd a 14,000 rpm por 10 segundos y se eliminé el sobrenadante.

Posteriormente la resina se resuspendié en 1 mL de amortiguador Low-salt por
inversion, se centrifugd a velocidad méaxima por 10 segundos y se elimino el sobrenadante, este

paso se repitidé una vez mas.
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La resina se resuspendié en 300 pl. de amortiguador Low-salt, y se transfirié a una
microcolumna que se coloco dentro de un microtubo de 1.5 mL y se centrifugé a 14,000 rpm
durante 5 segundos. Se cambid la columna a un microtubo nuevo y se agregaron 500 pL de
amortiguador Low-salt y se centrifugd 5 segundos a 14,000 rpm, la columna se cambid a un
tubo nuevo y se repiti6 el paso anterior.

El RNA poli A+ se eluyd de la resina de la siguiente manera: La columna se colocé en
un microtubo de 1.5 mL y se le agregd 200 pL. del amortiguador de elusién a 65°C, la columna
se centrifugo a 14,000 rpm durante S segundos, vy la elusién se guardé ya que contiene al RNA
poly A+. La columna se lavé con 200 pl. de amortiguador de elusion a 65°C y se repitié el
paso anterior.

El RNA poly A+ se cuantificé por espectrofotometria de la siguiente manera: el RNA
se diluy6 1:100 en amortiguador de elusién, en un volumen total de 1 mL. En una celda de
cuarzo pretratada con H,O DEPC se ley6 la absorbancia a A=260 nm y A=280 nm. La
concentraciéon de RNA se calculé utilizando la férmula:

1 D.O.z(,o =40 Hg RNA/mL

S5.11 Amplificacién rapida de los extremos 3’de cDNA (3’ RACE)

La técnica de 3' RACE incluye los procesos de: a) sintesis de cDNA a partir de RNA
poli A+, b) amplificacion del extremo 3’ del cDNA del gen mediante PCR y ¢) clonacién del

producto de PCR purificado.

a) Sintesis de cDNA de T. vaginalis.

Se utilizaron 10-500 ng de RNA poly A+ de T. vaginalis, 1 pL del oligonucleétido AP
(adapter primer) (200 ng/uL), 0.5 pL. dNTP’s mix 10 mM c/u (Invitrogen) y se agregd H,O
DEPC para tener un volumen de 7 pL.

Se calent6 la mezcla a 65°C por 5 min. y se incubé 1 min. en hielo, el tubo se centrifugd para

bajar y se agrego:
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1 p.. Amortiguador First-Strand 5X (Invitrogen), 0.5 pL. 0.1 M DTT (Invitrogen), 0.5 ul
SuperScript™ III RT (200U/ pL) (Invitrogen).

Se mezcl6 por medio de pipeteo subiendo y bajando, se incubd a 42°C durante 15 min.
y a 50°C durante 30 min. Se inactivo la enzima calentando a 70°C durante 15 min. Se afiadié
0.5 uL. RNAsa H (Invitrogen) (2U/ pL). Se incubd a 37°C durante 35 minutos, se centrifugd
para bajar y se guardé a -20°C.

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

En un microtubo se colocaron 1.5 pL. de ¢cDNA de 7. vaginalis (inciso a), 5 pl. de
amortiguador PCR 10X (SIGMA), 6 pL. de MgCl; 25 mM (SIGMA), 3 pL. de dNTPs 10 mM
(Invitrogen), 30 pL H,O bidestilada estéril, 2 pL. del oligonucleétido CAT 10 (20 pmol/pL),
2 uL del oligonucledtido AUAP-B (20 pmol/ pL) y 0.5 pL de la enzima Pfu. Se utilizé el
programa de PCR PROCE 1 (apéndice III).

Para realizar una segunda amplificacién del cDNA de CAT (PCR anidado, o “nested”),
se colocaron 0.5 pL del producto de PCR de la primera amplificacién, 5 pL amortiguador PCR
10X (SIGMA), 6 pL de MgCl; 25 mM (SIGMA), 3 uL de dNTPs 10 mM (Invitrogen), 31 pL
H;O bidestilada estéril, 2 pl del oligonucledtido CATI11 (20 pmol/uL), 2 pL del
oligonucleétido AUAP-B (20 pmol/ pL) y 0.5 pL de la enzima Pfu. Se utilizé el programa de
PCR PROSC?2 (apéndice III).

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 1.5 % en TAE X

5.12 Ligacién de los Productos del ensayo 3’ RACE en el vector TOPO (Invitrogen)

La clonacién en el vector TOPO (Zero Blunt TOPO PCR Cloning) se basa en la
reaccion que se lleva a cabo entre la enzima topoisomerasa I del virus de la Vaccinia'y el DNA
del vector plasmidico; la enzima corta después de la secuencia 5’- CCCTT de cada una de las
cadenas del DNA (en este sitio se ligara el producto de PCR) y se forma un enlace covalente
entre el grupo 3’ fosfato del sitio de corte y el residuo de tirosina (Tyr 274) de la

topoisomerasa I. Este enlace es atacado por el grupo 5° hidroxilo de la cadena de DNA
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liberando a la enzima, haciendo eficiente la clonacién del producto de PCR con el vector. El
vector TOPO tiene al gen ccdB que es un gen letal de E. coli, este gen esta unido al C terminal
del fragmento LacZa y st hay ligacién del producto de PCR se inhibe la expresién de dicho

gen, permitiendo crecer Unicamente a las colonias recombinantes.

