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Resumen

Los miembros de la familia de proteinas YERO57c / YjgF / UK114 (Proteina soluble en
acido perclérico PSP) son macromoléculas con estructura homotrimérica que tienen 6
- 9 aminoacidos conservados en el sitio catalitico, poseen diversas funciones: 1)
participan en la desaminacion hidrolitica de intermedios de enamina / imina formados
en el metabolismo de los aminoacidos, y 2) pueden funcionar como
endoribonucleasas. Estas proteinas se encuentran presentes en los diversos dominios
de la vida, desde las bacterias hasta los vertebrados. Dentro del genoma de
Trichomonas vaginalis, un parasito protozoario causante de la tricomoniasis, se
localizan 3 genes (tv-pspl, tv-psp-2 y tv-psp3) que codifican para las proteinas Tv-
PSP1, Tv-PSP2y Tv-PSP3.

El objetivo de este trabajo fue determinar la importancia de los puentes disulfuro en la
estabilidad estructural de la proteina Tv-PSP1 y probar su funcion catalitica en
presencia y ausencia de cloro con el enlace disulfuro formado. Se obtuvieron in silico
dos proteinas Tv-PSP1 mutantes para la posicibn 76, los aminoacidos fueron

seleccionados a partir de un alineamiento de proteinas L-PSP de diversos organismos.

A través de dinamica molecular se logré obtener el radio de giro y el RMSD de Tv-
PSP, tanto de la proteina WT como de ambas mutantes, mostrando un movimiento
diferencial de uno de los monémeros de Tv-PSP1 WT con respecto a los otros dos
monomeros a lo largo de 1000 ns. El radio de giro y RMSD de las mutantes de Tv-
PSP1 no mostraron cambios significativos en la estructura tridimensional sugiriendo
gue los enlaces disulfuro no participan en el mantenimiento de su estructura

tridimensional.

Para validar experimentalmente los hallazgos encontrados in silico, se obtuvo la
proteina Tv-PSP-1 WT recombinante con etiqueta de histidinas a partir de la clonacion
de tv-pspl en el vector de expresion pET28 a*. Las proteinas recombinantes se

expresaron en cepas BL21 y Rosetta gami de E. coli, posteriormente fueron purificadas
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por FPLC y se identificaron por Western Blot usando los anticuerpos a-Tv-PSP1 y a-
His-TAG.

Se realizaron ensayos funcionales con rTv-PSP1 clorada y no clorada con presencia
de enlaces disulfuro. Los resultados mostraron que rTv-PSP1 WT degrada
parcialmente el RNA total de T. vaginalis, no asi cuando se elimind la presencia de
cloro mediante purificacion en columna. La proteina r Tv-PSP1 WT sin cloracion y con
presencia de los enlaces disulfuro no fue capaz de degradar al RNA.
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Abstract

The members of the protein family YERO57c / YjgF / UK114 (Protein soluble in
perchloric acid PSP) are macromolecules with homotrimeric structure that have 6 - 9
amino acids conserved in the catalytic site, with various functions: 1) involved in the
hydrolytic deamination of intermediates of enamine / imine formed in amino acid
metabolism, and 2) they can function as endoribonucleases. These proteins are
present in the various domains of life, from bacteria to vertebrates. Within the genome
of Trichomonas vaginalis, a protozoan parasite that causes trichomoniasis, 3 genes
are located (tv-pspl, tv-psp-2 and tv-psp3) that code for the proteins Tv-PSP1, Tv-
PSP2 and Tv-PSP3.

The aim of this work was to determine the relevance of the disulfide bridges in the
structural stability of the Tv-PSP1 and to analyze its catalytic function in the chlorine
presence or absence with the disulfide bond formed. By in silico analysis, were
obtained two Tv-PSP1 mutants in the position 76. The screening of the amino acids

mutants was doing by an alignment of L-PSP of several organisms.

By Molecular Dynamics, we obtained the radius of gyration and the RMSD of the Tv-
PSP1, WT and the two mutants, this analysis shown a differential movement of one of
the Tv-PSP1 WT monomers in comparison with the other two monomers to the 1000
ns. The Tv-PSP1 mutants did not show significant changes in the three-dimensional
structure. These results suggested that the disulfide bonds do not participate in the

maintenance of their three-dimensional structure.

To validate the results obtained in silico, we obtained the Tv-PSP1 recombinant with
histidine-tagged, for this, we cloned de tv-pspl insert in the expression vector pET28 a
+ and the rTv-PSP1 was expressed in E. coli BL21 and Rosetta gami strains, then, they
were purified by FPLC and identified the Tv-PSP1 by Western Blot using the a-Tv-
PSP1 and a-His-TAG antibodies.

16



Functional analysis was performed with chlorinated and non-chlorinated rTv-PSP1 with
the presence of disulfide bonds. The results shown that only the Tv-PSP1 WT degraded
the total RNA of T. vaginalis. The chlorine presence was eliminated by the column

purification and the Tv-PSP1 was not able to degrade RNA.
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1. Introduccion:

1.1 Proteinas

Las proteinas estan compuestas por aminoacidos, los cuales tienen diferentes
cadenas laterales o también llamados grupos R que les dan diferentes propiedades
tales como hidrofobicidad, solubilidad, amortiguacion de pH, especificidad (proteinas
diferentes entre especies diferentes), y estabilidad. En una proteina correctamente
plegada, los residuos de aminodacidos hidrofobicos estan juntos, mientras que los
residuos hidrofilicos se exponen en la superficie de la proteina, este tipo de

plegamiento minimiza la energia libre total de la proteina (Reynaud, 2010).

Por otra parte, la estabilidad estructural de las proteinas depende del balance entre
distintas fuerzas (Fig. 1) como son las interacciones de Van Der Waals y los puentes
de hidrégeno entre los residuos polares (Bosshard, Marti, & Jelesarov, 2004). Uno de
los elementos importantes en el plegamiento de algunas proteinas son los puentes
disulfuro. Los puentes disulfuro (S-S) estan formados por la unién covalente de dos
cisteinas debido a las propiedades redox del par tiol-disulfuro. La cisteina es
fundamental para el plegamiento y la estabilidad de las proteinas debido a que puede
estabilizar proteinas monoméricas y también multiméricas (Liu, et al., 2016), ademas
contribuye a la regulacion de su actividad biolégica y participa en la catalisis enzimatica

y en la interaccion entre proteinas y metales (Gardufio-Jiménez, 2017).
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Figura 1. Interacciones involucradas en el plegamiento y estabilizacion estructural de las
proteinas. Puentes disulfuro (S-S); puentes salinos (+ -); puentes de Hidrégeno (H-H) Algunas

regiones de la proteina pueden interaccionar con metales (M).

Los puentes salinos también brindan estabilidad, son enlaces que se forman entre
residuos con carga opuesta como es el caso del Acido glutamico y el Acido aspartico
(cargados negativamente) con los aminoacidos Arginia, Histidina y Lisina (cargados
positivamente), cuando estos aminoacidos se encuentran lo suficientemente cerca
entre si, ocurre la interaccién electrostatica (Bosshard et al., 2004), su formacién
depende del estado de protonacion de las moléculas que interactuan y, por lo tanto,
del pH. El aumento de la estabilidad térmica de las proteinas mediante la optimizacion
de las interacciones de carga es un buen ejemplo de una solucién evolutiva que utiliza

factores fisicos (Jelesarov & Karshikoff, 2009).
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Las proteinas son macromoléculas que se encuentran presentes en muchos
organismos (Alberts, et al., 2002), en los eucariotas las proteinas que deben
reutilizarse o que no son funcionalmente viables se marcan para su degradacion
mediante una proteina llamada ubiquitina, esta marca es reconocida por algunas
subunidades del proteosoma (Tanaka, 2009). Este complejo proteico se encuentra
presente en todas las células eucariotas y archaeas asi como en algunas bacterias
(Sun, et al., 2004).

Cuando una proteina se pliega de forma inadecuada puede ser destruida en el
proteosoma. Trichomonas vaginalis, como todas las células eucariotas posee
subunidades de proteosoma, aunque no ha sido descrito completamente, se conoce
que la incubacién a corto plazo con un inhibidor del proteosoma conduce a la autofagia

en condiciones de crecimiento ricas en glucosa (O'Donoghue, et al., 2019).

Las modificaciones postraduccionales, estan involucradas en la actividad funcional de
muchas proteinas, son modificaciones rapidas, especificas y altamente controladas,
gue son importantes en los procesos celulares, como la actividad enzimatica, el
recambio y localizacién de proteinas, son modificaciones covalentes que se sitGan en
1 o mas aminoacidos y se han descrito mas de 300 tipos diferentes (Kumar &
Prabhakar, 2008), ejemplo de ellas son: fosforilacion, ubiquitinacion, acetilacion, entre

otras.

Recientemente, se ha descrito una modificacion que podria estar involucrada en el
cambio de funcion de algunas proteinas: la cloracion. La cloracion de proteinas causa
alteraciones en la estructura de éstas a través de la cadena lateral o la modificacion
del grupo amino del enlace peptidico. Esta modificacién, se realiza in vitro se realiza
mediante la utilizacion de acido hipocloroso (HCIO). El &cido hipocloroso es un potente

antimicrobiano no antibiotico utilizado en medicina clinica para el control de infecciones
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y como agente desinfectante (Ulfig, et al., 2019), in vivo el HCIO es sintetizado por

células del sistema inmune para el control de agentes patdgenos durante la fagocitosis.

En laboratorio, el HCIO se puede obtener a través de tres diferentes métodos:

1. Hidrdlisis de gas de cloro (Clz + H2O — HCIO + H* + CI)

2. Electrolisis de solucion de sal (2CI + 2e” Cl2) y (Clz + H2O—> HCIO + H* + CI)

3. Acidificacion de hipoclorito (OCI- + H*— HCIO): Debido a que el hipoclorito esta

disponible comercialmente, este método es el mas utilizado, conveniente y controlable.

El HCIO es producido dentro de las vacuolas fagociticas a partir de H202 y CI- por
accion de la enzima mieloperoxidasa (Green, et al., 2014) cuando se entra en contacto
con algun agente patdégeno como los son: virus, bacterias o parasitos, siendo un
agente oxidante y altamente téxico. Algunas proteinas de S. aureus sufren
modificaciones, especificamente en residuos de tirosina, convirtiéendose en tirosina
clorada, lo anterior sucede en dosis bactericidas (30 nmol) de acido hipocloroso e

incluso por debajo de ellas (Chapman, et al., 2002).

La cloracion puede cambiar la actividad funcional de algunas proteinas; en diversos
estudios se ha probado la accidn de este reactivo en contacto con diversas proteinas;
por ejemplo, la proteina Hsp33 de E. coli sufre un cambio conformacional en su

estructura mediante el despliegue del dominio C-terminal, convirtiéndose en una
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chaperona altamente activa que evita la agregacion de otras proteinas dentro de la
bacteria (Winter, et al., 2008).

1.2 Proteinas Solubles en Acido Perclérico

La familia de proteinas YERO57c/YjgF/UK114 incluye a proteinas con funciones
diversas: algunas participan en la desaminacion hidrolitica de intermediarios de
enamina/imina formados en el metabolismo normal de amino&cidos, otras pueden
funcionar como endoribonucleasa escindiendo los enlaces fosfodiéster del RNAmM e

inhibiendo la traduccion de proteinas (Villalobos-Osnaya, et al., 2018).

Las proteinas solubles en acido perclérico estructuralmente forman homotrimeros (Fig.
2); algunos ejemplos son: UK 114 de Capra hircus (PDB: 1NQ3), proteina de 136 aa
con funcién de endoribonucleasa, L-PSP de Rattus norvegicus (PDB: 1QAH). Poseen
de 6-9 aminod&cidos conservados (P-X5-Y-X13-G-X25-N-X27-F-X3-N-X13-R-X8-P-X5-

E) y se ha propuesto que podrian ser parte del sitio activo de la proteina.
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Figura 2. Estructura de diversas proteinas L-PSP. A) L-PSP de Entamoeba histolytica PDB:
3M4S, B) L-PSP Rattus norvegicus, PDB: 1QAH, C) UK114 Homo sapiens, PDB:10ONI, D) UK
114 de Capra hircus, PDB: 1NQ3.

Las proteinas de esta familia se encuentran altamente conservadas en los diferentes
dominios de la vida, desde bacterias y levaduras hasta mamiferos incluyendo al
humano. En cuanto a su ubicacion celular, estas proteinas se encuentran presentes
no solo en el citoplasma o el ndcleo sino también en diversas estructuras celulares

como el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi (Kanouchi, et al., 2005).
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La familia de proteinas PSP o también llamada familia Rid (Reactive intermediate/imine
deaminase), cuenta a su vez con 8 subfamilias: Rid A y Rid 1-RID 7 (Hodge-Hanson
& Downs, 2017), la familia Rid A se encuentra presente en todos los dominios, mientras
qgue la familia Rid 1-7 esta limitada solo a procariotas, algunas proteinas homélogas
de la familia Rid-2 y Rid-3 pueden unirse a ceto-acidos de forma in vitro (Tabla I). Se
conoce que algunas cepas mutantes de Salmonella entérica para el gen YjgF no
pueden crecer en presencia de piruvato como Unica fuente de carbono a menos que
se proporcione lIsoleucina, por lo que se ha propuesto que YjgF participa en la
biosintesis de Isoleucina (Christopherson, et al. , 2008), en Saccharomyces cerevisiae
las proteinas YILO51c y YERO57c juegan un papel importante en la regulacion de vias
metabolicas y diferenciacion celular (Kim, et al., 2001).

