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I. INTRODUCCIOXN

1. ANTECEDENTES GENERALES

Las técnicas elecctrofaréticas desempefian- un papel muy
importante para la caracterizacién v purificacidn ~de
‘macromoléculas de dimportancia biolégica. Fueron utillizadas por
‘prlhera vnz,<en 1937, por el quimico sueco, Arne Wilhelm Kaurin
Tisellus para separar las protcinas séricas (Cooper, 1977; Alagdn

y Possani, 1983),

En biclogia molecular se ha usado a la electroforesis como
una. herramienta .cotidiana, ya gque la mayorfa de las moléculas
*invelucradas en los ’ procesos biolbgicos presentan carga
eléctrica, por lo que son capaces de migrar en an campo
‘eléctrica. Generalmente la separacién de moléculas diferentes de
ADXN, depende del.tamafio, de Ja forma, de la carga, de! potencial
eléctrico y de la resistencla fricclional, propliedades que
caracterizan a cada molécula (Rickwood y Hames, 1985}

Actualmente se utiliza l1a electroforesis convencional en gel
'que prupoéclonn un efecto de tomizado que puede ser manipulado
para aunentar. la eficiencia do la separacién de macromoléculas
couplejas como es el ADN (Alagén y Possani, 1983; Cooper, 1977).
Un gran‘vprobloma de Buto tipo de electroforesis son los efectos
secundarios los cuanles pucdhn ser:
a) Calor.,pfaducido por el alto voltaje del corrimiento
clquro{orétlco. el cual puede producir desnaturalizacién de
“'moléculas  termosensibles  as! como alteraciones (fisicas. del
siﬁtena (como puede ser, la distorsién de las bandas) [Alagén y
Possani, 1983] y b) Erectonvalnctrogndés-otlcos. que'conslaten en

" el movimlento " neto deo liquido. hacia el cﬂtodn'gr!ncipd;mente. lo

" cual trae como comsecuencla alteraciones en la:movilidad .de.la
" partfcula cargada (Alagén vy Poassani, 1983). -
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1.1 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Un gel es una red tridimensional de un polimero disperso en
un  solvente, Se han utilizade diferentes materiales para los
geles, inclufdes agar, agarosa y polijacrilamida {Rickwood y
Hames, 1985), los cuales se usan de acuerdo al tipo y tamafig de
las moléculas que se desean separar,

%

El polfimere para la producclén de geles mAs utilizade en

"blologia molecular, es la agaraosa (Tinoco ey al, 1980; Alagén y
Possani, 1983). El ponder de resolucidn de estos geles depende de
fn concentracldn - de agarosa, que generalmente es de 0:5 al-2 %
(P/V) (Rickwood y Hames, 1985); de¢ manera que para moléculas muy
grandes e utilizan geles dilufdos y pura moléculas de bajo peso

molecular, geles mis concentrados.

Las moléculas por separar en geles de agarosa, se¢ aplican en
un punto del gel (generalmente en el chtode [Rickwood y Hameé.
19851}, las cuales migran a diferentes velocldades de .acuerdo a
su tamafio y carga y se scparan.en zonas discretas con un perfil
de dlstribuciﬁn Gaussianu, cuya distancia. de migracién es
directamente proporcional al voltaje aplicado y al tiempa. Al
final de la corrlida electroforftica, la locatizacibén de las
>noléculaa que se  han separado en los medios eie;trororélicns
pueﬂén.visuhllzarae por medio de . .la utilizacién .de difercntes
métodos de .tincidn, como: )

“a) Tinci6n ‘con Bromuro, ‘de etidio; en dunde’sé aprovecha 1a
fluorecencia induclda ‘per la luz ultravioleta en-las moléculas
de bromuro de etidio Intercaladas entre las bases que cdnfjguranj

~el ADN.- Otra ventaja de este método es 1a cuanglflcab}én de[
‘; ADR cpntcnldo en hn gel; ya que la cantidad puede seér esllmadh 0l
comparar. lﬁ fluorecencia .de  la - muestra cnﬁ ~@na sqrje_’de[
’;;arcadqres del ADN. de concentracién conocida: Con.este ﬁéfodb

pueden detectarse hasta 10 ngr de ADN (Schlelf y Wensink. 1981)...
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b) Tinclén de plata: este es un método que recientemente se
d!sefie para gpeles de ngarosa, con el cual es posible detectar
hasta 5 veces menos la cantidad del ADN observada con bromurc de
etidio (Gottlieb y Chavke, 1987).

1.2 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA DE ADN

La electroforesis se utiliza ampliamente .para. el anéilisis
del ADN:. 'Su uso se extlende desde la determinacién de la
secuencia. de nucleotlidos hasta la separaci6n de moléculas del ADN
‘de  tamafio cromosémico. Generalmente la  separacli6én del ADN se
lleva a cabo a pll neulros, en eStas condiciones el ADN se
enchentra cargado negativamente. Estas macromolé&culas en-forma de
espiral; tieneﬁ una densidad de carga generalmente uniforme  a lo
largo de la molécula, ésto’ hace mantener una relaclén
proporcional entre la cantidad de carga eléctrica transportada y
el peso molecular (Tinoco et al, 1680; Alagén y Possani, 1983).

) En geles de agarosa convencionales pueden sépararae
molécuias del ADN de 1 a 50,000 pares  de bases tpb) du,ncﬁerdo;
cawo ya -se mencioné, a la concentracién de agarosa.que conforma
el gel pudfendo obtener resoluciones de moléculas gue difieren en
&An s6loc f a 0.5 % de su peso {Rickwood y Hames, 1985; Fangman,
1978). Bp " este sentido la. electrofaresis provee un métado
versduil y. segure  de ‘conecer no s61a ¢l peso molecular sing
también de distinguir las diferentes formas ‘topol6gicas dei ADN:
v11nea1, circular 'y superenrrollado, ya  que é&stas  presenantan
distintas movilidades electroforéticas aunque  tengan el mimsmo
peso molecular (Tinoco et al, 1880: Alagén y'Pbssani. 1983).

. En este mismo tlpv de’ electrororesis convencional “se
" observan iovllldades an6malas en moléculas de nés de 50,000 pb,
 con‘1n “ consecuente pérdida- de resolucifn {Fangman, 1978);:Bsth
“linitante se‘trétﬁ de  superar "al utilizar geles. de ' muy.baja
S concentracién. " de-agarosa, con-los cutales se.hﬁﬂ Fod{go_suﬁarég




moeléeculas de 800 Kpb, pere los geles son dificiles de manipular,
alemds de que sc¢  requieren tiempos de corrida muy . largos
(Pangman, 1978; Schwartz et «l, 1983; Schwartz y Cantor, 1884;
Serwer, 1981); ésto habia impedido gue 1as moléculas del ADN de
gean tamnfio o de tamafio cromesdémico pudleran ser analizadas en

electroforesis.

Para tratar de vresolver el problema del estudio de las
moléculas del ADN de tamafio cromosémico, en genética y biologia
molecular, se disefio 1a técnica de fragmontacl6n del ADN con
endonucleasas de vrestriceidn. Las fragmentos resultantes se
analizan en electroforesis vy posteriormente se unen los
fragmentos para obtener una vista cromosdmica (Schwartz y Cantor,
1984).  Esta técnica presenta un gran problema ya que el
tratamiento destruye en gran parte la informacién detallada de
las moléculas de tamaflo cromosémico (Schwartz et al, 1983).

2. ELECTROFORESIS DE CAMPOS ELECTRICOS ALTERNADOS (ECEA)

Recientemente, Schwartz y Cantor (1983), desarrollaron una
técenica electrofurét{ca capaz de separar moléculas de ADN
cromosémico de hasta 9,060 Kpb, lo cual permite su purificacibn. y
anflisis, con 1o que han proporcionade una herramienta Gtil para
el. estudio de 1la estructura y organizaci6én pgenética. Eats

_téenica se ha llamado electrnforesis -en gel de agarosa con

campos electricos alternados: ECEA.

La wmovilidad anémala de moléculas grandes del ADN en
_electroforesis en pgel, puede deberse a un efecto de condensacidn
de-las moléculas al entrar al gel, causada por ~e¢l volGacn de
ifquido que se excluye. cuando el ADN penetra eu Jos poros del
gel que son mds pequefios que el tamafio de la molécula (Schwartz

et al, 1983).
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La téenica de ECEA, proporciona una nueva manera de usar la
gatrfz 2l gel de agarosa y el campo elGetrice, con lo que se
produce una electroforesis basada en diferencias Intrinsecas de
mavilidad (Schwartz et al, 1984; Klotz y zimm, 1972).

La primern cémara de BECEA (Shwartz et al, 1983}, wutiliza
dos pares de clectrodos, -un par estd colocado en direccion
horizontal.y. el otro en direccién vertical, los cuales se activan-
alternadamente a intervelos de tieampo {pulsos). (ng 1);

Al aplicar un campo eléctrico, se produce la dlsturqlén y
alarzanlentoide las moléculas de ADN, de manera que las moléculas
se orlent3n en los poros del gel, con un movimiento independiente
del peso. molecular. Con la aplicacién- dol otro campo-eléctrice
que actia a un &ngulo de 90° con vrespecto al primero, se
pronneve : que - las nmoléculas sc reorienten hacla otro. nueve
.conjunto de poros del gel ¥y migren de acuerdo al peso molecular
(Schwartz et al, 1083; Klotz y Zime, 1972).

En cste slstons electroforético . las moléculas estén dentro
.de 'un_ciclo continuc - de orlentacién, migracién'y reorientacién.
Donde parte del pulso lo emplean en la reorientacifn y el Tresto

en migracidn.

El tiempo de reorlentacifn se afecta por: la magnitud dela
fuerza aplicada a la{\nolégula. por el campo 'eldéctrico, ﬁor la
_duracibén de esta fuerza, por.la resfsééncin a “la reorientacién
‘causada por la matrfz de agarosa y‘por la energiabférﬁiéu‘y‘ei

péso molecular del ADN {Chu et al, 1886). )

Debido a que el .tiempo de reoriehtnclén_estﬁ en funcibn del =%

peso ‘molerular, las poléculna pequeﬁaé se. reorientan n&s;rébfdo

. que. 145 moléculas nks grandes. De ‘manera que el pulso ‘ps‘crI(Iédvzi

-mpara determinar 1a. . movilidad de ‘una  molécula-

- del - ADN “en
‘particular. Con pulsos cortos, ~una - molécula. del

. de zfqd:f

‘tamadio o es. sensibla  al ‘cambia . Hg‘ﬂ}iqcpibﬁ' yi cﬁibo..pbri"
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" Pig 1. Ilustracién esquemfitica de 1a electroforesis de
ca-pol eléctricos alternados. . ;

TRy D lolacula ‘del ADN antes y después de la aplicaclén del campo
eléctrico horizoatal.