Se clonaron los productos del PCR anidado, de la siguiente manera: En un microtubo de
0.5 mL se colocaron 2 pL del producto de PCR anidado, 0.5 pL. de la solucién diluida de sal
(1:4) (Invitrogen), y 0.5 pl. del vector TOPO. La mezcla se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente para que se llevara a cabo la ligacién. Se agregé 2 pl de la mezcla
anterior a un vial de células competentes (E.coli) mezclandose ligeramente. Se transfirieron las
células a una celda para electroporacién fria de 0.1 cm de diametro, se electroporaron dando un
pulso de 2.46 Kvolts, inmediatamente después se recuperaron agregando 250 pl. de medic
SOC. La mezcla se transfirié a un tubo cénico de 15 mL y se incubé con agitacién a 37 °C
durante una hora.
Después de la incubacién se plateé una dilucion 1:10 (30 puL) y 9:10 (270 pL) de cada
electroporacion en cajas de medio LB sélido + kanamicina (50 ng/ pL), las cajas se incubaron a

37°C toda la noche.

5.13 Southern Blot

En esta técnica se hibrida el DNA (los productos de PCR de la primera amplificacion y
el PCR anidado) con una sonda radiactiva de una parte de la region de cat.
Se prepar6 un gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X, con un grosor aproximado 6 mm, este se
corrié a 80 volts, se utiliz6 como marcador de peso molecular DNA de lambda cortado con
Hind 1I1. El gel se tifi6 con bromuro de etidio durante 10 minutos y se lavo el gel con agua
bidestilada durante 20 minutos. Se puso una regla a la altura de los pozos y se tomd una
fotografia para después calcular el tamafio de las bandas que den sefial. Se hizo una muesca en
la parte superior derecha del gel. Se transfirid a un recipiente para la preparacion del gel para la

transferencia siguiendo los siguientes pasos:
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a. Depurinizacién: se incubd el gel en 250 mL de HCI 0.25 N durante 7 minutos. Se
descarto la solucién y se repiti6 este paso una vez mas.

b. Desnaturalizacion: se incub6 el gel en 250 mL de solucién desnaturalizante durante 15
min. Se descart6 la solucién y se repitié este paso una vez mas.

¢. Neutralizacion: se incubd el gel en 250 mL de solucion de neutralizacion durante 30

minutos. Se descart6 la solucién y se repeti6 este paso.

Para transferir el DNA a una membrana de nylon Zeta probe GT (BIORAD), se cort6 la
membrana del tamafiio del gel, se coloco sobre el gel y para permitir la transferencia se coloco
sobre esta un papel whatman del mismo tamaiio y una cama de toallas de papel, con un peso
encima. Se utilizo la solucién de transferencia (apéndice 1) y se dejo transfiriendo durante al
menos 16 horas.

Después de la transferencia, se marcaron los pozos del gel en la membrana, y se corté la
esquina correspondiente que ha sido marcada en el gel. La membrana se lavé con agitacion
suave en SSC 2X (apéndice I) durante 10 minutos, y se secd al aire durante 1 hora. Se fijé el
DNA a la membrana con luz UV utilizando una energia de 120,000 pJ/cm® de energia UV en
un equipo UV crosslinker; se prehibridé durante por lo menos 2 horas en solucién de
hibridacién (apéndice I) a 40°C. Se deseché la solucién de prehibridacién y se le agregé la
sonda radiactiva.

La sonda radiactiva se preparé de la siguiente manera: utilizando el kit comercial
RediprimeTM I (random prime labelling system), 50-100 ng de DNA se llevaron a un volumen
de 45 pL con H,;O bidestilada estéril, se desnaturalizd6 el DNA por calentamiento a 95°C
durante 5 minutos en un bafio de agua hirviendo, se centrifugd para bajar lo evaporado. El
DNA desnaturalizado se agregd al tubo de labelling mix del kit comercial mezclandolo
suavemente hasta que el color fuera uniforme y se agregd 2 pl de a[32P] dCTP (20 uCi),
mezclando muy bien. La reaccion se incubd durante 15 minutos a 37°C. Para detener la
reaccion se agregd 5 puL. de EDTA 0.2M, posteriormente se le agregaron 50 pL de solucion TE
10.2 mM. Se pasé la mezcla por una columna de sephadex G50 para quitar la marca radiactiva
libre, no incorporada a la reaccion. La sonda se desnaturalizo con 10 ul. de NaOH 3N y se

incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente, se transfirié a hielo con agua y se neutralizo
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con 10 uL de HCI 3N y 5 uL de Tris 1M pH=7.4. La sonda desnaturalizada se mezclé con unos
mililitros de la solucién de hibridacion.

Las membranas se hibridaron a 40 °C durante un tiempo equivalente a 2 Cot 1/2, donde
Cot 1/2 = 2(17X) (Y/5) (Z/10); X= Peso en ug de la sonda, Y= tamafio en Kb de la sonda, y Z=
volumen de hibridacién en mL.

