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Resumen.

La trichomonosis es una infeccion de transmisién sexual de mayor
frecuencia a nivel mundial en donde se reportan 170 millones casos anualmente y.
en México esta infeccién ocupa el segundo lugar. La trichomonosis es causada
por el parasito flagelado Trichomonas vaginalis el cual infecta el tracto urogenital
en humanos. Este parasito, posee multiples cistein proteinasas, las cuales estan
involucrados en diferentes propiedades de virulencia como: citotoxicidad,
adhesion, hemdlisis y evasion de la respuesta inmune. Algunas de estas
proteasas estan reguladas por factores ambientales como: pH, niveles hormonales
en la mujer, hierro y poliaminas. Recientemente se reporto que la cistein
proteinasa de 65 kDa (CP 65) involucrada en la citotoxicidad del parasito a las
células del epitelio vaginal y células Hela, se encuentra regulada de manera
negativa por las poliaminas ya que bajas concentraciones de poliaminas, usando
el inhibidor 1-4, diamino butano (DAB) de la ornitina descarboxilasa involucrada
en el metabolismo de poliaminas, reducen la citotoxicidad, la actividad proteolitica,
la expresion del transcrito del gen tvep65 y en su localizacion. Las poliaminas son
compuestos que estan presentes en todos los organismos y estan implicadas en
una gran variedad de reacciones biolégicas ya que se unen a los acidos nucleicos
para influir en diversos procesos celulares importantes como: divisién,
diferenciacién, apoptosis, también participan en la regulacién de la transcripcion
del gen c-myc y del gen p21cip1. Las poliaminas se encuentran regulando la
traduccion del RNAm del gen cox 2 en cancer de colon en humano. El RNAm del
gen cox2, contiene una secuencia consenso localizada en el extremo 3'UTR, el
cual es un elemento de respuesta a la proteina elF-5A (EREs), al unirse la
proteina elF-5A al EREs se estabiliza la estructura del RNAm, aumentando la
expresion de este gen. elF-5A precursora, es una proteina dependiente de
poliaminas, altamente conservada en los 13 aminoacidos que rodean el residuo de
lisina, donde se lleva a cabo la modificacion posttraduccional llamada
hipusinacion, necesaria para que elF-5A madura sea capaz de unirse al extremo

3'UTR del RNAm. En este trabajo se identifico a la proteina elF-5A de T. vaginalis,



encontrando dos genes tvelF-5A 1y tvelF-5A 2, los cuales codifican dos proteinas
TvelF-5A 1 y TvelF-5A 2, estas son altamente conservadas en los 13 aa que
rodean el residuo de lisina. Para analizar el efecto de las poliaminas en la
expresion del transcrito de fvelF-5A, se crecieron T. vaginalis en presencia y
ausencia de poliaminas, por ensayos de RT-PCR Y qRT PCR tiempo real. Los
parasitos crecidos en un medio en presencia del inhibidor DAB, la expresion del
transcrito tvelF-5A disminuy6, por RT-PCR en 60% y en qRT-PCR tiempo real en
90%, comparado con la condicién normal. Los parasitos transferidos a un medio
con putrescina exogena, recuperan la expresion del trascrito tvelF-5A, por RT-
PCR en el 100% qRT-PCR tiempo real ~ 300%, con respecto a la condiciéon
normal. Para conocer cual de los dos genes fvelF-5A se expresa en la condicion
normal y en presencia de DAB, se secuenciaron los productos de RT-PCR de
tvelF-5A y 20 clonas usando los productos de RT-PCR de tvelF-5A de la condicion
normal, encontrando que Unicamente el gen tvelF-5A 2, se expresa en las dos
condiciones analizadas. Por otra parte se obtuvo a la proteina TvelF-5Ar
precursora de 44 kDa, para utilizarla como control negativo y para la obtencion de
anticuerpos anti TvelF-5Ar. Se realiz6 el disefio de un péptido sintético anti TvelF-
9A, con el cual obtuvimos anticuerpos en ratén anti péptido TvelF-5A. Estos
anticuerpos se probaron por ensayos de Western blot revelados por color y
quimioluminiscencia. Estos anticuerpos reconocieron a la proteina TvelF-5Ar en
un tamafio de 44 kDa y TvelF-5A en extractos totales de proteinas de T. vaginalis
con un tamano de 19 kDa. Con estos anticuerpos se localizé a la proteina TvelF-
5A por inmunofluorescencia en parasitos permeabilizados, encontrando a TvelF-
5A en citoplasma.



I. INTRODUCCION.

1. Antecedentes generales

1.1 Trichomonosis

La trichomonosis es una infeccion de transmision sexual, ocasionado por el

parasito Trichomonas vaginalis, el cual parasita el tracto genitourinario (Alderete y
col., 1984). La trichomonosis puede presentarse de forma aguda o crénica. Los
signos y sintomas de esta enfermedad son: vulvitis difusa con leucorrea copiosas,
la cual se caracteriza por tener descargas abundantes de color verde-amarillentas,
prurito en genitales externos. El signo tipico de la trichomonosis son pequefios
puntos hemorragicos en el cérvix denominado “cérvix de fresa”, este se observa
solo en el 2% de los pacientes. Este signo clinico es especifico para esta infecciéon
y es detectada mediante colposcopia. Otros sintomas pueden incluir disuria, dolor
abdominal en cavidad baja y dispaurenia (Spiegel y col., 1990; Lehker y Alderete.,
2000). En ocasiones la trichomonosis es asintomatica, motivo por el cual no es
diagnosticada. Los factores que influencian la respuesta inflamatoria y la severidad
de los sintomas, no han sido bien entendidos pero puede incluir los niveles
hormonales, la coexistencia con la flora vaginal, la cepa de T. vaginalis y la relativa
concentracion de los parasitos presentes en la vagina (Schwebke y col., 2004).
En el caso del hombre, la trichomonosis esta menos caracterizada, a pesar de que
es una infeccion autolimitada, se puede presentar en ocasiones como una uretritis
no gonocaocica y no clamidial (Swygard y col., 2004; Alderete y col., 2000). Se ha
reportado que altas concentraciones de zinc en secreciones prostaticas de perro
(Krieger y Rein., 1982) y humano, actian como tricomonicidas (Krieger y Rein.,
1982)

La trichomonosis puede tener consecuencias adversas como son: durante
el embarazo se puede presentar rompimiento de las membranas amniéticas e
infantes con bajo peso al nacer (Cotch y col., 1997; Anorlu y col., 2001), también



se ha asociado como un factor de riesgo que incrementa la transmision del virus
de inmunodeficiencia adquirida (VIH) (Van Der Pol y col., 2008), y como un factor
para la adquisicion del cancer cervical, enfermedad pélvica inflamatoria (Zhang y
col., 1996; Zhang y col., 1995), infertilidad (Zhang y col., 1996) y susceptibilidad a
adquirir infecciones concomitantes causadas por otros agentes patégenos como
Neisseria gonorrhoeae y Clamydia trachomatis (Scwebke y col., 2004).

1.2. Epidemiologia.

La prevalencia de la trichomonosis no decrece con los afios, dando una

significante morbilidad. Se ha observado que la trichomonosis es un factor de
riesgo de conducta sexual, frecuentemente asociada a gonorrea y en mujeres se
asocia con vaginitis bacteriana (Zhang y col., 1996; Swygard y col., 2004). La
prevalencia varia entre las poblaciones estudiadas en un rango de 5 al 74% en
mujeres y 5 al 29% en hombres (www.who.int/es/), varia dependiendo la
poblaciéon y las técnicas usadas para el diagnéstico (Sistema Unico de
Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica SSA, 2006).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta una incidencia de la
trichomonosis de mas de 170 millones de casos al afio (reporte de la OMS afio
1995). En México se estima que la trichomonosis ocupa el segundo lugar en
cuanto al nimero de casos con respecto a otras enfermedades de transmision
sexual como la infeccién gonocécica, sifilis y candidiasis (Arroyo y col., 2000;
Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica SSA, 2006).

Esta infeccion se encuentra distribuida principalmente en la zona centro y
sur del pais, los estados de Veracruz y el Distrito Federal registran el mayor
numero de casos con un porcentaje de 15.1 % y 7.85 %, respectivamente. En
Puebla se tiene una prevalencia del 7.4%, a diferencia de la zona norte, como en
Baja California Sur que presenta solo un 0.2% (Sistema Unico de Informacion para
la Vigilancia Epidemioldgica SSA, 2006).



1.3. Agente etiolégico y morfologia.

T. vaginalis es un protozoario flagelado patégeno del humano, el cual mide
de 10 a 20 ym de largo y 7 pm de ancho, presenta un flagelo posterior adosado a
una membrana ondulante y cuatro flagelos anteriores libres, presenta
especializaciones del citoesqueleto formado por microtibulos que lo diferencia de
otros protozoarios como son: la costa, la pelta y el axostilo, este Ultimo atraviesa
longitudinalmente y termina en una espicula, como una columna vertebral
(Schmidt y Roberts., 1998; Arroyo., 2000). Este parasito tiene un nucleo ovoide
excentrico, un aparato de Golgi bien diferenciado, también presenta un reticulo
endoplasmico liso y rugoso, ribosomas, acumulacién de granulos de glucogeno,
algunas vesiculas pinociticas y vacuolas alimenticias (Fig. 1) (Schwebke y col.,
2004; Arroyo., 2000). T. vaginalis carece de mitocondrias, pero posee
hidrogenosomas, que son organelos analogos a la mitocondria (Rosenthal y col.,
1997, Dyall y col., 2005); contiene numerosas enzimas fermentativas localizadas
en el hidrogenosoma, en donde ocurre la descarboxilacion oxidativa del piruvato
para la formacién de acetil coenzima A (CoA) llamado metabolismo del piruvato.
Este proceso es mediado por la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa (PFOR), con
donacion de electrones a una hidrogenasa que produce hidrogeno. El ATP es
generado exclusivamente por niveles de fosforilacién de sustrato, opuesto a la
fosforilacion oxidativa de las mitocondrias (Fig. 2) (Rosenthal y col., 1997).
Mediante estudios de evolucién se evidenci6 el origen bacteriano de genes que
codifican enzimas fermentativas en parasitos amitocondriados, en donde se
encontr0 que T. vaginalis contiene genes derivados de la endosimbidsis
bacteriana (Horner y col., 1996).

1.3.1 Metabolismo de T. vaginalis.

T. vaginalis carece de muchas vias metabélicas de novo, como es la de

purinas y pirimidinas (Heyworth y col., 1982; 1984), los cuales toma de las células
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del epitelio vaginal (VECs). También requiere para su crecimiento de nucleétidos
como guanina, timidina, citocina, uracilo y/o uridina (Linstead., 1981; Heyworth y
col., 1982) que entran al parasito por difusion pasiva. T. vaginalis también requiere
de carbohidratos, siendo la maltosa la fuente principal para su crecimiento. Los
aminoacidos también son indispensables para su crecimiento en especial arginina,
treonina y leucina que en ocasiones son utilizados por el parasito para la
generacion de energia (Yoon y col., 1991). Se han reportado genes requeridos
para la sintesis de prolina, arginina, cisteina y para el metabolismo de treonina,
asi como genes que codifican enzimas involucradas en el metabolismo de
metionina (Carlton y col., 2007).

Con respecto al metabolismo de lipidos, T. vaginalis requiere principalmente
de colesterol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esfingomielina, ya que este
parasito carece de la via metabélica y de muchas enzimas que intervienen en la
biosintesis de fosfolipidos, por ello los obtiene de forma exégena (Beach y col.,
1990; 1991).

En este parasito también se han localizado genes que codifican para
superoxido  dismutasas, tioredoxinas, peroxiredoxinas y  rubreritinas.
Sorpresivamente, se encontraron familias de enzimas transportadoras de
azicares y aminoacidos, asi como muchos miembros de familias
cotransportadoras de cloro (Carlton y col., 2007).

Por otra parte, T. vaginalis fagocita bacterias, eritrocitos y fragmentos
celulares, los cuales pueden ser observados en las vacuolas fagociticas o
pinociticas (Fig. 2) (Arroyo y col., 2000; Costmagna y col., 2001), este parasito al
fagocitar los eritrocitos adquiere lipidos y hierro. Para la captura de este cation T.
vaginalis posee moléculas receptoras y transportadoras de hierro como son: las
glicoproteinas capaces de unir a eritrocitos para la adquisicion de hierro y lipidos
(Lehker y col., 1990). La adhesina de superficie de 120 kDa (AP120), es inducida
por el hierro y se ha sugerido que actle como un receptor para la unién a células
Hela (Moreno-Brito y col. 2005.). La lactoferrina es una molécula transportadora
de hierro capaz de unirse a receptores de membrana en T. vaginalis, esta

molécula remueve el hierro de la superficie del parasito y posteriormente es
4



internalizada (Peterson y Alderete., 1984). El receptor de fibronectina es
indispensable para el parasito, ya que es usado para la adquisiciéon de nutrientes
y la adhesién hacia la célula blanco, el hierro modula la unién de este receptor con
el dominio N-terminal de la fibronectina (Alderete y col., 2002).

Experimentalmente se demostré que en medios de cultivo carente de hierro,

los parasitos no crecen o lo hacen muy lentamente (Alderete y col., 2008).

Flagelos
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Axostilo —» ondulante

Nucleo

FIG. 1. Morfologia de Trichomonas vaginalis mediante tincién con Rojo Congo se muestra; el nticleo,

cuatro flagelos, el axostilo y la membrana ondulante (Medical Parasitology, 3rd. edition. Edward K. Markell
&HenriettaVoge. Filmstrip Il).



FIG. 2. Microscopia de barrido de Trichomonas vaginalis. 1) N nicleo, H hidrogenosomas; 2) Acercamiento del
nucleo; 3) CV vacuolas fagociticas, 4, 5) Fagocitosis de una bacteria (Costamagna y col., 2001).

1.3.2 Ciclo de Vida.

El ciclo de vida de T. vaginalis es simple con respecto a otros protozoarios
patégenos humanos, no presenta huéspedes intermediarios ni vectores y solo se
presenta en forma de trofozoito uninucleado (Arroyo., 2000; Schwebke y col.,
2004).

La transmision de este parasito es de persona a persona mediante el
contacto sexual con personas infectadas con T. vaginalis. Los parasitos se
adhieren a las mucosas de la vagina y del exocérvix donde permanecen a pesar
de las condiciones adversas: 1) pH &cido, 2) cambios hormonales ciclicos,
3) descamacion del epitelio, 4) escasos nutrientes, 5) presencia de anticuerpos
anti-tricomonas, 6) presencia de lactobacilos, 7) flujo menstrual, entre otras
(Arroyo., 2000; Schwebke y col., 2004).

T. vaginalis se multiplica por fision binaria, esta inicia con la divisién nuclear,
para finalmente generar dos células hijas (Fig. 3) (Gémez-Conde y col., 2000).
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Trichomaonas vaginans
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0 Trophozoite in e Multiplies by longitudinal 9 Trophazoite in
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secretions and urine of urethra

FIG. 3. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. 1) estado infectivo; d) estado de diagnéstico. 1. Trofozoito en
secreciones vaginales, prostaticas y orina; 2. Divisi6n por fisién binaria; 3. Trofozoito en vagina y orificio uretral.
(base de datos: Introduction “ The Trichomonas vaginalis Genome Database” www.tigr.or/tdb/e2k1/tvg/intro.shtml




1.3.3 Genoma de T. vaginalis.

Recientemente se describi6é el borrador de la secuencia del genoma de T.
vaginalis realizado por el método de “shotgun”. En los seis cromosomas de este
parasito, se ubican 60,000 genes que codifican para proteinas, de los cuales solo
65 contienen intrones. Esto demuestra que en T. vaginales existen genes
policistronicos y no solo genes monocistrénicos como estaban reportados (Nikos y
col., 1998). T. vaginalis es capaz de realizar el procesamiento de corte y empalme
denominado “splicing”, encontrando motivos conservados los cuales son
esenciales para proteinas “spliceosomales”, como la proteina PRP8, la cual
provee evidencias directas de este procesamiento (Pestota y col., 2001; Vanacova
y col., 2005; Carlton y col., 2007).

T. vaginalis contiene genes que codifican para RNAt de los 20 aminoacidos
y 250 genes codificantes para RNAr. En el 75 % de los genes de este parasito se
localiz6 un elemento promotor “Inr” en el extremo 5° de la regién no traducida
(UTR). Estos elementos son clave en la expresion de los genes y son esenciales
en la traduccion de los RNAm actuando en las secuencias de unién de los
ribosomas. Los Inr son secuencias andlogas a la caja TATA en eucariontes
(Liston y col., 1998; Vanacova y col., 2005). También se describieron genes
“‘Dicer”, “argonautas” y “DEAD-DEAH-box”, asi como genes para helicasas,
sugiriendo la existencia de una via para la formacién de RNAI, la cual no ha sido
descrita en T. vaginalis (Cariton y col., 2007).

Alrededor del 65% del genoma de T. vaginalis es altamente repetido,
contiene 59 familias repetidas que constituyen los 160 Mb del genoma y pueden
ser clasificados como: virus, transposones y retrotransposones. La expansion de
familias de genes de T. vaginalis, indica una adaptacion a diferentes
microambientes, explicando porque este pardsito es capaz de adaptarse
rapidamente en el microambiente cambiante de su hospedero. Una de las familias
mas importantes descritas es la implicada en la maquinaria de trafico membranal,
la cual es esencial para la secrecion de proteinas patégenas, endocitosis y
fagocitosis de bacterias y células del hospedero. Por otra parte, se ha descrito la
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familia de genes que codifican para proteinas cinasas, como la proteina cinasa
activadora de mitégenos (MAPK), la cual sugiere la presencia de mecanismos
para la trasduccién de sefales (Carlton y col., 2007).

Con respecto a la estructura del citoesqueleto se encontraron genes que
codifican para actina y tubulina, proteinas que permiten a T. vaginalis el
remodelamiento a su forma ameboide durante su colonizacién y su forma ovoide
en secreciones. Otra familia importante e indispensable para la viabilidad de este
parasito es la de los genes involucrados en la respuesta al dafio al DNA y su
reparacion, reestructuracion de la cromatina y meiosis (Carlton y col., 2007).

En relacion a la patogénesis de T. vaginalis, se localizaron genes que
codifican enzimas para la sintesis de lipofosfoglicanos (LPG); de particular interés
es un gen encargado de la sintesis de ramnosa el cual es un azicar inusual
ausente en las células del hospedero. Otros genes identificados son los
involucrados en la biosintesis del acido sidlico (azucar de superficie de T.
vaginalis). Ademas, se identificaron 800 proteinas que representan moléculas de
superficie entre ellas las de citoadherencia y citotoxicidad, algunas ya estan
reportadas y descritas como son cinco adhesinas y diferentes cistein proteinasas
como la CP de 30 kDa, CP de 39 kDa y la CP de 65 kDa, ademas de genes para
el degradosoma (Alvarez- Sanchez y col., 2000; Hernandez y col., 2004; Cariton y
col., 2007). Por otra parte, se localizaron 152 genes cuyo posible origen sea a
través de la transferencia lateral de genes procariontes a eucariontes (Carlton y
col., 2007).



