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RESUMEN.

El estudio genético de los protozoarios parésitos ha sido muy diffcil
debido a que carecen de mitdsis tipicas con fases de condensacion de
cromosomas y a que poseen clclos de vida muy compiejos con fases sexuales
desconocidas o que se llevan acabo dentro de sus huéspedes. El objetivo
general fué:

Estudiar la organizacion del DNA de tres clonas de Entamoeba histolytica
mediante la electroforésis transversal de campos alternos (TAFE).

Para cumpilir este objetivo se plantearon los siguientes objetivos
particulares:

a) Analizar los carlotipos moleculares de tres clonas A, L6 y C2- 100
de Entamoeba histolytica mediante la técnica de electroforésis
transversal de campos alternos (TAFE).

b) Localizar en los cromosomas de Entamosba histolytica por
métodos de hibridacién DNA-DNA los genes de tubulina, actina,
ribosomal, D 1, D1.8, porina y Eix.

Al trabalar con las clonas de E, histolylica se observd que la clona A posee
6 bandas cuyo peso es de 3.0 a 0.3 Mb; la clona L6 presenta 7 bandas cuyo
peso es de 3.0 a 0.35 Mb y la mutante C2-100 presenta 11 bandas cuyo peso
esde3.0a0.3 Mb.

Sobre los cariotipos moleculares se localizardn 7 genes por medio de la
hibridacién con sondas radioactivas, dichas sondas fuerén: la sonda de DNA
ribosomal de E. histolytica que se unié a 8 cromosomas en la clona A, 2
cromosomas en la clona L6 y 3 cromosomas en la clona C2-100. La sonda
con la secuencia de actina de E. histolytica se unio a 4 sromosomas de la clona
A, 3 cromosomas delacliona L6 y 3 cromosomas de laclona C2-100. La sonda
de tubulina homdloga se unid a 6 cromosomas de la clona A, 2 cromosomas
de la clona L6 y 2 cromosomas de la clona C2-100. La sonda D1.6 obtenida
de E. histolvtica se unié a 6 cromosomas de la clona A, 2 cromosomas de la
clonal8 y 1 cromosoma de la clona C2-100. Se observd que esta sonda posee
secuenclas correspondientes a rDNA por lo que se cortd con enzimas de
restriccién, para obtener una sonda més corta de la que se eliminaron estos
genes (sonda D 1). La sonda D 1 reconoci6é 4 cromosomas de la clona Ay 2
cromasomas de la clona L6, no reconociendo cromosomas en la clona
C2-100. Este DNA sirvié para establecer diferencla enire clonas patégenas y
no patdgenas pero su producto protefco alin esta por definir. La sonda con la



secuencla de parina de Salmanella fiphy reconocié 5 cromosomas de la clona
A, en la clona L6 no se reconoclerdn cromosomas, 1 cromosoma en la clona
C2-100. La sonda Eix, secuencla muy abundante en E. Invadens dié sefial en
3 cromosomas de la clona A y en E, invadens di6 una sefial muy intensa en el
DNA, no pudiendase reconocer este en cromosomas individuales.



INTRODUCCION.

La amibiasis en el hombre es una enfermedad causada por Entamoeba
histolytica. Este parésito lesiona diversos érganos, como higado, pulmon,
cerebro y plel, aunque con mayor frecuencia en el intestino grueso, donde
penetra destruyendo la mucosa y el epitelio intestinal, provocando con esto
lesiones necréticas (Martinez - Palomo, 1986).

Debido a la alta incidencia de amibiésis en nuestro pais, ha sido necesario
realizar estudios relacionaclos con la biclogia, deteccién y la epidemiologia de
este parasito (Ocadiz, 1988).

CICLO DE VIDA.

El parasito E. histolytica se le puede encontrar principalmente en las heces
fecales del hombre en 3 formas:

a)TROFOZOITO.

El trofozoito es la forma vegstativa activa de E. histolytica, su
tamahno oscila entre 7 y 40 micras, presenta formas variadas
aunque generalmente es elongada, slendo menos activos
aquellos que poseen forma esférica. Los trofozoitos tienen un
ectoplasma hialino, separado del endoplasma, posee
pseuddpodos ectoplasmicos delgados y digitiformes, para
desplazarse cuando esta a su temperatura éptima de 37°C. Su
endoplasma presenta vacuolas, con glébulos rojos, sin aparato
de Golgl, reticulo endoplasmico, organitos celulares comunes;
presentan un nlcleo excéntrico Gnico (Martinez - Palomo, 1982).

b) EL PREQUISTE.

Estas son células incoloras, con formas redondas u ovales, su
tamafio es mas pequefio que los trofozoitos, pero mayor que los
quistes, la formacién de pseuddpodos es muy lenta, por lo que
esta forma del parasito no se desplaza (Martinez - Palomo, 1982).

c) EL QUISTE.

Son de forma redonda u oval, existen en gran variedad de
tamarios (5 - 20 micras), dependiendo de su estado de madurez,
pueden presentar de 1 a 4 nlcleos, los que estan delimitados por
una membrana nuclear delgada, tiene condensaciones de



cromatina agregada sobre la superficle interna, un nucledio
central y presentan cuerpos cromaticos, los que son estructuras
cilindricas con punta roma (Martinez - Palomo, 1982).

El ciclo de vida de E. histolytica comienza cuando los quistes que es fa
forma infectiva son expuisados en las heces fecales. Un tiempo después estos
son ingeridos por &l hombre en lcs alimentos contaminados. Dentro del
aparato digestivo, los quistes maduran debido a los Jugos géstricos, neutros
y alcalinos, romplendose las paredes del quiste, liberando un organismo con
4 nuclecs que pasa por diferentes estadios metaqufsticos, en los cuales el
ntcleo se divide para dar lugar a 8 nicleos. Posteriormente se presenta una
division citoplasmética, que da origen a 8 trofozoftos (Martinez - Palomo,
1982). Los trofozoltos uninucleados se adhieren a la mucosa intestinal,
pudiendo producir ulceraciones, provocando diarrea. Algunos trofozoitos son
expulsados del tracto digestivo o pueden atravesar la pared intestinal e invadir
los tejidos multiplicandose y produciendo dafio, por o que al trofozofto se le
conocecomola forma invasiva. Los trofozoitos se dividen y después enquistan
en el mismo huésped, slendo expulsados en las heces iniciando asi un nuevo
clclo ( Martinez - Palomo,1982 ). Dicho ciclo se resume en la figura 1.



Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica.

En la figura se muestra el ciclo de vida del parasito protozoario
E. histolytica, dentro del hombre. Este presenta dos fases, una
trofozoitica y otra quistica. Este ciclo comienza con el quiste, el cual
se adquiere al ingerir cualquier alimento contaminado o el agua,
después pasa al estomago donde se inicia el desenquistamiento, de
donde emerge uh organismo tetranucleado, el que pasa por
diferentes estadios metaquisticos, en los que se divide el nlicleo en
8, posteriormente se presenta una division citoplasmica, la cual da
origen 8 trofozoitos, el que se adhiere a la mucosa intestinal o
algunos trofozoitos soh expulsados del tracto digestivo o atraviesan
la pared intestinal invadiendo los tejidos de otros érganos. Aqui los
trofozoitos se dividen una o varias veces y enquistan en el mismo
huésped, los cuales son expulsados en las heces para empezar un
nueva ciclo {(Martinez - Paloro, 1982).
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CLASIFICACION TAXONOMICA.

El género Entamoeba incluye numerosas especies que parasitan a
vertebrados e invertebrados. La especle méas conocida que parasita al hombre
es E. histolytica que es la causante de la disenteria amibiana.

La claslficacion taxondmica del parésito, de acuerdo al Comité de
Sistematica y Evolucién de la Socledad de Protozoologos, (1982} es fa
sigulente:

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum  Sarcedina
Superclase Rhizopoda

Clase Lobosea
Subclase Gymnamoebia
QOrden Amoebida

Suborden Tubulina
Género Entamoeba
Especle histalvtica

IMPORTANCIA DE E. histolytica COMO PRODUCTOR DE
AMIBIASIS.

E. histolvlica se encuentra frecuentemente en el intestino grueso
provacando la amibiasis intestinal, la forma en que puede presentarse puede
ser.

a) Digsenterfa amébica, provoca lesiones en la parte alta del colon.

b) Colitis amébica, la que provaca ulceras necréticas a lo largo del
colon, afectando ast las paredes intestinales, esta es una de las
formas més severas de la amibiasis.



c) Ameboma, en la que se producen un conjunto de ulceraciones en
el colon y el Intestino delgado, provocando que la persona baje
de peso y presente fiebres muy altas. (Martinez-Palomo, 1986).

La amiblisis extraintestinal se presenta principaimente en el higado,
donde forma abscesos hepaticos existiendo conh mayor frecuencia en
hombres que en mujeres. En el cerebro, pulmones y en la plel, estos Gitimos
casos es con menor frecuencia. (Martinez - Palomo, 1986).

Aproximadamente un 10% de la poblacion mundial padece de amibiasis,
en 1984 se encontré que de 500 millones de personas infectadas, 40 millones
sufrieron colitis o absesos extraintestinales y aproximadamente 40 mil
muertes por la amibiasis (Rodriguez, 1990).

DIiISTRIBUCION MUNDIAL DE LA AMIBIASIS.

La frecuencia de amibiésis en el mundo, depende princlipalmente de las
condiclones de higiene. En las regiones tropicales y subtropicales es mas
frecuente donde sus habitantes tienen recursos econdmicos escasos y bajo
nivel cultural. Por lo tanto, se puede decir que los paises que padecen con
mayor frecuencia esta enfermedad son los llamados tercer mundistas. En un
estudlio realizado por Walsh (1886), se encontré que en América del Sur y en
América del Norte, existen 95 millones de personas infectadas, de estas
mueren entre 10 y 30 mil, en Asla existen 300 millones de personas infectadas,
y mueren entre 20 y 50 mli personas, Africa tlene 85 millones de enfermos y
mueren de 10 a 30 mil personas. En Europa hay cerca de 20 millones sin
defunciones. De todo esto concluimos que en el mundo existen 500 millones
de personas Infectadas, muriendo entre 40 y 110 mil. (Walsh, J.A. 19886).

CARACTERISTICAS DEL DNA AMIBIANDO.

De acuerdo a la presencia o ausencia de un nlcieo se han clasificado a
los seres vivos en dos grandes grupos:

a)L.os organismos procariontes, son aqueilos que no poseen una
membrana nuclear que delimiten su material genético.

b)Los organismos eucariontes, cuyo material genético se encuentra
delimitado por una membrana nuclear 6 un nticleo definido.



La existencia de este nlcleo implica un cambio muy importantes en la
organizacin del material genético, dando como resultado diferentes
mecanismos de regulacion en la expresion del genoma (Torres, 1990).

El material genético en procariontes se encuentra contenido en una
molécula de DNA circular cerrada acomplejada con RNA y proteinas en una
estructura, llamada nucieoide. El nuclecide se encuentra asociado a la
membrana plasmatica en el punto de origen de la replicacién y el DNA
dispuesto en forma lineal mide aproximadamente 1250 micrémetros, y se
compacta dentro de la célula para ilevar a cabo sus funciones. El nucleoide
tiene una apariencia fibrilar, se encuentra formado por DNA, RNA polimerasa,
proteinas basicas y moléculas de RNA (Torres, 1890).

Las células eucaridticas se caracterizan por tener su material nuclear
encerrado en una membrana nuclear. Dichas células sufren un ciclo celular y
una division nuclear durante su desarrollo.

En este trabajo nos enfocaremos a estudiar la organizacion del DNA de
E. histolytica, que es considerado como un organismo intermedio. ya que
posee caracteristicas de los procariontes y de los eucariotes; aunque posee
un ndcleo bien definido (dentro del cual existe RNA), carecen de mitocondrias
y de aparato de Golgi.

Gelderman y col. (1971) propusé que la cantidad de DNA en los
trofozoitos de E. histolytica puede ser constants, aunque se ha reportado
diferentes cantidades de DNA en las cepas E. histolytica (Tabla I ; Hernandez,
1985). Lépez Revilla y Gomez (1978) encontraron que la cantidad de DNA
por trofozoito puede variar en una linea de cuitivo axénico.

Hernandez y col.(1986), realizaron un andlisis del DNA de varias cepas y
clonas de E. histolytica mediante un método directo, basado en la lisis celular
in situ de los trofozoitos dentro de un gel de agarosa y la electroforesis del
DNA amibiano. Los resultados obtenidos sugirieron que el DNA de E.
histolytica esta organizado en poblaciones de diferentes tamanos,
probablemente cromosomas. Aquel DNA que tuvo poca migracion
electroforética es dificil de interpretar y existen varias explicaciones posibles.
Una de ellas propone que este DNA sea de origen viral, habiendo seguido un
mismo camino evolutivo que el DNA del huésped, otra propone que las
moléculas de DNA de alto peso molecular, esten formando parte de los
cromosomas amiblanos, o bien que sea DNA extracromosomal (Hernandez
y ¢col., 1986).



TABLA |
PROPIEDADES DEL DNA EN Entamoeba sp.

* - Densidad
CEPA Pg/celula Tm % G-C on GsCl
E. histalvtica: -
HK9 o.4of;’) 78510 | 22,4 {16882
1.50
22112 27.6%
5484
HM38 9.95'4
F22 0.60¢" 7860 | 22.4' [16911@
200:NIH 0.500 80.5" 27.3 |1,6897 (&
HM2 8.86!2 '
3.04(2)
E. invadens; ‘
Pz 0.842
0.3741 830"l 334
P 0.32(" go.oM{ 26.1 M
E. laredo:
0.09(" 8501 ag.3f |16913 3
0.08(M 8o.0M| 26.1 M |1.6912 (3
2.304,
E. mosh Kil;
FIC 0.072)
1.00 " go.a Ml ag1.7M

Este cuadro fué obtenldo de la Tesls de Hern&ndez, F 1985

(1) Gelderman y col., 1971. J. Parasltol 57:812
(2) Lopez - Revilla y Gémez, 1978. Exp. Parasltol 44:243
(3) Reeves y col., 1871 J. Parasitol §7:939

(4) Hern&ndez, 1985. Tesls de Maestria.

= Tm: Temperatura medla de desnaturallzacién en °C




Por otra parte, el corte con enzimas de restriccion del DNA aislado de los
trofozoitos por medio de gradientes de cloruro de cesio-bromuro de etidio
mostrd que existen secuenclas repetidas en acuerdo a Gelderman (1971)
qulen hizo una comparasion entre el tamafio de los genomas de diversas
especies de amiba.

Albach, R. (1983}, observd en los nicleos Interfasicos de E. histalytlca
cromatina periférica cerca de la doble membrana nuclear, ademas encontré
en la parte central una estructura nuclear flbrogranular llamada endosoma, y
propuso que este es un sitio de condensacién del DNA utilizado durante la
divisién nuclear. La funcién de esta estructura no se puede decir con certeza
aunque pudiera corresponder a un nucledio (Albach, R., 1989) . En el niicleo
de E. histolytica se encuentra DNA, cuya cantidad es aproximadamente de
0.45 picogramos, fa mayoria de este DNA se encuentra disperso en forma de
eucromating, la cual se encuentra relacionada con la sintesis del RNA
mensajero. En la parte periférica del nlcleo se localiza RNA, (esto no se
encuentra en células eucaridticas), que se cree corresponde a RNA ribosomal,
ya que esta asociado con material granular cuyo tamafio es comparativo al
de los ribosomas (Albach, 1988).

El estudio sobre la organizacidn del DNA de E. histolytica es complicado
por la dificultad para obtener suficiente material purificado, por lo que se
requiere de grandes cantidades de cultivo amibiano. Ademas, la presencia de
gran cantidad de nucleasas dificulta la extraccion ya que los trofozoitos
degradan rapidamente el DNA cuando se usan métodos de extraccion
convencionales, provoca disminucion en el rendimiento y disminuye la
posibilidad de obtener material de alto peso molecular (Hernandez y col.,
1888). Otradificultad para el alslamiento del DNA amibiano es la gran cantidad
de carbohidratos que acompafian al acido nucleico durante la purificacion
{Albach, 1989; Pérez- Mutul y col., 19886).

La importancia del analisis de la organizacion del DNA en los protozoarios
del género Entamoeba, es que los resultados que se obtengan puedan
aplicarse para el desarrollo de metodologias de identificacidn de diferentes
cepas. Ademas, de esta forma se puede estudiar la expresion y la organizacion
del material genético, principaimente en localizar aquellos genes que se
encuentran relacionados con la virulencia en diversos parasitos (Hernandez y
col., 1986).
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AISLAMIENTO DEL DNA.

Un problema que se encontré al aislar el DNA de E. histolytica fué la
presencla de protefnas y polisacéridos que copurifican con el DNA al extraerlo
con solventes orgénicos y la gran cantided de nucleasas amiblanas que es
necesario inactivar durante el proceso de la homogenizacién celular y
purificacion del DNA. Para superar estas dificultades fue necesario trabajar
con concentraciones elevadas de EDTA que es un inhibidor de DNAsas y de
la enzima proteinasa K que degrada eflcientemente las protefnas
contaminantes (Hernandez y col.,1986; Pérez-Mutul y col.,1986; Ayala, 1988;
Océdiz, 1989).