Pasado el tiempo de hibridacion, la membrana se lavd a temperatura ambiente con una
solucién 2X SSC, 0.5% SDS. La membrana se monitoreé con un contador geiger y se lavo
dependiendo del fondo radiactivo. La membrana se expuso en pelicula Hiperfilm (Amersham

Biosciences).

5.14 Midipreparacién de DNA plasmidico (MIDIPREP)

Este método utiliza QIAGEN Plasmid Midi kit, se usé para preparar plasmido de la
mutacién Ambar CCCGG-11. Se inoculé 100 mL de medio LB liquido + antibiético con una
colonia de interés. Se crecié a 37°C durante 12-16 h con agitacién vigorosa (~300 rpm). Las
bacterias se colectaron por centrifugaciéon a 6000 rpm en una centrifuga SORVALL con rotor
GSA por 15 min. a 4°C. La pastilla se resuspendié en 4 mL de amortiguador P1.

Se agregé 4 mL de amortiguador P2, se mezcl6 ligeramente invirtiendo de 4-6 veces y
se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Se agregd 4 mL de amortiguador P3 frio, se
mezclé inmediatamente por inversién 4-6 veces y se incubd en hielo durante 15 min. Se
centrifugd a 13,000 rpm por 30 min a 4°C en una centrifuga SORVALL con rotor SS-34. El
sobrenadante se decanté en otro tubo estéril y se recentrifugé el sobrenadante a 13,000 rpm
durante 15 min. a 4°C.

Se equilibraron las columnas QIAGEN-tip 100 aplicando 4 mL de amortiguador QBT y
se dejaron vaciar por gravedad. Se agregd el sobrenadante recentrifugado y se filtré por
gravedad (Sobrenadante). Se lavo la columna con 2x10 mL Amortiguador QC (lavado 1 y 2),
se eluyd el DNA con 5 mL de Amortiguador QF.
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Se precipité el DNA afiadiendo 3.5 mL de Isopropanol a temperatura ambiente (0.7
vol.), se mezeld y centrifugd inmediatamente a 11,000 rpm en una centrifuga SORVALL con
rotor SS-34 durante 30 min.

Se lavé el boton de DNA con 2 mL de Etanol al 70% a temperatura ambiente y se
centrifugd a 11,000 rpm durante 10 min. Se decanté cuidadosamente el sobrenadante.

Se dejo secar el botén de DNA vy se resuspendié en 150 pL de TE. El plasmido se verificé en

un gel de agarosa 0.8% en TAE [X.
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Mutagénesis dirigida a la seiial de procesamiento de los RNAm de 7. vaginalis

En nuestro grupo de trabajo se propuso el motivo Y(A)u3AAUU como sehal de

procesamiento para la poliadenilacién de los RNA mensajeros en 7. vaginalis.

En nuestro laboratorio se cuenta con un vector de expresion que contiene al gen
reportero cat {(que codifica para la enzima cloranfenicol acetil transferasa, ver antecedentes).
Rio abajo a la region codificadora se encuentra la secuencia CAAAATT. Se ha encontrado
que los transcritos precursores del RNAm de car se poliadenilan después del residuo (C|)
(Espinosa y col., 2002). Para corroborar la sefial minima propuesta de poliadenilacion se

realizé una mutagénesis dirigida en donde se cambi6 la secuencia CAAAATT por CAATT
(Fig. 9).

Region Region
Intergénica 5’ Intergénica 3’
e [esarralinir | e

Th GGAGTCACT CAATTT CGGTATAATA T]»‘{I“I"I‘ir ARAF I{-\ACTAACC TTTTTTCTTT

|

CAATT

Fig. 9. Esquema del cambio realizado por mutagénesis dirigida. En color azul se muestra el gen
cat; en color rojo se muestra la sefial propuesta de poliadenilacion (TAAA); en color verde y
encerrado en un cuadrado se encuentra la sefial de procesamiento del RNAm, Ia cual va a ser
mutada por CAATT.

En el ensayo de mutagénesis dirigida se obtuvieron un total de 237 colonias. Para
confirmar que se tiene la mutacién deseada se tomaron 12 colonias al azar y se prepard
plasmido (minipreps) de cada una de ellas. Los plasmidos se visualizaron en un gel de
agarosa 0.8% en TAE IX; debido a que aparentemente todas las clonas eran iguales se

escogié una clona al azar y se mandd secuenciar en un secuenciador automatico en el
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Instituto de Investigaciones Biomédicas. Se selecciond la clona CAATT-9 y ésia s¢

secuencid con el oligonucledtido CAT 11 (4 pmol/ uL).