En higado de rata la proteina L-PSP (rat liver perchloric acid-soluble protein) es un
inhibidor potente de la sintesis de proteinas ya que afecta directamente la traduccion
del RNA mensajero (Morishita, et al., 1999). Previamente se ha logrado obtener
proteinas PSP de mitocondria en células de higado y rifidn de rata y se ha observado
gue son capaces de inhibir la sintesis in vitro de proteinas (Oka, et al., 1995). La
proteina UK114 de Homo sapiens (UniProtKB-P52758, RIDA_HUMAN) ademas de
participar en el metabolismo (desaminacion hidrolitica de intermediarios de
enamina/imina que se forman durante el curso del metabolismo normal: 2-
aminobutanoato + H20 = 2-oxobutanoato + NH4*), también puede realizar actividad de

endoribonucleasa (Tabla I).
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Tabla I. Proteinas PSP en diferentes organismos.

YERO57

YjgF

Rhp-PSP

L-PSP

UK114

1.3 Trichomonas vaginalis

Saccharomyces
cerevisiae

Salmonella entérica
Rhodopseudomonas

palustris

Rattus norvegicus

Homo sapiens

Nucleo y
mitocondrias

Citoplasma

Mitocondria,
nacleo y
peroxisomas

Mitocondria,
nacleo y
peroxisoma

hmfl

ridA

rpdx1_3039

rida

hrsp12

Regulacion de vias metabdlicas y
diferenciacion celular.

Requerido para la biosintesis de
isoleucina.

Propiedades antivirales (frente al
virus del mosaico del tabaco).

Inhibidor potente de la sintesis de
proteinas, facilita la liberacién de
amoniaco de metabolitos reactivos
téxicos.

Facilita la liberacion de amoniaco
de metabolitos reactivos toxicos.

La tricomoniasis es una enfermedad con cientos de millones de casos anuales en

multiples regiones alrededor del mundo y de gran importancia médica a nivel mundial

(Meites, 2013), actualmente las opciones de tratamiento se limitan a dos compuestos

aprobados por la FDA (metronidazol y tinidazol), sin embargo, ha sido reportado el

desarrollo de resistencia por parte del parasito hacia estos compuestos (Dunne, et al.,

2003), por lo que se buscan nuevos blancos farmacéuticos para el tratamiento de esta

infeccion (O'Donoghue, et al., 2019).
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El examen microscopico a partir de una preparacion de secreciones vaginales
mezcladas con solucion salina normal es el examen diagndstico mas comun para la

deteccion del parasito y la infeccion por T. vaginalis en mujeres (Hobbs & Sefia, 2013).

La infeccion por T. vaginalis produce una amplia variedad de manifestaciones clinicas
y patoldgicas, en la mayoria de los casos las pacientes pueden ser asintoméaticas, pero
algunas veces pueden desarrollar signos tipicamente asociados con la enfermedad
(Menezes, et al., 2016). Ademas de la enfermedad causada propiamente por este
pardsito, la tricomoniasis puede aumentar el riesgo de aborto durante el embarazo e
incluso puede aumentar el riesgo de contraer VIH (McClelland, et al. 2007) y el riesgo
de desarrollo de neoplasias en cuello uterino y cancer de préstata en pacientes
masculinos (Marous, et al., 2017). La tricomoniasis no suele ocasionar sintomas para
los hombres, pero cuando aparecen estos son: irritacion dentro del pene, sensacion
de ardor al orinar o después de eyacular y secreciones purulentas provenientes del
pene (Krieger, et al., 1993).

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado y pleomérfico con una morfologia
ovalada o piriforme (en forma de pera). Este parasito posee 4 flagelos anteriores libres
que se derivan del complejo cinetosomal y un quinto flagelo que corre de la parte
anterior hacia la posterior, para formar una membrana ondulante, este flagelo esta

asociado a una estructura denominada costa (Fig. 3).
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Flagelos

Membrana ondulante S5pum

Figura 3. Morfologia de Trichomonas vaginalis. Vista por Microscopia Electrénica de Barrido.
Se observa la presencia de 4 flagelos en la parte anterior y un quinto flagelo que corre hasta

la parte posterior, encargado de dar movilidad al parasito.

Este parasito posee uno de los genomas de mayor tamafio y complejidad con 170.246
Mb, y alrededor de 60,000 genes que codifican para aproximadamente 59,700
proteinas; en su genoma se encuentran 3 genes que codifican para proteinas que
pertenecen a la familia YERO057c¢/YjgF/UK114. En T. vaginalis es poco el conocimiento
que se tiene acerca de la funcién biologica de las proteinas solubles en &cido
perclérico, sin embargo, en trabajos previos de laboratorio se ha demostrado que el
genoma de T. vaginalis posee los siguientes genes: tv-pspl (Gene Bank: JQ406681),
tv-psp2 (Gene ID: 4761132) y tv-psp3 (Gene ID: 4765055), que codifican para 3
proteinas solubles en acido perclorico Tv-PSP1, Tv-PSP2 y Tv-PSP3 (Fig. 4).
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Figura 4. Localizacion de los genes tv-psp en el genoma de Trichomonas vaginalis. Tomado

y modificado de Villalobos-Osnhaya, 2018.

1.4 Dindmica Molecular:

La determinacion estructural de las moleculas es imprescindible para comprender su
funcionamiento bioldgico, para ello, existen diversas herramientas, una de ellas es la
base de datos PDB del acrénimo de Protein Data Bank (Berman, Henrick y Nakamura,
2003), en esta base de datos se deposita informacién relacionada con la estructura
tridimensional de proteinas y acidos nucleicos (Parasuraman, 2012). Los archivos en
formato .pdb describen la organizacion de los atomos que conforman una
macromolécula y la distancia que hay entre ellos (Dutta, et al., 2009), estos datos se
obtienen en su mayoria a través de una técnica llamada “difraccion de rayos X”, estos
archivos pueden describir una macromolécula en solitario o en interaccion con algun
ligando. Las coordenadas de los atomos de una proteina incluidas en el archivo .pdb
pueden ser utilizadas con diversos propésitos tales como: modelado tridimensional y

dinAmica molecular.
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La simulacion por dinamica molecular se realiza desde finales de los afios 50°s con
gases simples (Alder y Wainwright, 1957), mientras que la primera simulacion de una
proteina se realiz6 a finales de los afios 70°s (McCammon, Gelin , & Karplus, 1977),
sin embargo, en afos recientes ha aumentado el nimero de publicaciones que utilizan
dindmica molecular (Fig. 5) en parte por el avance tecnolégico, el desarrollo de
software libre, aparicion de unidades gréficas de procesamiento (GPU) y la
introduccién de nuevos algoritmos que ayudan a la optimizacion de las simulaciones
(Salomon-Ferrer, 2013).

1000

800
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400

# de publicaciones

200

0
1977 1987 1997 2007 2017

Ao de publicacion

Figura 5. Namero de publicaciones relacionadas con simulaciones de dindmica molecular en

biologia estructural, obtenido y modificado de Hollingsworth y Dror, 2018.

Una dindmica molecular es una simulacion por computadora de un sistema biolégico,
utilizada para observar el movimiento de los atomos a lo largo de un tiempo
determinado (Hospital, et al., 2015), con la finalidad de comprender mecanismos

bioldgicos tales como: regulacién de proteinas, actividad enzimatica, transporte a
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través de membranas celulares, construccion o agregacion de organelos celulares
como los ribosomas entre otros (Hollingsworth y Dror, 2018), e incluso para el disefio
de nuevos farmacos en materia neurologica (Coleman , Green, y Gouaux, 2016; Minor,
2007).

Las simulaciones se han vuelto mas precisas con mejores campos de fuerza debido
en parte a que pueden muestrear facilmente movimientos moleculares en la escala
desde nanosegundos (ns) hasta microsegundos (ms) (Kumari, et al., 2017). Los pasos
tipicos de una Dinamica Molecular (DM) consisten en elegir una configuracion
molecular inicial, describir las interacciones atomicas y la fisica del modelo, ejecutar la
simulacion y hacer observaciones desde la trayectoria, esto Ultimo incluye diversos
calculos como la desviacién cuadratica media (RMSD), radio de giro, nimero de

interacciones, formacion de puentes de hidrégeno H-H, entre otras.

El campo de fuerza que se utiliza dentro de una dinamica molecular es el que
determina las reglas del movimiento. El campo de fuerza es un archivo que contiene
férmulas y datos relevantes respecto a interacciones atomicas y su energia potencial:
enlace, angulo, angulo dihedro, angulo dihedro impropio, interacciones sin enlace tanto
de Van der Waals como electrostaticas (tabla Il), es importante mencionar que la
informacion de un campo de fuerza son aproximaciones empiricas refinadas mediante
mecanica cuantica, sin embargo, las interacciones estan basadas en resortes y
potenciales clasicos (Leyes de Hooke y de Coulomb) y también toman en cuenta

reportes experimentales de diversos grupos de investigacion.

Pueden elegirse diversos campos de fuerza que pueden ser utilizados en dinamica
molecular, tales como: CHARMM (Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) 36,
CHARMM 27, AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement), Parm 94,
GROMOS (GROningen MOlecular Simulation) 11, GROMOS 87, OPLS (Optimized
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Potentials for Liquid Simulations), cada uno posee distintas variaciones y en la mayoria

de los casos pueden ser modificados de acuerdo a las necesidades del usuario.

Tabla Il. Interacciones atdmicas y su energia potencial, (campo de fuerza) utilizables

en dinamica molecular.

TIPO DE # DE ATOMOS IMAGEN
INTERACCION REQUERIDO

ENLACE 2 ,‘— J

- >

r

ANGULO 3 ‘/J
ANGULO DIEDRO 4 /)\‘/)

ANGULO DIEDRO
IMPROPIO o

N

INTERACCIONES DE 2 ' ---------
VAN DER WAALS

INTERACCIONES 2 —emmm—-
ELECTROSTATICAS a --------- ‘
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Las simulaciones de dinamica molecular han permitido un avance gigantesco para la
comprension de diversos fendmenos bioldgicos como el plegamiento de proteinas
(Lindahl, 2008) o la interaccion proteina-ligando en un periodo relativamente corto de
tiempo, el ejemplo més claro es lo que sucedi6 con la reciente crisis de salud mundial
causada por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2, a partir de las estructuras
cristalizadas de diversas proteinas del virus se realizaron dinamicas y acoplamiento
molecular (Dockin Molecular) mediante el uso de la supercomputadora SUMMIT del
fabricante IBM (Fig. 6A) que posee un poder de cémputo de 200 petaFLOP/s. A partir
de 39 estructuras de diversas drogas se lograron identificar cinco farmacos neutros:
Carfilzomib, Eravaciclina, Valrubicina, Lopinavir y Elbasvir, que tienen potencial
actividad inhibitoria contra la proteasa (PDB: 6LU7) del virus causante de COVID-19
(Wang, 2020).

Actualmente estas simulaciones requieren de mucho poder de cémputo, por lo que
regularmente suelen ser corridas en supercomputadoras, sin embargo, con las nuevas
tecnologias de procesadores y de unidades de procesamiento grafico es posible
realizar dinamica molecular utilizando una computadora personal. Para el desarrollo
de este trabajo se opt6 por utilizar supercomputo, en México la Universidad Nacional
Auténoma de México posee la supercomputadora MIZTLI (Fig. 6B), con una capacidad
de célculo de 118 Teraflop/s (LANCAD, 2020).

32



ty.

»
3
5
~u

e
| S

4]
LS

¥ ks

Figura 6. Supercomputadoras utilizadas para simulacion de docking molecular y dinamica
molecular. A) Supercomputadora SUMMIT del fabricante IBM, perteneciente al departamento
de energia de los Estados Unidos de América, B) Supercomputadora MIZTLI del fabricante

HP, perteneciente a la Universidad Nacional Autonoma de México.
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Dentro del computo distribuido (los calculos computacionales se dividen en mas de 1
equipo de computo) existe una propuesta que realiza dinamica molecular y
plegamiento de proteinas llamada Folding@Home (Marianayagam, Fawzi, & Head-
Gordon, 2004) la que ha sido disefiada para usar los recursos de computadoras
personales para realizar simulaciones de plegamiento proteico y dinamica molecular
relevantes a diversas enfermedades como el Cancer, Alzheimer y recientemente
COVID-19 (enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2). El 20 de marzo de 2020,
Folding@Home anuncié que posee una potencia de célculo de méas de 470
petaFLOP/s, superando a la supercomputadora mas rapida hasta la fecha: la IBM
SUMMIT. El software descarga un paquete de informacion del servidor y utiliza los
nucleos fisicos de cualquier computadora personal y el procesador grafico para realizar
los célculos de ese paquete de datos, al terminar los devuelve al servidor y se ensabla
toda la informacién para tener un resultado final como la estructura tridimensional de
una proteina o la trayectoria de una dinamica molecular. Es interesante conocer que
sucedera en el futuro con este tipo de simulaciones, teniendo en cuenta la reciente

aparicién de computadoras cudnticas.

