A ‘.Ar
& ’ 7
b = -y
¥ &
A

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOM 4, DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“ZARAGOZA™

U N A M
row
EARADOEA,

e g
1
85 mwri oA SLEVN

DIFERENCIACION ANTIGENICA, PROTEICA - GENOMICA DE 12
CEPAS DE Tcrugi

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL.  TITLLO DE:
QuiMico FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A
GUILLERMINA CAMPOS VALDEZ

Meéxico, D.F Junio de 1998

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se realizd en el Laboratorio  « Investigacion en Parasitologa del Hospital
Infantil de México “Federico Gomez™

La direccion estuvo a carga de
Dra. Enedina Jiménez Cardoso, Jefe del Laboratorio de Investigacidn en Parasitologia de!
Hospital Infantil de Méxica “Federico Gémez”, v el
Agesor interng Q.F 8. Martha Sanchez Rodriguez, Jefe del Latoratorio de Analisis Clinicos
de la FES-Zaragoza



PRESIDENTE
VOCAL
SECRETARIO
ler. SUPLENTE
2do SUPLENTE

u R A D 0

DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA
DRA ENEDINA JIMENEZ CARDCSO

QF B MARTHA A SANCHEZ RODRIGUEZ

Q F P JOEL SAUCEDO CONSTANTINO

QF B ROBERTO CRUZ GONZALEZ MELENDEZ



DEDICATORIAS

A Dios:

Por permitirme concluir un ciclo mas ¢ 1 vida

A mis padres;
Por todo ¢ amor y confianza que me han dado. logrando de mi una buena profesionista v u

quienes espero nunca defraudar.

A mis hennanos:
Por ¢l apoyo brindado durante todo el tiempo

A mi abuelita:

Por toda la temura que me brinda

A mis hijos lvan y Esteban.

Dedico con mucho carito y ternura por ser ios motivos de mi vida

AtiGR:
Por que significas todo.



A la Dm. Enedina;

Por infundirme confianza y seguridad.

A la Q. F.B. Martha Sanchez:

Por su apoyo incondicional

A mis maestros:

Por sus conocimientos

A mis amigos:
Elenita, Alberto, Luz, Laura, Luld, Cony, la sepora Gloria. el LAE Dario Vazqguez por su
Apoyo.

A todo el personal del Laboratorio de Investigacion en Parasitologia



CONTENIDO

PAG
RESUMEN
I. FUNDAMENTACION DEL TEMA 3
1.1 Biologia de T.cruzi S
1.I.1 Posicion taxonémica 5
1.§.2 Morfoiogia o
1.1.3 Ciclo de vida 4
1.2 Mecanismos de Transmision i
13 Vectores 1
1.3 b Reservorias |2
1.4 Patologia de la enfermedad -
1.5 Diagnostico de la enfermedad de Chagas Ps
.5 1 Métodos parasitolagicos directos 14
1.5.2 Meétodos parasitologicos indirectas 18
1.5.3 Métodos seroldgicos I
1.5.4 Diagnostico de !a fase aguda i7
.55 Diagndstico de la fase cronica L3
1.6 Heterogeneidad de T.cruzi ‘R

{. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 21



5.4.11 Inmunoctransferencia
5.4.12 Tincién con Nitrato de Plata
5.4.13 Extraccidn de DNA de T.cruzi
5.4.14 Purificacion del DNA
5.4.15 Amplificacion
5.4.16 Digestion del DNA con endonucleasas de restriccion
5.4.17 Electroforesis sobre gel de agarosa
5.4.18 Analisis estadistico
5.4.19 Diagrama de Flujo
V1 RESULTADOS
6.1 Figuras
VIl DISCUSION
VIl CONCLUSIONES
X BIBLIOGRAFIA
APENDICE 1 Medio de Cultivo LIT
APENDICE 11 Protocolo de Electroforesis
APENDICE Tl Protocolo de Inmunotransferencia

APENDICE IV Preparacion de Soluciones

28

30

30

3

54

56

587



R RE&QQENH

La enfermedad de Chapas o Tripanosomiasis Americana es una enfermedad
compleja, de dificil diagndstico y altu prevalencia en América Latina. Su agente
causal es un parasitc protozoario hemoflagelado llamado Trypanosoma cruzi Se
han estudiado diferentes cepas de T.cruzi, mostrando gran heterogeneidad entre
si, debido a las diferencias en sus propiedades brologicas infectividad

patogenicidad, tropismo celular, patrones isoenzimatices, contenido de DNA total

y digestibn del DNA del cinetopiasto por medio de enzimas de restriccidon Esta
hetarogeneidad causa en los individuos infectados una amplia gama de signos v
sintainas, ocasionando que |la enfermedad sea mas compleja y el diagnastico
laborioso y complicado. E! objetive del presente trabajo fue implementar las
condiciones metodelogicas de 1a Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR}
para usarla como herramienta en el estudio y caracterizacion de 12 aislades de
T.cruzi, asi como an el diagnostico de la enfermedad de Chagas

En la metodologia se partid del uso de 12 fuentes de aisiamiento. de las cuales

se obtuvieron antigenos totales y se extrajo el DNA total de los Trypanosomas Ei
ensayo inmuncenzimatico {ELISA} y la inmunotransferencia se usaron para el.
analisis de sueros de ratones Balb/c infectados con los antigenos totales de los
aislados de T.cruzi La PCR se utilizé para amptificar et DNA punficado. vy digerir
la amplificacion obtenida. En los resultados, se encontré la presencia de
anticuerpos anti-T.cruzi y de antigenos reconocidos por (os diferentas isotipos de
los anticuerpos producidos Se formaron tres grupos er base al numero de
proteinas presentas £l grupo | Progresa, B#8, Cid. los Tuxtlas Cocula y Zachila
presentan dos proteinas una de 116 y otra de 45 KDa E| Grupo I Amarnllo,

Petaquillas, Ninoa, Fidelfa y Miguz reccnocieron una proteina de 45 KDa vy
finalmente el grupo 11l Agripina solo presento una proteina de 66 Kida Ademas

se logré amplificar una banda de 320 pb de el DNA purificado de los aislades de




DAMENTACIONDEL TEMA, -
3. Sl % W . B A WAP IR
SR e o el s 2 :

N FRlEiad
EHE L

La enfermedad de Chaqas o Trypanosomiasis Americana, es una enfermedad que
resulta de la infeccidon con ¢! protozoe+ . flagelado Trypanosoma cruzl Esta
sntermedad fue descrita por primera vez en 1908 por ai Dr. Carlos Chagas en su
pals natal, Brasi!; es limitacda al Continenie Americano, particularments a8 |os
paises de América Latina tropical y subtropical.’ La Tripanosomiasis Americana
o8 transmitids principsimentes por un insecto tristdmina pertenecientie a la familia
Recuviiies,’ a iravés de las materias fecales Se han raportado otros mecanismos
de transmisidn. transfusion sanguinea Irasplante de Organos, f{ransmision
congénita, accidentes en e laboraiorio. & través de |a leche materna. entre
otros > ¢

La enfermedad de Chagas constiiuye una smenais permanenie para casi la
cuarta perte de la pobiacién de Amdrics Latina * En Mexico. 1s iripanosomiasis
americana, se conoce desde 1940, * pero 8010 en los Uitimos afos, ha crecido el
intecds on ol ettudio de la enfermedad ' Por mucho liempo se ha especulado
sobre la importancia de |a miama en nuestro pals Aun existe loda una gama de
WPOsiCiones § respecto, desde ias que la consideran un padecimiento exdtico y
e nlegan cusiquier iMporiancia, hasia las que |8 asumen como un importante
problema de saiud podlice. * La enfermedad de Chagas, se disiribuys en focos
dispersos en todas las entidades federativas del pals * la gran mayoris de ios
G808 OCUITidos, $@ han locatizado en regiones de la vertiente de! océanc pacifico
desde ¢! estado de Sonorg hasta Chiapas Los estados de la Republica Mexicana
o 108 QU 86 han enconirado més Casos humanas de |a enfermedad de Chagas
diagnasticados serologicaments son ios de Chiapas, Yucaian, Zacatecas. Jalisco,
Guerrero, Qaxaca y Moreios, lo que seflala transmisién muy activa de |a
tripanosomiasis en dichas regiones,
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T.cruzl. Aunque, N0 se observaron diferencias significativas en la digestidn con
EcoR1.

Este trabsjo, proporciona datos que apoyan la heterogeneidad entre aislados
maxicanos de T.cnrz/, lo cual influyo directamente en ios resultados. Se exhibe
heterogeneidad proteica y antigénica, sugiriendo [a existencia de diferencias en &l
génoma de T.cruzl, s0l0 que se requierr .el uso de ciras enzimas Ademas. los
resufiacdos obtenidos en este trabsjo permitieron el establacimiento de la técrica
de PCR pera la smyplificacion del DNA de T.cruzi como una allernativa en (as

prusbas disgndsticas.




AMIENTO:DEL PROBLEMA

La realizacion del diagndstico de |la enfermedad de Chagas en nuestro pais, aun
sigue siendo un reto, las principales razones son las caracteristicas de la
poblacion afectada, que solo a ultimas fechas tiene acceso a servicios de salud.
el desconocimiento de 1a historia naturai de la enfermedad y, finalmente. el pobre
uso de los métodos paraclinicos indispensables para el diagndstico parasitologico
ylo seroldgicos necesarios para corroborar la impresion clinica. Estos métodos
paraclinicos no son accesibles para muchos médicos en areas rurales.