Ayala (1989) probd diferentes métodos para ef aislamiento del DNA de
E. histolvtica, y eligio el de Herndndez y col. (19886), ya que este fue ef que
proporciond mayor rendimiento, 7.35 picogramos de DNA por trofozoito y el
material obtenido por este método es de mayor pureza, con 1.75 de densidad
optica 260/280 (Maniatis y col., 1982). El criterio del cociente 250/280
garantiza que las enzimas especificas para DNA {endonucieasas,
exonucleasaso ligasas) actuen eficienternente, La integridad del DNA extraido
por diferentes métodos se comprobd mediante la electroforesis en geles de
agarosa y tincidn del DNA con bromuro de stidio (Ayala, 1988).

ORGANIZACION DE LA CROMATINA EN E. histolviica.

Actualmente existen pocos estudios realizados sobre la organizacién de
la cromatina amibiana, sin embargo, muchas de las clasificaciones a nivel de
género y especie, se han realizado teniendo en cuenta las caracteristicas
estructurales de su nicleo (Torres, 1990).

La cromatina de E. histolvlica esta organizada parciaimente en
estructuras similares a nucleosomas, teniendo cada uno un didmetro de 10
nandmetros, lo que es comparable con los nucleosomas de las células
eucaridticas, aunque los tamafios de los nucleosomas amibianos son
heterogéneos (Torres, 1990). Los nucleosomas miden 130 pb, de acuerdo a
lo determinado por digestiones con hucleasa micrococal. Se han identificado
6 protefhas nucleares de 53, 34, 30, 25, 19 y de 16 kDa estas unen el DNA
independlientemente de la secuencla de nucledtidos. Estas proteinas se
encuentran Involucradas en la organizacién nucleosomal en Enfamoeba y
poseen caractetfsticas diferentes a las histonas (Torres, 1990).
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No todas las secuenclas de DNA presentes en la cromatina organizada
son inactivas durante la transcripcién, una pequefla proporcién de la
cromatina noorganizada en nucleosomas corresponden a secusncias activas,
se ha propuesto que la cromatina en Entamoeba podrfa formar dos
compartimientos funclonales, uno qus es Inactivo y otro activo, en este Gltimo
los genes se encusntran inmersos en secuencias no funcionales durante la
transcripclén (Torres, 1990).

ELEMENTOS EXTRACROMOSOMALES EN E. histolytica.

En la actualidad se realizan extensos estudlos con respecto a los genes
ribosomales repetidos de E. histolylica ya que pueden ser Gtiles para
establecer las relaciones filogenéticas entre los diferentes géneros, ademas
de ayudar a la identificacion de especies y cepas (Bhattacharya y col., 1989).

En diversas especies de protozoarios los genes de RNA ribosomal son
extracromosomales, existlendo como moléculas palindrémicas fineales o
circulares (Long y Dawid, 1880). Los genes extracromosomales de RNA
riboscmal se replican autonomamente durants la etapa vegetativa y tienen la
capacidad para proparcionar a la célula una gran cantidad de RNAs
ribosomales. En el caso de Paramecium (Findly y Gall, 1978) y Tefrahymena
(Gall, 1974) se han reportado molsculas circulares y linealss. En el caso de
Tetrahymena, los genes extracromosomales de RNA ribosomal se derivan de
una copia integrada cromosomalmente, la cual es amplificada durante la
formacion de nuevos macrontcleos después de la conjugacion (Engberg,
1985).

Hubery col. (1989}, realizarén un mapeo de restriccion del DNA de clonas
de la cepa HM1:IMSS de E. histolytica, encontrando una molécula de DNA
circular de 24.6 Kb, cuya presencia fue confirmada al ser analizado el DNA de
E. histolytica (aplicando la técnica de desenvolvimiento con citocromo) en el
microscopic electronico. Esta molécula clrcular tiene un tamafo en acuerdo
al obtenido por el mapeo de restriccion del DNA, posee un origen de
replicacién independiente, lo que permitiria la amplificaclén de estas
moléculas en un alto nimero de copias. Ademas las moléculas de DNA
ribosomal presentan 2 reglones grandes de invertidos repetidos
{palindromes) que miden 5.2 kb de largo. Huber y col.(1988) observo en el
DNA ribosomal de la clona R-715 de E, histolytica que en ambas mitades de
los repetidos Invertidos, se encuentran localizados dos cistrones de RNA
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ribosomal en una molécula de DNA ribosomal. Esto se ha encontrado en el
DNA de los cloroplastos, donde los repeticios invertidos confieren estabilidad
alamolécula que se sometera nuevamente a los eventos de la recombinacion
(Palmer y col., 1882). Estos repetidos invertidos son una caracteristica
estructural del DNA ribosomal de E. histolytica, quienes aseguran que estas
moléculas s8 mantengan funcionando.

Otra caracteristica estructural que se encontrd en el DNA amibiano es la
presencila de regiones de separacién entre los repetidos invertidos, contienen
gran cantldad de repstidos de DNAs. Estos elementos son comunes en otros
organismos y tienen un papel importante en la transcripcion del RNA
ribosomal {Huber y col., 1989). Estas investigaciones podrian aplicarse en el
desarrolio de un vector para la introduccion de genes para ser copiados en un
alto nlmero en protozoarios (Huber y col., 1889).

CROMOSOMAS DE E. histolytica.

Las cromosomas de E. histolytica no condensan durante ia mitdsis,
siendo muly dificil su observacién (Albach, 1988; Huang, M y col., 1891), por
lo que existen autores que niegan fa presencia de cromosomas en este
parésito protozoario, sin embargo Albach (1989) describe la condensacion
del DNA amibiano enelendosoma, el cual se encuentra en el centro del niicleo.

Solis y col. (1888), pudo observar los cromosomas en las diferentes
etapas de la division nuclear y dar un nmero aproximadeo de 12 a 16
cromosomas, ademas logro caracterizar cada una de las etapas de {a division
comparandolas con otras células eucaridticas. Para cumplir su propésito
utilizé la colchicina, con fa que se obtuvé una sincronizacion de los trofozoitos
de E. histolvtica cepa HM1:IMSS clona L8, en cada uno de los estados de la
division nuclear y una posterior observacion al microscdpio electrénico vy el
optico. En base a sus observaciones propusierdn un modelo de la division
nuclear en E. histolytica o proceso endomitdtico (no existe pérdida de la
rmembrana nuclear durante el proceso), y es pleuromitdtico (el huso
acromético sedisponeen forma bilateral durante la segunda fase de la division
mitética). Solls y col. (19886), divide el proceso mitdtico en 4 fases, como se
observa en la figura 2.
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Figura 2. Division nuclear de los trofozoitos de E.

En esta autoradiograffa se muestran los trofozoftos marcados
con (3H) TdR, en donde se observan la divisién nuclear. (A)
interfase; (B) Profase; (C) Anafase temprana; (D) Anafase tardia;
(E) Telofase.
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La 1® fase de la division, se observa la pérdida de la forma esférlca del
nicleo, presentando una protuberancia; el cariosoma central se presenta
comoun conjunto de condensaciones de material electrodenso (cromosomas
amiblanos), los microtibulos se disponen radialmente asoclados a los
cromosomas; el material periférico esta distribuido homogeneamente.
Enseguida, el nicleo tiene dos protuberancias, en una de ellas se encuentran
otlentados los cromosomas con los microtibulos asoclados a ellos. En la 22
fase de la divisién, se presenta un aumento en el tamafio de una de las
protuberancias (en la que se encuentran orientados los cromosomas y
microtibules), por lo que el nacleo pierde su forma redonda volviendose
alargada. Los cromosomas se han desplazado del centro del nicleo hacia uno
de los extremos, observandose de 4 a 5 pares de estructuras cromosomales.
Estas se encuentran inmersas en una red de microtibulos, organizadas en
haces, que salen del centro del nicleo y se orienta en forma divergente hacia
la membrana nuclear, esto podria deberse a que la membrana nuclear no
presenta discontinuidad. En la 32 fase, el nlcleo se presenta con una
protuberancia muy crecida, que dara lugar a un nacleo hijo. El alargarniento
del ntcleo es irregular, diferenciandose asi el nuevo nucleo. Ei material
periférico esta distribuido en forma irregular, la forma de los cromosomas de
la1® y 2° fase se ha perdido. La 4® fase se caracteriza por presentar 2 o mas
nlcieos en el citoplasma de la amiba como resultado de la division
pleuromitdtica intranuclear. Estos niclecs presentan caracteristicas de
niclecsen interfase, siendo su forma esférica, no aparece el cariosoma central
en los nlcleos, el material periférico entre ambos nlcleos esta distribuido en
forma polarizada en algunas reglones de la periferia nuclear.

La division nuclear en E, histolytica clona L6, de manera analoga a la de
la cepa Laredo descritas por Giquaud (1979), presenta una divisidon nuclear
ortomitética, es decir es una mitdsis cerrada e intranuclear (Orozco y col.,
1988) aunque presenta algunas diferencias: En E, lareda los microttibulos no
se anclan a los corplsculos del nucleoplasma, a diferencia de la clona L6
donde si existe anclaje de los microtibulos a un corplisculo del nucleoplasma.
Otra diferencia es la localizacidn y la forma de huso acromatico (Orozco y col.,
1988).
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ELECTROFORESIS DE GRADIENTE EN CAMPO DE PULSOS
(PFGE).

La electroforésis en geles de agarosa es una herramienta para el anélisis
de moléculas de DNA menores de 50 kb, pero cuando se intentarén separar
moléculas de DNA mayores de 50 kb se obtuvieron resultados poco
satisfactorlos.

La resolucién en los geles de agarosa se ve disminuida cuando las
moléculas de DNA son de tamaino muy grande, teniendo como resultado
movilidades electroforéticas anormales. En algunos trabajos, con la finalidad
de separar mejor las moléculas de DNA mayores de 50 kd, se utilizarén
concentraciones de agarosa menores de 1% en los geles, presentandose
problemas como la fragilidad del gel, tiempos de corrida muy largos y la poca
resolucién de moléculas mayores de 750 kb (Mathew y col.,1988; Simske,
S.J.y Scherer,S. 1989) . Esta es una limitacidn para el estudio de los genomas
de mamiferos, donde el tamario de los cromosornas tienen un rango de 30 a
180 Mb (Barlow, 1989).

La solucién a los problemas de electroforésis de moléculas de DNA
mayores de 50 kb, fué el desarrollo de un sistema de electroforésis en gel con
gradiente de campo pulsado (PFGE). (Schwartz y Cantor, 1983:1984) en el
que se pueden separar moléculas de DNA de tamafio mayor de 2000 kb, con
una resolucidn mucho mayor que cualquier otro tipo de electroforésis. En esta
técnica, el DNA incluido previamente en una matriz de agarosa a partir de
celulas integras es fraccionado por tamafio, a través de un gel de agarosa, por
la aplicaciéon de dos campos eléctricos perpendiculares aplicados
alternadamente, uno de los cuales es heterogéneo, compuesto por un
electrodo positivo y una serie de electrodos negativos. La alternancia de los
campos perpendiculares, se realiza aplicando pulsos con una duracién de 1
a 80 segundos, para la separacidn de moléculas de 30 a 2000 kb.

Enelsisterna PFGE la separacion entre las moléculas depende del tiempo
que necesitan las moléculas de DNA de mayor peso para responder a los
cambios en la direccidn del campo, el cual es comparativamente mas fargo
que el que necesitan las moléculas de menor tamarfio, por lo que la separacion
del DNA depende de la frecuencia con la cual los campos eléctricos se
alternan.

La electroforésis PFG se aplicd primeramente en el analisls de los
cromosomas de levadura, cuyo mapa de ligamiento genético es bien
conocido, lo que sirvid para comprobar que fas bandas resueltas de DNA de
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alto peso molecular son cromosomas intactos (Schwartz y Cantor 1984). Van
der Ploeg y col. (1985) demostrarén que el genoma de Trypanosoma esta
organizado en 7 cromosomas que midenentre 0.75 y 3 Mb. En estos estudios
los autores observarén que en este parasito existe significativa variabilidad en
la talla de las moléculas de DNA de las cepas y aun entre las clonas derivadas
de la misma cepa, con lo que demostrarén la gran plasticidad que posee el
genoma de estos parasitos.

ELECTROFORESIS DE GRADIENTE EN CAMPO DE PULSOS
{(PFGE) EN Plasmodium sp.

Dorey col. (1988), describierdn la clonacion molecular de una secuencia
telomérica del DNA de P, berghei, con lo cual mostrarén que algunas
caracteristicas teloméricas se encuentran presentes en el genoma de otros
organismos eucariéticos simples, esta parte terminal contiene hasta 70
secuencias repetidas, como el siguiente CCCTAAA. Estos mismos autores
utilizando el sistema PFGE estudiaron ios cromomosomas de las especies del
genero Plasmodium, P. yoelli, P, chabaudi vy P. falclparum, observando que
existen secuencias teloméricas homoélogas, mientras que la regién
subtelomérica obtenida de P, berghsi. se encuentra muy representada en dos
de sus cromosomas, las cuales no han sido reconocidas en otras especies.
Sharkey y col. (1988), analizarén el DNA de 6 clonas de P, chabaudi por medio
de PFGE. utilizando dos tiempos de pulso diferentes, obteniendo como
resuitado 10 bandas de DNA, las cuales de acuerdo a los marcadores de
levadura tienen tamafics entre 650 y 5000 kb. Para comprobar que estas
bandas son cromosomas intactos se hibridé con secuencias teloméricas de
E. berghel (Ponzi y col.. 1985), mostrando que cada banda representa un
cromosoma. En las bandas més pequefias se observd hibridacion mas
intensa, por lo que se sugiere que en estas migré mas de un cromosoma por
banda. Estas mismas bandas de DNA de P. ¢habaudi se hibridarén contra
una secuencia de RNA ribosomal (rib.1){Langsley y col., 1883}, dandc como
respuestasefialesenlos cromosomas5,6,8 y 10, aparentemente con la misma
intensidad. El nimero de coplas estimado de este gen que codifica al RNA
ribosomal es de cuatro y estos datos sugirlerén que una copia de este gen se
encuentran distribuldas en los cromosomas de los ya enumerados. Sharkey
y col. (1988} utilizando secuencias de cDNA y secuencias de RNA ribosomal
(rib.1) (Langsley y col. 1983) localizadas en cromosomas especificos
(marcadores cromosomales), identificd aquellos cromosomas que son
homdlogos en diferentes cepas localizandd los genes de RNA ribosomal en
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los cromosomas. En 6 clonas de P, ghabaudi usando sondas que hibridan en
los crormosomas 5 y & se encontré variabilidad en cuanto al tamafio de estos
cromosomas en las diferentes clonhas, por ejemplo el cromosoma § de las
clonas CB y ER es méas grande que el de las otras clonas de P, chabaudi,
demostrando polimorfismo entre sus clonas, las cuales fueron originadas del
cDNA de la cepa parental de P, chabaudii.

Corcoran y col. (1986), estudiarén el polimorfismo en el tarmafo de los
cromosomas de P, falciparum comparando el carictipo molecular, obtenido
por PFGE de tres clonas independientes de este parasito, dando como
resultado que el nUmero de cromosomas se mantuvo constante. Sin embargo
cuando aplicaron las pruebas de hibridacién con sondas especificas para
cada cromosoma, estos autores encontrarén que existia una diferencia en el
tamafio de los mismos cuando estos fuerén comparados con los
cromosomas anélogos de las clonas estudiadas. Observando que los
cariotipes moleculares analizados de una linea clonal de este parésito,
permanece constante a través de las fases asexuales del ciclo. Ademas estas
pruebas de hibridacion indicarén que las deleciones/duplicaciones son de las
principales causas de polimorfismo en P, falciparum.

Sheppard y col. (1988), mediante PFGE obtuvierén los cariotipos
moleculares de 4 cepas de Plasmodium , ademéas de 3 subespecies de P,
chabaudi. Cada uno de los cariotipos obtenidos posee 14 cromosomas, que
miden entre 730 a 2000 kb. Las 4 cepas de Plasmodium analizados presentan
poco polimorfismo en cuanto al tamaiio de sus cromosomas. Sin embargo el
cariotipo molecular de cada una de estas cepas es Unico y faciimente
reconacible de otras cepas.