La secuencia obtenida es la siguiente:

AMBAR GTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTT 540
CAATTO m oo mmmmm mmm oo 540
AMBAR ACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGCGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAG 600
CAATTO === m = m = m = m = m e e e 600
AMBAR CCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTARACGTGGCCAATATGGACAACTTCT 660
CAATTO === mmmmmm == mm s m e e e 660
AMBAR TCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCARATAT TATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGC 720
CAATTY == === m === mm o m e e 720
AMBAR TGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATG 780
CBATTY — === == m = m = mmm o e 780
AMBAR A 840
CAATTY - = mm = mmmm s mmm o m e e e 840
AMBAR CGGTATAATATATTTCAAAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTGAACCTATTTTGGARAT 900
CAATTY  ~-=m-m=mmcmmmmm- T TSy Uy 898
AMBAR CACTTCATTAATATTGTGTTTTAATGGTTTATATGTGA 938
CAATTY  —-—-——mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmamo o 93¢

Fig. 10. Alineamiento de la secuencia del plasmido Ambar (parental), con parte de la secuencia del
plasmido CAATT-9 (mutante). En color rojo se observa la seiial propuesta de poliadenilacion
incluyendo el codon de término de la traduccién (texto subrayado). En color verde se muestra la seiial
de procesamiento. Los guiones indican identidad en la secuencia. Los puntos indican la ausencia de
nucleotido.

Como se puede observar en la figura 10, se obtuvo la mutacién deseada: la delecion
de dos adenosinas en la sefial de procesamiento, y no hubo ningin otro cambio en el resto de

la secuencia. El plasmido obtenido se llamé pCAATT-9

Para determinar si la seiial CAATT funciona igual que la presente en el plasmido
parental Ambar (CAAAATT), se transfecté un cultivo de T. vaginalis con el plasmido
pCAATT-9 como se describe en la seccion 5.5.
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Se realizaron 3 transfecciones:
1. Células + amortiguador T.E (control sin DNA)
2. Células + plasmido Ambar (plasmido parental, control positivo de la transfeccion)

3. Células + plasmido pCAATT-9 (plasmido mutante)

Se hizo la extraccion de proteina de los tres cultivos transfectados y se determiné la

actividad de CAT (seccion 5.8). Los resultados se muestran en la Fig. 11.

Actividad CAT de la mutante CAATT-9

% Actividad CAT

Fig. 11. Determinacion de la actividad de cloranfenicol acetil transferasa (CAT) en células
transfectadas con el piasmido parental (Ambar), con el plasmido mutante pCAATT-9 y con
amortiguador T.E.

La transfeccion y el ensayo CAT se hicieron por duplicado. En la Fig. 11 se muestra
la actividad enzimatica promedio con sus respectivas desviaciones estandar para cada
transfeccion. Al comparar la actividad obtenida en la transfeccion con el plasmido Ambar

(parental) con la actividad obtenida en la transfeccion con el plasmido pCAATT-9
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(mutante), se ve que son muy parecidas. Esto nos sugiere que la sefial de procesamiento

mutada esta funcionando de manera similar a la original.

Para determinar el sitio en donde se lleva a cabo la poliadenilacion del RNAm de car
expresado en las transformantes con el pldsmido mutante pCAATT-9, se realizé un ensayo
de amplificacién rapida de los extremos 3’ del cDNA (3’ RACE). Se utilizd RNA poly A+
extraido de las transfecciones hechas. El esquema de esta técnica se muestra en la Fig. 12.
Para la primera amplificacion se espera un producto de tamafio ~540 pb y el producto
esperado para el PCR anidado es ~ 480 pb.

3’ RACE

1. Sintesis de cDNA

5'ATG AAAAAAAAAAAAAAAAA 3 mMRNA
¥ TTIITTITTITTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGG 5 Oligo AP

l Transcriptasa reversa

5 ATG AAAAAAAAAAAAAAAAA 3 mMRNA
3 TTITTITTTITTTTITTTTCATGATCAGCTGCGCACCGG 5 ¢DNA

l RNAsa H
2. Degradacion del RNA

== = TTTTTTITTTTI] TCATGATCAGCTGCGCACCGG S cDNA
3. PCR inicial para amplificar cat l
Ofigo cat 10
5 —»3
3 - TTTITTTTTTITTITTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGG 5'  cDNA
— 3 CATGATCAGCTGCGCACCGG 5 Oligo AUAP-B
l Taq polimerasa
4. PCR Anidado (Nested PCR) para cat
- 3 CATGATCAGCTGCGCACCGG 5 Oligo AUAP-B
g e AAMAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCC 3
¥ : TTTTITTTTTTTITTTITCATGATCAGCTGCGCACCGG &'
Qligo cat 11
§—» 3

Fig. 12 Esquema de la amplificacion rapida de los extremos 3 del cDNA (3° RACE)
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Los resultados obtenidos del ensayo de 3° RACE se observan en la Fig. 13. Los
productos de la primera amplificaciéon y el PCR anidado se verificaron en un gel de agarosa
1% en TAE IX (Fig. 13, A).

Para comprobar que los productos amplificados correspondian a cat, se hizo un

Southern Blot (Fig. 13, B) en donde los productos de PCR se hibridaron con una sonda

homologa para cat.

B
1 2 3 4 5 67

Fig. 13. A) Gel de agarosa 1 % en TAE IX. Carriles: 1) Control positivo de hibridacion, 2) 1
Hind 111, 3) Control negativo de la primera amplificacion, 4) Primera amplificacion CAATT-
9, 5) PCR anidado CAATT-9, 6) Control negativo del PCR anidado, 7) 2 Hind 1ll. B)
Southern Blot del gel (A). Sonda: fragmento de 420 pb Eco Rl/Sst | del plasmido
pAC22CAT-1 (sonda homdloga para caf).