-3 Nolécula del ADN antes de cnlblar ‘el camspo eléctrico
horizontal s vertical.

d - Después de ua: tlesmpo de haber -pllcndo el ca-po ol‘otrlco
- vertlc-l. . .



consiguiente su migracidn es semejante a la de una electrotoresis

normal, de acuerde al vector resultante de los dos campos y H
pulsoes puy larges, ¢l tiempo requerido para la reorientacidn cs
muy pequefio comparado con el que ocupa la molécule aigrando o
través del campo, el resultado es también una slectroforesis
noraal, sdlo que en este caso, primero en una direccibdn y luego
en otra (Schwartz y Cantor, 1984; Sumith et al, 1987a} (Fig 2).
De acuerdo a lo mencionado anterjformente, el parfmetro que se

nide experimentalmente es la movilidad.

A diferencia de la eclectroforesis convencional, en ECEA, la
retacifn "entre el {ntervalo de migracién y el tamafio de la
molécula es lineal {Schleif y Wensink, 1981;  Carle ¥ Olson,
1964) .

Dado que el pulso es lo que produce que las moléculas de
clierto tamafio se muevan a una velocidad de  migracién
caracteristica, se ha encontrado que exliste una relactfn entre

_éste y el tamafio de la molécnla més grande que se desea resolver,
lo cual s una medida del intervalo de separacién éptima ($mith
et al, 1%87a), ‘

Al igual que la electroforesis convencional, 1la aplicaclibn
de esta técnica con altas concentracioncs de agarosa y voltajes
altos, permite separar di!ercntcﬁ formas topolbgicas da_la;
moiéculas del ADN e identificar las formas ramificadas tales como
tqnedorés_de replicacién y formas intermedlas .de¢ recozbinacién.
que ‘m!gran mis lento que las formas lineales {Rell y‘ﬂyers.
1983),

En general se considera que todas las variantes -de
clectrofoiesis en yel con campos eléctricos a;ternadns. se basan ..’
en éstns princlpios, sin embarge .actualmente no exlsfe un marco
tefrico filsicoquimico ~ bién fundanantado en cuanto a la tnofin de
ECEA. . .
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Plf 2.. Se .muestra el efecto del pulse, con respecto‘alj, B :

"‘ ‘paiaﬁo de la molécula del ADN.

a. En el extrecao de pulsos. cortos : )
b, Utilizacién “de pulsos largos .
---= Dlrecclén del-campo oléctrico

Kovimiento real de la molécula
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De acuerdo & lo anterfor, las separaciones en ECEA son
sensibles a muchas varlables experimentales, inclufdos ef
pulsao, la fuerza del campo eléctrico, la concentracibn de

agarosa, la temperatura y la duracibn de la corrida (Smith et al
1987a; Snell y Wilkena, 1986).

Por ejemplo, el pulso en relaclén inversa con 1la fuerza del
carpo eléctrico, son log determinantes crliticos para la
separacién de las moléoulas de acuerdo a su tamaflo. Bsto. es, si

la fuerza del campo aumenta,.el pulso deberd ser menor.

Otra variable es la temperatura del gel durante ]uvcorrldﬂ.
ya que. los geles se corren a una potencia relativamente alta (60
Hatté) y corriente alta (200 mA), lo que en consecuencia provoca
el incremento de la temperatura, ésto ' puede solucionarse con la
recirculacién y enfriamiento del amortiguador en el cual se lleva
a . cabo- la electroforesis. Se obtienen mejores resoluclones

cuando los geles se encuentran crelatlvamente frios (4 a 6 °C).

La duracfén de la ‘cnrr!du tiene efectos importantes en al‘
patrén de bandas obtenido. Esto se debe a la gaonetrIA del cnipo
de ailgunos de los sistemas disefiados, en los cuales las
moléculas no migran . a una velocidad constante a lo largo del
experimento, pues el 4ngulo entre las dlreccionbs‘ del campo
eléctrico, asociado a cada uno de los dos barcs de clectrndoé,
cambia de 80° en la parte superior del gel a un’ fngulo més
grande gh la parte inferfor, de manera que el campo neto-.a lo
targo del gje principal del gel: disminuye. La wmovilidad neta de -

‘todas ‘las moldculas tambilén disminuye conforme éstas migran en el

gel, con lo que sc acumulan en ia parte inferior dnf'geliv Dor'lg
tanto, la separiclén entre las bandas llega 'a un maximo en
funcién del tiempo (Carle 'y Oison, 1984; Chu et al, 1988). Entre
los sistemas . d{sefiudos de ECEA ha sido modificado el &ngulc de

jreorlentnclén‘y se puede obtener mejor resolucién a todo lo largo .

del eél, va ‘que en .éstos, la duracibn de la corrida no.afecta en:
alto grado ‘el patrén electroforético obtenidu‘(Chu,at_al, 1988). ;
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E]l método de CCEA, promete revolucicnar 1a prictica de la
genética molecular, debido a que permite analizar vreglones
gendmicas de gran tamafio, que no se habian podido eatudiar por

otros métodos, como se muestra en la figura 3.

2.1 APLICACIONES

Tas aplicaciones de la electroforesis de campos eléctricos

alternados (BCEA), se pueden dividir en tres categorias:

a) Separacién de cromosomas completos (oh!énc&ﬁn de
carfotipos moleculares)

b) - Construccidén de aapas de rostricclién de fragmentos
grandes de regiones cromoasbémicas y,

c) Purificacién de fragmentos para su posterior

clonaci6n,

Se ~ha -utilizado en ‘el estudio de  moléculas del ADN de
tamafio cromosémico .y ‘subcromosbémico de una gran variedad de

organismos.

a) Separacibén de cromosomas completos (ubtcnclﬁﬁ de

cariot{pos moleculares) ’

En 1984, Schwartz y Cantor describjeron el uso de este
sistema electroforético y presentaron. la primera sepa?uclén de
.cromosomas de levadura.. Poco después del degcubrlmiento inicjpy.‘
.se sépararbn .cromogomns de wuchos otros:eucariontes vrimitivoaiﬁ
fragmcotos del ADN muy grandes, T

La {écnica de. ECEA se hn utilizado para generar ca{iu{ypns
‘electroforéticos de varlas cepas -da Saccharnmyces:nefevisléev
(échvartz y Cantor, 1984; -Carle y 'Dlsbn. 1984 :Cgr!e yyolsénn
'.1985)' En este sistema se hapn podldo’iecnnﬁcer'hnﬁtp.lﬁibunduh N
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Blectroforésis de campos
elsctiricos alternados

Cromosomas
artificiales

- Transferencia e

hibridacién
) [ Secuenctacién J Umanl
genstica
L_‘_._...l

|3Intesls l Clonacién l .| citogenética

l°l°~
.

“pares . 1. 1ol 102 103 0% 105 105 107 108 - 109
dc N bﬂ!es 1S - A A 2. I s 'y A A A
X174 X " E. col4 D. mela-
no‘aster

' Ho!

Levaduras

Fig '3, Se muestra la gran.  varfedad de ;‘técnlcaa ut‘lllzadag,-ﬁ
para: - obtener informacidn detallada ~del ‘genoma -de varios '

.organismos. Cada una de las técnlcas analiticas es efectiva ‘en’ un

intervalo.de magnitud limitado. En particular, el-intervalo entre
1"X710" 'y 2 X 10% pb no se habia padide estudlar. hasta el .diseilo:

de la técnica de electrorarasls en gul con: alternnncin de canpos
eléctricos,
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especificas de cromosomas (Chu et al, 1988).

Se he obten{do el cariotipo molecular de

Schizosaccharomyces. pombe. una levadura que presenta en estado

haplolde tres cromosonas, con lo gue sc¢ ha extendide el fntervalo
de resoluciébn de ECEA hasta 9,000 Kpb ({Smith et =z}, 1887a;

Stéwart et al, 1988;  Vollrath y Davis, 1987; Turmel y Lalande,

1988). - De  Candida albicans se ha obtenido un cariotipo.
molecular, 'y presenta moléculas de hasta 5,000 Kpb (Vollrath y
Davis, 1987).

Esta. técnica también se ha utilizado en el estudio de

‘organismoa unicelulares parfésitos, entre’ ellos Plasnodium
falciparunm, dondo s¢ han observado polimorfismos del tamafio del
ADN c¢romosbémico debide a frecueutes deleciones en pob]aclhnes
naturales (Wallilker et al, 1987; Langsley et -al, 1987; Corcofan
et al, 1986; Van der Ploeg et al, 1985), alguna; especles de’

bTr!nanosom& (Engman et al, 1987; Gibson y Miles, 1088: Bernards
@t al, 1986; Van der Ploeg et.al, 1984), Lelshmania sp. (Hoimes
et al, 1886; Garvey vy Santit, 1986) y Gilardia lamblia (Adam.et
al, 1988); en estos organismos se han detectade polimorfismos v

una gran plasticidad genémica Inter- e intra-cepas. lo. gue les
vcont!gre algdn tipo de variabilidad antigénica (Van der Ploeg et
al, 1985).

Los carfotipos’ moleculares obtenidos de diferentes especies
‘de ' Lelshmapta, -han sido. Gtiles en J¥a ~elasificacién - .y el
diagnéstico clinlco de Leishmaniasis {Garvey ¥y Snnt;,,;npé).'

_También, . se .ha observado que  la vesistehcia. a  drogas ‘que’.

 =prescnta Leishmanjn mayor ea provocada por la amplificacidn de

ﬁn ADN estable presente en cf{rculosn extEncromosémlcos (Holmes et

al; 1986). : ‘ ' : o
Este nuevo sistems electrofnféticn es fitil ‘en: el aﬁéliQiaJ

de wuchas . caracterisicas cromosémicas, las -cuales  e¢ran
vrlmposibles de - estudiar, debide "a que el ABN en ngunns éshedies>
ceucarionticas ‘no -se -condensa, - o a . que- lss’ hprcxlnackonesv




senéticas clidsicas 1o pueden utilizarse, ya que estas especics

stuelen carecer de intercambio genético.