Feature Value

Genome
Size of assembly (bp) 176,441,227
G+C content (%) 32.7
No. of scaffolds 17,290
N, scaffold size (bp) 68,338
Protein-coding genes
No. of predicted genes 59,681
No. of evidence-supported genes 25,949
No. of genes with introns 65
Mean gene length (bp) 928.6
Gene G+C content (%) 35.5
Gene density (bp) 2956
Mean length of intergenic 1165.4
regions (bp)
Intergenic G+C content (%) 28.8
Non—-protein-coding genes
Predicted tRNA genes 479
Predicted 5.8S, 18S, and ~250

28S rDNA units

Tabla 1.Sumario del genoma de T. vaginalis (Cariton y col., 2007).

1.3.4 Patogénesis

T. vaginalis al entrar en contacto con su célula blanco (VECs), utiliza
componentes especificos como son adhesinas y receptores, este contacto
desencadena la participacion de una serie de sefales como son: transformacion
morfologica del parasito de su forma ovoide a ameboide con la formacion de
filopodios y pseudopodios. Esta transformacion morfolégica es especifica hacia
células de origen cervical (Fig. 4). La adhesion del parasito hacia la célula blanco,
la cual juega un papel importante en la patogénesis del parasito y esta mediada
por adhesinas localizadas en la superficie del parasito (Lehker y col.,1991; Arroyo
y col, 1993; Moreno y col., 2005). Se requiere de la actividad de cistein
proteinasas que se localizan en la superficie del parasito (Arroyo y Alderete, 1989;
1995; Mendoza-Loépez y col., 2000). Por otra parte se ha propuesto que este

parasito puede llevar a cabo quimiotaxis, la cual también podria jugar un papel
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importante en la adhesion ya que esta podria ser utilizada para el reclutamiento de
parasitos hacia el sitio inicial de contacto. La interacciéon entre parasitos es muy
estrecha (Arroyo y col., 1993).

FIG. 4. Se muestra los cambios morfolégicos de Trichomonas vaginalis., A) T. vaginalis adherida a la
superficie del epitelio con formacién de pseudopodos. B) T. vaginales antes de entrar en contacto con el epitelio
con morfologia ovoide. (http://www3.niaid.nih.gov/news/newsreleases/2007/TvaginalisParasite_photo.htm)

1.3.5. Citoadherencia.

T. vaginalis es capaz de atravesar el moco vaginal para adherirse a la
mucosa vaginal mediante citoadherencia y esto es necesario para colonizar e
infectar a las células blanco. Este evento desencadena una cascada de
sefalizacion que incluye adherencia especifica a células epiteliales por las que
tiene una alta especificidad (Lehker y col., 1991; Arroyo y col., 1993).

11



La adhesion juega un papel central en la patogénesis de este parasito.
Hasta ahora se han descrito cinco adhesinas estas se han nombrado segun su
peso molecular: 65 kDa (AP65), 51 kDa (AP51), 33 kDa (AP33), 23 kDa (AP23),
recientemente fue descrita la adhesina de 120 kDa (AP120). Cada una de estas
adhesinas actian sobre receptores especificos. Mediante inmunofluorescencia se
sabe que se encuentran localizadas en la membrana del parasito y que son
indispensables para la unién célula-célula (Lehker y col., 1991; Alderete y col.,
2000; Garcia y col., 2003; Moreno-Brito y col., 2005).

En muestras de biopsias vaginales de pacientes infectadas se encontr6 que
el parasito al entrar en contacto con células epiteliales se transforma a su forma
ameboide y forma uniones llamadas interdigitaciones entre la membrana
plasmatica del parasito y pequefias proyecciones de la superficie del epitelio
(Rasmussen y col., 1986; Arroyo y col., 1993; Honingber y col., 1993). Esta
adherencia es llevada a cabo por las adhesinas y la regulacién por hierro de estas
moléculas es necesaria para la sobrevivencia del parasito, la cual provee la
propiedad de adaptacion a cambios durante el ciclo menstrual, en bajas
concentraciones de hierro se tiene menor sintesis de adhesinas, por lo que el
parasito es menos adhesivo y migra a sitios ricos de este cation, mientras que en
altas concentraciones de hierro el parasito se vuelve mas adhesivo (Lehker y col.,
1991). Las adhesinas interacttan con las células del hospedero via
ligando-receptor, de esta manera se sabe que existe una relacién entre la
expresion de superficie de las adhesinas y los niveles de citoadherencia (Alderete
y Garza., 1988; Arroyo y col., 1992). Estudios realizados mediante genes
antisentido han confirmado la importancia de estas moléculas, en la adhesién a
pesar de poseer homologia a enzimas metabolicas del hidrogenosoma (Moreno-
Brito, 2005), demostrando que las adhesinas AP65 y AP33 participan en la
adherencia a VECs (Mundodi y col., 2004; 2007). La familia de genes de
adhesinas es coordinada por una regulacion de hierro ya que la sintesis de estas
proteinas se ve favorecida en presencia de este cation (Lehker y col., 1991;
Mundodi y col., 2006).
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1.3.6 Citotoxicidad.

T. vaginalis posee altos niveles de actividad proteolitica, en la cual estan
involucradas las cistein proteinasas (CPs) identificadas como factores de
virulencia (Arroyo y Alderete., 1989). La sintesis y la actividad de las proteinasas
de T. vaginalis pueden ser controladas por factores ambientales tales como:
hierro, pH, capacidad de 6xido-reduccion y la relativa sensibilidad de su actividad
a inhibidores como: N-a-p-tosil-L-lisina cloro-métil-cetona (TLCK), leupeptina, anti
papaina, etc (Coombs y North., 1983; Alderete y Garza., 1985).

Las cisteinas proteinasas (CPs) son endopeptidasas que se caracterizan
por contener una cisteina en su sitio activo. Estas peptidasas son conservadas a
lo largo de la escala evolutiva. Por electroforesis de doble dimensién (2D) se ha
evidenciado en T. vaginalis la presencia de 23 diferentes CPs, algunas de las
cuales estan involucradas en diferentes propiedades de virulencia de este parasito
como: citotoxicidad, adhesiéon, hemolisis y evasion de la respuesta inmune
(Krieger y col., 1983; Provenzano y Alderete., 1995; Alvarez-Sanchez y col., 2000;
Mendoza-Lépez y col., 2000; Hernandez-Gutierrez y col., 2003).

La CP de 30 kDa (CP 30) involucrada en adhesion, es capaz de unirse a
células del hospedero, se encuentra en la superficie del parasito participando en
citoadherencia, su localizacion en citoplasma sugiere una variaciéon fenotipica
dependiente del crecimiento, la fase celular del parasito, regulacion
medioambiental y el tipo de aislado, esta proteasa actua en un rango de pH de 5.5
a 7.0, estos rangos de pH han sido detectados en la vagina de pacientes con
trichomonosis. CP30 es capaz de degradar diferentes proteinas como:
hemoglobina, fibronectina y colageno IV (Mendoza-Lépez y col., 2000).

La CP de 39 kDa (CP39), se ha encontrado en secreciones vaginales de
pacientes infectadas con trichomonosis, siendo una molécula involucrada en la
citotoxicidad a VECs y células Hela. Dicha proteasa es capaz de degradar
diversos sustratos como colageno |, Ill, IVy V, fibronectina, hemoglobina humana
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e inmunoglobulinas Ay G. Esta proteasa actia en un amplio rango de pH, de 3.6 a
9.0 con un pH 6ptimo de 7.0. Mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta
se le ha detectado en la superficie del parasito (Hernandez y col., 2003).

La CP de 65 kDa (CP65) también participa en la citotoxicidad (Alvarez-
Sanchez y col., 2000), se encuentra localizada en la superficie del parasito,
degrada colagena IV y fibronectina, pero no laminina o hemoglobina, es
inmunogénica en pacientes con trichomonosis y se ha demostrado mediante
ensayos de citotoxicidad que CP65 es capaz de unirse a la superficie del epitelio
cervical y participar en el proceso de dafio a la célula blanco. Actiia en un amplio
rango de pH, de 4.5 a 7.0, siendo el pH de 5.5 6ptimo para su actividad, esta
proteasa es termoestable (Alvarez-Sanchez y col., 2000), altas concentraciones
de hierro in vitro (Alvarez-Sanchez y col., 2007) y bajas concentraciones de
poliaminas reducen su actividad proteolitica, el transcrito, localizacion y la
citotoxicidad de CP65 (Alvarez- Sanchez y col., 2008).

1.3.7 Regulacién por hierro

T. vaginalis utiliza el hierro como un regulador de la expresion de diversas
moléculas como por ejemplo, regula positivamente la sintesis de las adhesinas, la
cual se incrementa en presencia de altas concentraciones de este cation. El hierro
también regula la tasa de crecimiento del parasito y su multiplicaciéon (Lehker y
col., 1991; Arroyo y col., 1992).

En altas concentraciones de hierro aumenta la expresion de las enzimas
hidrogenosomales como son: la ferredoxina, la succinil CoA sintetasa, de la PFOR
(Yong y col., 2006). Por otra parte este cation, esta involucrado en la modulacién
de localizacién de la proteina P270 del virus de doble cadena de RNA que infecta
a T. vaginalis, esta proteina es altamente inmunogénica en pacientes infectadas
con este parasito (Dailey y Alderete., 1991).

Existen otras proteinas reguladas negativamente por hierro como es la
cistein proteinasa 4 (TVCP4), su regulacion es a nivel postranscripcional, el

mecanismo sugerido es que proteinas tipo IRP son capaces de unirse a una
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estructura tipo IRE localizada en el extremo 5° del RNAm del gen tvcp4 a través de
un sistema IRE/IRP bloqueando la traduccién, mientras que en altas
concentraciones de hierro, la proteina tipo IRP no interacciona con el IRE,
permitiéndose la traduccion del transcrito, mecanismo similar al que ocurre con el
gen de la ferritina humana (Solano-Gonzales y col., 2007).

El elemento promotor de respuesta a hierro contiene elementos que
promueven la respuesta a la presencia del hierro, los cuales se caracterizan por
tener la secuencia consenso TAACGATAT y secuencias ricas en “T” como las
siguientes secuencias: ATTTTT, ATTATT. Estas secuencias se encuentran en el
9" UTR del gen ap65-1, aunque no se ha encontrado en otros genes que estan
regulados por hierro (Tsai y col, 2002).

Por otra parte, se reporté que el gen tv44 es regulado por hierro, tv44
codifica para una proteina de superficie llamada TV44. Esta proteina es regulada
positvamente en su expresion y localizacion, en presencia de hierro y
negativamente durante el contacto con las células VECs, sugiriéndose que es
regulada por al menos dos mecanismos independientes, los cuales no han sido
bien establecidos (Mundodi y col., 2006).

Otra molécula regulada por hierro es la CP65, la actividad proteolitica, el
trascrito, localizacion de esta proteinasa se encuentra disminuida en presencia de
hierro, lo cual afecta negativamente los niveles de citotoxicidad del parasito y su
regulacion es negativa (Alvarez Sanchez y col., 2007).

1.3.8 Regulacion por poliaminas.
Recientemente se ha propuesto que T. vaginalis presenta otro tipo de
regulacion la cual esta mediada por las poliaminas, esto fue descrito en las cuatro

adhesinas (Garcia y col., 2005) y recientemente en el gen tvcp65 (Alvarez-
Sanchez y col., 2008).
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1.4 Antecedentes de las Poliaminas.

El descubrimiento inicial de las poliaminas fue en 1678 donde Antonie van
Leeuwenhoek aislé algunos cristales provenientes de semen humano; sin
embargo no fue hasta 1924 que la formula empirica de los cristales fue descrita
en los siguientes afos posteriores a la sintesis del producto; los nombres que se
dieron a dos de las poliaminas fueron basado en el descubrimiento original
‘espermidina y espermina”. Por otra parte, la putrescina (1,4-diaminobutano) fue
aislada de Vibrio cholerae, su nombre deriva de una gran cantidad de carne en
putrefaccion. Hasta hoy las poliaminas estan consideradas como reguladores
criticos del crecimiento celular, diferenciacion y muerte celular (Tabor y col., 1985;
Wallace y col., 2003).

Las poliaminas son compuestos que estan presentes en todos los
organismos y han estado implicados en una gran variedad de reacciones
biolégicas, son conocidos como abundantes cationes pequefios los cuales se
unen a los acidos nucleicos para influir en la transcripcion y la traduccion (Tabor y
col., 1985; Pegg y col., 1988; Schuber y col., 1989). Las poliaminas mas comunes
son putrescina y espermidina; la espermina también esta presente, pero no en
todos los materiales biolégicos. Hasta ahora se sabe que las poliaminas son
esenciales para el crecimiento normal y tiene papeles fisiolégicos importantes
(Fig. 5) (Yarlet y col., 2000).

1. Putrescine H;N AAN~NH, Me Me
9. 1,1-Dimethyl spermidine HoN P NHAA NH,
2. Spermidine HN AANHAAANS NH, o Mo
10. 3,3-Dimethyl idi H,N NHAA~ NH
3. Spermine HaN AANH A NHAA N, W 2 8
Me Me

4. 1-Aminooxy-3-amino HaN -~ ON~~ NH, 11. 5,5-Dimethyl spermidine HaN A NHISA NH,
propane  (AOAP)

5. 1-(3-Aminopropyl)-4- HN AN N%v NH, 12. Caldine HaN S NHAANNH,
aminomethyipiperidine

6. N-(3-Aminopropyi)-1,4- HaN ASANHA="NH, 13. N-(3-Aminopropytl) HaN A NHAAANNH,
diamino-cis-but-2-ene cadaverine

7. N-(3-Aminopropyl)-1,4-  HN AANHAIA NH, 14. 1,8-Diaminooctane HoN AAAAS NH,
diamino-trans-but-2-ene

8. N-(3-Aminopropyi)-1,4-  HaN ~NHAZ NH, 15. 1,7-Diaminoheptane HaN A~~~ NH,
diamino-but-2-yne

FIG. 5. Estructuras quimicas de las poliaminas, mostrando a Putrescina, Espermidina y Espermina como las tres
mas importantes (Park y col., 1997).
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1.4.1 Generalidades de poliaminas.

Estudios realizados en mutantes de Sacharomyces cereviciae indican que
la sintesis de poliaminas se realiza durante el crecimiento o debido a estimulos de
proliferacion, los cuales aumentan su biosintesis, apoyando el concepto de que
las poliaminas son esenciales para procesos normales de crecimiento
(Chattopadhyay y col., 2003).

A pH fisiolégico, las poliaminas tienen cargas positivas sobre cada atomo
de nitrégeno lo cual ha sugerido que las poliaminas son simplemente “super
cationes”, equivalentes a una o dos moléculas de calcio o magnesio. Sin embargo
las cargas de las poliaminas estan distribuidas a lo largo de la cadena de
carbonos, haciéndolos Unicos y distintos ya que no tiene puntos de carga
localizados. Estas cargas positivas permiten interactuar a las poliaminas
electrostaticamente con macromoléculas polianiénicas dentro de la célula. A pH
fisiologico, los grupos amino estan protonados, la putrescina es divalente, la
espermidina es trivalente y la espermina es tetravalente (Tabor y col., 1985).

Mediante ensayos de fotoafinidad se ha propuesto que la espermidina y la
espermina, debido a su carga electrostatica son capaces de formar un puente en
el surco mayor o menor del DNA, actuando como abrazadera que une dos
diferentes moléculas o dos partes distales de moléculas iguales. El estudio de sus
estructuras indica que interactGan con moléculas individuales o multiples de DNA.
Selectivamente, las poliaminas se unen a estructuras secundarias de DNA, esto
ha sido sugerido mediante estudios de cristalografia con poliaminas teniendo
preferencia por residuos de pirimidina, particularmente timidina, pudiendo
interaccionar con nucleétidos vecinos y con estructuras secundarias. Analogos de
poliaminas los cuales son bis (etil) homoespermina han demostrado que puede
alterar la interaccién DNA - matriz nuclear, sugiriendo que no solo las poliaminas
pueden alterar la estructura de DNA sino también su funcién. En el nucleosoma,
la ausencia de poliaminas resulta en un desenrrollamiento parcial de DNA,
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mostrando secuencias potenciales de union para factores reguladores de la
transcripcion (Tabor y col., 1985).

Ademas de interaccionar con el DNA y el RNA, las poliaminas también
interactian con los acidos fosfolipidicos en las membranas. La espermidina y la
espermina aumentan la rigidez de la membrana formando complejos con los
fosfolipidos y las proteinas, mediante interacciones electrostaticas de poliaminas
policatiénicas con componentes aniénicos naturales de las membranas y con los
fosfolipidos cargados negativamente mediante sistemas artificiales cabeza — cola.
Mediante este mecanismo se espera reducir las fuerzas repulsivas de los
componentes de membranas cargados negativamente y las particulas de
membranas (que conducen a la agregacion) sin afectar los factores cohesivos
como son las fuerzas de Van Der Waals (Schuber., 1989).

Por otra parte ha sido propuesto que las poliaminas pueden tomar parte en
el mecanismo contra el dafio oxidativo causado por el Fe?’Fe** (Pegg y col.,
1988).

1.4.2 Metabolismo de poliaminas.

En células eucaridticas, las tres poliaminas se sintetizan a partir de
L-arginina (via L-ornitina) y L-metionina por una serie de seis reacciones
enzimaticas interdependientes (Wallace y col., 2003).

La putrescina se forma a partir de Ornitina por la enzima ornitina
descarboxilasa (ODC), para la formacion de putrescina la cual dona los grupos
aminopropil por la accion de la enzima S-adenosil metionina descarboxilasa
(dcSAM) la cual es formada a partir de S-adenosil metionina (SAMDC) para la
produccion de espermidina via espermidina sintasa y espermina con una segunda
reaccion del aminopropiltransferasa por espermina sintasa (Wallace y col., 2003).

Las sintasas son enzimas estables que se expresan constitutivamente,
ambas enzimas son activadas como homodimeros: la espermidina sintasa tiene
una masa molecular de 36 kDa, mientras que la espermina sintasa consiste en
dos subunidades de 44 kDa. Por el contrario las descarboxilasas, se regulan por la
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disponibilidad de su sustrato, el valor de Km valora la semejanza de la
concentracion en tejidos para dcSAM y putrescina o espermidina (Wallace y col.,
2003).

La enzima espermidina/ espermina N'-acetiltransferasa (SSAT) es la primer
enzima que participa en el proceso de retroconversion de espermina en
espermidina, formando como productos intermediarios a N-acetil espermina y N-
acetilesrpermidina, los derivados de N ' — acetil son preferidos como sustratos de
poliamina oxidasa (PAO) dependientes de FAD para producir espermina y
putrescina respectivamente. Los productos intermediarios del catabolismo de
poliaminas, han sido encontrados raramente en células normales (Wallace y col.,
2003), por el contrario estos productos han sido encontradas en altas
concentraciones en células cancerosas. La oxidaciéon de las poliaminas acetiladas
da como resultado la produccion de cantidades de 3 acetamidopropanol y H,0;,
ambos son toxicos para las células ocasionando su muerte (Wallace y col., 2003).

1.4.3. Regulacion de poliaminas.

Las poliaminas contenidas en las células son reguladas en su biosintesis,
degradacion, ingestion y excrecion (Yarlett y col., 2000).