Como se obtuvo amplificacién en el ensayo de 3° RACE esto indicaba que el
transcrito esta poliadenilado. Para conocer el sitio donde la poliadenilacion esta ocurriendo,
el PCR anidado de CAATT-9 se cloné en el vector TOPO. De ahi se obtuvieron un total de

389 colonias. Se tomaron 10 colonias al azar y se preparé plasmido.

Los plasmidos se checaron en un gel de agarosa 0.8% en TAE 1X, se selecciond la

clona 6 y se mandé a secuenciar, con el oligonucledtido CAT 11 (4 pmol/ pL).
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La secuencia que se obtuvo fue la siguiente:

cDNA Ambar 5’ ...GCGTAGGAGCTCACT CAATTTCGGTATAATATATTTCAAAARAAAAARA . . .

CDNA CAATT-9 5’ .. .GCGTAGGAGCTCACT " " "CAATTTCGGTATAATATATTTCAAAAAAAAAAAA. . .

Secuencia de los plasmidos:
Ambar S’ ...GCGTAGGAGCTCACT CAATTTCGGTATAATATATTTCA

FITARCTAACC. . .
pCAAUU-9 5'...GCGTAGGAGCTCACT CARTTTCGGTATAATATATTTCAATTAACTAACC. . .

Fig. 14. Comparacién del cDNA de cat expresado por células transformadas con el plasmido Ambar
(parental) y el cDNA de cat expresado por células transformadas con el plasmido pCAATT-9
(mutante). Se muestra también la secuencia de los plasmidos. La flecha indica el sitio de
procesamiento del RNAm. En color rojo se muestra la sefial de poliadenilacion y en color verde la
sefial de procesamiento.

Como se puede observar en la Fig. 14 la secuencia del cDNA de la clona CAATT-9
es igual a la del cDNA de Ambar. Lo anterior muestra que el procesamiento de los RNAm de
cat se esta llevando a cabo en el mismo sitio. Por lo tanto se puede inferir que la secuencia
CAATT es suficiente para sefialar el sitio de procesamiento de los RNA mensajeros en 7.

vaginalis.

6.2 Funcionalidad del la seiial minima CAAUU en el procesamiento del RNAm de cat

Para demostrar la funcionalidad de la secuencia C|AAUU, es decir, que esta
propiciando que el procesamiento del RNAm se lleve a cabo preferencialmente en esos
nucledtidos, lo siguiente que se decidié hacer fue mutar ¢l tetranucledtido de la sefial AATT
por CCGG. Siguiendo la misma estrategia experimental anteriormente utilizada, se
obtuvieron un total de 283 colonias. Se tomaron 12 colonias independientes al azar y se
hicieron minipreps. Los plasmidos se verificaron en un gel de agarosa 1% en TAE 1X,
aparentemente todas las clonas eran iguales. Se escogi6é una clona al azar (CCCGG-11) y se
mandé secuenciar el plasmido con el oligonucleétido CAT 11 (4 pmol/ uL).
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La secuencia obtenida se muestra en la Fig. 15.

CAATTS GTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCABACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGA 480
CCCGBLL  ———mmmmmmm e e e e e e e mmm e memm e e o 480

CAATTO GTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTT 540

COCGGLL == === mmm mmmm oo m mm mm mm e mm e ___ 540
CAATTS ACGGTGARAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAG 600
CCCGGBLl  ————————mmmmmm s m e oo 600
CAATTS9 CCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCT 660
CCCGBGBLl  ———mmmmmmmm e e e e e e e e — o m e 660
CAATTO TCGCCCCCGTTTTCACCATGGCCAAATATTATACGCARGGCGACAAGGTGCTGATGCCGC 720
CCCGGLL  ———— == — = —mmm o mm e o 720

CAATTO TGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATG 780

CCOGGLL  — === = rmm == m e mm e m o oo e oo e e 780
CAATT9 ARTTACAACAGTACTGCGATGAGTGECAGGGCGECGCGTAGGAGCTCACT T AL 840
CCCGGE11  —m=wommmm s mmmmcom—— oo oo e T e r——— 840
CAAUU9 CGGTATAATATATTTCAATTAACTAACCTTTTTTCTTTAGTGAACCTATTTTGGARRTCA 900
CCCGGLL  ~-----mmmmmmm - COGG- === === === === m e 900
CAAUU9 CTTCATTAARTATTGTGTTTTAATGGTTTATATGTGA 936
CCCGGL1  ——====== === === === mm e 936

Fig. 15. Alineamiento de la secuencia del plasmido pCAATT-9, con parte de la secuencia del
plasmido pCCCGG-11(mutante). En color rojo se observa la sefial de poliadenilacion
incluyendo el codén de terminacion (texto subrayado). En color verde se muestra la sefial de
procesamiento.

Como se puede observar en la figura 15, se obtuvo la mutacién deseada y no hubo
ningin otro cambio en el resto de la secuencia. Por lo tanto se evalud la capacidad del
plasmido mutante CCCGG-11 para expresar la actividad de car, de manera similar a la ya

descrita.