Para realizar las simulaciones existen diferentes versiones de software: GROMACS,
NAMD (Acun, et al.,, 2018), GROMOS, CHARMM (Tabla IIl) entre otros. Algunos
software requieren de conocimiento previo por parte del usuario, tal es el caso de los
gue no utilizan una interfaz gréfica, pues se limitan al uso de comandos y uso de
terminales, caso contrario a lo que sucede con una interfaz grafica, pues en muchos

casos no se requiere de conocimiento previo de programacion o comandos.
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Tabla Ill. Comparacion de softwares diferentes para realizar dindmica molecular.

INTERFAZ ACELERADOR COMPATIBILIDAD/ DESCARGA
GRAFICA GRAFICO DISTRIBUCION
GROMACS No Si Linux/Mac OS Gratuita
NAMD Si Si Linux/Mac OS/ Gratuita mediante
Windows registro
GROMOS No Si Linux/UNIX Gratuita mediante
registro
CHARMM Si Si Linux/Mac OS Versién basica gratuita/
version completa con
suscripcion

Es de particular interés para este trabajo el software Gromacs y el campo de fuerza
CHARMM. Gromacs es un software que simula las ecuaciones newtonianas de
movimiento (van der Spoel, van Maaren & Caleman, 2012) para sistemas que poseen
desde cientos hasta millones de particulas, proporciona un amplio conjunto de tipos
de calculo, herramientas de preparacion y andlisis. Este software es ampliamente

utilizado para dindmica molecular.

El proceso de realizacion de una DM consta de diversos pasos; 1. Archivo de entrada:
contiene las coordenadas de la molécula a simular en formato .pdb (obtenido por
cristalizacion o a través de modelado por homologia), el archivo es convertido a
formato gmx, 2. Elegir el campo de fuerza: puede elegirse o modificarse con base en
las necesidades de la simulacién, 3. Solvatacidn: en este paso se crea una celda
donde se colocara la proteina, se define su tamafio y se agregan moleculas de agua
(con la finalidad de simular un ambiente acuoso), 4. Neutralizacion: se agregan iones,
la cantidad dependera de la carga de la proteina, 5. Minimizacion de energia: el
objetivo de este paso es asegurarnos de que el sistema no tenga choques estéricos o
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geometria inapropiada, la estructura se relaja y adquiere una conformacion mas laxa
mediante este proceso, 6. Equilibrio: aqui se equilibra el solvente y los iones
alrededor de la proteina; se elige la temperatura adecuada a la que se desea realizar
la simulacién con la finalidad de que pueda interaccionar de forma adecuada el
solvente y el soluto, la razén es que el solvente se optimiza principalmente dentro de
si mismo y no necesariamente con el soluto, también se agrega presion al sistema (si
el sistema mantiene siempre la misma temperatura y presion se considera isotérmico-
isobarico), 7. Simulacion de la Dindmica Molecular: se define el tiempo de ejecucion
(nimero de pasos de ejecucion -runs-) y se corre la dinamica molecular. Este es el
proceso que requiere el mayor tiempo, pues puede ir de pocos picosegundos a
nanosegundos (horas, dias o hasta semanas), 8. Anélisis de resultados: Se analiza
la trayectoria obtenida y se le realizan diferentes célculos y mediciones.
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2. Antecedentes particulares:

Las proteinas solubles en acido perclorico se encuentran altamente conservadas en
los distintos dominios de la vida, una de ellas se purificO por primera vez del
sobrenadante obtenido del pulmén de rata en &cido perclorico al 5% y fue llamado RL-
PSP (Oka, et al., 1995), posteriormente se purificd otra proteina PSP de rata que fue
capaz de inhibir la sintesis de proteinas en un sistema de lisado de reticulocitos de
conejo, esta fue nombrada RLU-PSP1 y se expresd en mayor cantidad en citoplasma
de bronquiolos y células epiteliales alveolares del pulmén de ratas de 60 dias de edad
(Matsumoto, et al., 2003).

En la base de datos PDB se han reportado diversas estructuras cristalizadas
correspondientes a proteinas de la familia PSP, algunas de ellas se muestran en la
tabla IV. Como se ha mencionado anteriormente, este grupo de proteinas llevan a cabo
funciones diferentes y estan ubicadas en compartimentos celulares distintos, sin

embargo, todas ellas poseen una estructura homotrimérica.
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Tabla IV. Proteinas de la familia PSP reportadas en la base de datos PDB. Tomado

de Villalobos-Osnaya, 2019, Tesis de Doctorado.

Estructura PDB Organismo

3KOT Pseudomonas syringae
2B33 Thermotoga maritima

1QD9 Bacullis subtilis YABJ

3IEF Giardia lamblia

2DYY Pyrococcus horikoshi
3GTZ Salmonella typhymurium
2CSL Thermus thermophilus
2EWC Streptococcus pyogenes
3D01 Agrobacterium tumefaciens
10NI Homo sapiens

3MIX Bacillus subtilis

3K12 Pseudomonas aeroginosa
317T Mycobacterium tuberculosis
21G8 Pseudomonas aeruginosa
3LYB Klebsiella pseumoniae

1PF5, 2UYN, 3V4D, 1QU9,
2UYJ, 2UYP
1JD1, 3QUW

3MQW, 3M1X, 3M4S
3KJK
1QAH
3L7Q
1J7H
2CW4
1XRG
3KJJ
2CwJ
3LME
3vCcZz
2CVL
1NQ3

3ROP

Escherichia coli

Saccharomyces cerevisiae

Entamoeba hystolitica

Neisseria maningitidis

Rattus norvegicus

Streptococcus mutans

Haemophilus influenzae

Thermus Thermophilus

Clostrodium termocellum

Neisseria meningitidis

Aeropyrum pernix

Rhodopseudomonas palustris

Vibrio vilnificus

Thermus thermophilus

Capra hircus

Organismo sin cultivar
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Previamente se reportd que la proteina L-PSP (UK114) de humano esta presente en
el reticulo endoplasmatico (RE) y se ha propuesto que su accién pudiera estar
asociada a un estrés del RE (Kanouchi, et al., 2005). UK114 se expresa de forma
tejido-especifica y se localiza tanto en higado como en rifién; a esta proteina se le ha
atribuido la accion funcional de supresor de tumor e incluso ha llegado a proponerse
como un biomarcador de estadio de las muestras de carcinoma hepatocelular (Chong,
et al., 2008).

En T. vaginalis existen 3 proteinas PSP; Tv-PSP1, Tv-PSP2y Tv-PSP3. En la base de
datos: Trich Data Base no se han encontrado EST (etiquetas de secuencias
expresadas) de Tv-PSP2, debido probablemente a que aln no se han determinado las
condiciones de expresion de esa proteina. La proteina Tv-PSP1 se expresa en
condiciones normales de cultivo (37°C, medio TYM suplementado con 10% de suero
de caballo, pH 6.2) y posee una estructura homotrimérica (Fig. 7) con un peso de 40.5

kDa, cada mondémero de 13.5 kDa (Villalobos-Osnaya, et al., 2018).

Tv-PSP1 es regulada de manera negativa por poliaminas, y es soluble en &cido
perclorico (PSP), debido a sus caracteristicas se ha considerado probable que esta
proteina pudiera jugar un papel importante en la degradacibn de RNAm. En
experimentos previos se ha propuesto que la proteina soluble en &cido perclérico 1 de
T. vaginalis es de suma importancia para diversos procesos, tales como la

citotoxicidad.

Se ha descrito que podria interaccionar con el RNA de tvcp39, debido a la presencia
de estructuras tallo y burbuja tipo ERE en su extremo 3 UTR, se ha propuesto que
pudieran estar involucradas en el reconocimiento con la proteina Tv-PSP1. (Villalobos,
2011).
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Figura 7. Estructura cuaternaria de Tv-PSP1. Proteina trimérica compuesta por 3 monémeros
iguales, cada uno se muestra de diferente color. Visualizado mediante el software VMD.

El modelo monomérico de Tv-PSP1 obtenido previamente, ha mostrado que se
compone de seis hojas B y dos a-hélices colocadas en una orientacion paralela hacia
un lado de la hoja (Fig. 8).

40



Figura 8. Representacion de un monémero de Tv-PSP1. Se destaca dentro del circulo rojo
la presencia del enlace disulfuro (Cis76 — Cis104). Visualizado mediante el software VMD.
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Previamente en experimentos de degradacion del RNA de T. vaginalis, donde se utiliza
el RNA total del parasito en presencia de Tv-PSP1, se encontr6é que esta proteina es
capaz de degradar parcialmente al RNA, por lo que se le ha atribuido la posible funcion
de ribonucleasa (Villalobos-Osnaya, et al; 2018). La ubicacion celular de esta proteina

dentro del parasito es en citoplasma, nucleo e hidrogenosoma (Fig. 9).
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Figura 9. Ubicacién celular de Tv-PSP1 dentro de T. vaginalis. a) citoplasma, b) nucleo, c)
hidrogenosoma, los cuadros indican la presencia de la proteina Tv-PSP1, vista a través de
Microscopia electrénica de transmision. Tomado y modificado de Villalobos-Osnaya, et al;
2018.
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La dinamica molecular previamente realizada a partir de un modelo basado en
homologia de TvPSP-1 utilizando el software NAMD, 100 ns, 30°C y 1 atm de presion,
mostré un movimiento inusual en uno de los mondémeros que componen al

homotrimero (Fig. 10).

Inicial

B Final

Figura 10. Dinamica molecular, representacion estructural de Tv-PSP1 en el tiempo 0 (inicial)
y 100 ns (final), se observa movimiento en un loop perteneciente a uno de los trimeros. Modelo

basado en homologia, tomado y modificado de Villalobos-Osnaya, et al; 2018.
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Por otra parte, mediante herramientas de prediccion in silico, concretamente utilizando
el servidor STRING, se han descrito algunas proteinas con las que podria interaccionar
Tv-PSP1 (Tabla V) algunas de ellas participan en la degradacion del RNA debido a su
actividad funcional como ribonucleasas (Villalobos-Osnaya, 2019).

Tabla IV. Proteinas predichas in silico que interaccionan con Tv-PSP1, tomado de
Villalobos-Osnaya, 2019, Tesis de Doctorado.

T. vaginalis

ID Proteina Nombre de la proteina ID TrichDB

XP_001277024.1  Proteina hipotética TVAG 121140
XP 0013225881  Factor de Elongacion TU (uniona GTP)  TVAG 109490
XP_001321791.1 | Proteina hipotetica TVAG 276410
XP_001317139.1 | Proteina hipotetica TVAG_016880

XP_001582930.1 | Familia 3"exoribonucleasa dominio 1 | TVAG 250040
XP 0013170831  Familia 3"exoribonucleasa dominio 1 TVAG 287740
XP_001307267.1 | Familia 3"exoribonucleasa dominio 1 | TVAG 441569

XP_001316265.1 | Proteina hipotetica TVAG_055280
XP_001580923.1 | Proteina hipotetica TVAG_113950
XP_001579037.1 | Proteina hipotetica TVAG_113930

Posteriormente mediante ensayos de coinmunoprecipitacion utilizando anticuerpos
anti rTv-PSP1 y extractos totales de T. vaginalis, se lograron identificar 8 proteinas a
través de espectrometria de masas algunas de las cuales son exoribonucleasas y otras

son proteinas hipotéticas (Tabla VI) (Villalobos-Osnaya, 2019).
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Tabla VI. Proteinas obtenidas por espectrometria de masas que coinmunoprecipitan
con Tv-PSP1. Tomado de Villalobos-Osnaya, 2019, Tesis de Doctorado.

ID Proteina

TVAG 364900  Posible proteina contiene bromodominio
TVAG 426270  Proteina hipotética conservada

TVAG 296310 | Proteina hipotetica conservada

TVAG 080740 | Proteina hipotética conservada

TVAG 128900  Proteina hipotética conservada

TVAG 350200 | Proteina hipotética conservada

TVAG 412960 | Proteina atipica de la familia PIKK
TVAG 267870  Posible enzima malica

Mediante experimentos de difraccion de rayos X, se obtuvo la configuracién cristalina
de Tv-PSP1 con una resolucion de 2 A (datos en proceso de publicacién), esta
molécula mostré una estructura cuaternaria, la cual es similar a otras L-PSP. Esta
estructura tiene un puente disulfuro interno en cada una de las subunidades. Sin
embargo, dentro de la organizacion de simetria del cristal se observan 4 trimeros con

diferente estabilidad térmica valorada mediante los parametros de factores B.

Valores bajos de factor B indican que la molécula se encuentra en forma estable,
mientras que valores grandes o elevados de factor B indican que la molécula se vuelve
mas dinamica y podria cambiar su estructura, ademas también se observa una
asociacion entre la elevacion de factores B y la perdida de puentes disulfuro en los

trimeros.
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Uno de los residuos de Cisteina del puente disulfuro se encuentra sobre la misma
hebra de uno de los residuos que forman un puente salino entre subunidades y que
esta muy conservado. Se ha observado también que este puente salino se pierde en
la subunidad con altos factores B y sin puentes disulfuro formados. Este dato es
contrastante con el hecho de que se trata de una estructura altamente estable a la

disociacion de la estructura cuaternaria.