La ingestion y la biosintesis de poliaminas son estimuladas durante la
respuesta celular a un estimulo proliferativo. Por otra parte cuando el contenido de
poliaminas aumenta hay induccién de un sistema de degradacién de poliaminas.
La ingestion y sintesis son negativamente reguladas por la antienzima, la cual
acelera la degradacion de la ornitina descarboxilasa (Fig. 6) (Yarlet y col., 2000;
Wallace y col., 2003).
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FIG. 6. El papel de la antienzima y la ODC en el metabolismo de las poliaminas. El dimero ODC cataliza la
produccién de putrescina, la cual es convertida en altas concentraciones de poliaminas. La antienzima es
sintetizada via traduccién del mRNA fusionando ORF1 y ORF2 por la estimulacioén de las poliaminas. La antienzima
(AZ) puede unirse a la ODC la cual es degradada por el proteosoma (Wallace y col., 2003).

1.4.4 Interaccion de poliaminas con macromoléculas.

Para entender el efecto de unién de las poliaminas al RNA, DNA, nucleétido
trifosfato (ATP) y otras sustancias acidas, se llevaron a cabo estudios en sistemas
celulares, usando concentraciones de poliaminas con varias condiciones ionicas.
Los sistemas utilizados fueron: linfocitos bovinos, higado de rata y E. coli
encontrandose que las poliaminas se unen a macromoléculas (DNA, RNA,
fosfolipidos) y ATP; observando que en linfocitos existe una unién mayor de
poliaminas formando complejos con el RNA cuando se comparan con las células
de higado. En E. coli se ve una mayor union con putrescina y no se observa union
con espermina y espermidina. Estos resultados sugieren que la mayor parte de la
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funcién celular de las poliaminas puede ser mediante cambios estructurales del
RNA (Wallace y col., 2003; Tabor y col., 2003).

Al cambiar las estructuras de RNA, el efecto de las poliaminas en la sintesis
de proteinas fue analizada, encontrando que las poliaminas tienen un efecto
estimulante y pueden incrementar la tasa maxima de sintesis proteica en
concentraciones 6ptimas de Mg®*. Estos datos sugieren que los cambios
estructurales de RNA causados por las poliaminas son diferentes a las causadas
por el Mg?* ademas de influir en el ensamble de la subunidad ribosomal 30S
(RNAr) y en la formacion del tRNA de Met. De esta manera, las poliaminas pueden
participar en varios estados de la sintesis de proteina a nivel de las estructuras
secundarias de RNAm, RNAt y RNAr (Park y col., 1997; Tabor y col., 2003).

1.4.5 Mecanismos de regulacion mediados por poliaminas.

Las poliaminas regulan procesos importantes en la célula, como son
diferenciacion, division y apoptosis. El papel exacto de las poliaminas en la
regulacion de la proliferacién no ha sido bien entendido. Recientemente se ha
mostrado que las poliaminas son necesarias para la expresion del gen c-myc,
sobre su transcripcion ya que en presencia de el inhibidor de la ODC el 2-
difluorometil ornitina (DFMO), la expresion de este gen se ve disminuida en el
90%, aunque el mecanismo por el cual ocurre es desconocido, se ha propuesto
que la presencia de las poliaminas durante el inici6 de la transcripcion y durante la
elongacion del RNAm de este gen es necesaria (Celano y col., 1989). Por otra
parte la proteina p21Cip1 se ha caracterizado por ser una CDK, actuando por
asociacion a las ciclinas y también como un factor de transcripcion, necesario para
el control del ciclo celular, el gen p21cip1 se encuentra regulado negativamente
por poliaminas a través de la expresion del gen c-myc, a bajas concentraciones de
poliaminas la expresién del gen c-myc disminuye y la expresion del gen p271cip1
aumenta (Liu y col., 2006).

Por otra parte se han relacionado a las poliaminas con el crecimiento
rapido de tumores, especialmente en el desarrollo de cancer mamario. Para

21



entender el mecanismo de como los estrébgenos se involucran en el cancer
mamario, es relevante conocer el mecanismo de regulacion de estas moléculas,
por lo que se ha sugerido que existe una interaccion entre las poliaminas y los
estrégenos, demostrando que la espermina facilita la unién del los estrégenos al
receptor de estrogenos (ER), mediante la unién de la espermidina a secuencias
en el DNA y conocidas como elementos de respuesta a estrégenos (ERE) de esta
manera se incrementa las concentraciones de poliaminas, sugiriendo un posible
mecanismo de alteracion mediado por poliaminas en la interaccion de ER con las
secuencias consenso ERE (Huang y col., 2006).

Recientemente se reportd una regulacion mediada por poliaminas en el gen
de la ciclooxigenasa-2 (cox-2) en cancer de colon de humano. En este estudio se
demostré que el gen cox-2 contiene una secuencia consenso localizada en el
extremo 3'UTR del RNAm de este gen, el cual es un elemento de respuesta a la
proteina elF-5A (EREs), al unirse la proteina elF-5A al EREs en el extremo 3'UTR
es capaz de estabilizar la estructura del RNAm aumentando la expresion de este
gen (Fig. 8) (Taylory col., 2002).
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FIG. 7. elF-5A hipusinada es capaz de unirse a las secuencias EREs en el extremo 3°UTR de los RNAm del gen cox2
(Taylor y col., 2002).

14.6 Poliaminas en Trichomonas vaginalis.

T. vaginalis es incapaz de sintetizar espermina de novo por lo cual obtiene
esta molécula de su hospedero mediante un sistema antiporte acoplada a la
secrecion de dos moléculas de putrescina por cada molécula de espermina. T.
vaginalis sintetiza ornitina por la via de la arginina hidrolasa que conduce a la
produccion de ATP via carbamato cinasa. La putrescina sintetizada por la enzima
ornitina descarboxilasa (ODC) se encuentra presente en gran cantidad en las
secreciones de pacientes con trichomonosis. En personas sanas, la cantidad de
putrescina y otras diaminas en secreciones vaginalis no fueron detectables
sugiriendo que el parasito produce putrescina durante la infeccion (Yarlett y col.,
2000).
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La espermina es convertida a espermidina dentro de los hidrogenosomas,
via: espermina N'-acetitransferasa (SSAT)/poliamina oxidasa. La SSAT cataliza la
transferencia de un grupo acetil de la aceti-CoA a un nitrégeno aminopropil
terminal de la espermina o formaciéon de espermidina N'-acetil espermina o N'-
acetil espermidina, respectivamente, los cuales son metabolizados de espermidina

y putrescina por la accién de una poliamina oxidasa (Fig. 8) (Yarlett y col., 2000).

ATP + HCO3 + NH}
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FIG. 8. Metabolismo de poliaminas en T. vaginalis. 1. Arginina deaminasa; 2, omnitina catabolica
carbamiltransferasa, 3, carbamato cinasa; 4, ornitina descarboxilasa; 5, Putrescina:esoermina antiporte; 6, SSAT; 7,
poliamina oxidasa. Dos putrescinas son requeridas para el antiporte con una espermina para el balance de
transferencia de cargas.

La inhibicion de ODC mediante el inhibidor reversible 1-4 diamino butano
(DAB) conduce a la reduccion significativa de niveles de putrescina y ODC,
observando un efecto citostatico, el cual puede ser reversible al adicionar
putrescina exégena, restaurando asi el transporte antiporte, sin afectar la
integridad de los hidrogenosomas (Garcia y col., 2005).

Las poliaminas modulan la adquisicion de hierro en células de mamiferos,

mediante la formacion de complejo poliaminas-hierro incorporado a la via de

sistema de transporte de poliaminas. Se ha observado que la adicion de
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espermina y espermidina a un medio depletado de hierro con DAB, no restaura el
crecimiento celular. Contrariamente, al arrestar el crecimiento con DAB en un
medio con hierro incrementa la cantidad de adhesinas, sugiriendo que la
transcripcion y traduccion de los genes de adhesinas per se no requieren del
metabolismo de las poliaminas para se expresion y el crecimiento de T. vaginalis
(Garcia y col., 2005).

Recientemente fue descrito que las poliaminas regulan la expresion del
transcrito del gen tvcp65, esto fue sugerido usando DAB. En presencia de este
inhibidor disminuyen los niveles de citotoxicidad que corresponde con la
disminucién en la actividad proteolitica de la CP65, la expresion del RNAm de
tvep65, la cantidad de proteina CP65 asi como en su localizacién. La actividad
proteolitica se recuperé con la adicion de putrescina exégena asi como la
expresion del transcrito fvcp65 y la localizacion de la CP65 (Alvarez-Sanchez y
col., 2008).

1.5. Transcripcion en Trichomonas vaginalis.

Es conocido que la transcripcion en eucariontes se lleva a cabo por tres
distintas polimerasas dependientes de DNA. La RNA polimerasa | responsable de
la transcripcion de los RNAr, la RNA polimerasa Il que transcribe genes que
codifican proteinas y la RNA polimerasa Il que transcribe los RNAt y genes de
pequefios RNAr como el 5s (Liston y Johnson., 1998; Torres y col., 2006). Las
polimerasas se distinguen por su sensibilidad a alfa-amanitina (toxina flngica),
mediante la cual se ha podido sugerir que T. vaginalis contiene una RNA
polimerasa Il inusual, la cual se ha identificado por ser resistente a alfa-amanitina
en un 50%, sugiriendo que solo esta es responsable de la transcripcion en este
parasito (Quon y col., 1996; Liston y Johnson., 1998). Recientemente se ha
descrito la presencia del RNAr 5s en T. vaginalis, el cual es transcrita por la RNA
polimerasa |l en el parasito, su papel en el parasito no ha sido bien esclarecido sin
embargo se cree que pueda estar actuando en la fidelidad de la traduccion (Torres
y col., 2006).
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Los RNAm de T. vaginalis contienen “cap” lo cual refuerza la idea de la
existencia de la polimerasa |l. Esta polimerasa requiere que los RNAm tengan

“cap” en el extremo 5 para iniciar la transcripciéon (Arroyo 2000).

1.5.1Traduccion en Trichomonas vaginalis.

El mecanismo de traduccion es universal, ya que los RNAs ribosomales son
altamente conservados en estructuras primarias y secundarias en todos los
organismos. La Gnica excepcion aparece en los factores iniciales de la traduccion,
algunos son funcionalmente similares en todos los organismos. En eucariontes el
complejo de iniciacion involucra un gran numero de factores proteicos, muchos de
ellos tienen multiples subunidades (Pestova y col., 2001).

La traducciéon de los RNAm a proteinas comienza después del ensamble

del RNAt iniciador (Met- tRNA), RNAm y la subunidad 40s separada del 60S. El
Met-tRNA se coloca en el sitio P del ribosoma en el codén de inicio. Este proceso
conduce a la formacion del ribosoma 80S, evento que consiste de varias etapas
las cuales son:
1)  Seleccion del tRNA iniciador de un “pool” de tRNAs de elongacion por el
factor de iniciacion elF2. Este factor juega un papel central en el inicio de la
transcripcion asociandose al Met-tRNA para formar el complejo elF2yGTP y Met-
tRNAi como un complejo tRNAr a la subunidad 40S. Finaimente elF-3 actia como
un factor anti asociacion de la subunidad y promueve la seleccion del Met-tRNA
iniciador. Posteriormente se forma el complejo de preiniciacion 43S, al unirse este
complejo al RNAm, ocurre instantaneamente, el factor elF4 escanea el RNAmM
para encontrar el codon de inicio, por un mecanismo que involucra el
reconocimiento del “cap” sobre el mMRNA por elF4E. Finalmente, elF5 es usado
para promover la hidrélisis de GTP para el complejo de preiniciacion, ademas de
estabilizar al Met tRNA y participar en la formacion del esqueleto peptidico, pero
no en su elongacion.
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El movimiento del RNAm limita el complejo ribosomal a la regién 5 no
traducida del sitio inicial al codon de inicio para formar el complejo de iniciacion
48S en donde el cododn de inicio son pares de bases que aparean con el anticodén
del tRNA (Pestova y col., 2001).

Se ha propuesto que la traduccion de los RNAm en T. vaginalis puede estar
regulado mediante elementos de respuesta a hierro (IREs), su estructura de tallo y
burbuja sugieren que actien como un mecanismo regulador postranscripcional,
como ocurre en el gen de la femtina, actuando como reclutadores de la
maquinaria traduccional (Tsai y col. 2002; Solano-Gonzales y col., 2007).

1.5.2 Modificaciones postraduccionales.

Todas las proteinas hidrogenosomales son codificados por preproteinas
con una secuencia lider de 5 a 15 aminoacidos, ausentes en las proteinas
maduras. Se ha postulado que esta secuencia se utilice para la translocacion de
las proteinas del citoplasma a los hidrogenosomas, posiblemente ayudados por
las proteinas de choque térmico Hsp10, Hsp60 y Hsp70, responsables del
plegamiento correcto de las proteinas localizadas en los hidrogenosomas (Lahti y
col., 1992).

Las principales modificaciones postraduccionales en T. vaginalis son: 1)
acetilacion y 2) glutaminacion pero no glicosilacion, llevandose acabo después del

ensamblaje de las estructuras proteicas (Arroyo, 2000).

2. elF-5A

2.1 Generalidades de la proteina elF-5A.

elF-5A es una proteina de 140 aminoacidos altamente conservada a traves

de los eucariontes desde arquebacterias hasta mamiferos pero no en eubacterias

(Kemper y col., 1976; Park y col.,, 2006). La proteina elF-5A fue aislada
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inicialmente de una fraccion ribosomal de reticulocitos de conejo mostrando un
estimulo para la sintesis de metionil-puromicina, indicando un papel en la
formacion del primer esqueleto peptidico, por lo que se sugiri6 y se ha
considerado como un factor de inicio de la traduccion (Kemper y col., 1976).

En todos los eucariontes elF-5A consta de 12 aminoacidos conservados,
rodeando la hipusina, estos aminoacidos son Ser-Thr-Ser-Lys-Thr-Gly-Hpu-His-
Gly-His-Ala-Lys, no observados en otras proteinas, sugiriendo un origen temprano
en la evolucién de los eucariontes (Kemper y col., 1976; Park y col., 2006; Zaneli;
2005). El aminoacido llamado hipusina (IN*(4-amino-2-hydroxybutyl)lysine]), fue
llamado “hipusina” basado en su estructura, que consiste de dos, hidroxiputrescina
y lisina (Kemper y col., 1976; Park y col., 2006). La modificacion postraduccional
llamada hipusinacién consta de dos reacciones enzimaticas las cuales convierten
al elF-5A precursor para la actividad biolégica de la proteina madura (Kemper y
col., 1976; Zaneli., 2005).

La conservacion en la secuencia es especifica a través del residuo de
hipusina, lo cual revela la importancia de esta modificacion en la proteina a traves
de la evolucién de los eucariontes. Esta observacion lleva a correlacionar la
sintesis de hipusina y el crecimiento celular sugiriendo un papel importante de la
hipusina en la proliferacién celular (Kemper y col., 1976; Park y col., 2006). Por
otra parte se han realizado modificaciones en un niumero de especies eucariontes
usando espermidina marcada, sugiriendo que la hipusina es producida solo en la
proteina elF-5A. Se ha observado gran relacion de la hipusina con el crecimiento
celular, sugiriendo que la hipusina juega un papel importante en la regulacion del
crecimiento celular y una posible participacion en el control de la sintesis de
proteinas (Taylor y col., 2002; Park y col., 2006).

Evidencias directas de la naturaleza esencial de elF-5A y de su
modificacion, deriva de estudios de la inactivacion del gen en Saccharomyces
cerevisiae. Esta interrupcion del gen elF-5A (TIF5A y TIF51B) o del gen de la
deoxihipusina sintasa dhs, produce un fenotipo mortal, indicando la importancia
de la modificacion deoxihipusina en la viabilidad celular de los eucariontes
(Schiner y col., 1991). La inhibicion de la actividad de la enzima deoxihipusina
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sintasa en células mamiferas causa arresto del ciclo celular, muerte celular o
diferenciacion tumoral (Schiner y col., 1991).
2.2 Antecedentes de la proteina elF-5A.

Un mecanismo por el cual las poliaminas pueden participar en la expresion
de los RNAm es mediante un gen dependiente de poliamina elF-5A. Este codifica
para una proteina Unica que tiene al aminoacido hipusina. Dicha proteina también
es conocida como dependiente de poliaminas (Schiner y col., 1991; Molitor y col.,
2004). Se ha comprobado que elF-5A maduro es capaz de unirse al RNA
especificamente a las secuencias AAAUGU o UAACCA de los RNAm. La
localizacion subcelular y la funcion de elF-5A ha ocasionado discusiones
controversiales en los pasados afos. Inicialmente se caracterizé a elF-5A como
un factor iniciador de la traduccion en levaduras, pero su decaimiento soélo
ocasiona una disminucion del 30% en la sintesis de proteina en su papel como
factor general de la iniciaciéon de la traduccién. Por lo que se propone que solo
participe en la traduccion de RNAm especiales (Schiner y col., 1991; Taylor y col.,
2002). Esta proteina elF-5A ha sido implicada en el transporte de RNAm vy es
capaz de unirse a elementos de respuesta putativos llamados EREs en el
extremo 3° UTR no traducido de los RNA, como se ha demostrado en el gen cox-2
(Taylor y col., 2002). También se ha propuesto que elF-5A funciona como una
exportador de proteinas de un subconjunto de RNAm relacionados con la
transicion del ciclo celular G1/S abriendo. Estos datos sugieren que elF-5A
puede ser operacional en el procesamiento posttraduccional de un subconjunto
especifico de RNAm involucrados con el ciclo celular (Chan y col., 2001) como
transcritos que codifican factores que son requeridos para la viabilidad celular y
proliferacion. Esta nocion fue soportada aun mas por el descubrimiento que elF-5A
actia como un cofactor del Virus de Inmunodeficiencia Adquirida tipo 1 (VIH-1)
como factor transportador de RNAm en humano (Schatz y col., 1998). Sin
embargo, resultados recientes en levaduras sugieren un papel de este factor de
elongacion en la traduccion mas que un factor de iniciacion de la misma (Kemper
y col., 1976).
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Experimentos de localizacion de la proteina elF-5A han sugerido que este
factor esta presente en el nucleo y citoplasma, se ha propuesto que entra al
nucleo mediante difusion pasiva (Jao y Chen., 2002), sin embargo esto se ha
puesto en duda ya que no en todos los organismos presenta la localizacién en
nucleo, pero si se le ha localizado en citoplasma en células mamiferas de ovocitos
de Xenopus (Shi., 1996).
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lll. Justificacion.

Las poliaminas regulan propiedades de virulencia en T. vaginalis como son
la adhesion y la citotoxicidad. La deplecién de poliaminas influye sobre la
actividad proteolitica y transcritos de la proteina CP65. elF-5A al ser un factor
dependiente de poliaminas, es capaz de unirse a secuencias cOnNsenso
putativas llamadas EREs sobre los RNAm. Se propone que la proteina TvelF-
5A en T. vaginalis podria actuar estabilizando al RNAm de CP65 estabilizando
al RNAm, mediante un mecanismo de regulacion a nivel postranscripcional.