Weber y col.{1988), mapeo 13 secuencias del DNA en 9 cromosomas en
una cepa brasilefia IMTM22 de E. falciparum (es posible que haya mas
cromosomas en los pozos o localizados en los cromosomas 6,7 u 8), con lo
que fué posible localizar una secuencia por cromosoma. Kemp y col. (1886),
mapeo un gen Ag 63, el cual se encontré en el cromosoma 5 y 6. Langsley y
col.(1986) mapearén DNAr en los cromosomas 1 y 6. Wellems y col.(1987)
observarén que en B, falciparum durante su estado dentro del eritrocito,
sintetiza una familia de proteinas, las que se caracterizan por tener gran
cantidad de histidinas, lo cual es poco usual en las demas proteinas. Las
proteinas de esta familia HRP-l son rica en histidina, asociada a las
protuberancias de los eritrocitos infectados, HRP-Il es una protefna rica en
histidina, la cual es descargada dentro de un medio extracelular y la HRP-IlI
su localizacién no ha sido bien establecida. Comparando las secuencias del
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HRP-Il y del HRP-Ill de una clona de P, falciparum, se ha visto que estos genes
ho se encuentran relacionados, localizandose uha copla de la secuencia de
este gen en cromosomas diferentes en este parasito. La homologia entre
HRP-Il y HRP-Ill, implica que estos dos genes tienen su origen en la
duplicacion y divergencia de un ancestro comuin (Wellems y Howard, 1987).
Los genes originados por duplicacién o divergencia pueden variar en cuanto
al nlimero de copias y pueden encontrarse en forma de racimo como sucede
con los genes de alfa y beta- globuiina de humano (Maniatis y col. 1980) o
pueden estar dispersos en todo el genoma, como la familia de muiltigenes de
actina en Dictyostelium discoideum (Welker y col., 1986). Para estudiar ios
genes de HRP-1l y HRP-IIl en el genoma de B, ialmpazum se analizarén los
patrones de herencia de ambos genes, los cuales se obtuvierén gracias a la
cruza entre dos clonas diferentes de P, falciparum, determinando el nimero
de copias de estos genes y mapeando su localizacién cromosomal mediante
el uso del PFGE. El resultado indicé que la proteina HRP-Ii es codificada por
un par de alelos iguales en los dos parentales en tanto que la proteina HRP-Ii]
se heredd de uno de ios parentales en toda la progenie examinada. El gen
HRP-Ill se encuentra localizado en una regidén subtelomérica del cromosoma
13. Los estudios de crecimiento in vitro sugieren que los genes HRP 1l y il
pueden afectar la proliferacion del parasito en el eritrocito (Wellems y col.
1987).

ELECTROFORESIS DE GRADIENTE EN CAMPO DE PULSOS
(PFGE) EN Irypanosoma sp.

Van der Ploeg y col. (1984), estudiaron por PFGE los cromosomas de
Trypancosoma brucel, obteniendo 3 cromosomas de aproximadamente 2000
kb, 6 cromosomas de 200 a 700 kb y clentos de minicromosomas de 50 a
1560 kb. Una vez obtenido el cariotipo molecular se realizaron pruebas de
hibridacién con sondas de DNA de los genes de los antigenos variables de
superficie (VSG) 118 y 221, y observaron que las coplas basicas de los genes
aparecen en el DNA de alto peso molecular. Masake y col. (1988), obtuvieron
mediante la aplicacion de la electroforésis de alternacion de campo ortogonal
{OFAGE) el carlotipo de 117 clonas de 1. congolense, de 54 cepas de la costa
de Kenla. Esta misma técnica se ha aplicado para caracterizar 1. brucei (Van
der Ploeg y col., 1984), asi como 1. congolense (Majiwa y col., 1986).
Engman y col. (1987), obtuvieron el cariotipo de 6 cepas y 6 clonas de

brugei, encontrando que su genoma esta formado por 16
cromosomas que van de 200 a 2000 kb. Sobre estos cromosomas se hicieron
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pruebas de hibridacién con las sondas especificas de los genes de tubulinas,
RNA ribosomal y proteinas de choque térmico. Gracias a la focalizacién de
estos genes se marcaron diferencias entre las clonas y cepas de 1. brugcei las
cuales se encuentran relacionadas con la heterogeneidad fenotipica que se
encuentra en este tipo de parasito.

ELECTROFORESIS DE GRADIENTE EN CAMPO DE PULSOS
(PFGE) EN Leishmania sp,

Comeau y col.,1986; Bishop y cal.,1887, mostraron polimorfismo en los
cariotipos moleculares obtenidos en una amplia variedad de especies de
Leishmania y entre cepas de la misma especie de éreas geogréficas
separadas. Pagesy col. (1989), estudiaron el cariotipo de 21 cepas y 14 clonas
de Leishmania infantum (agente causante de la leishmaniasis cutanea y
visceral), aplicando Ja técnica del PFGE en el DNA de este parésito, dando
como resultado variaciones tanto en la talla de los cromasomas que va de 270
a 2600 kb, como en el nimero de bandas resueltas que varia de 24 a 31.
Ademdés con las pruebas de hibridacion con sondas de DNA especificas para
cada cromosoma en los Southern blot de los geles obtenidos por el PFGE, se
observé que se presenta una diferencia de mas menos 50 kb en la falla de los
cromosomas homologos de diferentes cepas. Para explicar este polimorfismo
estos autores propusierdn la realizacién de rearreglos intercromosomales
tales como la traslocacién o eventos intracromosomales como la
amplificacion/ delecién en las secuencias del DNA. Este pelimorfismo
cromosomal fué observado en T. cruzi (Gibson y Miles, 1986), asi como en
B. falciparum (Corcoran y col.,1888). Con los resultados obtenidos en este
trabajo se sugiere una hipdtesis en cuanto a un cambio genético ccasional
durante la fusion nuclear en Leishmania, como se observo recientemente en
I. brucel, donde Jenni y col, 1986, al realizar pruebas de hibridacion sabre el
carictlpo molecular de este parésito, encontraron que posee un 50% mas de
DNA nuclear que el de sus parentales, esto demuestra que la adicién de
material cromosomal es por parte de los dos parentales (Wells y col.,1987).
Este exceso de DNA puede ser deletado durante las sucesivas divisiones
mitéticas en los huespedes mamiferos (Paindavoine y col.,19886). Bishop y
col. {(1987) obtuvieron un cariotipo de Leishmania formado de 22
cromosormas, como minimo, en un stock de L. donovanl. El tamafio de los
cromosomas va de 270 a 4000 Kb. El polimorfismo observado en la talla de
jos cromosomas de Leishmania sirvié para distinguir las subespecies L. d.
donovani, L. d. Infantum, y L. d. chagasi del stock de L. donovani. Se observo
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con pruebas de hibridacion con sondas obtenidas de los mismos
cromosomas aplicadas en las diferentes subespecies gque existe una
translocacién entre fos cromosomas, lo cual contribuye al polimorfismo.
También fue mapeado el gen de beta-tubulina con la sonda heterdloga de 1.
bruce] (Seebeck y col. 1983) y la sefial apareci6 en los cromosomas 21, 22,
13y 7 siendo mas intensa en los cromosomas 21 y 22. El gen de alfa-tubulina
se encontré en el cromosoma 8. El arreglo de los genes de alfa y beta-tubulina
se encuentran muy conservados en esta especie.

Laresistencia a drogias es un fendmeno asoclado con el polimorfismo en
el tamafio de los cromosomas en las poblaciones de parasitos. En L. fropica
seleccionadas in yitro son lineas resistentes al metotrexato, las que presentan
una cansiderable amplificacion de su DNA {Coderre y col.,1983; Beverley y
col.,1984). Algunas de las secuencias amplificadas fuerdn iniciaimente
extracromosomales y se mantuvieron por seleccion con el metotrexato.
Ademdas se generaron lineas de parasiios con secuenclas amplificadas
integradas en tandem en el DNA cromosomal (Beverley y col. 1984). Tras una
fuerte presion selectiva puede dar lugar a fluctuaciones muy grandes en
cuanto a fa abundancia del DNA repetitivo, lo que trae como consecuencia
polimorfismo en el tamafio de los cromosomas de los parésitos (Corcoran y
col. 1986).

Comeau y col. (1986), obtuvieron los cariotipos de L. tnexicana
amazanensis, L. chagasi, L. major, L. donovani y L. brazilensis por medio de
la electroforésis ortogonal de campos alternos (OFAGE) y localizaron en los
cromoesomas os genes de alfa tubulina y los genes de RNA ribosomal, cada
uno de los cuales fueron mapeados en cromosomas Unicos. El gen de beta
tubulina se encontré en mas de un cromosoma, y se dermostrd su localizacion
la cual varia en las diferentes especies.

Samaras y col. (1887) mostraron que las cepas de L. major de la misma
area geogratica presentan poso polimorfismo en cuanio a su tamano
cromosomal, a diferencia de aquellas cepas de diferentes areas geogréficas,
en las cuales existe una diferencia significativa en los tamafios cromosomales.
Con el usode sondas para genes especificos se demostrd que en los genomas
de las diferentes especies de lLeishmania han ocurrido rearreglos
cromosomales durante su evolucion.
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ELECTROFORES!S DE GRADIENTE EN CAMPO DE PULSOS
(PFGE) APLICADO EN EL DNA DEL HONGO Candida albicans.

La electroforésis PFG no solo se ha aplicado en parasitos protozoarios,
sino también a otros microorganismos como en el hongo Candida albicans,
donde Lasker y col. (1988), aplicaron dos variantes de este tipo de
electroforésis. Una, la elctroforésis de campos alternos (OFAGE) y la
electroforésis de inversion de campo (FIGE), con les cuales obtuvieron 8
bandas cromosomales y con el andlisis de hibridacion de estes se dedujo que
tiene un genoma haploide, con un minimo 8 cromosomas.

ELECTROFORESIS DE GRADIENTE EN CAMPO DE PULSOS
(PFGE) EN E. histolytica.

Debido a la gran variacién en el contenido de DNA por trofozofto
(Lopez-Revilla y Gomez, 1978) y el poco conoccimiento que se tiene de la
composicion genética de cada cromosoma individual, hace mas dificil de
explicar la ploidia en el parasito Entamoeha sp.

El estudio del DNA de Entamoaba histolytica con la electroforésis de
gradientede campoen pulsos es muy reclente. Valdes y col. (1980) reportardn
por primera vez el cariotipo molecular de este parasito del hombre y el de E.
invadens, el cual es un parasito de reptiles. En este analisis se utilizaron 3
condiciones de corrida diferentes, con las cuales lograron resolver el DNA de
E. histolytica en 6 a 9 bandas que miden aproximadamente de 300 a 2000 kb
y el DNA se encuentra formado de 16 a 22 cromosomas grandes y 31
cromosomas pequefios. En el caso de E. invadens se obtuvieron de 4a 5
bandas que miden entre 300 y >2000 kb, resolviendose 4 cromosomas
grandes y 6 cromosomas pequeiios (Tabla H). Se realizaron pruebas de
hibridacién con una sonda ribosomal de T, brucei, con la que se observé una
banda de 1100 kb, en E. histolytica cepa HM1:IMSS y una banda de 1000 kb
en la clona A de la misma cepa (en ambas cepas se muestra hibridacién en
el origen). En E. invadens unicamente hibridd la sonda ribosomal en el origen.
Se calculd que en E, histolytica existen 1075 pby en E. Invadens de 107-Y pb
por genoma haploide. Estos calculos se obtuvieron haciendo modificaciones
del método descrito por Scholler y col. (1986) para Lelshmania y estan en
acuerdo a Gelderman y col.(1971), con los experimentos de renaturalizacion
del DNA en E, histolytica. Estos resultados tamblén estuvieron de acuerdo con
los de Solis y col. (1988), quienes describierén de 12 a 16 cromosomas en
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. TABLA 1l
CROMOSOMAS DE E. histolytica Y DE E. invadens

E. histolytica E. invadens
HM1-1IMSS Clona A Clona P-1v
No. No. No.

Banda Talla D N Banda Talla D N Banda Talia D N
1 2000 5820 1 1 2308 8670 2 1 2000 28560 2
2 1800 104860 2 2 1872 4920 1 2 1900 20840 1
3 1500 8540 2 3 1218 16450 5 3 1800 16100 1
4 1100 12400 3 4 1000 14870 6 4 300 14490 B8
5 780 6650 3 5 782 16610 8
6 575 8970 5 6 455 10840 9
7 400 5720 5
8 300 8820 12
9 280 11420 14

Namero de

cromosomas resusitos | 47 31 10
Total de pares de 108 107 10"
bases calculados

{ Tabla tomada de Valdes y col. 1880 )



base a las estimaciones que fusron obtenidas por la adicion del producto de
la medida de las bandas, multiplicando por el niimero de moléculas presentes
en cada banda.

GENES DESCRITOS EN E. histolytica.

Recientemente se ha demostrado que las sondas del DNA pueden ser
empleadas para la deteccion y tipificacién de parasitcs como Leishmania,
Eilaria, Trypanosoma y E. histolytica (Tannich y col.,1988). En £, histolytica se
han aislado secuencias de DNA para diferenciar cepas patdgenas de las que
no lo son. Tannich y col. (1988), construyerdn bancos gendmicos de £l
histalytica de la cepa patogena HM1:IMSS y de la cepa no patdgena
SAW:1734, extrayendo todo el RNA celular de ambas cepas con isotiocianato
de guanidina, enseguida el RNA poly(A) se purificé por cromatografia. Ef DNA
complementario fue preparado por el método de Gubler y Hoffmann (1883).
El DNA complementario de la clona (cEH-P1) originado de la cepa patdégena
HM1:IMSS, la cual se ulilizd como sonda, o mismo sucedid con el DNA
complementario de la clona cEH-NP1 originada de la cepa no patégena
SAW:1734. Ambas sondas se sometieron a la prueba de hibridacion sobre el
DNA de 4 cepas patogenas y 5 cepas no patégenas de E. histolytica. dando
comoresultado en el Southern blot dos patrones distintos de hibridacion, uno
que es caracteristico para las amibas patdgenas y otro diferente def anterior
para las no patdgenas. E£n dicho reporte Tannich y col. 1983 identificaron dos
secuencias de cDNA, las cuales ayudan a identificar entre cepas patdgenas y
no patégenas de E. hisfalytica, esta diferencia se comprueba cuando se
hibrida una sonda de actina de E. histolytica, sobre fragmentos de restriccion
del genoma amibiano, donde se obtiene una diferencia entre ambas cepas,
ya que la cepa patdégena HM1:IMSS presenta una banda adicional de
aproximadamente 3.5 kb. Lo cual demuestra una diferencla genética entre las
cepas patégenas y aguellas que no 1o son.

Otro gen que ha sido ampliamente estudiado en E, histolytica ha sido el
de actina, proteina componente def citoesqueleto. Esta proteina ha sido
estudiada en organismos eucaridticos, es evolutivamente conservada y esto
permitidé que por su comparacién de las actinas ya caracterizadas se
identificarala proteina de E. histolytica(Huber y col., 1988). Huber y col.(1987)
caracterizardn y clonaron el gen de actina para este fin, ellos contruyerdn un
banco gendmico complementario de DNA de E. histolytica cepa 200:NIH, en
el fago lambda gt10 (Huber y col. 1987). En este estudio fuerdn aislados el
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cDNA de tres clonas (A,B y C), cada una de estas tres clonas fué hibridado
con distintos RNAm de E, histolytica cepa 200:NIH. De esta seleccién por
hibridacién se obtuvieron dos polipéptidos de 38kDa y 41kDa de la clona C,
ambos fueron traducidos In vifra y son el producto de un RNAmM Gnico. De la
clona A se abtuvo otro RNAm el cual codifica para un polipéptido de 43 kDa.
dicho polipéptido es el mejor producto de traduccion en et RNAm de E.
histolytica. Huber y col. (1987), sugieren que por el pesc molecular y la
abundancia de este polipéptido se pueda tratar de la actina de E. histolytica.
ya que se conoce due esta proteina es altamente expresada en diversos
organlsmos eucaridticos, ademas de que el peso molecular y algunas
propiedades de esta proteina, ya reportada anteriormente es similar al que se
obtuvo en este estudio (Gadasi, H. 1982, Meza, |. y col., 1983). Al analizar la
secuencia de aminoacidos que codifican para actina de E. histalytica, se
observd que esta se asemeja a la actina muscular de mamifero
(Vandekerckhove, J. y Weber, K. 1878). La actina amibiana posee un residuo
N-terminal de glicina, el cual no es muy usual en las actinas de otros
organismos, esta caracteristica fué encontrada en Rictyostelium
{Vandekerckhove. J. y Weber, K. 1980) y Acanthamoeba castelliani {Nellen,
W. y Gallwitz, D. 1882).

Huber y col. (1988) realizaron un analisis de la secuencia del gen que
codifica para ferredoxina de E. histolytica y el papel que juega esta molécula
en el transporte electrénico. Aunque este protozoario carece de mitocondrias
y su transporte electronico no ha sido bien estudiado, lleva acabo un
metabolismo limitado tanto aerdbico como anaerdbico. Se cree que el
transporte de electrones de £, histolytica, ocurre por una via que posee
flavinas y hemoproteinas y no han sido encontrados los citocromos. Huber y
col. (1887) en estudios previos estudiaron la expresion de los genes de actina
en E, histolytica, para o cual aislaron el DNA complementario y caracterizaron
tres clonas (A, B y C). Una de estas clonas {DNA complementario de la
subclona B), se obtuvo de urn RNAmM pequeno de 500 nucledtidos, detectado
por Northern blot. Mediante e} aislamiento del DNA complementario y el
andlisis de las secuencias de la subclona B, se obtuvo el contenido de un gen
estructural que codifica para apoferredoxina. Ademas esta clona fue usada en
la prueba para la identificacién de clonas de E, hisiolytica cepa HM1:IMSS que
tienen un genoma que cedifica para el gen de ferredoxina.

