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1.- RESUMEN

La tricomonosis es una de las infecciones de transmisiéon sexual mas
comunes a nivel mundial, causada por el protozoario flagelado Trichomonas
vaginalis. En T. vaginalis, la adhesiéon es un proceso multifactorial en el que
participan adhesinas, receptores y factores ambientales como el hierro. Las
adhesinas AP65, AP51, AP33, AP23 y AP120 estan reguladas positivamente por
hierro a nivel de transcripcion y traduccion. Las adhesinas muestran homologia
con enzimas metabélicas del parasito y del hospedero. En estudios recientes se
demostré que la AP120 tiene homologia a la piruvato ferredoxin oxido reductasa
A (PFOR A), una enzima presente en la membrana de los hidrogenosomas de T.
vaginalis. Ademas, en concentraciones altas de hierro, la AP120 se sobreexpresa
y se relocaliza a la superficie del parasito. Por otro lado, para analizar el efecto
del Fe2* a nivel transcripcional de PFOR A por ensayos de RT-PCR se amplifico
un fragmento del extremo carboxilo-terminal (1.1 kb) de la PFOR A solo en altas
concentraciones de hierro. En este fragmento se ubican 11 péptidos identificados
por MALDI-TOF de la mancha no. 1 que constituye a la proteina de 120 kDa.
Por ello, en este trabajo se estudio el efecto del Fe2* en genes homologos a pfor a,
encontrados en el genoma de T. vaginalis (pfor ¢, d y €). Ninguno de los genes pfor
¢, d o e se transcribieron en las concentraciones de Fe2* probadas. Estos datos
indican que solo la PFOR A se expresa en altas concentraciones de hierro por lo
que podria relocalizarse a la superficie del parasito. Para probar esta hipotesis,
se expresaron dos proteinas recombinantes (PFOR50 y PFOR70) en un sistema
procarionte, estas proteinas corresponden al extremo carboxilo-terminal de la
PFOR A, las cuales se purificaron por cromatografia de afinidad a niquel. Con la

proteina PFOR50 se generaron anticuerpos en ratéon (anti-PFORS0). Estos
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anticuerpos se probaron por ensayos de Western blot los cuales presentaron un
reconocimiento cruzado entre el anticuerpo anti-PFORS50 y el anticuerpo anti-
TvAP120, que es un anticuerpo hecho para la adhesina de 120 kDa. Estos
anticuerpos reconocieron a las proteinas recombinantes PFOR70 y PFORS0 y una
proteina de 120 kDa en extractos totales de parasitos crecidos en altas
concentraciones de hierro. Ademas, se diseié un péptido sintético de la region
divergente entre PFOR A y PFOR B debido a su alta identidad entre las
secuencias de las dos moléculas, con este péptido se generaron anticuerpos
especificos para PFOR A. Con estos anticuerpos se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia indirecta para localizar a moléculas tipo PFOR en el
parasito. Los resultados demostraron que PFOR A se localiza en los
hidrogenosomas, en el citoplasma y en la superficie de T. vaginalis cuando los
parasitos crecen en altas concentraciones de hierro. Nuestros datos muestran
que hay una relocalizacion de la PFOR A de los hidrogenosomas a la superficie

del parasito en presencia de hierro.

16



2.- INTRODUCCION

2.1.-Epidemiologia

Las infecciones de transmision sexual (ITS) representan uno de los
principales problemas de salud publica al nivel mundial, a pesar de los avances
médicos logrados en las ultimas décadas. Actualmente, se reconocen mas de 30
infecciones bacterianas, virales y parasitarias que pueden transmitirse por via
sexual (www.saludpublica.com. 2605). Una de las ITS que se presenta con mayor
frecuencia, principalmente en las mujeres, es la tricomonosis causada por el
parasito protozoario Trichomonas vaginalis, ya que existen alrededor de 250
millones de personas en el mundo afectadas por este padecimiento (OMS, 2005).
La prevalencia varia entre las poblaciones estudiadas en un rango de 5-74% en

mujeres y 5-29% en hombres (Anorlu y col., 2001).

En México esta infeccion se encuentra distribuida principalmente en la
zona centro y sur del pais. Los estados de Veracruz y México registran el mayor
numero de casos con un porcentaje de 15.1% y 7.8%, respectivamente y en
Puebla con un 7.4%, a diferencia de la zona norte, como en Baja California Sur
que presenta sbélo un 0.2% (Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia
Epidemiolégica, SSA, 2006). En la Figura 1 se muestra un incremento en el
numero de casos registrados a partir de 1999 (149,937), registrandose en 2002 el
valor méaximo (210,290), hasta el 2006 en el que se registran 157,270 casos de

pacientes con tricomosis a nivel nacional.
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Esta enfermedad prevalece en regiones de clima calido, en mujeres en edad
fertil, de vida sexual activa con multiples comparieros sexuales e higiene personal

pobre (Arroyo, 2000).

Incidencia de Tricomonosis en México

250 - 210,290 202,209
188,671

167,916 170,586

, 162,530 . i ’ 157,270
" 200 149,937 ,_ - :
o 0
x
150
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50
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Anos

Figura 1. Incidencia de casos registrados de pacientes con tricomonosis en
México desde 1999 hasta el 2006 (Sistema Unico de Informacion para la

Vigilancia Epidemiolégica, SSA, 2006).
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2.2.- Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacion de la tricomonosis en la mujer es de 5 a 30 dias.
Esta infeccién puede ser asintomatica, aguda o créonica. De un 25 a un 50% de
mujeres infectadas son asintomaticas, con pH normal de 3.8 a 4.2 y flora
normal en la vagina (Spiegel, 1990). En la infeccién aguda, los sintomas varian,
empeorando durante la menstruacion y el embarazo (Krieger y col.,, 1982a;
1982b). En la infecciéon cronica, los sintomas son leves, con prurito y
dispareunia, aunque puede haber secrecion vaginal escasa y mezclada con rﬁoco.
Aunque, la vaginitis es la manifestacion mas comun, la vagina y el cérvix
presentan edema y placas eritematosas que son descritas como “cervix de fresa”.
Otras complicaciones asociadas con esta parasitosis son la predisposicion a la
endometritis, la infertilidad, los embarazos de alto riesgo, el cancer cérvico-
uterino y la susceptibilidad a la infeccion por VIH (Petrin y col., 1998). Ademas,
puede provocar infecciones respiratorias en niflos recien nacidos de madres

infectadas con tricomonosis (Szarka y col., 2002; Temesvari, 2002).

El hombre infectado generalmente es asintomatico por lo que es
considerado como un reservorio del parasito. La mayoria de las veces la
tricomona se aloja en la uretra, aunque en ocasiones se localiza también en la
prostata y vesiculas seminales (Honigberg, 1990). Sin embargo, cuando se
presentan sintomas se puede observar una tricomonosis aguda caracterizada por
una uretritis purulenta; pero también se puede presentar como una infeccion
asintomatica, la cual es clinicamente indistinguible de la uretritis no gonoccécica

(Krieger, 1995).
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2.3.- Tratamiento

Existen medicamentos antimicrobianos de amplio espectro que se utilizan
comunmente para el tratamiento de parasitosis como amibiasis, giardiasis y
tricomonosis como los 5- nitroimidazoles entre los que se encuentra el tinidazol y
metronidazol. El metronidazol fue originalmente sintetizado y aprobado para ser

utilizado contra la tricomonosis en 1959 (Durel y col., 1967).

La dosis de metronidazol por via oral recomendada es de 1.5 a 2 g por un
periodo de 7 dias (Martinez, 2001). La concentracion minima letal de
metronidazol es de 25 a 317.5 pug/ml para aislados resistentes y de 3.1 a 12.5
pg/ml de metronidazol para aislados susceptibles a la droga (Tachezy y Kulda,
1991). Otras vias de administracion son tépica e intravenosa o la dosis Unica es

de 2 g por via oral.

2.4.- Caracteristicas generales

2.4.1.-Agente etiolégico y morfologia

T. vaginalis es un protozoario flagelado que mide 10-20 pm de largo, aun
cuando puede llegar a medir hasta 30 ym y 7 pm de diametro. Es organismo
pleomorfico que presenta una forma ovoide o ameboide dependiendo de las
condiciones en las que se encuentre, presenta cuatro flagelos anteriores libres y
uno recurrente adosado a la membrana ondulante, el cual carece del extremo

posterior libre (Fig. 2).
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La membrana ondulante ocupa aproximadamente el tercio anterior del
cuerpo del parasito. El nucleo es excéntrico con la cromatina distribuida
uniformemente. Ademas, en la region de la costa y del axostilo existen gran

cantidad de granulos sideroéfilos, entre los que se encuentran los hidrogenosomas

(Tay, 1995).

Ovoide Ameboide

Figura 2. Morfologia de Trichomonas vaginalis. Formas en la que se puede
presentar el parasito. A. Ovoide: a) axostilo f) flagelo, m) membrana ondulante. B.

Ameboéide (Tomado de la tesis de Doctorado de Moreno-Brito, 2005).

21



2.4.2.-Biologia de Trichomonas vaginalis

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Protista

Phylum Protozoo

Subphylum Sarcomastigophora
Clase Zoomastigophorea
Subclase Zoomastigia

Orden Trichomonadida
Familia Trichomonadidae
Género Trichomonas

Especie Trichomonas vaginalis

2.4.2.- Ciclo de vida

El ciclo biologico de T. vaginalis, es directo, el parasito se transmite de
persona a persona por contacto sexual (Fig 3), en forma de trofozoito

uninucleado y se establece en la mucosa vaginal, uretral y prostatica.

Los parasitos se adhieren a la mucosa de la vagina y del exocérvix donde
permanecen a pesar de las condiciones adversas: a) pH acido; b) cambios
hormonales ciclicos; c¢) descamacion del epitelio; d) nutrientes escasos; e)

presencia de lactobacilos y g) flujo menstrual, entre otras.
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T. vaginalis se alimenta de componentes solubles, células del huésped,
bacterias y eritrocitos (fagocitocis) para obtener hierro (Honigberg, 1990); este
organismo tiene una alta dependencia de este nutriente de hasta 250 uM (Gorrell,
1985). Ademas, los parasitos son altamente sensibles a los cambios del
microambiente, como temperatura, pH, osmolaridad y potencial redox, por lo que
dificilmente sobreviven en el exterior del cuerpo humano y la infeccién por medio
de toallas contaminadas, en albercas o retretes contaminados es casi imposible

(Honigberg, 1990).

Este protozoario se multiplica por fision binaria que empieza con la
divisién nuclear, después la del blefaroplasto y el resto de los organelos (Fig 3).
Finalmente, se originan dos células hijas (Gémez-Conde y col., 2000). No se
conoce un estado de quiste; aunque la formacion de un seudoquiste se ha

descrito en células que han experimentado estrés ambiental (Ribeiro y col., 2002).

La caracterizacion de la mitosis en T. vaginales mostr6é la presencia de las
5 fases clasicas: profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis (Gomez-Conde
y col.,, 2000). La cromatina de T. vaginalis experimenta diferentes grados de
condensacion de los cromosomas alcanzando su maximo grado de condensacion
en metafase para descondensarse en anafase (Brugerolle, 1975; Petrin y col.,

1998; Géomez-Conde, 2000).
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Figura 3. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. i: Estado infectivo. d:
Estado de diagnostico. 1: Trofozoitos en secreciones prostaticas 2: Fision binaria.
3: Trofozoito en vagina o en uretra (Tomado de la base de datos: Introduction

“The Trichomonas vaginalis Genome Database” www.tigr.or/tdb/e2k1/tvg/intro

.shtml).
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2.4.4.- Metabolismo

Aunque T. vaginalis es similar en muchos aspectos a otros eucariontes, es
disimil en el metabolismo ya que se parece mas a bacterias anaerobicas
primitivas, debido a que carece de mitocondrias y peroxisomas. Este protista
anaerobico aerotolerante contiene un organelo especializado llamado
hidrogenosoma (Muller, 1988; Johnson y col., 1993), el cual es analogo a la
mitocondria de eucariontes superiores pero menos eficiente en la produccion de
energia (Arroyo, 2000). A pesar de que hay marcadas diferencias entre la
mitocondria y el hidrogenosoma, los organelos son funcionalmente similares, con

rutas metabolicas implicadas en la producciéon de ATP (Cavalier-Smith, 1987).

El hidrogenosoma tiene un diametro de 0.5 a 1.0 pm, esta rodeado por
dos membranas y no contiene material genético (Muller, 1988). Los carbohidratos
son la fuente primordial de energia de T. vaginalis y su metabolismo ocurre
tanto en el citoplasma como en los hidrogenosomas (Muller, 1988). En el
citoplasma la glucosa es convertida a fosfoenolpiruvato y subsecuentemente a
piruvato por la via Embden-Meyerhoff-Parnas (Muller, 1988). El piruvato se
metaboliza en el hidrogenosoma y con ayuda de la enzima piruvato ferredoxin
oxido reductasa (PFOR) (la cual se localiza en la membrana del hidrogenosoma) es
descarboxilado para formar acetil coenzima A. El acetato es el producto final en la

via de transferencia de coenzima A a succinato (Lindmark y col., 1975) (Fig 4).

Subsecuentemente de la formacion de acetato, la ferredoxina (Fd) acepta

los electrones generados por la PFOR. La ferredoxina es reoxidada por la
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hidrogenasa (HYD) produciendo hidrégeno molecular como producto final en la
cadena transportadora de electrones dentro del hidrogenosoma (Dunne y col.,,
2003) (Fig 4). En condiciones limitantes de carbohidratos se ha comprobado que
ciertos aminoacidos, esencialmente arginina, treonina y leucina, en ausencia de
maltosa, favorecen el crecimiento y la sobrevivencia del parasito (Petrin y col.,
1998).

En organismos aerobicos, la descarboxilaciéon del piruvato es catalizada
por la piruvato deshidrogenasa (PDH) un complejo multienzimatico de
aproximadamente 103 kDa de la piruvato deshidrogenasa (PDH) (Weiland, 1983).
Los mecanismos cataliticos de PFOR y la PDH son diferentes, la unica propiedad
que tienen en comun ambas es la presencia de tiamina pirofosfato (TTP)
(Kerscher y Oesterhelt, 1982). Este grupo prostético de 200-300 kDa es usado
como un cofactor por los “cluster” Fe-S y esta implicado en la ruptura de los

enlaces carbono-carbono (Schonheit y Schafer, 1995).

Existen tres tipos de PFOR, la PFOR en algunos protozoarios y bacterias es
un dimero o proteina tetramérica de aproximadamente 240 kDa. En organismos
como Halobacterium halobium, la PFOR tiene 2 subunidades, de 86 y 42 kDa
(Krescher y Oestrhelt, 1981), mientras que en Pirococcus furiosus posee tres
subunidades de 45, 31 y 24 kDa (Blamey y Adams, 1993). Thermotoga maritima
(Blamey y Adams, 1994) se compone de cuatro subunidades 43, 34, 23 y 13 kDa
y Archaeglobus fulgidus la PFOR también posee cuatro subunidades con diferente

tamano: 47, 32, 25y 13 kDa (Kunow y col., 1995).
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La PFOR se encuentra en protozoarios amitocondriados como Giardia
lamblia (Ellis y col., 1993), Entamoeba histolytica (Rodriguez y col., 1996) y en T.
vaginalis (Hrdy y Muller, 1995). En estos protistas la PFOR se encuentra formada
por dos subunidades homélogas de aproximadamente 120-130 kDa cada una

(Hrdy y Muller, 1995; Townson y col., 1996).

A la fecha, en T. vaginalis se han caracterizado dos genes para la PFOR
(pfor-a y pfor-b) con un tamano de 3,665 pb y un marco de lectura abierto de
3,474 pb que codifican para 1157 aa y una proteina de aproximadamente 120
kDa en ambos genes (Hrdy y Muller, 1995). Al comparar la secuencia deducida de
aminoacidos estos dos genes presentaron 95% de identidad (Hrdy y Muller, 1995)
ya que solo difieren en 211 nucle6tidos. Ambos genes son ricos en A+T tanto en
las regiones codificantes como en las no codificantes. Por ensayos de Northern
blot se observa un transcrito de 4.2 kb para PFOR (Meza-Cervantez, 2005). Por
otra parte al realizar un analisis en el genoma de T. vaginalis se encontr6 que el
gen pfor a es unicopia, mientras que el gen pfor b presenta 2 copias las cuales

muestran una identidad del 97% entre sus secuencias.
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Metabolismo de carbohidratos en el
hidrogenosoma
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Figura 4. Metabolismo del piruvato en hidrogenosomas de T. vaginalis. El
piruvato es generado por la glucolisis en el citosol de T. vaginalis y entra a los
hidrogenosomas a) Oxidacion del piruvato a acetil coenzima A es catalizada por
la PFOR (Piruvato ferredoxin oxido reductasa). b) Reoxidacion de la ferredoxina
por la PFOR. c) La ferredoxina es reoxidada por la hidrogenasa (Hyd) produciendo
hidrégeno molecular como producto final. SCS: succinil Co A sintetasa, ME:
enzima malica, ASCT: acetato succinato Co A transferasa (Tomado de Land y col.,

2004).