IV. Hipotesis.

La identificacién y localizacion de la proteina TvelF-5A de T. vaginalis
ayudara a dilucidar el posible mecanismo de regulacion de las poliaminas sobre la
citotoxicidad de T. vaginalis.
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V. OBJETIVOS.

Objetivo General.

Identificacion y localizacion de la proteina TvelF-5A de Trichomonas vaginalis.

Objetivos particulares.

B 1.- Analizar in silico al gen TvelF-5A y la proteina TvelF-5A de T.
vaginalis.

B 2.- Analizar la expresion del gen TvelF-5A en presencia y ausencia de
poliaminas.

B 3.- Clonar y expresar al gen TvelF-5A de T. vaginalis.

B 4.- Inmunodeteccion e inmunolocalizacion TvelF-5A de T. vaginalis.
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VI. Estrategia experimental

VIl. MATERIALES Y METODOS.

1. Analisis in silico de la proteina TvelF-5A.

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas, se realizé una busqueda
del gen elF-5A en diferentes organismos, usando la base de datos Genbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). Las secuencias de nucleétidos fueron traducidos a
aminoacidos y se realizd6 un BLAST (http://www.expasy.ch/tools/blast/) con

parametros estandar y secuencias no redundantes, obteniendo un amplio grupo

de organismos como parasitos (Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii,
Leishmania major, Giardia lamblia), levaduras y hongos (Schizosaccharomyces
pombe, Gibberella zeae, Sacharomyces cerevisiae), mamiferos (Homo sapiens,
Mus musculus, Bos taurus). Con las secuencias de aminoacidos se realizd un
alineamiento multiple con el programa CLUSTALW
(http:/lwww.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) y se editd con el programa Boxshade
(/http://Iwww.ch.embnet.org/software/). Se obtuvieron dominios conservados de las
proteinas de los diversos organismos analizados, se tom6 una secuencia
consenso la cual se utiliz6é como sonda, para hacer la busqueda del gen tvelF-5A
en la base de datos TIGR (http://www.tigr.org/) dentro del genoma de T. vaginalis,

mediante un BLAST. Esta secuencia fue analizada en el NCBI BLAST, para la
basqueda de TvelF-5A hipotética en T. vaginalis.

Con la secuencia de aminoacidos de la proteina hipotética TvelF-5A de T.
vaginalis se hizo nuevamente un BLAST para corroborar la identidad de la
proteina y un alineamiento entre los grupos de organismos arriba mencionados
con el programa CLUSTALW y se edit6 con Boxshade. Con las secuencias de
aminoacidos de la proteina elF-5A, se realizd6 un analisis filogenético con el
programa MEGA 4.0 tomando como grupo externo a la proteina EFP de
Escherichia coli y Marimona sp. El arbol filogenético fue construido usando el
meétodo de neighbor-joining (NJ), con 1,000 replicas. Para el arbol filogenético del
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gen ribosomal 18s, se usé el programa GENE 1US, usando el método de kimura
con 100 replicas.

La secuencia de nucleétidos, fue analizada con un alineamiento usando el
programa CLUSTAL W y se edit6é con boxshade. Asi mismo, se buscéd el
ensamblado en la base de datos TIGR del genoma de T. vaginalis donde estan
localizados los genes tvelF-5A.

1.1 Contenido de G +C.

Para determinar el contenido de G+C de este gen, se realizé un analisis con
el programa de DNAsis. En este programa se introdujo la secuencia del gen
tvelF-5A reportado en la base de datos TIGR y fue analizada por el programa.

1.2 Regiones Reguladoras.

Con la secuencia del ensamblado obtenido de ambos genes, se analizd
posibles sitios Inr (Liston y Johnson., 1999). Se buscaron rio arriba del codén de
inicio de la traduccion (ATG). También se buscaron los probables sitios de corte y
poliadenilacion (AUU) hipotéticos en el extremo 3°'UTR (Espinosa y col., 2002).

Mediante el programa (Binding factors translate) fueron localizados
probables sitios de union de factores de traduccién en el extremo 5 rio arriba del
codén de inicio de la traduccion.

1.3 Disefio de iniciadores para la amplificacion del gen tvelF-5A.

Para el disefio de los iniciadores se tomo la secuencia del gen tvelF-5A
sentido y antisentido para los sitios de corte con las enzimas BamH! y Xhol, los
cuales fueron analizados con el programa nebcutter
(www.net/inteRNAtional/detailspanish).

La temperatura melting fueron analizadas con el programa “Melting
Temperature” (tm) Calculation (http://www.biophp.org/melting_temperature/.php) y
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para la prediccion de formacion de dimeros se us6 el programa “Sequence
Detection Software” (version 1.3) (Applied Biosystem).

2. Extraccion de DNA

Parasitos del aislado CNCD 147 de T. vaginalis se cultivaron en medio
TYM (trypticase-yeast extract-maltose) con 10% de suero de caballo (SC)
inactivado por calor (30 min / 56 °C) por 24 h / 37 °C para obtener parasitos en
fase logaritmica de crecimiento con un inoculo de 2 x 105, en botellas de cultivo de
25 cm? con 30 ml de TYM-SC. Para cultivos masivos se inocularon 8 x 10° o 35 x
10° tricomonas en botellas de cultivos de 75 cm? conteniendo 100 mi de TYM-SC,
considerando que su duplicacién es cada 6 horas se colocé el inoculé inicial.
Para la extraccion de DNAg se lavaron los parasitos 3 veces con PBS pH
7, centrifugando a 1800 rpm / 5 min. Los parasitos se contaron en una camara de
Neubauer para obtener la cantidad de 20 x 10° de parasitos, para la extraccion de
DNA se utiliz6 el Kit WIZARD GENOMIC (Quiagen): se adicionaron 600 pl de
solucién de lisis y se resuspendieron los parasito, posteriormente se adicionaron 3
ul de solucion RNAsa, se mezclé por inversion de 3 a 5 veces y se incubd la
mezcla 30 min / 37 °C, pasado el tiempo se dej6 enfriar a TA / 5 min, transcurrido
el tiempo se adicionaron 200ul de solucion de precipitacion de proteinas, se
vortexearon 20s e inmediatamente se colocaron las muestras en hielo por 5 min y
centrifugaron por 4 min / 14,000 rpm, se removi6 el sobrenadante que contenia el
DNA y se transfiri6 en un tubo de 1.5 ml limpio, posteriormente se agregd
isopropanol a temperatura ambiente y se invirti6 el tubo hasta la formacion de
DNA. Posteriormente, se centrifugd 5 min / 14,000 rpm, se decanté y agregd
etanol al 70%, se invirti6 por gravedad para lavar el DNA, se centrifugd por
1 min / 14,000 rpm/ T. A. El etanol se aspir6 con una pipeta pasteur, el tubo fue
invertido en papel absorbente limpio por 15 min. Luego se adicionaron 100 pl de
solucion rehidratante (agua libre de nucleasas) y se incubdé a 65 °C / 1 h. La
integridad del DNA se comprobé mediante una electroforesis en gel de agarosa al

0.8%, tefiido con bromuro de etidio.
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3.1 Lisados

20 x 10° parasitos se lavaron 5 veces con PBS pH 7.0, se centrifugd a 1800
rom / 5 min / 4 °C. Después se decantd el sobrenadante y a la pastilla se le
adicionaron 500 pl de PBS pH 8.0 y 50 pl DOC (deoxicolato de sodio) al 10%. Se
incubaron a 4 °C / 20 min. Posteriormente, se adicion6 450 ul de PBS pH 8.0 y
100 pl de colchén de sacarosa al 10%, en el fondo del tubo. Se centrifugaron a
14,000 rpm / 30 min / 4 °C. Se tomé 100 pl de lisado y se adicionaron 100 pl de
amortiguador de muestra 2X e incubaron por 30 min / 37 °C. Las muestras se
corrieron en un gel de poliacrilamida copolimerizado con gelatina al 2%. La
electroforesis se corrid a 100 V / 1 h. El gel de sustrato se lavé con Triton X-100 al
2.5% por 10 min y se activo con el amortiguador de acetatos 3 M pH 4.5, se
incubé a 37 °C / 18 h. El gel se tifi6 con azul de Coomassie por 10 min. Se
observo la actividad proteolitica como bandas claras con un fondo oscuro.

3.2 Ligandos

20 x 10° parasitos se lavaron 5 veces con PBS pH 7.0, se centrifugé a
1800 rpm / 5 min / 4 °C, posteriormente se decanté el sobrenadante y a la pastilla
se le adicionaron 450 pl de PBS pH 8.0 y DOC (deoxicolato) al 10% (recién
preparado). Se incub6 a 4 °C / 20 min. Posteriormente se adicion6 450 pl de PBS
pH 8.0 y se adicion6é 100 pl de colchén de sacarosa al 10%, hasta el fondo del
tubo y se centrifug6 a 14,000 rpm / 30 min / 4 °C.

Se tomaron aproximadamente 600 ul de cada lisado, el cual se puso a
interaccionar con 1 x 10° de células HelLa previamente fijadas, en agitacion lenta
por 18 h / 4 °C, pasado el tiempo de interaccion los ligandos fueron centrifugados
a 14,000 rpm / 5 min / 4 °C, las pastillas se lavaron 5 veces con PBS pH 8.0 / DOC
1%, centrifugando a 14,000 rpm / 5 min / 4 °C, se adicionaron 30 ul de
amortiguador de carga 1X en cada ligando y se incubaron 20 min / 37 °C, pasado
el tiempo de incubacion se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm / 5 min / 4 °C,

se corri6 un gel de poliacrilamida copolimerizado con gelatina al 2%. La
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electroforesis se corri6 a 100 V / 1 h. El gel de sustrato se lavé con Tritéon 2.5 %
por 10 min y se activé con en el amortiguador de acetatos 3 M pH 4.5 en
incubacién a 37 °C / 18 h. Se tifié con azul de Coomassie por 10 min. Se observé

la actividad proteolitica como bandas claras con fondo oscuro.

3.3 Extraccion de RNA total mediante la técnica Trizol.

A 20x10° parasitos se les adiciond6 1 ml de trizol, los tubos fueron
mezclados por inversion e incubados a TA / 10 min y 30 min / 4°C. Se adicionaron
200 pl de cloroformo, se mezcl6 por 15 s / T.A y se centrifugaron a 10,000 rpm /
4°C / 15 min. La fase acuosa fue recuperada y se le adicionaron 0.5 ml de
isopropanol por cada 1ml de trizol, se mezclaron e incubaron por 15 min/ T.A y se
centrifugaron a 10,000 rpm / 4°C / 15 min, posteriormente se descartd el
sobrenadante y se lavaron las pastillas 2 veces con etanol al 75% en agua DEPC,
se centrifugaron a 10,000 rpm / 5 min / 4 °C, se dejaron secar las pastillas a
temperatura ambiente. Al final la pastilla se resuspendié en 50 ul de agua DEPC.
La cuantificacion se realiz6 por espectrofotometria.

3.4 Sintesis de cDNA.

A 1 ug de RNA, se le adicion6 1 pl de oligo dT y agua DEPC cbp 12 yl, se
incub6 a 70 °C / 15 min. Después se colocé en hielo por 5 min y se adicionaron 4
ul de amortiguador 5X, 2 yl de dNTPs y 2 yl de DTT, se incubaron a 42 °C / 2 min.
Se coloc6é rapidamente en hielo y se adiciond la retrotranscriptasa reversa
(Superscrip Il Invitrogen), se incubé a 42 °C / 50 min, pasado el tiempo se inactivo
la enzima retrotranscriptasa reversa a 70 °C / 10 min. Se cuantificé el cDNA por
espectrofotometria.

37



3.5 Amplificacion por PCR de tvelF-5A de Trichomonas vaginalis.

Para la amplificacion del gen elF-5A se disefiaron los oligonucleétidos
basados en la secuencia de nucleétidos del gen elF-5A reportado en la base de
datos TIGR. Se les adicion6 en los extremos 3" y 5° los sitios de corte para las
enzimas BamHlI y Xhol. Los iniciadores sentido y antisentido son los siguientes: 5°-
CC GGA TCC ATG TCT TCA GCT GAAGAAGA -3y 5-CC AAG CTT TTA
GTT TGT GGA CTT CTT GC - 3°. Para llevar a cabo la reaccion de PCR, se
utilizé6 10 pmol de los iniciadores sentido y antisentido, amortiguador PCR 1X,
dNTP [0.2 pM], MgCl; [1.5 uM], 50 ng de DNAg, Taq polimerasa [1Unidad]
(Invitrogen), cbp 50 pl de agua inyectable.

Se sigui6 el siguiente programa
94 °C 2 min 1 ciclo

94 °C 1 min

46°C 1 min | 25 ciclos

72 °C 30 seg

72°C 7 min 1 ciclo

Para la amplificacion del gen de S-tubulina, utilizado como control de carga
en las diferentes condiciones en presencia y ausencia de las poliaminas, se
utilizaron los siguientes iniciadores:

BTUB9 (5'-CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT-3)
BTUB2 (5"-GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT-3’) (Ledn-Sicairos y col., 2004).

Para la realizacion de la reaccion de PCR, se utilizé 10 pmol de los iniciadores
sentido y antisentido, Amortiguador PCR 1X, dNTP [0.2 pM], MgCl; [1.5 pM],
50 ng de DNAg, Taq polimerasa [1Unidad] (Invitrogen), cbp 50 pl de agua

inyectable.
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El programa de ciclaje que se sigui6 fue:

94 °C 2 min 1 ciclo
94 °C 1 min

48°C 1 min 30 ciclos
72°C 30 se

72°C 7 min 1 ciclo

Cada una de las reacciones de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%,
tefiido con bromuro de etidio. Se realizé una densitometria utilizando el programa
Quantity one (Bio Rad).

3.6 qPCR cuantitativo por Tiempo Real

Para la realizacion de PCR cuantitativo por tiempo real, se analiz6 la
intensidad de las bandas de los productos de RT-PCR por densitometria del gen
control p-tubulina y tvelF-5A utilizando el programa Quantity one (Bio Rad), se
obtuvo el niumero de copias / pl, con este se realizaron diluciones de 1x10'® hasta
1x10? para la curva estandar. Posteriormente, se cargo 1 pl de cada una de las
diluciones por ftriplicado asi como 1 ul del cDNA también por triplicado, en las
placas de 80 pozos. Analizado por el Software Detection Sequences (version 1.3)
(Applied Biosystem).

Para el control de g-tubulina se realiz6 la siguiente reaccion:
12.5 pl de SYBER green (Invitrogen)

1 yL de oligonucleétido BTUB 9

1 pl de oligonucleétido BTUB2

9.5 pl de agua DEPC
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El programa de ciclaje que se sigui6 fue:

90°C 15 min 1 ciclo
95°C 30s

48°C 30s 40 ciclos
72°C 30s

Para realizar PCR tiempo real del gen tvelF-5A se disefiaron los iniciadores,
utilizando el programa Sequence Detection Software (version 1.3) (Applied
Biosystem), los cuales se muestran a continuacion:

Sentido
5 TTTGTTGACCGTTCCGATTATG 3" tm 58

Antisentido

5" TTGCCCTCTGGTGGAAGATC 3° tm 59

Para el gen tvelF-5A se utiliz6 la siguiente reaccion:
12.5 pl de SYBER green (Invitrogen)

1 pl de oligonuclettido TRSelF-5A

1 pl de oligonucleétido TRASelF-5A

9.5 pl de agua DEPC

Programa de ciclaje que se sigui6 fue:

90°C 15 min 1 ciclo
95°C 30s

58°C 30s 40 ciclos
72°C 30s

Se realizé el analisis de los datos en programa Excel. Los valores obtenidos

del gen tvelF-5A fueron normalizados con los valores del gen de S-tubulina.
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4. Clonacion en PCR 2.1 TOPO Cloning (Invitrogen).

Para la clonacién en el vector PCR 2.1 TOPO Cloning (Invitrogen), se
tomaron 4 pl de la reaccién de PCR, 1 pl del vector, 0.5 ul de H;O, 1 ul de sales
(que contiene Mg 2*) contenidas en el kit del vector y la mezcla se incubd por
5 min / T.A. Posteriormente se transformaron células DH5a (E. coli TOP 10) con
4 yl de la mezcla de ligacion, se incubé por 30 min en hielo, posteriormente se les
dio un choque térmico (42°C / 30 s), inmediatamente se pasaron a hielo, después
se agregaron 250 yl de medio SOC y se incubaron en agitacién a 200 rpm / 37 °C
/ 1 h. Enseguida 100 pl de células transformadas se plaquearon en cajas con
medio LB + ampicilina (100 mg / ml), se incubaron a 37°C / 18 h. Como control se
realizé la transformacion sin el producto de PCR.

4.1 Miniprep por lisis alcalina.

Se crecieron colonias en 5 ml de medio LB-ampicilina posteriormente se
incubaron a 37 °C / 200 rpm / O.N. Brevemente, la extraccion del DNA plasmidico
del cultivo de bacterias (miniprep):

Se realiz6 el empastillado por centrifugacion a 15,000 rpm / 2 min,
posteriormente se decant6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 100
de la solucion | fria, se agitd hasta resuspender la pastilla. Enseguida, se
agregaron 200 pl de la solucion |l recién preparada y se mezclé suavemente por
inversion, después se agregd 150 pl de solucion i fria, se invirtié y se incub6 en
hielo durante 5 min, pasado el tiempo se centrifugd a 15,000 rpm / 5 min / 4°C. El
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se agreg6 un volumen 1:1 de fenol:
cloroformo, se agité y centrifugd como el paso anterior. La fraccion soluble se
transfirié a un tubo limpio, se agregaron 2 volimenes de etanol al 100% frio se
precipité por 2 h / 20 °C, se centrifugé a 15,000 rpm / 20 min / 4 °C. La pastilla
obtenida se lavé 3 veces con etanol al 70% frio, se sec6 a temperatura ambiente y
se resuspendi6 en 50 pl de agua inyectable, se verifico en un gel de agarosa al
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1%. Posteriormente con el DNA plasmidico purificado se realiz6 una doble
digestion con las enzimas BamHlI y Xhol para la liberacion del inserto. Se utilizé 1

Unidad de enzima por cada 1 ug de DNA plasmidico.
4.2 Preparacion de las muestras para secuenciacion.

Para la reaccién de secuenciacion se utilizaron 350 ng de DNA plasmidico,
10 pmol de primer sentido elF-5AS, 10 pmol de primer antisentido elF-5A-AS, 2yl

de BIGDYE, 3 pl de Amortiguador 5X, 20 ul de agua inyectable estéril (cbp). Se

utilizé el siguiente programa:

96°C | 96°C 20°C 60°C 4°C

2min 10s 5s 4 min a

La reaccion fue secada por 30 min en el concentrador 5301 (Eppendorf) a
temperatura ambiente. La pastilla se resuspendié en agua estéril y se purifico por
columna utilizando el kit DyeEX ™ 2.0 Spin Kit (Quiagen).