Hasta entonces, las técnicas de diagnéstico serolégico disponibles en nuestro
pais presentan problemas variados, que van desde la sensibilidag, la
especificidad hasta el costo y tiempo en el que se llevan a cabo. ademas de que
algunas tienen la gran desventaja de presentar reacciones cruzadas con otros
parasitos. Considerando estos antecedentes, es necesario desarrotlar mas el area
de diagndstico, estandarizando nuevas metodologias que eviten todas estas
dificultades.

Dentro del desarrollo de nuevas tecnicas de diagnostico se ha logrado establecer
un método, la Reaccidén en Cadena de la Polimerasz (PCR). que permse
diagnosticar la enfermedad de Chagas en fase cronica Por lo que, al implementar
las condicionas metodolégicas, que hagan de la técnica de PC una prueba rapida,
sensible y barata, se podra usar en el diagnéstico de la enfermedad. tanto en la
etapa aguda como en la cronica.

Con este trabajo se pretende implementar las condiciones metodoldgicas que nos
permitan desarrollar una técnica de PCR mas rapida y sensible para usaria en e!
diagnostico de la enfermedad de Chagas en sus dos etapas Ademas de ser

usada como herramienta en el estudio de aislados de T.cruzi para su

caracterizacion,
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Segun Gutteridge y Rogerson T.cs2i se adapta a los cambios de medio
ambiente, a que esta expuesio en su ciclo de vida, debido a que tiene disponible
tode el tiempo la maquinaria metabdlica que requiere para cada caso, ya que no
existen diferencias cualitativas en las enzimas metabdlicas de 10s tres principales
estadios del parasito. Aunque no se han encontrado enzimas estagio-especificas,
algunos perfiles isoenzimaticos si son especificos de un estadio del ciclo de vida
de T.cruzi®

Los astudios isoenzimaticos de varios aistados de T.cruzi en Brasil, identificaron
por primera vez dos grupos diferentes, provenientes de distintos cicios de
transmisién, uno de un ciclo silvestre (Z1) y otro de un ciclo domestice {22} Un
tercer grupo fue identificado en Brasil, denominado zimodemo 3 (Z3) aislado en
ciclos silvestres y domésticos. No se ha visto una clara relacion de la patologia de
la enfermedad con el zimodemo del parasito, y una de las causas es que se

pueden encontrar en el mismo paciente mezclas de zimodemas.*




1.6 Heterogeneidad de T.cruzi

Se han reportado diferencias geograficas en los aspectos clinicos de 18
enfermedad de Chagas, tanto en pre slencia como severidad de la enfermedad;
los mega sindromes que se observan en la fase cronica parecen estar confinados
a ciertas areas geograficas. ™ Lo anterior se ha atribuido a diferencias genéticas
de susceptibilidad en los humanos, pero estudios en el complejc mayor de
histocompatibilidad (HLA) y tipificacion isoenzimatica de pacientes chagasicos en
Brasil no muestran ninguna relacion del genotipo con los aspectos clinicos de la
enfermedad.® Por otra parte se ha propuesto que la heterogeneidad genética en
T.cruzi puede ser uno de los factores que provoguen las diferencias observadas
en la enfermedad® Dicha heterogeneidad se ha reportado en diferentes
caracieristicas del parasito como crecimiento in vitro, contenido de DNA total,
antigenicidad, infectividad a células in vitro, en la especificidad de anticuerpos
monoclonales, comportamiento en ratones, patrones en ia digestion del DNA de!
cinetoplasto por endonucleasas y en la distribucion de neuraminidasa en cepas
con tropismo al musculo esquelético. También se ha demostrado heterogeneidad
en aislades mexicanos de T.cruzi en estudios con fragmentos de restriccidn en
genes de RNA ribosomal y en patrones de digestidn de DNA con endonucleasas.
pudiéndosa agrupar a las cepas con respecto a su origen geografico ® Sin
embargo, algunos trabajos han reportado homogeneidad entre los aislados

mexicanos deacuerdo a sus patrones isoenzimaticos %

Las enzimas son producto de genes, por 1o tanto se puede considerar que
diferencias en la expresion de una determinada enzima entre dos organismos
ravela diferencias genéticas entre éstos. Por otro lado el valor de las enzimas
como marcadores genéticos depende de su grado de estabilidad.®
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una sensibilidad y especificidad superior al 95%,* Western blot que permite el
reconocimiento de antigenos®' y PCR.* Estudios previos han demostrado que la
ELISA o3 una prueba apropiada para el tra* ajo de campo, ya que es una técnica
facii de montar y su estandarizacibn puede mostrar alta sensibilidad y
aspecificidad® Por su parte el Western blot, permite identificar proteinas
antigénicas reconccidas por los pacientes, las que pueden ser purificadas y hacer
100% especifico el diagnostico evitando falsos positivos por reacciones
cruzadas.™

1.5.4 Diagndstico de |a fase aguda

El diagnéstico de una infeccién reciente con T.cruzi puede hacerse mediante una
microscopia directa, con o sin la ayuda de métodos indirectos tales como el
xenodiagnostico, el cultivo sanguineo o 1a inoculacion de animales susceptibles >
En zonas endémicas, donde ocurre la mayoria de los casos de infeccion reciente,
no es comun el uso de métodos indirectos debido 3 que no se cuenta con
insectos reproducidos en laboratorios.™ El frotis sanguineo grueso, ! examen de
sangre fresca y el método de Strout o el capilar son las técnicas usadas con
mayor frecuencia en |1a practica. Como alternativa puede emplearse 1a serologia
siempre que sea posible disponer periddicamente de muestras de suero del
paciente. Cuando los sintomas no son los caracteristicos de una mfeccidn
reciente, el examan parasitologico es negativo y |a prueha seroldgica positiva es
dificil afirmar que 1a infeccion es reciente *

1.5.5 Diagndéstico de la fase crénica

Durante las infecciones crénicas. los métodos parasitolégicos directos
generalmente producen resultados negativos y aun el xenodiagnostico es
solamente positivo en el 50% de los casos y tiene que repetirse vanas veces
antes de obtener un resultado positivo. Por otra parte cualquiera de las pruebas

serolbgicas antes mencionadas dan resultados positivos *
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y B0 dias despuds de la succién de sangre, se examinan sus heces e intestino
bajo el microscopio para detectar tripomastigotes o epimastigotes de T.cruzi Una
fuente de emor en el xenodiagndstico es ia presencia de T.rangeli, que se
encuentra en seres humanos ¢ sro no es patégeno.” Por otra parte existe tambien
la posibilidad de utilizar el cultivo sanguineo para la amplificacién de parasitos en
ol diagnostico de la enfermedad en las zonas endémicas, en ias cuales no se
cuenta con colonias de vectores criados en el laboratorio para poder efectuar el
xenodiagndstico. Se emplean medios liquidos, tales como LIT {Liver Infusion
Tryptosa),® o 8HI (Brean Heart Infusioén), y la eficiencia del método puede
aumentarse mediante la centrifugacion diferencial de la sangre antes de inocular
el medio. También para evaluar la curacidn después del tratamiento se utilizan
repetidos cultivos sanguineos, junto con métodos seroldgicos. ® Cada método
cuenta con un porcentaje de sensibilidad en las diferentes fases de la
enfermedad, dando como resultado |a presencia de errores en los resultados, ya
que la fase aguda ofrece una mayor posibilidad de encontrar parasitos en
circulacién, en contraste con Ia fase crénica en donde e! parasito ha invadido
tejido y no es tan constante su presencia en el torrente circulatorio *

1.5.3 Métodos serologicos

Los ensayos seroldgicos para el diagndstico de la enfermedad de Chagas, son
aficaces para detectar anticuerpos contra el parasito, mas no para detectar (a
presencia del pardsito. Estos ensayos han mostrado alta sensibilidad pero
carecen de especificidad del 100% debido a la presencia de reacciones cruzadas
contra antigenos de otros parasitos tales como Leishmania sp y 7. Rangeli **
Diferentes técnicas se han venide utilizando, entre las mas utilizadas se
encuentran: la prueba de fijacion de complemento de Machado y Guerrero, la
aglutinacion  directa,  aglutinacion  en  latex, infunofluorescencia *®
hemaglutinacion indirecta cuya sensibilidad es menor al 70% y cuya especdicidad
es aproximadamente de 95%,* DIG-ELISA.** DOT-ELISA *® ELISA gue presenta

A6 -y



1.5 Diagnéstico de 1a enfermedad de Chagas
1.5.1 Métodos parasitolégicos directo

Por lo general, la observacién directa del parasito se efectua en la sangre Las
técnicas mas comunmente usadas son el frotis sanguineo grueso, o el examen de
sangre fresca colocada entre un portaobjetos y un cubreobjetos. En tanto que e
examen de preparaciongs coloreadas permite la caracterizacion morfoiogica del
parasito, las preparaciones con sangre fresca permiten detectar mas faciimente a
los pardsitos debido a su movilidad.”’ Por otra parte los métodos de concentracion
de parasitos aumantan la probabilidad de detectar ta parasitemia uno de estos
métodos es el de Sirout que consisie en dejar que la sangre se coagule,
centrifugar el suero a baja velocidad para eliminar los globulos rojos restantes y
finalmente centrifugar a una mayor velocidad para concentrar los parasitos en el
sedimento. > Una manera eficiente de modificar este método es recolectar sangre
en un tubo capilar con heparina, centrifugar el tubo y examinar bajo el
microscopio |a interface entre los glébulos rojos y la capa amarillenta de
laucocitos. También puede cortarse el tubo capilar a un nivel entre los gidbulos

rojos y la capa amarillenta para después examinar una jota bajo el microscopio **
1.5.2 Métodos parasitoldgicos indirectos