2.4.5.- Mecanismos de accion del metronidazol

El numero de aislados de T. vaginalis clinicamente resistentes ha
aumentado (Sobel y col., 1999) y poco se conoce acerca de las bases moleculares

de la resistencia al metronidazol.

El hidrogenosoma participa en la activaciéon del metronidazol. Esta droga
entra por difusion pasiva al parasito y luego al hidrogenosoma como una
prodroga donde compite con la hidrogenasa como un aceptor de electrones
donados por la ferredoxina (Muller and Lindmark, 1976). La activacion del
metronidazol ocurre cuando un electron es transferido al grupo nitro formandose
un radical-nitro toxico (Upcroft y Upcroft 2001; Kulda, 1999). En ausencia de la
droga, los protones se reducen a hidrogeno molecular por accion de la

hidrogenasa.

La importancia de la PFOR y la ferredoxina en la activacion del
metronidazol ha sido sustentada por aislados de T. vaginalis que pueden hacerse
resistentes a la droga al alterar la actividad de cualquiera de las dos proteinas
(Brown y col., 1999; Cerkasovova 1984; Kulda y col., 1993; Quon y col., 1992;

Upcroft y Upcroft, 1999).

En estos organismos se ha observado una relaciéon directa entre la
expresion del gen de la ferredoxina y la resistencia a la droga (Kirkwood y col.,
2002). Sin embargo, el reemplazo del gen de la ferredoxina, confirma que esta

molécula no es la responsable de la resistencia de los diferentes aislados a este
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farmaco, lo cual sugiere que hay mecanismos aun desconocidos relacionados con
la resistencia al metronidazol de los aislados de T. vaginalis (Kirkwood y col.,

2004).

2.4.6.- Regulacion por hierro

La disponibilidad del hierro es necesaria para procesos metabolicos y el
crecimiento de las tricomonas (Gorrell, 1985) y la expresion y regulacion de su
virulencia como la adherencia de este organismo a la célula huésped, ya que el
hierro regula la expresion de genes que codifican para las adhesinas (Garcia y
col., 2003) y la cisteina proteinasa CP30 (Mendoza-Lopez y col., 2000); por lo que
se ha postulado que el hierro es esencial para la sobrevivencia de este

protozoario.

El hierro esta implicado en la regulacion de una serie de mecanismos que
le permite al parasito subsistir en el huésped gracias a la induccion de la sintesis
de diferentes proteinas dependiendo de la concentracion de este ion en el medio.
De manera especifica, en altas concentraciones de hierro se induce la expresion
de la ferredoxina, de la succinil CoA sintetasa, de la PFOR y las adhesinas AP65,
AP51, AP33, AP23, AP120 (Arroyo y col.,, 1992; Lehker y col.,, 1991; Yanez-
Gomez, 1999; Moreno-Brito y col., 2005). La regulacion de la expresion de las
adhesinas en alto hierro se lleva a cabo al nivel transcripcional y traduccional
(Lehker y col.,, 1991). En ausencia de hierro estas moléculas disminuyen su

expresion (Garcia y col., 2003; Yanez-Goémez, 1999).
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En T. vaginalis, la adquisicion de hierro es mediada por receptores que
reconocen de manera especifica lactoferrina, hemoglobina, citocromo c y ferritina

(Lehker y col., 1990; Dailey y col., 1990).

2.5.- Patogénesis

El mecanismo de citopatogenicidad de T. vaginalis es un proceso
multifactorial, en el que el primer evento es la adhesién del parasito a la célula
blanco, seguida por el dafio progresivo de ésta (citotoxicidad). Este dano se inicia
por un redondeamiento celular seguido por la muerte y la fagocitosis, para que
finalmente ocurra la desintegracion celular (Alderete y Pearlman, 1984; Krieger y

col., 1985; Arroyo, 2000).

2.5.1.-Citoadherencia

El parasitismo y la colonizaciéon del epitelio vaginal por T. vaginalis se
realiza por medio de la unién especifica del parasito a las células epiteliales
vaginales (VECs) a través de proteinas de superficie del parasito (adhesinas), las
cuales interactian con moléculas de la superficie de las célula hospedera

(receptores) (Alderete y Garza, 1985; 1988; Arroyo y col., 1992).
El mecanismo de citoadherencia de T. vaginalis es complejo, depende de
pH y temperatura (Alderete y Garza, 1985), involucra la transduccion de senales

transmembranales (Arroyo y col., 1993), la participacién de adhesinas (Arroyo y
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col., 1992; Moreno-Brito y col., 2005), cistein proteinasas de 30 (CP30), (Arroyo y
Alderete, 1989; 1995, Mendoza-Lopez y col., 2000) y 62 kDa (Hernandez y col.,
2004) y glicoconjugados con actividad receptora para laminina (Silva Filho y col.,
1988; 1998) ademas de ser regulada por factores ambientales como el hierro

(Lehker y col., 1991).

Este parasito presenta un sofisticado sistema de transducciéon de senales
al contacto con la celula blanco con el cual controla la expresiéon de genes de
virulencia como los que codifican para las adhesinas (Arroyo y col., 1993). A la
fecha, se han identificado y caracterizado cinco proteinas de superficie como
adhesinas, AP65, AP51, AP33, AP23 y AP120 (Alderete y Garza, 1985; 1988,
Arroyo y col., 1992; Yanez-Gomez, 1999; Moreno Brito y col., 2005). La expresion
de los genes de las adhesinas se encuentra regulada de forma coordinada al nivel
de trascripcion por las concentraciones de Fe2* en la vagina (Lehker y col., 1991)
y por contacto con las células del epitelio vaginal y cervical (Arroyo y col., 1993;
Garcia y col., 2003). Ademas, se ha demostrado el incremento en la expresion de
los genes que codifican para a-actinina después del contacto del parasito con
células VECs sugiriendo que la relacion parasito-huésped es muy compleja
(Kucknoor y col., 2005). También se ha demostrado que se alteran genes de las
células blanco (VECs) activando una cascadas de senalizacién en respuesta a la

adherencia del parasito (Kucknoor y col., 2005).
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2.5.2.-Citotoxicidad

En la citotoxicidad de T. wvaginalis hacia la célula blanco participan
porinas o proteinas formadoras de poros (Fioriy col., 1993), hemolisinas (Krieger
y col.,, 1983; Dailey y col.,, 1990; Fiori y col., 1993), fosfolipasas y cistein

proteinasas (Alvarez-Sanchez y col., 2000).

En este proceso participa una cistein proteinasa de 65 kDa (CP65), que
presenta afinidad a la superficie de las células HeLa y se encuentra ausente en
los aislados de T. wvaginalis no citotoxicos (Arroyo y Alderete, 1995; Alvarez-
Sanchez y col., 2000). Esta molécula se localiza en la superficie y en el citoplasma
del parasito es inmunogénica. Ademas, la CP65 se encuentra activa a pH de 5.5
y a 37°C y puede degradar sustratos como colagena IV y fibronectina pero no
laminina-1 (Alvarez-Sanchez y col., 2000). La actividad de la CP65 es modulada
negativamente por concentraciones de zinc similares a las encontradas en las
secreciones prostaticas (<1.6 mM) de pacientes masculinos con prostatitis cronica

(Alvarez-Sanchez, 2001).

Otra CP implicada en la citotoxicidad es la CP39, que se une a las células
HeLa y degrada colagena I, III, IV y V, hemoglobina y fibronectina. Ademas, la
CP39 se secreta por el parasito in vivo e in vitro y se encuentra activa en un rango
amplio de pH (3.6-9.0) (Hernandez-Gutiérrez y col., 2004) y su actividad se ve
afectada negativamente por hierro (Hernandez-Gutiérrez y col., 2003). También se
identifico una CP de 60 kDa que se ha demostrado que degrada sustratos como
dimeros y monoémeros de hemoglobina; inmunoglobulinas IgG e IgA y es

considerada como una enzima acida (Duk-Young y col., 1998).
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2.5.3.-Evasion de la respuesta inmune

La relacién parasito-huésped es muy compleja en la tricomonosis, como se
muestra por los mecanismos que T. vaginalis utiliza para sobreponerse a las
barreras naturales de defensa del huésped. La respuesta inmune del huésped es
neutralizada por numerosas enzimas proteoliticas y por la variacion fenotipica
que poseen las tricomonas infectadas por el virus de RNA de doble cadena
(dsRNA) (TVV) (Alderete y col., 1986; Khoshnan y Alderete, 1994; Provenzano y
Alderete, 1995). Este virus regula la expresion de la proteina de 270 kDa (p270)
en la superficie del parasito confiriendole la capacidad de variacién fenotipica
(Musatovova y Alderete, 1999). A su vez, la expresion de la p270 se regula
negativamente por hierro (Alderete, 1999). Otro evento para evadir la respuesta
inmune del huésped es la degradacién de anticuerpos en secreciones vaginales de
pacientes con tricomonosis (Alderete y col., 1991; Bozner y col., 1992). Estas CPs
son capaces de degradar los anticuerpos generados por el huésped y evitar la
proteccién a la infeccion (Provenzano y Alderete, 1995). El mimetismo molecular
es otra manera de evadir la respuesta inmune utilizando la homologia que existe
entre las adhesinas y algunas enzimas metabolicas del parasito (Alderete y col.,

2001).

Otra manera que tiene T. vaginalis de evadir al sistema inmune del
huésped, es activar la ruta alterna del complemento (Gillin y Sher, 1981) y
aumentar su resistencia al complemento en altas concentraciones de hierro
(Alderete y col., 1995) al regular positivamente la expresion de algunas CPs, entre

ellas se encuentran las que degradan la porcion C3b del complemento sobre la
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superficie de los organismos, permitiendo que evada la destruccion mediada por

el complemento (Alderete y col., 1995b).

2.5.4.- Apoptosis

La muerte celular programada de la célula blanco es otro evento
relacionado con la virulencia de T. vaginalis. La infeccion por T. vaginalis
ocasiona un desprendimiento de células VECs seguido por su destruccion celular
(Gilbert y col., 2000), la cual es inducida por cistein proteinasas (Sommer y col.,
2005). También el parasito es capaz de inducir apoptosis en células RAW264-7
por la via Bcl-x. (Chang y col.,, 2004). Ademas de que el parasito altera la
expresion de Mcl-1 y la activacion de la caspasa-3 induciendo apoptosis de

neutrofilos humanos (Kang y col., 2006).

3.-ANTECEDENTES

La secuencia de los genes de tres de las adhesinas de T. vaginalis
localizadas en la superficie del parasito muestran homologia significativa con
enzimas metabolicas hidrogenosomales (Arroyo, 2000; Garcia y col., 2003). La
AP65 presenta una identidad del 38% con la enzima metabdlica malica
localizada en los hidrogenosomas y que participa en la produccion de ATP
(Alderete y col., 1995). Lo mismo ocurre con las subunidades o y [ de la
succinil-Co A sintetasa. La APS51 muestra una identidad del 44.2% con la
subunidad B (Alderete y col.,, 1998). Los tres genes de la AP33 tienen una
identidad del 53.8%, 54.5% y 54.9% con la subunidad a de la succinil-CoA

sintetasa (Engbring y col., 1996).
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Por otro lado, en el estudio de seis aislados mexicanos de T. vaginalis se
determinoé el efecto de altas concentraciones de hierro sobre la expresion de las
adhesinas y los niveles de adhesion. En el patron de adhesinas se observo la
aparicion de una banda de 120 kDa con afinidad a la superficie de las células
HelLa (Yanez-Gomez, 1998) que se comporta como una nueva adhesina de T.
vaginalis, la AP120 (Yanez-Gomez, 1999). De acuerdo con el peso molecular, la
AP120 podria corresponder a la PFOR que tiene un peso de 120 kDa (Hrdy y
Muller, 1995) o al receptor para laminina de 118 kDa (Silva Filho y col., 1988).
De ahi que la AP120, podria presentar homologia con una enzima metabolica
hidrogenosomal, la PFOR, aunque localizada en la superficie del parasito, como la

AP65, APS1 y AP33 (Engbring y col., 1996).

Enseguida, la AP120 se caracterizo por electroforesis de 2-D y por ensayos
de “Western blot” con el anticuerpo anti-TvAP120 que inhibe la adhesion de T.
vaginalis a monocapas de células HeLa (Yanez-Gomez, 1999; Moreno-Brito y col.,
2005). Al comparar el nimero de manchas que forman a la proteina de 120 kDa
en extractos de proteinas totales de 7. vaginalis crecidas en diferentes
concentraciones de hierro (20 y 250 uM) en la region de 120 kDa. En parasitos
crecidos en 20 uM de Fe?* se observaron 2 manchas en la regién de 120 kDa y 3
manchas en parasitos crecidos en 250 pM de hierro. El anticuerpo anti-TvAP120
reconocié a la mancha numero 1 de la region de 120 kDa que solo se encontro en
parasitos crecidos en alto hierro (Fig. 5), la cual podria corresponder a la AP120
(Moreno-Brito y col., 2005). El mapeo triptico (MALDI-TOF MS-“peptide mass
mapping”) de esta mancha mostré6 que las masas de 22 de los 59 péptidos

coincidieron con masas de péptidos generados tedricamente de la piruvato
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flavodoxin oxido reductasa de T. vaginalis, conocida como piruvato ferredoxin
oxido reductasa A (PFOR A). Estos datos confirman que la AP120 también
presenta homologia con una enzima hidrogenosomal del parasito, la PFOR A,
(Moreno-Brito, 2004; Moreno-Brito y col., 2005) como las adhesinas ya
mencionadas mostrando un patrén similar al de las adhesinas ya mencionadas

(Alderete y col., 1985; 1995; Arroyo y col., 1992).

La homologia entre AP120 y PFOR se confirmé por ensayos de “Western
blot” e inmunolocalizaciéon con un anticuerpo anti-EhPFOR preparado contra
un fragmento recombinante de 648 aa de la parte carboxilo-terminal de la PFOR
de E. histolytica (del nucleédtido 1,260 a 3,498 del gen Ehpfor). Las PFOR de estos
dos parasitos presentaron una identidad del 45% (Rodriguez y col., 1998).
Ademas, en este fragmento de la PFOR se encontraron 11 de los 22 péptidos
identificados en la AP120 (Moreno-Brito y col., 2005) (Fig. 6). El anticuerpo anti-
EhPFOR reaccioné con proteinas en la membrana del hidrogenosoma y en la

superficie del parasito.

Para saber si la adhesina AP120 es codificada por el gen de la PFOR A o
por un gen distinto, primero se clono6 el gen de la PFOR A del aislado CNCD 188
de T. vaginalis a partir de la secuencia reportada en el Genebank (Hrdy y Muller,
1995). La secuencia obtenida mostr6 S diferencias con respecto a la secuencia de
la PFOR A previamente reportada. Estos cambios podrian deberse a errores de
la enzima Taq polimerasa durante la amplificacién. Por medio de un alineamiento

multiple se observo que uno de los cambios lo comparte con PFOR B (Fig 7).
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Figura. 5. Reconocimiento especifico del anticuerpo anti-TvAP120 por
“Western-blot” (Tomado de Moreno-Brito, 2004). Ensayos de Western blot a
partir de electroforesis en 2D de la proteina de 120 kDa de parasitos crecidos en
20uM (panel a, cy €) y 250 uM (panel b, d y f) de hierro. A): Electroforesis de
proteinas totales de T. vaginalis (panel b), separados por isoelectroenfoque
bidimensional para proteinas basicas en geles de poliacrilamida al 7% y tenidos
con azul de Coomassie. B) Paneles c y d, Réplicas de este gel en nitrocelulosa,
incubadas con el anticuerpo anti-TvAP120 a una dilucién 1:10 000. C) Paneles e
y f. Controles negativos de la reaccion (-). [Fe2*uM]: Concentraciéon de hierro en el
medio de cultivo. Flechas. Indican la posicién y el nimero de manchas de la

p120. kDa. Tamano molecular de los marcadores. pl: isoelectroenfoque.
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Otro de los cambios hace desaparecer uno de los 3 posibles segmentos
transmembranales para la proteina (Fig. 7) (Meza Cervantez, 2005). Ademas por
RT-PCR se analiz6 el patron de expresion al nivel de transcrito amplificando un
fragmento de 1.1 kb de pfor a partir del RNAm de parasitos crecidos en diferentes
condiciones de Fe2*. El fragmento analizado corresponde a los ultimos 366 aa del
gen PFOR A. Este fragmento se relaciona con el fragmento recombinante que
corresponde al carboxilo-terminal de la PFOR de E. histolytica contra el que se
genero el anticuerpo utilizado para confirmar la homblogia y la localizacion de la
AP120. El fragmento de 1.1 kb de pfor a de T. vaginalis solo se amplifico a partir
del RNA de parasitos crecidos en altas concentraciones de Fe2* (Meza-Cervantez,

2005; Moreno Brito y col., 20095).