4.3 Subclonacién en el vector de expresion pGEX6-P-1 (GE Life Sciences).

pGEX6-P-1 (GE Life Sciences) (Fig. 9) fue purificado con el kit comercial QI
Afiter Midi, con el siguiente protocolo:

Se realizé un cultivo de 50 ml de medio LB-ampicilina, con una clona con el
plasmido pGEX6-P-1 se incub6 a 37 °C /200 rpm / O.N, se centrifugé el cultivo
a 8000 rpm / 20 min /4 °C. La pastilla se resuspendié en 4 ml de amortiguador P1
(con RNAsa A [100 pg/ml]), posteriormente se vortexeo hasta resuspender la
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pastilla, después se adicion6 4 ml de amortiguador P2, se mezcl6 por inversion de
4-6 veces, se incub6 5 min / T.A, esta mezcla fue pasada a la jeringa sin introducir
el embolo se dej6 reposar por 10 min. Para la preparacion de la columna QlAFilter,
se pasaron 5 ml del amortiguador QI, pasado el tiempo de reposo se introdujo el
embolo en la jeringa, la mezcla fue pasada a la columna QIAFilter. Se dej6 pasar
todo el contenido de la columna y posteriormente se sacudié un poco la punta de
la columna para evitar contaminacion al momento de eluir el plasmido,
inmediatamente se eluy6 con agua libre de nucleasas. Posteriormente se precipité
con isopropanol al 70% y centrifugé por 10 min / 13,000 rpm, después se decanté
el sobrenadante y se lavd dos veces sin resuspender la pastilla con etanol frio al
70 %, se centrifugd en cada lavado 5 min / 13,000 rpm. Se decantd el
sobrenadante y la pastilla se seco al aire libre. La pastilla se resuspendié en 50 pl

de agua inyectable. La cuantificacion se realizé por espectrofotometria.
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pGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreScission” Protease

ILeu Glu Val Leu Phe GIanIy ProI Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
" CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG,CGG CCG CAT

BamH1  EcoR 1 Smal_ Sall’ Xhol' Notl

~—_ — e

Tth111 |
Aat Il

pSj10ABam7Stop7
Pstl

pGEX

~4900 bp

Nar |

EcoR V

BssH Il

Apa |
BStE Il PBR322

Miu | on

Fig. 9. Mapa del plasmido pGEX con un tamafio de 4900 pb, indicando el sitio de corte en
donde estan incluidas las enzimas BamHI y Xhol.

4.4. Linearizacion del vector pGEX6P1 y restriccion del inserto.

Se realizé una restricciéon secuencial con las enzimas BamH| (Invitrogen) y
Xhol (Invitrogen), siguiendo las especificaciones para cada enzima, la enzima Xhol
se incubd por 3 h / 37°C y se inactivd a 65°C / 20min, posteriormente verifico la
restriccion en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Después se
continué con la segunda reaccion de restriccion con la enzima BamHI (Invitrogen)
la cual se incub6 por 3 h / 37 °C, se verificd la restriccion en un gel de agarosa al
1% tefido con bromuro de etidio. El inserto restringido con ambas enzimas se
corrié en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
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Para evitar la religacion del plasmido se adicionaron 0.5 pul de fosfatasa
alcalina (PSA New England) y se incubé 30 min / 37°C, la reaccién se corrié en
un gel de agarosa al 1% con TAE 1x a 70 V, la banda se purifico siguiendo el
protocolo del kit QIAEXII.

4.5 Purificacion de productos en gel QIAEXII (QIAGEN).

Para purificar los productos obtenidos en un gel de agarosa se cort6 la
banda deseada y se pes6 un tubo Eppendorf estéril y nuevo, se adiciond el
amortiguador QXI en proporcion al peso de la banda cortada por ejemplo 1200 pL
fueron utilizados para 0.090 g, posteriormente se adicion6 10 pl de la resina y se
incubd la mezcla a 55 °C / 10 min, la mezcla se vortexeé cada 5 min hasta que la
agarosa se disolvio. Ya disuelta la agarosa la mezcla fue vortexeado
vigorosamente y centrifugada a 13,000 rpm / 1 min, el sobrenadante fue
decantado y se adicion6 500 pl del amortiguador QXI para lavar la pastilla, la
pastilla se resuspendi6 y se centrifugd a 13000 rpm / 1 min, el sobrenadante se
decant6 y se adicionaron 500 pL del amortiguador PE (adicionado con etanol), la
pastilla se resuspendié y se centrifugd a 13,000 rpm / 1 min, el sobrenadante se
decant6 y la pastilla se dej6 secar al aire, después se resuspendié en 20 pl de
agua inyectable y se incubd a 60 °C / 5 min, este paso fue repetido 3 veces.

4.6. Reaccion de ligacion.

Para la reaccion de ligacion se utilizd una relacion 1:20 (plasmido-inserto)
con t4 ligasa, amortiguador de la T4 ligasa y agua estéril, el control de la reaccién
de ligacion se realizé con DNA plasmidico, T4 ligasa, Amortiguador de la T4 ligasa
y agua esteril, descrita en la tabla 1 (C1), para el control 2 (C2) se adicion6 a la
reaccion DNA plasmidico, amortiguador de la T4 ligasa y agua, como se indica en

la tabla 2. Las reacciones se incubaron a 16 °C / O.N.
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Ligacion C1 C2

DNA plasmidico + + +

Inserto + - -

T4 ligasa * * -

Amortiguador T4 ¥ + *
ligasa

Tabla 2. Reaccién de ligacién del plasmido pGEX 6P1 linearizado con el inserto purificado, utilizando la enzima T4
ligasa con el amortiguador T4 ligasa.

La reaccion de ligacion se utilizd para transformar las células competentes
DH5a (E. coli ), se incub6 30 min en hielo, posteriormente se les dio un choque
térmico (42°C / 90 s), inmediatamente se pasaron al hielo y se incubaron por 5 min
posteriormente se adicionaron 500 ul de medio LB, se incubé en agitaciéon a 200
rom / 37 °C / 1 h. Enseguida 200 y 100 ul de cultivo se plaquearon en cajas con
medio LB + Ampicilina (50 mg / ml) se incubaron a 37 °C / 18 h.

5. Expresion de la proteina recombinante

5.1. Induccion de la proteina recombinante

Un cultivo de células BL21 con una densidad éptica de 0.6, se uso como
inocul6 para la induccién de la proteina recombinante TvelF-5Ar con IPTG 1 Mm /
3 h /220 rpm, el cultivo se empastillo a 14,000 rpm / 10 min / 4 °C, se decanté el
sobrenadante y se adicion6 amortiguador de carga 1x, el analisis de la expresion
de la proteina recombinante se realiz6 por electroforesis en SDS-PAGE al 12%
utilizando la siguiente reaccion: Poliacrilamida/Bisacrilamida (30%), 0.5 M Tris-HCI
pH 8.8, 0.1% SDS, 10% persulfato de amonio, 0.1% TEMED. El gel se tifi6 con
azul de Coomassie.
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5.2 Solubilidad de la proteina recombinante

Para el analisis de solubilidad, la pastilla de bacterias del cultivo de 5 ml se
resuspendioé en PBS pH 7.0, posteriormente, se sonicaron en frio con un sonicador
de punta (Ultrasonic processor) por 3 ciclos de 20s con una amplitud de 70%, se
centrifugé a 14,000 rpm / 10 min. Se analiz6 el sobrenadante y la pastilla por
separado, se adicion6 amortiguador de muestra 1X, se mezclé por agitacion y
fueron hervidas por 3 min, estas muestras fueron analizadas en un gel de
poliacrilamida al 12%, preparado con las siguientes soluciones:
Poliacrilamida/Bisacrilamida (30%), 0.5 M Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS, 10%
persulfato de amonio, 0.1% TEMED. El gel se tifi6 con azul de Coomassie.

5.3 Western blot de la proteina recombinante

La proteina recombinante se corrié en un gel de poliacrilamida al 12%, se
transfirio a una membrana de nitrocelulosa utilizando amortiguador de
transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 40 mM, SDS 0.05 %, metanol 20 %). La
transferencia se realizé a 100 V / 1 h. La membrana de nitrocelulosa se tifié con
rojo de Ponceau para verificar la transferencia. Después la membrana se lavé 3
veces con PBS pH 7.0 y se bloqueo con PBS-Tween 0.1% con leche al 5 % / 4 °C
/ O.N, al dia siguiente se incub6 con el anticuerpo primario chivo anti GST,
utilizando una dilucién 1:3000 en agitacion por 2 h, pasado el tiempo se lavé la
membrana 5 veces por 10 min con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1%.
Posteriormente, se incubé con el segundo anticuerpo cabra anti chivo conjugado a
HRP utilizando una dilucién 1:10,000 por 3 h y finalmente se realizaron 10 lavados
por 10 min con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1%, se realizd el revelado por
quimioluminiscencia utilizando placas autoradiograficas (KODAK).

5.4. Purificacion de la proteina recombinante.
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5.4. Purificacion de la proteina recombinante.

La proteina de la fraccién soluble (500 pl) se incubé 12 h / 4 °C en agitacion
suave con 1.33 ml de una matriz de Glutation-Sefarosa (Amersham Biosciences).
Posteriormente, se realizaron seis lavados, cada uno con 6.65 ml con PBS pH 7.0
frio, y 4 eluciones con el amortiguador de glutatiéon reducido (HEPES 75 mM, NaCl
150 mM, Glutatién reducido 15 mM, 0.1% de Triton X-100 y DTT 0.5 mM). De
cada unos de los lavados, asi como de las eluciones, se tom6 una alicuota de 20
ul para analizar las proteinas en gel SDS-PAGE vy teiiirlo con azul de Coomasie,
por otra parte un gel idéntico se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa de
0.22 pm (Bio Rad). La cual fue bloqueada con PBS-Tween 20 al 0.1% vy leche al
5 % /4 °C/O.N; se lavo e incubé con el anticuerpo primario cabra anti GST en
una diluciéon 1:3000, se lavé 5 veces por 10 min y se incub6 con el segundo
anticuerpo cabra anti IgG conjugado a HRP en una dilucién 1:10,000. Se lav6 la
membrana 10 veces por 10 min y se revel6 por quimioluminiscencia con el kit ECL

(Amersham Bioscience).
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6. Produccién de anticuerpos policlonales contra el péptido sintético elF-5A.

Se inmunizaron 5 ratones Bal/c, machos de 3 semanas, obteniendo suero
preinmune antes de la inmunizacion. Se inmunizd via intraperitonial, con un

sistema de inmunizacion estandar (tabla 3).

Tabla 3. Esquema de inmunizacién utilizando el péptido sintético.

Semanaﬂ Cantidad de Adyuvante Adyuvante Sangrado

antigeno completo de incompleto de

Hg/raton Freud Freud
1 300 + _ _
2 300 _ + _
3 150 _ o _
4 150 _ _ +
5 75 _ _ -
6 _ _ _ +
& 75 _ _ -
8 _ . B +
9 50 _ _ _
10 _ . _ +
11 50 _ _ _
12 _ _ _ +
13 25 _ . _
14 _ _ B +
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6.1 Western blot utilizando los anticuerpos anti TvelF-5A

Los parasitos cultivados en medio TYM-SC se centrifugaron a 1800 rpm /
S min /4 °C, la pastilla se lavé 5 veces con PBS pH 7.0, centrifugando a 1800 rpm
/'5 min. Posteriormente a la pastilla se le adicionaron 900 yl de PBS pH 7.0 y 100
I de acido tricloroacético al 100% (TCA), se dejé O.N. / 4°C, al dia siguiente se
lavé la pastilla con PBS pH 7.0, 5 veces y se centrifugd a 1800 rpm / 4 °C, se
decant6 el sobrenadante y se limpié con algodon las paredes del tubo sin tocar la
pastilla, posteriormente se adicionaron 400 ul de amortiguador de carga 1X, la
pastilla fue resuspendida y se hirvieron por 3 min, la muestra fue corrida en un gel
de poliacrilamida al 15% a 100 V /1 h / T.A, transcurrido este tiempo el gel fue
transferido a una membrana de nitrocelulosa para la realizacién del Western blot.
La membrana se tifi6 con rojo de Ponceau para verificar la transferencia de las
proteinas, posteriormente se lavé 3 veces con PBS pH 7.0 y se bloque6 con PBS-
Tween 20 al 0.1% con leche al 5 % / 4 °C / O.N. Al dia siguiente se lavaron las
membranas con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y se incubd con el suero
preinmune como control (C1) utilizando una dilucién 1:1000. Como control
positivo se utilizo6 un anticuerpo anti proteinas totales de T. vaginalis a una diluciéon
1:3000 y se incubaron los suero inmunes en una dilucion 1:50,000, en agitacion
O.N. /4 °C. Al dia siguiente se lavo la membrana 5 veces por 10 min con PBS pH
7.0-Tween 20 al 0.1%. Posteriormente se incub6 con el segundo anticuerpo cabra
anti-ratobn conjugado a HRP en una diluciéon 1:3000, se incubd por 1 h en
agitacion, el control positivo fue incubado 1h en agitacién con cabra anti-conejo
conjugado HRP, pasado el tiempo se realizaron 10 lavados por 10 min con PBS
pH 7.0-Tween 20 al 0.1%, posteriormente se realizd el revelado por
quimioluminiscencia utilizando el kit ECL (Amersham Bioscience).

Por otra parte el extracto bacteriano con la proteina recombinante inducida,
fue sonicada y centrifugada a 14 000 rpm / 10 min, la fraccion soluble se transfirio
a un tubo limpio y se adicioné amortiguador 1X, la muestra fue hervida 3 min y se
corrié en un gel de poliacrilamida al 12% a 100 V / 1 h. Posteriormente se transfirio
a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 uym a 100 V / 1 h, transcurrido el tiempo
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la membrana se tifi6 con rojo de Ponceau para verificar la transferencia de las
proteinas. Posteriormente se lavé 3 veces con PBS pH 7.0 y se bloque6 con PBS-
Tween 20 al 0.1% con leche al 5 % / 4 °C / O.N, al dia siguiente la membrana se
lavé con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y posteriormente se incub6 con el suero
preinmune como control (C1) utilizando una dilucién 1:1000. Como control positivo
se utilizé un anticuerpo cabra anti GST a una dilucién 1:3000 y se incubaron los
suero inmunes en una dilucién 1:100 y 1:500 en agitacion O.N. / 4 °C, al dia
siguiente se lavo la membrana con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y se incub6 1h
con el segundo anticuerpo cabra anti-raton conjugado a HRP en una dilucion
1:3000, el control positivo fue incubado 1 h con cabra anti IgG conjugado a HRP
en una dilucién 1: 10,000, pasado el tiempo se realizaron 10 lavados por 10 min
con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1%, posteriormente se realizé el revelado por

colorimetria.

7. Localizacion de la proteina TvelF-5A

Se cultivaron T. vaginalis en medio TYM adicionado con suero de caballo
inactivado asi como parasitos crecidos en presencia del inhibidor DAB,
transferidos a medio con putrescina exégena y parasitos crecidos en DAB,
transferidos a medio normal, sobre cubreobjetos. Las laminillas son pasadas a
pozos de 60 mm y fijadas con paraformaldehido 4% 1 h / 37 °C.

Para parasitos no permeabilizados las laminillas se lavaron 3 veces con
PBS pH 7.0, se bloquearon las laminillas con glicina 50 mM en PBS pH 7.0 frio y
posteriormente se bloquearon con suero fetal bovino al 1% / T.A, después se
bloqueo nuevamente con glicina 50 mM en PBS pH 7.0 frio por 1h / T.A,
transcurrido el tiempo se bloquearon con suero fetal bovino al 1%, pasado el
tiempo de incubacion se bloqueé con suero fetal bovino al 0.2%, se lavaron tres
veces con PBS pH 7.0 y se coloco el primer anticuerpo utilizando una dilucion 1:20
incubando O.N / 4 °C. Al dia siguiente se lavé con PBS pH 7.0-BSA 1% por 3
veces, se adiciond el anticuerpo secundario en una dilucién 1:100 por 1 h /4 °C,
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se lavo con PBS pH 7.0-BSA 1% por 3 veces, posteriormente se colocaron 8 pl de
la resina Vectashield en el porta objetos y se mont6 la laminilla sellando las orillas
con barniz transparente, por ultim6 las laminillas fueron guardadas a 4°C

protegiéndolas de la luz.

Para permeabilizar los parasitos, las laminillas se lavaron 3 veces con PBS
pH 7.0, para eliminar el RNA se utilizé una solucién de HCI 1M, se hidraté con
PBS pH 7.0 por 10 min, se neutralizé con NH4CI 50 mM en PBS pH 7.0 por 10
min y se hicieron 2 lavados con PBS pH 7.0 por 10 min, se colocaron las laminillas
en HClI 1M/ 2 h / T.A. Pasado el tiempo se lavaron con PBS pH 7.0 por 5 min y se
bloquearon las laminillas con glicina 50 mM en PBS pH 7.0 frio y después se
bloqueo con suero fetal bovino al 1% / T.A, después se bloqueo nuevamente con
glicina 50 mM en PBS pH 7.0 por 1 h / T.A, transcurrido el tiempo se bloquearon
con suero fetal bovino al 1% y se permeabilizé con Triton X 100 al 0.2% por 10
min, pasado el tiempo de incubacion se bloquearon las laminillas tres veces con
suero fetal bovino al 1% en PBS pH 7.0 frio, y posteriormente se bloque6 con
suero fetal bovino al 0.2%, se lavaron tres veces con PBS pH 7.0 y se colocé el
primer anticuerpo utilizando una dilucion 1:20 incubando O.N / 4 °C. Al dia
siguiente se lavé con PBS pH 7.0-BSA 1% por 3 veces, se adicion6 el anticuerpo
secundario en una dilucién 1:100 por 1 h /4 °C, se lavo con PBS pH 7.0-BSA 1%
por 3 veces, la contra tincién se realizé con yoduro de propidio por 10 segundos,
transcurrido el tiempo se lavé la laminilla sumergiéndola con cuidado en agua
destilada, posteriormente se colocaron 8 pl de la resina Vectashield en el porta
objetos y se mont6 la laminilla sellando las orillas con barniz transparente, por

ultimo las laminillas fueron guardadas a 4°C protegiéndolas de la luz.

52



VIIl. Resultados.

8. Analisis bioinformatico

Primero realizamos la busqueda y el andlisis in silico del gen elF-5A y de la
proteina elF-5A. Para esto se realizé una basqueda bibliografica encontrando que
la proteina elF-5A esta reportada en el humano, Sacharomyces cereviciae,
Plasmodium falciparum, Bombix mori entre otros. La secuencia de aminoacidos
de la proteina elF-5A de Plasmodium falciparum fue utilizada como sonda para
realizar un BLAST para localizar la proteina elF-5A en otros organismos como
parasitos (Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, Leishmania infantum)
levaduras y hongos (Schizosaccharomyces pombe, Candida glabrata, Gibberella
zeae, Sacharomyces cerevisiae), mamiferos (Homo sapiens, Mus musculus,
Xenopus laevis), invertebrados (Bombix morni), plantas (Oriza sativa, Arabidopsis
thaliana, Carica papaya) y la proteina EFP de las bacterias Escherichea coli y
Marimona sp. A partir de las secuencias de aminoacidos de la proteina elF-5A de
los diferentes organismos se realizé un alineamiento con el programa Clustal W en
el cual localizamos una region bien conservada de 13 aminoacidos los cuales ya
se encuentran reportados y son caracteristicos de esta proteina incluyendo el
residuo de lisina que sufre la modificacion postraducional hipusinacion (Fig. 10).