Por otro lado, el anfilfsis directo de los cromosomus
completos de humanes, estd todavia fuera del alcance de las
técnicas de ECEA. El anflisis de moléculas grandes requiere su
roepimicate’ por endonucleasas de restriccidn. Las enzimas
utilizadas en la actunalidad suelen producir fragmentos de ADN muy
grandes, que se han separado por medio de esta técnica.

b) Construccién de mapas de resiricidén de {ragmentos

grande§ de regliones crumoséulcné

La rlectroforesis de campos eléctricos "alternudes . en
combinaclén con enzimas de restriccién de baja frecuencia de
~corte, proveen ‘un puente  entre las tecnologias extremas de:

citegenética y mapeo de restriccién de fragmentos peyuefios,

En este contexto Smith y . colaboradores {1987b)
construyeron un mapa rfsfco  del genoma complete de Echerichin
€0li, con fragmentss de 20 a 1,000 Kpb, separados en ECEA. Este
mapa ha facilltado lés estudios. de genética y Dblologfia molecular
de ésfe organisme y 8u . construcelén sirve de nrodelo paras

posteriores estudios cn genonas mfis grandes.

La posibilidad de construfr mupas  fisicos .del genona por

medio de ECEA, ha tenido un Inpacto significativo en los estudios 5'7

genéticos de oarganlsmos. y scgurannntc~'en el  futuro podré -
realizarse en el genoma del humano - ( Gemmill et al, 1987; Van
" ‘Ommer- et al, 1986; Kenwrick et  al, 1987; Hardy et al, 1086;

Lawrance et al, 19387).




c) Purificacién de fragmentus para su posterior

clonacidn

En adici{dén a los experimentos de wmapeo, la cvlectroforesis
de campos eléctricos alternados ha sido una técnica 4til para la
construccién y andlisis de bibliotecas gendmicas {Collins et atl,
1987; Povstka et al, 1987; Burke et al, 1087).

La técenica de ECEA facilita 1a seleccidn de fragmentos
grandes del ADN para ser clonados una vez que {&stos se han

cortado con cnzimas de restricciodn.

El primer reporte de esta Léculca es el de Burke et al
(1987)., en donde se demuestra la posibilidad de c¢lonar fragmentos
del ADN de un millén de pares de hases c¢n cromosomas artificiales

de levaduras ([YAC).

2.2 MODIF1CACIONES AL DISES0 ELECTROFORETICO DE ECEA.

Se han descrito varias modificaciones al disefio original de
la’ cAmara -electroforética wutilizada para ECEA (Carle y Olson,
1984; Carle et al, 1986: McPeek et al, 1986; Chu ct al, 1986;
Annand. 1988), que disminuyen los problemas del primer disefio,
cnfr? ellos la distorsibn en el patrén de migraclién, resoluclin

,no uniforme de linea a llnea y clertas complejidades enrla

construccién del aparato de ECEA.

‘nna de las modificaciones es la chmara 69 alertroforesie en
~gel - de agarcsa con - campos eléctricos ﬂ}tcrnadus y ortogonales.,
OFAGE, descrita por Carle  y 0lson (1884). En este . sistema la
distorsibén de las bandas se redujo al colocar los electrodes an.
»llas esquinas del gel, a casl 80° uno del étro, lo cual forma-un
gradiente én la fuerza del campa. En &ste disefio, se optlmlzﬁvel
6ng;]§ entre los - campos .con lo gque la reso{uutép aumento.

Anterlormente, se afirmaba.’'que la mayor  resoluclifn se debfa al”
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gradiente de la fuerza del campo aobtenide; Dpere fue hasta
después, que observaron rfue el dngulo furmado entre }los carpos
aplicados alternativamente, es critico para la sepuracibn de
macromaléculas. A pesar de estas mejorias, las separaciones en
OFAGE dan un efecto caracteristico de vidrio de reloj, que

cansiste en la deformacidn de las bandas.

Actualments tres grupos han demostradeo, «que los campos
eléctricos en gradiente no son necesarios para la separacibn y
que al aplicar gampos elfctricos uniformes cuya direceldén forma
un 6néu]o de reorientacién obtuso, se obtlenen los mejores
vresultndos {(Carle et al, 1986:; Chu et al, 1986; Annand, 3198R),

La varlaclén mis importante en é&ste sentida es la
proporcionada por Chu 'y colaboradores (1886), quienes usaron
caopos - eléctricos uniformes y alternades con un Angulo de
reorientaciébn de 120°*, El1 diseflc se 1llamd electroforesis de
campos eléctricos homogeneos, CHEF. Se trata de un arrénlo
poligonal de los electrodos olrededor del gel dque generan un
campo eléctrico ﬁnlforne. Cada electrodo se flja en un potencial
intermedio lo gque produce compos periféricos que sloulan la
sccidén de un par de electrodos idealmente lineales y de longitud
fufinita, con lo que el campo eléctrico seria 1lgualmente
Womogeneo. Bste arregloc de- electrodos es un factor fmportante
para obtener 1la resolucién de intervalos de tamaflo de las
moléculas, junto’ con la optimizacibn de las " variables
¢xperimentales mencionadas. En  este sistema se han  lograde
sépniur mol&culas mayorés de 5,000 Kpb (Vollrath y Davis, 1087).

. En poco ‘tiempo esta técnlca se ha desarrullndu_anpllanentd
{Annand, 1986; Larson et al, 1987; Stewart et al, 1958)Ay
proporciona uun mitodo de estudia . - de 1los organlshns.
Prln;ipa!nente de  organismos uniceliulares -parfisitos, buyau
secuencias de ADN que codifican informacidn especle-especifica,

‘esgﬁn empaquetadas en crorosomar .en el nﬁclgn. Bstés érnnds&nas

“no’ pueden ser observados en el microscoplo 6pt}§o debtdo a ﬁue'nQV
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se condensan durante el proceso de wmitosls del celular. De modo
que, sus  genes no pucdcn'spr mapeados en cromosumus especificos
por técnicas citogenéticas, afin en el case de gue se tengan

marcadores genéticos,

3. MODELO DE ESTUDIO: Entamoeba histolytica

3.1 GENERALIDADES

Entamoeba histolytica es un protozoario parfisito causante

de la - eafernmedad }lamada amibiasis, el cual afecta
aproximadazente al 10 % de la poblacibén mundial y en México es un
problena de salud pGbjica por su frecuencia y como causa de
mortalidad {Mathewsz et al, 1986).

3.2 CLASIFICACION

" REINO :  Protoctista
SUBREINOC :  Protozoarios
PHYLUM : Sarcomastigophora
‘SUBPHYLUM  : Sarcodlna
SUPERCLASE : Rhizopoda
CLASE : Lobosea
SUBCLASE H Ganémoebia
ORDER :  Amoebida
SUBORDEY : Tubulina
FAMILIA _ ¢ Endamoebldae
GENERG :  Entamoeba
ESPECIE : Entamoeha histolytica Schaudinn, 1903

{Whittaker, 1969; Levine et al, 1980)

" La:clasificacién de Ins - especies de Bntambeba,,se basa'en

el ‘nGmero de nGcleos en el - guiste maduro.  Entamgeba histnlxiica
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presenta  an quiste tetranucleade y es la Gnica de {mportancia

rédica (Mathews et al, 1986: Fausl et al., 1984).

3.3 CICLO DE VIDA Y ORGANIZACTION SUBCELULAR

Entamocba histolytics presenta lJas siguientes fases en sy
ciclo de vida: Trofozofto, prequiste, quiste,  metaquliste y

trofozoito metaquistico (Faust et al, 1974) (Flg 4).

TROFOZOITO. Fluntuan entre 10 y 60 micrometras de didmetrn,
sncﬁn el grado de actividad y 1a cepa. ¥s un.protozoario
relativamente primitive, anaerobico, que carece de mitocondrias
contiene un pequeiio reticulo endoplismico o Aparato de Golgt y en
s} citoplasma presenta una grah cantidad de vesfculas coﬁ
actividad dJde fosfatasa &cida. FLos movimientos y la fagocltosis
resultan de la formacidén de prolongaciones seudopédicas de la
mcmﬁrana celular digltiformes y largas o anchas y redondeadas
Algunos estudios han sugerido que 1a superficie de E£. histolytica
Juega un papel importante en lo 1isis dependicente de contacto con
las células de mamifero {Aley et =al, 1980; MclLaughling y Aley,
1085: Faust ‘et al, 1974). En ¢! centro de la masa cxtoplﬁsmkca‘
estd el ndcleo, que s esférico con un diémetro -de
aproximadamente Jla quinta o sexta parte de la amiba completa.
Este. se caracteriza por la ausencla de nucleolo y la presencia de
“an ﬁrﬁa definida come cromatina periférica, Algunos autores, -
consideran a ésta como el equivalente funclonal del nuclesle, -por
ser un drea relacienada activamente en la sintesis o acumulacién
de ARN {McLuouphlin y Aley, 1983). ) ) !

El nGcleo presenta como caracteristica notable, vesiculas o
cuerpas Intranueleates cen actividad de fosfatasa ﬁcida.iLu
~envoltura nuclear presenta gran cantidad de poros (Manuﬁhiln ¥
Aley. 1985: Martinez-Pnlonmo, 1982), la cual . no se disurlve
durante la dlvlﬁién nuclear. Se .cree que la divisidén ocurre conmo

Cunac mitosfis caracterfstica y que - probableméntp é} nGmero
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TROFOZOITC
(En tatestino grucSU)\\\\
PREQUISTE
QUISTE 1NMADURG
Mononuclecado
Binurleadn
TROFOZOITO : E e QUISTE MADURO
{En Intestino X | Tetranucleado
. delgado) . y N
Evacuaclin en
. heces
TROFQZOITOS - . | MEDIO AMBIENTE
METAQUISTICOS .
INGESTION |
MBTAQUISTE

(Libcrudus en intestino dclgudo)

CFlg 4. Citlo'de vida de Entumoeba histolytieca
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cromosdmico es <constante (Cervantes y Martfpnez-Palomo., 19805,

aunque éste no se conace,

Existe wmuy poca informacién 'sobre ¢sto en L. histolytica

obtenida por técnlcas de microscopfa electrénfeca y no ec¢ han

'vpudido fdentificar centriolos, huso acromatics, ni cromosomas ya

que éstos no se condensan en ningln estadie de la mitosis.

Durante algn tiempo, los trofozoftes viven y se
zsultiplican en las criptas de) Intestino grueso y utilizan luas

secreciones mucosas v las bacterias endémicas comp allmento.

ENQUISTAMIENTO. Sélo bajo clertas condiciones se produce el
enguistamiento. Esto sucede a medida que la materia fecal ‘se

dnshidrafu en la luz del colon. N

Los trofozoftes se condensan primeranente en una masa
esférica, y  forman e) piequiste. Entonces sec¢reta una cublerta
resistente y relativamente delgada que da lugar al Qquiste

Inmaduro.