Dado que el mRNA de una PFOR que solo se expresa en altas
concentraciones de Fe2* podria corresponder a la- mancha numero 1 de la
adhesina de 120 kDa que solo aparece en altas concentraciones de Fe2*, también
se planted la hipoétesis de que T. vaginalis posee mas genes tipo PFOR en su
genoma. Por lo que se realizd una busqueda de genes tipo PFOR en el Proyecto
del genoma de T. vaginalis TIGR (The Trichomonas vaginalis Genome Sequencing
Project) para saber si existen otros genes que pudieran codificar para la adhesina

AP120.
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Figura 6. Alineamiento miiltiple del fragmento que reconoce el

anticuerpo anti-EhPFOR, entre las proteinas EhPFOR y TvPFORa (Tomado
de la tesis de Moreno-Brito 2004). Frag EhPFOR: fragmento recombinante de
648 aa de la parte carboxilo-terminal de la PFOR de E. histolytica. Frag TvPFOR
A: fragmento de la proteina PFOR A del extremo carboxilo-terminal. I-XI: 11/22

péptidos identificados en la AP120.
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Como sonda se utilizo la secuencia del fragmento de cDNA de 1.1 kb y se
encontraron tres genes con 86, 63 y 61% de homologia a PFOR A. Mediante el
analisis in silico se encontraron “motifs” y modificaciones postraduccionales

algunas caracteristicas tipicas de PFOR (Meza-Cervantez, 2005) (Fig. 8).

Sin embargo es necesario saber si alguna de estas secuencias encontradas
se expresan y si tienen alguna funcién relacionada con la adhesina de 120 kDa.
Todos estos antecedentes muestran la relacion que existe entre la AP120 y la
PFOR A de T. vaginalis sugieriendo una nueva funcién como adhesina para la
PFOR A, cuando se localiza en la superficie del parasito. La relacion de estas dos
moléculas podria ser un ejemplo mas de proteinas multifuncionales o

“moonlighting proteins” ya reportadas en otros organismos (Jeffery, 1999).

Las proteinas pueden mostrar con maultiples funciones dependiendo de
diversos factores como pueden ser:
e Localizaciéon
e Expresion en un tipo celular distinto
e Formacién de complejos
e Grado de oligomerizacion
¢ Concentracion de un ligando, sustrato, cofactor o producto en la célula

e Sitios multiples de union
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Figura. 7. Alineamiento miltiple en aminoacidos de las diferentes PFOR de
T. vaginalis ya reportadas por medio del programa CLUSTAL W
(http:/ /workbench.sdsc.edu/). Recuadros: cambios de la PFOR A del aislado
CNCD 188 con respecto a la PFOR A ya reportada. ¥ cambio con respecto a
PFOR B.
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Figura 8. Comparaciéon de los “motifs” de nuevas secuencias que codifican
para proteinas tipo PFOR. Para la busqueda de otros genes tipo PFOR se uso
como sonda in silico se uso6 la secuencia del fragmento de 1.1 kb del gen pfor a del
aislado CNCD 147 Las secuencias de aminoacidos encontradas en el genoma de
T. vaginalis se analizaron por medio del programa “Prosite”. (Tomado de la tesis

de licenciatura de Meza Cervantez, 2005).
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4.-JUSTIFICACION

La identificaciéon y caracterizacion de una nueva adhesina de 120 kDa
(AP120) mostré que hay una proteina de 120 kDa de T. vaginalis que so6lo se
induce en altas concentraciones de hierro (mancha no. 1) que es una de las
moléculas que el parasito utiliza para adherirse al epitelio vaginal. La AP120
muestra homologia con la PFOR A, una enzima hidrogenosomal al igual que las
otras adhesinas ya reportadas. Por otro lado, el transcrito de la PFOR A se
observa mayoritariamente en altas concentraciones de hierro. Ademas, aunque
en el genoma de T. vaginalis se encontraron secuencias homoélogas a PFOR A de
diferentes tamafios y solo se encontré6 una copia del gen que codifica para la
PFOR A, es necesario investigar cuales de los genes tipo PFOR se expresan en
altas concentraciones de hierro y determinar la localizacién de la PFOR A en T.
vaginalis. Para saber sila PFOR A es una proteina multifuncional dependiente de
su localizacion como adhesina (superficie) o como enzima metabolica
(hidrogenosoma) la PFOR A y AP120 estan codificadas por genes distintos que

comparten cierta homologia.
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5.-HIPOTESIS

La PFOR A de T. vaginalis es una proteina bifuncional del hidrogenosoma
que se relocaliza hacia la superficie del parasito en altas concentraciones de Fe?*

y funciona como AP120.

enzima metaboélica (hidrogenosoma)

Proteina bifuncional <

adhesina (superficie)
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6.-OBJETIVOS

6.1.-OBJETIVO GENERAL

Analizar la relocalizacion de la PFOR de Trichomonas vaginalis a la superficie

del parasito en presencia de altas concentraciones de hierro.

6.2.-OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Estudiar el efecto del Fe2* en la transcripcion de genes con homologia a

PFOR A de T. vaginalis.

2.-Estudiar el efecto del Fe2* en la localizacion de PFOR A de T. vaginalis.

2.1.-Clonar y expresar la region carboxilo terminal de la PFOR A de T. vaginalis

2.2.-Generar anticuerpos policlonales contra la regiéon carboxilo terminal de la

PFOR A de T. vaginalis.

2.3.-Determinar la localizacion de PFOR en el parasito crecido en altas

concentraciones de Fe2+,
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7.-ESTRATEGIA

7.1.-Efecto del Fe2* al nivel transcripcional de genes homodlogos a

PFOR

Extraccion

genomico

de DNA IS

Parasitos
Diferentes condiciones
de cultivo:

-Dipirilo (0) M
-Normal (20) ptM
-Alto Fierro (250)uM

Clonacion
Amplificacion por
PCR de fragmentos
divergentes de
genes homologos a
PFOR
Secuenciacion
Extraccion Sintesis
" de RNA total de cDNA
Analisis l
Densitométrico
RT-PCR
Clonacion y
Secuenciacion
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7.2.-Estudiar el efecto del Fe2* en la localizacion de PFOR A de T.

vaginalis
7.2.1.-Clonar y expresar la region carboxilo terminal de la PFOR A de T.

vaginalis

Diseno de
iniciadores con
sitios de 1.9 kb

. [ —————————— R W
restriccion 1. 1kb

1

Amplificacion de Clonacion en ——
los fragmentos c e .| Secuenciacion

el vector
1.1y 1.9 kb de PCR-II TOPO
pfor a

— pfor a 3.4 kb

v

\ 4

Induccion de la
proteina con
IPTG

Subclonacion en
un vector de >
expresion

A 4

Purificaciéon de
los fragmentos
recombinantes
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7.2.2.-Generar anticuerpos policlonales contra la regién carboxilo terminal

de la PFOR A de T. vaginalis.

Proteina
recombinante
PFORS50

|

Inmunizacion de
5 ratones

Suero anti- PFOR50

Western
blot

IFI
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7.2.2.1.- Producir anticuerpos anti-péptido divergente

Diseio de un
péptido sintético
unico para PFOR A

v { v

Blast en el Estructura 3D de
Analisis de hidropatia genoma de T. PFOR A teorica
vaginalis y del

raton

Péptido
divergente

A\ 4

Western blot | Inmunizacion
de 5 ratones

IFI
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7.2.3.-Determinar la localizacion de PFOR en el parasito crecido en altas

concentraciones de Fe2+.

Parasitos
diferentes condiciones de
cultivo:

-Normal (20) pM
-Alto Fierro (250)uM

Fijacion de

parasitos con
paraformaldehido
al 4%

v v
Permeabilizados No
permeabilizados
»| Inmunoreaccién [
anti-PFORSOr
anti-PFORApep \
Criocortes l Inmunolocalizacion
(Microscopia de con oro-Met
Epifluorescencia) Observacion al

Microscopio confocal
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8.-METODOLOGIA

8.1.-CULTIVO DE T. vaginalis

El aislado CNCD 188 de T. vaginalis, se cultivé por 24 h a 37 °C en medio
TYM (“trypticase-yeast extract-maltose”) con 10% de suero de caballo (SC) (JSR,
Lenexa, Kans) inactivado por calor (Diamond, 1957). Los parasitos se cosecharon

en fase logaritmica de crecimiento para todos los experimentos.

Los cultivos de parasitos se suplementaron con altas concentraciones de
hierro, al agregar sulfato ferroso amoniacal (MERK) (250 pM final) al medio TYM.
Para concentraciones bajas de hierro al medio se agreg6é 2-2’-dipiridil (Sigma)
(150 uM final), un agente quelante de hierro. Estos compuestos se agregaron 24

h antes de hacer la resiembra de parasitos.

8.2.-EXTRACCION DE DNA GENOMICO

La extraccion de DNA genémico de T. vaginalis se realizé a partir de 1.5 x
108 parasitos por medio de la técnica de fenol-cloroformo (Chou y Tai, 1996)
modificada por Espinosa y col., (2001). Los parasitos se lavaron tres veces
centrifugando a 510x g por 5 min a 4°C con 20 ml de PBS, pH 7.4. El boton
celular se resuspendi6 en 2 ml de PBS y se transfiri6 a dos tubos Eppendorf de
1.5 ml. Posteriormente, a cada tubo se le agregaron 300 pl de amortiguador de
lisis (apéndice) y 300 pl de fenol (equilibrado con Tris-HCl, pH 8.0), se agito
suavemente por 30 s y se centrifugé6 a 15,000 x g por 3 min a 4°C en

microcentrifuga. La fase superior se tom6 cuidadosamente, sin tocar la interfase,
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se coloco en un tubo Eppendorf nuevo con 300 pl de fenol y 300 pl de
cloroformo al 100%, se agito y se centrifugé de la misma forma que en el paso
anterior. La fase superior se colocé en un tubo Eppendorf nuevo con 500 pl de
cloroformo al 100%, se agito y se centrifugo. Posteriormente, la fase superior se
coloco en otro tubo Eppendorf nuevo y el DNA se precipité con 40 pl de acetato de
sodio 3M y 1 ml de etanol al 100% (2.5 volumenes de etanol absoluto y 1/10
volumen de acetato de sodio 3 M), a -20°C durante 2 h y se centrifugé a 15,000 x
g durante 15 min para obtener los acidos nucléicos. El sobrenadante se retiro y el
botén de acidos nucléicos se lavo con 1 ml de etanol al 70%, se retiré el etanol y
la pastilla se secod y se resuspendié en 50 pl de amortiguador TE (Apéndice).
Finalmente, se agrego 0.5 pl de ribonucleasa A (2 mg/ml) y se incub6 durante 30
min a 37°C. El DNA se analiz6 en geles de agarosa al 1% en TAE 1x y se

almacené a 4°C.

8.3.-DISENO DE INICIADORES PARA LA AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS

DIVERGENTES DE GENES HOMOLOGOS A PFOR A

A partir de las secuencias de DNA con 86, 63 y 61%homologia a pfor a
encontradas en el genoma de T. vaginalis (TIGR) utilizando como sonda la
secuencia de 1.1 kb de pfor a, se realizé un alineamiento multiple en el cual se
ubicaron las regiones divergentes (Fig. 10). En la Tabla 1 se muestra la
ubicacion de las secuencias homologas dentro del genoma Proyecto del T.
vaginalis, el nombre y el tamano de cada gen. Con estas secuencias se disenaron
oligonucledtidos especificos en sentido (5°—37) y en antisentido (5°«37) por medio

del programa OLIGO 4 (MAC) (Tabla 2).
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Tabla 1. Localizacién de las secuencias homélogas a FRFOR A, encontradas en el TIGR [The Trichomonas
vaginalis Genome Sequencing Project) (Upcroft y col., 20086]. http:/ /www.higr.org/tdb felkl jtvgf

Gen Nombre del gen | No. de Conting | Longitud Nombre del Posicién
en el TIGR (nt) locus

Clona Piruvatoferredoxin 1047 229024257 3474 83728 .m00102 34108-30595

86 oxido reductaza BE

Clona Piruvatoferredoxin 1047 2290240656 3542 83584.m001 42 11887-8246

63 oxido reductasa D

Clona Piruvatoferredoxin 1047 229023630 3,570 83862.m00065 | 20108 - 25538

61 oxido reductasa C




9¢

Tabla 2. Secuencias y ubicacién de los iniciadores para amplificar los fragmentos de los genes homélogos aFPFOR A.

Tamafio Posicidén
Gen Nombre Secuencia 5 —3) Long. esperado del (aa)
(nt) amplicén (kb)
ERCE A PFORS’ GAA GAG GGC AAG AAC TGG GA 20 1.1 e
PROAZ ggfr:c;fcc GCA TCT TCT TGT AGC CCT 29 e
PFORE PFO865’ CCT TTC AAT GCT TCA GTC CG 20 2.1 €1-68
PFO863 TGG AGC GCC GAA GCA CTT GA 20 767-773
PFOR D PFO6315° ACT CGC AAA CCC ATA CTA CG 20 1.2 238-245
PFO633’ CTC GTG TGT CTT CTC TTC AA 20 646-652
PFOR C PFOG1AS GGT TTC ATG GCT ATT GGC GA 20 1.8 357-363
PFO613’ GTG GGA TTG TCT TGA GGA TG 20 956-963

3 Sitio de restriccidn para Not |




8.4.- AMPLIFICACION POR PCR DE FRAGMENTOS DIVERGENTES DE GENES
HOMOLOGOS A PFOR

Para amplificar los fragmentos de genes homoélogos a pfor a, para la
desnaturalizacion, extension, hibridacion y el numero de ciclos suficientes se
considero6 el tamano de los fragmentos y las temperaturas de alineamiento de los
iniciadores especificos para cada gen. En un tubo eppendorf estéril de 500 yl, con
paredes delgadas, se colocé 1 pl de cada uno de los iniciadores (1ug/ul) (sentido
y reverso) (Tabla 2). Como control negativo se preparé una reacciéon de 50 ul sin
DNA genémico, se puso una segunda reaccion con el mismo volumen que la
anterior a la cual se le agregd 1 ul de DNA genémico (1 pg/pl) y una tercera ala
cual se le adicioné 1 ul de DNA plasmidico (1 ug/ul) de la clona que contiene al
gen pfor a, el cual es un control de reaccion negativo. La mezcla de PCR se hizo
con 1 ul de la enzima Taq polimerasa (Perkin Elmer 7.5 pg/ul), 9 pl de MgCl, 25
mM, 5 ul de amortiguador para PCR (10x) y 1 ul de deoxirribonucleotidos
trifosfatados (dNTP's) 0.2 mM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP). Las condiciones de
PCR utilizadas para el gen pfor e: 94°C por 2 min, 1 ciclo, después 35 ciclos de
94 °C 1 min, 61°C 35 seg, 72°C 4 min y las condiciones de extension final de 72
°C 7 min 1 ciclo. Para el gen pfor d: 94°C por 2 min, 1 ciclo, después 94 °C 1
min, 51°C 35 seg, 72°C 2 min 30 ciclos y las condiciones de extension final 72 °C
7 min 1 ciclo. Para el gen pfor c¢: 94°C por 2 min, 1 ciclo, después 94 °C 1 min,
56°C 35 seg, 72°C 2.5 min 30 ciclos y las condiciones de extension final 72 °C 7
min 1 ciclo. Para visualizar los productos, se corrié un gel de agarosa al 1%, en

amortiguador TAE 1x y se tiné con bromuro de etidio utilizando.
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8.5.- CLONACION DE PRODUCTOS DE AMPLIFICACION EN EL VECTOR

pCRII-TOPO (Invitrogen) DE LOS GENES HOMOLOGOS AL GEN pfor a

Para clonar los productos amplificados de los genes homoélogos al gen pfor
a se tomaron 4 pl de la reaccion respectiva de PCR, 0.5 ul del vector PCR II -
TOPO (Invitrogen), 0.5 ul de H,0, 1 pl de sales contenidas en el kit del vector

(Invitrrogen) y la mezcla se incub6 por 5 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, bacterias quimicamente competentes (E coli TOP 10) se
transformaron con 4 ul de la mezcla de ligacion se incubaron por 30 min en
hielo, posteriormente se les dio un choque térmico (42°C por 30 s), e
inmediatamente se pasé a hielo; después se agregaron 250 ul de medio SOC (ver
apéndice), se incubaron en agitacion a 200 rpm y 37°C por 1 h. Enseguida 75 6
100 pul del cultivo se plaquearon en dos cajas con medio LB + ampicilina (100
mg/ml) y 40 1l de X-Gal (40 mg/ml) y se incubaron a 37°C por 18 h. Finalmente,
las colonias blancas y azules se contaron y las colonias blancas se sembraron en
una caja maestra donde cada una de las clonas se enumerd para su posterior

analisis por restriccion, previa extraccion del DNA plasmidico por “Miniprep”.