E! Xenodiagndstico representa el método parasitoldgico mas sensible vy especifico
para la deteccion de T.cruzi en sangre de individuos infectados Su sensibilidad
va desde el 100% en individuos que se encuentran en la fase aguda de la
enfermedau y del 25 al 50% en individuos chagésicos cronicos  Entre el 17 y el
70% de los individuos seropositivos pueden resultar positivos por este método '
Para e! xenodiagndstico es necesario contar con friatominos libres de infeccién
criados en el laboratorio. La técnica consiste en emplear 40 ninfas, distribuidas 10

por cada pruaba, y permitir que se alimenten con la sangre de! paciente A los 30
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Durante esta fase no hay manifestaciones clinicas © de alteraciones
electrocardiograficas y radiolégicas habiendo una disminucién casi total en la
sintomatologia. Su patologia no es parti-.larmente remarcable y no muestra
evidencias de dafio en e! funcionamiento de drganos. La fase permanece latente
durante afos, reportandose que an dreas endémicas ésta se manifiesta durante
las tres primeras décadas de vida.®

Fase crénica

Es ia forma mas evidente de la enfermedad de Chagas, no solo por incapacitar a
las personas infectadas en la edad mas productiva de su vida, sinc porque con
frecuencia los lleva a la muerte. Esta fase de la enfermadad se presenta solo en
un 10 al 30% de individuos infectados, siendo los megasindromes y la cardiopatia
chagdsica la forma mas comun e imporiante, 2ungue puede haber
manifestaciones menos comunes c¢omo encefalitis, exocrinopatias vy
endocrinopatias. En los érganos afectados hay disfuncién del tejido debido a una
hipertrofia de las capas musculares asi como tambien fibrosis que trae como
consecuencia un engrosamiento de la pared da los organos ™ Sus
manifestaciones pueden aparecer 10 o 30 afos después de la fase aguda,
avanzando progresivamente hasta lograr |a total destruccion del tejido, provocado
por sustancias citotoxicas liberadas por el parasito >

En varias dreas endémicas de América Latina se observa con mas frecuencia la
forma digestiva de la infeccidén chagasica consistente en visceromegalias,
especialmente en megacolon y megaesdfago.® En Meéxico se han descrito
algunos rasos de estos megasindromes, en los estados de Chiapas. Guerrero,
Qaxaca, Jalisco y Tabasco, la cardiopatia chagasica crénica es 18 mas
frecuente
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Fase aguda.

Esta fase tiene una duracion de 4-5 semanas post-infeccion. Es muy frecuente en
nifios menores de 5 afos y con menor incidencia después de los 15 afos.” pero
también puede presentarse a cualquier edad. La enfermedad se manifiesta por
una reaccién febril de moderada severidad que raramente excede de los 40°C,

con carécter de intermitente o continua.

Hay dolor muscular, sudor, hepatoesplenomegalia moderada, irritabilidad extensa,
linffoadenopatia, anorexia y algunas veces vomito y diarrea. Puede haber
manifestaciones de mioccarditis con dilatacion cardiaca y cambios
electrocardiogréficos, hipotensioén y taquicardia; la agresion al sistema nerviosos
central puede manifestarse por una encefalomielitis ¢ meningoencefalitis de
consecuancias letales en un 8% de los casos y que afecta principalmente a
niftos.® Las lesiones en la fase aguda de la enfermedad son de tipo inflamatorio.
caracterizadas por una ruptura de células y la aparicién de tripomastigotes en la
sangre en donde antiganos y sustancias toxicas son liberadas, aunque el parasito
puede encontrarse en cualquier parta del organismo tiene predileccion por celulas
del sistema reticulo endotelial, musculo esquelético o cardiaco y por el sistema
nervioso central aunque la infeccién en células de! musculo liso en esdfago y
coldn son también frecuentes en algunos casos, en éstos sitios los infiltrados
celulares estan compuestos por neutrdfilos polimorfonuclieares. monocitos y
linfocitos.

Fase indeterminada o de latencia
Caracterizada por una serologia positiva y/o un xenodiagnéstico positivo Las

para<itos continian una lenta multipiicacién intracelular dentro de los érganos y

tejidos del hospedero.
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1.3.1 Reservorios

Otro aspecto importante en el estudio de la enfermedad de Chagas. es el que
concierne a los reservorios, un tema po¢ estudiado y por o tanto un area con
poca informacidn de lo que ocurre en el pais. En México se han reportado como
reservorios del parasito a: Didelphis marsupialis (Ylacuache), Dasypus
novemcinctus (armadillo), Cannis familiaris (perro}) y Mus musculus (raton)
Finalmente en 1993, un estudio realizado en el estado de Morelos, reporta la
presencia de reservorios peridomésticos de T.cruzi comro importantes en la
infeccidn para esa zona del pais, sefialando a Suis domesficus (cerdo) come un

reservorio infectado naturalmente ®®

1.4. Patologia de ta enfermedad

Se conocen de tres a cuatro fases en el desarrollo de 1a infeccion ¥’

Periodo de incubacién.

Tiene una duracion de 7 a 10 dias, comenzande poco después de la penetracion
al tejido conectivo del hospedero, provocando una reaccidn inflamatoria local
conocida como signo de Remaiia si ia via de entrada fue a través de la mucosa
palpebral, teniendo como consecuencia un edema indoloro en los parpados
conjuntivitis y adenopatia regional; o bien chagomas de inoculacion si la via de
entrada fue en cualquier otro lugar de! cuerpo; en algunos casos pueden
presentarse edemas generalizados. Durante este periodo prelimnar de
incubacién 1ns amastigotes proliferan dentro de 1as células de! tejido infectado
para desarrollarse en tripomastigotes. Al romper |a célula los tripomastigotes se
liberan hacia el torrente sanguinec para infectar de nuevo a otras células

propagandose la infeccion. *®
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1.2. Mecanismos de Transmision

La transmisién de esta enfermedad se da habituaimente a través de triatdéminos
vectores y por contaminacién de la piel y mucosas con las deyecciones del
insecto como ya se menciono en el ciclo biologico;, también se transmite por
transfusién sanguinea proveniente d individuos infectados con T.cruzi. este
mecanismo es el responsable de alrededor del 20% de los casos de
tripanosomiasis americana, siendo la segunda causa de infeccién en el hombre. ¥
QOtros mecanismos de fransmisién menos comunes lo constituyen la via
transplacentaria (de madres chagasicas embarazadas hacia sus bebés, con un
riesgo de infeccion de 0.5 al 6% para los hijos),” el trasplante de organos, la
ingesta de leche materna, accidentes de laboratorio eif uso de animales de
laboratorio, el desollamiento de animales y la ingestion de carne parasitada
semicruda o de bebidas contaminadas con materia feca! de triatominos **

1.3. Vectores

Existen varias especies da reduvidos transmiseres impartantes de T.cruzii En la
Republica Mexicana se distribuyen un minimo de 25 especies del género
Triatoma, una del género Rhodnius, una del género Dipetalogaster. dos del
género Paratriatoma, una del género Panstrongylus, dos del género Belminus
y dos del género Eratyrus. En total, 34 especies de triatdminos pertenecientes a
siete géneros distribuidas en todos los estades, en su mayor parte ubicados en la
vertiante de! Pacifico, lo qQua hace suponar que la zona probablemente endémica
abarque cerca de las dos terceras partes del territorio nacional; sin embarge es
probable que el nimero sea mucho mayor y la distribucidn mas amplia, pero el
atraso mexicano en el estudio de la tripanosomiasis americana ha impedido su
conocimiento. Por su mayor distribucidn geografica y domesticidad, 1as especies
mexicanas de mayor importancia son: R. profixus, T. barbieri, T.dimidiata,
T.phyllosoma, T.longipennis y T.picturata ™

Lk
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Figura 3. Ciclo de vida de T.cruzi. Se muestran las diferentes fases de desarrollo
de T.cruzi en el vector y en el hospedero humano. (Tomado de Katz, M.,
Daspommier, D.D. y Gwadz, R W. 1988. Parasitic Diseases. Springer Verlag

New York. 301 pp.
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1.1.3 Ciclo de vida

El T.cruzi es un parasito heterogéneo, ya que en uno de los estadios de su vida
vive en 1a sangre o fijo en tejidos de una gran variedad de vertebrados, y durante
otro estadio, habita en el intestino de los invertebrados hematdfagos. Esto
depende de [a capacidad que tiene &l urdsito de transformarse o adaptarse a
cambiar segun cambie su medio ambiente ®

Por lo tanto, el ciclo de vida empieza una vez que los tripomastigotes metaciclicos
{liberados con 1as deyecciones del lriatoma al momanto de alimentarse) penetran
an la piel del vertebrado hospedero a través de punciones o abrasiones cutaneas,
se introducen en las células del tejido laxo, vecino al sitio de la penetracion y
adquieren |la forma de amastigote. Los amastigotes se multiplican por fision
binaria, repletan la célula que termina por romperse. y los parasitos salen a la
circulacion bajo el aspecto de tripomastigotes diseminandose por todeo ef
organismo. Estos tripomastigotes penetran en nuevas células, se transforman en
amastigotes para reproducirse, rompen las células repletas del parasito y vuelven
a circular como tripomastigotes, repitiéndose muchas veces este ciclo. E! ciclo
biolégico se completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por los triatomas
hematéfagos. En resumen, en {os triatomas la infeccion es del tubo digestivo. con
iripomastigotes en ! intestino anterior y posterior, y con epimastigotes en el
intestino medio. En el mamifero a infeccion s sanguinea y tisular. (Figura 3 )*'
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Figura 2. Estadios evolutivos del Trypanosoma cruzi. Tomado de Mehlhorn, H.
and Piekarski, G. Fundamentos de Parasitologia De. Acribia Zaragoza, Espana

pp32 y 43.
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Figura 1 Esquema de !a ultraestructura del Trypanosoma cruzi. Tomado de
Zeemann.