El quiste maduro presenta cuatroe nficleas, producidos por
dos mitesis consecutivas del nficlea, cada uno de los cuales. es
vuna réplica del nficles original (Paust et al, 1974L
N B v
DESENQUISTAMIENTO. Ba sldo observado In . ‘vitre en
condicliones semejantes a las del aparato digestivo. El quiste no
.experimenta. cambloas npnrahtcs mientras se encuentra en lugares
“dnl aparato digestlve en donde ls. reaccléa del medio es Acida,
‘pero en condiciones .de pH neutro o ‘alcalino ae inicia su

germinacién,

Los “jugos digestives debilitan la pared -del . quléte y.
peémltenvque Ya amiba. multinucleada ¢ metagquiste, salga por una
Kendidura  de la pared que la envuelve. Inncdiatdméhte. el‘
citaplqsma,sé 'dlvldet de tal modo que - cada nficleo pisa,a ser 51;7
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centro de un pequeiio troforoite metaquistice (Faust et al, 18743,
COLONIZACION, Las trofozoftas metaguisticos de £
histelytica, no colonizan ! intestine deljado.  sine gque son

arrastrados hacjfa el clego en el intestino grueso, en donde se
establecen. Depende de su nidmero, e) gue uno o mis se ponga en
conlactn con 1a mucosa o se¢ alojen en las rcriptas glandulares.
Una vez que las amibas comlenpzan a alimentarse Vv crecer, llegan
a convertirse en trofozoltos normales y se completa el ciclo de

desarrollo (Faust et al, 1974).

3.4 PATOGENIA Y VIAS DE INVASION

Entnmoeba histolytica presenta un grnﬂ poder 1nvasivo de

los tejidos bhumanos. Actualmente, mno se ha podido demos+rar que
alguna cepa o variedad de E, histolytica no  sea patogénica
(Martinez-Palomo, 1982).

LESION INTESTINAL. La lesidtn tipleac es en la mucosa
lnfestjnal. donde. los trofozoites desarrollan .Glceras en el
ciego, apéndice o zonas contiguas del «calor ascendente. Las
célulns  epiteliales en contacto con las amibas  presentan

necroasis superficial.

Desde éstos sitios primarios de {avasidén se pueden producir
leslones secuhdarias en otras partes del Intestino, en drganos.o

tejidos extraintestinales (Faust et al, 1974),

LESIONES EXTRAINTESTINALES. Un eleQ&EE‘ porcentaje de las
infecclones extraintestinales se ublean en el higado, las cuales
groducen' hepatitis amebfana o en casos mls graves a! llamado
absceso hepitico ameblano. Comunmente la Invasldn continda hacia
el pulmén o 1la pleura derechos, pero en  ocasiones _puade
dirigirse a colon, perftonéoc u otros 6rgnﬁos abdominales, o hacla
la pared del abdomen o del t6rax (Faust et al, 1974)f
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En la figura 5, se presenta la relacidn entre los diversas
tipos de amibjasis extraintestinal y la ‘lesién primaria on el

intestino grueso,

El diagnéstico de 1la amibiasis, excepto en el caso del
absceso hepitico amebiano, estd basade en la observacién de E.
Lhistolytica, ya séu comno trafozofto o come quiste, en las
materfas fecales. En el caso de abscesos amebianos del encéfalo
por lo general fulminante, no se disgnhostica su naturalecza hasta

la necropsia (Faust et al, 1974).

E. histolvtica es objeto de amplio. estudio en México y en
etros paises, principalmente en la caracterizaclion de
virulencia, de acuerdo a la capacidad de invasién 'del parfisito.
Se ha profundizado en sus propledades biolbgicas como capacidad
de fagocitosis, adhesién a células blanco, efecto clitopitico y su

posible actividad citotbéxica.

La mayorfa de 1los estudios son de tipo bioquimico o
microscépico (McLaughlin y Aley, 1985; Aley et al, 1980), otras
grupas han estudiado la relacibén amiba-bacterias en la amibiasis,

. que es un factor importante en el crecimiento y patogenicidad del
parfisito (Hire!han, 1987). o

Los estudios de su organizacién genética y blalozig
molecular no han sido extensives. Se han reallizago nstudios
comparativos de caracterizacidn y contenidﬁ del ADN - de
diferentes cepas de E. histolytica (Lépez-Revilla y Gémez, 1978
Reeves et. al, 1971; Gelderman et al, 1871a), asf como el tamaiio
inacién de 1la composicién de . bases por

del genoma y la de
estudios de desnaturalizacidén térmica (Gelderman, 1971b).asi como
también la homologfa de secuencias en varias espectes de E.

histolytica (L6épez-Revilla y Gémez, 1986).
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. “"Se muestra la relaclén entre los diversos tipos dq'amlbiésj§ﬂ
.egtralntestinal ¥y 12 lesibn primarfa en el intestino grueso. ° :
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3.5 Entamoeba histolvtica TIPO LAREDD

Otra tipo de Entamoeba cnyo quiste @es tetranucleado es la
L histolytica tipo Luredo la ¢ual) wno ha sido cansiderada como
una especie separada, a pesar de gque presenta varias diferencias

fenotipicas .y genotipicas con E. histolytica tipica.

E. histolytica tipo Laredo, se alslé iniclalmente de
portadores asintombticos.,  Es morfoldégicamente Igual a las cepas
patogénicas de E. histolytica, de las cguales diftere
principalmente en su capacidad de multiplicarse a temperatura
snbiente {(Richards et al, 1966), en que no es patbgena y muestra

dlferunte sensibilidad a las drogas

Para obtener informacidn que -pueda servir en la taxonomfa
de} grupo Entamoeba, se han -hecho principalmente dos tipos de
estudios bioquimicos de diferencias v semejanzas

(¥artinez-Palomo, 1982).

Se han determinado diferenclas genotipicas al analizar el
ADY de cultives de E. histelytica. Los parémetros estudlados son:
ia cantidad de ADN por ©célula, 1la proporcién de bases y las
secuencias nucleotidicas, debido a su ‘caracteristica de ser
relativamentr ffjos .de cada especie 'y que ban dado buenos
testitltados  al ‘ser aplicados en la fllogenética y toxonomfa de
bacterlaé. En éste sentido se ha encontrado que: E. histolytica
presznta clinco  veces mds  cantidad de. ADN y | de _secuencias
repotitivas que E, hlstolytica tipo Laredo, por lo que &sta se
considera més primitiva, ademés de gue ¢l ADN muesntra difnrcncin§

cuantitativas y cualitativgs entre umbas {Martinez-Palomo, 1982)..

Con @stos  métades se han.encontrado diferencias dentro de
los miemhros de. un - grupo de E, histolytica tipicu.'FQBbfdo a
variaclones genotiplcas y fenotipicas, por lo:cual no pucden
‘utlliiarse para diagniéstico taxonémico. S
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ranes de

Reeves ¢ Bischoff {19GR) al demestrat gue los
isoenzimas son diferentes, han propuesto que E. histolytiea tipo

Laredo, pertenecce a una especlie diferente de las cldsicas cepas

de E, histolytica. Adiclenalmente, otras i{nvestigacioues a nivel
molecular tal como  la comparacian  de fragrmentos de ADN
repetitivo, han corroborado ésta  evidencia fisiolégica vy

bioguimica, Io que indica que E, histolytica tipo laredo y L.
histolytica no pertenecen a la misma especie

La posibilidad dr obtencr wun cariotipo molecular de f.

histolytica vy E. histolyticn tipo Laredo, seria de gran iaterfs.

va  que podria ayuwdar 2 comprender la variabilldid cncontrada
inter-cepas debido a que ‘es probable que se deba a rearreglos
cromosfmicos como ha sido reportade en otros pratozoasrios
pardslitos. be ser asi. se podrfan reconocer patrones
clectroforéticos especie-especiflcos o cepa-especificos, ademds
proporcionar wuna herramienta  muy Importante que puede  ser
utilizada para Thacer mapea gGnico (Carle y Olson, 1681; Walliker
et al, 1987; Langsley et al, 1987; Corceran el al, 1086; Fngman
et al, 1987; Gibson 'y Miles,  1986; Van der Ploeg ct al, 1984
“Holmes et al, 1986; Garvey y Sant), 1586: Adam et al, 1988}).
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1I. OBJETIVO

+El objetivo de este .cstudio es obtenmer. un cariotipo
molecular a través de la tecnica  de electroforesis de campos
eléclrlcps aiternadns. que serfa de gran utilidad en el estndio
del]l gonoma y hioleogfia molecular de E. histolytica, 'ya que este

“microorganisme c¢s8 ‘un protozoario parfsito de’ faportancia en

México y en . otros paises,
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ITTI. MATERIALES Y HETODOS

1.1 ELECTROFORESIS

En f{ste estudio se wutilizaron -dos tipos diferentes de
camaras de electrofaresis de campos cléctricos ‘alternados, los

cuales se detallan como sigue:

A. Cémara de electroforesis de campos eléctricos alternados

tipo OPAGE.

En Ia figura 6, se presenta un diagrama de la cdmara, donde
se muestra a escala, ¢l Qlupar de colocacidn del gel y las

electrodos.

La cimara es de las sigulentes dimensiones 38 X 38 X .5 cm.
Lns cuatro electrodos se encuentran en el fondo de la cénmara,
siendo los electrodos negativos de 23.6 em y los positivos de 5

cn de largo.

El gel mide 12.7 X 12.7 cm.y se coloca directamente en un
Zsoporte de las mismas dimensiones de 3.2 am de profundldad, en ¢}
fondo _dc la cémara. La posicion. del gel con respecto a los
clectrodos es critica de wmanera que, como se Auestra en la
figura 8,. el gel se centra con sus lados paralelos a2 las paredes
de-la cimara y 1los electrodos preseptan.un angulo de  I3° can'
respecto al gel. Con Angulos de reorientacidn diferentes en céda
punte de éste, entre 120 y 150°.

La alternacia de los campos se proporciona pur un circuite
'cxtcrnn. que contiene -un. velevador y un contador de tiempo

eléctricos, conectados a la fuente de poder.

Para ‘evitar el. sobrecalentamiento del aportigunader en el

cual se 1lleva a cabo la.electreforesls, este es recirculade por



-3~

80nBA

COSTADOR
BE
TIEHFO
r '—‘ | RELEVADOR
REFRIGERANTE
L 1
. FUENTE
%
- POOER

7 Fig' 6. Dlagrama de}! Sistema de electroforesis OFAGE.
Dibujades a escala se

.encuentran la cimara . -de
electroforesis, los electrodos 'y

el gel. (1 mm = 1.5 cm).

) g

CONTAJOR
i
TN
fv
-
& FUERTE
&
‘ g i3
FO¥R -

i

Fig' 7. Dizigramé‘de)

23

Sistema e]ectroforétiru CHEF ‘

95610 la camara de’ electroforvesis,
los electrodos y el gel,

la regién que’ suport'xv:.x‘g ;
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medio de unaos  conectores v una  bomba peristdltica hacio un

refrigerante.