8.6.-SELECCION DE CLONAS POR “PCR COLONY”

Para seleccionar las clonas candidatas que tuvieran los fragmentos de
DNA de interés, se realizé una “PCR colony” en la cual se utiliz6 como
templado cada una de las clonas de la caja maestra y los oligonucleotidos

utilizados para amplificar inicialmente los fragmentos (Tabla 2). Para la
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amplificacion de cada clona se preparé una mezcla de reaccion de PCR de 50 ul
volumen final un tubo Eppendorf de 0.5 ml de paredes delgadas conteniendo
1.5 pl de cada uno de los iniciadores, 1 ul Taq polimerasa (Perkin Elmer 7.5
ng/ul), 9 pul de MgCl, 25 mM, 5 pl de amortiguador de PCR (10x) y 1 pl de
deoxirribonucleétidos trifosfatados 10 mM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP),
ademas se agregdé H,O para un volumen total de 50 jl, como DNA molde se
agregd con un palillo esteril una porciéon de la colonia candidata y finalmente
se agregé 50 pl de aceite de silicona. Como control positivo se utilizo DNA
genomico de cada uno de los fragmentos inicialmente amplificados. El control
negativo se preparé de la misma manera, pero sin DNA molde. Las condiciones
de PCR fueron las utilizadas para la amplificacion de los fragmentos a partir
de DNA genémico. Para visualizar los resultados, se corri6 un gel de agarosa al

1% en amortiguador TAE 1x y se tin6 con bromuro de etidio.

8.7.-EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

Una colonia de bacterias se inoculé en 5 ml de medio LB con 5 pl de

ampicilina (100 mg/ml) y se incubé a 37°C durante 16-18 h en agitacion a 200
rpm. Las bacterias se empastillaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, por
centrifugaciéon a 15,000x g por 2 min, se retir6 el sobrenadante y la pastilla se
resuspendi6 en 100 pl de la solucion I (ver apéndice) fria, se agité hasta
resuspender la pastilla. Enseguida, se agregaron 200 pl de la solucion II recien
preparada (ver apéndice), se mezclo suavemente por inversion, después se
agregaron 150 pl de Solucion III fria (ver apéndice), se mezclo suavemente por

inversion, se incub6 en hielo durante 5 min y se centrifugé a 15,000 x g durante
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5 min a 4°C. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio y se agrego un
volumen igual de la mezcla de fenol-cloroformo 1:1, se agité y se centrifugo de la
misma manera que en el paso anterior. La fase superior se transfirié (sin tomar
la interfase) a un tubo limpio, se agregaron 2 volumenes de etanol al 100% frio y
se precipité por 2 h a - 20 °C, luego se centrifugé a 15, 000 x g durante 20 min a
4°C. La pastilla obtenida se lavd 3 veces con etanol al 70% frio, se seco a
temperatura ambiente, se resuspendié en 50 pl de agua bidestilada estéril,
después se agregd Ribonucleasa A (10 mg/ml) y se incub6 por 1lh. Para
determinar la calidad del DNA plasmidico obtenido se analizé por electroforesis
en geles de agarosa al 1%. La extraccion de DNA plasmidico a gran escala

(maxiprep) se hizo a partir de un cultivo de 50 ml.

8.8.-PURIFICACION DE DNA PARA SECUENCIACION

Para purificar DNA plasmidico por medio del kit “gene clean” (Q.Biogene)
de la clonas que contienen los fragmentos de interés, se partié6 de 100 ul de DNA
plasmidico (Maxiprep), al que se le agregaron 3 volumenes de Nal (4M) y se
incub6 a 50°C por 5 min, luego se agregaron 5 ul de “Glassmilk”, se agité por 30
min a temperatura ambiente, y se centrifugé a 15,000 x g por 2 min. El
sobrenadante se decanté y la pastilla se lavo tres veces con 500 ul de “New Wash”
por centrifugaciéon a 15,000 x g por 5 min a temperatura ambiente. La pastilla se
seco, se resuspendio en 100 ul de H,O bidestilada estéril, se incubo a 55°C por
10 min, se centrifugé a 15,000 x g por 2 min y el sobrenadante se transfirié a un
tubo Eppendoft nuevo. La concentracion de DNA se determin6é en el

espectrofotometro a una absorbancia de 260 nm.
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8.9.-CONGELACION DE CLONAS DE E. coli RECOMBINANTES

Para la preservacion la clona candidata se inoculd en 5 ml de medio LB con
5 ul de ampicilina (100 mg/ml) y se incubé en agitacién (200 rpm) a 37° C por 18
h. Después, al tubo de cultivo de bacterias se agregé 4.5 ml de glicerol - LB (1:1)
estériles, se mezclo y se hicieron alicuotas de 1 ml en tubos Eppendorf de 1.5 ml

estériles. (en presencia de mechero) y los tubos se almacenaron a -70° C.

8.10.-SECUENCIACION DE DNA

Para confirmar que el producto de PCR clonado corresponde a la secuencia
del gen pfor a reportada por Hrdy y col., (1995) o de los otros genes tipo PFOR,
la secuenciacion del DNA plasmidico de las clonas seleccionadas se realizo por el
método de Sanger (Sanger y col., 1977) con iniciadores universales (T7 promotor
y M13 reverse) el secuenciador automatico del Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM. Posteriormente, la traduccion tedrica de la secuencia se hizo con el

programa “Translate tool” (http://us.expasy.org/). En el caso de los fragmentos

de mayor tamano los oligonucledtidos se disenaron con el programa OLIGO 4

(MAC).

8.11.-EXTRACCION DE RNA TOTAL DE T. vaginalis

La extracciéon de RNA total se realizé a partir del aislado CNCD 188 de T.

vaginalis. Los parasitos se crecieron en tres diferentes condiciones de hierro: en

medio normal, en presencia de dipirilo y en alto hierro. Para cada condicion se
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cosecharon 1.4 x 108 parasitos, se lavaron dos veces con PBS pH 7.0, se
centrifugaron a 510 x g por 5 min a 4 °C y se lisaron por inversion con 7 ml de
TRIzol (GIBCO BRL). Las muestras se incubaron 5 min a temperatura ambiente
para permitir una disociaciéon completa de complejos nucleoprotéicos; enseguida
se agrego6 0.2 ml de cloroformo y se mezclo por inversion durante 15 s, se incubo
a temperatura ambiente por 3 min y las muestras se centrifugaron a 15,000 x g
durante 15 min a 4°C. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo, se precipito
con 0.5 ml de alcohol isopropilico, se incub6 a temperatura ambiente por 20 min,
se centrifugé a 15,000 x g durante 20 min a 4°C y el sobrenadante se elimino.
Las pastillas de RNA se lavaron con 1 ml de etanol al 70%, se secaron a
temperatura ambiente, se resuspendieron en 100 pl de H;O-DEPC y se
almacenaron a -70°C. Finalmente, la concentracion de RNA se cuantifico en el
espectrofotometro a una absorbancia de 260 nm y la calidad del RNA se verifico
por electroforesis de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1x y se tin6é con

bromuro de etidio.

8.12.-SINTESIS DE cDNA DE T. vaginalis PARA ENSAYOS DE RT-PCR.

A partir de RNA total de parasitos crecidos en bajas, normales y altas
concentraciones de hierro, el cDNA se sintetizo6 con el kit “SuperSript II RNasa H-
Reverse Transcriptase” (Invitrogen). En un tubo Eppendorf nuevo esteril y
horneado de 1.5 ml se agregaron 5 png de RNA total, a cada tubo se le agreg6 1 pl
de oligo dT (Invitrogen) y H2O DEPC hasta completar 12 pl de reaccion, se
desnaturalizé durante 10 min a 70°C y se enfrié rapidamente sobre hielo por 5

min. Durante los 5 min en hielo se agregaron 5 pl de amortiguador 5x “first
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strand buffer”, 2 pl de DTT 0.1 M, 2 pl de una mezcla de dNTPs (10 mM de cada
uno: dATP, dCTP, dTTP y dGTP), se mezcldo suavemente y se centrifugo.
Enseguida, la mezcla se incubé durante 2 min a 42°C, se agrego 1 pl de
SuperScript II- RT y se incub6 50 min a 42 °C y la enzima se inactivo durante 15
min a 70°C . Para amplificar productos mayores de 1 kb se utilizo 2U de RNAsa H
para remover el RNA complementario al cDNA. La cuantificacion del cDNA se
hizo de las tres condiciones de hierro se realiz6 en el espectofotometro a una

absorbancia de 260 nm.

8.13.-RT-PCR

Para analizar el efecto de Fe2?* al nivel de cantidad de transcrito de cada
uno de los genes homologos al gen pfor a, se realizaron ensayos de RT-PCR. Los
fragmentos divergentes de cada uno de los genes, se amplificaron utilizando como
templado 1 pg del cDNA del aislado CNCD 188 y los oligonucleétidos especificos
para cada gen. El cDNA se obtuvo de parasitos crecidos en diferentes condiciones
de hierro (normal, bajo y alto hierro) tomando en cuenta las mismas condiciones
de amplificacion a partir de DNA genémico descritas para los genes homologos al
gen pfor a (pfor ¢, pfor dy pfor e). Como control positivo se amplifico el fragmento
de 1.1 kb que codifica para el extremo carboxilo-terminal de la PFOR A, con los
oligonuclec')tidos PFOR5’ 5’-GAA GAG GGC AAG AAC TGG GA-3’ diseniado de las
bases 2,277 a 2,299 y PFOA3’ 5-GCG GCC GCA TCT TCT TGT AGC CCT CGT
AA-3’ disennado de las bases 3,436 a 3,457 nt, a partir de la secuencia del gen
pfor a del aislado CNCD 188 (no. de acceso AY661465) (Tabla 2). Como control
positivo de reaccion para cada gen tipo pfor se utilizoé DNA genémico como molde.

Para cada reaccion se preparé una mezcla de S0 pl con 1.5 pl de los
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oligonucleotidos, 1 pl (10 pmol/ul) de Taq polimerasa (Invitrogen), 3 pl de MgCl
(25 mM), 5 ul de amortiguador de PCR (10x), 1 pl de deoxirribonucleotidos
trifosfatados 10 mM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP), se agregd H»O para un volumen
final de 50 pl. También se agregd 50 pl de aceite de silicona. El control negativo

contenia todos los componentes de la reacciéon, pero sin cDNA.

Como control de cantidad se amplifico un fragmento de 112 pb del gen
para la B-tubulina de T. vaginalis (Madico y col., 1998) con el iniciador en sentido
BTUBO9 (5-CAT TGA TAA CGA AGC TCT TTA CGA T-3’) disenado de las bases 850
a 874 y en antisentido, BTUB2 (5-GCA TGT TGT GCC GGA CAT AAC CAT-3)
disefiado de las bases 961 a 938. Las condiciones de PCR fueron 94°C por 2 min,
1 ciclo, 25 ciclos de 94 °C 1 min, 48°C 1 min, 72°C 30 s y la condiciéon de
extension final a 72 °C 7 min 1 ciclo. Para visualizar los resultados, se corrié un

gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE 1x y se tifié6 con bromuro de etidio.

8.14.-DISENO DE INICIADORES CON SITIOS DE RESTRICCION

Para amplificar los fragmentos de 1.1 y 1.9 kb del extremo carboxilo-
terminal de la PFOR A y subclonarlos en un vector de expresion, se tomaron en
cuenta enzimas con sitios de restriccion que solo corten en el vector y no en los
fragmentos de interés los cuales se agregaron a los oligonucleotidos especificos.
(Tabla 3). Los oligonucledtidos en sentido tienen el sitio de restriccion para
BamHI vy el oligonucleotido en antisentido tiene el sitio de restriccion para Hind

1L
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Tabla 3. Oligonucleétidos para amplificar los fragmentos 1.1 y 1.9 de PFOR A con sitios de

restriccién para su expresidén en un vector de expresidn.

Nombre Secuencia {5 —38) Long. Posicion
Fragmento {at) (aa)
1.9 kb PFO1.95° G GCG GGA TCC GCT GAC CTC AAC AAG GACCTT C 32 515-521

PFOGS'R G GCG AAG CTT TTA CTG TGT TTC GTG GAT CTT C 32 1151-1 158
1.1 kb PRCL 1S GGCG GGA TCC GAA GAG GGC AAG AAC TGG GAT C 32 760-767

PFO3'R G GCG AAG CTT TTA CTG TGT TTC GTG GAT CTT C 32 1151-1158




8.15.-AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DE 1.1 Y 1.9 kb DE PFOR A

Para amplificar los fragmentos de 1.1 y 1.9 kb como templado se utilizo el
DNA plasmidico de la clona PFOR A y los iniciadores respectivos (Tabla 3). En
un tubo Eppendorf estéril de 500 pl, de paredes delgadas, se coloc6 1.5 pl
(lug/ul) de cada uno de los iniciadores, lul de la enzima Taq Polimerasa
(PFUturbo) (Stratagene), 9 ul de MgCl, (25 mM), 5 pl de amortiguador para PCR
(PFU) (10x) y 1 ul de deoxirribonucleétidos trifosfatados 0.2 mM (dATP, dTTP,
dGTP y dCTP). Como control negativo se prepar6é una reaccion de 50 ul sin DNA
genomico. Las condiciones de PCR utilizadas para los fragmentos 1.9 y 1.1 kb
fueron: 94°C por 60 s, 1 ciclo, después 26 ciclos de 94 °C 50 s, 55°C 45 seg,
1.40 min y las condiciones de extension final 72 °C 5 min 1 ciclo. Para
visualizar los productos, se corrié un gel de agarosa al 1%, en amortiguador TAE
1x. Posteriormente, los amplificados obtenidos se clonaron en el vector PCRII-

TOPO para su secuenciacion.

8.16.-CLONACION Y EXPRESION DE FRAGMENTOS DE PFOR A EN UN

SISTEMA PROCARIONTE.

Los amplificados de los fragmentos que corresponden al extremo carboxilo-
terminal de 1.1 kb y 1.9 kb se clonaron de forma directa en los vectores de
expresion pCold I (TAKARA BIO. INC.) y pET32a(+) (Novagene). El vector pCold I
tiene un tamano de 4,407 pb, un marcador de resistencia a ampicilina y una
secuencia de 6 histidinas para la purificaciéon de la proteina recombinante por

afinidad a niquel. El vector pET32a(+) (Novagene) tiene un tamano de 5,900 pb,
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un marcador de resistencia a ampicilina y 2 secuencias de 6 histidinas, una en
el extremo carboxilo-terminal y otra en el extremo amino-terminal, y un sitio de
corte para la proteasa trombina (Tb) (Fig 9). Para la subclonacion de los
fragmentos de 1.1 y 1.9 kb se realiz6 una amplificacion a partir de DNA
plasmidico PCR-IITOPO (Invitrogen) conteniendo el gen pfor a del aislado CNCD
188 (no. de acceso AY661465 en el GENBANK) (Meza-Cervantez, 2005).
Enseguida, los amplificados se purificaron por el método de Qiagen (Amersham),
después extremos cohesivos por digestion con las enzimas BamHIy HindIll. Para
ello, se realiz6 una doble restricciéon tanto de los amplificados ya purificados y de
los plasmidos [pCold I y pET32a(+)] y se incubdé a 37°C por 18 h. Nuevamente,
tanto los amplificados como los plasmidos digeridos se purificaron por el método

de Qiagen (Amersham).
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Figura 9. Mapa de los vectores de expresién pCold I (a) y pET32a (+) (b).El
vector pCold I tiene un tamano de 4.4 kb, un marcador de resistencia a
ampicilina y un tag de histidinas; el vector pET32a (+) tiene un tamaro de 5.9 kb,

un marcador de resistencia a ampicilina y dos tag de histidinas.
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EL DNA plasmidico de los vectores y los amplificados de 1.9 y 1.1 kb del
gen pfor a restringidos y purificados se ligaron en una proporciéon 1:10 (vector-
inserto) usando 1 pl de T4 DNA ligasa 40,000 U (Biolabs) en una reaccion de 15
ul durante 16 h a 16 °C. Después en las células competentes DH5a de E. coli (50
ul) el DNA plasmidico se transformé con 1.5 pl y la mezcla de ligacion, se
incubarén en hielo por 20 min, se les dio un choque térmico a 42 °C por 43 s,
se transfirieron a hielo durante 2 min, se les adicion6é 900 ul de medio LB y se
incub6 a 37 °C durante 1 h en agitacion a 200 rpm. Enseguida, las bacterias
transformadas se sembraron en placas LB-ampicilina (100 pg/ml). Para
determinar la presencia de inserto se obtuvo el DNA plasmidico de las clonas y se
analizo por restriccion con las mismas enzimas usadas en la clonacion (BamHI y
HindlIll) a 37°C por 16 h. Estas restricciones se analizaron en un gel de agarosa al

1%. Las clonas positivas se almacenaron con glicerol al 10% a -72 °C.