La molécula de DNA que codifica para el gen de ferredoxina, contlene
dos cortas regiones no codificadoras en los extremos, la 5"y 3" de 9y 25
nucledtidos respectivamente, las cuales no son comunes en os organismos
eucaridticos. Elextremo 5’ es una regidn no traducible detectada por el analisis
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delaextensidndel primer, asi como una region corta terminal 3°. Estas mismas
caracteristicas se encontraron cuando se realiz6 el analisis secuencial del gen
de actina en E. histolytica (Huber y col.. 1987), por lo que se puede decir que
es una caracteristica de los genes de este parasito.

La secuencia de aminoacidos de la ferredoxina de E. histolytica se
asemeja a la ferredoxina tipo clostridial en que posee un arreglo de cisteinas
caracterizacdo por la coordinacién de 2 centros 4 Fe- 4S, no existiendo
aminoa'cidos arométicos enlaregion N-terminal de la proteina (estos residuos
se relacionan con el transporte electronico), lo cual es un caracter distintivo y
conservado de las ferredoxinas clostridiales. La ferredoxina de E. histolytica
es parte de una familia de hasta dos genes que codifican para dicha proteina.

Debido a que E. histolytica es una célula microaerofilica, es altamente
suceptible al metronidazol, la cual es una droga antimicrobiana. con alta
toxicidad selectiva para anaerdbios y microaerdbios (Muller, M. 1981; Muller,
M. 1983), se cree gue la activacion de la droga se debe a la reduccion de su
grupo nitro, por una baja en el potencial redox del sistema de transporte
electronico. Esta reduccion del metronidazol ha sido demostrada in yitro por
una reduccion de la ferredoxina en Clostridium pasteurianum. en esta se
observa que la ferredoxina puede transferir directamente electrones al
metronidazol, sin la participacion de enzimas (Lindmark,D.G. y Muller,M.,
1976). En el caso de la ferredoxina en E. histolytica existe una activacion
directa del metronidazol (Huber y col..1988).

Samuelson y col. {1990), identificaron segmentos muitiples de 344 bp
del DNA amibiano, simitar al gen humano de resistencia a multidrogas (mdr),
usando primers en regiones conservadas de P- glicoproteinas y la reaccién
en cadena de la polimerasa. Para el estudio de los mecanismos de la
resistencia a drogas en K. histolytica. Orozco y col. {1985) clond en agar
trofozoitos de la cepa virulenta HM1:IMSS de E. histolytica, estos autores
mutagenizaron esta clona A con el agente etilmetanosulfanato (EMS) y
seleccionarén una mutante la cual fué resistente a la emetina, llamada clona
C2. Para mantener su fenotipo resistente a la droga se cultivé con emetina
después de un afo. Interesantemente la clona C2 también es resistente a la
colchicina, la cual es una droga que no se relaciona con la anterior. Las células
tumorales llegan a ser resistentes a las mdltiples drogas quimioterapetiticas
in vitro, dentro de las cuales se incluyen la adriamicina, colchicina,
actinomicina D y la vinblastina, las cuales atacan a las células. E! flujo de las
drogas en las células tumorales es especificarnente inhibido en los canales del
i6n calcio.
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Asociado al fenotipo de la célula de la resistencia a drogas se encuentra
la sobreexpresion de una proteina de 170 kDa, la P- glicoproteina, ia cual tiene
actividad de ATPasa. El gen mdr el cual codifica para esta P-glicoproteina, fué
aislado de las células tumorales resistentes a drogas, y fue amplificado. La
secuencia del DNA complementario del gen mdr muestra una proteina con
dos mitades homdlogas, una que es hidrofdbica y otra hidrofilica. Samuelson
y col. (1990} realizarén la prueba de Northern, con los productos de la PCR
del gen mdr, identificando el RNAm amibiano con una longitud de 4.5- 5 Kb,
el cual es similar al RNAm reportado de 5 kb del gen mdr de mamifero. Estos
RNAm del mdr se inctementaron hasta 7 veces en la mutante amibiana (clona
C2) resistentes a la emetina cuando fue comparada con la clona A de la misma
cepa. Ademas la expresion de los RNAmM del gen mdr ss incremento de 3 a 4
veces cuando la clona mutante C2 fué crecida bajo la presencia de la droga,
contra aquellos parasitos de la clona A fueron crecidos con emetina. En este
trabajo se obtuvieron una familia de genes de mdr en E. histolvtica, los cuales
podrian estar relacionados con la resistencia a drogas del parasito, ya que
estos genes se encuentran sobreexpresados en aquellas mutantes resistentes
a drogas (Samuelson y col., 1880).

Las pruebas del alslamiemto del DNA, no unicamente facilita el estudio
de la organizacion gendmica en parasitos como E. histolytica. sino que
ayudaran a encontrar respuestas relacionadas con las bases moleculares de
la patogenicidad (Tannich y col., 1989).

ELECTROFORESIS TRANSVERSAL DE CAMPOS ALTERNOS
{TAFE) EN Leishmania sp.

Con este tipos de electroforésis Giannini y col. (1990), cbtuvieron el
cariotipo de § stock de L. major, resultando 10 cromosomas de
aproximadamente 350 a 1000 kb, en este trabajo se did un polimorfismo en
cuanto a la talla de los cromosomas, ya que cada cepa tiene un cariotipo
molecular caracteristico, cuando estos cromosomas soh separados por fa
electroforésis (PFG) (Giannini y col., 1988). No es muy frecuente que en las
clonas de una misma cepa tengan cariotipos que difieran por una o mas
bandas. No obstante a esta variabilidad, se encuentran similitudes que
relacionan alas diferentes cepas de Leishmanig, las cuales son suficientes para
clasificarlas en esta especie cuando se realiza un analisis de su cariotipo
rmolecular en una variedad clinica o en el laboratorio. Ocurre con gran
frecuencia el polimorfismo en cuanto a la talla de los cromosomas de las cepas
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de Leishmania, lo cual indica que existe una reorganizacién cromosomail en
miembros de una misma poblacién, bajo condiciones de faboratorio asi como
en la naturaleza. Enlas especies de Plasmodium se ha descrito ya lo altarnente
mutable que son sus cariotipos moleculares bajo condiciones de laboratorio
o en el campo (Corcoran y col., 1988). Giannini y col. (1990), aplicaron la
electroforésis PFG y la TAFE, para demostrar la variabilidad cromosomal
durante su ciclo de vida, comparando estos resultados con cariotipos
moleculares de leishmania cultivados bajo diferentes condiciones de
laboratorio. Cuando se compararon los cariotipos moleculares de Leishmania
abtenidos por la electroforésis PFG y la TAFE fueron similares, como fué el
nimero de bandas resuelias, aunque se presentaron algunas diferencias
como la intensidad de las bandas resueltas, también ta compresién de las
bandas de 600 kb separadas por el sistema PFGE, lo cual no sucedio con el
sistema TAFE. Se ha abservado alfto grado de plasticidad en el genoma de L.
major en algunos cromosomas, lo cual se ha reportado en otras especies de
Leishmania como es en L. donovani (Bishop y col., 1887; Bishop y col. 1989),
L. lorentolae y L. braziliensis (Giannini y col.. 19886).

También se hicieron pruebas de hibridacion con sondas de genes
homdlogos, las cuales se aplicaron a los cariotipos obtenidos, encontrando
que existe un alto grado de secuencias homdlogas en aquellas bandas de talla
similar. LLos stocks que se utitizaron fueron aislados desde hace 25 ahos y de
una amplia drea geografica, estos presentan una conservacion en la talla de
Sus cromosomas, por lo que se concluye gue esto es una caracteristica del
cariotipo de las cepas de L. major.

Laimportancia del andlisis de la organizacion del DNA en los protozoarios
del género Entamoeba. es que los resultados que se obtengan se pueden
aplicar para el desarrallo de metodologias de identificacion de diferentes
cepas, ademas de esta forma se puede estudiar la expresion y la organizacion
del material genético. principalmente en locallzar agquellos genss que se
encuentran relacionados con la virulencia en diversos parasitos (Hernandez y
col., 1886).
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OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la organizacién del DNA de tres clonas de Entamoeba
histolytica mediante la electroforésis transversal de campos
alternos (TAFE).

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Analizar los cariotipos moleculares delas clonas A, L6 y C2-100
de Entamoeba higfolytica mediante la técnica de electroforésis
transversal de campos alternos (TAFE).

2. Localizar en los cromosomas de Entamoeba histolytica por
meétcdos de hibridacion DNA-DNA, los genes de tubuiina,
actina, ribosomal, D 1, D 1.6, porina y Eix.
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MATERIAL Y METODOS:

1. CULTIVO DE TROFOZOITOS DE Entamoeba sp.

Los trofozoitos de E. histolytica (HM1:IMSS) clona L6 (Orozco y col.
1983). clona A (Orozco y col. 1982), clona C2-100 (Emr) (Herna’ndez. 1985;
Ayala y col. 1890) y E. invadens ciona IP- 1V, cepa que produce amibiésis en
reptiles; (Valdés, 1990) fueron cultivados axénicamente en medio TY!-S-33
(Diamond y col, 1878). suplementado con suero de ternera al 20%, mezcla de
vitaminas de Diamond al 2% (KC Biologicals) y antibiéticos (penicilina 0.25
Ul/mly estreptomicina 35 microgramos/ mi). Todas las clonas de E. histolytica
se cultivarén a 37°C, mientras que E. invadens clona IP-1v se cultivé a
temperatura ambiente.

Para cosechar los trofozoitos, los tubos (de vidrio de borosilicato de 16 x
1256mm con tapa de rosca) con los cultivos en fase logaritmica de crecimiento
(de 12a1.5 x 10% amibas/ ml de medio) se incubaréna 0°C durante 10 minutos.
Fué necesario agitar suavemente los tubos para despegar los trofozoitos de
las paredes de vidrio. De la suspension amibiana fria se tomaron indculos para
continuar el cultivo de la linea celular.

2.PREPARACION DEL DNA AMIBIANO POR LA INCLUSION DE
TROFQZOITOS EN AGAROSA BAJO PUNTO DE FUSION Y
LISIS IN SITU.

Para estudiar el DNA de E. histolytica y E. invadens por la técnica de
electroforésis de campoalterno transversal (TAFE) las células se incluyeron en
bloques de agarosa por fa técnica de lisis in sifu de los trofozoitos amibianos,
de acuerdo a los métodos descritos por Van der Ploeg y col.(1984) ; Valdés y
col. (1890). De 3 a 4 x 108 trofozoitos se lavaron a 4°C una vez con 30 ml. de
unasoluciénde EDTA 0.35M disuelto en solucidn PBS (fosfatos 10mM- cloruro
de sodio 0.14M a un pH de 7.4). A las células se les afadié un volumen igual
de agarosa de bajo punto de fusidn al 1.4% (Beckman) a 50°C; la mezcla se
homogenlzé con la ayuda de una pipeta Pasteur previamente calentada y la
suspension resultante se vacié en un formador de blogques rectangulares de
200 microlitros (bloques rectangulares de 1.6 x0.2 X 1 cm) y se pusleron sobre
hielo durante 5 minutos. Una vez que los bloques solidificaron, se sumergieron
en una mezcla de lisis compuesta de EDTA 0.5 M (pH 9.5) - Laurilsarcosinato
de sodio al 1% (Sigma Chem. Co. S. L. Mo.) con 2 mg/ml de proteinasa K

30



(Sigma) y se incubaron a 50°C por 48 horas. Posteriormente se cambiaron a
una solucion amortiguadora de almacenamiento formada por tris 1mM (pH 8)
- EDTA 50 mM y se almacenaron a 4°C.

3.ELECTROFORESIS TRANSVERSAL EN GEL DE CAMPOS
ALTERNOS (TAFE)

La electroforésis de campo alterno transversal (TAFE) se realizd con un
aparato Gene Line (Beckman Instruments, Palo Alto, Ca.) Este sisterma consta
de los siguientes componentes:

a) Camara de electroforésis.

Una camara cuyas dimensiones sonde 30 X 8.9 x 18.7 cm. posee
una capacidad de 3.5 It (figura 3). La cdmara esta hecha de
acrilico claro y contiene en la parte media de su superficie unos
ricles en los cuales es sostenido el gel en forma vertical durante
la electroforésis, asi como durante fa transferencia. La cémara
puede aceptar dos tipos de electrodos: los electrodos TAFE y
electrodos para realizar la técnica de transferencia del gel a papel
de nitrocelulosa (Beckman, 1988).

b) Electrados.

Los electrodos TAFE son dos pares colocados uno enfrente del
otro, de tal forma que el angulo entre los campos eléctricos
producidos es de 115° . En la figura 4 se representa a los
céatodos, como "N"y "E", los dnodos como "S" y "W", por los que
los pares estan formados por N/S y E/W. Los electrodos de
transferencia proporcionan una corriente constante
unidireccional (Beckman, 1988).

c) Controlador.

El controlador es una parte del sistema que ejecuta el tiempo de
corrida, la duracion de cada pulso, la corriente o voltage para
cada uno de los estados. Durante la corrida, el control ejecuta
automaticamente cada estado del programa escogido sin la
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intervension de un operador. Cuando los estados ya han sido
ejecutados. el control retira la electricidad de los electrodos y de
la fuente de poder. Si por alguna causa es interrumpida la corrida
el control recuerda el punto donde €l programa fué interrumpido,
continuando desde este punto cuando la situacion se normaliza
(Beckman, 1888).

d) Sistema de enfriamiento de la camara.

El sistema de enfriamiento se encuentra formado por dos partes:
Uno es la parte de enfriamiento y el otro es el intercambiador de
calor en forma de serpentin. La bomba hace circular la sofucion
amortiguadora que se encuentra dentro de la cémara de
electroforésis hacia el serpentin, donde es enfriado y devuelto
nuevamente a la camara (Beckman, 1988).

e) Fuente de poder.

La fuente de poder es capaz de suministrar una corriente o un
voltaje constantes durante la operacion. Esta fuente de poder
puede ser operada automatica o manualmente (Beckman,
1988).

Condiciones electroforéticas de la técnica TAFE.

Para realizar la electroforésis TAFE se preparS el gelde 7.5 x 10 x 0.7 cm.
Para esto se fundierén 0.6g de agarosa de baja endosmosis (L.E. Beckman),
en 3 mi de solucién amortiguadora Tris-boratos-EDTA (TBE) 1x (Maniatis y
col.,1989). El molde fué colocado en una superficie plana para facilitar su
manejo y este se inclind con la ayuda de un soporte, pues esta posicion facilitd
el vaciado de laagarosa y evitd la formacién de burbujas. Enseguida se colocéd
el peine para formar pocitos (este posee 9 dientes de 1.3 X 03 x0.5cmyla
separacion entre cada diente es de 0.2 cm) (Beckman. inst. 1988), y el gel se
dejd enfriar a 4°C .

Una vez sélido el gel, se sacd el peine cuidadosamente y en cada uno de
los pocitos se introdujeron los bloques conteniendo DNA amibiano.
Finalmente estos se sellaron con agarosa al 0.6% a 50°C. El gel se sact del
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FIGURA 3. Camara de electroforésis del sistema TAFE.

A) Enestase muestra la cdmara de electroforésis, los electrodos
con los respectivos polos tanto positivos {catodo) como los
negativos (anodo). los cuales funcionan durante la selectroforésis
TAFE, asi como se muestra el principio basico sobre la migracion de
las moléculas de DNA durante la electroforésis. La electroforésis
TAFE trabaja al iguai que otras técnicas de campo pulsado, lo cual
produce una reorientacion periédica de las moléculas de DNA bajo
lainfluencia de la alternancia de dos campos eléctricos. B) La técnica
TAFE emplea una geometria tridimensional, causando que las
moléculas de DNA corran en forma de zig-zag a través de lo ancho
del gel. C) Se observa el resultado de esta técnica TAFE donde en
la cara del gel aparecen los carriles que migraron en lineas rectas.
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FIGURA 4. Electrodos utilizados en el sistema TAFE.

A) Se muestran los electrodos utilizados durante la
electroforésis TAFE. B) se muestran comoe es que funcionan ambos
electrodos, ya que el polo negativo del primer electrodo trabaja con
el catodo del segundo electrodo y visceversa, de tal forma que cada
periddo de tiempo se forma un campo eléctrico, lo cual hace que las
moléculas de DNA sean reorientadas y corran a largo del gel.
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molde y se coloc entre los rieles que se encuentran en la parte media de la
camara de electroforésis.

El programa de corrida en todos los experimentos consté de dos estados,
con las condicionss siguientes:

PROGRAMA 1

ESTADO 1:280 mA (130 voltsiniciales) por 48 horas con pulsos
de 3 min. '

ESTADO 2: 400 mA (150 voltsiniciales) por 24 horas con pulsos
de 8 min.