De acuerdo a la potencia, el! voltaje o la coarriente
utilizados, debe controlarse 1@ temperatura para que la

conductancia del aplrato se mantenga constante

B.- CAmara de electroforesis de campos eléctricos alternados
tipo CHEP,

En este sistema el campo eléctrico se genera por miltiples
elecctrodos arreglados a lo largn del! perfmetro de un poligono con
potenciales eléctricos predeterminados en cada uno de ellos con

lo. que, el campo eléictrico es totalmente homogéneo.

En la figura 7, sc¢ ‘muestra este disefio, en el  cual se
sgﬁu]an los dos lddos opuestos del ~"poligonn que son atilizados
paré definir la orientacién del campo ‘eléctrico. Los angulos de
reerientacién son de 120 & 160°, dependicnde de la pesicién del
gel--con respecto al poligono y a la polaridad de los electrodos.

La. altecrnancia ecn la orientacién de 1los campos, al lgual
que en el sistema descrito arriba, es por medio de un relevader'y
un- contader de tiempo eléctricos.

Este disefio tiene las mismas dimensiones que la cémara tipo
OFAGE, de 38 X ‘38 X .5 ¢m, con 24 " electrodos vérticalqg.
arreglados en el perimetro de up hexfgono como se muestra " en la
figura 7, y el tanafio del gel es de 7.6 X 7.6 cm.
Para evitar ct incremento de la temperatura,. .al:

amortliguador se rec.yeula a través de  un csbfral ’de.Vldriq

celocado dentro . de wn refrigerante. £} amortiguador es bombeado' .

continuamente a 250 ml/min  usando una ‘homba ’peristﬁltica.'cOnv‘
este sistema. lu temperatura’ del: gel se mantiene aprokinndunenf@

entre 4y 6 °C,
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1.2 CONDICIONES ELECTROFORETICAS

Preparacidn del gel. Los geles son de 0.8 % de agarosa NA

_ {Pharmacta Biothechnolugy), en el mismo amortiguador utilizado en
la corrida, TBE 50 %  (TRE 100 % = 90 mM Tris, 90 amM Acido
bérico, 2.5 mM EDTA disodio. pH 8.2). Con un grosor de 3  a 4 mm,

Los peines son de 1.2 X 2 am.

Blectroforesis. Las condiciones electroforéticas varian en
‘los-dos sistemas utilizados. . Pero en -ambos fueroen ﬁx;li;ados
tiempus de pulsov de 80 seg a 20 min y un veliteje de 50 a 160V,
De acuerdo o fsto, 1a duracidn de la corrida fue de 2 a 6 dfas
La profundidad del amorylgundur es de 2 cm y la temperatura se
mantuvoe aproximadamente en 6 °C, temperatura ‘- en la cual se
»obschnron Jos mejores resuitados. La reproduciblilidad de los
resultados se obtiene cuando Ions geles se corren ‘nrtemveratura

constante.

Tincién  del gel. Después de la clectroforesis el gel se
tifie por. dos métodos distintes: Tincién -con .brormuro. de etidioc o
Tincién con plata, la. cual tiene mayor sensibilidad (Gottlieb y

_.‘Chavko, .1987).

Tincibn con Bromuro de  etidio: Se prepara una solucién de

" Bromuro de Etidic 0.5 per/ml en TBE 50 %, en Ia'cuul se. sumerge
el gel  durante 1 hrl Posteriormenpé el . gel se lava eq;ef
‘ainptlguadqf TBE so'tl una hora a 37 °C. ‘Desﬁués. sc,nbseévn eh'

un ‘transiluminador de luz ultra violeta de onda larga.

. Tincién de p}ata: Se siguié. el mismo . método descrito’ﬁor
ddt;)leb'y Chavko (19887). Al.terminar la corrlda‘électrofﬁrét]cn;
el’ gel se. fija 30 'min en 100 rl . de _meLanul:akﬁa:ﬁciﬂﬁ
»ucé;iob:g}lcgrol {(5:5:1:0.28) 'y  Tritén X—loo..aﬁudido"c,7uﬂa“‘
éonccptrucsﬁn final de 0.25 %. : R ’
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El gel se coloca sobre una heja de polietileno cubferta con
papel Wathman 3MM humedecido con la selucidn anterior; sobre el
gel se colocan varias capas de papel secante bajo 500 gr de peso

durante 20 min.

El papel secante s¢ sustituye por otro y se coloca un peso
de | Kg, durante 30 min. Terminado el tlempo, se retira el peso y
las hojas de papel secante, dejande secar el gel 30 nmin a
temperatura ambiente., Posteriormente se Java 2 -veces con 0.5 %
de Tritén X-100 en sgua destilada, de 15 minuntos cada lavado y en
agua destilada I min. El gel se tifie en 100 ml de dos volumenes '

fguales de las soluciones A y B:

Sol. A Sol. B

0.5 % Carbonato de sodlo 0.2 % Nitrato de plata
0.2 % Nitrato de amonio
1 % Ac. Tungstosilico
0.3 % Formaldehido

La solucién se prepara momentos antes  de ‘tefilr el gel y
ambhas soluciones son estables' dos semanas en refr}geraclén. Una
vez preparada la solucibn, se sumorge‘el gel de 20 a 30 minutos o
hasta qﬁc las bandas sean visibles.

La reaccién se detiene al transferir el gel a la soluciébn

fijadora 10 min y lavar en agua destilada, Se obsecva el gel con .

un tpansilunjnndur de luz blanca.

1.3 PREPARACION DEL ADN

Para estudiar los cromosomas en ECEA, .se han -desarrol lado
procedimientos  para la lisis celular  sin dafiar ' el - ADN;

considerando -la fragilidad esperada  para noleculas dgb AD&"
intactas de casi 10,000 Kpb .de longitud. '
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Trofozoitos de FEntamocebs histolytica cepa HM-1 : IMSS y E.

histolytica tipo Laredo: Se siguid el método desarraellado por
. Schwartz ¥y Cantor (1984) para levaduras, con algunas
modificaclones, basadas en el menltoreo de la integridad de la
muestra en observaciones al microscoplo y recuperacidn del ADN .en

electroforesis convenclonal

Se utilizaron cultivos crecidos a fase Jlogarfitmica tardia

en 750 - 800 nl dé wedio PEHPS, para crecimiento en suspencién.

£l ADN se ohtuva con la lisis de los trofozoitos
‘suspendidos on agarosa sdlida vy pust;rinrmnnte sc colocan €stos
bloques dentro de 'los pozos del gel antes de la electrofurgéls
Los trofozoftus se lavan dos veces en. EDTA y se adicionan 500 ul
‘de agarosa 1 % de bajo punto de fusién (BRL) en 0,125 M de EDTA
(plt 7.8). Esta mezcla se mantiene a 38 °C, después se vacia en
unos moldes .y se deja enfriar, '

Estos bloques- se incubaron a 50 °C aproximudnmehte 18 hrs
en - 0.01 M ﬂe Téis. 0.5 M de EDTA, 1.5 % de Lauroyl safcosing (pHl-.
9.5) 'y 2 mgr/m] de Proteinase K..

o Las muestrgs se¢ lavan .y almacenan en 50 oM de EDTA a 4 °6. 
A-diferencia de ~lo que acurre -en  levadura, despudés de. tres
geinnap de que se prepara la muestra se observa hn altq'gfado dei
‘degradacién, por lo gue las muestras deben utilizarse entre ese
'labso. :

1.4 MARCADCRES DE PESO MOLECULAR

Sacchuro-xcéa cerevisiae cepa YNN295, Candida albl ‘ns;y

,Schizoaacchﬁrn-yceu pombe cepa ' GCP18, preparadqs‘iegﬁh,;el'négbdu

“'de'! Schwartz |y Cantor - (1984).: . El - método . se - incicla. con.
“preparacién de>osteroplustos,cnn‘Zyno§a§a;7en agarosa 1 % 'de -biajo-
ipunte . de fusi6n-en .EDTA 0.125 M, bH’7f5, A'1os b1oqqo§ frios se
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les adiciona Buffer LET (0.5 M EDTA, 0.01 M Tris, pH 7.5}, adémds
de 7.5 % de 2-mercaptoetanol. Se incuban toda la noche a 37 °C.

De ¢ste modo se producen los esferoplastos y algo de lisis.

Los biaques posteriormente se incuban aproximadamente 18
hrs & 50 °C en NDS§ (0.0 M de Tris, 0.5 M EDTA, 1 % Lauroyl
shrcosine (pH4 9.5} y 2 mgr/ml e Proteinasa K. Los blogues puecden
ser almacenados a 4 °C en EDTA 50 nM hasta dos meses.




37w

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracteristicas resolutivas de los sistemas

electroforéticos,

Para obtener 1la vresolucién de moléculas de ADN de tamaiio
cromosdmico es necesario conocer lasg caracterfsticas de
resolucibébn del sistema para aplicarlas en el modele de estudio y
al wmiswmo tlempo tener un intervale de warcadores de peso

molecular.

Inicialmente se intenté reproducir el patrén
e]ectrofdrétlco reportado de S. cerevisiae cepa YNN285 (Chu et
al, 1986), la cual ofrece un intervalo de pesos moleculares de
260 a 1,300 Kpb (Tnblﬂ 1). Los datos de esta tabla fueron

- obtenldos por comparacidn con multimeros lineares del
bacteriofago lambda (Carle y Olson, 1984}.

Bn. la figura 8, se observa el patrédn electroforético
obtenido con esta cepa en las condiclones reportadas: 80 seg de
pulso a 6 V/cm durante 48 hrs, en un ge! al 1 % de agarosa. El
patrén obtenido con el sistemn OPAGE (Fig BA) presenta resueltos
‘los éuatru cromosomas mids pequefios, cuyos pesos moleculares se
encuentran seflaladas en la misma figura. La figura 8B muestra lo
obtenido con el sistema CHEF, en donde se separaron dos
cromosomas mis, presenta el limite de resclucibédn en 700 Kpb. Por
In intensidad de tincién observada éu la parte superior del gel,
se. considera gque en esa regién  sc encuentran acumuladas las
moléculas nmas grandes -que no pudieron resclverse en -“estas
condiciones. ‘ )

El patrdén electroforético obtenido,” no fue semejante-al
repo;tndo en ninguno de los sistemas .utilizados. Esto puede  ser
resultado del efecto. de las variables que intervienen duranié la-
corrida electroforética, como pueden ser el “tipo y concentruc{6n
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Kph

585 ~ 1,300

i"l"xg BL Patrén electroforético de'saccharomyceh ccrévisiéevf;

‘cepa YNN295,

A, Sistema OFAGE
..'B..Sfstema CHEF . : G
... Ambos.con 80 seg de pulse, 6 V/cm, . 48  hrs.. Las células

fueron. tratadas ‘como reportan. Schwartz y Cantor (1984). Tiqq15h  f

_‘con Bromuro de etidio,. descrita en materiales y ' métodos. En-la
-representacién esquematica. las bandas _.se numeraron de acuerdo a
~la tabla I. .
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de agaresa, o a efectoes de le woviiidad de las moléculag dn
acuerdo a la concentracion del ADN total en la muestra. A través
de los resultados obtenidos en el laboratorio se observé que una
de las varfables de mayor efecto e¢n la movilidad del! ADX es la
temperatura. De acuerdo a esto el patrén clectroforético puede
variar, va que con el aumento de la temperatura, se dumenta la
velocidad de las moléculas vy disminuye Ja resolucién. De manera
qué afin dentro del mismo sistema pueden haber problemas de
reproducibilidad de un experimento o otro. Esto puede explicar
los - resultados, pero también pueden ser conslderados otros

factores experimentales.