8.17.- INDUCCION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES PFOR50 Y PFOR

70 CON IPTG

Para la expresion de las proteinas recombinantes, en células competentes
BL21 (DE3) pLys de E. colii 1.5 pl de los plasmidos pColdI-PFO1.1, pColdI-
PFOR1.9, pET32a(+)-PFOR1.1 y pET32a(+)-PFOR1.9 se transformaron. La
inducciéon de las proteinas recombinantes se realizdo de acuerdo al manual del
sistema pET (Novagen) y el sistema pCold I (TAKARA). Para ello, 50 ml de medio
LB con ampicilina (100 pg/ml) en matraces de 250 ml se inocularon con las
bacterias transformantes correspondientes, los cultivos se incubaron a 37 °Cy
200 rpm hasta que alcanzaron una densidad optica de 0.6 a 600 nm. Para los

cultivos que contienen al vector pET32a(+) la induccion se realizé con 1 mM de
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isopropil B-D tiogalacto-piranoésido (IPTG) (Sigma) a una temperatura de 37 °C por
2 h. Para los cultivos que contienen el vector pCold I la induccién se realizé con

IPTG 1mM a 16 °C por 24 h.

El analisis de la expresion de las proteinas recombinantes se visualizé por
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida al 8%. Las
proteinas de cada una de las pastillas obtenidas de los cultivos, se solubilizaron

con amortiguador de muestra 1x (BM1x) y se hirvieron por 3 min.

Para saber si las proteinas recombinantes son solubles, los cultivos se
centrifugaron a 2,500 x g para obtener una pastilla de bacterias, la cual se
resuspendié con vortex por 10 min en 20 ml de amortiguador de lisis (ver
apéndice), los lisados se sonicaron en frio por 8 periodos de 40 s, a velocidad
constante. Después, los lisados de bacterias se centrifugaron a 30,000 x g por 25
min y la pastilla obtenida (fase insoluble) como el sobrenadante (fase soluble) se

anlizaron por SDS-PAGE al 10%.

8.18.- PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES POR AFINIDAD

A NIQUEL

Para la cromatografia de afinidad a niquel, la fraccién soluble obtenida del
lisado de bacterias que expresan a las proteinas recombinantes con el vector
pCold I (aunque gran parte de la proteina se almacené en cuerpos de inclusion),
se filtr6 por una membrana 0.22 um y se pasé por una resina de niquel
utilizando columnas comerciales His-Trap™FF (Amersham Biosciences).

Primeramente, la columna se hidraté, se equilibré con amortiguador de lisis y se
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paso el lisado de bacterias ya filtrado. Posteriormente, la columna se lavo con el
amortiguador de lavado 1 y lavado 2 (ver apéndice) y la proteina recombinante se
eluy6 con el amortiguador de elusion (ver apéndice). Las proteinas recombinantes

purificadas se visualizaron por SDS-PAGE.

8.19.- PRODUCCION DE ANTICUERPOS anti-PFOR50

Para producir anticuerpos policlonales contra la PFOR50 se inmunizaron
cuatro ratones Balb/c machos de 3-4 semanas de edad. El suero preinmune
control se obtuvo antes de inmunizar a los ratones. Las inmunizaciones se
realizaron por via intraperitoneal con 10 ug de proteina recombinante, siguiendo
el esquema de inmunizaciéon estandar (Harlow y Lane, 1988). La primera
inmunizacién se hizo con adyuvante completo de Freund 1:1 (Sigma). La segunda
inmunizaciéon se realizé con adyuvante incompleto de Freund 1:1 y las tres
inmunizaciones subsecuentes se realizaron con la proteina recombinante en PBS
1x. Los ratones finalmente se sangraron a muerte para obtener la mayor

cantidad de suero (Tabla 4).

8.20.- EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES DE T. vaginalis POR

PRECIPITACION CON ACIDO TRICLOROACETICO (TCA) AL 10%.

Para extraer las proteinas totales de T. vaginalis, se utilizaron 2 x 107
parasitos previamente se lava dos veces con PBS por centrifugacion a 510 x g
por 5 min a 4 °C. Posteriormente, los parasitos se resuspendieron en 0.9 ml de
PBS frio pH 7.0, se agregaron 0.1 ml de TCA al 100%, se mezclé vigorosamente y

se incub6é a 4 °C por 18 h. Enseguida, se concentré el precipitado por
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centrifugacion a 15,000 x g por 3 min a 4 °C, la pastilla se lavo tres veces con
PBS frio a 15,000 x g, 3 min, se resuspendi6 en 0.4 ml de amortiguador de

muestra (BM1x) y el patron electroforético de proteinas se analizé por SDS-PAGE.

8.21.-ELECTROTRANSFERENCIA A MEMBRANA DE NITROCELULOSA

En un recipiente con amortiguador de transferencia (ver apéndice) se
colocé la unidad de transferencia que contiene una esponja, papel filtro
Whatman® no. 3, el gel de poliacrilamida, una membrana de nitrocelulosa de
0.45 um, papel filtro Whatman® y una esponja. Enseguida la unidad de
transferencia se colocé dentro de la camara de transferencia junto con el
amortiguador. La transferencia se realizo en hielo a 100 volts durante 1 h con
agitacion suave.

Para verificar la transferencia, las membranas se tineron con la solucion
de rojo de Ponceau (Sigma) por 5 min a temperatura ambiente, se destineron con

PBS 1x pH 7 se bloquearon con leche al 5% en PBS-Tween 20 al 0.05% toda la

noche en agitacion suave a 4°C.
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Tabla 4. Esquema de inmunizacién en ratones Balb/C con la proteina recombinante de SO kDa (PFORS0].

Cantidad de| adyuvante adyuvante Sangrado Western blot
Semana antigeno completo de incompleto de
pgiraton Freund Freund
12 10 + - - -
2# 10 - + - -
> 10 - - . -
43 10 = - - 2
b 10 - - . <
fa - " . 4 +
73 ; - R + +
g2 _ - - - +
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8.22.-ENSAYOS DE WESTERN BLOT

Para estos ensayos los extractos totales de T. vaginalis, las proteinas
recombinantes puras, y los lisados para adhesinas se separaron por electroforesis
(SDS-PAGE) al 9% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (NC) por el
método estandar de electrotransferencia. Enseguida, las membranas de NC se
incubaron con los diferentes sueros a probar, diluidos en PBS-Tween al 0.1% por
18 h a 4 °C, y luego las membranas se lavaron con PBS-Tween 0.1% y se
incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo o anti-raton (Pierce),
acoplado a peroxidasa diluido 1:3,000. La deteccién se realizé6 por color con 4-

cloro naftol.

8.23.- FIJACION DE PARASITOS PARA INMUNOLOCALIZACION

Para la fijacion de parasitos en suspension, para microscopia electronica
los parasitos se lavaron con PBS 1x pH 7.0 tres veces por centrifugacion a 510 x
g, a 4°C. Posteriormente, se le agregd paraformaldehido al 4% (recién preparado)

con glutaraldehido al 0.5% disuelto en PBS 1x pH 7.0 a temperatura ambiente

por 1 h, usando 1 ml por cada 20 x 106 parasitos.

Para la fijacion de parasitos adheridos a laminilla (cubre objetos), los
parasitos se crecieron por 24 h a 37°C en tubos conicos estériles de 50 ml los
que contienen rejillas de aluminio en las que se colocan los cubreobjetos
estériles. Para condiciones normales de cultivo se inocularon 8 x 106 parasitos y
3 x 106 parasitos para concentraciones altas de hierro. Para microscopia confocal,

las laminillas conteniendo parasitos adheridos se enjuagaron en PBS pH 7.0 a

74



37°C se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.0 a 37°C por 1 h,

usando 1 ml por cada laminilla.

8.24.- PREPARACION DE MUESTRAS PARA INCLUIR CRIOCORTES EN

RESINA L.R. WHITE.

Los criocortes realizados a partir de parasitos fijados con paraformaldehido
al 4% (recién preparado) y glutaraldehido al 0.5% se deshidrataron con etanol al
30%, 50%, 70% y 90% por 10 min cada uno. Después la preinclusion de los
cortes se hizo con etanol al 95% y la resina L.R. WHITE a 20°C, durante 1 h, se
cambio tres veces la resina (por 1 h a 20°C cada cambio en una relacion 1:2). Las
muestras se incubaron en la resina L.R. WHITE toda la noche a 4°C. Enseguida,
la inclusiéon se hizo en capsula de gelatina con resina nueva. Las capsulas se
cerraron en una gradilla sin catalizador. La polimerizacion de la resina se llevo
acabo por 48 h a 56°C. Después se realizdo la inmunoreaccion con los

anticuerpos.

8.25.-INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Parasitos en altas concentraciones de hierro y condiciones normales de
cultivo se crecieron adheridos a cubreobjetos por 24 h a 37°C. Enseguida, se
lavaron con PBS, pH 7.0 a 37°C filtrado, se fijaron con paraformaldheido al 4%
por 1 h a 37°C. Después de lavarlos con PBS, se bloquearon con suero fetal
bovino (SFB) al 1% por 15 min y con glicina 0.5 M durante 1 h a 37°C y luego, se
realizaron tres lavados con PBS-albumina al 1%. Todo el proceso se realizo para

parasitos no permeabilizados. Para permeabilizar los parasitos antes del bloqueo,
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primero se eliminé el RNA neutralizando con cloruro de amonio 50 mM-PBS 1x
por 10 min y después se realizaron tres lavados con PBS por 5 min. Enseguida,
se agregé HCl 1IN por 2 h a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados con
PBS 1x, las laminillas se hidrataron por 10 min con PBS, se permeabilizaron con
Triton 100-X al 0.2% por 10 min y después se bloquearon como se menciono
antes. Posteriormente, las muestras se incubaron con los siguientes anticuerpos:
anti-TvAP120 (1:50) como control positivo, un suero preinmune de raton (1:200)
como control negativo, anti-PFOR50 (1:200) y por ultimo el anticuerpo antiPFOR
Apep (1:80). Todos los anticuerpos se diluyeron en PBS-albumina al 1%. Los
segundos anticuerpos de cabra anti-ratéon y anti-conejo acoplados a fluoresceina
(FITC) (Pierce) se diluyeron en PBS a una diluciéon 1:100, se agregaron a las
laminillas y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. Para los parasitos
permeabilizados se realizé una contratincién con yoduro de propidio (10ug/ml)
por 30 s. Por ultimo, a las 1aminillas se les agregd 8 ul de resina Vectasheild

(Vector Laboratories) y se observaron en un microscopio confocal.

8.25.-SELECCION Y DISENO DE PEPTIDO SINTETICO

Con el objeto de encontrar la secuencia mas divergente de PFOR A para la
generacion de anticuerpos en contra de un péptido sintético, se realiz6 un
alineamiento multiple con el programa CLUSTAL W entre las secuencias
homologas que podrian codificar para enzimas tipo PFOR encontradas en el
genoma de T. vaginalis del TIGR (www.tigr.org). Al ubicar la region mas divergente
entre las diferentes secuencias tipo PFOR (A, B, C, D y E), se le realizé un analisis
de hidropatia y antigenicidad con el programa de Hopp-Woods

(http:/ /arbl.cvmbs.colostate.edu/) en busca de la regiéon mas antigénica. El
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disefio teérico en 3-D de la molécula PFORA se realizé6 con el programa Phyre

(http:/ /www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/) para determinar si la regiéon seleccionada

se encuentre expuesta en la molécula. Los parametros que se tomaron en cuenta
para la seleccion del péptido ideal (Salas- Garrido 2005, Tesis de Maestria) para
la produccién de anticuerpos fueron: a) una region divergente entre las PFOR de
13 aminoacidos (suficiente para que este péptido sea inmunogénico), b) el péptido
sintético se acoplo a una acarreador de lisinas (MAPs), ¢) aunque se recomienda
que el péptido sintético sea hidrosoluble en este caso es un péptido hidrofobico,
d) un modelo tedrico en 3-D de la proteina para analizar si el fragmento peptidico

se encuentra expuesto.

8.26.-PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-PEPTIDO DIVERGENTE

Para obtener anticuerpos policlonales especificos contra la PFOR A, se
sintetizé6 un péptido especifico de PFOR A de 13 aminoacidos, acoplado a MAP 8
(Invitrogen) con el que se inmunizaron cinco ratones Balb/c machos de tres

semanas de edad, siguiendo el esquema de inmunizacion (Tabla 5).
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Tabla 5. Esquema de inmunizacién utilizado para generar anticuerpos anti-péptido.

Caantidad de adyuvante 'adyuvante Sangrado | Western
Semana antigeno completo de | RCOMP leto blot
pg/raton Freund de Freund

1 200 + .

2 &00 - * - -

3 150 - + - -

4 150 - - " A

5 75 ] ] " g
& a ] i . .

7 75 : i i :

& - " o + 5

9 50 - - " "
10 - - “ 4 -
11 50 A - ) -
12 - ] : + +
13 25 - - - :
14 - . . + +

-1 no realizado
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O.- Resultados

9.1.- EFECTO DEL HIERRO EN LA TRANSCRIPCION DE GENES HOMOLOGOS
A PFOR A.

Dado que en el genoma de T.vaginalis se encontraron otros cuatro genes
(pfor b, pfor ¢, pfor d y pfor €), que codifican para proteinas tipo PFOR ademas de
los ya reportados (pfor a y pfor b), que muestran alta homologia, se analizo el
efecto del Fe2* en la transcripcion de los genes tipo PFOR por ensayos de RT-PCR.
Se investigd si alguno de los genes encontrados en el genoma de T. vaginalis
también se expresan en altas concentraciones de hierro como el gen pfor a. Para
determinar si la adhesina AP120 con homologia a PFOR A es codificada por el gen

pfor a o si es codificada por alguno de los genes tipo PFOR.

Para amplificar especificamente el transcrito de cada uno de los genes tipo
PFOR por RT-PCR, primeramente se realizd un alineamiento multiple (Fig. 10)
para identificar las regiones divergentes y generar oligonucleotidos especificos

para cada gen (Tabla 2).

Para los ensayos de RT-PCR se utilizaron los oligonucléotidos de las
regiones mas divergentes de cada una de las secuencias como templado se utilizo
cDNA sintetizado a partir de RNA total extraido de parasitos crecidos en
diferentes concentraciones de Fe2?* para amplificar fragmentos especificos para

cada gen.
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Los ensayos de RT-PCR con RNA de parasitos crecidos en diferentes
concentraciones de hierro muestran que el transcrito del gen pfor a esta presente
en altas concentraciones de hierro (Fig. 11, Carril 5, pfor a) ya que se observa la
amplificacion de un fragmento de 1.1 kb, del mismo tamano al observado cuando
se utiliza DNA genémico como molde (Fig.11, Carril 2, pfor a). Sin embargo,
aunque se amplifico de 1.2 kb para el gen pfor d (Fig.11, Carril 2, pfor d), de
1.8 kb para el gen pfor c (Fig.11, Carril 2 pfor c¢) y de 2.1 kb para el gen pfor e
(Fig.11, Carril 2, pfor e) cuando se realizdé una reaccion de PCR con DNA
genomico como molde y los oligonucledtidos especificos para cada gen; pfor c, pfor
d y pfor e no se transcriben en alguna de las condiciones de hierro probadas
(Carriles 3-5) cuando se utilizo cDNA como molde; a pesar de que con el cDNA de
las tres condiciones de hierro se amplificé un fragmento de 112 pB de B-tubulina

(Fig. 11, Carriles 3-5, B-tub) utilizado como control de cantidad.

Estos resultados muestran que los genes pfor ¢, pfor d y pfor e no se
transcriben bajo las condiciones de cultivo estudiadas, lo que sugiere que solo
PFOR A se expresa en altas concentraciones de hierro y no otros genes tipo
PFOR. Estos resultados apoyan a que sea la proteina tipo PFOR A sea la que se
relocalice a la membrana del parasito en presencia de altas concentraciones de

hierro y pudiera participar en la interacciéon parasito-huésped.
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9.2.- EXPRESION Y PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

CODIFICADAS POR LOS FRAGMENTOS DE 1.1 Y 1.9 kb DEL GEN pfor a.

Para localizar a la proteina, PFOR A en T. vaginalis se necesitaba tener
anticuerpos contra la region carboxilo-terminal de PFOR A. Por lo que se
amplificaron dos fragmentos de 1.1 y 1.9 kb del extremo carboxilo-terminal de
PFOR A a partir del DNA plasmidico de la clona TOPO-PFOR7 (Fig.12), que
contiene el gen pfor a del aislado CNCD 188 de T. vaginalis. Estos fragmentos de
pfor a se clonaron en los vectores de expresion pCold I y pET32a(+), para su

expresion en E. coli.

Después del proceso de seleccion, | se obtuvieron 7 clonas que contienen el
vector pET32a(+) con el inserto 1.9 kb y una sola clona con el inserto de 1.1 kb.
Con el vector pCold I, se obtuvieron 8 clonas con el inserto de 1.9 kb y 8 con el
inserto de 1.1 kb (datos no mostrados). De las clonas positivas se extrajo el DNA
plasmidico y por un analisis de restriccion se confirmé que contenian los
fragmentos de intéres. Por ejemplo, en la Figura 13 se muestra la digestion de
tres clonas positivas para el vector pET-32a (+) con el inserto de 1.9 kb de pfor a
(Carriles 2, 3 y 5) y una clona positiva para pET32a(+) con el inserto de 1.1 kb

(Carril 4).