1.1.2 Morfologia

T.cruzi presenta variaciones morfolégicas, fisiologicas, ecolégicas y patogénicas
que han permitido identificar cepas diferentes y por eso se ha propuesto
considerario como el complejo cruzi. en fugar de una simple especie. (Figura 1)
T.cruzi en sus diversos hospeduros y en medios de cultivo presenta cuatro
estadios morfologicos: epimastigotes, tripomastigotes, amastigotes vy
promastlgotes;" pero generalmente solo se consideran los tres primeros
estadios. (Figura 2)"’

El tripomastigote es un flagelado de cuerpo alargado que mide de 20-25 um de
longitud y 2 um de ancho, presenta un gran nucleo centrovesiculoso cinetoplasto
subterminal posterior al nucleo y el cual esta formado principalmente pcr DNA y
se encuentra asociado a una gran mitocondria. El flagelo esta adhernide a la
membrana ondulante del parasito y sale libre en la porcidn anterior para moverse
activamente como un chicote. Este estadio morfalégico se encuentra en Ia sangre
de mamifaros, asi como para los triatdmas cuando éstos chupan sangre de un
animal u hombre infectados.

El epimastigote, es de aspecto fusiforme, con 20 a 40 um de longitud y. el
cinetoplastc se encuentra anterior al nucleo, al flagelo forma una pequena
membrana ondulante. Este estadio morfologico se multiplica en el intestino de {os
triatdminos profusamente, para dar tugar a ios tripomastigotas metaciclicos. asi
como tambidn en los medios de cultivo

El amastigote, es la forma redondeada, mide de 2-3 5 um, sin flagelo iibre al
microscopio electronico &l flagelo se ve dentro de una bolsa; ademads presenta un
nucleo y cinetoplasto. Se encuentra en e interior de 'as células del hospedero

mamifero y ahi se multiplica profusamente. (Figura 2)'® **




1.1. Biolegia de T.cruzi

1.1.1 Posicién taxondmica

Reino . Protista
Subreino  Protozoa
Phylum : Sarcomastigophora

Subphylum : Mastigophora

Clase - Zoomastigophora
Orden : Kinetoplastida
Suborden  : Trypanosomatina
Familia : Trypanosomaiidae
Género . Trypanosoma

Especie - cruzil?

£l subphylum Mastigophora inciuye a todos los protozoarios que comunmente se
conocen como flagelados, se caracterizan por tener flagelos en su forma
trofozoide. Muchas especies habitan en sistema circulatorio y tejdos su
reproduccion as asexual por fision binaria intracinetal **

T.cruzi se incluye en sl orden Kinetoplastida, debido a Que presenta una
estructura caracteristica: el cinetgplasto. al cual se localiza en la regidn anterior
del cuerpo, asociado a mitocondria; esta constituido fundamentalmente por acidos
nucleicos que le confieren la capacidad de autoduplicacidn Los miembros de la
familia Trypanosomatidae tienen forma alargada, presentan un sclo nucleo y un
blefaroblasto de! cual se erigina un flagelo que forma el margen exterior de la
membrana ondulante. Son polimdrficos, pudiendo presentar estadios flagelados y
no flagelados a lo largo de su ciclo de vida '



La tripsnosomiasis como muchas enferemdades parasitarias esta ligada al
subdeserrolio economico y social. La estructura de ta poblacion y los movimientos
poblacionales, como la migracién del campo a las ciudades e inmigracion
constituyen otro factor de riesgo en la transmision de la enfermedad "' La falta de
servicios de salud en las zonas rurales asi como el no contar con métodos de
diagndstico accesibles, constituyen otro factor de riesgo en (a transmision de 1a
enfermedad en estas zonas. Cabe mencionar, que la heterogeneidad entre cepas
de T.cruzi, causa problemas graves en ¢ disgndstico, ocasionande falsos
positivos o negativos. '? Por tales motivos, es de gren interes estudiar al pardsito y
U IMHOMmo.
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3.1 Objetivo General

Implementar las condiciones metodoldgicas de la técnica de PCR, para usarla

como herramienta en el estudio y caracterizacién de aislados de T.cruzi asi como
en el diagndstico de Ia enfermedad de Chagas.

3.2 Objetivos especificos

+ Establecer las condicionas metodoldgicas de la técnica de PCR. amplificando
una secuencia muy conservada y altamente repetiiva de el DNA cromosomal
de T.cruzi, para ser usada en el estudio de aislados del parasito asi como en &l
diagndstico de la enfermedad.

» Determinar ia especificidad y reproducibilidad de a técnica de PCR empleando
diferentes cultivos axenicos de T.cruzi.

o Caracterizar 12 parasitos diferentes de T.cruzi. determinande semejanzas

proteicas, antigénicas y genéticas.




Si la PCR es una técnica sensible y especifica que amplifica cantidades minimas
de DNA, usando iniciadores con una secuencia especifica de T.cruzi, entonces

esta amplificacion puede servir para la identificacién y caracterizacion de aislados

de! parasito y por 1o tanto usarse como prueba diagnéstica de la enfermedad de
Chagas.




5.1 Tipo de estudio

E! estudio es de tipo obsservacional, prospectivo y comparativo, con variables y
condiciones contraladas previamente establecidas con el fin de obtener
resultados especificos.

5.2 Poblacién de estudio
Se usaron 12 parasitos de T.cruzl obtenidos de pacientes con enfermedad de

Chagas, donados por e! Instituto Nacional de Referencias Epidemildgicas
{INDRE).

5.3 Variables:
§.3.1 Variables dependientes
La presencia de diferencias proteicas, antigénicas y genéticas entre 10s aisiados

de T.cruz!

5.3.2 Variables independientes
La secuencia de los iniciadores para la PCR
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Los resultados obtenidos al usar los extractos proteicos para determinar el titulo

de anticuerpos por el mélude de ELISA, utilizando los suerps de ratones

inmunizados con T.cruzi se presentan en la Tabla 2, 2n donde se observa la

relacidbn gue existe entre los titulos mas altos y la capacidad inmunogenica. Las
cepas Progreso, Agripina, BP8, y Cocula; (esta Ultima presentd un patrén proteico
de 5 bandas) mostraron titulos que van desde 1:1024 a 1:2048 con su respectivo
patrén proteico de 11 a 18 bandas. Las cepas Cid, Zachila y Tuxtlas presentaron
titulos de anticuerpos de 1:512 (moderados) con un patrén proteico muy

abundante, por ultimo, las cepas Ninca, Petaquillas. Amarille, Fidelfa y Miguz

tuvieron titulos muy bajos (1:8). y sclo 2 bandas proteicas.

CEPA TITULO DE | No.DE BANDAS
ANTICUERPOS PROTEICAS

AGRIPINA 1:1024 16
PROGRESO 1:1048 11
AMARILLO 1.8 2
PETAQUILLAS 18 2
BP8 11024 18
NINOA 18 2
CID 1512 14

FIDELFA 18 2 ]
TUXTLAS 1:512 11
MIGUZ 18 B 2
COCULA 1:2048 5
ZACHILA 1512 15

TABLA 2. Correlacién entre las bandas antigénicas y el litulo de anlicuerpos.
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5.4.16 Digestion de! DNA con endonucleasas ‘e restriccién.

Las digestiones se llevaron a cabo preparando las mezclas de reaccion con g

de DNA, amortiguador de enzima y 1 uL de la enzima EcoRl La digestion se
realizé a 37°C, duranta 18 hrs. La reacién se detuvo a -20°C. "

5.4.17 Electroforesis scbre gel de agzrosa.

Los fragmentos amplificados y las digestiones de DNA se separaron segun sus

pesos moleculares por slectroforesis sobre un ge! de agarosa al 1%, usandc
como amortiguador de corrida TAE (Tris acetato 0.04 M y EDTA 0.001 M) con
bromuro de etidio (1mg/mL). Se corrié el gel a 80 volts durante 45 min  Enseguida
el gel se observd sobre luz UV y se fotografio.

5.4.18 Anélisis estadistico.

Los resuitados obtenidos fueron analizados por comparacion

5.4.19 Diagrama de Flujo.

AISLADOS DE
Tormzi

[

EXTRACCION DE
DNA DE T.owu

|

PURIFICACION
DEL DNA

]

AMPLIICACION
POR PCR
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|
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5.4.15 Amplificacion por PCR.

Se trabajé en condiciones de maxima : sterilidad posible, ya que una sola

molécula de DNA contaminante pudo ser amplificada y afectar nuestros

resultados. Para verificar 1a especificidad de las bandas de amplificacién con los
iniciadores, se realizé con un testigo negativo (con todos los reactivos necesarios
para la amplificacién pero con DNA de ameba).

La amplificacion se basa en ciclos repetitivos de desnaturalizacion del DNA molde

al calentar a 94°C por un minuto, seguido de una disminucion de la temperatura a

58°C que permile el alineamiento de los iniciadores con las secuencias

complemeantarias que se encuentran en el DNA y un posterior calentamiento a

72°C, donde comienza la sintesis de nuevas cadenas de DNA con ios

deoxirribonucledtidos (ANTP) que se encuentran en el medio de reaccidn, por (3

Taq polimerasa , a pariir de! extramo 3'-OH de cada iniciador.

La mezcla de reaccién se realizo en 100 ul de;

1. - 10 uL de amortiguador especifico de Taq polimerasa pH 8.3: Tris-HCt 10 mM

pH 8.3, KCI 50 mM. {Todos los reactivos son PERKIN ELMER CETUS}

2. - 2 ul de cada ANTP 2 uM: dATP, dCTP, dGTP, dTTF.