En estas mismas condiciones, pero durante un tiempo de
corrida mayor (de 48 a 144 hrs), el . patrbn electroforético ne
varid en cuanto a nlimero de bandas resueltas, perc si se observéd

mayor dlstancia de separacién entre las mlsmas.

Ademis de tener S. cerevisiae cepa YNN295 como marcador, se

utillzé Candida albicans y Schizosaccharomyces pombe cepa CF18,

los cuales  poscen un ADN cromos6mico de mayor longltud gue §.

cercvisiae.

En.C. albicans, la molécula de ADN cromosémico mls pequefia
tiene una longitud de 1.200 Kpb y la banda més  grande de 5,000
Kpb {(Snell. y Wilkins, 1846; Fincham, 1979) v en S. pombe cepa
CF18, levadura que generalmente presenta nnrgstado haploide, tres
cromosomas nucleares {(Kohli et al, 1877; Umesono et al, 1983},
élgunas presentan. un. cuarto minicromosoma, gue puede perdérse
taciimcnte {Niwa - et al, 1986; Finchman, 1978}. Se han calculado
"loa tamafics de éstos cromosomas por tinclén relativa 'y por qu{o
de 1a utilizacldn de BECEA (Smlth et al, 19&73) Tabla II. )

La-utilizacién  de estos organismos como marcadores devpbso .
moleculor era necesaria para la. obtenci6én del cariotipo devel”
modelo de . estudio, ya que no - se tenla ningﬁﬁ dato:en cuants al-

tamaflo y nimero.de los cromosomas.
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Tabla -I. Peso molecular de los cromosomas de Saccharomyces
cergvisise calculados por comparacibn con multimeros
1inenres del bacteriofage lambda en ECEA (Lawrunce et
al, 1987: Chu et al, 1986).

NGmero Lungitud Posicién del gel
kpb {hacta abajo)

v 1,300 1

v 1,250 2

VII 1,200 k)

AVI . 1,100 4

XIIy 1,050 5

11 } 920 6

Xiv 870 7

X B 820 8
© X1 700 9

ViII e 800 10

v. ) 580 ) 11

X . 460 12

1884 . 370 13

vI 290 14

1 260 15

Tabla II. Pesos moleculares de los cromosomas de

Schizosaccharomyces pombe calculados por’
tincidn velativa y ECEA.

Nfimera . ) Longitud-.
o kpb :

11t 8,000

I 6,200

I . 3,000

Mini-cromosona 300-500"



Para lograr la resolucidén de moléculas cenp unt  intervalo de
260 i g.000 Kpb fue necesario  wvarlar las  condiciones
electroforéticas tales como !a concentracién de agaresa. el

pulso, el voltaje aplicado y la duracidn de la sorrida

La concentracidén de agaresa se disminuys de | % a 0.8 %
rara evitar que aoléculas muy grandes queden atrapadas o se
rowpan al entrar a los poros de la ngarosa, con lo que las bandas

se aobservarian més definidas.

_Existen varies modelos que intentan explicar el mecanismo
de reorientacifn de! ADN en ECEA, 1ds cuales propoenen métodos de
seleccidébn de las condiciones electroforéticas de. acuerdo al
tamafio de molécula gque se desea separar, pero no pueden ser

generalizadoes a todos los sistemas electroforéticos disefiados.

tno de fstos es el reportade por Smith.et al, (1887a}) en el
que de acuerdo a la longitud de la molécula gue se desea separar,
se puede predecir el tiempo de reorientacién de la misma vy en
consecuencia se puede conocer el pulso a utilizar de acuerdo a la

fuerza de campo,

Con este método de seleccién de variables reportado por’

Smith et al, {1987a} aplicado en los sistemas electroforéticos

utilizados en ‘este cstudione se obtuvo. - la resolucién esperada,

por lo gque fue ‘necesarjo varior “las condiciones bajo las

stguientes consideraciones:

1) Las moléculas a. separar sun de 260 a 8,000 Kpb, por.io
que las . mis pequelias requierecn pulsos cortos y lés méds grandes,

pulsos largos. En términos del tiempo. de reorientacién requerido

por-las woléculas de- ADN y . el ticampo de ﬁigracién a través del-”

“wel denlro de un cicle de alternancia de '1la direccidn dul_cnmpa

eléctrico.” Por lo que, &1 -en una corrida electroforética, se. s

.empléa un Intervalo de pulsos aproplades para resolver todos los

tamafios .de. una poblacibén de moléculas., eé_posible obtener’t&dafi&‘
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adas  ecomn  marcadores Esto s

gana de pesos moleculares uabtili

importante para Iniciar el estudio de E, histolvtica. ya que no

se conoce el tamaiio de las wmoléculas cromosdmlcas que presenta.

2) Las observaciones anteriores Indican  gue las corridas
electroforéticas 1levadas & cabo en condiciones de altn voltaje,
producen artefactos que afectan la movilidad. de }as moléculas y
se pterde la resolucién 'de las miswas. Por lo yue para poder
separar el mismo tamaflo de moléculas, que se resuelven a fuerzos
de campo. elevadas, con la utilizacidén de bajo veltaje el pulso
debe fncrementarse. En estas condiciuno; el  tlmite de resolucidn

o oal aumento

puede aumentar. si se dismionuye el voltaje do azunrc

del pulso.

3) Por 9ltimo, en esias coadiclones de bajo voltaje, el
tiempe de <corrida debe ser incrementado de varies dias  a

semanas.

Asi, se variaron las condiciones experimentales d« manera
que, 8#f con B0 seg de pulso se obtuvoe una resolucifin de 580 y 700
Kpb er el sitema OFAGE Y CHEF respectivamente. puede variarse el
pulse de manera que la resofucidn de las mpléculas peguedas no se
afecte y que adem&s se puedan separar otras moléculas de maver

longitud.,

. La primera consideracidén, se pude comprobar. comc Se
observa en la figura ®, al wutilizar opulsos de 3 'y 20 nin a
voltaje constante (4 Y/em), durante 72 hrs. En esta figura se
observa el resultado de- la conjuncibn-de dos pulsous, con .lo cual

se pudieron ‘resolver los cromosomas mis grandes de S. cerevisiae

cepa YNN295, al igual que los mis pequefios de . albicans. No

pude obtenerse ‘resolucidn en S -pombe «cepa CFi§. cuyo matevial

genético presenta degradaciébn.

El etdctn de la utilizacib6n de estos pulsos, es,impnrtnnte:H
pues permitié chtener resolucién de moléculas dé hasta 35,000 Kpb,
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n electroforético obtenide de los marcadores de

. Fig 98.° Patré
peso. nmolecular.

, de los pulsos wutilizados - sobre las
.moléculas de acuerdo a su longitud. Las condiciones empleadas

‘fueron: 5 y 20 min de pulso. a 4 V/em, 72 hrs.
Se observan tres zonas de resolucidén diferencial:

moléculas pequefias  de S -

Se muestra el efecto

) a) Zona .de  resoluci6n  de . las
cerevisiae cepa YNN295, en un. intervalo de 260 a 600 Kpb:
: b)- . Zaona. de- poca resocluclibn, en ¢

CGncentradas las moléculas de 600 a 1,200 Kpb. . .
¢) Zona de resolucién, se pueden. separar las moléculas mas -

“grandeé'de las levaduras de 1,250 y-1,300 Kpb, !
La repgidén . sefialada con una  flecha . . indica el tipo ~de

‘artefacto. presente cuando el pulso es muy large. Tincidn con.
“bromuro ‘de etidio. : PR

esta drea se encuentran 7
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Al annlizar el patrbn electroforético de cada una de oy
muestras, se hicieron evidentes tres zonas de diferente
resolucidén., De abajo hacla arriba, son: {a} Zona de mayor
resolucién, en la cual se separaron los cromosomas de §.
cerevisiae cepa YNN295 de 260 a 600 Kpb. (b} Una zona pequefila de
poca resolucidén donde se encuentran los cromosomas do 600 a-1,200
Kpb de esta misma cepa ¥y {c) un.irea de mayor resoclucion donde

gerevisiae, de 1,250 y 1,300 Kpb hasta el limite superlor de C.
albicans, donde sec puede situar una longitud de 5,008 Kpb.

se pueden observar Jos dos cromosomas wmés grandes de S,

Esta resolucibn diferencial puede deberse a la vaciacidn
del pulso, de manera que para pader reselver mnejor la zona b,
serf{a necesar{o emplear un pulso entre 5y 20 mip o aumentar el
tiempo de .corrida con lo que se provocarfa gque éstas moléculas

entraran dentro de la zona a.

£n esta misme figura, enr. la regidn sefialada can una flecha
'eercana a los pozos, s8¢ observa un afecto producido por la
aplicacldn de pulsos uuﬁ largos, “los cuales provocan gue la.
cloctroforesis . se lleve a cabn cono una electroforesls
convencional, s6le que primera en uwna direccidn y luego .en otra
" {ver Fig.2). ‘

Para flnes préoticos, eg de mayor utilidad la variacién del
npklso aplicado que el aumento del ticmpé de corrida. De acuerdo a
&s5to, se vaEiarun las pulsos a 2 a 10 min con voltajr constante,
los resultados se Ruestran en la figura .10, Ba éate'exberi-éniB

-se {ficluyeron trofozojtos de E. histolytlea cepa HH-1.

En Gsta electrafovesis, no se obtuvo una zona de resoluclﬁn -
arriba de las 1,200 Xpb (Zona c) y la zona de: baja resoluciﬁn b
aumenté - de grosor en S. cerevisiae ‘cepa . YNN295; pero en C

“albicans se observa el patrén electroforétice reportado yien. eatn"
‘' misnma regd&n se® encuentra la nnyur parte. del naterla! ganétlaa da:
iatn!gtlnn entre 1,200 ¥ 8, 000 Kpb.- :
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Fig 10. Efecto de la disminucién'de los pulsos empleados.