Enseguida, los DNA plasmidicos pET32a(+) y pCold I que contienen los
insertos de 1.9 y 1.1 kb se transformaron en bacterias E. coli BL21 (DE3) pLys,
se obtuvieron 3 con el inserto de 1.1 kb y 4 con el inserto de 1.9 kb. En cuanto

al vector pCold I se obtuvieron 4 clonas con el inserto 1.9 kb y 3 clonas con el
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inserto de 1.1 kb. A las clonas obtenidas se les indujo la expresion de las
proteinas recombinantes con IPTG. Los extractos protéicos bacterianos se
analizaron por electroforesis desnaturalizante en los que se observé la induccion
de una proteina de 50 kDa (Fig. 14, Carriles 1,3,5) codificada por el fragmento
de 1.1 kb y de una proteina de 70 kDa (Fig. 14, Carriles 7,9,11y13)
codificadas por los fragmentos de 1.1 y 1.9 kb del gen pfor a (Fig.14). Los
extractos bacterianos sin inducir se muestran en la Fig. 14, Carriles: 2,4,6

8,10,12 y 14.

Para determinar en que fraccion se encontraban las proteinas
recombinantes se analizo tanto la fraccion soluble como la insoluble de los
lisados bacterianos, en las Figs. 15 y 16 muestran que la mayor parte de las
proteinas recombinantes se encontraron en la fraccién insoluble (datos no
mostrados).Sin embargo, para la purificaciéon se utilizé proteina de la fraccion
soluble. Las proteinas recombinantes se purificaron por cromatografia de
afinidad en columnas de niquel comerciales y se analizaron por electroforesis
SDS-PAGE. En las Figs. 15 y 16 se muestran los perfiles proteicos del proceso
de purificacion y la obtencion de las proteinas puras de 50 y de 70 kDa,

repectivamente.
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Figura 10. Alineamiento miltiple de aminodcidos de las secuencias
homélogas a PFOR A. Alineamiento entre las diferentes secuencias de PFOR por

medio del programa CLUSTAL W (http://workbench.sdsc.edu/). Las flechas

representan los oligonucleotidos especificos en sentido y antisentido para cada
una de las secuencias homoélogas a PFOR A. PFOR A (188): verde, PFOR B:
violeta, PFOR C: Azul, PFOR D: naranja y PFOR E: Rosa.
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Figura 11. Efecto del hierro en la transcripcion de genes homologos a PFOR
A. RT-PCR con oligonucleétidos especificos para los genes pfor a, b, ¢, d y e
Carriles 3-5 cDNA de parasitos crecidos en diferentes concentraciones de Fe?2*:
Carril 3 (B), bajo hierro; Carril 4 (N), condiciones normales de cultivo; Carril 5
(A), altas concentraciones de hierro. Como control de cantidad se amplifico un
fragmento del gen de  pS-tubulina. Carril 1 (-), PCR control negativo (sin DNA
genomico). Carril 2 (+), control positivo con DNA genoémico. Los productos
amplificados se separaron en un gen de agarosa al 1% en TAE 1x y se tifiieron

con bromuro de etidio.
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Figura 12. Amplificacion por PCR de los fragmentos de 1.9 y 1.1 kb del gen
pfor a. La amplificaciéon PCR se realizé a partir de DNA plasmidico que contiene
el gen pfor a en el vector PCRII-TOPO. M: Marcadores de peso molecular 1 kb
“Plus DNA Ladder”. Carril 1: Amplificacion del fragmento de 1.1 kb. Carril 2:
Amplificacion del fragmento de 1.9 kb. Carril 3: Control de reaccién sin DNA. Los
productos amplificados se separaron en un gel de agarosa al 1% en TAE 1x y se

tinieron con bromuro de etidio.
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Figura 13. Analisis por restriccién de las clonas candidatas en el vector
PET32a(+). DNA plasmidico de clonas candidatas de E. coli DH5a con el vector
pET32a(+) digerido con BamHIy Hind IIl. M: Marcadores de peso molecular DNA
del fago A digerido con Hind IIl. Carriles 2, 3 y 5: Liberacion del inserto de 1.9 kb.
Carril 4: Liberacion del inserto de 1.1 kb. Los productos liberados se separaron

en un gel de agarosa al 1% en TAE 1x.
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Figura 14. Expresion de las proteinas PFOR70 y PFOR50 codificadas por los
fragmentos de 1.9 y 1.1 kb contenidos en el vector pET32a(+). Analisis por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% de los extractos bacterianos de las
clonas con los insertos de 1.1 y 1.9 kb de PFOR A. M: Marcadores de tamano
molecular de amplio rango. Carril 1, 3 y 5: Extractos de E. coli, pET32a(+)-
PFORS0 inducidos con IPTG 1 mM por 2 h. Carril 2, 4, y 6: Extractos de E. coli,
pET32a(+)-PFORS0 sin inducir. Carril 7, 9, 11 y 13: Extractos de E. coli,
pET32a(+)-PFOR70 inducidos con IPTG 1 mM por 2 h. Carril 8, 10, 12 y 14:

Extractos de E. coli, pET32a(+)-PFOR70 sin inducir.
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Figura 15. Purificacion de la proteina recombinante de 50 kDa por
cromatografia de afinidad a niquel. Analisis en geles de poliacrilamida al 12%.
M: Marcadores de tamano molecular de amplio rango. Carril 1, extractos de E.
coli, pCold-PFORSO0 sin inducir; carril 2, extractos de E. coli, pCold-PFOR50
inducida con IPTG; carril 3, fraccién soluble; carril 4, fraccion soluble que no se
pego pasada a través de la columna; carril 5, lavado 1 de la columna; carril 6,
lavado 2 de la columna; carril 7, proteina recombinante de 50 kDa eluida de la

columna de niquel.
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Figura 16. Purificacion de la recombinante de 70 kDa por cromatografia de
afinidad a niquel. Analisis por SDS-PAGE 10%. M: Marcadores de tamano
molecular de amplio rango. Carril 1: extractos de E. coli, pCold-PFOR70 sin
inducir; carril 2, extractos de E. coli, pCold-PFOR70 inducida con IPTG; carril 3,
fraccion soluble; carril 4, fraccion soluble que no se pego pasada a través de la
columna; carril 5, lavado 1 de la columna; carril 6, lavado 2 de la columna; carril

7, proteina recombinante de 70 kDa eluida de la columna de niquel.
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9.3.- RECONOCIMIENTO DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES PFORS50 y

PFOR70 POR EL ANTICUERPO ANTI-HISTIDINAS

Para confirmar que las proteinas purificadas de 50 y 70 kDa son las
proteinas recombinantes, se realizaron ensayos de Western blot utilizando un
anticuerpo anti-histidinas, membranas de nitrocelulosa y con cada una de las
proteinas recombinantes ya purificadas (Fig. 17, carriles 1 y 2), ya que los
vectores de expresion contienen al menos una bandera de histidinas. Este
anticuerpo reconocié a las dos proteinas purificadas de 50 y 70 kDa (Fig. 17,
carriles 3 y 4). Con lo que se confirma que estas bandas son las proteinas

recombinantes inducidas por IPTG.

Dado que se sugiere que PFOR A y la AP120 pudiera ser la misma
proteina, se realizaron ensayos de Western blot con las proteinas recombinantes
y el anticuerpo anti-TvAP120. En la Figura 18 se muestran en un gel de
poliacrilamida a las proteinas inducidas PFOR50 y PFOR70 (carriles 1 y 2). El
anticuerpo anti-TvAP120 reconocié a las proteinas recombinantes de 50 y 70
kDa (Fig 18, carriles 4 y 5). Como control positivo se utilizé una membrana con
la proteina p120 obtenida de parasitos crecidos en altas concentraciones de
hierro, reconocida por el anticuerpo anti-TvAP120 (carril 6). Como control
negativo se utilizé6 suero preinmune de ratéon (SNR) (carril 7) que no mostro
reactividad alguna. Con estos resultados se corrobora que hay un reconocimiento
cruzado entre la region carboxilo-terminal de la PFOR A y la AP120 debido a la

homologia que existe entre ellas (Moreno-Brito y col., 2005).
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9.4.-OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-PFOR50 EN RATON

Para investigar la localizacion de PFOR A en el parasito, se produjeron
anticuerpos anti-PFORS50 en ratén utilizando a la proteina recombinante como

antigeno.

Enseguida, por ensayos de Western blot se probé la reactividad del suero
anti-PFOR50, en membranas de nitrocelulosa conteniendo a las proteinas
recombinantes PFOR50 y PFOR70 (Fig. 19, carriles: 1 y 2). Como control
negativo se utilizo un suero preinmune de raton (carril: 5). El suero de todos los
ratones inmunizados con la proteina recombinante PFORS0 alcanzo un titulo
maximo de 1/80,000 por revelado en color cuando se prob6 contra la proteina
recombinante PFORS50, lo que sugiere que se trate de una proteina
inmunogénica. También reaccioné contra la PFOR70 a una dilucién de 1/2,000.
Dado que el hierro influye en la expresion de las proteinas de la banda de 120
kDa en T. vaginalis entre otros efectos. También se probd la reactividad del
anticuerpo anti-PFOR50 en membranas conteniendo extractos de proteinas
totales de parasitos crecidos en altas y bajas concentraciones de Fe?* (Fig.19,
carriles 3 y 4). Los resultados del Western blot muestran que el anticuerpo anti-
PFORS50 reconocié a la proteina de 120 kDa con mayor intensidad en parasitos
crecidos en alto que en bajo hierro que pudiera corresponder a la AP120. Estos
datos sugieren una reactividad cruzada entre la PFOR A y la AP120 de T.

vaginalis.
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Figura 17. Reconocimiento de las proteinas recombinantes PFOR de 50 y 70
kDa por el anticuerpo anti-histidinas. Proteinas recombinantes de 50 y 70 kDa
de la region carboxilo-terminal de la PFOR A purificadas por cromatografia de
afinidad a niquel y separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%,
(carriles 1 y 2) tefiidos con azul de coomassie; transferidos a membranas de
nitrocelulosa para ensayos de Western blot (carriles 3 y 4) y con el suero

preinmune, carril S.

92



‘\‘

kDa

200 w-
116.2 am
97.4 ==
66.2 w=

Coanmassie cenHiSE, SR
o
1 2 3 5

kDa

“70

450



Figura 18. Reconocimiento de las proteinas recombinantes PFOR50 y
PFOR70 por el anticuerpo anti-TvAP120. Proteinas recombinantes de 50 y 70
kDa de la region carboxilo-terminal de la PFOR A purificadas por cromatografia
de afinidad a niquel y separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al
10% (carriles 1, 2 y 3) tenidos con azul de coomassie, transferidos a membranas
de nitrocelulosa para ensayos de Western blot (carriles 4,5 y 6) y con el suero

preinmune, carril 7.
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Figura 19. Reactividad del anticuerpo anti-PFOR50. Ensayos de Western blot
con el anticuerpo anti-PFORS50 en membranas de nitrocelulosa con la proteina
PFORS0 purificada, carril 1; proteina purificada PFOR70, carril 2; extractos de
parasitos crecidos en altas concentraciones de Fe?*, carril 3; extractos de
parasitos crecidos en bajas concentraciones de Fe2*, carril 4; extractos de
proteinas totales de parasitos crecidos en altas concentraciones de Fe2*

incubados con suero preinmune, utilizados como control negativo, carril 5.
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9.5.- OBTENCION DE ANTICUERPOS CONTRA UN PEPTIDO

SINTETICO ESPECIFICO PARA PFOR A.

Para confirmar la localizacion de PFOR A en el parasito debido a la alta
identidad que muestra pfor b con pfor a. se gener6 un anticuerpo monoespecifico

contra un péptido sintético divergente, especifico de PFOR A.

El péptido divergente se escogié a partir de un alineamiento mﬁltiple entre
las secuencias de los genes pfor a'y pfor b (Hrdy y Muller, 1995) y los genes tipo
PFOR encontrados en el genoma de T. vaginalis (pfor b2, pfor c, pfor dy pfor e). El
alineamiento se hizo solo del extremo carboxilo terminal de cada una de las
secuencias codificado por las ultimas de 1.1 kb de cada gen (Fig. 20A). Los 13
aminoacidos seleccionados fueron: KLVVELLESGEIK. Esta secuencia se localiza
entre los residuos 879-892 de la PFOR A, que corresponde a la region mas
divergente entre las secuencias analizadas (cuadro azul). También se senala
(cuadro rosa), que 6 de los 13 aminoacidos son diferentes entre la PFOR A y la
PFOR Bs (cuadros pequenos con fondo azul). Esta comparacion fue necesaria

debido a la alta identidad que hay entre estas secuencias.

El fragmento divergente de 13 aminoacidos, bajo la escala Hoop-Woods
(Fig. 20B) predice que el 50% del péptido es hidrofilico y que solo sera soluble en
compuestos como el DMSO al 30% aun cuando se considera hidrofobico, podria
ser inmunogénico. Por ello, tanto la secuencia completa de PFOR A (Fig. 20B1)
como el extremo carboxilo-terminal codificado el fragmento de 1.1 kb (Fig. 20B2)

se les realizo un analisis de hidropatia. Este analisis mostré que el péptido
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seleccionado se encuentra entre las regiones hidrofilicas de la PFOR A (Fig.
20B1) y del extremo carboxilo-terminal de la PFOR A (Fig. 20B2), por lo que se
considera potencialmente inmunogénico. El analisis de la secuencia del péptido
por BLAST en el proyecto genoma de T. vaginalis (TIGR) mostré el 100% de
identidad solo con PFOR A (Fig. 20C). El mismo analisis se realiz6 en el genoma
del ratén y no se encontré identidad ninguna secuencia secuencia del raton. Este
analisis sugiere que los anticuerpos que se generen no tendran reconocimiento

cruzado con otras proteinas de T. vaginalis o del raton (Fig. 20D).

Por ultimo, para confirmar que el péptido seleccionado en la proteina PFOR
A se encontraba conformacionalmente expuesto, se realiz6 un modelaje teorico
del plegamiento tridimensional (3-D) de la proteina PFOR A con el programa

PHYRE (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/). Este utiliz6 proteinas ya

cristalizadas, como la PFOR de la bacteria Desulfovibrio africanus que tiene un
tamano de 135 kDa (Pieulle y col., 1999) (Fig. 20E). Este analisis mostro el
péptido divergente (esferas) en la estructura tedrica 3-D de PFOR A se encuentra

expuesto en la molécula (Fig. 20F).

Con el péptido sintético se inmunizaron cinco ratones Balb/c, de acuerdo
al esquema de inmunizacion presentado en la Tabla 5. El suero obtenido se
utilizé para confirmar la reactividad hacia la proteina recombinante PFOR50 por
ensayos de Western blot. El anticuerpo especifico para PFOR A que reconoce a la
recombinante PFORS0 (Fig 21, Carril 2) presenté un titulo de 1/4,000 en un

revelado por quimioluminiscencia.
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Figura 20A. Seleccion de la region divergente del fragmento de 1.1 kb de la
PFOR A. Alineamiento multiple de la secuencia deducida de aminoacidos del
fragmento de 1.1 kb entre los genes homologos a pfor a. Los recuadros muestran
la comparacion entre las diferentes secuencias (gen pfor a y b reportado, y los

genes homologos pfor b, pfor c, pfor dy pfor ey el gen pfo de E. histolytica.
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Hopp Woods Scale Hydrophilicity

Figura 20B. Analisis de hidropatia del péptido divergente PFOR A
seleccionado. Escala Hopp-Woods, los valores por arriba de 0.0 indican que el

péptido es hidrofilico.
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Figura 20B1. Analisis de hidropatia del péptido divergente en la secuencia
completa de PFOR A. Escala Hopp-Woods, los valores por arriba de 0.0

indican que el péptido es hidrofilico. Péptido divergente (rectangulo verde).

Figura 20B2. Anilisis de hidropatia del péptido divergente en la regién
carboxilo-terminal codificada por el fragmento 1.1 kb de PFOR. Escala
Hopp-Woods, los valores por arriba de 0.0 indican que el péptido es

hidrofilico. Péptido divergente (rectangulo verde).
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Figura 20C. Porcentaje de identidad del péptido KLVVELLESGEIK por BLAST en

la base de datos de T. vaginalis.
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Figura 20D. Porcentaje de identidad del péptido KLVVELLESGEIK por BLAST en

la base de datos del genoma del raton.
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Figura 20E. Estructura 3-D de PFOR de Desulfovibrio africanus cristalizada.
La secuencia que podria corresponder al péptido divergente se senala con el

circulo, el cual se encuentra expuesto en la molécula.