Se hizo la transfeccién de T. vaginalis (ver seccidn 5.5), con el plasmido mutante
CCCGG-11, con el plasmido CAATT-9 (control positivo) y con el amortiguador T.E.
(control negativo).Se hizo la extraccién de proteina de las tres transfecciones y se realizo el

ensayo CAT obteniéndose el siguiente resultado:
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Actividad de CAT de la mutante CCCGG-11

180

160

140

120 1

100

80 ¢

% Actividad de CAT

60 -

40 1

20 1

TE CAATT-9 CCCGG-11

Fig. 16. Determinacién de la actividad de cloranfenicol acetil transferasa (CAT) en células
transfectadas con el plasmido parental (CAATT-9) y con el plasmido mutante CCCGG-11

Tanto la transfecciéon como el ensayo CAT se hicieron por duplicado. En la Fig. 16 se
muestra la actividad promedio con sus respectivas desviaciones estdndar para cada
transfeccion. Al comparar la actividad de CAT de las células transformadas con el plasmido
pCAATT-9 (ahora utilizado como plasmido parental) con la actividad obtenida en las células
transformadas con el plasmido pCCCGG-11 (mutante), se ve que la actividad de éste ltimo

es mayor a la actividad del control positivo.

Este resultado fue sorpresivo, ya que se esperaba que al mutar la sefial de
procesamiento el proceso de poliadenilacién se alteraria, como se ha visto al mutar la sefial
de poliadenilacién (datos de nuestro laboratorio en donde hemos encontrado que la actividad
de CAT esta disminuida). Nuestros datos sugieren que la secuencia mutada esta funcionando
de manera similar a la original, o bien que hay alguna sefial alternativa para el procesamiento

del RNAm que esta funcionado en lugar de la original.
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Por lo tanto se decidi6 determinar el sitio donde se lleva a cabo la poliadenilacién del RNAm
de cat expresado en células transfectadas con pCCCGG-11. Por ello se hizo un ensayo de 3’
RACE a partir de RNA poly A+ extraido de las transfecciones hechas. Si el sitio de
procesamiento del RNAm se conserva se espera un producto de ~540 pb para el primer
amplificado y para el PCR anidado se espera un producto de ~ 480 pb. Si hay una sefial
alternativa para el procesamiento, se observara una variacion en el tamafio dei producto de
PCR.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 17. Los productos de la primera
amplificacion y el PCR anidado se verificaron en un gel de agarosa 1.5% en TAE IX (Fig.
17, A). Para comprobar que los productos amplificados correspondian a cat, se hizo un
Southern Blot (Fig. 17, B) en donde los productos de PCR se hibridaron con una sonda

homologa para cat.

Fig. 17. A) Gel de agarosa 1.5 % en TAE IX. Carriles: 1) Contro! positivo de hibridacion,
2) 4 Hind 11, 3) Control negativo de la primera amplificacién, 4) Primera amplificacion
CCCGG-11, 5) PCR anidado CCCGG-11, 6) Control negativos del PCR anidado, 7) 1 Hind
1. B) Southern Blot del gel (A). Sonda: fragmento de 420 pb Eco RI/Sst I del plasmido
pAC22CAT-1 (sonda homologa para cat).
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Como se obtuvieron productos de amplificacion con la técnica de 3° RACE, esto
sugeria que el transcrito de caf se encuentra poliadenilado. La obtencion de productos de
PCR de tamafios similares a los esperados, hace suponer que el RNAm se esta poliadenilando
en el mismo sitio (o en un sitio muy cercano) al mutado.

Para poder conocer el sitio donde la poliadenilacion esta ocurriendo, el producto del
3> RACE de CCCGG-11 se clond en el vector TOPO. De ahi se obtuvieron un total de 339
colonias.

Se tomaron 36 colonias al azar y se hicieron minipreps; debido a que se obtuvieron
plasmidos de distinto tamafio, éstos se digirieron con Eco RI para determinar la presencia de
insertos. De las clonas que tenian inserto del tamatfio esperado, se selecciond la clona 28 y se

secuencié con el oligonucledtido CAT 11 (4 pmol/ pL).

La secuencia que se obtuvo fue la siguients

cDNA CAATT-9 5’...GCGTAGGAGCTCACT " ~AACAATTTCGGTATAATATATTTCAAAAARRAADAAA. . .3/

CDNA CCCGG-11 5’ .. .GCGTAGGAGCTCACT T ~AACAATTTCGGTATAATATATTTCCCGGAAARAAAADA . . . 3

Secuencia de los plasmidos:

CAATT-9 5’ ...GCGTAGGAGCTCACT ! CAATTTCGGTATAATATATTT CAATTAACTAACC. . .37

CCCCGG-11 5’ ...GCGTAGGAGCTCACT "~~ CAATTTCGGTATAATATATTT"‘.T:'%ACTAACC. ..3

Fig. 17. Comparacion del cDNA de car expresado por células transformadas con el plasmido
pCAATT-9 (parental) y el cDNA de cat expresado por células transformadas con el plasmide
pCCCGG-11 (mutante). Se muestra también la secuencia de los plasmidos. La flecha indica el sitio
de procesamiento del RNAm. En color rojo se muestra la sefial de poliadenilacién y en color verde
la sefial de procesamiento.