Esta evidencia experimental sefiala que cuando estan presentes tanto los puentes
disulfuro y el puente salino, la proteina se encontraria en su punto de maxima
estabilidad estructural y por lo tanto con factores B bajos. Lo anterior nos permite
especular que al perderse los puentes disulfuro y el puente salino, en la estructura del
homotrimero se incrementaran los valores del factor B y se incrementara el estado de
la vibracion térmica asociada a la molécula. Sin embargo, la alta estabilidad
cuaternaria reportada (Villalobos-Osnaya et al., 2018) no explicaria este dato de forma
simple. Por lo que podemos preguntarnos ¢ Cudl es el papel de los puentes disulfuro
en la estabilidad general de la proteina? y ¢Qué implicacion tienen en la funcion

biolégica como ribonucleasa?
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3. Hipotesis:

* Los puentes disulfuro participan en el mantenimiento de la estructura y en la funcién

como endoribonucleasa de Tv-PSP1.
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4. Justificacion:

Debido a que la tricomoniasis es un problema de salud publica a nivel mundial,
consideramos importante conocer la estructura de proteinas que tienen funciones
importantes dentro de las vias de patogénesis de T. vaginalis tal como Tv-PSP1, con
la finalidad de entender y obtener conocimiento acerca de su funcién y de su posible
papel en la sobrevivencia del pardsito en el microambiente del tracto urogenital

humano.
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5. Objetivos
5.1 General:
Determinar el papel de los enlaces disulfuro en la estabilidad estructural y
funcionalidad biol6gica (como endoribonucleasa) de Tv-PSP1.
5.2 Particulares:
e Determinar el papel de los puentes disulfuro en la estructura de Tv-PSP1

mediante la obtencion in silico de al menos dos mutantes por sustitucion en CYS
76 y de Tv-PSP1 WT.

e Obtener experimentalmente rTv-PSP1-His WT (con enlace S-S y sin enlace
SI/S).

e Analizar la actividad funcional de rTv-PSP1-His WT con enlace S-S, en

presencia y ausencia de cloracion
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6. Estrategia experimental general

sope)|nsa.
ap sisljeuy

51

(S/S) (S-S) TdSd-AL @p uoideIOo|)

A

[D0OH | |1D0H |1D0H | |1D0H
S/S (s-S)
1uein|n IM

D.LE ‘Sedoy
¢ Jod uoidegnoul
:uoldepessap

sope}|nsal ap

"S91URUIqWO0J3) Seujaload se| ap
sisijeue A ugIPUL1gO

uoleaiyund A| uoonpul| ‘lwes ¢

11950y U  UOIDBWIOJSUB] N
A B| 3p UOIDeZI|ERY
sisijeue A UOI2RIIUSNIAS —
Iy e
\
| \\
daiqiuiw sajueINwW
lod uopeoyund A 1779 ap uonua1q0 | | Im

1]j02°7 Ue UOoIdewJojsuell

A A
°P oResu3 ‘¢ 13d  us uogedn mm,zsse
A A
_ _ 9p U0I223|3
sijbuiboa | 3p TdSd-AL eded s081j0 uod Yod A X
|e101 YNY 3p UO0IdIBIIX] SijbuibbA | 3p 021WOU3S YNJ moEm_Emmc__,q
'y 'y

OW 02 PEPIAIIDY

eseajonu e OV1-SIH uod sjuelnw 021JIS ul sisljeuy |—

A

A LM 3p Ugiua1q0

|leluswWiiadx] elgaies1sy



7. Metodologia:

7.1. Determinar el papel de los puentes disulfuro en la estructura de Tv-PSP1
mediante la obtencidn in silico de al menos dos mutantes por sustitucion en CYS
76y de Tv-PSP1 WT.

7.1.1 Alineamiento:

En primer lugar, se realiz6 una matriz de combinacion de aminoacidos, con la finalidad
de observar el numero de mutantes potenciales, posteriormente se obtuvo la
secuencia de la proteina TvPSP-1 en el buscador de proteinas del sitio NCBI (Protein:
AFH78190.1, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), en el servidor UniProtKB y EXPASy se

buscaron las proteinas homologas de Tv-PSP1 en diferentes organismos,
posteriormente se obtuvo la secuencia de las proteinas y se procedié a realizar un
alineamiento multiple de secuencias con ayuda de los programas: ClustalX, MEGA-X
y BioEdit.

7.1.2 Obtencidn in silico de mutantes de Tv-PSP1 (sustitucién):

Dos mutantes fueron obtenidas por sustitucién de aa para la Cisteina de la posicion 76
utilizando la herramienta Solution Builder del servidor CHARMM-GUI. Como input se
utilizé el archivo .pdb de la proteina WT Tv-PSP1 (proporcionado por el laboratorio del
Dr. Enrique Rudifio Pifiera, IBT - UNAM), en la posicion 76 se cambi6 el aminoacido
Cisteina por Valina en cada uno de los tres monémeros, por separado lo anterior se
repiti6 cambiando Cisteina por Fenilalanina, y al final se adicionaron iones, asi como

temperatura y se descargo el archivo .pdb con las proteinas mutantes (figura 11).

52


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

CHARMM-GUI ’

Effective Simulation Input Generator and More

Some lectures, job postings, and FAQ are now available. See upload lo:

Input Generator Solution Builder
Job Retriever
PDB Reader
Glycan Reader & Modeler PDB Info I CHARMM PDB | | Solvator | | PBC Setup I I Input Generator
Ligand Reader & Modeler Title
Glycolipid Modeler PDB ID PSP1-13_REFINE_33-COOT-TRIMA_(1)
LPS Modeler Type Protein
Nanomaterial Modeler Experimental Method Unknown
Multicomponent Assembler
Solution Builder PDB Manipulation Options:
Membrane Builder D Terminal gr0up patching:
Martini Maker B
PACE CG Builder | Preserve hydrogen coordinates:
Drude Prepper ¥ Mutation:
Free Energy Calculator SEGID RESID Amino acid Mutant
MAP Utilizer [PROA v|[76 | [CYS v| [VAL v||- || Add Mutation |
DEER Facilitator [PROB v|[76 v| [CYs v| [vaL v /|| -|
NMR Structure Calculator [PROC v|[76 v| [CcYs v | [vAL v |||
PBEQ Solver
Implicit Solvent Modeler ) Protonation:
System Size:
Box Type Rectangle
Crystal Type CUBIC
System Size A 79 Dimensicn along the A (X) axis
B 79 Dimension along the B (Y) axis
C 79 Dimensicn along the C (2) axis
Crystal Angle  Alpha 0.0 Angle between the axis B and C
Beta 90.0 Angle between the axis Aand C
Gamma ©0.0 Angle between the axis Aand 8
# of lons NA 41
CL 38

Figura 11. Obtencién in silico de mutantes. A partir del archivo .pdb de la proteina Tv-PSP1
se obtuvieron 2 mutantes, cambiando los aminoacidos seleccionados en la posicion 76, en la
figira inferior se muestran los parametros utilizados para el centrado de la proteina y equilibrio
del sistema.
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7.1.3 Preparacion del sistema:

El cristal de la proteina Tv-PSP1 através de difraccion de rayos X (obtenido
previamente) fue resuelto y refinado para obtener un archivo .pdb con las coordenadas
de los atomos de la misma, el archivo fue visualizado con el software VMD (version
1.9.3); la informacion previa permitié conocer la existencia de un enlace disulfuro por
cada uno de los monomeros. Se instal6 Gromacs version 2019.3 en una computadora
personal, conectada hacia la supercomputadora MIZTLI ubicada en la Direccion de
Computo y de Tecnologias de Informacién y Comunicacion (DGTIC) en Ciudad
Universitaria-UNAM.

7.1.4 Dindmica Molecular:

Los archivos de las proteinas mutantes y de la proteina WT obtenidos previamente,
fueron utilizados para comenzar la dinamica molecular. El campo de fuerza elegido fue
CHARMM36m, se procedi6 a neutralizar el sistema agregando iones de sodio (Na), se
utilizé 1 atm de presion y 310°K y se realiz6 un proceso de minimizacion de energia,
finalmente el archivo fue mandado a MIZTLI y se corrié la dindmica molecular para un
periodo de tiempo de 1,000 nanosegundos, lo anterior se realiz6 para la técnica de “all
atoms” y para “coarse grained”. Se realizé una prueba de velocidad para calcular el
tiempo de proceso, dando como resultado 30 ns/dia. Para el caso de coarse grained
se realizaron 10 réplicas por cada proteina. Al finalizar se analizé la trayectoria
mediante el calculo de RMSD y Radio de giro, los datos fueron graficados mediante el
uso del software XMgrace, la visualizacion de la estructura inicial y final, asi como de

la trayectoria se realizo en el software VMD.
Los célculos de RMSD Y Radio de giro fueron obtenidos mediante la utilizacién de las

herramientas gmx rms Yy gmx gyrate respectivamente, incluidas en el software

Gromacs.
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7.2. Obtener experimentalmente rTvPSP-1-His WT (con enlace S-Sy sin enlace
SIS)

7.2.1 Obtencidn experimental del plasmido que codifica para la proteina WT
con un Tag de histidinas

7.2.1.1 Cultivo de Parésitos:

A partir de un cultivo sincrénico de dos semanas de parasitos T. vaginalis de la cepa
CNCD 147 se coloc6 un subcultivo y se dejé crecer por 24 horas en medio TYM pH
6.2 a 37°C.

7.2.1.2 Purificacién de DNA gendmico:

Un cultivo de 2x10° parasitos fue colocado en un tubo cénico de centrifuga de 15ml;
los paréasitos fueron centrifugados a 7,500 rpm/4°C/10 minutos, el sobrenadante fue
eliminado, se lavaron con PBS 1X frio dos veces y se procedio a realizar la purificacion
del DNA gendémico mediante el Quick-DNA Miniprep Plus Kit de ZYMO Research,
siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA purificado fue resuspendido en 50pl
de H20 libre de nucleasas y se cuantific6 mediante Nanodrop, se tomaron 2ul para
una electroforesis en gel de agarosa al 1% y el resto fue congelado a -20°C hasta su

uso.

7.2.1.3 PCR

Para llevar a cabo la PCR punto final se utilizé el DNA gendémico de T. vaginalis,
brevemente, en un tubo de PCR se agregaron 500 ng del DNA, 5ul de Master Mix de
Promega (Num. Cat: M7505), 100pMol de oligonucleétido sentido, 10pMol de
oligonucledtido antisentido y H20 libre de nucleasas para completar un volumen final

de 24ul. Los oligonucleotidos utilizados fueron los siguientes:
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Oligonucledtido sentido (forward)

5" CCCGGATCCATGTCTAAAGTCATCAGCTS
BamHlI

Oligonucledtido antisentido (reverse)

5" CCCTCGAGTTACTTGTAAGCGATGGCT
Xhol

La PCR se realizo en el termociclador 9700 de Applied biosystems y el programa de

PCR fue el siguiente:

94°C 7 min

94°C 1 min

55°C 30 seg 30 ciclos
72°C 30 seg

72°C 7 min

Cabe destacar que los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados previamente con
dos sitios de corte que son reconocidos por dos enzimas de restriccion diferentes.

7.2.1.4 Electroforesis en gel de agarosa

En un gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1x se cargaron 2ul del producto de PCR +
amortiguador de carga (con GelRed como colorante), la electroforesis se corrioé durante
45 minutos a 50 volts. Al finalizar, el gel fue visualizado en equipo Chemidoc de

BioRad. El resto de muestra fue congelada a una temperatura de -20°C hasta su uso.

7.2.1.5 Ensayo de restriccion

Después de visualizar los geles de agarosa se procedio a realizar un ensayo doble de

restriccion. En un tubo de polipropileno se colocaron 2ug de DNA, 1ul de las enzimas
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BamHI y Xhol, 2ul de buffer y H20 libre de nucleasas para ajustar un volumen final de
20ul. La mezcla se dejo en incubacion a 37°C durante 2 horas, posteriormente se
realizo tratamiento con Shrimp Alkaline Phosphatase durante 30 minutos a 37°C,
finalmente se inactivé la enzima incubando la reaccién a 65°C por 15 minutos, lo

anterior con la finalidad de poder desfosforilar los extremos del plasmido.

7.2.1.6 Ligacion

En un tubo de polipropileno se coloc6 una alicuota del plasmido restringido y
desfosforilado en presencia del producto de PCR a razén molar de 1:3
respectivamente, se agreg6 también 1l de ligasa T4 con 1 pl de su respectivo
amortiguador y H20 libre de nucleasas para ajustar un volumen final de 20ul, se
procedi6 a realizar la ligacion en las siguientes condiciones: incubacion a 16°C por 12
horas. El producto de la ligacion fue utilizado para transformar bacterias E. coli BL21
competentes, mediante el método que se describe a continuacion, fueron sembradas
e incubadas a 37°C por 12 horas en placas de agar LB con kanamicina 50ug/ml. Como
control de bacterias y de antibidtico se realiz6 el mismo procedimiento de

transformacion sin utilizar DNA.