© - El pnlso "'se disminuyé a.2. .y 10 min a voltaje constante 4.
V/em 'y 72 hrs, con 1o .. que se " observan dos. .zonas.de resolucidn
diferencial. 'Se  puede  ‘abservar. en-estas condiciones el patrbn-
electroforético reportado de Candida:-albicans, aunque 'no se. pudo
‘obtener mayor -resolucién en S. cerevisiae cepa YNN295. El ADN de
E. histolytica cepa HM-1 se prepard con' el método. 'de Schwartz y°
Cantor (1984) para levaduras y puede lncalirarse entre 1,200 y:
5,000 Kpb. Tincidén con bromuro de etidio. . S TP L
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El hecha de observar el material genético de E. histolytica

en esa regién de acuerde al patrdén electrpforético de C. albicans
y para evitar el efecto dé bharrido resultado de la movilidad de
las wmoléculas hajo una fuerzn de campo elevada, se decidld bajar
el voltaje de acuerdo al aumento de los puisos, segin la segunda

consideracién mencionada.

Antes de intentar nuevamente con L. histolytica, se probé
el efecto del voltaje, junto con tres pulsos diferentes en una
misma corrida. Los resultados se observan en la figura 11, en
ella se muestra una resolucidn hamogenea en tndos los intervalos
de tamafies, aunque las bandas no se encuentran lo suficlentemente
separadas entre ellas, 1o cual ae debe a el tlempo de duracibn de
la corri{da.  Por 'lo gque era necesario comprobar la tercera

conslderacion sobre el efecto del tiempo de corrida.

" Dado que ge tenia un 1nt9rvula de pulsas y de fuerzas de
campo apropiadas para la resolucién de moléculas de 260 a 5,000
Kph ¥y a que por resultados preliminares s8se pudia colocar las
moléculas de - ADN cromesdmica de E, hlstolytica dentro de este

intervalo de pesos moleculares se decldis iniciar.el esludlo de

E. histolytica.

2. Moléculas de ADN de tamafio cromosbmico de Entamoeba

histolytica

De acuerdo. a los resultados mostrados en ln figura 10, enr
donde se observan bandas muy diblles de material genético de E. -
Histolxtlua, las cuales "apenas se detectaron por medio de. la
tlné!ﬁn con bromuro de etidio, fue necesaria 'mejurar ;1i
preparacién del ‘ADN cromposémico ya gue se preparaba con el Hisno
métoda que para -levaduras 'y - alternativamente déaariolia:'otra'
: métqdo de tincién més sensjble; como la tincidén de platq1on‘gﬂl ‘
| "dé"uEaroau (Gottlieb y chuvko; 1887). ) ‘
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oo Flg 11, Efecto . de’ . la
‘voltaje, =~ R .
Se conjuntaron 2, S'y. 10 min ‘de pulsg a 4, 3 "y 2:-V/em:
Al ‘disminuir. el voltaje -de acuerdo al-pulso,  se’
aungue ‘disminuye ‘la.dfstancia:’
que debe dumentarse t.l Uempo de LA

:.darante . 68.hrs.

“/.ébtiene una resolucién homogenea,
s‘entre - las - bandas,  -con. lo
corrid_&. Tincibén de bromuro de etidio
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¢l métode de obtencién del ADN de E. histolvtics swe

optimizd, hasta obtqner el que se ’repurta en la secclén de
materiales y métodos y se monitored por medio de observaciones en
micvoscopio para  determinar la Integridad de los trofozoites
durante el tratamiento y también por la recuperacifn del ADY en
electroforests rconvencional. Con este método es posible utilizar
las nmuestras después de tres semanas de haberlas obtenido,

almacenadas a 4 °C en EDTA 50 aM.

Simultineaomente se desarrclléd el uso de la téenica de

tincton de plata en geles Je  agarosa, con la  ecual . pudo

visuallzarse el ADN de E. histolytica.

Los experimentos =anterlores demostraron 1la exlstencla de'
upn vegidn de alta resolucidén ¢ (Fig 9) 1la  cual puede ser
aleanzada  por moléculas de wlto peso molecular por medio del
tucremnento en los pulses y la disminucién de la fuerza del campo.
Este - conocimiento se aplicéd para la resolucién del ADN

cromosémico de E. histolytica.

Los reasultados obtenidos con E. histolytlca cepa HM-1 se
muestran en la figura 12, esta es la primera evidencia de la
presencia’ de moléculas de ADN de tamaflo cromosérico en E.
histolytica. La cepa HM-1 presenta, una gran sensibilidad al
método de ohtencién del ADN, que se refleja en el alto grado de
degradacién, problema que podrfa ser eliminado al) mejorar aGn

xds las condiciones de preparacifn de la muestrva.

La intensidad de tincién observada a la altura ' de 5,000 Kp#

'cn‘§; céravisian con la miswa flgura 12, puede ser el rcspltado-de
la acumulacién de material genético - atrapade en la matriz deln

gal, dobido a una mov.!idud anémala o a clerto tipo 'de’ estructura

adoptada por el ADN al enirar al gel.

Fn E: histolytics se pueden ver ‘seis bandas (Fig 12, que -
varian entre 1,200 'y 5,000 ‘Kpb ~de peso iolqculur y.popvla
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" Fig 12, Patvén electroforético de Entamoeba hisatolytica HM-
1:IMSS. :

En"las mismas condiciones - del experimento. mostrado " en la
figura 131, con una duracién de la corrida. de 120 hrs: En la parte
superior del carril de S, gcerevisiae cepa YNN295 se observa una
banda donde se¢ quedaron  atrapadas algunas moleculas. En E.
histolytica cepa HM-1, se resolvieron seis bandas ‘cuyos pesos:
moleculares ‘calculados de acuerdo a los marcadores ‘de.peso
molecular son {de abajo hacia arriba): 1. 1,100 Kpb;'It. 1,150

CKpb; 111, 1,250 Kph;- IV. 3,300 Kpb; V. 1,350.-Kpb y VI. 5,000 Kpb.
Tincion de plata. . :
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redoen

intrasidad de tincidn  de cada  handa resuolta, e
identiflicur cuatre bandas sencillas y dos bandas que puedeu
contener varias moléculas, upa de rllas a la altura de 1,200 pb y
la otra en la parte superior Jde los rarriles donde se oncucntran

las moléeculas de mayor lopnglitud que no pudieron ser resteltas

Bajo las mismas condiciones electroforéticas cen que se
obtuvo el patrén electroforético de la cepa HM-1 se ohtuvo el
patrén de E. hlustolytica tipo Laredo, cuyes resultados se

muestran en la Clgura 13. La cual prescata diferepcias von e!

patrén obtenido con 'a cepa HM-1. Esta cepa presenta mente

tres bandas, dos de wellas sencillas y  la tercer: sanda gue

muestra a las moléculas no resueltas (Ver Figs 12 y 13)

En este organlsmo los problemas de degradaci6n no  son tan

graves romo en la cepa HM-1. De cualquier manera los resultados

obtenfdos hasta este momento san reproducibles on. an cepas,
los cuales  se pueden mejorar para obtener la resclucids de las

bandas-cromosomas mis grandes.

De cualquier manera 1la obtencidn de estous <ariotipos
‘molnculnrns parciales, proporclionan una - basn para . tstudios
posteriores en E. histolvtica de indole genftica,  de
identlricgcién o de dlagndstico.
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.Pig 13. Patrén electroforético 'de Entamoeba histulytica tipo
Laredo. ’ : L

Las condiciones clectroforéticas: fueron. las mismas. de la:
“figura 12. -Se' observan .tres: bandas-cromosomas-'en E. histolytica
tipo Laredo sefialados con los numeros 1, Il y- 111 los pesos
moleculares equivalen a _los  sefialados como. IV, V.y VI de E.
histolytica HM-1 en la figura 12. Tincién de plata. . :
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenides, se puede decir gque
cl tamafic de las especies de ADN de =mayor longitud que se
resuelven se incrementa cuando se aumentan los pulsos (Figs 9 y
10}. A2 utilizar fuerzas de campo elevadas se observan bandas
barridas. No se sabec si esto se debe a que las moléculas grandes
se rompen al entrar. a las poros del gel, pero si que ocurre
preferencialmente al wutilizar voltajes altoes y cuando se tiene

,una poblacidn heterogénea de moléculas (Mathew et al, 1988). En
general se requiere la - utilizaclén de bajo voltaje para obtener
moléculas de ADN. de longitud de negabases en bandas definidas-y
bien resueltas {Smith et al, 1987a; Vollrath y Davis, 1987). .

Para regolver el mismo tamaifo de maléculas a ﬁajo voltaje,
que las resueltas a voltajes altos, es ‘necesario aumentar-el
pulso. Esta variacién del pulso con respecto al voltaje es
‘totalmente empirica actualmente, aungue  algunos.autores reportan
que pueden wutilizarse combinsciones de fuerzas de campo ¥y pulse,
que mantengan aproximadamente constante el producto ‘de estos
valores (Volirath y Davis, 1887). De manera que, a una fuerza de
énmpo dada el intervalo de tamafios de moléculas de. ADN separadas
lo proporciona el pulsu‘ selcﬁcionndu. y asi mismo se obtiene
también, un compromiso con el tiempo de duracibén de la corrida.
De manera -que la  utilizacién de wvoltajes bajos necesarlos para
evitar el barrfde o falta. de resclucién de  wmoléculas de ADN,

requiere una duracién de 1a corrida de varios dins a semanas.