3 - 1ul de cada iniciador conteniendo 50 ng de cada uno. La secuencia es 01
s CGC-AAA-CAG-ATA-TTG-ACA-GAG 3 y 02 5 AAC-CAC-AGG-TCA-CAC-
ACT-TGT 3™

. = x ul del DNA a ampiificar conteniendo 200 ng.

. = 0.5 ul. de Taq polimerasa 2.5 U100 ub

. = 10 ut de MgCI; 200 nanoM.

. - Agua cbp 100 ulL.

~ O > b

Las muestras preparadas se colocaron en el termociclador con el siguiente
programa:

» 1 ciclo de 5 min. a 94°C.

+ 30cic'os de 1 min. a 94°C, 45 seg a 58°C, y 2 min a 72°C

+ 1 ciclo de 5 min. a8 72°C, finalizando con 20 min. a 4°C

1




5.4.13 Extraccién de DNA de T.cruzi

El DNA fue extraido a partir de los sedimentos obtenidos después de la cosecha
de cada uno de los doce aislados de T cruw. Se resuspenden 1x10° flageladas/mL
en una solucidn de cloruro de sodio 0 15M, EDTA G 1M, Proteinasa K (SIGMA) a
una concentracion final de 0.1 mg/mL y dodesil sulfato de sodio al 3.5% final. La
mezcla se incubd durante 3 h a 55°C en un bafo Maria Las proteinas se
eliminaron por extracciones sucesivas. Se agregd primero una solucion de Fenol
pre-calentado a 65°C, pH B en relacién volumen a volumen a la suspensidn
digerida y se mazclo vigorosamente, luego se centrifugd 10 min a 10000 rp.m y
4°C, Se recupero |a fase acuosa y se realizd una segunda extraccion con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico. De igual forma se realizaron otras dos extracciones
con una solucidn de cloroformo-alcohol iscamilico y éter, recuperando stempre ia
fase acuosa que es la que contiene el DNA,

El DNA recuperado en la fase acuosa se precipitd con acetato de sodio al 10%
del volumen final y 2.5 volumenes de etanol frio, toda la noche a -20°C. Después
se contrifugd a 8000 xg durante 30 min_ a 4°C. Se obtuve el DNA precipitado, se
secod y se resuspendid en 100 uL de TE y RNAsa a una concentracion finat de 20
mg/mL. La solucion se incubd 30 min. a 37°C. Se realizo una ultima extraccion
con fenol-cloroformo-aicoho!  isoamilico para purificar y eliminar el RNA
Finalmente se re-precipitd en acetato de sodio al 10% del volumen final y 25
volumenes de stanol frio, durante 1 h. a2 -20°C El DNA se seco y se resuspendid
en un volumen minimo de TE

Una vez obtenido, fa medicién de la absorbancia dei DNA se llevo a cabo a 260

nm, obteniendo la D.O: para calcular su concentracidn y verificar su pureza

5.4.14 Purificacion del DNA.

Una vez obtenido el DNA se purifico usando el Kit PREP-A-GENEimM DNA
PURIFICATION de BIO-RAD. Se purificaron 2ug de el DNA obteniendo al final un
B5% de rendimiento La pureza sé determino leyendo la DO a 260 y 2B0 nm en
un espectrofotométro SORVALL DUB00O
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tiras de membrana para incubarlas a temperatura ambiente por espacio de 2 h
con las muestras del suero de ratones inmunizados diluidos 1:1000 en PBS, cabe
mencionar que para cada ensayo se metie .1 dos controles, uno positivo y otro
negativo con los que se validaron los resultados de cada experimento.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregd el sequndo anticuerpo anti-igG
de raton acoplado a peroxidasa de rabano {Inmunology Products No. 97045A) a
una dilucidén 1:500 en PBS-Tween. Las tiras se incubaron 2 h a temperatura
ambiente. Las incubaciones con cada uno de los anticuerpos fueron sucedidas
por dos lavados de 15 minutos cada uno con PBS-Tween. Las tiras se revelarcn
agregando el sustrato 4-Cloro, 1-Naftol (SIGMA) en una concentracion de 3
mg/mL en PBS y perdxido de hidrogeno La reaccidon se lievé a cabo a
temperatura ambiente y se pard con agua destitada

§.4.12 Tincidn con Nitrato de Plata

Se determindé cualitativamente, el numero de proteinas totales y su peso
molecular de los doce aislados de T.cruzi Mediante una electroforésis en Gel
Preparativo de Poliacrilamida al 10%, se prepararon 400 ug de proteinas del
extracto total de cada uno de Jos aisiados. E! gel fue fijado en acido tricloro
acético al 20% durante 2 h. Se lavo en metanol al 50% y dos veces en agua para
rehidratar el gel. Posteriormente, el gel se coloco en solucidon diaminc de plata
{Hidrdxido de Sodio 0.36%, Amonio 35% y Nitrato de plata al 20%) durante 15
min. inmediatamente después se adiciono solucion reductora (Acido Citrico al 1%
y Formaldehido 36%) hasta visualizar las bandas proteicas. Lavar en agua dos
vecas y detener la reaccion con metancl 45% y acido acético 10%.




5.4.10 ELISA

Se determino el titulo de anticuerpos anti-T.cruzi en el suero de los ratones
inmunizados. Este ensayo también se hizo con sueros de ratones sin inmunizar
como control negativo. Se wtilizaron placas Nuclon, las cuales se sensibilizaron
con 10 ug/mL de extracto total de la cepa COCULA en PBS. Se incubaron toda la
noche a 4°C, posteriormente fueron centrifugadas a 2500 r.p.m. durante 5 min. En
una centrifuga IEC Centra-8. Los sitios de pegado inespecifico se bloquearon
durante 1 h a temperatura ambiente con Albumina Sérica Bovina (SIGMA) al 5%
en PBS-Tween (Monofosfato de Sodio 0.36g, Difosfato de Sodio 1.05g, Clorurc de
Sodio 8.77g, Tween 20 020 mL, pH 7 2) Se realizaron 5 lavados de la placa con
PBS-Tween. Se agregaron por triplicado las muestras de suero diluidas 1500 en
solucion de anticuerpo incluyendo los controles con 10s cuales se validaron los
resuitados para el experimento. Se incubo durante 1 h a temperatura ambiente y
posteriormente las placas se lavaron como ya se menciono Se agregd el segundo
anticuerpo, anti-lgG de ratdn acoplada a peroxidasa (Inmunoiogy Products No
97045A) diluido 1:1000. Las placas se incubaron 1 h a temperatura ambiente
después se lavaron en forma similar a los pasos antariores y finatmente la
reaccion se reveld agregando como sustrato O-Fenildiamina (SIGMA) en
amortiguador citrato-fosfato pH 5 Las placas se incubaron 15 min a temperatura
ambiente. La reaccidn se pard con acido sulfunco 4N, Se midid la densidad éptica
a 450 nm en un lector para ELISA LKB WALLAC Ollivett.

5.4.11 Inmunotransferencia

Mediante un corrimiento electroforetico en gei de Poliacrilamida al 10%%
(Apéndice 2) se prepararon 400 ug de proteinas del exiracto total de la cepa
COCULA. Las proteinas se tfransfirieron a una membrana de nitrocelulosa de
0.2uM (Trans-Biot-Transfer Médium Bio-Rad) durante 90 min. a 350 mA. 120 v ™°
en amortiguador de transferencia (Apéndice 4} La membrana se bloqued durante
toda la noche a 4°C Albumina Sérnca Bovina al 1% en PBS-Tween Se cortaron




5.4.6 Esquema de Inmunizacién
Se distribuyo en forma aleatoria 13 grupos de 24 ratones de la raza Balb/c de 8
semanas de edad, se inocularon directamente 1x10’ flagelados de T.cruzi/ml.

como unica inoculacion. Después de 30 dias < : sacrificaron.

5.4.7 Preparacién de antigeno

Después de cosechar, ! cultivo se revisd al microscopio para veriiicar que no se
encontrara contaminado. Se contd el numero de parasitos por mL usando una
camara de Neubauer. El botdn formado se resuspendid en 1 mL de solucion de
lisis con inhibidores de proteasas (PMSF 1Mm y PHMB-Tris 10mM). Se rompieron
las células por congelacion durante 30 min. Se centrifugaron a 10 000 rpm
durante 10 min. a 4°C. El scbrenadante (extractc total) se recuperd y aimacent en
tubos ependorf a -20°C hasta su uso.®

§.4.8 Cuantificacion de proteinas
La determinacién de la concentracién de proteinas del extracto se realizd leyendo
la densidad Optica en un espectrofémetro SORVALL DUB000 a 280 nm.

§.4.9 Estandarizacién de ELISA

En ol ensayo se determind al titulo de anticuerpos anti-T.cruzi en los ratones
utilizando diluciones del suero de 1:250, 1:500 y 1 1000 para determinar la
dilucién optima Cada muestra se analizd por triplicado El punto de corte
medianta el cual se determind el rango de positividad de la placa se establecio

por medio de la media poblacional mas/menos dos desviaciones estandar
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NOMBRE PROCEDENCIA ORIGEN

Agripina Morelos Triatomino

BPs Veracruz Tlacuache

Cid Oaxaca Humano

Cocula Qaxaca Humano

Zachila Guadalajare Humano 1
Amarillo Guadalajara Humano J
Progreso Veracruz Humano

Tuxtias Veracruz Humano B
Fideifa Morelos Humano j
Petaquillas Guerrero Humano

Miguz Morelos Triatomino

Ninoa Oaxaca Humano

Tabia 1. Origen gecgrafico y hudsped mamifero o vector de las 12 mislados de T.cruzi usados en este

ostudio.