Una vez terminadla la corrida del gel, este se tiid con una sojucidn de
bromuro de etidio a una concentraciéon de 5 microgramos/ml durante 5
minutos, se enjuagdy se observd en el transiluminador de luz ultravioleta (UVP,
Inc.). El gel se fotografié con una cémara fotogréafica Polaroid M-P4 usando
pelicula Polaroid tipo 55 o tipo 57, usando filtros amarillo (Kodak Wratten 2A)
utilizando una abertura del diafragma con valor de 8 y 1.5 s de tiempo de
exposicion.

El tamafio de las bandas observadas en el gel corrido por TAFE se
obtuvieron al graficar en papel similogatitmico de 3 ciclos por 7 divisiones, en
el paralelo de las "y", el peso molecular de las bandas en kilobases x 102y en
el paralelo de las "x" la migracidn de las baridas en centimetros. Tomando
como base tanto ia migracion como el peso molecular de estandares
(marcadores de peso molecular), uniendo los puntos se formd una recta, en
lacual selocalizaron las migraciones en centimetros de cada una de las bandas
de la clona L6, A y C2-100 (figura 7 B ver resultados).

4. TRANSFERENCIA DEL GEL A PAPEL DE NITROCELULOSA.

Para hacer ia transferencia del gel de agarosa, el DNA primero se
depurinizd con acido clorhidrico 0.2N durante 5 minutos a temperatura
ambiente con agitacion suave. El gel se enjuagd con agua bidestilada y
enseguida el DNA se desnaturalizd con hidroxido de sodio 0.4N durante 60
minutos y en agitacion suave; el gel se neutralizd con una solucién compuesta
por Tris 1M - NaCl 1.5M a pH 7.5, dos veces durante 15 minutos y el gel se
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enjuagd con agua bidestilada y con amortiguador de transferencia 1x (glicina
1.25mM, hidréxido de sedio 1.14mM) durante 60 min, en agitacién suave.
Pararealizar la transferencia en la cdmara del Genel.ine, se colocaron 3.5 it de
amortiguador de transferencia 1x a una temperatura de 12 a 14°C. Enseguida
se hizé una especie de sandwich (de 6.5 x 10 cm) formado por una placa de
plastico perforada, encima de la que se coloca una fibra Scotch Brite; arriba
de asta una hoja de papel filtro (Whatman 3M) previamente cortado al tamano
del gel y humedecida con amortiguador de transferencia. Enseguida, se
coloca el gel y sobre este el papel de nitrocelulosa (Schleicher and Schuell,
Republica Federal Alemana); para cerrar el sistema se colocé por orden. el
papel filtro, la fibra Scotch Brite y finalmente la placa de plastico perforada.
(figura 5). En cada una de estas inferfases hay que tener cuidado de no dejar
bubujas que impidan una transferencia eficiente. Formado el sandwich, este
se pusé en forma vertical dentro de los rieles de la camara de electroforésis
(figura 6), finalmente se pusiercn los electrodos de transferercia. La
transferencia se realizé a una temperatura de 12 a14°C y con el siguiente
programa (especificado por el fabricante):

PROGRAMA 2

ESTADO 1: 100 voits por 2 horas aplicado solo al electrodo A.

El papel transferido se secé en un horno de vacio (NAPCQ Scientific
Company, U.S.A. Mod. 583) a una temperatura de 80°C durante 2 horas.

5.HIBRIDACION.

Para localizar las secuencias de DNA en los cromosomas obtenidos por
la técnica TAFE. el papel de nitro celulosa con el DNA amibiano se hibridé con
sondas de DNA conocido. Para esto el papel se tratd a 42°C por 12 horas con
solucion de prehibridacion (solucion salina de citrato(SSC) 6x, solucion de
Denhardt’s 10 x, dodegcil sulfato de sodio (SDS) al 1%. formamida desionizada
al 50% y DNA desnaturalizado de esperma de salmén 100 microgramos/mi)
(Levine, J. y col..1988). Posteriormente la membrana se hibridd a 42°C
durante 12 horas con el DNA marcado con alfa-fosforo 32 dATP y que fué
marcado siguiendo la técnica de "Random Primer” (Ausubel, M. y col., 1989)
disuelta en solucidn de hibridacion (solucidn salina de citrato (SSC) 5x, sol. de
Denhardt 10x, dodecil sulfato de sodio al 1%, formamida desionizada al 50%
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FIGURA 5. Componentes utilizados para la transferencia
del gel.

Se muestra el orden en que debyen acomodarse los elementos
que conforman el "sandwich”, para realizar la transferencia del gel a!
papel de nitrocelulosa. Al construir este complejo es necesario tener
cuiclado de no dejar burbujas de aire entre cada uno de los
elementos. Ademas se muestra la manera de suietar el sandwich
colocario en los rieles centrales de Ia camara de transferencia.
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FIGURA 6. Direccion que toman las moléculas de DNA
durante la transferencia a papel.

En este esquema se muestra la manera en que las moléculias
<le DNA corridas en el gel son transferidas al papel de nitroceluiosa.
Durante esta técnica la corriente viaja en una sola direccion. las
moléculas de DNA cargadas negativamente salen del gel
dirigiendose a la membrana.

38






y DNA desnaturalizado de esperma de salmén 100 microgramos/mi) (Levine,
J.y col.. 1988). Con el propdsito de eliminar aquellas particulas de DNA que
se unieron inespecificamente al pape! se hizé6 una serie de lavados
consecutivos a la membrana con una solucion de SSG 5x - SDS 1% a 42°C
durante 15 minutos, repitiendose el mismo procedimiento de favado con las
soluciones SSC 2.5x - SDS 1%, SSC 1x - SDS 1%, y SSC 0.1x - SDS 1%
(65°C}), esto se realizé cuando el DNA marcado era amibiano (homolcgo) con
respecto al DNA transferido, sin embargo cuando el DNA marcado no era
amibiano (heterélogo), solo se hicierén lavados con SSC 5x - SDS 1% y SSC
2.5x - SDS1% a 42°C o temperatura ambiente. Enseguida se pusd la
membrana en contacto con placas sensibles a rayos X (Pelicula Kodak
X-OMAT K GBX-2) a -70°C (Levine, J. y col..1988).

6.EXTRACCION DE PLASMIDOS E INSERTOS.

Para obtener las moléculas de DNA que se usarén como sondas en esta
trabajo se utilizé la técnica de lisis por ebullicién para preparar el DNA de los
plasmidos adecuadoes (Tabla 3). Para esto una colonia bacteriana se inoculd
en 5 mi de medio Luria-Bertani, creciendola a 37°C durante toda la hoche. Se
transfirieron 1.5 ml del cultivo anterior a un tubo de 2 ml y las células se
centrifugaron durante 20 segundos; el sobrenadante se eliminé y la pastilla se
resuspendid en una solucion de lisis (cloruro de sodio 10mM, tris-Cl 1OmM pH
7.5, EDTA 1mM). La pastilla celular se volvié a resuspender, por agitacion en
vortex en 300 ml de la solucidn compuesta por tris-Cl 50mM pH 8, sacarosa
8%, triton-X-100 al 5%, EDTA 50mM (STET), conteniendo 20 microlitros de
lisozima a 5 microgramos/mi. El tubo se colocd en hielo por 10 min, pasandolo
enseguida en agua hirviendo 45 segundos. La muestra se centrifugd
nuevamente por 20 min, dando como resultado una pastilla que contiene
residuos de bacterias y un sobrenadante que contiene el DNA plasmidico: este
se cogid con una pipeta y se intredujo en un tubo nuevo, mezclandolo con 200
microlitros de isopropanol frio. Enseguida, la muestra se pusé una
temperatura de -20°C por 15 min y se volvié a centrifugar durante 5 minutos
(el isopropanc! frio precipité el DNA del plasmido y el RNA celular).El
sobrenadante se quitd invirtiendo el tubo, y agitandolo varias veces, dejando
secar la pastilla al vacio, hasta que esta se vid escamosa. La pastilla se
resuspendid en 50 microlitros de agua tridestilada (Ausubel y col., 19889).
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TABLA Il

SONDAS UTILIZADAS PARA HIBRIDAR LAS BANDAS

CROMOSOMALES DE DNA AMIBIANO

cltoesqueleto tubulina.

428 pp|

SONDA FRAGMENTO AL QUE CODIFICA ORIGEN BANSOéS
DEB 1.6 A genes ribosomales y a parte (E. histolytica {1600 pb
de la secuencla de la sonda D 1. Ciona A
DEB 1 A genes ribosomalses. E. histolvtica {1000 pb
Clona A
Eix. Probabiemente a secuenclas E. lnvadens
¥ que codlfican para la enzima
2 quitina sintetaza de E. |nvadens.
DNA Secusnclas homélogas a los DNA
ribosomal genes de RNA ribosomal 285. Plasmldlco
e pHE
IPORINA Secuenclas del gen ompC que DNA 1000 pb
codlflca para la porlna de Plasmidico
membrana externa de pMY -l
tiehy.
ACTINA Secuencias del gen que codiflcalE. histolytical 235 pb
BE para la proteina del Clona A
cltoesqueleto actina.
Secuencias del gen que codiflcalE. hlstolytical 600 pb
a para el DNA Total. Clona L6
: fUB‘ULINA Secuenclas del gen que codifical{E. histolvtica 200 ob
SR para la proteina dsl Clona L6 P

|1400pb|
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7. MARCAJE DEL DNA POR LA TECNICA RANDOM PRIMER.

E! DNA se marcod con dATP-alfa fosforo 32 (Amersham, 10
microCuries/microlitro), para marcar de 25 a 50 ng de DNA (actividad
especifica 1-2 x 10® dpm/microgramo), para lo que el DNA se disolvié en una
solucidn amortiguadora TE 1x (Tris-HCI 10mM pH8, EDTA 1mM pH8), a una
concentracion tal que 25 - 50 ng pudieran afiadirse al volumen de reaccion en
no mas de 37 microlitros. El DNA se desnaturalizo calentando 5 minutos en
un bano de agua a 100°C y se enfrid en hielo por 2 minutos. De esta forma, el
DNA quedo de cadena sencilla. Al DNA desnaturalizado, se e anadieron 5
microlitros de la mezcla de desoxinucledtidos, 5 microlitros de la mezcla de
hexanucledtidos y 5 microlitros de dCTP alfa fosforo 32 (3000 Curies/mmoil)
y 1 microlitro del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli
{2U/microlitro). La mezcla de reaccion se incubt a 37°C por 30 minutos, la
reaccidn se detuvo agregando 50 microlitros de amortiguador STE. Para
eliminar el (gama®? - P ATP) que no se incorpord se paso por una columna de
1 ml. de Sephadex G- 50 y se centrifugd a 3000 r.p.m. por 4 minutos y se
congetlaron las sondas de DNA ya marcadas (Ausubel, 1989).

8. PRUEBA DE DENSITOMETRIA EN PLACAS DE
AUTORADIOGRAFIA.

Una vez que se obtuvieron las placas de autoradiograffa donde dleron
sefial las diferentes sondas en el DNA transferido a papel. las placas fueron
sometidas a densitometria para verificar €l nmero de bandas marcadas por
las sondas, asi como el nimero de moléculas de DNA que se encuentran en
cada una de las bandas resultantes de las hibridaciones y las que fueron
resueltas en los geles de agarosa por el slstema TAFE. Dicha prueba se reallzé
en un espectrofotdmetro Beckman DU-7, leyendose a una longitud de onda
de 550 nanémetros y el aparato dibujo autométicamente las curvas sobre el
papel. Este método fué descrito por Scholler y col. (1986) y maodificado para
Entamoeba por Valdés y col. (1990). De los barridos obtenidos se obtuvieron
los siguientes datos: a) hiimero de Kilobases de cada una de las bandas(s) de
E. histolytica clona L6, clona A y clona C2-100. que fueron calculados en base
a los marcadares de peso molecular (levadura y P. chabaudi); b) la densidad
relativa que se obtiene por el pesado de cada pico (derivado de los barridos)
correspondiente a las bandas del gel y expresado como el porcentaje del peso
total, multiplicado por 10° ; ¢) nimero de moléculas de DNA por banda (N),
que se calculd dividiendo la densidad relativa entre la taila de cada banda, (el
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pico con la menor cantidad de moléculas de DNA, se tomd arbitrariamente
como un cromaosoma). Para calcular el nimero total de pares de bases, se
sumd la cantidad total del DNA en el gel (80%) y la cantidad de DNA conienida
enlos pozos (20%). (Valdés y col.. 1990)

9.GEL Y BLOQUES DE AGAROSA TRATADOS CON BROMURO
DE ETIDIO CORRIDOS BAJO LA ELECTROFORESIS TAFE.

Para conocer si existen moléculas circulares en el DNA de £, histolytica
se corrieron geles con el sistema TAFE en presencia de bromuro de etidio.
Para esto los bloques de agarosa de bajo punto de fusion preparados con el
DNA de £, histglytica clona A, clona L6 y P, chabaudi (cepa AS), se incubaron
en 1 m! de solucién amortiguadora TBE 1x con una concentracion de 0.05
microgramos/ml de bromuro de etidio, a temperatura ambiente y con
agitacion lenta durante dos periodos de tiempo, el primero constd de dos
horas y el segundo durante tada la noche. Enseguida se colocaron los bloques
en un gel preparado con 0.6g de agarosa de baja endosmosis; 57 mi de agua
desionizada; 3 ml de solucidn amortiguadora TBE 10x y 1 microlitro de
solucidn de bromuro de etidio cuya concentracidén es de 5 microgramos/mi
{concentracion final de 0.05 microgramos/mil)(Beverley, M. 1988). El gel se
corrit bajo la electroforésis TAFE con 3.5 It de solucidon amortiguadora TBE 1x
con una concentracion de bromuro de etidio de 0.05 microgramos/ml, con
las condiciones de corrida usuales.

10. GEL BIDIMENSIONAL CORRIDC POR EL SISTEMA TAFE.
a) PRIMERA DIMEMSION.

LLas moléculas de DNA de E, histolytica también se analizaron por
medio de geles bidimensionales corriendo las muestras usando
dos condiclones. Para esto se prepard un gel de acuerdo a las
condiciones usuales para el sistema TAFE, colocando en este los
bloques que contienen incluido el DNA de Saccharomyces
cerevisae, Plasmodium chabaudi v E. hisialytica ciona Ay la
primera dimension se corrid bajo las condiciones usuales:
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" PROGRAMA 4

ESTADO 1: 280 mA por 48 hrs con pulsos de 3 min.
ESTADO 2: 400 mA por 24 hrs con pulsos de 8 min.

b) SEGUNDA DIMENSION.

Para la segunda dimension se prepard un gel con agarosa 0.4 g,
3 ml de solucién amortiguadora TBE 10x y 57 m! de agua
bidestilada. Ademas se suprimi¢ el espacio occupado por fos
pozos, ya que en este se coloco el carril de la clona A corrido en
la 1a. dimension, poniendo como controles un bloque de DNA

de E. histolytica. Saccharomyces cerevisiae y P. chabaudi. Una
vezcolocadas las muestras se sellaron con agarosa de bajo punto
de fusién y este gel se corrld bajo las siguientes condiciones:

PROGRAMA &

ESTADO 1: 280 mA por 36 hrs con pulsos de 5 min.
ESTADO 2: 400 mA por 18 hrs con pulsos de 8 min.

Tanto en la 1a y fa 2a dimensidn se utilizé durante la corrida la solucion
amortiguadora de TBE 1X. El gel de agarosa resultante se transfirié y se hibridd
con la sonda de actina de como se dascribié en materiales y métodos. El papel
hibridado se lavo en condiciones estrictas y se expusé a placas de rayos X
durante 15 dias a -70°C.
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RESULTADOS.

SEPARACION DE CROMOSOMAS DE L. histolylica (HM1:1MSS)
CLONAS L6, Ay C2-100 MEDIANTE ELECTROFORESIS
TRANSVERSAL DE CAMPOS ALTERNGS (TAFE).

La electroforésis covencional separa fragmentos de DNA de tamario
pequena (< 50 Kilobases) en geles horizontales o verticales. pero estos
frecuentemente dejan poco clara la separacion de aquellos fragmentos de
DNA dealto pesomolecular (> 50 kilobases). Larazén es que estas moléculas,
esencialmente de formas globulares, son tan largas que no se muevena través
de los poros del gel. Si el voligje que se aplica es o sufiecientemente alto, estas
molécutas se alargan formando estructuras lineares que se mueven dentro del
gel. Pero estas moléculas lineares se mueven con la misma velocidad, dando
como resultado bandas discretas no resueltas. (Beckman, 13988). Por esta
razdn en este trabajo se aplicd la electroforésis de campo pulsado. en la cual
no existe fimitacion en la separacidon de moléculas cle gran tamano. ya que
dichas moléculas son reorientadas periddicamente de una direccién del
campo eléctrico a otro. La movilidad de estos fragmentos esta en funcion a su
talla y una vez que las moléculas son reorientadas estas se mueven a través
dei gel en forma afargada. .Junto con el cambio en la direccion de las moléculas
del DNA, esta la alternacion en la polaridad de los campos eléctricos.

Para la aplicacién de la técnica TAFE fué necesario separar las moléculas
de DNA de tamano cromosorna! de las células, embebiendo los trofozoitos
amibianos en bloques de agarosa para después desproteinizarlos. Dichos
bloques fueron colocados en el origen de un gel de agarosa 1%. asi el DNA
amibiano fué separado al aplicar la electroforésis TAFE.