Figura 20F. Estructura teodrica en 3-D de PFOR A de T. vaginalis. El péptido
divergente se muestra con las esferas color naranja, el cual se encuentra

expuesto en la molécula.
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Figura 21. Reconocimiento de la proteina PFORS50 por el anticuerpo
genérado contra el péptido especifico de PFOR A (anti-PFORApep). Ensayos
de Western blot en membranas de NC conteniendo a la PFORS50. Gel de
poliacrilamida con la PFORSO0 tenido con azul de coomassie, carril 1; incubada
con el con el anticuerpo anti-PFORApep, carril 2; Como control negativo se
incubo con el suero preinmune (SNR), carril 3. Ambos anticuerpos se diluyeron
1:4,000.
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9.6.-LOCALIZACION DE PFORs EN EL PARASITO CON EL ANTICUERPO anti-

PFORS0

Dado que tanto el anticuerpo anti-TvAP120 como el anticuerpo anti-
EhPFOR de Entamoeba histolytica. mostraron un doble reconocimiento; en la
superficie del parasito y en organelos citoplasmicos que podrian ser los
hidrogenosomas y que el reconocimiento de superficie fue mas intenso en
parasitos crecidos en altas concentraciones de Fe?* que en bajas
concentracioenes de Fe2* (Moreno-Brito y col., 2005). Por ello nos intereso
estudiar el reconocimiento en el parasito mediante anticuerpos hechos
especificamente para la PFOR A de T. vaginalis, el anticuerpo anti-PFORSO0 y el
anticuerpo anti-PFORApep para localizar a la PFOR A por ensayos de
inmunolocalizacién con oro coloidal e inmunofluorescencia en parasitos crecidos

en alto y bajo hierro, fijados y permeabilizados o no permeabilizados.

Los ensayos de inmunomarcaje con oro con el anticuerpo anti-PFORS0
confirmaron la presencia de la PFOR en los hidrogenosomas de T. vaginalis
crecidos tanto en alto como en bajo hierro, aunque las particulas de oro fueron
mas abundantes en alto hierro, algunas particulas de oro en citoplasma (Fig
22). Sin embargo en estas preparaciones aunque no se observaron particulas en
la superficie del parasito. Estos resultados demuestran que PFOR se expresa

mayoritariamente en altas concentraciones.

Para confirmar el reconocimiento del anticuerpo anti-PFOR50 en
hidrogenosomas y en citoplasma con parasitos crecidos en altas concentraciones

de hierro fijados en suspension y en criocortes semifinos (lum), se hicieron
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ensayos de inmunolocalizaciéon por microscopia de epifluorescencia. En la figura
23 (panel a), se observa el reconocimiento del anticuerpo en la superficie del
parasito. En criocortes semifinos (panel b) la fluorescencia se observo en la
membrana de los hidrogenosomas y en citoplasma, aunque también se observo
en la superficie, confirmando asi que se tienen reconocimiento en diferentes

compartimentos del parasito.

Para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta por microscopia
confocal de parasitos crecidos en altas concentraciones de hierro, adheridos a
laminillas, fijados y no permeabilizados se observé reconocimiento en la
superficie del parasito (Fig. 24, panel a y b). Cuando se hizo una comparacion de
la inmunolocalizacién con los anticuerpos anti-TvAP120, anti-PFORS0 y anti-
PFORApep, los tres anticuerpos presentaron una reactividad similar en la
superficie de los parasitos (Fig. 25), siendo mas evidente con el anticuerpo anti-
PFOR50 (paneles B, C y D). El suero preinmune de raton utilizado como control

negativo no mostr6 reconocimiento alguno (Panel A).

Los anticuerpos anti-PFOR50 y anti-PFORApep mostraron un
reconocimiento en la superficie del parasito, con el anticuerpo anti-PFORS0 se
observé mayor intensidad (Panel C), que con el anticuerpo anti-PFORApep
(Panel D). Estos datos muestran que la PFOR A de T. vaginalis se localiza en la

superficie del parasito en altas concentraciones de Fe?*.

Por otro lado se realiz6 una comparacion de la localizacion de la PFOR A

entre parasitos crecidos en diferentes condiciones de cultivo, fijados
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permeabilizados y no permeébilizados con el anticuerpo anti-PFORS0 (Fig. 26).
En el Panel A se muestran parasitos permeabilizados y contratefiidos con yoduro
de propidio que tifie de rojo los nucleos del parasito. Los parasitos crecidos en
altas concentraciones de Fe2* (Alto) muestran una fluorescencia mas intensa con
el anticuerpo anti-PFORS50 que los parasitos crecidos en en bajas concentraciones
de hierro (Bajo), tanto en la superficie del parasito como en el citoplasma. En el
Panel B se muestran parasitos no permeabilizados en donde se observa un
mayor reconocimiento en la superficie por el anticuerpo anti-PFORS0, en
parasitos crecidos en altas concentraciones de Fe2* (Alto) con respecto a los
crecidos en bajas concentraciones de Fe2* (Bajo). Estos resultados muestran que
hay un reconocimiento en la por los anticuerpos anti-PFOR50, mas intenso en

altas concentraciones de Fe2+.

Para confirmar la localizacionde de la PFOR A se utiliz6 el anticuerpo anti-
PFOR Apep (Fig. 27) en parasitos permeabilizados (Panel A) y no
permeabilizados (Panel B), crecidos en altas y bajas concentraciones de Fe2.
Esta figura 27 muestra que en altas concentraciones de Fe2* (Alto) y en bajas
concentraciones de hierro (Bajo), hay diferencia en la intensidad de fluorescencia
y el reconociemiento es mas disperso, no es localizado como se observa con el
anticuerpo anti-PFORS0, sin embargo PFOR A se localiza tanto en la superficie

del parasito como en el citoplasma.
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Figura 22. Localizacion de PFOR con oro coloidal de PFOR en criocortes de
T. vaginalis. Micrografia electronica de transmision de parasitos crecidos en
concentraciones altas (a) y bajas (b) de hierro, incubados con el anticuerpo anti-
PFORSO0 (1:200) y con un segundo anticuerpo anti-raton acoplado a particulas de
oro coloidal (1:50). Flechas: localizacion de particulas de oro en organelos

citoplasmicos y en citoplasma. Aumento de 300 nm.
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Figura 23. Reconocimiento de la superficie y de organelos citoplasmicos de
T. vaginalis por el anticuerpo anti-PFORS50. Parasitos no permeabilizados
adheridos en laminillas (panel A) y criocortes semifinos de parasitos fijados en
suspension (panel B). Parasitos crecidos en altas concentraciones de hierro,
incubados con el anticuerpo anti-PFORS50 (1:200), con un segundo anticuerpo
anti-raton-FITC (1:100) observados por microscopia de epifluorescencia. Aumento

40x para las imagenes del panel A.
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Figura 24. Localizacion de PFOR en la superficie de T. vaginalis. Parasitos
crecidos en altas concentraciones de Fe?+, fijados con paraformaldheido al 4%, no
permeabilizados observados por Microscopia confocal con el anticuerpo anti-

PFORS0. Paneles 1, Microscopia de Nomasky . Paneles 2, Campo obscuro.

108



N
.

e

o

N




Figura 25. Localizacion de PFOR en la superficie de T. vaginalis. Microscopia
confocal con parasitos crecidos en altas concentraciones de Fe2+, fijados con
paraformaldheido al 4%, no permeabilizados. Paneles 1: Microscopia de Nomasky.
Paneles 2: Microscopia de Nomasky con Fluorescencia. Paneles 3: Campo
obscuro. Panel A) Parasitos incubados con un suero preinmune (1:200) (control
negativo). Panel B) Parasitos incubados con el anticuerpo anti-TvAP120 (1:50)
(control positivo). Panel C) Parasitos incubados con el anti-PFOR50 (1:200). Panel
D: Parasitos incubados con el anticuerpo anti-PFORApep (1:80).
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Figura 26. Localizacion de PFOR en la superficie del parasito. Por ensayos de
inmunofluorescencia indirecta se hizo la compararacion entre parasitos
permeabilizados y no permeabilizados asi como también entre condiciones de
cultivo, incubados con el anticuerpo anti-PFORS50. Paneles 1: Microscopia de
Nomasky. Paneles 2: Microscopia de Nomasky con Fluorescencia. Paneles 3:
Campo Obscuro. A) Parasitos permeabilizados, teniidos con yoduro de propidio. B)
Parasitos no permeabilizados. a) Parasitos cultivados en altas concentraciones de

Fe2+. b) Parasitos cultivados en condiciones bajas hierro.
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Figura 27. Localizacion de PFOR A en la superficie del parasito. Por ensayos
de inmunofluorescencia indirecta se hizo la compararacion entre parasitos
permeabilizados y no permeabilizados crecidos en altas y bajas concentraciones
de hierro, incubados con el anticuerpo anti-PFORApep (1:80). Paneles 1:
Microscopia de Nomasky. Paneles 2: Microscopia de Nomasky con Fluorescencia.
Paneles: Campo Obscuro. A) Parasitos permeabilizados, tenidos con yoduro de
propidio. B) Parasitos no permeabilizados. a) Parasitos cultivados en altas

concentraciones de Fe2*. b) Parasitos crecidos en bajas concentraciones de Fe?-.
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9.- DISCUSION

El fenomeno de adhesion es uno de los primeros pasos necesarios para
que T. vaginalis colonize al huésped (Alderete y Garza 1985; 1988). La adherencia
de T. vaginalis a la célula blanco, es un evento multifactorial en el cual participan
proteinasas (Arroyo y Alderete, 1989; Mendoza-Lopez y col., 2000; Hernandez y
col., 2004) y proteinas de superficie como las adhesinas (AP65, AP51, AP33 y
AP23) que median la interaccion de T. vaginalis con células epiteliales de la
vagina y del cérvix humano (Garcia y col., 2003). La adhesiéon también se modula
por altas concentraciones de hierro y por contacto con las células blanco (Arroyo
y col., 1993), debido al incremento en la expresion de las adhesinas (Lehker y

col., 1991; Garcia y col., 2003).

Al caracterizar a las adhesinas que se encuentran en la superficie del
parasito, se demostré6 que estan codificadas por familias multigénicas,
constituidas por al menos tres genes (Engbring y Alderete, 1998), en los casos de
AP33 (Engbring y Alderete, 1998), la AP51 (Alderete y col.,, 1998) y AP65
(Alderete, 1995a). Ademas, la diversidad funcional de las adhesinas debido a su
homologia con las enzimas metabdlicas hidrogenosomales del parasito y
mitocondriales del huésped las cuales tienen funciones indispensables en la
produccion de energia concretamente en el hidrogenosoma; pero también
pudieran participar en el mimetismo molecular de T. vaginalis como un
mecanismo de evasion de la respuesta inmune de huésped (Engbring y col,

1996).
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Al realizar estudios en seis aislados mexicanos de T. vaginalis sobre la
expresion de las adhesinas en diferentes concentraciones de Fe2* y por ensayos
de ligando, se observd la induccion de una proteina de 120 kDa solo en altas
concentraciones de Fe2*y que ademas se une a células HeLa; se sugiri6 que esta
molécula podria participar en adhesion como una nueva adhesina inducible por
hierro, (Yanez-Gomez, 1998). Posteriormente, se confirmé que la AP120 es una
nueva adhesina que se induce en altas concentraciones de hierro (Yanez-Gomez,
1999). Al continuar con su caracterizacion y por electroforesis en doble
dimension de extractos de parasitos crecidos en diferentes concentraciones de
hierro, se observo que la banda de 120 kDa en bajas concentraciones de hierro
esta constituida por dos manchas; mientras que en altas concentraciones de
hierro esta constituida por tres manchas. La mancha no.1 solo se observo en
altas concentraciones de Fe2* y fue reconocida por el anticuerpo anti-TvAP120
que inhibe la adhesion de T. vaginalis a celulas HelLa. A la mancha no. 1
expresada en altas concentraciones de Fe2* se le hizo un mapeo triptico y por un
analisis de MALDI-TOF se identificaron algunos péptidos con masas identicas de
péptidos de PFOR A de T. vaginalis. Esta homologia entre la adhesina y AP120 y
la PFOR A se confirm6 con el anticuerpo anti-EhPFOR en ensayos de Western
blot e inmunofluorescencia indirecta. Como parte de la caracterizacion de la
AP120 se realizaron estudios de inmunolocalizaciéon demostrando que hay una
doble localizacion tanto en superficie como en citoplasma al utilizar el anticuerpo
anti-TvAP120 que solo tendria que reconocer a la adhesina en superficie, de
manera similar esta doble localizacion se da con el anticuerpo anti-EhPFO a
tomando en cuenta que la PFOR de E. histolytica tiene un 45% de identidad con

respecto a PFOR A de T. vaginalis. Estos resultados sugieren fuertemente que la
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PFOR A podria tener una doble funciéon. Con estos resultados se demostré una
vez mas la homologia que existe entre una molécula de superficie, la AP120 que
participa en adhesion y una enzima metabolica, PFOR A que aparentemente se
encuentra en organelos citoplasmicos como son los hidrogenosomas (Moreno-

Brito y col., 2005).

Con todo ello se sugiere que la adhesina AP120 podria mostrar una
diversidad funcional. Una misma molécula que al localizarse en distintas partes
del parasito realice diferentes funciones: a) en el hidrogenosoma como enzima

metabolica y b) en la membrana plasmatica como adhesina.

Por todo lo anterior, en este trabajo se propusé que el hierro influye en la
relocalizacion de la proteina PFOR A hacia la superficie del parasito y de esta
manera participar en la adhesion de T. vaginalis a células epiteliales. Por lo que
el objetivo de este trabajo fue demostrar la relocalizacion de PFOR A, de los
hidrogenosomas hacia la membrana del parasito por altas concentraciones de
hierro durante el crecimiento. Durante mi tesis de licenciatura se amplifico, se
clon6 y se secuencio el gen pfor a del aislado CNCD 188 de T. vaginalis a partir
de la secuencia ya reportada en el GENEBank (Hrdy y Muller, 1995). Ademas, por
ensayos de RT-PCR la presencia del transcrito de PFOR A se observo solo en
altas concentraciones de Fe2*. El fragmento amplificado correspondiente al
extremo carboxilo-terminal de la PFOR A (Meza- Cervantez, 2005). Es importante
mencionar que en este fragmento que comprende los ultimos 367 residuos del
extremo carboxilo de la PFOR A se ubicaron 11 de los 22 péptidos identificados

de la mancha no. 1 observada en altas concentraciones de Fe2*, de la banda de
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120 kDa involucrada en la adhesion de T. vaginalis, los péptidos mostraron

identidad con masas de péptidos de PFOR A (Moreno-Brito y cols., 2005).

Con la secuencia de DNA que codifica el extremo carboxilo-terminal de la
PFOR A (1.1 kb) se realiz6 una busqueda en el genoma de T. vaginalis
encontrandose ademas de pfor a y pfor b, tres genes con menor homologia a
PFOR A (pfor c: 86%, pfor d: 63% y pfor e: 61%), las cuales poseen caracteristicas
tipicas de una PFOR (TTP, cluster Fe-S), aunque asi como también se
encontraron diferencias marcadas entre cada una de ellas, como el tamano y
cambios en algunas modificaciones posttraduccionales (Meza-Cervantez, 2005).
Por lo que surgio6 la duda sobre cual de estos genes podria codificar a la adhesina

AP120, pfor a o alguno de los otros genes tipo pfor encontrados.

Recientemente, mediante ensayos Southern blot se reporté que los genes
encontrados en el genoma con homologia a PFOR A corresponden a copias de
PFOR B, los cuales se denominaron pfor c (86%), pfor d (63%) y pfor e (61%)
(Upcroft y col., 2006). Por éllo, en este trabajo fue importante determinar si
algun otro gen tipo PFOR pudiera expresarse en altas concentraciones de Fe2* y
que pudiera codificar a la adhesina AP120 y que descartara la hipotesis de la
doble funcionalidad de PFOR A. Los resultados mostraron que aunque con DNA
genomico se amplificaron las regiones divergentes y especificas de cada gen tipo
PFOR, los ensayos de RT-PCR mostraron que los genes pfor ¢, pfor d o pfor e no
se transcriben en ninguna de las concentraciones de Fe2* analizadas, mientras el
gen pfor a solo se trancribe en altas concentraciones de Fe2*. Aunque con estos

resultados no podemos descartar que estos genes puedan transcribirse bajo
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otras condiciones no estudiadas en este trabajo. Lo que demuestran estos datos
es que el gen pfor a es el Unico que se transcribe en altas concentraciones de
hierro, la condicién de la induccién de la expresion de la AP120 a nivel de
proteina (Moreno-Brito y col.,, 2005). Estos datos apoyan la posible
bifuncionalidad de la PFOR A en altas concentraciones de hierro. Aunque seria
interesante buscar las condiciones de expresion de cada uno de los genes tipo
PFOR y determinar su posible funcién, no se descarta que estas secuencias

parecidas a PFOR A carezcan de funcién en el parasito.