5.4.5 Cuitivo de Parasitos

Se cultivaron epimastigotes de los doce aislados de T.cruzi los cuales se
mantuvieron a 28°C por un pericdo de 8 dias en medio LIT (Liver Infusion
Triptose)* (Apéndice 1) a pH 7 2 Los aislados se cultivaron en cajas Nunc de 50
mL conteniendo 15 mL de medio LIT y un total aproximado de 1x10" parasitos/mL
Para llevar a ¢cabo |a investigacion el parasitc, fue cosechado en tubos Costar de
50 mL a 1500xg/10 min. a 4°C en una centrifuga refrigerada Sorvall RT60008. Los
parasitos fueron lavados con PBS 1X (Fostato de Sodio 10mM y Cloruro de Sodio
150mM) (Apéndice 4). Se dividid en dos partes: una para inmunizar ratones y |a
otra para extraer el DNA y el antigeno.




Vasos de precipitado Pyrex 2000, 500, 250, 200 150
100, 50, 5 mL

Frascos Pyrex con tapon de rosca 500, 250, 100 mL
Matraz Erlenmeyer Pyrex con tapén de rosca 1000, 500, 250, 125 mL
Pipetas serplogicas Kimax 2510,52,1,05 02 mL

5.4.3. Material diverso

Cajas para cultivo celular Nunc 200 mL
Tubos Costar 15y 50 mL
Piacas Nunclon Deita

Tubos eppendorf 1,05mL
Puntas amarillas RT20 Rainin Instrument Co, Inc 100 1000uL
Pipeta Costar 1000uL
Pipata Robbins Scientific 25uL

Papel filtro S&S poro 0.4 mm
Papel de nitrocelulosa 0.22 mm

Pipeta multicanal Labsystems & Flow Laboratories  200uL
Gradillas.

5.4.4 Parésitos

Para el desarrollo de! presente trabajo de investigacidn se emplearon doce
parasitos diferentes de T.cruzi aisladas de vectores y de humanos infectados
obtenidas dentro de !a Republica Mexicana (Tabla 1). Los aislados fueron

prop<reionados por el Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica (INDRE)




5.4 Material y Métodos.

5.4.1. Equipo.

incubadora JM Qrtiz a 37°C y 50°C

Centrifuga refrigerada Sorvall RT 60008

Camara electroforética mini-protean 1| Cell de Bio-Rad
Camara electroforética SE-250 Mighty Smaltl il Hoeffer
Camara de transferencia electroforética TE 22 mini-Transphor
Thermostatic Circulator 2719 Muititermp I

Centrifuga IEC Centra-8

Lector de ELISA LKB WALLAC Olivetti

Espectrofotémetro Bekman DU 640

Microcentrifuga Nanofuge

Microcentrifuga Costar 10 Continua

Termociclador Perkin Elmer Cetus

Transiluminador de UV Mighty Brighty Hoeffer

Camara instantanea Polaroid DS34

Rotater de agitacion variable Yan Kee

Bafic Metabolico JM. Or.

Camara electroforética para geles submarinos mini-sub Cel! Bio-Rad
Termometro -10 a 200°C

5.4.2. Material de vidrio

Tubos de ensaye Pyrex 13X75 mL

Tubos de ensaye Pyrex 13X100 mL

Tubos de ensaye Pyrex con tapon de rasca 18X150 mL

Matraz aforado Pyrex 1000. 500, 250, 100 10 mt
Probetas Pyrex 1000, 500. 25C, 100. 10 mL




La variabilidad protéica y antigénica de los 12 diferentes aislados de T.cruzi
sugiere formar con ella tres grupos. El grupe con las cepas Progreso, BP8, Cid,
Tuxtlas, Cocula y Zachila en donde el comin denominadoer son las proteinas de
116 y 45 Kda. E! grupo Il quedt integrado por las cepas Amaritlo, Petaquillas,
Ninoa, Fidelfa y Miguz con una proteina de 45 Kda comun en ellas y finaimente el
grupo I constituido por la cepa Agripina, con una sola proteina de 66 Kda.
Ademas, la mayoria de los aislados incluyd un nimero diferente de proteinas en
un rango de peso molecular muy variable, pero muy semejantes entre elias.
Evidentamente, esto nos pone de manifiesto similiiudes y diferencias entre cepas
da la misma especia.

Existen estudios publicados que reportan diferencias antigénicas entre las tres
formas principales de T.cruz/” y otros reportan ja existencia de variabilidad
protéica y antigénica en que influye et trasmisor de 1a Tripanosomiasis Africana ™

En el T.cruzi también podrian presentarse diferencias entre cepas.

Ademas, de acuerdo 8 nuesira experiencia, para cobtener mejores resuitados,
recomendamos usar cosechas de cultivos frescos o0 en su defecto que no tengan

mas de B dias de cosechados, ya que las proteinas se degradan

El significado de estos resultados se puede explicar por el hecho de que fueron
obtenidas de diferentes pacientes con ubicacidn geografica y vector diferente, y
més aun provenientes de cultivos en donde existe una limitante como es el
mantenerse en cultivo axénico durante un cierto tiempo. en donde, [unto con la

informacién genética “per se" del parasio, ésta puede modificarse mostrando un

genotipo diferente.
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Los productes de digestion con la enzima EcoR! se muestran en la Figura 12. en
donde se puede observar gue los fragmentos obtenidos para cada una de las

cepas son iguales

6.1 FIGURAS

Fipura 4 Elcctroforesis en gel de Acrilimida-Bix Acrilamida al 16%. Sc obsersa el patran clectrofurelicn
total de g 12 cepas temdas con Nitealo de Pl EL orden es cf sigricme ool Fiearn 3 A cb 11 Pesos
moleoulares, 23 Negatno, 31 BPR, 4) Tusdlas, 5) Progreso, 03 Petaquillos. 7y Amanilio « %2 O1d Eo b Figora B
el orden es ¢l sigente 1y Pesos micleculires, 23 Nepinmnve, 33 Zacluba 40 Apnpune S S a0 Bdelfn T
Cocula v &) Migus
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En este caso, al determinar la pureza se trato de eliminar el aceite mineral que

quedo en excaso en el tubo, el cual afecta en la lectura espectrofotometrnica.

CEPA DNA ug/mL | RELACION | DNA ug/mt | RELACION | ODNA ug/mL |
AISLADO 260/280 | PURIFICADO | 260/280 | AMPLIFICADO

AGRIPINA 78.57 13 7436 17 179.22
PROGRESO 54 38 13 12 56 17 136.98
AMARILLO 3285 11 EEE 15 134 87
PETAQUILLLAS 82.67 1.3 9.65 1.8 144 27
G 66 50 15 10,43 19 14427

NINOA 28.37 12 1218 T8 140,31 B
ciD 58.53 12 32.50 16 149 12
FIDELFA 7248 14 5656 18 14912
TUXTLAS 3612 12 26 42 16 144 27
MIGUZ 15398 14 22.04 1.6 178.22
COCULA 81.71 15 2047 1.9 13687
ZACHILA 4558 15 2141 ) 148.12

TABLA 4. Aislamienlo, purificacién y amplificacién de ei DNA genomico de 12 cepas de T.cruzi.

Las Figuras 8, 9, y 10 muestran los resultados de |a electroforesis en gel de

agarosa al 1% del DNA genomico y amplificado de cada una de las cepas.

Se observa en todas las cepas, la presencia de una banda de 231 Kb que
corresponde al DNA genomico y una banda de 0.320 Kb que corresponde a la
amplificacion.

Ademas, en la Figura 11 se observa el resultado de un corrimiento electroforetico
usando DONA de T.cruri Entamoeba hislolitica, Giardia lamblia vy
Acantamoeba castellani. en donde solo se obtuvo una banda de amplificacion
de 0.320 Kb para el DNA de T.cruzi

in



CEPA No. DE PM {(KDa) No DE PM (KDa) GRUPO

BANDAS BANDAS

TOTALES ANTIGENICAS
AGRIPINA 16 94 66 Y 45 16 66 i
PROGRESO 17 116-45 n 116.45 v
AMARILLO 15 11645 2 45 [
PETAQUILLAS 17 116-45 2 45 i
BP8 19 11645 18 116.45 |
NINOA 5 9445 2 45 i
CiD 17 116-45 14 116-45 |
FIDELFA 20 94-45 2 45 0
TUXTLAS 15 11845 1 116-45 b
MIGUZ 21 116-45 2 45 it
COCULA 18 118-45 5 116.45 i
ZACHILA 19 11645 15 11645 i

TABLA ). Relacion del bandeo entre las 12 cepas de T.cruzi

Con respecto a los resultados de ia extraccion y purificacion del DNA total de las
12 cepas de T.cruzi asi como 10s de amplificacién, se encuentran en la Tabla 4.
Se observa que con el método de extraccion fendlica se abtienen concentraciones
bastante aceptables para cada una de las cepas, con una pureza aproximada de
1.1 a 1.5, dependiendo esto del RNA y de las proteinas de la muestra que no
fueron extraidas. La pureza se obtuvo dividiendo la D.O de 260 entre la de 280
nm, en cada una de las cepas. (Tabla 4)

También se puede chservar, que con el método de purificacion, la concentracion
de el DNA gendmico se ve disminuida en relacién a la concentracion obteruda
inicialmente. Aunque en el DNA purificado la pureza aumento, encontrandose
desde 1.5 a 1.9. Estos resultados se presentan en la Figura 7

Después de los 30 ciclos de amplificacion con 200ng de DNA genomico de cada
una de las cepas de T.cruzi, se obtienen concentraciones de 6-8X10° veces mas

del DNA ampiificado en cada una de estas cepas




Se obtuvieron aproximadamente 18 75X10’ flagelados/mL en 10s cultivos de cada
una de las cepas.