7.2.1.7 Preparacion de células competentes

50 ul de bacterias E. coli de la cepa BL21 y Rosetta gammi fueron sembrados por
separado en placas de agar LB sin antibiético mediante estria cruzada, las placas
fueron colocadas en una incubadora a 37°C y se dejaron crecer las bacterias durante
16 horas. Después del crecimiento bacteriano se tomo una colonia y se coloco en 5ml
de medio LB, se dejaron crecer en agitacion 200rpm /37°C/16 horas. Al dia siguiente
se tomaron 100 pl y se resembraron en 10ml de medio LB, se colocaron en agitaciéon
hasta alcanzar una densidad Optica de entre 0.4 - 0.6, las bacterias fueron
centrifugadas a 3,800 rpm/4°C/5 minutos y se elimind el sobrenadante. Las células
fueron resuspendidas en 2.4ml de buffer 1 (RbCl2 100mM, MnCl2 50mM, CaClz 10mM,
KC2H302 50Mm y Glicerol 15% pH=5.8) y se incubaron en hielo durante 5 minutos,
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posteriormente se centrifugd 3,800 rpm/4°C/5 minutos eliminando el sobrenadante y
resuspendiendo las células en 5ml de buffer 2 (RbCl2 20mM, MOPS 10mM, CaCl2
75mM y Glicerol 15%) y se incubaron en hielo durante 15 minutos, se prepararon
alicuotas de 50pl en tubos de polipropileno de 1.5ml en bafio de hielo seco y etanol

70%, las células competentes fueron conservadas a -80°C hasta su uso.

7.2.1.8 Transformacién de bacterias y purificacion de plasmidos

Las alicuotas de bacterias E. coli cepa BL21 se colocaron en hielo y se agregaron 30ng
de DNA del plasmido pET28 a (+), se incubd en hielo durante 30 minutos y se procedid
a dar choque térmico a 42°C durante 40 segundos, posteriormente se colocaron en
hielo por 2 minutos y se agregaron 500p! de medio LB fresco. Las bacterias se dejaron
en recuperacion durante 1 hora en agitacion 200rpm/37°C/16 horas, finalmente fueron
colocadas en placas de agar LB con kanamicina 50ug/ml y se dejaron crecer 16 horas
a 37°C. Al dia siguiente se tomé una colonia y se coloc6 en 50 ml de medio liquido LB
con kanamicina 50ug/ml y se dejaron en agitacion 200rpm/37°C/16 horas. Las células
fueron centrifugadas 7500 rpm/4°C/10 minutos, posteriormente se realizd la
purificacion del plasmido mediante el uso del kit Qiagen Plasmid Midi Prep siguiendo
las instrucciones del fabricante, a continuacién; el DNA purificado fue resuspendido en
100ul de H20 libre de nucleasas, se cuantificd, se visualiz6 en gel de agarosa y fue

congelado a -20°C hasta su uso.

7.2.1.9 Caracterizacion de las colonias candidatas

De las colonias que crecieron en las placas se tomaron 5 y se crecieron en medio LB
liquido, la purificacion del DNA se realiz6 mediante la utilizacion del kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System de Promega siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Para comprobar que el vector incorporo al inserto, se realiz6 nuevamente un ensayo

de doble de restriccion, con las enzimas BamHI y Xhol siguiendo la metodologia
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anteriormente descrita, una alicuota de esta restriccion fue corrida en un gel de
agarosa al 1% tefiido con GelRed. Por separado, se utiliz6 el DNA purificado para
realizar PCR punto final, con el objetivo de observar un amplicon de tamafio

correspondiente al gen de la proteina Tv-pspl.

7.2.1.10 Secuenciacion:

La secuenciacion de DNA de los plasmidos pertenecientes a las colonias candidatas
se realizé a partir de PCR punto final con DYE terminators, utilizando como primer
forward el oligonucle6tido del promotor T7 y como primer reverse el oligonucleétido
antisentido del gen que codifica para Tv-PSP1, lo anterior se realizé siguiendo las
instrucciones del fabricante. El producto de PCR fue purificado para eliminar los restos
de terminadores mediante el uso del kit DyEX 2.0 Spin siguiendo las instrucciones del
fabricante. La secuenciacion se realiz6 en las instalaciones del Posgrado en Ciencias
GenOmicas de la UACM. Las colonias seleccionadas fueron sometidas a
secuenciacion para comprobar la presencia del inserto y que se encontrara en marco
de lectura. Las bacterias con el inserto, correspondientes a las colonias obtenidas, se
colocaron en glicerol 50% agua/glicerol y se congelaron a -80°C hasta su uso.

7.2.1.11 Anédlisis de la secuencia

Una vez obtenida la secuencia del plasmido, se procedi6 a visualizar el
electroferograma con ayuda del software SnapGene viewer, también se realizé un
alineamiento (BLASTn) en el servidor NCBI en el servidor EXPASy con la finalidad de

verificar si el gen estaba en marco de lectura deseado.

7.2.2 Obtencion experimental de la proteina WT con un Tag de histidinas

7.2.2.1 Expresion de la proteina recombinante

50ul del stock en glicerol de las bacterias con el vector que contenia al inserto fueron

tomados y se dejaron crecer en 5 ml de medio LB con antibiético, se colocaron en
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condiciones de cultivo durante 16 horas, posteriormente se tomaron 500ul y se
resembraron en 10 ml de medio fresco en agitacion hasta alcanzar una densidad Optica
de 0.4 - 0.6, se tom6 1 ml de bacterias, se centrifugaron y el pellet fue congelado a -
20°C, al resto se agrego IPTG a una concentracion final de 10pg/ml, las bacterias se

incubaron en agitacion a 200 rpm/30°C/16 horas.

Un pellet celular se obtuvo a partir de 1 ml de bacterias inducidas, se agregaron 200pl
de TNTE frio (50 mM Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NacCl, 0.1% Tritén X-100, 1 mM EDTA)
y se agregaron también 20ul de coctel de inhibidores de serin-proteasas, cistein-
proteasas y metaloproteasas 10X (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche),
posteriormente se mezcld vigorosamente con ayuda de vortex durante 1 minuto,
posteriormente se sonicé durante 2 minutos con ciclos de 30 segundos de sonicacion
por 30 segundos de descanso a una amplitud de 80%, las muestras fueron
centrifugadas 10 minutos/12000rpm/4°C. Las muestras fueron mantenidas en hielo

hasta antes de su uso.

7.2.2.2 SDS-PAGE

Para analizar la induccién de las proteinas se hicieron dos geles desnaturalizantes
(SDS-PAGE), el gel separador se preparé al 12%. Se adicion6 amortiguador de carga
a las muestras y fueron hervidas durante 45 minutos. La electroforesis se llevo a cabo
a 80 volts durante 1 hora, hasta observar las muestras en la parte final del gel
(aproximadamente 1 hora y media mas). Al finalizar la electroforesis, uno de los geles
fue tefiido con azul de Coomassie, mientras que un gel espejo fue utilizado para

realizar western blot.

7.2.2.3 Western blot

El gel espejo fue transferido a una membrana de nitrocelulosa con un poro de 0.45 pm
(BioRad), la membrana, el papel filtro y las esponjas fueron sumergidas en

amortiguador de transferencia (ver anexo) durante 10 minutos antes de la transferencia
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y se monté en cassette. La transferencia de proteinas se realiz6 en camara humeda;
20 minutos a 30 volts y 1 hora a 100 volts.

Al finalizar la transferencia se realizd una tincion con rojo de Ponceau a la membrana
para observar la presencia de las proteinas transferidas, posteriormente se lavo la

membrana con PBS 1X.

La membrana con las proteinas transferidas se bloqued con leche al 5% en PBS 1x
durante 16 horas a 4°C en agitacion suave. Al dia siguiente la membrana se lavé con
15 ml de PBS 1X/TWEEN 5% dejandola en agitacion a temperatura ambiente, se

desecho el PBS, lo anterior se repiti6é 4 veces mas.

Después de los lavados se agreg6 el anticuerpo primario a la membrana, se utilizaron
dos anticuerpos diferentes: a-HIS-TAG (1:2000, Rabbit) y aTv-PSP1 (1:2000, Mouse)
ambos policlonales. El anticuerpo fue preparado en 10 ml de PBS 1X, se afiadi6 a la
membranay se dej6 en incubacién a 4°C y agitacién suave durante 16 horas. Después
de la incubacién, los anticuerpos fueron recuperados y se utilizaron dos veces mas
como méaximo, la membrana fue lavada como se mencion0 anteriormente con
PBS/TWEEN por 10 minutos, 5 veces. Posteriormente se agregaron los anticuerpos
secundarios (1:3,000) conjugados a peroxidasa y preparados en 5 ml de PBS 1X, la
membrana se dejo en incubacién a 4°C 16 horas en agitacion suave. Al dia siguiente
se lavo la membrana 5 veces con PBS 1X/TWEEN como se menciond anteriormente.
La membrana fue revelada por quimioluminiscencia en presencia de reactivo Pierce
ECL Western Blotting Substrate (Thermo), cada membrana fue analizada en el equipo
ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad).

7.2.2.4 Induccion de la expresion de la proteina recombinante

50ul del stock en glicerol (previamente preparado) de bacterias E. coli de las cepas
Rosetta gamiy BL21 (por separado) que contenian el vector con el inserto, se dejaron
crecer en 10 ml de medio LB con kanamicina 50ug/ml en agitacion 200rpm/37°C/16

horas, posteriormente se tomé 1 ml y se resembré en 500 ml de medio LB con
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antibiotico. El in6culo fue mantenido en agitacion a 37°C hasta alcanzar una densidad
Optica de 0.4 — 0.6, una vez alcanzada esta densidad éptica se procedié a agregar
IPTG a una concentracion final de 10umol/ml, las bacterias se incubaron en agitacion
a 200 rpm/30°C/24 horas. Los 500 ml de medio con bacterias fueron centrifugados en
tubos de 50 ml a 7800 rpm/4°C/15 minutos, se elimind el sobrenadante y los pellets
fueron lisados con buffer TNTE siguiendo la metodologia descrita anteriormente, el
lisado celular fue centrifugado a 12,000 rpm/4°C/1 hora, posteriormente el

sobrenadante fue filtrado con una membrana con un tamafo de poro de 0.22 pum.

7.2.2.5 Purificacion de proteinas mediante FPLC

Para purificar las proteinas recombinantes se utilizé la columna HisTrap HP His tag
protein purification columns (GE Healthcare Life Sciencie) nueva de 1 ml (se utilizo una
columna para purificar las proteinas provenientes de BL21 y otra para las proteinas
provenientes de Rosetta gami) y el equipo Akta Prime Plus del mismo fabricante. En
primer lugar, se procedi6 a lavar el equipo y la columna 2 veces con H20 filtrada y
desgasificada, posteriormente se equilibré la columna con buffer de unién HIS-TAG
(Na;PO, 20 mM, NaCl 0.5 M, Imidazol 20 mM, pH 7.4), la muestra de proteinas
preparada previamente fue inyectada al equipo de forma suave con un flujo de 0.20
ml/min, se lavd 2 veces cada una con 20 ml de buffer de unién. Al final la proteina fue
eluida en buffer de elusién (Na;PO, 20 mM, NaCl 0.5 M, Imidazol 0.5 M, pH 7.4) y se
recogieron fracciones de 1 ml cada una, las fracciones fueron observadas en geles
SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie y se realizd western blot con los

anticuerpos a-HIS-TAG y a-Tv-PSP1 como se explica anteriormente.

7.3. Analisis de la actividad funcional de rTv-PSP1-His WT con enlace S-S, en

presenciay ausencia de cloracion

7.3.1 Disefio de oligonucleotidos
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A partir de la secuencia obtenida del plasmido con el inserto correspondiente al gen
que codifica para la proteina TvPSP-1, se disefié 1 par de oligonucleotidos con la

mutacion en el sitio de interés (C76), la secuencia fue la siguiente:

Oligonucleétido sentido “TvPSP1_226 C76V_FW”:
5 GTTGTCAAGTGCAACGTATACCTTGCTGATATC3’

Oligonucledtido antisentido “TvPSP1 226 C76V_RV”:

5 GATATCAGCAAGGTATACGTTGCACTTGACAACYT’

Una vez recibidos los oligonucleétidos se procedio a realizar PCR de punto final para
comprobar que amplificaran el fragmento. La obtencion de esta mutante permanecio
como un camino alterno debido a la problematica mundial ocasionada en el afio en
curso. Debido a lo anterior se decidié explorar el camino de la modificacion
postraduccional y la actividad funcional de Tv-PSP1 en presencia y/o ausencia de los
enlaces disulfuro, expresando la proteina recombinante en dos cepas diferentes de E.
coli, para tener 1 proteina con la formacion de enlaces disulfuro y otra sin la formacién

de ellos.

7.3.2 Cuantificacion de proteinas
La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante el método de Bradford, las muestras
de las proteinas se colocaron en placas 96 pozos y se leyeron mediante

espectrometria a una longitud de onda de 595 nm, la curva patron se obtuvo mediante
la medicion de BSA (1 pg/ml), NaCl 0.15 M y Bradford 1X.

7.3.3 Cloracion de proteinas
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El acido hipocloroso (HOCI) utilizado se preparo a partir de una solucién de hipoclorito
de sodio al 6% y se diluyé a 200mM en 200 mM en Tris / HCI 50 mM, pH 7,5 y se
mantuvo en reposo durante 2 horas. Se agregé 1mM de las proteinas purificadas y se
colocaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en HOCI con una relacion molar
de proteina:HOCI de 1:10.

7.3.4 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizO mediante el método de TRIzol (Invitrogen, Life
Technologies), a partir de un cultivo de T. vaginalis se obtuvieron 20x10° parasitos y
se colocaron en un tubo coénico de centrifuga, los parasitos fueron centrifugados a
7,800rpm/4°C/10 minutos, se elimind el sobrenadante y se lavaron dos veces con PBS
1x frio, se descarté el sobrenadante y se agregé 1 ml de TRIzol frio, la muestra se
coloco en un tubo de polipropileno de 1.5 mly se procedid a realizar la purificacion del
RNA.