De ahi que para confirmar, la doble localizacién de la AP120 y de la PFOR
A observada tanto con el anticuerpo anti-TvAP120 como con el anticuerpo anti-
EhPFOR fue necesario generar anticuerpos contra la PFOR A de T. vaginalis y asi
confirmar la relacion entre PFOR y la AP120. Para ello, primeramente se
expresaron dos fragmentos del extremo carboxilo-terminal de 367 aa (1.1 kb) y de
633 aa (1.9 kb) de la PFOR A. Este ultimo corresponde al fragmento de la PFOR
de E. histolytica contra la que se hizo el anticuerpo anti-EhPFOR que detecto
proteinas tanto en la superficie como en el citoplasma de tricomonas (Moreno-
Brito y col., 2005). Por lo que se asumi6 que estos fragmentos de la PFOR A de T.
vaginalis deben encontrarse expuestos en la superficie del parasito. En un futuro,
estas proteinas recombinantes también se utilizaran para identificar el sitio de
union a células HelLa, en caso de que se demuestre que la PFOR A participa en

la adhesion.

A pesar de que logramos expresar y purificar las proteinas recombinantes

de 50 y 70 kDa de la region carboxilo-terminal de la PFOR A de T. vaginalis, solo
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se generaron anticuerpos contra la proteina de 50 kDa, PFORS0, ya que en este
fragmento se encuentran 11 de los 22 péptidos de la AP120 con identidad a PFOR
A. El hecho de que los anticuerpos anti-PFOR50 reconocieron por ensayos de
Western blot, a las dos proteinas recombinantes y a la proteina de 120 kDa en
parasitos crecidos en altas concentraciones de Fe2*, junto con el reconocimiento
del anticuerpo anti-TvAP120 hacia las dos proteinas recombinantes de 50 y 70

kDa confirman la relacion entre PFOR A y la AP120.

Ademas, dado que el anticuerpo contra la region carboxilo-terminal de la
PFOR A de T. vaginalis, esta dirigido contra una regiéon conservada entre PFOR
A y PFOR B, en los ensayos de inmunolocalizaciéon se podria localizar a
cualquiera de las dos PFORs en el parasito, por lo que, fue necesario tener un
anticuerpo especifico para PFOR A. Esto se logré seleccionando un péptido de la
region mas divergente entre PFOR A y PFOR B, para generar anticuerpos
policlonales monoespecificos en raton que reconocerian especificamente a PFOR

A.

La localizacion de la PFOR A por inmunofluorescencia indirecta, en
epifluorescencia, microscopia electronica y microscopia confocal con los
anticuerpos generados se muestra que la PFOR A en parasitos crecidos en altas
concentraciones de hierro se localiza en la membrana y en el interior de los
hidrogenosomas y que ademas se encuentra en la superficie del parasito. Estos
resultados confirman que la PFOR es una proteina que se encuentra en la
membrana del hidrogenosoma (Williams y col., 1987) que se relocaliza en altas

concentraciones de hierro hacia la superficie del parasito. Esto sorprende, ya que
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en otros estudios se demostré6 que anticuerpos generados contra enzimas
hidrogenosomales como la malica y las subunidades a y B de la succinil-CoA
sintetasa, que tienen homologia con las adhesinas AP65, AP33 y APS1; solo
localizan moléculas en el hidrogenosoma pero no en la superficie del parasito.
Una posibilidad es que el anticuerpo que ellos utililizaron es un anticuerpo
monoclonal y probablemente el epitope contra el que fue hecho no es comun
entre la enzima hidrogenosomal y las adhesinas, por ello la localizacion es
limitada y especifica para hidrogenosomas (Brugerolle y col., 2000). Otra
posibilidad es que aunque sea un epitope compartido entre la enzima y adhesina,
este no quede expuesto en la superficie del parasito. Estos resultados se pueden
corroborar con lo obtenido en este trabajo, el cual muestra que el reconocimiento
de PFORs con el anticuerpo anti-PFOR50 comparada con el reconocimiento con el
anticuerpo anti-PFORApep es diferencial, ya que reconoce proteinas en la

membrana y en el citoplasma mas que en hidrogenosomas.

Es importante mencionar que la PFOR en otros parasitos se puede
ubicar en diferentes compartimentos del parasito. Un ejemplo de ello es lo que
reportan Rodriguez y col., (1998), para la PFOR de E. histolytica. El anticuerpo
anti-EhPFOR muestra un reconocimiento tanto en organelos citoplasmicos (Ehko)
como en la membrana plasmatica de E. histolytica, lo que muestra que no solo
en T. vaginalis, la PFOR se localiza en dos diferentes sitios. Ademas también en
T. vaginalis la enzima malica que normalmente se encuentra en el
hidrogenosoma también que se puede encontrar en el citosol, posiblemente

realizando diferentes funciones (Dolezal y col., 2004).
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Ademas por ensayos de inmunofluorescencia e inmunocitoquimica, que
con parasitos crecidos en altas concentraciones de hierro coexpresan adhesinas
como la AP65 tanto en la superficie como en el citoplasma de T. vaginalis, lo que
no sucede en parasitos crecidos en bajas concentraciones de hierro. (Garcia y

col., 2003).

Con todos estos estudios y los resultados presentados en este trabajo si
PFOR A participara también en adhesion representaria un ejemplo muy claro de
moléculas que tienen varias funciones llamadas proteinas multifuncionales o
“moonlighting proteins”, en las cuales la diversidad funcional que poseen se debe
a las condiciones medio ambientales, referido a condiciones extra e intra
celulares, en la cual se expresa la proteina (Boonacker y Noorden, 2003). Los
primeros estudios acerca de diversidad funcional de enzimas metabdlicas empezo
con una de las enzimas de mamiferos mas importante, la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenada (Pancholi y Fischetti, 1992; 1993) clasificada como una
“moonlighting protein” en la naturaleza debido a sus multiples funciones

(Jeffery, 1999).
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10.- CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra que PFOR A se encuentra en los hidrogenosomas y se
relocaliza hacia la superficie del parasito en altas concentraciones de hierro.
Dado que hasta ahora no se ha encontrado otro gen homoélogo a PFOR A que se
transcriba en altas concentraciones de Fe?*, los datos aqui presentados sugieren
que PFOR A y la AP120 estan codificadas por el mismo gen. Por lo que PFOR A
podria participar en la adhesion de T. vaginalis hacia las células del epitelio

vaginal.
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11.- PERSPECTIVAS

¢ Determinar si la PFOR A participa en adhesion.

e Identificar el dominio de unién a células si es que esta molécula

participara en adhesion.

e Identificar el receptor del PFOR A/AP120 en las células
HeLa.

e Co-localizar a PFOR A y AP120, para demostrar que se trata de una

misma molécula.

e Investigar el mecanismo por el cual PFOR, una proteina

hidrogenosomal puede relocalizarse a la superficie del parasito.

e Determinar el efecto knockout del gen pfor a.
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13.-APENDICE

SOLUCIONES

Gel de Agarosa al 1%

Agarosa (Gibco BRL) 0.20 gr
TAE 1x 20 ml
Bromuro de Etidio 41l (0.5 mg/ml)

Amortiguador TAE 50x (pH ~ 8.5)

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.

Bromuro de Etidio (0.5 mg/ml)
Bromuro de Etidio (Sigma) 0.5 mg

H,O destilada 1 ml
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EXTRACCION DE DNA GENOMICO

PBS 1x
NaCl (MERCK) 8 g
KEl 8 g
Na;HPO4 0.65¢g
KH2PO4 02 g

Se ajusta el pH a 7.4 con NaOH o HCI se afora a 1 litro con agua

destilada y se esteriliza por autoclave.

Amortiguador de Lisis

SDS (Sigma) 0.2%

NacCl 100 mM

EDTA 10 mM, pH8.0
Tris-HCI 10 mM, pH8.0

Etanol al 70%
Para 50 ml
Etanol al 100% 35 ml

H>O destilada 15 ml

Amortiguador TE
Tris-HCl 10 mM
EDTA 0.2 mM

Se ajusta el pH 7.6. Se esteriliza por autoclave.
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EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

Solucion I (Estéril)

Glucosa 50 mM

Tris-HCl 25 mM, pH 8.0

EDTA 10 mM, pH 8.0
Solucion II (recién preparada)

NaOH 0.2 M

SDS (Dodecil sulfato de Sodio) 1%
Solucion III

Acetato de sodio SM 60 ml

Acido acético glacial 11.5 ml

H,O destilada 28.5 ml

Se ajusta el pH 5.2 con acido acético glacial, se esteriliza por autoclave.
X-Gal Stock 40mg/ml
Disolver 400 mg X-GAL en 10 ml de dimetilformamida (filtrar por 0.22 pm). Se
protege de la luz y se almacena a —20° C, se pipetea 40 pl del stock a cada cajay

se espatula.

MEDIOS DE CULTIVO
Medio Luria Bertani (LB)
Cloruro de sodio 10g
Triptona 10 g
Extracto de Levadura S g
Se ajusta el pH a 7.0 y se afora con H,O destilada a 1 litro. Por ultimo se

esteriliza en autoclave.
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Ampicilina (100 pg/ml)

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

Placas LB-Ampicilina

El LB se prepara como se describio, ademas se agregan 20 g de agar
bacteriologico, 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.

MEDIO “Terrific Broth” (TB)

Bactotriptona 12 ¢
Extracto de Levadura 24 g
Glicerol 4 ml

Se afora a 900 ml con agua bidestilada, posteriormente se esteriliza en

autoclave.

MEDIO SOC

pM).

Para 1 litro
H>O destilada 950 ml
Bactotriptona 20 g
Extracto de Levadura S5 g
NaCl 05¢g
Antes de agregar la glucosa se esteriliza por autoclave

Glucosa 1M 20 ml (previamente esterilizada por filtracion 0.22
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Amortiguador de Fosfatos

KH,PO4 2.3l g
KoHPO4 12.54 g

Se afora a 100 ml con agua bidestilada. Se esteriliza en autoclave.

NOTA: Para maxiprep se agrega 45 ml de medio TB y se mezcla con 5 ml

de amortiguador de Fosfatos.

EXTRACCION DE RNA TOTAL
Solucion de Fe2*
La soluciéon stock se prepara a una concentracion de 25 mM, se pesan
0.09803 g de Sulfato Ferroso Amoniacal (MERCK) y se disuelve en Acido
sulfosalicilico (Sigma) 50 mM. Se esteriliza en autoclave y se almacena a 4 °C

protegido de la luz, por no mas de una semana.

Solucién de Acido Sulfosalicilico
La soluciéon stock se prepara a una concentraciéon 25 mM. Se pesan 0.1271

gr de Acido sulfosalicilico (Sigma) y se disuelven en 10 ml de H20.

Solucién 2-2’, Dipyridyl

La solucién stock se prepara a una concentracion 15 mM. Se pesan
0.0234 gr de 2-2’. dipiridyl (Sigma) y se disuelven en 10 ml de H20. Se esteriliza
por filtracion en una membrana de 0.22 pm. Se almacena a 4°C por no mas de

una semana.
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PBS 1x
NaCl 8 g
KCl1 8 g

Na;HPO,4 0.65g

KH,PO4 02 g

Se ajusta el pH a 7.4 con NaOH o HCI se afora a 1 litro con H2O-DEPC y

se esteriliza por autoclave.
H20 DEPC

Para 1 litro

H2O 1000 ml

Dietil Pirocarbonato (Sigma) 1 ml se agrega al agua destilada y se deja en

agitacion por 24 h y después se esteriliza por autoclave.

Etanol al 70%
Etanol absoluto 700 ml

H>O-DEPC 300 ml

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS SDS PAGE

Acrilamida al 30%/bisacrilamida al 0.8%

Acrilamida 292 g

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-HC1/SDS 4x, pH 8.8 (1.5 M Tris-Cl, 0.4% SDS)
Trizma-base (Sigma) 9.08 g
SDS (Sigma) 02 g

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH 8.8 con HCI.
Aforar a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucion,
almacenar a 4*C

Tris-HC1/SDS 4%, pH 6.8 (0.5 M Tris-Cl, 0.4% SDS)

Trizma-base (Sigma) 3.025 g
SDS (Sigma) 02 g

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH 6.8 con HCI.
Aforar a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucion,

almacenar a 42C.

Persulfato de amonio al 10%

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

TEMED (bio-Rad)

0.01 ml (10ul)

SDS-amortiguador 2x

Trizma-base 1.52 g
SDS 2 g

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)
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Amortiguador de muestra 1x (BM 1x)

SDS amortiguador 2x 500ul
B-mercaptoetanol 5% S50ul
Azul de bromofenol 50ul

(stock 10mg/ml)
Agua desionizada 400ul

Amortiguador de muestra 2x (BM 2x)

SDS amortiguador 2x 400ul
B-mercaptoetanol 5% S0ul
Azul de bromofenol S0ul

(stock 10mg/ml)

Amortiguador de electroforesis 5x (stock)

Glicina (Sigma) 72 g
Trizma-base (Sigma) 15.1g
SDS (Sigma) 5.0¢g

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 ml
Acido acético glacial 100 ml
Agua destilada 400 ml

Azul de Coomassie 0.5¢g

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

temperatura ambiente.
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Solucion decolorante de geles de poliacrilamida

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

Almacenar a temperatura ambiente.

SOLUCIONES PARA PURIFICAR POR CROMATOGRAFiA DE AFINIDAD

Amortiguador de lisis (amortiguador de equilibrio para columna de Niquel)

Tris-HCl pH 7.5 25 mM
NaCl 250 mM
PMSF (Sigma) 1mM

PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride) se disuelve en Etanol 100%

Amortiguador de Lavado 1

Tris-HCl pH 7.5 25 mM
NaCl 250 mM
PMSF 1mM
Imidazole (Sigma) 20 mM

Amortiguador de Lavado 2

Tris-HClI pH 7.5 25 mM
NaCl 250 mM
PMSF ImM
Imidazole 40 mM
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Amortiguador de Elucion

Tris-HC1 pH 7.5 25 mM

NaCl 250 mM
PMSF 1 mM
Imidazole 500 mM

SOLUCIONES PARA BLOTS

Amotiguador de Transferencia

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

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

finalmente, aforar a un litro con agua destilada. Enfriar a 4°C, hasta su uso.

Solucion de TBS 1xa pH 7.5

Trizma-base 20 mM 242 g
NaCl 500 mM 2022 g

Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.5 y aforar a un litro.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion reveladora HRP (para blot por color)

Solucién A Solucién B
HRP Metanol Frio | TBS 1xapH 7.5 | H202
7.5 mg 2.5 ml 12.5 ml 7.5ul

Mezclar el HRP (Bio-Rad) en el metanol (Solucién A) y por separado el TBS con el

H>0O; (Solucion B). La mezcla se prepara en el momento de usarse.
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LISIS PARA OBTENER ADHESINAS

Amortiguador NET pH 7.4

Trizma- Cl 0.05M 0.606 g
NaCl 0.15M 0.877 g
EDTA 0.005M 0.168 g

Disolver en 60 ml de agua destilada y ajustar el pH a 7.4. Aforar a 100 ml y

almacenar a temperatura ambiente.

Inhibidor TLCK 10 mM

Disolver 0.003693 g en 1 ml de agua destilada

Inhibidor Leupeptin 0.2 mM
Disolver 0.001 g en 1 ml de agua destilada.

Los inhibidores se preparan hasta su uso.

DOC 10%

Disolver 10 g en 100 ml de agua bidestilada.

TDSET

Para 500 ml de solucion a las concentraciones finales:

Stock C1V;=C; V2, | Concentraciones
finales

Trizma-Cl 1M pH 7.8 |5 ml 0.01 M

(6.05 gr/ 50 ml

DOC al 10% 10 ml 0.2%

10 gr/ 100 ml

SDS al 20% 2.5 ml 0.1%

2 gr/10 ml

EDTA 0.5 M, pH 8.0 10 ml 0.01M

3.722 gr/20 ml

Triton-X-100 al 100% | 5 ml 1%
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Finalmente aforar el volumen obtenido a 500 ml con agua destilada. Almacenar a
temperatura ambiente

SOLUCIONES PARA ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Paraformaldehido al 4%
Paraformaldeido 4 gr en 100 ml

Se disuelve en PBS 1x a 55°C. Se guarda a 4°C y se cubre de la luz.

PBS 1x
NaCl (MERCK) 8 g
KCl 8 g
Na;HPO4 0.65 g
KH,PO4 02 g

Se ajusta el pH a 7.4 con NaOH o HCI se afora a 1 litro con agua

destilada y se esteriliza por autoclave. Después se filtra por 0.22 um.

NH4Cl / PBSIx pH 7.0 S0mM

HC1IN / PBSIx pH 7.0 1N

4.25 ml/50 ml

GLICINA 0.5 M/ PBSIx PH 7.0

SUERO FETAL BOVINO 1% / PBSIx PH 7.0

Albumina 1% / / PBS Ix PH 7.0
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