Como se puede observar en la Fig.17 en la secuencia del cDNA de CCCGG-11, al ser
comparado con el cDNA de CAATT-9, se puede ver que el procesamiento de los RNAm de

cat, se estd realizando después de la mutacion de la sefial de procesamiento, lo cual indica
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que la secuencia AACT que se encuentra rio abajo de la sefial de procesamiento original,
podria estar funcionando como sefial alternativa para el procesamiento y poliadenilacion.
Esto se apoya en el trabajo previo de nuestro grupo (Espinosa y col., 2002) donde se
observa que la secuencia AACT, es un tetranucleétido que se encuentra en el sitio de
procesamiento de uno de los genes estudiados (gen de la ATPasa del reticulo sarcoplasmico-

endoplasmico dependiente de calcio de T. vaginalis).

Los resultados encontrados son muy interesantes, ya que aunque la sefial original de
procesamiento fue alterada, los RNAm siguieron siendo poliadenilados en lo que podria ser

un sitio alternativo de poliadenilacion (AACT).

También es interesante el encontrar en este caso una actividad de la enzima CAT mas
alta a la del plasmido parental, lo que sugiere que por alguna razén hay mas produccién de
enzima. Esto podria deberse a que sean un poco maés estables los RNAs mensajeros
producidos, quizés por la presencia de una pequefia zona rica en GC(generada por la
mutacién), siendo que la regi()n original 3° UTR donde se hizo esta modificacion es rica en

AT.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

3 La sefial CAAUU funciona de la misma manera que la sefial CAAAAUU, ya que

permite que se lleve a cabo la poliadenilacién en el mismo sitio, (C]).

©8 Sjla seflal CAAUU es mutada a CCCGGQ, el sitio de procesamiento del RNAm se altera

y se utiliza el sitio alternativo CAACU.

@38 El tener transcritos poliadenilados con el plasmido mutante pCCCGG-11, demuestra que

existe una sefial que funciona de manera alternativa en el procesamiento del RNAm.

PERSPECTIVAS

©38 Secuenciar otras clonas de cDNA obtenidas por 3’ RACE de células transfectadas con el

plasmido pCCCGG-11.
3 Mutagenizar la posible sefial alternativa de procesamiento (AACT) y evaluar su efecto.
38 Realizar una mutagénesis dirigida a la sefial minima de procesamiento de los transcritos
primarios (CAATT), de una manera menos drastica, tan solo invirtiendo el

tetranucledtido y analizar el efecto producido, (CTTAA).

8 Realizar ]a delecion de toda la secuencia CAATT y evaluar su efecto.
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APENDICES

APENDICE I (SOLUCIONES)

Solucién concentrada de ampicilina: 100mg/mL, concentracién final en las cajas 100 pg/mL.

Medio SOC
- 10 mL de medio SOB
- 200 puL de glucosa iM

Medio SOB

- Triptona2 %

- Extracto de Levadura 0.5 %
- Cloruro de Sodio 10 mM

- Cloruro de Potasio 2.5 mM
- Cloruro de Magnesio 10mM
- Sulfato de Magnesio 10 mM

Medio LB sélido (para 1 Litro)

- Triptona--------=------=-=~-- 10g

- Extracto de Levadura------ 5¢g

- NaCl 5g

- NaOH 10M---mmmmmeeeeaee 0.3 mL
- Tris IM pH = 8--~-mmmmmm- 10 mL
- Bacto agar----------=------- 15g

- TriptOna----------nmmmnvmmem- 10g

- Extracto de Levadura------ S5g

- NaCi Sg

- NaOH [0M-------eeeeeem 0.3 mL
- Tris IM pH = 8------———- 10 mL
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Solucién I: (Preparar 100m]l).

-Glucosa---------------—-- 50mM
-Tris/HCI pH=8--—--——-25mM
-EDTA pH=8-----—--—--- 10mM

Nota: Preparar a partir de las soluciones concentradas ya estériles y ponerlo en un frasco estéril.

Solucién II: (Preparar 5ml)
-NaOH 0.2N
-SDS 1%

Nota: Preparar a partir de las soluciones concentradas ya estériles y ponerlos en un matraz estéril.

Solucién II: (Preparar 100mL)

-Acetato de potasio SM 60mL
-Acido acético glacial concentrado ——-------—---— 11.5mL
-Agua bidestilada estéril- 28.5mL

Nota: Preparar a partir de las soluciones concentradas ya estériles y ponerlos en un frasco estéril.