En la figura 7A se muestra un gel de agarosa al 1% sometido a las
condiciones TAFE v tefiido con bromuro de stidio, poniendo como muestras
bloques con DNA de E, histolytica (HM1:IMSS) clona L6 (L8), clona A {(A) y
clona C2-100 (C2-100). Como marcadotes de peso molecular se utilizé DMNA
cle levadura Saccharomyces cerevisiae (S.c.) y Plasmodium chabaudi {P.c.).

En este gel se observo un patrdn de bandeo propio para cada una de las
clonas probadas. pero en cada uno de los experimentos realizados con esta
técnica bajo las mismas condiciones se observa el mismo patrén de bandeo.
Las bandas obtenidas se numerardn a partir de las que presentaron la menor
rmigracion.
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A continuacion se daré una descripcion de la localizacion y peso de cada
una de las bandas separadas en las distintas clonas.

E. histolytica(HM1:IMSS) CLONA A.

En el caso de la clona A (A) se separarén 20 bandas (figura 7A y 7C),
con un rango entre > 3.0 a 0.3 Mb. El tamario de cada una de las bandas se
presenta en la tabla IV asi como de los marcadores de peso molecular S,
cerevisiae (S.c.) y E. chabaudi (P.c.).

E. histolytica (HM1:IMSS) CLONA L6&.

En la clona L6 (L6) se observaron 16 bandas (figura 7A y 7C}, en un
rango de tamano entre > 3.0 a 0.35 Mb . El tamano de cada una de las bandas
se detalla en la tabla

E. histolytica (HM1:1MSS) CLONA C2-100.

En la clona C2-100 {C2-100) fueron separadas 13 bandas (figura 7ZA 'y
7C), con un rango de tamanos entre 2.8 y aproximadamente 0.3 Mb. El
tamano de las bandas resueltas en el experimento se muestra en la tabla V.

Como se observa en aquellas bandas de la clona A y L6 cuya migracion
tué menor de 2.4 cm (es decir las mas cercanas al pozo) Uhicamente se da un
peso tentativo mayor de 3.0 Mb, esto se debe a que el sistema TAFE a esta
distancia pierde linearidad. lo cual fué observado cuando se trato de exirapolar
dichas bandas en la grafica semilogaritimica para obtener los pesos
moleculares de las bandas. (figura 78)

El analisis densitométrico de las fotografias de los geles seglin el método
de Scholler y col. (1986) resultd que el nimero de cromosamas obtenido para
cada una de las clonas era demasiado alto, arriba de 150 cromosomas para
las clonas LB, A y ©2-100 tuvo un numero cromosdmico de 32. Por otra parte,
la complejidad del genoma calculado a partir de los datos densitométricos fué
muy alto, en nada comparables con los resuftados obtenidos por Valdés y col.
(1990). Tomando como €l 100% el total del DNA presente en el gel se
comprobd que para las tres clonas el 30% del DNA queda en el pozo, entrando
al gel entre 71 y 76%, formando bandas de diferentes intensidades, dichos
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TABLA IV

NUMERO Y PESO MOLECULAR DE LAS BANDAS OBTENIDAS
DE LAS CLONAS DE Entamoeba histolytica

o:50|
0.45}::

MARCADORES CLONAS DE E. histolytica (HM1:IMSS)
P. chabaudi S. cerevisiae L6 A C2-100
No. [Migrac.|Peso | No. [Migrac. [Peso| No. {Migrac. {Pgso| No. [Migrac.{Peso | No. | Migrac. |Peso
Banda| (cm) | (Mb) {Bandal (cm) |(Mb)IBandal (cm) |(Mb) Banda} {cm) }(Mb) {Banda{ (cm) {(Mb)
| 2.8 3.8 I 3.2 |1.5 ] 1.5 [B.0 ] 1.9 8.0 ] 2.8 2.8
1 3.3 l1.a2 i 3.9 1.28] 1.9 [8.0 1 2.0 [|3.0 1" 3.1 1.89
1 3.7 |1.28 11 4.3 1.0 Hi 2.2 <3.0 ! 2.2 »3.0 Hi 3.2 1.6
v 3.95 {1.185] IV 4.7 0.85{ IV | 2.95 |8.1 v 2.4 3.0 v 3.3 1.42
\ 4.2 1.04 v 4.9 0.78 \ 3.05 2.1 \ 2.9 3.0 Y 3.8 1.83)
Vi 4.656 }0.92 VI 5.25 |0.7 | 3.25 1.47 Vi 3.1 1.89¢ V! 3.8 1.28
vii 4.8 |0.82 vil | 5.7 0.46| Vit | 3.8 1.88| v 3.8 1.42) vi 4.1 1.09
vl | 582 Jo73| vin| 85 0.28] Vil .7 1.28] viii | 35 1.39 | vii 4.5 0.92} "
x| 4.1 1.09] 1x | 355 | 1.38] X 48 |osz|
X | 4.4 oe8] x | a75 | 1.28] x 5.4 5
X1 4.8 0.89] X 3.9 1180 xt 6.75 .
X | 4.8 0.82] xi | a2 1.04| Xl 8.1 0.85
xin | s.2 078] x| 44 |oeelxm | 8.3 |03
XV 1 5.5 0.66{ Xiv | a7 0.86 3
xv | 5.8 0.44f Xv | 5.0 0.74
XVi 8.1 0.35] Xvi 5.8 0.83
XVIl| 5.5 0.63
XVII| 575 | 0.45
XIX | 8.1 0.35
XX 8.3 0.3




Figura 7 . Analisis electroforet:co TAFE&
densitometnco del DN E. histolytica ( Sg
deiasclonas L6, Ay C2- 1

A). Se observa en el gel tenido con bromuro de etidio, las
bandas del DNA amibiano dela clona A, L8 y C2-100, el cual fué
fraccionado por la electroforésis TAFE. Ei peso molecular de
dichas bandas cromosdmicas se encuenira descrito en
Megabases, los cuales se obtuvieron en base a los marcadores
de peso molecular (S, cerevisiag v £. chabaudi). B). Muestra la
gréfica resultante de los pesos moleculares de las tres clonas L6,
A 'y C2-100, teniendo como base para su obtencidn los pesos
moleculares de los estandares {levadura y P. chabaudi). En las
bandas de la clona L6 y A cuya migracion tue mayor de 2.4 cm
{las mas cercanas al pozo), se da un peso tentativo mayor de 3.0
Mb, debido a que el sistemma TAFE a esta distancia pierde
linealidad. C). Se muestran los barridos de las bandas
cromosomicas del DNA de las clonas L8. A y C2-100, estos
barridos se obtuvieron por la lectura de las placas de rayos X en
un espectrofotdmetro. Cada uno de los picos obtenidos en las
diferentes clonas se enumeraron, algunos de estos picos tenian
mas de una banda resuelta por el sistema TAFE.
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datos si concuerdan con los de Valdés y col. (1990). De acuerdo a estos datos
obtenidos se pudo deducir que las bandas de DNA obtenidas por el sistema
TAFE, no se encontraban completamente resueltas, es decir una bandas
puede contener a su vez dos o mas bandas del mismo peso molecular, por
esta razdn el peso en kilobases y el nimero de bandas es demasiado alto.

PRUEBAS DE HIBRIDACION DEL DNA CRO OS OMAL DE
HM1:IMSS) CLONAS L6, A, G2-100 CON DIFERENT
OLECULARES.

Con €l propésito de localizar secuencias de DNA, correspondientes a
genes conocidos, en los cromosomas de E, histolytica(HM1:1MSS) clona L6.
clona A y clona C2-100, el DNA amibiano fraccionado por TAFE, se transfirié
a papel de nitrocelulosa y se hibrido’ con 8 diferentes sondas moleculares
marcadas con P32, Las sondas probadas fueron las siguientes:

a) DNA Total. El DNA marcado para este experimento se obtuvé
marcando todo el DNA de E,_nLJQlyﬂga clona L6. Esta prueba se
hizé con el propésito de verlficar el nimero de bandas vistas en
los geles tefiidos con bromuro de etidio (figura 8A). El papel con
los cromosomas transferidos fue tratado en condiciones estrictas
dehibridacion, (seinicié el tratamiento de lavado con una solucién
de SSC 5x- SDS al 1% a 42°C, finalizando con una solucién de
SSC0.1x- SDS 1% a 65°C). Como resultado de la hibridacion, en
la placa que estuvo expuesta 16 horas (figura 8B) se obtuvieron
sefales de bandas cuyo peso molecular se encuentra entre 3 a
1.3y 0.3 Mb, asi como sefiales poco intensas o nulas en aquellas
bandas cuyo peso molecular es de 1.0 a 0.5 Mb las cuales
aparecen muy leves en el gel tefido con bromuro de etidio. Sin
embargo, estas bandas se hicleron mas evidentes cuando la
exposicion de la placa fué de 96 horas (figura 8C),

b) DNA ribosomal. Para estudiar la organizacion del DNA
ribosomal se usd una sonda de 1400 kb, originada de DNA
amibiano y que codifica para los genes de RNA ribosomal
(Samuelson y col. 1989). Esta prueba se realizo en condiciones
de astringencia estricta; se expusd el papel de nitrocelulosa
marcado radioactivamente en placas de rayos X durante un
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‘tiempo de 2 dias a -70°C (figura 9). Se observé que en la clona
A, la sonda hibridd en bandas de 3.0, 1.89, 1.42, 1.39. 1.36, 1.18
Mb y en la banda de 0.3 Mb en donde Ia sefial fué menos intensa
comparada con las bandas anteriores (figura 9B): en la clona L6
se tuvo senal en las bandas de peso 1.47,1.33 Mb y en laclona
(G2-100 en las bandas de peso 1.5, 0.3 Mb . La sefal de 0.3 Mb
de C2-100 al igual que en la clona A es de poca intensidad. Por
otra parte, se observd una senal muy intensa en los origenes
(pozos) de las tres clonas, esto se puede deber a la presencia de
DNA amibiano que no pudo entrar al gel.

¢) Actina. Otra sonda fué la secuencia que codifica para la proteina
del citoesqueleto actina (Meza,l., 1983) obtenida a partir del DNA
de E. histolytica clona A (figura 10). Ei papel de nitrocelulosa
hibridado fué tratado bajo condiciones estrictas y se expusd en
placas de rayos X un tiempo de 15 dfas a -70°C. Esta sonda
hibridd en la clona A en las bandas con un peso de 1.42, 1.39,
1.36, 0.3 Mb ; en la clona L6 en las bandas 1.47, 1.09,0.35 Mb y
en la clona C2-100 en las bandas 1.33, 1.23, 0.59 Mb (figura
10B). Las senales obtenidas con esta sonda no son tan claras
como las abtenidas en la sonda ribosomal o la sonda de tubulina.
Encuantoa los origenes se obtiene una sefial de mayor intensiclad
en la clona C2-100, menos intensa en la clona A y muy tenue en
la clona L6.

d) Tubulina. La sonda con la secuencia de ta proteina del
citoesquelsto tubulina se obtuvo del DNA de E. histolytica clona
L6 (Sanchez y col. enviado a publicacion). Esta sonda se hibridd
en un papel de nitrocelulosa transferido con el DNA amibiano,
tratado bajo condiciones de estricta astringencia y se expusod en
placas de rayos X durante un periodo de 16 dias a -70°C (figura
171). Resultaron sefales para la clona A en las bandas de un peso
de 3.0, 1.89, 1.42, 1.39. 136, 1.26 Mb ; en la clona i 6 en las
bandas 3.1, 1.47 MbyenlaclonaC2-100 en las bandas 1.5, 1.42
Mb (figura 11B). la intensidad de estas bandas fué muy leve
comparando las sefnales presentadas en la clona Ay L6. En las
tres clonas se dierdn sefnales muy intensas en los origenes, esto
pudodeberseaquelacantidad de DNA contenido en cada bloque
o que la cantidad de DNA atrapado en el pozo era mayor.



e)Sonda D 1.6. Lasonda D 1.6 fué seleccionada, a partir del cDNA
de la clona A, con el propdsito de identificar secuencias que se
expresen en clonas virulentas y no en clonas no virulentas. D 1.6
mide 1.6 kb, esta posee secuencias de genes ribosomales y
ademés contiene un fragmento llamado D 1 el cual realmente
sirve para distinguir las clonas virulentas de las no virulentas
{Lazard y col. enviado a publicacién). La sonda D 1.6 se hibridd
bajo condiciones estrictas y fué expuesta en placas de rayos X
durante un periodo de 8 horas a temperatura ambiente {figura
12).Enlaclona A, D 1.6 di6 sefial en las bandas cuyo peso es de
3.0,1.42,1.39,1.36.1.18, 0.3 Mb ; en la clona L6 en las bandas
1.47,0.35Mbyeniaclona C2-100 en labanda de 1.89 Mb (figura
12B). En las tres clonas se observaron senales en los origenes
con gran intesidad.

f) SondaD 1.LasondaD 1 se obtuvo a partir del fragmento D 1.6
por la aplicacion de enzimas de restriccion. este fragmento mide
1000 kb (Lazard y col. enviado a publicacion). La hibridacion con
esta sonda se realizd bajo condiciones estrictas exponiendose
bajo las mismas condiciones que la sonda D 1.6. Las senales
observadas fueron. en el caso de la clona A en las bandas 3.0.
1.42,1.39.1.36 Mb; en la clona L6 en fas bandas 1.47,0.35 Mb y
en la clona C2-100 no se presentd senal (figura 12 C). Con esta
sonda se presentd sefal en los origenes pero no con la misima
intensidad de la sonda anterior, esto puede deberse a la cantidad
de DNA contenida por bloque.

g) Porina. Como sonda en estos experimentos se usd una
secuencla de Salmonella typhl de 1000 pb que codiflca para el
producto ompC que corresponde a la proteina porina presente
en la membrana externa (Felayo, 1991). Para este experimento
la hibridacion del papel de nitrocelulosa transferido con el DNA
amibiano, se hizé bajo condiciones relajadas de hibridacion (SSC
5x - SDS al 1% a 42°C) y el papsl se expusd en placas de rayos
A durante 15 dias a - 70°C. Las sefales resultantes fueron muy
leves (figura 13). enla clona A aparecid en las bandas 1.42, 1.39.
1.36 1.26, 1.04 Mb; en la clona L6 no se presents sefial y en la
clonaC2-100 en la banda 1.23 Mb (figura 13 B). En cuantc a los
origenes se observé una fuerte sefial en la clona L6, comparada
con laclona Ay C2-100.



h) Sonda Eix. Lasecuencia Eix corresponde probablemente al gen
que codifica para la enzima quitina sintetaza de E. invadens clona
IP-1v y mide 428 kb (Valdés y col. 1991 enviado a publicacion).
La sonda se hibridd en un papel de nitrocelulosa transferido con
DNA de E. histolytica clona A y con DNA de E. invadens clona
IP-1v (figura 14). Esta sonda di6 una sefial muy intensa como
se observa en la figura 14 B, en el DNA de E, invadens (IP-1v),
de tal forma que no se pudieron distinguir las bandas presentes;
en laclonaA las sefales fueron en las bandas 1.42, 1.39, 1.36 Mb.

Los resultados obtenidos de la hibridacién de cada una de las sondas con
los cromosomas de las clonas LB, Ay C2- 100 se resumen en la sigulente
tabla V.
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Fiﬂura 8. Hibridacion de las bandas cromosOmicas de
DNA amibiano con la sonda homéloga de DNA total.

A). Se observa en el gel de agarosa corrido por el sistema
TAFE el patrén de bandeo de la clona L6(L6), A(A),
C2-100(C2-100), el cual fué tehido con bromuro de etidio. B).
Muestra la prueba de hibridacion del DNA de E. histolytica clona
L6, clona A y clona C2-100 con DNA total, fué fevado en
condiciones de estricta astringencia y expuesto en dos
ocasiones en placas de rayos X, siendo la primera exposicion de
16 horas a -70°C, observandose en la C) la segunda exposicion
de 96 horas a -70°C.
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Figura 9. Hibridacién de las bandas cromosomicas de
DNA amibiano con la sonda de DNA ribosomal.

A). Muestra el gel tefiido con una solucion de bromuro de
etidio. corrido con la electroforésis TAFE, bajo las condiciones
descritas en materiales y métodos, con muestras de ievadura
(S.¢.).clona L6{L8), clonaA(A) y clona C2-100(C2-100). Este gel
fué transferido a papel de nitrocelulosa e hibridado con una
sonda de DNA ribosomal, lavado en condiciones de estricta
astringencia y expuesto en placas de rayos X durante un tiempo
de 2 dias a -70°C, los resultados obtenidos se muestran en la
figura 9B.

53






ura 10. Hibridacion de las bandas cromosomicas del
DNA amibiano con la sonda de actina.