De los extractos proteicos, se encontré que la separacion de las proteinas de las
12 cepas de T.cruzi por electroforesis, .ostrd diferencias entre ellas,
relacionadas con el paso molecular (Figura 4) Entre las cepas se presentaron con
mayor intensidad de 16 a 18 bandas totales, de las cuales, et peso molecular
vario dentro del rango de 45,000 a 118,250 Dailtones (Da).

En la Figura 4A se muestra que las cepas BPB, Tuxtlas. Progreso, Petaquillas,
Amarillo y Cid, no presentan grandes diferencias entre ellas. ademas de tener una
banda comun en todas, que corresponde a 116,250 Da

a
Por otro lado, ias cepas Zachila, Agripina. Ninoa y Fidelfa no presentan la banda
de 116,250 Da, por o demas son semsjantes entre si. (Figura 4B)

Las cepas Cocula y Miguz, solo muestran |la banda de 116,250 Da ya que no
tienen buena separacion en el patron electroforetico Todos estos resullados se
cbsarvaron, con fa ayuda de la Tincidon de Plata.

El mimero de bandas obtenidas en el Souther bloot para cada una de ias cepas
fue variable, esto dependié de la antigenicidad de cada una de éstas. £l bandeo
correspondid al mismo range de pesos moleculares que el visualizado con la
Tincién de Plata. Estos resultados se presentan en las Figuras 5 y 6 La retacion
de las bandas totales y las antigénicas de todas las cepas se presenta en la Tabla

3, indicandose el rango de pesos moleculares para cada una,

En la tabla podemos observar, que no todas las cepas presenian el misme

numero de bandas en su patron proteico y antigénico

M




El analisis de Inmunotransferencia reveld vi .iabilidad proteica y antigénica entre
las 12 cepas mexicanas de T,cruzi, encontrando diferencias en algunas, o que

nos llevo a formar 3 grupos iscenzimaticos diferentes.

Por medio del estudio con la PCR se logréd establecer las condiciones
metodoldgicas para llevar a cabo la amplificacién del DNA de T.cruzi obteniendo
amplificaciones de 0.320 Kb. Se corrobord entonces el valor de la PCR para
realizar estudios genéticos resultando ser una tecnica rapida, muy sensible y

especifica capaz de detectar al parasito y avitar asi las reacciones cruzadas.

Al realizar los cortes con la enzima de restriccion EcoRIl, se encontré que los
fragmentos cortados son iguales o casi iguales en todas |as cepas ya que no se
pudec diferenciar la banda. Esto no quiere decir que no existan diferencias en el
genoma del parasito, sino que la enzima utilizada para el estudio no nos permite
hacer una diferenciacién en bandas con pesos moleculares muy cercanos.

Ei uso de las técnicas de Bioclogia Molecular ha venido a revolucionar el

diagnostico de las enfermedades infecciosas dificiles de detectar, como se puede
observar con el uso de la Reaccion en Cadena de la Po.imerasa (PCR)

B & SRR




En este estudio la amplificacion de fragmentos comunes bien conservados de la
regién del DNA cromosomal, nos proporciond un método especifico y sensibie
capaz do detectar células de T.cruzi, independientemente dei huésped y dei
vector con el fin de diagnosticar la enfermed 4.

Comparando estos resultados con los estudios que se han hecho acerca de la
implementacién de las diferentes condiciones para |a realizacion de la técnica de
PCR,™ podemos llegar a decir que es una metodologia can muchas ventajas que
nos lleva a diagnosticar fa enfermedad de Chagas con rapidez, precision y
especificidad, que se puso de manifiesto a2i amplificar bandas de DNA de 0320
Kb. Requena y colaboradores, reportan amplificacionaes de 0.33 Kb, obtenidas de
la misma region® lo que nos hace suponer que nuestros resultados en ta
amplificacién pertenecen al DNA cromosomal de T.cruziy que de esta manera se
evitan las reacciones cruzadas, principalmente las que ocurren con Leishmania,®
siendo éste uno de los principales problemas que se presentan en el diagnastico
de la enfermedad.

La PCR implementada por nosotros sera de gran utilidad, en el diagnostico de la
enfermedad de Chagas en cualquier estadio, dando resuftados confiables.
exactos en un tiempo mas corto; y en la identificacidn y caracterizacién de cepas

de T.cruzi, dado que se amplifica una region muy conservada del protozoario
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Igualmente, los resultados obtenidos de |a variabilidad antigénica, nos indican 1a
diferente respuesta huésped-parasito en todas las cepas. De ello se manifiesta
que, no todas las proteinas de peso molecular mayor fueron antigénicas, como se
observa en el grupo | con las cepas Progrsso, BP8, Cid y Tuxtlas, a diferencia de
las cepas Amarillo, Petaquillas y Fidelfa (grupo Il), en donde solo dos de sus
proteinas fueron antigénicas correspondiendo al peso molecular de 45 Kda No se
mostrd diferencia entre las cepas del grupo I, siendc esta proteina la mas
antigénica de acuerdo al titulo de anticuerpos Se puede suponer que esta
proteina es de utilidad diagndstica, como sucedid en los estudios donde
trabajaron con una proteina de 72 Kda (hsp 70),” con cepas de T.cruzi

Otro punto al respecto, es el reportado en investigaciones hechas con las
proteinas de citoplasma/nicleo y proteinas mitocondriales’ de T.cruzi. en donde
se dice que son las que confieren antigenicidad al parasito y siendo igualmente
dependiente de factores tales como la temperatura, el estado del huésped el

transmisor y otros.

Estudios realizados sobre el tema, indican la existencia ge proteinas codificadas.
causantes de la antigenicidad’’ y algunos autores mencionan que los antigenos
de T.cruzi son estado-especificos y su expresidn varia de acuerdo a la cepa
Por lo que inferimos que si hay una plasticidad genética en el DNA de las

regiones no conservadas de T.cruzf.

De acuerdo a nuestros resultados de variabilidad genética, al digerir el DNA de

los doce aislados de T.cruzicon EcoRl, no mostraron diferencias entre ellas.

La axplicacién es que la enzima corté en sitios conservados del genoma de
T.cruzi siendo éstos muy parecidos en tas doce cepas estudiadas Para observar
diferencias se tendria que digerir con otras enzimas y encontrar tal variabilidad,

que evidentemente existe por resultados obtenidos.
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Medio de cultivo LIT {Liver Infusion Tryptosa)

para Trypanosoma cruzi

Composicién:

e Cloruro de Potasio (KCI) 0 4g

+ Cloruro de Sodio (NaCl) 409

» Fosfato dibasico de sodio (Na2ZHPO4) 8.0g

+ Glucosa 2.0g

s Triptosa (DIFCO, num de cat 0124-01-0) 50g

¢ Infusién de Caldo de Higado (DIFCO. num cat. 0269-17-7) 50g

+ Hemina (SIGMA, num. cat. H-2250) 25.0mg
s Suero Fetal de Bovino {GIBCQO, num. cat. 200-614A0) 100mL

s Se pesan 0.259 de Hemina y se disuelven en 5mL de trietano! amina (SIGMA
num. cat. T-1377).

Preparacion:

Con excepcién de la hemina y €l SFB, todos los componentes se disolvieron en
agua bidestilada, ajustandose a un pH de 7 2, esterilizando en autoclave a 120°C
con una presion de 1 atmodsfera durante 20 minutos. Posteriormente se sometid a
una prueba de esterilidad, dejandose a temperatura ambiente durante tres dias y
en completa oscuridad, finalizando ese periodo el medio se complemento con
hemina, tomando 50ul por cada 100mL de medio {guedando a una concentracion
de 25u9 de hemina/mL) y con et SFB al 10% inactivado Antes de usarse, se

realizd la prueba de estertiidad anteriormente sefialada.
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Protocolo de electroforesis en cordiciones reductoras

Los analisis electroforeticos de los antigenos correspondientes a los cuatro
aislados de T.cruzi, se realizaron en una camara Mini-Protean (I Duat Slab Cell
(Bio-Rad).

Preparacion de los geles:

1. Gel separador al 12%

Acrilamida al 30%-bisacrilamida al 0.8% 1.66 mL
4X Tris-HCIpH 8.8 1.25mL
Agua bidestilada 2.08 mL

Desgasificar ia solucion al vacio cen agitacion continua. durante 15 minutos antes
de agregar los siguientes reactivos:

Persulfato de Amonio al 10% C.016 mL
TEMED 0.003 mL

Agregar la solucidn entre los cristales de la camara y esperar a que polimerice

2, Gel concentrador al 5%

Acrilamida ai 30%-Bisacrilamida al 0 B% 027 mL
4X Tris-HClpH 6.8 0.417 mL
Agua bidestilada 1.017 mL

Desgasificar al vacio en agitacion continua durante 15 minutos y posteriormente
agregar los siguientes reactivos:

Persulfate de Amenio al 10% 0.008 mL
TEMED 0.002 mL
Agregar la solucion sobre el gel separador colocande inmediatamente y con
cuidado de no hacer burbujas un peine con ias separaciones necesarias del

numero de muestras que se desea analizar.
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Muestra de andlisis:

La muestra que se desea analizar debe 1 “epararse en una dilucién 1°4 con un

amortiguador preparado en las siguientes condiciones:

Tris-HCI pH 6.8 0.5M
SDS 2%
Azul de bromofenol 1%
Glicerol 20%
2-B-mercaptcetancl 2%

La muestra diluida se hierve durante 5 minutos para desnaturalizar el contenido

de proteinas y despues de hervirse se agrega en el gel concentrador

Condiciones de corrida:

La separacidn de proteinas por electroforesis se realiza a 200 Volts durante 45
minutos aproximadamente usando un amortiguador de corrida preparado en las
siguientes condiciones.