TAE 50X (para 500 mL)

- Tris base ~--—--———=-m-ememeee 121g
- Acido acético glacial ----vmem-- 28.55 mL
- EDTAO05MpH=8 -oeeev 50 mL

TAE 1X (para | Litro):
-20 mL TAE 50 X
- 980 mL H;O bidestilada

TBE 5X en HyO DEPC (para 1 L):
- Tris ~—=—mmmmer e 54¢g
- Acido bérico ----—------- 274¢g
- EDTAO05M pH=8 --20mL
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TE 102 mM
- Tris pH =7.4 - 10 mM
S <1 ) /- ——— 0.2 mM

TBE 1X/ H,0 DEPC
- 200 mL TBE 5X/ H,0 DEPC
- 800 mL H,O DEPC

PBS/DEPC pH =8 (para IL):

- NaCl 8¢g
- KCl 02¢g

- NaHPO, ----mmmmmeenmeaeee 144 g
- KHPOy oo 024 g

Medio TYM pH= 6.2 (para 500 mL):

- Peptona ----------creeev 10g

- Extracto de Levadura --- 5 g

- Maltosa ~-~-----mme - 25g

- L-cisteina -——=-rmr=mnmnnn- 05g

- Acido ascorbico-—------ 0.lg

- KH,PO4 ---—---meememeee 04¢g
Solucion TEN

- Tris-mmmmmme- 40 mM pH=8

- EDTA-———--- ImN pH=8

- NaCl -----—eem- 15mM

Esterilizarlo por autoclave y consérvalo a temperatura ambiente

Medio NZY+
- NZ amina----r-----===-=--= 10g
- Extracto de levadura--------- 5g
- NaCl 5g

Ajustar el pH= 7.5 con NaOH, esterilizar por autoclave
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Suplementar el medio NZY+ antes de usar con:

-MgCly IM-—oeeemmeeev 12.5mL
L 12.5 mL
- Glucosa 2M-----mnnn-- 10 mL

Esterilizar por filtracion

Solucion desnaturalizante (para 500 mL)

- Tris/HCI 2M pH=7.5----neemn 125 mL
- NaCl 87.66 g

Solucién de transferencia:

- NH4AC ~-nv M
- NH,OH--—--1M
- NaOH -—---- 0.02N

Solucion de hibridacion

- Formamida------ 50%

- SSC-emm - 5X

- Tris —=mmmmeemmmee 50 mM pH=7.4
- Denhardt's ------ 5X

- SDS—-—r- 1%

SSC 20 X (Sodium Chloridal Sodium Citrate) en H;O DEPC

- NaCl-—-—---3M

- Citrato de Sodio dihidratado-------- 03 M

Ajustar el pH= 7 con 1M HCI
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Solucién concentrada de cloranfenicol tritiado 0.2uCi/pL
Tomar 125pL del vial original de cloranfenicol-H3 (250 puCi en 250pL de etanol). Agregar 480 pL de
etanol absoluto y 40 pL de solucién de cloranfenicol sin marcar 50 mg/mL para lo cual se pesan

100 mg de cloranfenicol y se disuelven en 2 mL de etanol al 50%. Se mezclan y se guarda a -20°C.

APENDICE 11

Secuencias de Oligonucleétidos

Oligonucledtidos Secuencia
CAT-CAAUU 5-CGGTATAATATATTTCAATTAACTAACCTTTTTTC-3’
RC-CAAUU 5’-GAAAAAAGGTTAGTTAATTGAAATATATTATACCG-3’
Ambar-CCGG 5’-CGGTATAATATATTTCCCGGAACTAACCTTTTTTC-3’
BLV-CCGG 5’-GAAAAAAGGTTAGTTCCGGGAAATATATTATACCG-3’
AP 5-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'
AUAP-B 5'-GGATCCGGCCACGCGTCGACTAGTAC-3'
CAT 10 5'-CACATTCTTGCCCGCCTG-3'
CAT 11 5'-GAGCTGGTGATATGGGAT-3'
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Programas de PCR

Programa PCR “CAT-CAAUU” (mutaci6n)
Oligos utilizados: CAT-CAAUU y RC-CAAUU

APENDICES

<4—— Apgregar la enzima PfuTurbo

Paso # Tiempo Temperatura
[ 30s 95°C
2 30s 95°C
3 1’ 55°C
4 10’ 40s 68°C
5 Repetir desde el paso #2 , 18 veces
6 20h 4°C
7 END

Programa PCR “CAT-CCGG” (mutacién)

<—— Agregar la enzima PfuTurbo

[— Agregar la enzima Pfu

Agregar la enzima Pfu

Oligos utilizados: Ambar-CCGG y BLV-CCGG
Paso # Tiempo Temperatura
1 30s 95°C
2 30s 95°C
3 I’ 55°C
4 10’ 40s 68°C
5 Repetir desde el paso #2 , 16 veces
6 20h 4°C
7 END
Programa PROCE]1 (ler PCR
Paso # Tiempo Temperatura
1 2 80°C
2 I’ 94°C
3 2 45°C
4 3 72°C
5 Repetir desde el paso #2 , 30 veces
6 5’ 72°C
7 24 h 4°C
8 END
Programa PROSC2 (PCR Anidado)
Paso # Tiempo Temperatura
1 2 80°C
2 1’ 94°C
3 2 43°C
4 3 72°C
5 Repetir desde el paso #2 , 30 veces
6 10° 72°C
7 20h 4°C
8 END

54



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Planteamiento del Problema
	4. Hipótesis y Objetivos
	5. Metodología
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones y Perspectivas
	8. Bibliografía
	9. Apéndices