El tubo eppendorf de 1.5 ml se mantuvo en hielo y se agité en Vértex durante 15
segundos, posteriormente se incub6 en hielo por 5 minutos, a continuacién, se
agregaron 200 ul de cloroformo y fue homogenizado por inversion suave. Después, el
tubo fue centrifugado a 12,000 rpm/4°C/10 minutos, se recuperé la fase acuosa en
tubos de polipropileno de 1.5ml y se afadieron 500 pl de isopropanol, el RNA se
precipitd a temperatura ambiente durante 30 minutos. Para continuar, la muestra fue
centrifugada 12,000rpm/15min, se elimino el sobrenadante y se procedio a realizar un
lavado al pellet con etanol al 70%, se centrifugd nuevamente a 3,500rpm/4°C/10
minutos, se eliminé el sobrenadante y se dej6é secar el pellet con el tubo invertido
durante 1 hora a temperatura ambiente. Para finalizar, el RNA fue resuspendido en

100 pl de H20 libre de nucleasas, se cuantifico y se congelo a -20°C hasta su uso.
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7.3.5 Ensayo funcional:

Para realizar el ensayo funcional, se utilizé6 1ug de RNA y se incub6 en presencia de
1pM de proteina Tv-PSP1 clorada y sin clorar (proveniente de la cepa Rosetta gami:
formacion de los enlaces disulfuro S-S) durante 1 hora a temperatura ambiente, como
control positivo se utilizd RNasa A, como control negativo se utilizo GST. Las muestras

fueron observadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed.
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8. Resultados

8.1 Obtencidn in silico de dos mutantes por sustitucion en CYS 76y de rTv-
PSP1-His WT.

Para cumplir con el primer objetivo, se realizé una matriz de combinaciones con la
finalidad de cambiar las cisteinas presentes en la posicion 76 y 104 de la proteina
TvPSP-1 y observar el nimero de mutantes potenciales (Fig. 12), el resultado fue de

400 posibles combinaciones.

GLI/GLI GLI/ALA GLI/VAL GLI/LEU GLI/ILE GLI/MET GLI/PRO GLI/PHE GLI/TRY GLI/TRP

ALA/GLI ALAJALA  ALA/VAL  ALAJLEU ALAJILE ALA/MET  ALA/PRO  ALA/PHE ALASTRY  ALA/TRP
VAL/GLI VAL/ALA  VAL/VAL  VAL/LEU VAL/ILE VAL/MET  VAL/PRO  VAL/PHE VAL/TRY  VAL/TRP
LEU/GLI LEU/ALA LEU/VAL LEU/LEU LEU/ILE LEU/MET  LEU/PRO  LEU/PHE LEU/TRY LEU/TRP
ILE/GLU ILE/ALA ILE/VAL ILE/LEU ILE/ILE ILE/MET ILE/PRO ILE/PHE ILE/TRY ILE/TRP
MET/GLI MET/ALA  MET/VAL  MET/LEU  MET/ILE MET/MET  MET/PRO  MET/PHE MET/TRY  MET/TRP
PRO/GLI PROJALA  PRO/VAL  PROJLEU  PRO/ILE PRO/MET  PRO/PRO  PRO/PHE PRO/TRY  PRO/TRP
PHE/GLI PHE/ALA  PHE/VAL  PHE/LEU PHE/ILE PHE/MET  PHE/PRO  PHE/PHE PHE/TRY PHE/TRP
TRY/GLI TRY/ALA  TRY/VAL  TRY/LEU TRY/ILE TRY/MET  TRY/PRO  TRY/PHE TRY/TRY TRY/TRP
TRE/GLI TRE/ALA  TRR/VAL  TRP/LEU TRP/ILE TRP/MET  TRP/PRO  TRP/PHE TRE/TRY TRP/TRP
Serina SER/GLI SER/ALA  SER/VAL  SER/LEU SER/ILE SER/MET  SER/PRO  SER/PHE SER/TRY SER/TRP
Cisteina CYs/GL CYS/ALA CYS/VAL CYS/LEU CYS/ILE CYS/MET  CYS/PRO  CYS/PHE CYS/TRY CYS/TRP
Treonina TRE/GLI TRE/ALA  TRE/VAL  TRE/LEU TRE/ILE TRE/MET  TRE/PRO  TRE/PHE TRE/TRY TRE/TRP
Asparagina ASG/GLI ASG/ALA  ASG/VAL  ASG/LEU  ASG/ILE ASG/MET  ASG/PRO  ASG/PHE ASG/TRY  ASG/TRP
Glutamina GLN/GLI GLN/ALA  GLN/VAL  GLN/LEU GLN/ILE GLN/MET  GLN/PRO  GLM/PHE GLN/TRY  GLM/TRP
ASP/GLI ASP/ALA  ASP/VAL  ASP/LEU ASP/ILE ASP/MET  ASP/PRO  ASP/PHE ASP/TRY  ASP/TRP
GLU/GLI GLU/ALA  GLU/VAL  GLU/LEU GLU/ILE GLU/MET  GLU/PRO  GLU/PHE GLU/TRY GLU/TRP
Lisina LYs/GLU LYS/ALA LYS/VAL LYS/LEU LYS/ILE LYS/MET LYS/PRO LYS/PHE LYS/TRY LYS/TRP
Arginina ARG/GLI ARG/ALA  ARG/VAL  ARG/LEU  ARG/ILE ARG/MET  ARG/PRO  ARG/PHE ARG/TRY  ARG/TRP
Histidina HIS/GL HIS/ALA HIS/VAL HIS/LEU HIS/ILE HIS/MET HIS/PRO HIS/PHE HIS/TRY HIS/TRP
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Serina Cisteina Treonina Asparagina Glutamina _Lisina Arginina Histidina

GLI/SER GL/cys GLI/TRE GLI/ASG GLI/GLN GLI/ASP GLI/GLU GLI/LYS GLI/ARG GLI/HIS
ALA/SER ALA/CYS ALA/TRE ALA/ASG ALA/GLN ALASASP ALA/GLU ALA/LYS ALA/ARG  ALA/HIS
VAL/SER VAL/CYS VAL/TRE VAL/ASG VAL/GLN VAL/ASP VAL/GLU VAL/LYS VAL/ARG VAL/HIS
LEU/SER LEU/CYS LEU/TRE LEU/ASG LEU/GLN LEU/ASP LEU/GLU LEU/LYS LEU/ARG LEU/HIS
ILE/SER ILE/CYS ILE/TRE ILE/ASG ILE/GLN ILE/ASP ILE/GLU ILE/LYS ILE/ARG ILE/HIS
MET/SER MET/CYS MET/TRE MET/ASG ~ MET/GLN  MET/ASP MET/GLU MET/LYS MET/ARG  MET/HIS
PRO/SER PRO/CYS PRO/TRE PRO/ASG ~ PRO/GLN  PRO/ASP PRO/GLU PRO/LYS PRO/ARG  PRO/HIS
PHE/SER PHE/CYS PHE/TRE PHE/ASG PHE/GLN PHE/ASP PHE/GLU PHE/LYS PHE/ARG PHE/HIS
TRY/SER TRY/CYS TRY/TRE TRY/ASG TRY/GLN TRY/ASP TRY/GLU TRY/LYS TRY/ARG TRY/HIS
TRP/SER TRP/CYS TRP/TRE TRP/ASG TRP/GLN TRP/ASP TRP/GLU TRP/LYS TRP/ARG TRP/HIS
Serina SER/SER SER/CYS SER/TRE SER/ASG SER/GLN SER/ASP SER/GLU SER/LYS SER/ARG SER/HIS
Cisteina CYS/SER cys/cys CYS/TRE CYS/ASG CYS/GLN CYS/ASP CYs/GLU CYS/LYS CYS/ARG CYS/HIS
Treonina TRE/SER TRE/CYS TRE/TRE TRE/ASG TRE/GLN TRE/ASP TRE/GLU TRE/LYS TRE/ARG TRE/HIS
Asparagina ASG/SER ASG/CYS ASG/TRE ASG/ASG  ASG/GLN  ASG/ASP ASG/GLU ASG/LYS ASG/ARG  ASG/HIS
Glutamina GLN/SER GLN/CYS GLN/TRE GLN/ASG GLN/GLN GLN/ASP GLN/GLU GLN/LYS GLN/ARG  GLN/HIS
ASP/SER ASP/CYS ASP/TRE ASP/ASG ASP/GLN ASP/ASP ASP/GLU ASP/LYS ASP/ARG  ASP/HIS
GLU/SER GLU/CYS GLU/TRE GLU/ASG GLU/GLN GLU/ASP GLU/GLU GLU/LYS GLU/ARG GLU/HIS
Lisina LYS/SER LYS/CYS LYS/TRE LYS/ASG LYS/GLN LYS/ASP LYS/GLU LYS/LYS LYS/ARG LYS/HIS
Arginina ARG/SER ARG/CYS ARG/TRE ARG/ASG  ARG/GLN  ARG/ASP ARG/GLU ARG/LYS ARG/ARG  ARG/HIS
Histidina HIS/SER HIS/CYS HIS/TRE HIS/ASG HIS/GLN HIS/ASP HISGLU HIS/LYS HIS/ARG HIS/HIS

Figura 12. Matriz de combinacion de aminoacidos. La matriz permitié6 conocer las posibles
combinaciones para los sitios 76 y 104 correspondientes a las cisteinas que conforman el
enlace disulfuro, en color azul se muestran aa neutros no polares, en color verde los aa neutros
aromaticos, en rosa los aa neutros polares, en naranja los aa acidos y en verde claro los aa

basicos.

Estas 400 combinaciones resultantes de las mutaciones en las cisteinas 76 y 104 son
un nimero muy grande para poder realizar dinAmica molecular, por lo que se descartd
realizar mutaciones en ambas posiciones y se decidié solo cambiar una de las
cisteinas (76) por dos aminoacidos diferentes. Para elegir los aminoacidos que podrian
sustituirse se realizé un BLASTp con Tv-PSP1 en el servidor EXPASy para observar
gue aminoacidos se encuentran presentes en la posicion 76 de proteinas homologas
a TvPSP-1.

En el alineamiento (Fig. 13) se observan los aminoacidos presentes en la posicién 76
y 104 de proteinas homologas de diferentes organismos, en la posicion de interés se
observa al aminoacido Valina mientras que en la posicion 104 existe una Cisteina. El
objetivo de tener 2 mutantes que no presenten enlaces disulfuro fue analizar la
estructura de la proteina mediante dinamica molecular. Para ello, se seleccioné al

aminoéacido Valina y en la otra mutante se seleccioné al aminoacido Fenilalanina por
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el tamafio del aminoéacido, teniendo en cuenta lo reportado en la literatura asumiendo
la probabilidad de que fuera capaz de generar un movimiento diferente en esa seccion

en comparacion con un aminoécido pequefio.
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Species/Abbrv x| * x| | * B
1. T_vaginalis-PSP1 ---M
2.T_vaginalis-PSP2 ---M
3. T _vaginalis-PSP3 ---MS-VVI
M
M

4 T_foetus - - -
5 G_pentaromativorans | - - -
6. E_limosum - - - -MKTKVA
7. A_sanguinicola - - - -MKKV I
8.E_coli - - -MAKEVIA
9. M_putrefaciens |- - - - - MKI1 I H
10. N_brichardi
11. A_fimbria
12. M_fascicularis -
13. M_lucifugus M
14. R_norvegicus M
M
M
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8. E_coli
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14. R_norvegicus
15. H_sapiens

16. C_hircus
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Species/Abbrv *
1.T_vaginalis-PSP1

2. T_vaginalis-PSP2

3. T vaginalis-PSP3

4. T_foetus

5 G_pentaromativorans
6. E_limosum
7_A_sanguinicola

8. E_coli

9 M_putrefaciens

10. N_brichardi
11_A_fimbria

12. M_fascicularis

13. M_lucifugus

14. R_norvegicus

15 H_sapiens

16. C_hircus

Figura 13. Alineamiento de 3 proteinas Tv-PSP presentes en T. vaginalis. Se muestran con
un asterisco los aminoacidos conservados en las 16 diferentes proteinas, con una estrella roja
se marca la posicion 76 y 104, correspondientes a las cisteinas que forman el enlace disulfuro

por cada monémero de Tv-PSP1.

Como se ha mencionado anteriormente, T. vaginalis posee 3 genes que codifican para
proteinas PSP, en un proyecto paralelo se estudié al mismo tiempo la proteina Tv-
PSP3, por lo que nos propusimos realizar una alineamiento entre ambas proteinas con
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la finalidad de conocer los aminoacidos diferenciales entre las mismas (Fig. 14), lo
anterior como propuesta de utilizar a Tv-PSP3 como una potencial proteina mutante.

Los resultados mostraron 56 aminoacidos diferenciales entre Tv-PSP1 y Tv-PSP3.