Ademfs de la pérdida de arte{actos'electto{orétléds.vo;fé'

ventaja que aporta la utilizacifn de .fuerzas de _campo bajas es

que la temperaturus deja de ser - un ‘factor. importante en iusﬁj

electroforesis, con lo que se obtiene -mayor reproducibilldad{eh

- los experimentos.
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La resolucion diferencial observada suglierce la acetdn de
diferentes nwecanismns de resolucidén en cada seccidn del gel,
debidos al voltaje v pulsoc enmpleados. En las regiones a y o de

la figura 9, se observa claramente la relacién del pese m vular

sobre ¢l tilempo requerldo para la rcvorientacién de ia molécula,
al cambiar 1la direceci6n del campo ueléctrico, como ha side
propuesto por Schwartz y Cantor (1984). Las moléculas en estas
regliones emplean gran cantidad del pulso en su reorientacidn y
sble un poco de tiempo en migrar a través del gel. La diferencia
enttre estas dos zanas se debe a lp utilivzacién de un voltale alto
en la zona a (4 V/ca) la cual pioveca un  efecto de barrido y
distorsion de las bandag, ¥y un menour voliaje en ¢ (2 V/em). Se la
observado que el  empleo de un wvoltaje alto al infclo de la
corrida provee mejores resultades en la entrada del material a
los poros del gel, pero en términos de resolucién sobre todo de
moléculas grandes se recomlenda usar voltajes bajus. En la regidn
. b {Ver .Fig ¥), las moléculas se reorientan quizd muy rdpidamente
en el intervalo de pulse, por lo que se aobtiene poca resolucién.
Se supone, que la separacién de las moléculas de ADN ocurre
cuando el tiempo de reorientacién de las moléculas es menor que
el pulso. De manera que Jas bandas ohservadas en lg parte

éupérlar de los carriles de E£. histolytica v €. albicaps en-lus

figuras 8  a 13, a la altura de 5,000 Kpb contiepren tondas las
moléculas con tiempos de reorientacidn mids largos que el pulso

enpleado,

Exlsfe un- limite de resolucidn proporcionado por la fuerza
del éanpo eléctrico v el pnlso utilizades, ctando se mantleanen
copstantes la temperatura y la concentracién de Ja agarosa, 9 por
‘arciba de este 1limite, las moléculas no. se resuelven. Por
efemplo, a fuerzas de campo normalmente” utilizadas pnra'la
sepapaclén de' las moléculas menores de 2 Mpb, las noléculas ﬁe
S. pombe ‘cepa CP18 no se resuelven y quedan atrapadas camo se
observa en  Ja figura 10.  Estoe mismo - puede ser aﬁiichdo al
material que no  ha 'podidn resolverse en E. histolytica yiC.

albicans como se nuestra en la misma figura.
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Ex{isten varios nodelos  que intentan proporcionar. una
explicacién cuantitativa de esta técnica de acuerdo al tiempo de
reorlentacién gque ocupan las moléeculas del ADN, al cambiar la
direccidn de! campo eléctirice ({Slater y Noolandi, 188G; Vtévy.
1987; Southern et al, 1987 y Deutsch, 1987). Otros autores
proponen bases - tedricas de la resolucisn del ADN cromosdmico.
Lasados en el tiempo de reorientacion y migrucién cn relacién al
pulso y voltaje aplicados {Mathcw et al, 1988: Cantor et al, 1888
y Smith et al, 1987a y b). Pero hasta el momento nlnguqo Hc ellos
puede explicar totalmente !a fisfcoquinica del método de ECEA. La
nayorja-de los datos concuerdan en gque las moléculas adoptan -
c-ullguraciones ‘altamente extendidas pero’ " el necanismo de

‘reorlentacién permanece sin esclarecer. Por lo que es un método
azaroso, aGn en la deterrmipacién y seleccidn de las condiciones

experimentales para obtener la resolucién deseada.

De cualquier manera los ‘dates presentados aquf ‘deben

con:rlbulr al conocimiento de la técnica de ECEA.

Dado que el tamafio del -genoma de los organismes varia deédc

4 millones de pares de bases de Egcherichia coli hasta 3.390’

millones de paruskde bauses de un mamffero tiplco, tener un ADXN dé
tamaﬁo»crnmnsﬁhico fntacto o en fragmentos grandes es. de gran
ayuda .para }a realizacién de estudios de. genética y.de ADN

recombinante.

La importancia ue la técnica de ECEA, se¢ hace,gvidenie‘coé
la. - obtencidn de carlotipes moleculares 'de organislpa IQQf
‘fmportanc fa como .es. ¢l caso de E. histolytica:. Bn'eé;e caso la. .
técnijca de ' ECEA resyelve 6 bandas de tamuﬁu; croﬁéaénxco‘eﬁ Ta-
cepa -HM-1 (ﬁlg 12) v 3 en E_. h]sto]gtlca,tlpd Laredo (Fig 13},

Siendo esta  la primcru'evjdehcia de la présenclu Ce\qoléculas'de‘

Enmaﬁu cromosémico en E. histnlytlca. aunque.  no -se ebtuva éI 
“‘cariotipo “molecular completo, el “cual puede . ser resuelto a¥l -
_utilizar = diferentes coendiciones ‘electroforéticas, -~ “para

posteriormente jdentlficar los cromosomas.
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La técnica de BECEA ha sido utilizada ea la tfieacidn,

clasificacién y diugnostiico clinjco de wvarics bprotozoarios
pardsites (Hulwes et zi., 1886; Walliker et al, 287, Van der
Ploeg et al, 1983; Corcoran vt al, 1986, Engman ¢t ol 987 v Van
der Ploeg et al, 1984}, lo que aumenta en  gran escala la

{mportancia de! método. En este sentido a  aplicacidn 4w esta

técnica en el grupo de Entamoeba puede proporcionsr Iuformacion
Gtil en la clasificaci6n, actualmente se clasifican Gnicamente
por el nlmero de nicleos en el quiste madure, por conparacion de

los cariotipos y pueden ser una  hberramieata 1! para el
conocimiento de las caracterfisticas responsables dr la
variabilidad observada inter-cepas similar a la reportzda en

otros protoznarlos paréigsitos.

Este es el caso de E. histolytieca tipo Larcdc. aislada del
trecto digestivo humano, morfolégicamente idéntica 4 E.
histolvtica a nivel de microscopin, pero con diferencias
genotipicas y fenotfipicas importantes como es su habllidad para
erecer a temperatura ambiente y en condiciones extiemas de
hipotonicidad. A ésto se afiade e} hecho de que son no pztopénicas

roshkovskii,

1o cual, podrfa acercarlas filogenéticamente a
con - la ‘diferencia de gque ésfus son de vida libre. Otras
1nvestlgacjpncs bioquimicas (Reeves y Bischoff. 1865} muestran
una relacién cercana  entre E. histolytica tipo Lzaredo vy E.

- moshkovskii.

De especial - signlificado taxondémico en cuanle a las
diferenclas genotipicas entre E. histolytica y E. histelytica
tipo Laredo, es..el bajo grade de homolopica ®  secuenclas

'repefltivas del ADXN de E. histolytica UM-1 con el ADN .de 'E,
histolytica tipo Lareda (Battacharya et al, 1988).

tos estudlos reportados aqui, basados en la obtencién de un
cariotipo. molecular parcial, proveen Cfuerte evideacia -para la

aepﬁrncién "de. E. histplytica tipo Laredo de E. histolytica a’
“nivel . de  especie. ‘ya que las 'diferenclas en el cariotipo
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" mostrado, pueden conslderarse, come otra evidencia de diferencius

a nivel de genatipa.

EX anilists de los carfotlpos moleculares obtenldos en el

presente estudio, muestrs  que E. histolytica tipa lLaredo
‘presenta un nimero menor de bandas resueltas, lo cual apoya la

evidencia de que este organismo presenta cipco veces Renos
cantided de ADN que E. hfstolytica tipica (Martinez-Palonms,
1982),

Los cariotipos .de mfembroy de diferentes especies pueden
distinguirse uno de otro y  posiblemente puedan ser ubsnfvadas
diferepncias cn el carfotipo obtenido en ECEA de varias cepas de
E. histolytica, lo cual tendria gran utilldad en el diagnéstico .y
en el estudio de la varfabilidud ohservada en los miembros de E.
histolytica, ya que estu permitiria identificar los carintfpus

- causantes de  esta variabilidad: y sl éstos se producen por medio
..de rearreglos cromosdmicos o deleclones con pérdida'del material
.genétice o por la falta de una presién selectiva, lo cual podria

" permitir fluctuaciones en el ADN repetitivo.

Es necesarfo aumentar el. nGmero de cepas analizadas por
medio de: ECEA, para la identi{ficacién de los polimorfismos, esto
reafirmaria suv valldés taxonémlca y serfm Jnteresante esclarecer’

sl los carlotipos moleculares pueden ser correlacionados eon-el’

grado db‘putogenicldad de diferentes cepas do E. hfstdlgtlba:
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APENGICT

Modifivande Jas «condiciones electroforéticas de pulsa y
voltaje de manera que s8¢ pudleran resolver todas las bandas

reportadas en S. cerevisiae cepa YNNEOS5 y €. albicans se

obtuvieroan los resultados mostrados en la figura 14.

En ella se observa una resolucién hamogenea. es dec!r no hay
zonas ‘de -diferente separacién, par lo que pucden separarse todas

las bandas de los marcadores de pesev molecular utilizades

Las condiciones empleadas se selecclonaron de - acuerdo a los
resultadas obtenidos en este estudio. Los pulsos se aumentaron
‘gradualmente y al alsmo tlempo se disminuyh e] voltaje. Asf,
inicialmente se¢ utiliz6 un pulsa de 2 min con una fuerza de caﬁpo
de 4 V/cm, condiciones . 'en las que se esperaba obtener la
regoluclﬁn de las' nmoléculas de menor peso molecular.r La
separacién de . las moléculas midy grandes se obtuvo . al utilizar un:
'pulsov de 15 min- y 1 V/em dentro de la misma corrida
elcctrororétlca. tn estas condicignes de bajo voltaje la duracidn

de. la corrida se aumentd a 12 dias

'E1l patrén electroforético de los nfganjsmos utilizados como
marcadores de pese melecular es igual al - reportadea, perc como -
puede verse en la figura 14 e} cariotipo obtenido de C. albicans

es parcial, es decir quedan por resolver algunas bandas,

En esta misma figura se observa el patrén electroforético de
“'B: histolytica - tipe Laredo, el cnal no presenta diferencias en

‘cuanto a nfimero de bandas con ei presentado ecn la tigura 13,

Por los resultados obtenidos ..en esta cepa, -se .puede decif',»t:.

‘que se han eucontrado  las condiciones fdeales para rqsofver~la€ '
" .bandas-cromesomas de:lhs diferentes cepas d¢ E. histolytiga.’ L
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Fig 14, Obtencidn del patron electroforético completo de‘ S.:
cerevisiae cepa YNK295. : g

Las condicliones fueron las sigulentes: Pulsos 2, 3.5, 5, 10
y 16 con'4, 2, ¢, 2.5, 1.8 y ! ‘V/em, con una duracién de la
corrida . de 12 dias. Se observan los carjotipos ‘reportados de los
marcadores de peso molecular S. . gerevisiae cepa YNN295. y £
albicans. Se observa el patrén electraforétice de E. histelvtica

s tipo Laredo mostrado en la figura 13, con wmejor separdcidn de_v,."

las bandas. Por lo que las condiciones de separacion. del grupo de--
las Entamoceba han quedado tablecidas. Tincién de plata. ’ g
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