A). Se muestra un gel tefildo con una solucién de bromuro
de etidio, corrido con la electroforésis TAFE, bajo las condiciones
anteriormente mencionadas en materiales y métodos, con
muestras de levadura (lev), clona L&(L8), clona A(A) y clona
C2-100 {C2- 100). este gel fue transferido a nitrocelulosa e
hibridado con una sonda de actina. lavado bajo condiciones de
alta astringencia y expuesto en placas de rayos X durante un
tiempo de 15 dias a - 70°C. Los resultadoes que se obtuvieron se
presentan en la figura 10 B.
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Figura 11. Prueba de hibridacion en las bandas
cromosomicas del DNA amibiano con la sonda de
tubulina.

A) Se observa el gel tefiido con bromuro de etidio, corrido
con la electroforésis TAFE, bajo las condiciones descritas en
materiales y métodos, con muestras de levadura(S.c.), clona
L6(L8), clona A{A) y clona C2-100 {C2-100), este gel ué
transferido a papel de nitrocelulosa e hinridado con una sonda
de alfa tubulina, lavado bajo condiciones de alta astringencia, el
papel expuesto en placas de rayos X durante un tiempo de 15
dias a -70°C. Los resultados se muestran en ia figura i1 B.
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Figura 12. Hibridacion de las bandas cromosomicas de
DNA amibanoccenlasondaD16yD 1.

A) Se observa el gel tefildo con bromuro de etidio corrido
con la electroforésis TAFE, bajo las condiciones redactadas en
materiales y métodos, con muestras de levadura (S.c.), clona
LB(LB), clona A(A) y clona C2-100(C2-100), los geles se
transfirierén a papel de nitrocelulosa y los papeles resultantes se
hibridarén con las sondas D 1 (figura12 A) y D 1.6 (figura 12
B), ambos tratados en condiciones estrictas de astringencia y
expuestos a placas de rayos X durante 8 horas a temperatura
ambiente.
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Figura 13. Prueba de hibridacion en las bandas
cromosdmicas del DNA amibiano con la sonda de
porina.

A) Se observa el gel tenido con bromuro de etidio, corrido
con la electroforésis TAFE, bajo las condiciones descritas en
materiales y métodos, con muestras de levadura (S.c.), clona
A{A), y clona C2- 100 (C2-100), el gel se transfirié a papel de
nitrocelulosa, este fué hibridado con la sonda heterdloga de
porina, lavandose en condiciones de baja astringencia y el papel
de expuso en placas de rayos X durante 15 dias a -70°C. Los
resultados de estas pruebas de hibridacién se muestran en la
figura 13 B.
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Figura 14 . Prueba de hibridacion en las bandas
cromosomicas del DNA amibiano con ia sonda Eix.

A) Se observa un gel tefiido con bromuro de etidio, corrido
con la electroforésis TAFE, bajo condiciones descritas en
materiales y métodos, con muestras de levadura (S.c.),
Trypanosoma brucei (T.b.) (marcadores de peso molecular),
clona A(A) y £, invadens clona IP-1v(lp-1v). Este gel se transfirid
a papel de nitrocelulosa y fué hibridado con la sonda heterdloga
Eix . Este papel fué tratado bajo condiciones de estricta
astringencia, ademas se expuso en placas de rayos X durante un
periodode 8 dias a-70°C , los resultados obtenidos se observan
en la figura 14 B.
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TABLA V

RESULTADO DE LAS HIBRIDACIONES CROMOSOMALES
EN LAS TRES CLONAS DE E. histolytica HM1:IMSS

Band Clona A Clona L6 Clona C2-100
ande ipggo (Mb) Sonda | Peso (Mb)  Sonda |Peso (Mb)  Sonda
| 3.0 ---- <3.0 -—— 1.8 ———-
It <3.0 - 8. —--- 1.89 D1
1 3.0 ---- 3.0 -—-- 1.6 Tub.

RIb.
v <B.0 —~——- 3.1 Tub. 1.42 Tub.
\% 3.0 EUE" 2.1 D 1.8 1.38 Act.
D 1.
Rib.
VI 1.89 Tub. 1.47 I\u?' 1.28 Act.
3 N . Cl.
: E:’é D1 Por.
D18
Rlb.
1.42 Tub. 1.88 Rib. 1.09 .=
Aot.
Por.
Elx.
1
D18
: Rib. .
1.89 Tub. 1.28 -
Act.
Por,
Elx
D1
D 1.8
: RIb. S
'1.36 Tub. 1.09 Act, il
Act. i
Por.
Elx
D1
D18
L Rib. . B ] LT A
X 1.28 Tub. 0.06 EEET IR § 0.69 Act.
Por. .
Xl 1.18 Rib. 0.80 == 00,46 ———
Xl 1.04 Por. 0.82 .= 0.36 -
X1 0.98 -~ 0.78 ~--- 0.30 Alb.
X1V 0.85 - 0.66 - SRR ----
XV 0.74 -——-- 0.44 ———- -—-- ———-
XVi 0.63 - 0.86 ---- -—--
XVI 0.63 ---- et ===
XVl 0.46 ---- -
XIX 0.36 ---- ----
XX 0.80 ---- —---
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ANALISIS DEL DNA DE E. histolytica POR TAFE EN
PRESENCIA DE BROMURO DE ETIDIO.

Como se observé en la tabla V las clonas A y L6, presentaron 3 bandas
de alto peso molecular (> 3.0 Mb), donde no se observé ningun tipo de
hibridacion, o mismo sucedid con aquellas bandas cuyo peso se encuentra
entre 0.9 a 0.4 Mb. Debido a esto se trato de buscar una explicacion del por
cjue con hinguna de las sondas tratadas se habia logrado una sefal, por esta
razén se llegd a pensar que estas bandas se trataban de concatameros de
DNA, es decir son moléculas circulares del DNA cuya estructura esta
superenrrollada. Para verificar esta hipdtesis, se recurrié a la bibliografia
donde se encontrd que Beverley en 1988 describié que la migracion
electroforética de las moléculas circulares de DNA son sensibles a
concentraciones bajas de bromuro de etidio mobilizandolas cuando son
expuestas a una electroforésls. Por esta razon bloques de agarosa con
cromosomas amibianos se incubaron y se corrieron con una solucion de
bromuro de etidio cuya concentracion final era de 0.05 microgramos/mi. Las
bandas que se observaron fueron muy tenues y coinciden en cuanto a su
migracion con aquellas que mostraron senal con las sondas (figura 15A)
{Ver tabla VI).

Al analizar los barridos obtenidos por densitometria del gel corrido en
presencia de bromuro de etidio, se observd, en el caso de la ciona A
unicaimente 5 picos debido a la resolucién del equipo, por lo que un pico no
representa una sola banda, como es el caso del pico 1 en el cual se estan
abarcando 2 bandas cuyo peso se encuentra entre 3 a 1.8 Mb, en el caso de
la clona L6 cada pico en el barrido si corresponde a cada una de las bandas
cromosomales.
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Figura 15. Analisis del DNA_ amibianc por TAFE en
presencia de bromuro de etidio.

A) Se muestra un gel tenido con bromuro de etidio, corrido
con la electroforesis TAFE. pajo las condiciones descritas en
materiales y métodos, con muestras de P, chabaudi (P.c.). clona
AfA) y clona C2-100(C2-100), tratadas con una solucidn de
bromuro de etidio a una concentracion de 0.05 microgramos/ml.
Enla figura 15 B se muestran los barridos de laclona A y de la
clona L8, donde los picos numerados corresponden a las bandas
que se cbservan en el gel.
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TABLA VI

BANDAS CROMOSOMALES DE DNA DE

E. histolytica, CLONA A Y CLONA L6

E. histolytica HMTIMSS

-~

Clona L6
No. de Banda Peso (Mb) No. de Banda Peso (Mb)
! 3.0 | 3.0
Il 1.89 ' 1 2.1
1l 1.40 - 1.3 i e |
;y' 1.26 v 13
Syt 118 - 1.04 v
1w iy 03 vi
Vil




GEL BIDIMENSIONAL CORRIDO POR EL SISTEMA
TAFE.

Con el fin de coneccer cuantos cromosomas existen en cada una de las
bandas de los geles TAFE se hizd el andlisis del DNA amibiano usando dos
condiciones de corrida en un gel bidimensional de la clona A. En el cual se
realizé fa hibridacion con la sonda de actina, observando que en el carril
unidimensional (2D) las bandas sefialadas por esta sonda son las mismas que
3e presentaron anteriormente (figura 16A). Ademas, en fa region separada
por las dos condiciones de corrida se presenté una secuencia de 8 puntos en
direccidn de las bandas unidimensionales senaladas por la hibridacion, a una
razén de dos puntos por banda lo que sugiere que cada una de estas bandas
posee 2 cromosomas. La medida aproximada de estos puntos es los dos
primeros (mas cercanos al origen) son de 1.4 a 1.3 Mb, el punto en la parte
intermedia es de 1 Mb y ios dos Ultimos de 0.35 Mb los cuales se consideran
como minicromosomas.
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Fiqura 16. Gel bidimensional corrido r el sistema
TAME: po

A)Seobserva el resultado del la hibridacién con la sonda de
actina en las bandas cromosdmicas de la clona L6 (L6), A (A) y
C2-100(C2-100), las cuales fueron resusltas por el sistema TAFE
bajo condiciones de la primera dimensién.B) Muestra un gel
corrido con el sistema TAFE bidimensionaimente, bajo las
condiciones descritas en matetiales y métodaos, con las muestras
de la clona A{(1D) corrido en la primera dimensién, el cual es
sometido a la segunda dimension; carril 2D muestra de DNA
de la clona A corrido en la segunda dimensién y levadura (S.c.),
dicho gel se tifid con una solucién de bromuro de etidio y fué
transferido a papel de hitrocelulosa, en el cuai posteriormente se
aplicé la prueba de hibridacién con la sonda de actina, dando
como resultado senales circulares que corresponden con la
direccién de las bandas obtenidas en el carril 2D.






DISCUSION

PREPARACION DE DNA AMIBIANO POR INCLUSION DE
AMIBAS EN BLOQUES DE AGAROSA Y LISIS in situ-

Para estudiar los cromosomas de E, histolytica, por medio de! sistema
TAFE se aplict la técnica de lisis in situ en bloques de agarosa la cual ya ha
demostrado su utilidad en varios microorganismos que no poseen mitdsis
tipicas como Trypanosoma (Van der Ploeg 1984), levadura (Avdalovic 1988),
etc.

Por medio de este método fué posible obtener el DNA amibiano sin
degradacion aparente. De acuerdo con el nimero de amibas incluidas en los
bloques de agarosa y la cantidad de DNA por trofozoito reportada por
Hernandez (1985) y Lopez- Reviila (1978), la concentracién de DNA por
blogue es aproximadamente de 3 - § microgramos. Esta concentracién de
DNA se ve confirmada con lo que reportd Higgins y Gardiner (1988) quienes
observarén que con una concentracion de 1 a 10 microgramos de DNA por
cada muestra se puede obtener una buena resolucién de bandas
cromosdmicas, cuando estas son corridas por el sistema TAFE (Barlow, D.,
1989). Con la inclusion de DNA en bloques de agarosa también observamos
que el material se mantiene integro por lo menos Ln 1 aho.

ELECTROFORESIS TRANSVERSAL DE CAMPOS ALTERNQOS
(TAFE) APLICADA EN EL DNA AMIBIANO.

Debido a la ausencia en la condensacién cromosdmica durante la division
mitética en E. histolytica, para estudiar la organizacién gendmica de este
parésito fué necesario aplicar técnicas que permitieran la separacion de
moléculas grandes del DNA, como Ila electroforésis de campos pulsados
(PFGE) (Valdés y col. 1990) las cuales se han utilizado para estudiar la
organizacion cromosomal de algunos protozoarios parasitos tales como
| elshmania y Trypanesoma.

Para obtener mejores resultados se implemento otro sistema el cual basa
sus principios en las electroforésis de campos puisados, con un manejo
sencllloy proporcionaré una mejor resolucion en la separacion del DNA. Dicho
sistema es la electroforésis transversal de campos alternos (TAFE), donde la
alternancia de los campos eléctricos es ortogonal en cada uno de los
electrodos, pero es transversal con respecto al plano del gei, de esta manera

85



cada carril del gel se encuentra sujeta al mismo campo eléctrico, los pulsos
del campo eléctrico entre los dos electrodos, provoca que el DNA descienda
a través del grosor del gel en forma de zig-zag, esto trae como consecuencia
que los carriles con las diferentes muestras corridas sean separadas en carriles
lineales paralelos. lo que permite comparar entre una muestra y otra. En el
sistema TAFE. se tiene una mejor resolucidon que en otros sistemas de
electroforésis pulsada, ademas de una separacién de los fragmentos grandes
de DNA {mayores de 1Mb), debido a su configuracién del equipo, a las
condiciones del amortiguador y del voitaje.

ANALISIS DEL DNA AMIBIANO CON LA ELECTROFORESIS
TRANSVERSAL DE CAMPOS ALTERNOS (TAFE).

El nimero, peso y organizacion de los cromosornas de E. histolytica ha
sido estudiado por varios investigadores. Hernandez y col.(19886) reportaron
que el DNA de E. histolytica esta organizado en 4 poblaciones discretas, las
cuales tienen un pesc molecular de 50 kb, dichos resultados fueron obtenidos
por la técnica de lisis in sity de los trofozoitos y la electroforésis en geles de
agarosa. Orozco y col. (1988) observaron las fases y los estados de la divisidn
celular de los trofozoitos, en una de las cuales se logréd observar en
microscépio electrénico entre 12 y 16 cromosomas orientacios hacia los polos
nucleares, estos estudios se llevaron acabo por la sincronizacion con
colchicina de los trofozoitos. Valdés y col. (1990) usando la técnica PFGE
separaron 8 bandas del DNA de E. histolytica (HM1:IMSS), de la clona A E.
histolytica (HM1:IMSS) fueron separadas 6 bandas y en E, invadens 4 bandas.
Dichos resultados se obtuvieron al aplicar 3 tipos de condiciones de corrida,
por la reproducibilidad en los patrones de bandeo y las pruebas de hibridacion
se comprobo que estas moléculas eran cromosomas.

Albach (1990) tratd de separar cromosomas del DNA amlblano por medio
del sistema PFGE. obteniendo bandas que tienen un peso de 500 a 50 kb, no
teniendo buena resolucién en las bandas. probablemente por degradacién. A
pesar de que se habia probado que el DNA amibiano esta organizado en
moléculas discretas, tal vez cromosomas, no se habia definido con exactitud
su nimero, talla y organizacién.

En este trabajo fué posible separar moléculas de DNA amibiano con la
aplicacion del sisterna TAFE obteniéndose los cariotipos moleculares de E.
histolytica (HM1:IMSS) clona L6, A y C2-100, dando como resultado
fragmentos cuyo peso es desde 3.0 a 0.35 Mb. En Ia clona L6 se observaron
16 bandas, en la clona A 20 bandas y en la clona C2-100 13 bandas, sin
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presentarse zonas de compresion. Al comparar estos resultados con los
obtenidos por Valdés y col. (1990), se vieron diferencias en cuanto al nimero
de bandas y migraclén del DNA en la clona A. esto se puede explicar ya que
el sistema TAFE es diferente al PFGE, aunque el propésito de ambas es el
mismo. Estas diferencias se deben principalmente a las condiciones de
corrida, las cuales son muy importantes para que el DNA fraccione en las
diferentes moléculas cromosomales que tiene, ya que si estas condiciones no
son adecuadas, se presentan zonas de compresion o bien el DNA se queda
en los pozos del gel, dando como resultado poca resolucion en las bandas.

Valdés y col. 1890, ya habian descrito variaciones entre cepas y clonas
de E, histolvtica, en este trabajo se observaron variaciones en cuanto al nimero
y talla de las bandas entre [a clona A, L6 y C2-100. Una caracteristica notable
de los cromosomas de los protozoarios cuando son separados por el sistema
de electroforésis de campo pulsado en este caso TAFE, pueds existir variacion
en cuanto a la talla de los cromosomas homdélogos en las diferentes clonas y
cepas. En este polimorfismo se ven involucrados varios mecanismos como la
traslocacidn, laamplificacion y delecion de secuencias en el DNA, esto ha sido
observado en clonas de Leishmania infantum (Pages y col., 1989), en L,
donovani (Bishop y col.,,1887) y en L. major (Holmes y col., 1890). Este
polimorfismo es muy marcado cuando se comparan los patrones de bandeo
de la ciona A (parental) con respecto a su descendiente clona C2-100, ya que
en la clona A se resolvieron 20 bandas y en la clona C2-100 unicamente se
obtuvieron 13 bandas, esta reduccion en el nUmero de bandas, {desaparicion
y aparicion de bandas), se sugiere que se deba a la existencia de rearreglos
esponténeos a nivel del genoma o deleciones subteloméricas que son
inducidas por las clonaclones o bien puede deberse a que los organismos se
encuentren en ambientes de stress, tal como se ha demostrade que ocurre en
Trypanosomas (Bernards, A. y col., 1983). De acuerdo a todas las variaciones
observadas en los carlotipos de las tres clonas estudiadas, al ser comparadas
entre si, sugiere que el cariotipo molecular amibiano es altamente mutable,
como se ha visto en Plasmodium (Corcoran y col., 1988).