;I" T T vprveaf e |||v|| H||| % RN RN KRN
SIRARANET A/ IS LR A LA A0 R AR R i S

T vaginalis-PSP1 !SKVISTPEAPAAIGP C HRLCDRTLYTQCIIGNDPHCGPNPETVEGCAELIMKSLDAMLFAA&YEPTD’VR
T vaginalis-PSP2 {SVVVSTPDAPAEBIGP ARICGNELYTSGIIGNDPHGGPNPEDIEGCATLIMESVDAELRAAGYTZRTDVVE

T vaginalis-PSP3 [MSVVINIPDAPPEIGPYCIARLCGNTLYTSGNVAQGSADG-TVPRTIGECTTLSLONMERVIKAAGMIRTNVVE
Consensus 1SV PDAP |IGPYC AR C  |LYTSG G P Ol 1 RAAG WKT VVK

e (Al DAASETTINE NPT AL T AN

T vaginalis-PSP1 |CNCYLADTIADFQRENKIYADYFGDHRPCRCCIQAGRLPAGRLVELDAIAYR—
ITVELASMDDFORENRIYVDYFGEHRPCCTICIEAGRLPANRLVEIDVIAYRP
CNCYLANMDDFAEMNRAYSAEFGDHRPCRCCVCAGRLCDEBELFEVECICYRA
LA DF NE Y FG HRPC \ClAG L L E IS YR

T vaginalis-PSP2
T vaginalis-PSP3
Consensus

Figura 14. Alineamiento de 3 proteinas Tv-PSP presentes en Trichomonas vaginalis. Con

flechas rojas se muestran los aminoéacidos diferenciales entre Tv-PSP1, Tv-PSP2 y Tv-PSP3

También se obtuvo el porcentaje de identidad entre Tv-PSP1 — Tv-PSP2 y entre Tv-
PSP1 - Tv-PS3, con la finalidad de conocer cuales aminoacido son diferenciales. El
porcentaje de identidad entre Tv-PSP1 y Tv-PSP3 fue del 77%, para Tv-PSP1y Tv-
PSP3 fue de 55% (Fig. 15).
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A

T vaginalis-PSP2
Sequence ID: Query_36538 Length: 125 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 124 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
202 bits(515) 1e-73 Compositional matrix adjust. | 96/124(77%) |106/124(85%) 0/124(0%)

B

T vaginalis-PSP3
Sequence ID: Query_36539 Length: 124 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 123 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
140 bits(353) 5e-49 Compositional matrix adjust. | 68/124(55%) | 89/124(71%) 1/124(0%)

Figura 15. Alineamiento de proteinas, porcentaje de identidad: Tv-PSP1, Tv-PSP2 y Tv-PSP3.
A) Se muestra el porcentaje de identidad entre las proteinas Tv-PS1y Tv-PSP2 (77%), B) Se
muestra el porcentaje de identidad entre las proteinas Tv-PSP1y Tv-PSP3(55%).

A continuacién se realiz6 la dinamica molecular de las dos mutantes C76V, C76F y de
la proteina Tv-PSP1 WT siguiendo la metodologia mencionada anteriormente,

obteniendo los siguientes resultados:

En primer lugar, se muestra el radio de giro correspondiente de cada uno de los
monomeros de la proteina Tv-PSP1 WT a través de la ténica de all atoms (Fig. 16), en
donde se muestra que el monémero 1 Y 3 mantienen un fluctuacién pequefia en

comparacion con el monémero 2 a lo largo de los 1,000 ns.
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Figura 16. Radio de giro por mondmero de la proteina WT. Se observan fluctuaciones en cada
mondmero a lo largo de 1000 ns.

Posteriormente se realizo el analisis de la trayectoria por RMSD de la mutante con
Fenilalanina (C76F), en donde se observé una fluctuacion en los tres monémeros (Fig.

17), en uno de ellos es menos marcada. Ninguno de ellos fluctiia mas alla de los 4A.
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Figura 17. RMSD por mondmero de la proteina Tv-PSP1 C76F. Existe un movimiento marcado

en el monémero 1 después de los 600 ns que supera los 3A.

Se analizo la misma trayectoria (C76F) mediante el radio de giro (Fig. 18), se observa
gue no hay un cambio grande entre los 3 monomeros. Las fluctuaciones se mantienen

entre los 2-3A.
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Figura 18. Radio de giro por monémero de la proteina mutante Tv-PSP1 C76F.

Posteriormente se analizé la trayectoria correspondiente a la mutante C76V (Fig. 19),

para este caso se observa que dos monémeros poseen mayor fluctuacion despues de

los 600 ns, sin embargo, el movimiento se mantiene en los monémeros 1y 2y no va

mas alla de los 4A, para el caso del monémero 3 se observa que en ocasiones

sobrepasa los 4 y llega casi hasta los 5 A.
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Figura 19. RMSD por monomero de la proteina mutante Tv-PSP1 C76V.

Se analizo también la trayectoria de Tv-PSP1 C76V mediante el Radio de giro (Fig.

20). Las graficas muestran que los monomeros 1 y 3 tienen mayor movimiento en

comparaciéon con el monémero 2, ambos monémeros se mantienen estables hasta los

600 ns, posteriormente su movimiento aumenta.
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Figura 20. Radio de giro por monémero de la proteina mutante Tv-PSP1 C76V.

Posteriormente se procedié a observar la trayectoria de los 3 monomeros (proteina
homotrimérica) mediante radio de giro (Fig. 21), se observa que la proteina wild type y
la mutante Tv-PSP1 C76F mantienen un radio de giro entre 1.92 y 1.98 nm, sin
embargo, para el caso de la mutante Tv-PSP1 C76V se observa que sobrepasa los
1.98 nm después de los 600 ns, lo anterior es importante debido a que la mutante con
un aminoécido pequefio (Valina) tiene un movimiento mayor en comparacion con la
otra mutante (Fenilalanina), con base en esto, la mutante con Valina fue seleccionada

como candidata para producirla de manera recombinante.
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Figura 21. Radio de giro de las proteinas (homotrimero) Tv-PSP1 WT, Tv-PSP1 C76F y Tv-
PSP1 C76V.

También se analizaron las trayectorias de las 3 proteinas mediante RMSD (Fig. 22),
en donde se observa que la proteina wild type y la mutante C76F se mueven entre 1A
y 2A, mientras que en la mutante C76V se observa que en momentos (antes de los
600 ns) se mantiene estable y después de los 600ns comienza a subir el RMSD
llegando en ocasiones a superar los 4A, la informacion anteriormente mencionada
tanto para los monémeros como para la proteina estructuralmente homotrmérica nos

permitié proponer a la mutante Tv-PSP1 C76V para obtenerla experimentalmente.
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Figura 22. RMSD de las proteinas (homotrimero) Tv-PSP1 WT, Tv-PSP1 C76F y Tv-PSP1

(

C76V.

La trayectoria de las dindAmicas moleculares correspondientes a Tv-PSP1, C76V y
C76F vista con el software VMD, mostro un asa (loop) en la mutante C76V que
presenta mayor movimiento en comparacion con la estructura de las otras dos

proteinas (Fig. 23).
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TVPSP1 WT 1 ns TvPSP1 WT, 100 ns

TvPSP1C76F 1. ns TvPSP1C76F. 100

Figura 23. Estructura tridimensional de Tv-PSP1, Tv-PSP2 y Tv-PSP3 en diferentes tiempos.

Estructura animada obtenida en el software VMD.
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8.2 Obtencion de rTv-PSP1-His WT (con enlace S-Sy sin enlace S/S).

Los resultados de dinamica molecular permitieron observar que existe un movimiento
diferente en las mutantes cuando no existe la formacion de los enlaces disulfuro, por
lo que se continud con la obtencion de la proteina recombinante WT y también de la
preteina sin la formacion de los enlaces disulfuro. Después de la purificacion del DNA
gendmico de T. vaginalis y de la purificacion del vector pET28 a (+) se corrié un gel de
agarosa al 1% tefido con GelRed (Fig. 24).
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Figura 24. DNA plasmidico (pET28 a +) y DNA gendmico de T. vaginalis analizado en gel de
agarosa al 1% tefido con GelRed. El carril 1 muestra al marcador de tamafio (1kb), en el carril

2 se puede observar al vector pET28 a (+) purificado, en el carril 3 se observa el DNA genémico
de T. vaginalis.

Posteriormente, se procedio a realizar la PCR punto final con los oligonucleétidos y
programa mencionados anteriormente utilizando como templado el DNA gendémico de
T. vaginalis. El producto de PCR fue un amplicon de 391 pb correspondiente a Tv-

PSP1 (Fig. 25) visualizado en un gel de agarosa 1% tefido con GelRed.
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Figura 25. Inserto correspondiente a tv-pspl obtenido por PCR visualizado en gel de agarosa
al 1% tefido con GelRed. El carril 1 muestra el producto de PCR correspondiente al gene de
tvpsp-1 (391 pb), en el carril 2 se muestra al marcador de tamaifio de 100 pb.

El amplicon fue utilizado como inserto en la reaccién de ligacién con el vector pET28
a (+) siguiendo la metodologia descrita anteriormente (previamente restringidos con
las enzimas BamHI y Xhol). Después de la ligacion, el plasmido fue utilizado para
transformar bacterias E. coli de la cepa BL21, las cuales fueron colocadas en placas
de agar con antibidtico y se colocaron en incubacion durante 16 horas, el experimento
se realiz6 por duplicado. En las cajas Petri correspondientes a bacterias transformadas
con el plasmido recombinante se observo el crecimiento de algunas bacterias, en el
control negativo correspondientes a bacterias con el mismo tratamiento, pero sin DNA

plasmidico no se observé crecimiento alguno.

Las bacterias fueron crecidas en medio LB liquido con antibiético, posteriormente se
purifico el plasmido y se analizé en un gel de agarosa al 1%. Las colonias que crecieron
fueron caracterizadas mediante dos métodos: PCR y doble digestiéon. Para la doble
restriccion del plasmido se utilizaron las enzimas BamHI y Xhol. El producto se corrié
en un gel de agarosa al 1%. La liberacion del inserto sélo se observo en 2/6 clonas, el

tamafo de las bandas se encontré entre 400 y 500 pb (Fig. 26B).
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A partir del DNA plasmidico se realiz6 PCR punto final con los oligonucleotidos
correspondientes y los productos fueron visualizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% tefiido con GelRed, se observo la presencia de una banda muy
cercana a los 400 pb (Fig. 26 A).

400 pb — — tvpsp-1

‘- d—!\-p\pl
.

100 pb — N
g A

Figura 26. Plasmido recombinante de Tv-PSP1 visualizado en gel de agarosa al 1% tefiido
con GelRed. A) Caracterizacion por PCR, el carril 1 muestra al marcador de tamafio (100pb),
los carriles 2 y 3 muestran el amplicon productor de PCR de algunas colonias analizadas. B)
Caracterizacion por restriccion, el carril 1 muestra al marcador de tamafio (100pb), los carriles
2y 3 muestran al DNAp liber6 el inserto correspondiente a 2 colonias, con un tamafio préximo
a los 400 pb (391pb).

Después de caracterizar los plasmidos mediante doble restriccion y PCR punto final
como se mencion0 anteriormente, se procedio a realizar PCR para obtener la
secuencia a partir del producto de PCR. Una vez obtenida la secuencia se procedi6é a
analizar el electroferograma (Fig. 27) y a realizar un BLASTn en el servidor NCBI,
encontrado un 100% de identidad entre la secuencia obtenida y el gen que codifica
para la proteina Tv-PSP1 (Fig. 28) reportada con anterioridad (GenBank: JQ406681.1).
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Figura 27. Electroferograma correspondiente al DNA plasmidico (pET 28 a +, con el inserto

del gen tv-pspl)

La secuencia del plasmido se analiz6 encontrando que se estaba en marco de lectura

lo anterior se realizé mediante el uso de la herramienta Translate del servidor EXPASYy.

El DNA plasmidico de las colonias analizadas se utilizé para transformar bacterias de
la cepa Rosetta gami. Las bacterias fueron colocadas en placas de agar LB con
antibiotico, de las colonias que crecieron solo se utilizé una y se colocé en condiciones
de cultivo en medio LB liquido, posteriormente se tomo una alicuota para preparar con
glicerol (50% glicerol, 50% H20 v/v), posteriormente se coloco un preinoculo tanto de
la cepa BL 21 como de la cepa Rosetta gamiy se realizo la induccion de los plasmidos
siguiendo el protocolo descrito de la seccion materiales y métodos.
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Trichomonas vaginalis putative translation initiation inhibitor mRNA, complete cds
Sequence ID: JQ406681.1 Length: 375 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 375 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
693 bits(375) 0.0 375/375(100%) 0/375(0%) Plus/Plus
Query 73  ATGTCTAAAGTCATCAGCACACCAGACGCTCCAGCAGCCATCGGCCCATACTGCCAGGCT 132
(LLLEERREL R R R b R it
Sbject 1 ATGTCTAAAGTCATCAGCACACCAGACGCTCCAGCAGCCATCGGCCCATACTGCCAGGCT 60
Query 133 CGTCTTTGCGATCGCACACTCTACACATCCGGCATCATCGGAAACGACCCACACGGCGGA 192
CEERRERREET R e et e e n it e e et eeentnl
Sbjct 61 CGTCTTTGCGATCGCACACTCTACACATCCGGCATCATCGGAAACGACCCACACGGCGGA 120
Query 193 CCAAACCCGGAAACAGTCGAAGGCCAGGCTGAATTGATCATGAAGTCCCTCGACGCCATG 252
LEERRRRREELERERR LR LR LR il
Sbjct 121 CCAAACCCGGAAACAGTCGAAGGCCAGGCTGAATTGATCATGAAGTCCCTCGACGCCATG 180
Query 253 CTCAAGGCTGCTGGCTACGAAAAGACAGATGTTGTCAAGTCCAACTGCTACCTTGCTGAT 312
FELEERRREEE T ERR e e e e ettt
Sbjct 181 CTCAAGGCTGCTGGCTACGAAAAGACAGATGTTGTCAAGTGCAACTGCTACCTTGCTGAT 240
Query 313 ATCGCTGACTTCCAGAAGTTCAACAAGATCTACGCTGACTACTTCGGCGACCACAAGCCA 372
FELRERRRE LR e e b e eeiiin
Sbjct 241 ATCGCTGACTTCCAGAAGTTCAACAAGATCTACGCTGACTACTTCGGCGACCACAAGCCA 300
Query 373 TGCCGCTGCTGCATCCAGGCTGGCAAGCTCCCAGCTGGCAAGCTTGTCGAACTTGATGCC 432
RN nannaaaaananannaaanaan
Sbjct 301 TGCCGCTGCTGCATCCAGGCTGGCAAGCTCCCAGCTCGCAAGCTTGTCCGAACTTGATGCC 360
Query 433 ATCGCTTACAAGTAA 447

[LELLELIEELLLT
Sbjct 361 ATCGCTTACAAGTAA 375

Figura 28. BLASTn, secuencia nucleotidica del gen tv-pspl obtenido comparada con la
reportada. Se observa un 100 de identidad entre la secuencia obtenida y la secuencia
reportada.