La region conservada de los 13 aminoacidos fue utilizada como sonda para
realizar la busqueda de la proteina elF-5A en la base de datos TIGR dentro del
genoma de 7. vaginalis. Se obtuvieron dos contiguos con nimero 92815.m00006 y
89692.m0048. Estos dos contiguos fueron analizados mediante un alineamiento
utilizando el programa Clustal W, encontrando Unicamente dos cambios de
aminoacidos en los residuos 103 y 147, estas dos proteinas tienen una similitud
del 99% (Fig. 11). Por otra parte se realizo el alineamiento de las proteinas TvelF-
5A de T. vaginalis con las proteinas elF-5A de los organismos anteriormente
mencionados, en donde encontramos la regiéon conservada de los 13 aa, el
residuo de lisina fue encontrado en el residuo 53 en las proteinas TvelF-5A.
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FIG. 10. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de la
proteina elF-5A en diversos organismos homoélogos. Alineamiento entre las
secuencia de aminoacidos de la proteina elF-5A de Sacharomyces cerevisiae
(Sc)., Candida glabrata (Cg)., (Gr)., Schizosaccharomyces pombe (Sp)., Mus
musculus (Mm)., Homo sapiens (Hs)., Xenopus laevis (XI)., Bombix mori (Bm).,
Toxoplasma gondii (Tg)., Carica papaya (Cp)., Oriza sativa (Os)., Arabidopsis
thaliana (At)., Leishmania infantum (Li)., Entamoeba hystolitica (Eh)., Escherichea
coli (Ec)., Marimona sp (Ms)., Plasmodium falciparum (Pf)., Gibberella zeae (Gz),
utilizando el programa Clustal W. Los cuadros negros indican la identidad entre las
secuencias, las regiones grises muestran la similitud entre las secuencias, el
recuadro rojo denota la regiébn mas conservada la cual se utiliz6 como sonda para
hacer la busqueda y el analisis de la proteina TvelF-5A en la base de datos del
genoma de T. vaginalis TIGR.
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FIG. 11. Alineamiento de las proteinas TvelF-5A de T. vaginalis. Alineamiento
de las secuencias de aminoacidos de las proteinas TvelF-5A encontradas en la
base de datos TIGR. Los aminoacidos idénticos se sefalan en las cajas negras,
las diferencias se encuentran sefalas en blanco, denotados con un asterisco.
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FIG 12. Alineamiento miltiple de las secuencias de aminoacidos de
las proteinas TvelF-5A 1 y 2 con la proteina elF-5A en diversos organismos.
A) Alineamiento entre las secuencia de aminoacidos de la proteina elF-5A de
Trichomonas vaginalis (Tv)., Sacharomyces cerevisiae (Sc)., Candida glabrata
(Cqg)., Schizosaccharomyces pombe (Sp)., Mus musculus (Mm)., Homo sapiens
(Hs)., Xenopus laevis (XI)., Bombix mori (Bm)., Toxoplasma gondii (Tg)., Carica
papaya (Cp)., Oriza sativa (Os)., Arabidopsis thaliana (At)., Leishmania infantum
(Li)., Entamoeba hystolitica (Eh)., Escherichea coli (Ec)., Marimona sp (Ms).,
utilizando el programa Clustal W. Los cuadros negros indican la identidad entre las
secuencias, las regiones grises muestran la similitud entre las secuencias, el
recuadro rojo denota la region mas conservada. B) Tabla en donde se muestra los
porcentajes de homologia e identidad de los organismos analizados en el

alineamiento.
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Organismo % Identidad E Homologia
Trichomonas vaginalis TvelF-5A 1 100% 1e-50 100
Trichomonas vaginalis TvelF-5A 2 99% 5e-12 98
Sacharomyces cereviciae 35% 1e-10 65
Candida glabrata 30% 6e-07 56
Schizosaccharomyces pombe 37% 5e-11 65
Mus musculus 34% 1e-08 55
Homo sapiens 34% 5e-08 56
Xenopus lavéis 35% 1e-08 60
Bombix mon 35% 3e-07 57
Toxoplasma gondii 40% 4e-08 59
Carica papaya 39% 3e-07 59
Oriza sativa 40% 2e-24 60
Arabidopsis thaliana 38% 1e-23 63
Leishmania infantum 37% 5e-26 54
Entamoeba hystolitica 34% 6e-08 59
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Se realizo la conversién de las secuencias de aminoacidos de las proteinas
TvelF-5A 1 y 2 a nucleétidos las cuales fueron denominadas como tvelF-5A 1y
tvelF-5A 2, las dos secuencias fueron analizadas mediante un alineamiento
usando el programa Clustal W en donde encontramos 38 cambios de nucleétidos
de los cuales 36 corresponden a cambios que no alteran el uso de codén y 2
cambios traducidos a cambio de codon. Los genes tvelF-5A 1y 2 de T. vaginalis
tienen un tamafio de 504 pb y codifican dos proteinas hipotéticas a las cuales
llamamos TvelF-5A 1y 2 de 167 aminoacidos cada una con un tamafio hipotético
de 18 kDa.

Por otra parte se analizaron los ensamblados de los dos genes tvelF-5A,
encontrando que ambos genes se localizan en dos diferentes /oci dentro del
genoma de T. vaginalis. En la figura 13 se muestra los mapas de los genes tvelF-
5A 1y 2. El gen tvelF-5A 1, rio arriba del sitio de inicio de traduccién tiene una
region intergénica y un gen que codifica para una proteina hipotética la cual no se
ha reportada su funcién. Rio abajo del codén de paro de la traduccion se localiza
un gen que codifica para una proteina con un dominio SH3 cuya funcién no se ha
reportado. Para el gen TvelF-5A 2, rio arriba del sitio de inicio de traduccion se
localiza una region intergénica y un gen que codifica para una proteina hipotética
TLK, rio abajo del codén de paro de la traduccion se encuentra un gen que
codifica para un antigeno de superficie. Estos resultados sugieren que los genes
tvelF-5A 1y 2 son diferentes y se encuentran en dos loci diferentes dentro del
genoma de T. vaginalis.

Para llevar a cabo la caracterizacion del gen tvelF-5A se realiz6 el anélisis
de contenido de G+C con el programa DNAsis, el cual mostr6 que el gen tvelF-5A
2 presenta un contenido de 49.2%. En T. vaginalis ha sido reportado que los
genes codificantes presentan un alto contenido de G + C (Liston y Johnson; 1999)
(Fig. 14). Por otra parte se analizaron las regiones reguladoras de ambos genes y
se encontré que contienen secuencias consenso del tipo Inr. Esta secuencia es un
elemento de regulacion de la transcripcion el cual es una secuencia homologa a la
caja TATA en eucariontes. En T. vaginalis la mayoria de los genes codificantes

contienen un sitio Inr, tvelF-5A 1 contiene un Inr hipotético en -28 nucledtidos rio
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arriba del ATG y el gen tvelF-5A 2 tiene una Inr hipotético -23 nucleétidos rio
arriba del ATG. También se realizo la busqueda de factores de transcripcion que
se unieran hipotéticamente en el extremo 5° UTR. Para ambos genes se
encontraron motivos conservados para la uniéon de diversos factores de
transcripcion, de los cuales algunos ya estan reportados en T. vaginalis como los
factores de inici6 de la transcripcion c-Myc, Myb 1 y Myb 2, IBP39 (Fig. 15).
Por otra parte, se comparo la estructura terciaria de las proteinas TvelF-5A 1y 2,
realizando modelajes en 3D con el programa Pymol (http://pymol.sourceforge.net/)
y Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/html/index.html), ambas proteinas
presentan el residuo de lisina expuesto en el carboxilo terminal en donde se lleva
a cabo la hipusinacion, 11 cadenas B plegadas y una a hélice en el amino terminal,
esta ultima se ha caracterizado por estar relacionada en el transporte de RNAm y
proteinas (Fig. 16).

Para conocer el origen evolutivo de las proteinas TvelF-5A 1 y 2 se realizd
un arbol filogenético, utilizando diferentes organismos en donde se ha reportado a
la proteina elF-5A, usando el programa Mega 2.1 con el método de neighbor-
joining (NJ) distancia JTT con 1,000 replicas (fig. 17 A). Los diferentes
organismos analizados se encuentran agrupados en protozoarios, invertebrados,
plantas, mamiferos, levaduras, hongos y como grupo externo se usé a la proteina
EF-P de las bacterias Escherichea coliy Marimonas sp. Los resultados mostraron
que Marimona sp, se agrup6 en la misma rama que las proteina TvelF-5A 1y 2 de
T. vaginalis, lo que sugiere que la proteina TvelF-5A es parecida a la proteina
EF-P de Marimona sp, descrita para bacterias o que esta proteina tenga un origen
bacteriano y fue adquirida por el parasito a través de transferencia de genes. Para
analizar esta posibilidad se realizé un arbol filogenético con las secuencia de los
genes ribosomales 78s de los organismos analizados para las proteinas TvelF-5A
1y 2 usando el programa GENE IUS, este arbol filogenético agrupé al gen 18s de
T. vaginalis en la misma rama del gen 18s de Entamoeba histolytica, las bacterias
se encontraron en una misma rama a diferencia del arbol filogenético de la
proteina elF-5A, sugiriendo que la proteina TvelF-5A de T. vaginalis proviene de
una transferencia de genes (Fig. 17 B).
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FIG. 13. Mapas genomicos de los genes TvelF-5A 1 y 2 de T. vaginalis. El
mapa de los genes TvelF-5A 1y 2 muestra la localizaciéon de los dos genes en
diferentes loci dentro del genoma de T. vaginalis. A) mapa del gen TvelF-5A 1, en
el extremo 5" rio arriba del codén de inicio de la traduccion se encuentra un gen
que codifica una proteina hipotética, en el extremo 3" rio abajo del codén de paro
de la traduccién se localiza un gen que codifica para una proteina con dominio
SH3. B) mapa del gen TvelF-5A 1 en el extremo 5 rio arriba del codén de inicio
de la traduccién se encuentra un gen que codifica una proteina hipotética TLK en
el extremo 3’ rio abajo del codén de paro de la traduccion se localiza un gen que
codifica para un antigeno de superficie. Las flechas indican el sentido de la

transcripcion.
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FIG. 14. Analisis del contenido de G + C con el programa DNAsis. La figura
muestra la region codificante en el recuadro rojo, también se muestran los
extremos 3'UTR y 5°UTR de las regiones intergénicas las cuales son mostradas

en el recuadro amarillo.
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FIG. 15. Sitios de union hipotéticos de factores de transcripcion. La figura
muestra los diferentes factores de transcripciéon con sitios de union hipotéticos a la
region promotora rio arriba del sitio de inicio de la traduccion de los genes tvelfF-
5A 1y 2. A) gen tvelF-5A 1, muestra los diferentes factores de inicio de la
transcripcion con sitios hipotéticos de union en el extremo 5°'UTR. B) gen tvelF-5A
2, muestra los posibles factores de inicio de la transcripcion con sitios hipotéticos

de uniéon en el extremo 5'UTR.
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FIG. 16. Modelo 3D teérico de las proteinas TvelF-5A 1y 2. A) Estructura 3D
de la proteina TvelF-5A 1 de T. vaginalis realizada con el programa Phyre,
muestra una estructura B plegada y el residuo de lisina expuesta en el loop
enmarcado en el recuadro azul. B) Estructura 3D de la proteina TvelF-5A 2 de T.
vaginalis realizada con el programa Phyre, muestra una estructura B plegada el

residuo de lisina expuesta en el loop enmarcado en el recuadro azul.
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FIG. 17. Analisis filogenético de las proteinas TvelF-5A 1 y 2 y del gen
ribosomal 18s con diferentes organismos. A) El arbol filogenético de las
proteinas TvelF-5A 1y 2 de T. vaginalis se realizé en el programa Mega 4.0,
tomando los siguientes organismos: Sacharomyces cerevisiae (Sc)., Candida
glabrata (Cg)., (Gr)., Schizosaccharomyces pombe (Sp)., Mus musculus (Mm).,
Homo sapiens (Hs)., Xenopus laevis (XI)., Bombix mori (Bm)., Toxoplasma gondii
(Tg)., Carica papaya (Cp)., Oriza sativa (Os)., Arabidopsis thaliana (At).,
Leishmania infantum (Li)., Entamoeba hystolitica (Eh)., Escherichea coli (Ec).,
Marimona sp (Ms)., Plasmodium falciparum (Pf)., Gibberella zeae (Gz). La rama
donde se encuentran agrupadas ambas proteinas de T. vaginalis se encuentra
enmarcados en el cuadro rojo. B) El arbol filogenético del gen ribosomal 18s se
realizé6 con el programa Gene ius tomando los mismos organismos del analisis
filogenético de la proteina TvelF-5A, en el recuadro rojo se muestra el gen

ribosomal 18s de T. vaginalis.
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9. Expresion de los genes tvelF-5A 1 y 2 en presencia y ausencia de
poliaminas.

Se extrajo el DNA genémico (DNAg) de T. vaginalis y se analizé en un gel
de agarosa donde se observa el DNAg integro (Fig. 18). Posteriormente se realiz6
la amplificacion del gen tvelF-5A con el DNAg y los iniciadores especificos.
Mediante PCR se obtuvo un amplicén de 504 pb, similar al tamafio previamente
reportado en otros parasitos (Fig. 19).

Por otra parte T. vaginalis se cultivd en presencia y ausencia de poliaminas,
para analizar la expresion de los genes tvelF-5A, como control de carga del
experimento se amplificé el gen B-tubulina el cual es constitutivo en este parasito.

El andlisis de la expresion del gen tvelF-5A por RT-PCR mostré que la
expresion de dicho gen disminuyd ~ 9 veces en presencia de DAB comparado con
la expresion en la condicién normal, mientras que los parasitos tratados con DAB
y transferidos a un medio con putrescina exégena a los 30 min recuperan la
expresion de tvelF-5A tres veces mas con respecto a la condicién normal, a
diferencia de los organismos con DAB transferidos a un medio normal que no
recuperan su expresion (Fig. 20 A).

Mediante analisis densitométrico por medio de la intensidad de las bandas
usando el programa Quantity one (Bio Rad) considerando la expresion de tvelF-5A
en condicion normal en el 100%, la expresion de tvelF-5A en los parasitos en
presencia del inhibidor disminuye en el 70% comparando a la condicion normal, la
expresion es recuperada en 60% en presencia de DAB y transferidos a un medio
con putrescina exdgena. Sin embargo cuando se realizé la transferencia de los
parasitos del medio con DAB al medio normal no hubo diferencia en la expresion
de tvelF-5A. Los parasitos crecidos en condiciones normales y transferidos al
putrescina exégena la expresion se encuentra en el 75 % con respecto a la
condicion normal (Fig. 20 C). Las diferentes condiciones de poliaminas no
afectaron la expresion del gen g tubulina, el cual fue utilizado como control de

carga.
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La expresion diferencial del gen tvelF-5A fue cuantificada por qPCR en
Tiempo Real. Mediante esta cuantificacion se estimé que la condicion normal tiene
un 100% de expresion, los parasito en presencia de DAB tienen una disminucion
en la expresion del 90% comparado a la condicion normal, por otra parte la
transferencia del medio con DAB a putrescina exégena se recupera ~ 300% mas
con respecto a la condiciébn normal, por el contrario en presencia del inhibidor y
transferidos al medio normal no presenta cambios en la expresién ya que se
mantiene en ~10%. La condicién del medio normal recuperada con putrescina
exogena presento el 300% de la expresion comparado con la condicidon normal. El
gen pS-tubulina se uso como control interno ya que no tuvo cambios de expresion

en las diferentes condiciones de poliaminas (Fig. 21).

Por otra parte para determinar cual de los dos genes se expresan en cada
una de las condiciones de poliaminas, se secuenciaron los producto de la RT-PCR
de la condicién normal y en presencia del inhibidor DAB, estas secuencia fueron
analizadas mediante un alineamiento multiple con los genes tvelF-5A 1 y 2
hipotéticos reportados en el genoma de T. vaginalis, en donde se encontr6 que el
gen tvelF-5A 2 se expresa en ambas condiciones (Fig. 22). Para determinar cual
de los dos genes tvelF-5A se expresaba en condiciones normales, se realizdé una
clonacion en el vector PCR 2.1 TOPO (Invitrogen) con el producto de RT-PCR de
la condicion normal, de la cual fueron secuenciadas y analizadas 20 clonas
positivas por un alineamiento multiple. Este alineamiento mostré que solo el gen
tvelF-5A 2 se expresa en estas condiciones (Fig. 23). Sin embargo, no sabemos si
en las diferentes condiciones no analizadas el gen tvelF-5A 1 se expresa al igual
que el gen tvelF-5A 2.

13



FIG. 18. Extraccion del DNA genomico de T. vaginalis. Extraccion del DNA
genémico de T. vaginalis. El DNA fue analizado en un gel de agarosa al 0.8% en
TAE 1x tefiido con bromuro de etidio, 1): marcador DNA ladder, 2) DNAg de T.

vaginalis integro.
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FIG. 19 PCR de los genes tvelF-5A 1 y 2. A) Amplificacion del gen tvelF-5A por
PCR a partir de DNAg de T. vaginalis, 1) marcador Hae Ill Digest, 2) amplicén
obtenido del tamafio esperado de 504 pb. B) Diagrama esquematico que muestra

la posicion donde se alinean los iniciadores elF-5A-S y elF-5A-AS.
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FIG. 20. Expresion del gen TvelF-5A en presencia y ausencia de poliaminas.
Panel A. Expresion del gen TvelF-5A en diferentes condiciones. Carril: 1)
marcador de 100 pb, 2) condicién normal, 3) tricomonas en presencia del
inhibidor DAB, 4) parasitos crecidos en DAB transferido a putrescina exégena. 5)
parasitos crecidos en DAB transferido a un medio normal, 6) cultivo normal
transferido al medio con putrescina exégena (control). Panel B. control de carga
con ei gen g iubuiina carrii: 1) iviarcador de 100pb, Z) condicion normal, 3)
tricomonas crecidas en presencia del inhibidor DAB, 4) parasitos crecidos en
presencia de DAB transferido al medio con putrescina exégena, 5) parasitos
crecidos en DAB transferido al medio normal, 6) cultivo normal transferido a
putrescina (control). Panel C. Densitometria de la expresion de tvelF-5A

normalizado con S tubulina.