Tris-HCI 25 mt

Glicina 192 mM

SDS 01%
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Protocolo de Técnica de Inmt 1otransferancia

Para realizar la técnica de Inmunotransferencia se usé la camara Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad. Para realizar el inmunoblot previamente se
realiza un gel de electroforesis como previamente se explicé en el apendice |l El
gel se remoja junto con un par de esponjas, un par de papel filtro y papel de
nitrocelulosa (Schuell and Schieier No cat. 401396) durante 10 minwos en un
amortiguador para transferencia®

*Amortiguador de transferencia

Trisma-base - 25mM
Glicina 192mM
Metanol 20% apH83

Pasado este tiempo se procede a colocar dentrc de un cassette en forma de
emparedado un pape! filtro una esponja, el gel, el papel de nitrocelulosa y
nuevamente un pape! filkto y una esponja colocandolos con mucho cuidado
evitando que se formen burbujas que impidan el paso de las proteinas hacia el
papel de nitrocelulosa. El cassette se coloca dentro de la camara junto con una
unidad de enfriamiento congelada dejandola transferir durante una hora a 100
voits. Transcurrido ese tiempo se corta una tira de papel transferido y se tifie con
colorante negro amido** para comprobar gue la transferencia fue bien reahzada

lavandolo con una solucién destefidora ***

*Colorar.g de Negro Amido *Solucién destifidora
Colorante Negro Amide  0.1% Isopropanol 25%
Isopropanol 25% Acido acetico 10%
Acido acetico 10%




Preparacidn de Soluciones

Para preparar las soluciones siempre se us agua mifliQ.

*Fosfato bufferado satino PBS pH 7.2

Fusfato de sodio maonobasico (NaH,P0,. H;0) 0.36g
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO.) 1.10g
Cloruro de sodio (NaCl) 8779

Disolver en agua destilada, ajustar el pH a 7.2 y aforar a 1Lt
*Fosfato butferado salino plus PBST 0.05% (V/V) Tween 20
Tween 20 0.20mL

PBS 400mL

*Amortiguador de Lisis para Trypanosomas.

Nonidet P-40 1% 0.1mL
Cloruro de Sodic NaCl 150mM, stock 5M 1 5mL
Tris-HCI 10mM pH 7.6, stock 1M 0 1mL
PMSF 100mM, stock 1M 0 1mL
EDTA 2mM, stock 0.5M C 044,L
Aprotinina 1 ugimL
Pepstatina 1 ug/ml
Leupeptina 1 ug/mlL

Mezclar suavemente sobre el buffer Tris-HCI todas ias soluciones. Llevar a

un volumen final de 10 mL con agua milliQ
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APENDICENV -
Preparacion de Scoluciones
Para preparar las soluciones siempre se us® agua mitliQ.

*Fosfato bufferado satino PBS pH 7.2
Fosfato de sodic monobdsico (NaH PO, H,0)
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPQ.)
Clorure de sodio (NaC!)

Disolver en agua destilada, ajustar et pH a 7.2 y aforar a

‘Fosfato bufferado salino plus PBST 0.05% {V/V) Tween 20
Tween 20
£BS

*Amortiguador de Lisis para Trypanosomas.
Nonidet P40 1%
Cloruro de Sodio NaCl 150mM. stock 5M
Tris-HCI 10mM pH 7 & stock 1M
PMSF 100mM, stock 1M
EDTA 2mM, stock 0.5M
Aprotinina
Pepstatina

Leupeptina

0 36g
1 10g
B77g
1Lt

020mL
400mL

01mL
1 5mL
0 *mL
J1mL
0 044.:L
T ugimt
1 ugfmL
1 ug/mL

Mazclar suavemente sobre el buffer Tris-HC! todas las soluciones Llevar a

un volumen final de 10 mL con agua miliQ.
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*Solucién bloqueadora patrén PBST con BSA 5%
PBST 100mL

Albumina Serica Bovina 5g

*Buffer Citrato-Fosfato pH 5.0
Acido Citrico CgHsO7H,0 0.1M
Fosfato de Sodio dibdsico Na;HFQ, 0.2M
Medir el pH de la solucién de fosfato de sodio 0.2M y ajustar a pH S con
&cido citrico 0.1M.

*Solucién reveladora

Solucion reguladora de citratos 10 mL
o-Fenilendiamina 0 020g
H;04 15l

Aforar a 50 mL con agua milliQ

*Solucion stop HaS0, 4N
Acido sulfurico H,50, 1011 mL
Agua milliQ 39 89 mL

*Solucién de tratamiento de muestra

Tris-HC{ 0.5M, pH 6.8 imL
Glicerol 0 8mL
SDS 10% 1 emlL
2-p-mercaptoetano! 10% 0 amL
Azu! de Bromofenol 0. 05% 0 2mL
H,O miliiQ 4mL

Dituir 1a muestra 1:4 con la solucion y calentar a 95°C por 4 minutas
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*Solucién de Acrifamida bis-acrilamida

Acrilamida 30% 58.4g
Bis 2.7% 169
H;O mitliQ 200mL

Filtrar y almacenar a 4°C en la obscuridad.

*Solucién reguladora Lower pH 8.8
Tris-HCI 27 23g
Ha20 milliQ 150 mL
Tomar el pH a 8.8. Almacenar a 4°C,

*Solucién reguladaora Upper pH 6.8
Tris-Base 6g
HO miliQ 100mL
Tomar el pH 6.8 Almacenar a 4°C

*Persulfato de Amonio 10%
Persulfato de Amonio anhidro 01g

H:0 milliQ 1mi

*Solucién de corrimiento electroforético §X, pH 8.2

Glicina 43.2g
Tris-base 9 Og
SDS 309
H,0 miltiQ 600mL

Almacenar a 4°C. Antes de usar calentar a 37°C, si ocurre precipitacion

Diluir 60 mL de patrén con 240mL de agua para un corrimiento electroforético
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*Solucién reguladora Tris-base 25mM, pH 8.3
Tris-base 25mM 3.94g
H:O milliQ 1Lt

Ajustar el pH a 8.3 y completar 2 .n litro,

*Solucién de Transferencia Towin.

Tris-base 25mM 3.94g
Glicina 192mM 14 4g
Metanol absoluto 200mt.
H20 milliQ cbp 1Lt

*Solucién reveladora de sustrato 4-Cloro-1-Naftol. 4CN

PBS 42mL
4CN 8.3mL
H:0; 3% 16.6ul

Proteger de |a luz, Preparar justo antes de usarla.

*Solucidn patrén de 4CN.
4CN 30mg
Metanol 10mL

*Solucidn de lisis celular,

Cloruro de Sodio NaCl 0.15M 0.87g
Etilendiaminotetracetico EDTA 0.1M 3729
Proteinasa K 1mg/mL 25uL
SDS10% 70ul

Para un volumen de 600uL




*Fenol

Se realiza bajo campana de extraccién. Solubilizar el feno! (MERCK)
calentando la botella a 85°C; agre~ar Tris 500 mM, pH 8 a saturacién, agitar 15
minutos y dejar decantar. Cuando se forman dos fases y se retira el sobrenadante
y sa satura nuevamente el fenol con Tris 100mM pH 8, hasta que el pH de |3 fase
fendlica sea igual a 7.6. Se agrega 0.1 volumen de amortiguador TE pH 8 en 1
volumen de feno! y 8-hidroxiquinoleina al 0.1% del volumen final, mezclar y afadir
p-mercaptoetanol al 0.2% del volumen final. Dejar reposar una noche a 4°C.
Conservar en refrigeracién y obscuridad.

*Fanol-Cloroformo-Alcohol Iscamilico

Fencl CyHsOH 25mL
Cloroformo CHC!; 24mL
Alcohol Isoamilico CsH,, 0 1mi

*Cloroformo-alcohol iscamilico
Cloroformo CHCHy 24mi.
Alcohol ispamilico C<H,;0 1mL

*Acetato de Sodio IM
Acatalo de sodio C,HaNa0; H,0 40.82g

H,0 milliQ 100mL

*Solucién reguladora TE

Tris-HCI 10mM, pH 7.5 1579
EDTA 1mM 0 33g
H O milliQ 117
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*Solucién de RNAsa 1mg/mL
Tris-HCI 10 mM. pH 7.5
NaCi 15mm
Ribonucleasa tipo 1-A
H:Q inyectable

100uL
30uL
20mg
10mL

Hervir [a mezcla de reaccidn 15 minutos para inactivar DNAsas. Alicuctar a

-20°C

*Solucién reguladora 10X Tris-HCl 10mM, pH 8.3, KCI 50mM
Tris-HCI 10mM
KCI 50mM
H;0 milliQ

*Tag DNA polimerasa 2.5U/100uL
Taq DNA polimerasa

*Deoxinucleotidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

De cada uno de los deoxinuclectidos

*Cloruro de Magnecio 25 mM
MgCi;
H;0O destilada

*Jugo azul 6X
Xitencianol
Azul de bromofeno!
Glicerol
H,0 milliQ

G2

0.157¢g
0.037g
10mL

0.5uL

1 gl

0023g
10mL

25mg
25mg
3ImL

10mbL



“‘Bromuro de etidio
Bromuro de etidio
H;0 milliQ

*Solucién reguladora Tris-Acetato TAE 50X
Tris-base
Acido acético glacia!
EDTAO.5MpH 8
Lilevar a pH 8. Aforar a 1Lt

1mg
imL

2429
57.1mL
100mL