ANALISIS DENSITOMETRICO EN EL DNA DE E. hi
(HM1:IMSS) Y DNA AMIBIANO TRADADO CON BROMURO DE
ETIDIO.

El andlisis densitométrico tiene la finalidad de definir el nimero de
moléculas de DNA que se encuentran en cada una de las bandas resueltas en
los geles de agarosa. Muestras de DNA resueltas por TAFE bajo ias
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condiciones electroforéticas mencionadas anteriormente y tefidas con
bromuro de etidio, se fotografiaron y el negativo se analizé mediante un
densitdmetro. Los resultados sirvieron para verlficar el nimero de bandas que
se observaron en el gel tefildo con bromuro de etidio. El analisis de los
resultados densitométricos fué realizado por el maétodo de Scholler y
col.(1986) y modificado por Valdés y col. {1990) para el DNA amibiano, dicho
métoado relaciona intensidad de la tincidn con el peso molecular y cantidad
total de DNA del! organismo. De acuerdo con este andlisis en la clona A se
observaron 20 bandas, las cuales se encuentran organizadas en alrededor de
300 cromosomas, en el caso de la clona L6 se obtuvieron 16 bandas
organizadas en 150 cromosomas y en C2-100 se observaron 11 bandas
constituidas en 31 cromosomas. Ademas con el analisis densitométrico se
observe que del 28 al 30 % del total del DNA permanecia en el pozo, mientras
que un 68 a 70% migré al gel, formando bandas. Al asignar los pesos
moleculares a cada una de las bandas, observamos que existio una diferencia
con respecto a los pesos moleculares de los marcadores, sobre todo en
aquellas bandas de alto peso molecular, esto se debe a que el sistema en la
Zoha cuyo peso es mayor a 3.0 Mb pierde linealidad, por lo que las bandas
localizadas en estas zonas se consideran con un peso mayor de 3.0 Mb. Los
resultados anteriores cuando son comparados con los obtenidos por Vaidés
y col. (1890), coinciden, por la cantidad de DNA amibiano que migré en el gel,
pero no estan de acuerdo con el nimero cromosémico obtenido para la clona
A, ya gue en el trabajo de Valdés se reporta un nimero de 31 crormosomas y
en este trabajo se obtuvierdn mas de 300 cromosomas. Una diferencia tan
grande en el nimero de cromosomas puede deberse a que las condiciones
utilizadas en el sistema TAFE resolvieron moléculas lineales (bandas
cromosomales) y rnoléculas circulares de DNA con diferencias en migracion
debidas a su organizacién (concatameros). Las poblaciones de DNA circular
son elementos comunes en los genomas de procariontes y eucariontes (Rush,
y col. 1985). Por otra parte la ampilificacion de genes se ha observado en
organismos que son resistentes a drogas en Ios cuales los genes aparecen
como necesarios para la resistencia aumentan su nimero y muy a menudo
estas copias son de DNA circular extracromosomal. Este DNA ampilificado por
lo general es de peso molecular grande arriba de 4.0 Mb. Beverley (1988)
reportd la presencia de este DNA circular amplificado en L. major, que migra
junto con las moléculas lineales en una electroforésis PFG. Beverley con el
objeto de evitar que estas moléculas circulares migraran con las lineales
(cromosomales), aplicdé un tratamiento en el que el DNA tenia que ser
incubado con bromuro de etidio (0.05 microgramos/mi). El bromuro de etidio
lo que provoca es cambiar la configuracion de las moléculas circulares,
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provocando una disminucion de los pesos moleculares aparentes. En algunos
experimentos los blogues de DNA amibiano se tratarén con bromuro de etidio.
obteniendo como resultado la disminucion en el nimero de bandas en las
clonas A y L& donde su nimero era muy alto. Principalimente las bandas que
desaparecierén son aquellas cuyo peso molecular se encontraba arriba de 3.0
y entre 1.0 y 0.4 Mb. Dando comoa resultado final en el caso de la clonaA, 6
bandas con un peso de 3.0 a 0.3 Mb, lo gue coincide con el presentado por
Valdés y col.(1990) para la cloha A (Ver tabla Il en introduccion) y en ef
casode la clona L6 7 bandas cuyo peso se encuentra entre 3.0 y 0.36 Mb. En
la tabla VI ss presentan las bandas cromosdmicas enumeradas con sus
respectivos pesos moleculares tanto en la clona A como en la clona L6, dichas
bandas pudieran corresponder a cromosomas.

Para comprobar el nlimero de cromosomas por banda se realizé un
experimento en el cual se corrié un gel bidimensionalmente, con el sistema
TAFE, este posteriormente fué hibridado con una senda de actina. Debido a
las condiciones de corrida {(ver materiales y métodos), no se observaron todas
las bandas en su totalidad, ya que estas se comprimieron en 4 bandas, ya que
estas condiciones separaron los cromosomas que contienen genes de actina
y el resultado de la hibridacion fué la presencia de 2 sefiales en forma de
manchas redondas escalonadas en direccion a cada una de las bandas
corridas en 1a. dimension, lo cual comprueba que en cada una de estas
bandas marcadas con actina existen dos cromosomas.

PRUEBAS DE HIBRIDACION DEL DNA CROMOSOMAL DE
E. histolytica (HM1:IMSS) CLONA L6, A Y C2-100.

Con la aplicacion de esta prueba es posible comprabar la integridad del
DNA vy verificar si las bandas representadas en el patron electroforético
representan verdaderos cromosomas. La prueba se realizé con 7 sondas de
DNA, las cuales dieron sefiales en los orfgenes, esto lo podemos explicar por
el DNA amibiano atrapado en los pozos, que debido a la complejidad de su
estructura y la presencia de desechos celulares impiden la migracion al gel.
La prusba con DNA total amibianc da sefial en los origenes por la razdn
anteriormente mencionada, esta sonda se utilizé como un control para verificar
el nimero total de bandas obtenidas comparando con el observado al tefiir
con bromuro de etidio. La presencia de moléculas que en la hibridacidn
captaron gran cantidad de radioactividad sugirié la presencia de moléculas de
DNA altamente repetidas correspondientes a bandas de alto peso molecular
aparentemente superior a 3.0 Mb, también entre 1.3 y 1.4 Mb, las cuales
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aparecen en forma escalonada, en las tres clonas. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos con una sonda ribosomal homédloga (Samuelson,
1988), lo que esta de acuerdo con el conocimiento de que el DNA ribosomal
es altamente repetido (Battacharya y col.. 1988; Huber y col., 1989). Dichos
resultados contrastaron con los obtenidos por Valdés y cal. (1990) quienes
hibridarén las bandas cromosomales de la clona A con una sonda ribosomal
de Trypanosoma btucei (heterdloga), teniendo como respuesta, sefales en el
origen asi como en una banda de 1.1 Mb. Una posible explicacién para estas
diferencias es que estos autores utilizaron una sonda ribosomal heterdloga y
se ha demostradce que la intensidad de la sefial depende de la regién del DNA
ribosomal que se utilice como sonda (Lazard y col. enviado para publicar;
Samuelson y col. 1990; Gredberg y col. 1990). En cuanto a la sefal presente
en el origen del gel para las tres clonas una posible explicacion es que el DNA
ribosomal circular de 24.5 kb {Huber y col. 1989), esta formado tanto por
moléculas relajadas que migran dentro del gel (moléculas lineales), asi como
otras moléculas circulares que se quedan atrapadas en |0os pozos por
complejidad estructural. Con la sonda de tubulina se observaron senales de
hibridacién en las clonas en bandas cuyo peso se encuentra entre 1.3 y 3.0
Mb, estas senales son muy semejantes a las obtenidas con la sonda ribosomal,
es decir las bandas se presentan en forma escalonada, esto también puede
deberse a que las secuencias de tubulina se encuentran en varias moléculas
y en alto nimero de copias. Las sondas D 1.6 y D 1 se obtuvieron con el fin
de diferenciar entre clonas virulentas y no virulentas, sin embargo como
amixas sondas comparten un fragmento, sus senales de hibridacion en las
bandas cuyo peso se encuentra entre 1.3 a 3.0 Mb son muy semejantes. La
sonda D 1.8 presenta senales de hibridacion en las tres clonas no presentando
diferencia entre clona virulenta y no virulenta. Sin embargo en la sonda D 1, si
se presenta una diferencia, ya que la clona A y L6 presentan senales en las
bandas que van de 1.3 a 3.0 Mb, pero en la clona A no hay sefial en la banda
de0.3 Mby enlaclona L6 si existe, ademas cjue en esta sonda la clona C2-100
no presentd ninguna sefal de hibridacion tanto en el origen como en la zona
de bandas, lo que demuestra que en este fragmento del DNA la clona sufrié
probablemente una delecion. Al interpretar estos resultados, la sonda D 1 si
presenta diferencia entre las clonas virulentas y las no virulentas a pesar de
tener ese fragmento comun en ambas. En las sondas D 1.8 y D 1, hibridarén
con patrones semejantes a los de la sonda de DNA ribosomal, lo que sugiere,
ademas de otras evidencias obtenidas por secuenciacion parcial {Lazard
comunicacion personal). que estas sondas poseen regiones ribosomales. Las
senales de hibridacidn de la actina fueron muy leves, este gen se encuentraen
bandas con tamafioentre 1.0 a 1.4 y 0.3 Mb. .a sonda de porina es heterdloga,
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esta secuencia codifica para una proteina de membrana cuya funcién es la de
formar "poros" de difusion, que permitan el paso de sustancias hidrofilicas de
bajo peso malecular, dicha protelna ha sido descrita en S. {iphy, sin embargo
exliste la posibilidad de que en amiba pueda ser otra proteina que tenga una
funcién semejante, esta secuencia no se encuentra en la clona L6, perc en A
y C2-100 si, esto puede deberse a que ambas poseen un genoma muy
semejante, ya que A es la clona parental de C2-100. La sonda Eix de E.
Invadens, probablemente codifica para la quitina sintetaza esta es una enzima
que actlia sobre la proteina quitina, la cual forma las capsulas de los quistes
de amiba, debido a esto, dicha enzima es de gran importancia ya que por
medio de ella podria desaparecer este estado de la amiba. Dicha sonda se
prabd en la clona A, T brucsi y £, invadens, dando una sefial muy intensa en
E. invadens no diferenclando las bandas. En la clona A di6 sefial en las bandas
cuyo peso se encuentraentre 1.8 y 1.4 Mb y en 1., brucei en una banda arriba
de 2.0 Mb, lo que sugirié que es una secuencia altamente conservada. Con
esta sonda se observd que los origenes presentan muy poca senal de
hibridacion, lo que indica que las moléculas de DNA que poseen esta
secuencia si se resuelve en el gel.

APLICACIONES DE LA ELECTROFORESIS DE CAMPO
ALTERNO TRANSVERSAL (TAFE).

Con la aplicacién de la electroforésis TAFE en el DNA de E. histolytica fué
posible resolver moléculas entre 3.0 y 0.3 Mb, lo cual no habia sido descrito
anteriormente, y se hizé la descripcidon preliminar de la localizacion de
secuencias de DNA en este cariotipo molecular, posibilitando asi el
establecimiento de la relacidn entre las moléculas de DNA y sus grupos de
enlace.

Estos estudios serén la base de la construcclon de un mapa de ligamiento
del parésito E. histalylica y de la comprension de los mecanismos de
regulacion de su expresion genética.
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CONCLUSIONES

1) Con la electroforésis de campo alterno transversal (TAFE) se
obtuvieron los cariotipos de E. histalytica (MH1:IMSS) clona L6
con 7 bandas, clona A con 6 bandas y clona C2-100 con 13
bandas. con tamarios aparentes entre 3.0 a 0.3 Mb.

2) Las bandas observadas en la clona L6 tienen una talla aparente
en un rango entre 3.0 a 0.35 Mb; en la clona A van de un rango
entre 3.0 Mb y en la clona C2-100 de 3.0 2 0.3 Mb.

3) De acuerdo con los antecedentes desaritos y los resultados
obtenidos en este trabajo, se ha demostrado que ia
electroforésis de campo alterno transversal (TAFE), es una
técnica de suma importancia dentro de la biologfa molecular,
yaque por medio de esta es posible estudiar moléculas de DNA
de alto peso molecular de aquellos organismos en los que no
existen una condensacion cromosomal en las fases de su ciclo
celular, como es €l caso de E, histolytica.

4) Se observaron diferencias en la organizacién de los
cromosomas entre las clonas A y L6 originadas de una misma

cepa L. histolytica la HM1:IMSS.

5) Por el patrdn electroforético se sugiere que existen numerosas
poblaciones de DNA circular.

6) Se encontraron diferenclas de organizaciones cromosémicas
en la clona parental A y su descendiente clona C2-100,
sugiriendo que se indujeron rearreglos durante el proceso de
clonacion y/o el cultivo independiente posterior.

7) Con las pruebas de hibridacién DNA-DNA se localizaron 8
genes en los cromosomas de las clonas L6, A y C2-100, los
cuales se pueden localizar en mas de un cromosoma.
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APENDICE.

Medio TYI-S-33 (Diamond y col. 1978)

Ac. ascorbico 0.2g
Biosato (digerido pancreatico) 30.0g
Cisteina 1.0g
Citrato férrico 23.6mg
Clorure de sodio 2.0g
Dextrosa 10.0g
Fosfato de potasio dibasico 1.0g
Fosfato de potasio monobasico 0.6g
Agua desionhizada 840.0ml
pH 6.8

Medio TYI-S-33 completo.

Suero bovino completo 2.0mi
Medio TYI-S-33 10.0ml

Solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS).

Cloruro de potasio 0.2g
Cloruro de sodio 8.0g
Fosfato de potasio monobasico 0.2g
Fosfato de sodio dibasico 1.1 5%
0.0m

Agua bidestilada 1000.
pH 7

Acido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) 0.8 M

EDTA 67.2g
Agua desionizada 250.0ml
Hidréxido de sodio 20.0g

Solucion de cloruro de sodio 5M.

Cloruro de sodio 29.22
Agua desionizada 100.0m
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EDTA 0.5 M con solucién de PBS

EDTA (sal disédica) 186.1g
PBS 800.0ml
pH 8

SolucléndeTris1 M

Tris 12.11
Aaua desionizada 100.0m
pH8

Agarosa para hacer bloques.{Beckman, 1988)

EDTA 0.8M 25.0m|
Tris 1.0M 0.1m!
Sol. cloruro de sedioc 0.5M 0.04ml
Agarosa de bajo punto de fusién 0.14g
Agua desionizada 7.36mli

Sol. Laurilsarcosinato de sodio 109%

Laurilsarcosinato de sodio 10.0g
Agua desionhizada 100.0ml

Sol. de lisis

EDTA0.5M . 8.0ml
Laurilsarcosinato de sodio 10% 1.0m
Proteinasa K 20mg/ml 0.005mi
pH 9.5

Sol. amortiguadora de almacenamiento de bloques
EDTA 0.8M 6.256ml

Tris 1.0M 0.1m!
Agua desionizada 93.6ml
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Sol. amortiguadora TBE 10x

Tris Base 108.0g
Ac. bdrico 55.0g
Aforar con agua desionizada a 1000mil.

pH 8.5

Gel de Agarosa (Beckman, 1988)

Agarosa L.E. bajo punto de fusién 0.6g
Sol. amortiguadora TBE 10X 3.0mi
Agua desionizada 57.0mi

Ac. clorhidrico 0.2N

Ac. clorhidrico cona. 6.56ml
Agua desionizada 1000.0ml

Sol. de hidréxido de sodio 0.4N

Hidréxido de sodio 16.09
Agua desionizada 1000.0ml

Sol. Neutralizadora

Cloruro de sodio 43.83g
Tris 60.55
Agua desionizada 500.0m
pH7

Sol. amortiguadora de transferencia 40x

Sol.Glicina 0.2M 50.0mt
Sol.Hidréxido de sodio 0.2N 45.5mi
Agua desionizada 104.5mi
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Sol. amortiguadora de transferencia 1x
Sol. amortiguadora de

transferencia 40x 82.05mi
Agua desionizada 3200.0mi

Sol. Denhardt’s 100x

Albumina de suero bovino (BSA) 2.0%
Sal. Ficoll 2.0%
Sol. Poliviniipirrolidona 2.0%

Sol. safina de citrato (SSC} 20x

Cloruro de sodio 3 M 175.0g/1t
C}i_tlrgto de sodio 0.3M £8.0g/it
p

Sol. salina de citrato (SSC) 1x

Sol. salina de citrato 2.5x 200.0m|
Agua desionizada 500.0mi

Sol. dedecil sulfato de sodio (SDS) 1%

Dodecil suifato de sodio 1.0g
Agua desionizada 100.0ml

Sol. de prehibridacion

SSC 20x 15.0mi

SDS 5x 10.0m!

Sol. Denhardt's 100x 2.5mi
Formamida desionizada 30% 25.0ml
DNA(esperma de saimo’n)

20microgramos/ml 250.0microlitros
Agua desionizada 50.0ml
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Sol. amortiguadora STE

Tris-Cl 10.0mM
Sol. Cloruro de sodio 10.0mM
EDTA 1.0mM

pH 7.5
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