78



. 504 pb

6

M

eulngny Ipys-4i8
WN/NY 3P SOAIIB|a) SB|3AIN

79



BIBLIOTECA UACWM

FIG. 21. Cambios en la expresion de tvelF-5A en presencia y ausencia de
poliaminas. qRT-PCR en tiempo real para cuantificar las diferencias en los
niveles del RNAm de tvelF-5A en tricomonas después de la inhibicion de la
sintesis de poliaminas con DAB y después de la adiciéon de putrescina exégena a
parasitos tratados con DAB. Los datos fueron normalizados contra los valores
obtenidos con el gen control usando pS-tubulina. N) Parasitos crecidos en
condiciones normales., D) Parasitos tratados con el inhibidor DAB., D-P) Parasitos
crecidos en presencia de DAB y transferidos a putrescina exégena., D-N)
Parasitos crecidos en presencia de DAB transferidos a medio normal., N-P)
Parasitos crecidos en medio normal y transferidos a putrescina exégena (control).
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FIG. 22. Alineamiento de las secuencias de los productos de RT-PCR.
Alineamiento de las secuenciacion de los productos de RT-PCR. La condicién
normal se muestra en la primer secuencia como tvelF-SANORMAL, la segunda
secuencia es la condicion en presencia del inhibidor DAB mostrada como tvelF-
5ADAB, la tercer secuencia es la correspondiente al gen tvelF-5A 2 reportado en
la base de datos TIGR y la ultima secuencia corresponde al gen tvelF-5A 1
reportado en el genoma de T. vaginalis en la base de datos TIGR. Las nucleétidos

idénticos se muestran en negro y los nucleétidos divergentes en blanco.
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FIG. 23. Alineamiento de las secuencias obtenidas de las clonas por RT PCR
de la condiciéon normal. Alineamiento de las 20 clonas secuenciadas utilizando
el programa Clustal W, mostrando en negro la identidad de las secuencias. Cada

una de las secuencias se muestra numeradas del 1F al 20F.
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10. Clonacion del gen tvelF-5A de T. vaginalis

La clonacion del gen tvelF-5A se realiz6 en el vector TOPO PCR 2.1
(Invitrogen). Una clona positiva fue crecida y el plasmido se purific utilizando un
kit comercial. Para verificar la integridad y concentracion del plasmido purificado
se corrié en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (Fig. 24 A).
Posteriormente, se realizé la restriccion del plasmido para la liberacion del inserto
de 504 pb (Fig. 24 B). Este inserto fue purificado y cuantificado para realizar la
subclonacién al vector de expresion pGEX 6P1 (GE Life Sciences) (Fig. 24 C). El
vector pGEX 6P1 tiene un tamaiio de 4900 pb, contiene un tag de Glutation- S-
Transferasa con un promotor inducible con IPTG, un gen de resistencia a
ampicilina y un sitio miltiple de corte para las enzimas BamHI'y Xhol, los cuales
fueron necesarios para llevar a cabo una clonacion dirigida. El inserto purificado
fue utilizado para realizar la subclonacion en el vector de expresion pGEX 6-P-1,
previamente linearizado con las enzimas BamH| 'y Xhol (Fig. 25).

Para la reaccion de ligacion, se cuantifico el inserto purificado y el plasmido
linearizado utilizando una relacién 1:20 (plasmido:inserto) se transformaron
células DH5a y se obtuvo el DNA plasmidico realizando un midiprep para
posteriormente realizar la restriccion con las enzimas BamHI y Xhol. La restriccion
fue analizada en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Como
control de tamario se corrié el plasmido nativo el cual presenté un mayor tamafo,
esto indico que probablemente el DNA plasmidico candidato contenia el inserto
del gen. La doble restriccion del DNA plasmidico mostré una banda de 4900 pb,
que corresponde al tamafio del vector y la liberacién de un inserto de ~ 504 pb que
corresponde al tamafio del gen tvelF-5A (Fig. 26).

Para conocer si el gen tvelF-5A se encontraba en marco de lectura se
secuencio el DNA plasmidico de la clona positiva, en el secuenciador Genetic
Analyser (Applied Biosystem), la secuencia obtenida fue analizada utilizando el
programa Bioedit, en donde se encontré que el gen estaba en marco de lectura

abierto fusionado con el tag de GST.
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FIG. 24. Clonacién del gen tvelF-5A en el vector PCR 2.1 TOPO (Invitrogen).
A) midiprep del plasmido purificado, Carriles: 1) marcador de 2-Log DNA Ladder
(0.1-10.0 Kb), 2) DNA plasmidico purificado del vector PCR 2.1 TOPO+tvelF-5A
sefalado con la flecha con un tamafio de 3.7 Kb. B) Liberacion del inserto de 504
pb, carriles: 1) marcador de 2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 Kb), 2) liberacion del
inserto con las enzimas BamHI y Xhol (Biolabs New England). C) Inserto
purificado, carriles: 1) marcador de tamano molecular de 100 pb, 2) Inserto

purificado de 504 pb.
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FIG. 25. Plasmido pGEX 6p1 linearizado con las enzimas BamHI y Xhol.
Carriles: 1) marcador de 2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 Kb), 2) plasmido pGEX 6P1

linearizado con un tamarfio de 4900 pb indicado con la flecha.
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FIG. 26. Analisis por restriccion de las clonas candidatas. DNA plasmidico de
los candidatos pGEX 6P1-elF-5A de E. coli DH5a digerido con las enzimas BamHI|
y Xhol. Los productos liberados fueron separaron en un gel de agarosa al 1% en
TAE 1x tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1) marcador de 2-Log DNA Ladder
(0.1-10.0 Kb), 9y 12) inserto liberado de 504 pb.
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FIG. 27. Expresion de la proteina TvelF-5A en el vector pGEX 6P1. Analisis por
electroforesis en SDS-PAGE al 12% de los extractos bacterianos de la clona con
inserto de 504 pb de tvelF-5A. Carriles: 1) marcador de peso molecular, 2)
Extracto de E. coli, pPGEX 6P1 vacio sin inducir (control negativo), 3) Extracto de E.
coli, pGEX 6P1 vacio con induccién (control negativo), 4) Extracto de E. col,
pGEX6P1- tvelF-5A sin induccion, 5) Extracto de E. coli, pGEX6P1-tvelF-5A con

induccion.
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FIG. 28. Analisis de solubilidad de la proteina recombinante de 44 kDa.
Analisis de solubilidad de la proteina TvelF-5Ar usando SDS-PAGE al 12%.
Carriles: 1) marcador se peso molecular, 2, 4, 6) fraccién insoluble, 3, 5, 7)
fraccion soluble, 8) fraccidon soluble del plasmido vacio, 9) fraccion insoluble del

plasmido vacio.
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FIG. 29. Purificacion de la proteina recombinante TvelF-5A por cromatografia
de afinidad. A) Analisis por SDS-PAGE al 12% de la proteina TvelF-5Ar
purificada. Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Sefarosa con la proteina
TvelF-5Ar unida (control de especificidad de unién), 3) Fraccion soluble no unida
a la sefarosa., 4) Lavados de la sefarosa (Carriles 4, 5, 6, 7, 8, 9.), 5) Proteina de
44 kDa eluida de la sefarosa (Carriles 10, 11, 12, 13.). B) Western blot, el gel de
poliacrilamida 12% del panel A) se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa y se
incubd con el anticuerpo cabra anti GST y como segundo anticuerpo se usé cabra
anti IgG conjugado a HRP.
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11. Localizacion de la proteina TvelF-5A de Trichomonas vaginalis

Para el disefio del péptido sintético fueron tomados en cuenta los siguientes
parametros: que fuera divergente con la secuencia de la proteina elF-5A en raton
y tuviera un tamario de 15 a 20 aa: que fuera hidrofilico, que no tuviera metioninas
y cisteinas, que fuera inmunogénico y antigénico. Para llevar a cabo la primera
consideracion, el péptido se eligid6 a partir de un alineamiento mdltiple entre la
proteina elF-5A de diferentes organismos y elF-5A de T. vaginalis.

La secuencia de aminoacidos del péptido candidato se analizé en la base
de datos TIGR para asegurar que fuera especifico de esta proteina, al mismo
tiempo se realiz6 un alineamiento con la proteina elF-5A de raton para analizar la
divergencia del péptido candidato (Fig. 30). El péptido divergente que se
seleccion6 consta de 15 aa localizados en el N-terminal de TvelF-5A con la
secuencia SAEEEVHHDLEIQEV correspondiente del residuo 3 al 18. Este péptido
bajo la escala de Hoop-Woods y Kyte Doolittle predice que el 100% del péptido es
hidrofilico (Fig. 31). La estructura secundaria y el modelaje en 3D de la proteina
elF-5A se realiz6 tomando como modelo a la proteina elF-5A de Leishmania
mexicana y la de humano, mostrando que el péptido se encuentra expuesto (Fig.
32).

Para analizar la inmunogénicidad del péptido elegido se realiz6 la busqueda
del MHC ! en raton usando el programa MHC2Pred
(http://www.imtech.res.in/raghava/mhc2pred/), se encontr6 que en raton este

péptido es inmunogénico ya que es capaz de ser reconocido por el MHC | (Fig.
33). Al mismo tiempo se realiz6 el analisis de antigenicidad del péptido en la base
de datos ABCpred (Saha, S and Raghava G.P.S. 2006). En esta base de datos se
encuentran reportados todos los péptidos que han sido altamente antigénicos, el
péptido candidato se encontré en el lugar 5 de la lista, indicando que es altamente
antigénico. Este péptido se mando sintetizar acoplado a MAP8 para aumentar la
inmunogenicidad, este péptido se utilizd para llevar a cabo un esquema de

inmunizacion (tabla 3), para ratones Balb/c, machos de 3 semanas de nacidos, se
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extrajo 500 puL de suero preinmune como control negativo, la inmunizacién fue via
intraperitonial.

Con los anticuerpos anti-péptido TvelF-5A, se realizaron ensayos de
Western blot usando membrana de nitrocelulosa con extractos totales de T.
vaginalis y con la proteina recombinante (Fig. 32 A). Como control positivo se
utilizé un anticuerpo anti proteinas totales de T. vaginalis en una diluciéon 1:1000 y
como control negativo se utilizé el suero preinmune de ratén en la misma dilucion.
El suero inmune del ratén con el anticuerpo anti péptido TvelF-5A para estos
ensayos alcanzé un titulo de 1:500 revelado en color por HRP (Bio Rad) y una
dilucién 1:50,000 revelado por quimioluminiscencia (Fig. 34 B)

Los ensayos de Western blot mostraron que el anticuerpo anti TvelF-5A
reconoce a la proteina TvelF-5A de T. vaginalis asi como a la proteina TvelF-5Ar.

Con este anticuerpo se realiz6 el ensayo de inmunofluorescencia indirecta
(IFl), se utilizaron parasitos no permeabilizados crecidos sobre cubreobjetos (Fig.
35) y parasitos permeabilizados (Fig. 36 y 37). Las laminillas se interaccionaron
con el anticuerpo anti TvelF-5A en una dilucién 1:20, como control positivo del
experimento se usaron anticuerpos anti proteinas totales de T. vaginalis en una
dilucion 1:100 y el control negativo se uso el suero preinmune en una dilucién
1:20. Mediante el anticuerpo anti TvelF-5A se localiz6 a la proteina TvelF-5A en el
citoplasma.
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FIG. 30. Alineamiento de la proteina TvelF-5A de T. vaginalis y de raton.
Alineamiento de las secuencia de aminoacidos de la proteina elF-5A de T.
vaginalis y de ratén con el programa Clustal W. En el recuadro rojo se muestra la

region divergente de ambas proteinas utilizado para el disefio del péptido sintético.
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FIG. 31. Analisis de hidropatia del péptido candidato. La grafica muestra
mediante la escala de Hopp Woods, los valores de hidrofilicidad por arriba de 0
indican que el péptido es hidrofilico (grafica morada), la escala de Kyte Doolittle
muestra los valores de hidrofobicidad, por debajo de 0 indican un péptido
hidrofébico (grafica amarilla).
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Input protein has 15 amino acids - see plot below
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FIG. 32. Estructura 3D de TvelF-5A de T. vaginalis. Modelo 3D teérico de la
proteina TvelF-5A predicha con el programa Phyre. El péptido candidato se

muestra expuesto indicado con puntos color rosa.
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FIG. 33. Analisis de inmunogenicidad en MHCII en ratén. En letras azules se
muestran los péptidos que son reconocidos por MHC |l en ratén, en el recuadro

rojo se muestra la secuencia donde se localiza el péptido sintético.
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FIG. 34. Reconocimiento de la proteina TvelF-5A por el anticuerpo generado
contra el péptido de TvelF-5A (anti-tvelF-5A). A) Ensayo de Western blot en
membrana de nitrocelulosa con extracto de bacterias con la TvelF-5A
recombinante inducida, revelado por color. Carriles: 1) Incubado con el suero
preinmune (control negativo) (SNR); 2) Incubado con el anticuerpo anti-tvelF-5A
(dilucién 1: 100) (a TvelF-5A); 3) Incubado con el anticuerpo anti-GST (dilucion
1:3000) (control positivo) (a GST). B) Ensayo de Western blot en membranas de
nitrocelulosa con extractos totales de proteinas de T. vaginalis. Carriles: 1)
Incubado con el suero preinmune (control negativo) (SNR); 2) Incubado con el
anticuerpo anti-tvelF-5A (dilucion 1: 50 000) (a TvelF-5A); 3) Incubado con el
anticuerpo anti-proteinas totales de T. vaginalis (control positivo) (a anti proteinas

totales).
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FIG. 35. Localizacion de la proteina TvelF-5A. Microscopia confocal 60x con
parasitos no permeabilizados adheridos en laminillas, fijados con
paraformaldehido al 4%. Panel 1) Microscopia de Nomasky. Panel 2) Contraste de
fases. Panel 3) Microscopia de Nomasky en campo oscuro con fluorescencia. A)
Parasitos incubados con el suero preinmune (1:20) control negativo. B) Parasitos
incubados con el anticuerpo anti proteinas totales de T. vaginalis (1:100) control

positivo. C) Parasitos incubados con el anticuerpo anti TvelF-5A (1:20).
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FIG. 36. Localizacion de TvelF-5A de T. vaginalis. Microscopia confocal 60x
campo amplio con parasitos permeabilizados adheridos en laminillas, fijados con
paraformaldehido al 4%. Panel 1) Microscopia de Nomasky. Panel 2) Microscopia
de Nomasky con fluorescencia. Panel 3) Microscopia de Nomasky con sobre
posicion de fluorescencia. Panel 4) Contraste de fases. A) Parasitos incubados
con el suero preinmune (1:20) control negativo. B) Parasitos incubados con el
anticuerpo anti proteinas totales de T. vaginalis (1:100) control positivo. C)

Parasitos incubados con el anticuerpo anti TvelF-5A (1:20).
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FIG. 37. Localizacion de TvelF-5A de T. vaginalis. Microscopia confocal 60x con
parasitos permeabilizados adheridos en laminillas, fijados con paraformaldehido
al 4%. Panel 1) Microscopia de Nomasky. Panel 2) Microscopia de Nomasky con
fluorescencia. Panel 3) Microscopia de Nomasky con sobre posicion de
fluorescencia. Panel 4) Contraste de fases. A) Parasitos incubados con el suero
preinmune (1:20) control negativo. B) Parasitos incubados con el anticuerpo anti
proteinas totales de T. vaginalis (1:100) control positivo. C) Parasitos incubados

con el anticuerpo anti TvelF-5A (1:20).
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IX. Discusion.

Reportes previos sobre las poliaminas han mostrado que estos super
cationes participan en la viabilidad celular, ya que se han visto involucradas en la
division, diferenciacion, apoptosis celular, traduccién vy transcripcion en
procariontes y eucariontes (Yarlett y col., 2000). La importancia que tienen estas
moléculas en la transcripcién ha sido estudiada en diversos genes como por
ejemplo el gen del receptor de estrégenos (ere) regulado por poliaminas mediante
la proteina Sp1 (Huang y col. 2006., Liu y col. 2007). En la traduccion, se ha
encontrado que las poliaminas pueden actuar a través de la proteina dependiente
de poliaminas elF-5A mediante la unién al RNAm en el extremo 3’UTR del gen
cox-2 (Taylor y col. 2002). Ahora se conoce que la proteina elF-5A es
indispensable para la viabilidad celular ya que se ha reportado desempeiia
multiples papeles importantes como ejemplo puede llevar a cabo la traduccion de
proteinas involucradas en el ciclo celular en la transicion de la fase G1/S como en
el caso de Crypthecodinium cohnii, (Asano y col., 2000; Valentin y col., 2001;
Taylor y col. 2002). Esta proteina se ha descrito en diversos organismos

eucariontes, entre ellos el parasito Plasmodium falciparum (Kaiser y col., 2007).

En T. vaginalis el metabolismo de las poliaminas también es indispensable
para la viabilidad de este parasito, ya que se encuentra regulando moléculas
involucradas en la patogénesis como son las adhesinas, ya que median la
adhesion de T. vaginalis a la célula blanco (Garcia y col., 2005). Recientemente
se describi6 que se encuentran regulando a la CP65 (Alvarez-Sanchez y col.,
2008). Cistein proteinasa involucrada en la citotoxicidad del parasito (Alvarez-
Sanchez y col., 2000). Con base a los antecedentes que se tienen sobre las
poliaminas, nuestro interés en este trabajo se centré en iniciar el estudio del
posible mecanismo de regulacion de la citotoxicidad mediado por poliaminas. Para

ello identificamos y localizamos al factor elF-5A.
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Al realizar el andlisis dentro del genoma de T. vaginalis encontramos la
presencia de dos genes tvelF-5A 1 y 2 hipotéticos, no es de sorprender la
presencia de dos genes fvelF-5A en este parasito. Previamente ha sido reportado
la presencia de mas de un gen tvelF-5A en otros organismos como en el humano
y en Sacharomyces cereviciae (Schwelberger y col., 1993; Schader y col. 2006),
se ha sugerido que la presencia de dos genes se debe a la capacidad de
expresarse en diferentes condiciones microambientales (Clement y col., 2003). Al
realizar el analisis en T. vaginalis de la expresidbn de ambos genes se encontré
que el gen tvelF-5A2 es el Unico que se expresa en condiciones normales de
cultivo y en presencia del inhibidor del metabolismo de poliaminas. Sin embargo
no descartamos la expresion del gen tvelF-5A 1 bajo otras condiciones. También
ha sido sugerido que la existencia de mas de dos genes se debe a un evento de
duplicacién génica, evento caracteristico del genoma de T. vaginalis.

Mediante multiples alineamientos de la secuencia de aminoacidos de la
proteina elF-5A se ha demostrado el alto grado de homologia de la proteina entre
diferentes especies (Cooper y col, 1983; Park y col., 1993), incluyendo a T.
vaginalis ya que las proteinas TvelF-5A presentan los 13 aa conservados que
rodean al residuo de lisina, esta regién conservada ha hecho a la proteina elF-5A
unica por su modificacién postraduccional. Al analizar el tamaiio hipotético de esta
proteina se esperaba que tuviera de aproximadamente 18 kDa. Sin embargo se
encontré que la proteina TvelF-5A de T. vaginalis es de 19 kDa, esta proteina es
pequena al igual que la proteina elF-5A 2 de humano y Bombix mori con un
tamafio de 18 kDa. Sin embargo existen otras proteinas elF-5A con un mayor
tamafio como es el caso de Plasmodium falciparum de 20 kDa vy elF-5A 1 de
humano de 21 kDa (Kaiser y col., 2007), la proteina homéloga EFP de bacterias
tiene un tamario de 21 kDa.

Por otra parte el modelo 3D realizado a las proteinas TvelF-5A nos muestra
una proteina rica en cadenas p plegada y con el residuo de lisina expuesto en un
loop. Para conocer si esta estructura también es conservada entre los organismos,

analizamos la estructura en 3D de la proteina elF-5A de humano, Plasmodium
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Por otra parte se ha sugerido que la proteina EFP en bacterias podria ser
ancestro de la proteina elF-5A ya que ambas actian como factores de inicio de la
traduccion, ademas de que sus estructuras y secuencias presentan gran similitud
(Park, 2005), en Sachacaromyces cereviciae se demostré que la deplecion de la
proteina elF-5A, causa unicamente la disminuciébn de la tasa de sintesis,
afectando el 30% de la traduccion y arresto del ciclo celular en la fase G1, por lo
que se ha propuesto que elF-5A juega papeles sumamente importantes en la
célula y no Gnicamente como un factor de inicio de la traduccion (Kang y Hershey,
1994). Al realizar la comparacion de las estructuras 3D de la proteina TvelF-5A
con la proteina EFP de E. coli presentan gran similitud excepto en el dominio I,
ya que Unicamente esta presente en la proteina EF-P. Este resultado era
esperado ya que es una diferencia entre ambas estructuras debido a una perdida
evolutiva del dominio Ill de la proteina elF-5A. Sin embargo nos encontramos que
las secuencias de aminoacidos de las proteinas EFP y TvelF-5A presentan
muchas diferencias ya que EFP no presenta los 13 aa conservados que rodean la
lisina, sin embargo no descartamos que EFP sea un ancestro de la proteina
TvelF-5A, ya que se ha visto que las secuencias no necesariamente deben ser
idénticas para tener un mismo origen evolutivo, ya que la evolucién no solo
conserva funciones si no que también genera nuevas funciones y con ello cambios
en las secuencias (Sjolander., 2004).

Para conocer el origen evolutivo de las proteinas TvelF-5A 1 y 2,
realizamos un arbol filogenético en donde encontramos que ambas proteinas se
agruparon en la misma rama que la proteina EF-P de la bacteria Marimona sp.
Para analizar que las proteinas TvelF-5A de T. vaginalis pudieran surgir de una
transferencia de genes entre la bacteria y el parasito realizamos un arbol
filogenético del gen ribosomal 718s encontrando que este gen de T. vaginalis se
agrupa junto a otro parasito, por lo cual nos sugiere que las proteinas TvelF-5A
pudieron surgir de una transferencia de genes de la bacteria hacia T. vaginalis.

Al analizar el contenido de G+C de los genes tvelF-5A de T. vaginalis
encontramos un contenido rico de G+C, por otra parte en el extremo 5°
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localizamos elementos reguladores Inr y en el extremo 3" se localizé el sitio de
corte y poliadenilacién, previamente reportado para otros genes de T. vaginalis.
Con estos resultados podemos sugerir que ambos genes son codificantes, ya que
estos elementos se han encontrado en genes codificantes en el genoma de T.
vaginalis (Carlton y col., 2007). Pocos factores de inicio de la transcripciéon se han
reportado en este parasito como son los factores c-Myc, Myb 1y 2 y EFB (Liu y
col., 2006), estas proteinas se ha demostrado son capaces de unirse de manera
especifica a los promotores de T. vaginalis, por lo cual localizamos sitios
hipotéticos de union de diferentes factores de transcripcion como es el caso del
factor c-Myc, Myb 1y EFB en los genes tvelF-5A 1y 2 T. vaginalis.

En base al antecedente que teniamos de que el metabolismo de las
poliaminas es capaz de regular la expresion del gen tvcp65 (Alvarez Sanchez y
col., 2008), en donde se utilizé el inhibidor reversible de la ODC, para conocer si el
gen tvelF-5A también es regulado por las poliaminas, se utilizé el mismo inhibidor
y se determiné la expresion del gen tvelF-5A mediante el RNAm en presencia de
DAB y en la restauracion de la expresion al adicionar putrescina exégena. En este
experimento encontramos que las poliaminas estan regulando la expresién del gen
TvelF-5A 2 el cual se expresa Unicamente en estas condiciones. Este
comportamiento pudiera deberse a un mecanismo de autorregulacion ya que
encontramos que la secuencia del RNAm en el extremo 3'UTR de tvelF-5A
contiene una secuencia consenso tipo ERE, al igual que el gen cox 2 donde al
unirse elF-5A a esta secuencia, se estabiliza el RNAm y regula su expresion.
Hasta el momento no se ha reportado una autorregulacion por parte de la proteina
elF-5A por poliaminas. Otra explicacion basada en genes regulados por
poliaminas a nivel transcripcional, como el gen c-myc en donde las poliaminas son
capaces de unirse al DNA y regular la expresion de este gen pudiera estar
sucediendo en el gen tvelF-5A (Shile y col., 2003) o bien a través de una proteina
regulada por poliaminas como p21Cip1 a nivel transcripcional (Liu y col., 2006).
Por otra parte es importante resaltar que el gen TvelF-5A 2 se expresé bajo la

condicion normal y con deplecion de poliaminas, ya que se sabe que en otros
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organismos como en Sacharomyces cereviciae los genes TIF51A y TIF51B se

expresan en diferentes condiciones de oxigeno (Schnier y col., 1991).

Debido a que se ha reportado mediante ensayos de inmunofluoresencia en
otros organismo la presencia de la proteina elF-5A en nucleo y citoplasma en
diferentes organismos como la bacteria Methanococcus jannaschii (Kyu y col,.
1998), en base a que se ha propuesto que esta proteina actia como
transportadora de RNAm de nucleo a citoplasma como en Sacharomyces
cereviciae, donde la proteina elF-5A actia como transportadora del RNA Rev del
virus del VIH. Sin embargo esta propuesta todavia no ha sido aceptada debido a
que no se ha podido comprobar que elF-5A sea la molécula transportadora o bien
otro conjunto de proteinas con funcién de transportadoras (Schatz., 1997),
también se ha propuesto que elF-5A esta presente Gnicamente en citoplasma, en
células de mamifero como por ejemplo ovocitos de Xenopus (Shi y col., 1996).
Para localizar a la proteina TvelF-5A de T. vaginalis, se utilizaron los anticuerpos
anti TvelF-5A generados contra el péptido sintético, con los cuales encontramos a
la proteina elF-5A de T. vaginalis localizada en el citoplasma de este parasito. En
parasitos no permeabilizados no reconocié ninguna proteina de membrana por lo
cual sugerimos que esta proteina es especifica de citoplasma. Estos datos apoyan
que la localizacion de esta proteina se encuentra mayoritariamente en citoplasma
ya que no se observo una colocalizacion en nucleo. Sin embargo, no descartamos
la presencia de esta proteina en ntcleo en diferentes condiciones de estudio.

Con base a los datos obtenidos en este trabajo, en donde identificamos y
localizamos la proteina TvelF-5A de T. vaginalis, proponemos el siguiente modelo
de la regulacion de la citotoxicidad mediado por poliaminas a través del factor
TvelF-5A.
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Modelo propuesto del posible mecanismo de regulacion mediado por
poliaminas a través de la proteina TvelF-5A en T. vaginalis. A través de la ruta
biosintética de las poliaminas comenzando por la ornitina mediante la enzima
ornitina descarboxilasa se da la formacion de putrescina, esta a su vez mediante
el sistema antiporte con la salida de una putrescina y la entrada de dos espermina,
mediante una reacciéon enzimatica forma a espermidina, la cual mediante una
reaccion enzimatica por la enzima DHS dona un carbono aminobutil al residuo de
lisina de la proteina elF-5A precursora, la segunda enzima DOHH hidroxila el
carbono aminobutil para modificar a la proteina elF-5A precursora a su forma
madura (hipusinada), elF-5A madura es capaz de unirse a los elementos de
respuesta a elF-5A (ERE) estabilizando al RNAm del gen tvcp65, aumentando la
expresion de la CP65 y por lo tanto aumentando la citotoxicidad de Trichomonas

vaginalis.
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X. CONCLUSIONES.

1.- T. vaginalis posee dos genes tvelF-5A 1y tvelF-5A 2, que se localizan en dos
loci diferentes dentro del genoma de este parasito, presentan un contenido de
G+C del 49.2%. Ambos genes tienen Inr, lo cual es caracteristico en T. vaginalis.
tvelF-5A 1 y tvelF-5A 2 codifican para dos proteinas hipotéticas TvelF-5A 1 y
TvelF-5A 2 que presentan alta homologia con la proteina elF-5A de diversos
organismos.

El analisis filogenético, sugiere un transferencia de genes de bacterias

hacia T. vaginalis.

2.- Unicamente el gen fvelF-5A 2 se expresa y su expresion es de manera
diferencial en presencia y ausencia de poliaminas, sugiriendo una regulacion

mediada por el metabolismo de poliaminas en T. vaginalis.

3.-La proteina recombinante TvelF-5A-GST, es soluble y se encuentra en su forma

precursora.

4.- Los anticuerpos anti péptido TvelF-5A, reconocen a la proteina TvelF-5Ar de
44 kDa y a TvelF-5A en extracto total de T. vaginalis de 19 kDa. La localizacion de

la proteina TvelF-5A es en citoplasma.

En conclusion podemos decir que T. vaginalis tiene dos genes hipotéticos
tvelF-5A 1 y 2, solo el gen tvelF-5A 2 se expresa y su expresion se encuentra
regulada mediante el metabolismo de poliaminas, esta proteina tiene un tamarfio

aproximado de 19 kDa y su localizacién es en citoplasma.
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XI. PERSPECTIVAS

Clonar y expresar el gen dhs de Trichomonas vaginalis
Clonar y expresar el gen elF-5a madura de Trichomonas vaginalis.
Identificar y clonar la secuencia EREs en el gen tvcp65

Caracterizar funcionalmente la interaccion de TvelF-5a madura con las
secuencias EREs del gen tvcp65

Determinar el efecto de las secuencias ERES en el extremo 3’'UTR del RNAm del
gen tvep65 en la estabilidad
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XIll. APENDICE.

Gel de Agarosa al 1%

Agarosa (Gibco BRL) 0.20gr

TAE 1x 20mi

Bromuro de Etidio 44l ((0.5 mg/ml)
Amortiguador TAE 50x

Trizma Base (Sigma) 242 gr.

Acido acético glacial 57.1 ml

EDTA (Sigma) 37.2 gr.

Se afora a 1 litro con H,O destilada, se ajusta el pH a 8.5.

Extraccion de DNA
PBS 1x
NaCl (MERCK) 8g
KCI 8g
Na;HPO, 0.65g
KH2PO, 0.2g

Se ajusto el pH a 7.4 con NaOH o HCI se afora a 1 litro con agua destilada y se

esteriliza por autoclave.
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Amortiguador de lisis

SDS (Sigma) 0.2%

NaCl 100 mM

EDTA 10 mM, pH 8.0
Tris-HCI 10 mM, pH 8.0

Etanol al 70%

Para 50ml:

Etanol al 100% 35%
H,0 destilada 15%
TDSET

Tris-HCI pH 7.8 1M1 ml

DOC 10% 2ml
SDS 0.5ml
EDTA pH 8.0 2.0ml
Triton X-100 1ml

Se mezclan los componentes en 50 ml y se afora a 100 ml.

EDTA pH 8.0
EDTA 46.525 g
H,0 250 ml

El agua destilada es ajustada a un pH de 8.0, posteriormente se adiciona el EDTA

y se vuelve ajustar el pH a 8.0.
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PBS - EDTA 0.2%
PBS1Xp7.0 500 mi
EDTA 19

Se disuelve el EDTA vy se esteriliza por autoclave 121°C/ 20 min

Sacarosa 10% en PBS pH 8.0
Sacarosa 19
H,O DESTILADA 10 ml

Adicionar una punta de micropipeta de 200 pL en la solucion de sacarosa.

Extraccion de DNA plasmidico
Solucion | (Esteéril)
Glucosa 50mM
Tris-HCI 25mM, pH 8.0
EDTA 10mM, pH 8.0

Solucion Il (recién preparada)
NaOH 02M

SDS (Dodecil sulfato de Sodio) 1%
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Solucion il

Acetato de sodio 5 M 60ml
Acido acético glacial 11.5 ml
H,0 destilada 28.5 ml

Se ajusta el pH 5.2 con acido acético glacial, se esteriliza por autoclave.

Medio de cultivo

Medio Luria Bertani (LB)

Cloruro de sodio 10g
Tristona 10g
Extracto de Levadura 5¢g

Se ajusta el pH a 7.0 y se afora con H,O destilada a 1litro. Por dltimo se esteriliza

en autoclave.

Ampicilina (100 pg/ml)

Se filtra por 0.22um, para esterilizar y se protege de la luz.

Placas de LB-Ampicilina
20 g de LB agar bacteriolégico, después de haberlo esterilizado por autoclave y a
una temperatura de 45°C se adiciona ampicilina (100 pg/ml ) y se transfiere a cajas

Petri en esterilidad.
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Extraccion de RNA total
Etanol al 70%
Etanol absoluto 700 ml

H,O-DEPC 300 ml

Preparacion de1,4-diamino-2-butanona (DAB) 20 mM.

Para preparar 90 ml de medio TYM con DAB 20 mM (Sigma) se requiere
0.35012 g de DAB (PM 175.06 g/mol) disuelto en 2 ml de medio TYM, este stock
se filtra por 0.22um, la solucion stock es adicionada a los 90 ml de medio TYM y
es guardada a 4°C por 12 h.

Preparacion de putrescina 40 mM

Para preparar 54 ml de medio TYM con putrescina 40 Mm (Sigma) se
requiere 0.4025 g de putrescina (PM 161.1 g/mol) disuelto en 2.5 ml de medio
TYM, la solucién stock es filtrada por 0.22 ym y es guardada a 4°C 12 h.

Acrilamida al 30%/bisacrilamida al 0.8%

Acrilamida 292¢

Bisacrilamida 08¢

Disolver en 40 ml de agua destilada. Una vez disuelto aforar hasta 100 ml.
Filtrar a través de papel filtro “Whatman” No. 1.

Almacenar a 4°C hasta un mes, previamente protegido de la luz.
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Tris-HCI/SDS 4x, pH 8.8 (1.5 M Tris-Cl, 0.4% SDS)
Trizma-base (Sigma) 9.08g

SDS (Sigma) 02g

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH 8.8 con HCI.

Afora a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la soluciéon almacenar

a4°C.

Tris-HCI/SDS 4x, pH 6.8 (1.5 M Tris-Cl, 0.4% SDS)
Trizma-base (Sigma) 3.025¢g

SDS (Sigma) 0.2g

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH 8.8 con HCI.

Afora a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucién almacenar

a4°C.

Persulfato de amonio al 10%

10 mg (0.01 g) en un ml de agua destilada.

TEMED (Bio- Rad)

0.01ml (10l)
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SDS-amortiguador 2x

Trizma-base 1.52¢g

SDS 29

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8. Posteriormente
adicionar:

Glicerol 20 ml

Agua destilada (aforar a 100 ml)

Amortiguador de muestra 1x (BM 1x)

SDS amortiguador 2x 500pl
B — mercaptoetanol 5% 50ul
Azul de bromofenol 50ul

(stock 10 mg /ml)

Agua destilada 400pl

Amortiguador de muestra 2x (BM 2x)

SDS amortiguador 2x 400pl
B — mercaptoetanol 5% 50ul
Azul de bromofenol 50ul

(stock 10 mg /ml)

Amortiguador de electroforesis 5x (stock)
Glicina (Sigma) 729

Trizma-base (Sigma) 15.19
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SDS (Sigma) 50¢

Aforar con agua destilada a 1 litro.
Amortiguador de electroforesis 1x
Amortiguador de electroforesis 5x 100 ml

Agua destilada 400 ml

Solucién Colorante de proteinas (Azul brillante de Coomassie) 0.05%

Metanol 500 mi
Acido acético glacial 100 ml
Agua destilada 400 ml
Azul de Coomassie 0.5g

Disolver toda la noche. Filtrar con papel “Whatman” no. 1. Aimacenar a

temperatura ambiente.

Solucién decolorante de geles de poliacrilamida

Metanol 165 mi
Acido acético glacial 50 mi
Agua destilada 785 mi

Almacenar a temperatura ambiente.

Preparacion de Gelatina al 9%
0.0324 g en 10 ml de agua destilada incuba a 37°C para solubilizar.
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Gel separador

4. 50 ml Poliacrilamida/Bisacrilamida al 30%
3.75 ml 4x Tris-CL/SDS pH 8.8

6.75 ml Gelatina al 9%

0.05 ml Persulfato de amonio al 10%

0.01 ml TEMED

Gel concentrador

0.65 ml Poliacrilamida/Bisacrilamida al 30%
1.25 ml 4X Tris-CL/SDS pH 6.8

3.05 ml Agua

0.025 ml Persulfato de amonio al 10%
0.005 ml TEMED

Amortiguador de activacion de proteasas pH 4.5 3M

Acetato de sodio 13.61g

DTT 0.154 g
Acido acético 20 ml
H,O 980ml

Se disuelve en 500 ml el acetato de sodio, DTT posteriormente se adiciona el

acido acético y se ajusta el pH y se afora a 1 litro.

Triton X-100 2.5%
Triton X-100 25 ml

H20 destilada cbp 1000 ml
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Amortiguador de transferencia

Trizma- base 25mM 3.03¢g
Glicina 190mM 14.25¢
Metanol 20% 200 ml

Disolver primero el Trizma y Glicina. Una vez disuelto agregar el metanol y

finalmente, se afora a 1 litro con agua destilada. Enfriar a 4°C hasta su uso.

TBS 1X pH 7.0

Trizma — base 20 mM 242 ¢

NaCl 500 Mm 29.22 ¢

Disolver en 500 mi de agua destilada, ajustar el pH a 7.5 y aforar a 1 litro con

agua destilada.

Solucion reveladora HRP (por color Bio Rad)

Solucién A:
HRP 7.5mg
Metanol frio 2.5mi
Solucion B:

TBS 1XpH 7.5 12.5 ml

H20, 7.5 mi

Primero se prepara la solucién B, se mezcla el TBS 1X con el H,O; y se mezcla,
posteriormente se prepara la solucién A, se mezclar el reactivo HRP (Bio Rad) en

los 2.5 de metanol frio y se adiciona a la solucién B.
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Parafolmaldehido al 4%
Paraformaldehido 4 g en 100 ml de PBS 1X previamente filtrado, se disuelve a

55°C y se adicionan 4 gotas de NaOH hasta disolver totalmente.

PBS 1X

NaCl 8¢
KCI 8¢
Naz;HPO4 0.65g
KH2PO,4 02g

Se disuelve en 500 ml de agua destilada y se ajusta el pH a 7.0, posteriormente se

afora a 1 litro y se esteriliza por autoclave, y se filtra por membrana de 0.22 ym.

NH.CI/PBS 1X pH 7.0 50 Mm
HCI/PBS 1XpH 7.0 (i
GLICINA 0.5 M/ PBS 1X pH 7.0

SUERO FETAL BOVINO 1%/ PBS 1X pH 7.0

SUERO FETAL BOVINO 0.2% PBS 1X pH 7.0
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El jurado designado por la Universidad Auténoma de la Ciudad de México aprobé
esta tésis el dia 29 de agosto del 2008, en la Ciudad de México, para optar al
grado de Maestria en Ciencias Gendmicas, a la Q.F.B. Bertha Isabel Carvajal

Gamez.

Dra. Maria Elizbeth Alvarez Sanchez.

Dra. Rossana Arroyo Verastegui.

Dra. Minerva Camacho Nuez.

Dr. Mario César Lépez Camarillo.

M. en C.Maximo B. Martinez Benitez.

M.en C. Julio Cesar Torres Romero.
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