Las proteinas expresadas tanto en Rosetta gami como en BL21 fueron purificadas
mediante FPLC en el equipo AKTA Prime Plus como se describié antes, y se realizd
electroforesis SDS-PAGE para observar la presencia de proteinas, posteriormente a
través de un gel en espejo que se transfirid a nitrocelulosa se realiz6 un Western blot
con los anticuerpos a-HIS-TAG y a-Tv-PSPL1. La proteina fue identificada con ambos
anticuerpos (Fig. 29), cercana a los 25 kDa, correspondiente a la forma dimérica de la
proteina, sin embargo, también se logré detectar la forma monomérica (datos no

mostrados) con ambos anticuerpos.
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Figura 29. Western blot de Tv-PSP1 purificada de dos cepas de E. coli. A) anticuerpo policlonal
a-Tv-PSP1, proteina purificada por FPLC a partir de bacterias de la cepa Rosetta gamiy BL21,
B) Anticuerpo policlonal a-HIS-TAG.

8.3. Anadlisis funcional de rTv-PSP1-His WT con enlace S-S, en presencia y
ausencia de cloracion)

La finalidad de tener la proteina Tv-PSP1 en dos cepas diferentes de E. coli fue que al
purificarla se pudiera tener dos proteinas diferentes; una con presencia de enlaces
disulfuro S-S (Rosetta gami) y otra sin los enlaces disulfuro formados S/S (BL21). Una
vez teniendo comprobada la presencia de la proteina Tv-PSP1 tanto en Rosetta gami,
asi como en BL21 mediante WB, se procedio a realizar la purificacion de RNA total de
Trichomonas vaginalis (Fig. 30), con la finalidad de poder realizar los ensayos

funcionales.
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Figura 30. RNA total de T. vaginalis analizado en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed. El
carril 1 corresponde al marcador de tamafio, los carriles 2 y 3 corresponden a RNA total

purificado mediante la técnica de TRIzol.

El objetivo de clorar la proteina fue conocer si la modificacién postraduccional podria
estar involucrada en la actividad funcional como ribonucleasa de Tv-PSP1, por lo que
se procedié a realizar el ensayo funcional en presencia de la proteina con RNA total
de T. vaginalis. El ensayo funcional consisti6 en primer lugar, en clorar la proteina
purificada de la cepa R. gami y ponerla en contacto con RNA total del parasito a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se observo una degradacién parcial en el caso
de la proteina sin cloracién, no asi cuando el RNA fue incubado en presencia de la
proteina clorada (Fig. 31). El resultado anterior puede ser debido a las concentraciones
de cloro en la disolucién donde se colocé la proteina después de ser purificada y
eliminar el HOCI, es probable también que exista una concentracién de cloro en la cual

la proteina pudiera llevar a cabo su funcion catalitica.

Es importante mencionar que la modificacibn postraduccional ocasionada por la
cloracién es capaz de alterar la cadena principal y lateral de diversos aminoacidos,
entre ellos las cisteinas (Gray, Wholey, & Jakob, 2013), por lo que al eliminar la
presencia de cloro en el medio donde se encuentra la proteina, este ya no podria llevar

a cabo modificacién alguna en la proteina.
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Figura 31. Ensayo funcional de Tv-PSP1. Carril 1: marcador de tamafio, carril 2: RNA incubado
con RNasa A, carriles 3, 4, 5y 6 RNA incubado en presencia de Tv-PSP1 sin clorar de Rosetta
gami (cabeza de flecha), carril 7 RNA en presencia de Tv-PSP1 clorada con enlaces disulfuro

formados, carril 8 RNA en presencia de Tv-PSP1 clorada sin enlaces disulfuro formados.
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9. Discusioén:

Trichomonas vaginalis es un parasito de importancia en salud, y en su genoma posee
tres genes que codifican para tres proteinas PSP, se sugiere que cada una de ellas
podria realizar funciones diferentes dependiendo del microambiente en donde se
expresen, el parasito ha pasado por distintos eventos de duplicacion de genes y se
cree que esto podria estar involucrado con la capacidad que tiene para adaptarse a
distintos microambientes (Cui, et al., 2010).

En diferentes estudios se han dado a conocer las funciones importantes de diversas
proteinas que juegan papeles relevantes dentro de la patogenia de diversos

microorganismos causantes de enfermedades que afectan al humano.

Tv-PSP1 podria tener una region intrinsecamente desordenada, concretamente hacia
uno de los loops de uno de los mondémeros (Villalobos-Osnay, et al., 2018), este tipo
de proteinas pueden realizar diversas funciones cuando adquieren conformaciones
tridimensionales diferentes, en algunas plantas pueden incluso favorecer la
sobrevivencia en ambientes extremos o con estrés hidrico (Cuevas-Velazquez &
Covarrubias-Robles, 2011).

En otros parasitos se ha observado presencia de este tipo de proteinas, las cuales
podrian estar involucradas en el proceso de infeccidén e incluso en la evasiéon del

sistema inmune del hospedero (Guy, et al., 2015).

Los analisis de la trayectoria de la Tv-PSP1 WT, a través de Radio de Giro y RMSD
permitieron observar que uno de los mondmeros presenta un movimiento diferente en

comparacion con los otros dos a lo largo de 1,000ns.

Es relevante mencionar que el campo de fuerza influye mucho en la dinamica
molecular, por lo que no se descarta que con otro campo de fuerza se pudieran
observar resultados diferentes, sin embargo, el campo de fuerza utilizado en este

trabajo (CHARMMS36), se caracteriza por estar optimizado para funcionar con
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proteinas plegadas o con regiones intrinsecamente desordenadas (Huang, et al.,
2017).

Los resultados obtenidos de la trayectoria correspondiente a la mutante C76F
mostraron tener una fluctuacion en el movimiento de los monémeros, parecido a lo que
sucede con la proteina WT, sin embargo, con la mutante C76V ocurre algo diferente
pues se incrementa el RMSD del trimero. Medir el RMSD global del modelo puede
generar algunas dificultades debido a que la superposicion a menudo se ve
comprometida por un pequefio numero de fragmentos (loops) significativamente

desviados (Kufareva & Abagyan, 2012).

Cabe destacar que es probable que existan artefactos en cuanto al modelo
tridimensional de la proteina, que estuvieran involucrados en el movimiento de algunas
regiones durante la simulacion de dindmica molecular, sin embargo, no se tomo en
cuenta pero el campo de fuerza podria ayudar a estabilizar la proteina, sumado a los

pasos de minimizacion de energia que fueron agregados.

La visualizacion de la estructura a lo largo de los 1,000 ns a través de VMD permitio
observar que efectivamente existe un movimiento diferente en uno de los loops, esto
podria estar involucrado en el incremento del RMSD global. Es importante mencionar
gue este loop se encuentra fisicamente cercano tanto al enlace disulfuro S-S (C76-
C104) como a la regién que se ha propuesto podria reconocer al RNA (posible sitio
catalitico), lo anterior permitiria hipotetizar que el loop podria llevar a cabo una funcion
para el posible reconocimiento del RNA y/o posicionamiento adecuado en la region de

reconocimiento.

La primera hipotesis del trabajo fue que los enlaces S-S presentes en cada uno de los
monomeros estaban involucrados en la estabilidad estructural de Tv-PSP1, sin
embargo, el homotrimero correspondiente a las dos mutantes no perdié estabilidad
estructural aun cuando no poseian los enlaces disulfuro. Por lo que se descartd que
los enlaces disulfuro estuvieran involucrados en el mantenimiento estructural de la

proteina y se hipotetizé que podrian estar involucrados en una funcion biologica.
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La dinAmica molecular es una técnica muy poderosa y altamente precisa, pero los
datos obtenidos siempre deben corroborarse con resultados experimentales para

contrastar la informacién obtenida in silico.

Una vez obtenidos los resultados de dinamica molecular, se procedio a obtener la Tv-
PSP1 WT con enlaces disulfuro formado y sin la presencia del mismo, lo anterior con
la finalidad de verificar la posible accion funcional como endoribonucleasa de Tv-PSP1.
Se clondé a tv-pspsl en el vector de expresion pET28 a (+), posteriormente se
transformaron bacterias E. coli de la cepa Rosetta gami y de la cepa BL21, esta Ultima

no posee la capacidad de generar enlaces disulfuro en las proteinas que sintetiza.

La cepa Rosetta gami permite la formacion de enlaces disulfuro y expresion de
proteinas eucariotas que contienen codones raramente utilizados en E. coli (MERCK,
2020), existen otras cepas disponibles para favorecer la formacion de enlaces disulfuro
como la cepa SHuffle, sin embargo, se utilizd6 Rosetta gami debido a la disponibilidad

de la misma en nuestro grupo de trabajo.

Como se menciond anteriormente, la obtencién de una proteina mutante a partir de
sustitucion de aminoacidos fue propuesto como un camino alterno para el desarrollo
del proyecto, teniendo en cuenta que la cepa BL21 no es capaz de favorecer la
produccion de enlaces disulfuro debido a que posee un ambiente poco favorable

(reductor) en su citoplasma, fue utilizada a forma de “proteina sin enlaces disulfuro”.

Es importante mencionar que la proteina recombinante fue inmunodetectada con dos
anticuerpos diferentes, como puede observarse en las imagenes colocadas en el
apartado de resultados, la proteina detectada con el anticuerpo a-Histidinas detecta a
la proteina Tv-PSP1 en un peso mayor en comparacién con el anticuerpo a-Tv-PSP1,
lo anterior se explica debido a que el anticuerpo que detecta a las Histidinas podria
estar reconociendo el aumento de peso que las mismas proporcionan a Tv-PSP1, no
asi cuando se utiliza al anticuerpo para Tv-PSP1.
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Se ha descrito previamente que Tv-PSP1 podria funcionar como ribonucleasa debido
a gque es capaz de reconocer el ARN mensajero del gen que codifica para la proteina
TV-CP39. Estructuralmente este RNAmM posee un plegamiento de tallo y burbuja
(ERE), localizado en el extremo 3’ UTR del ARNm, es importante mencionar que existe
otro elemento estructuralmente similar denominado IRE en T. vaginalis (Carvajal-
Gamez, et al., 2016), estos dos RNA son capaces de ser reconocidos por Tv-PSP1
(Villalobos-Osnaya, et al., 2018). Lo anterior es importante debido a que Tv-CP39
participa en la citotoxicidad de T. vaginalis, por lo que Tv-PSP1 podria estar

directamente involucrada en mecanismos importantes de patogénesis en el parasito.

Una modificacion postraduccional de una proteina es la alteracién quimica de su
estructura primaria después de la traduccion del RNAm. Estas modificaciones incluyen
tanto la formacion de enlaces cruzados covalentes de naturaleza intra o intermolecular
(con un ligando/otra proteina) como la escision de enlaces covalentes, incluida la
ruptura de un enlace peptidico y la eliminacion de grupos de tipos de aminoacidos
anicos, cabe destacar que una proteina puede sufrir varias modificaciones durante su
vida util (Eisenhaber & Eisenhaber, 2010).

En multiples estudios se ha observado que la cloracion de proteinas puede cambiar su
funcién, un ejemplo de cambio de funcion debido a esta modificacion es la proteina
YabJ de Staphylococcus aureus, después de ser clorada adquiere funcién como
endoribonucleasa, cabe resaltar que la actividad es reversible mediante la adicion de
DTT (Kim, et al., 2018), en la proteina Rid A de E. coli se ha observado que cambia
defuncion cuando es clorada, adquiriendo la funcién de chaperona, puesto que puede
proteger otras proteinas modificadas por el mismo acido hipocloroso (Mdller, et al.,
2014).

Aqui, nos propusimos clorar la proteina Tv-PSP1 tanto con presencia como con
ausencia de los enlaces disulfuro con la finalidad de conocer la probable funcion de la

modificacion postraduccional en la actividad funcional de Tv-PSP1.
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El RNA total fue reconocido y degradado por la proteina TvPSP-1 clorada de T.
vaginalis, purificada de la cepa Rosetta gami. Es relevante mencionar que se realizo
un paso extra de purificacion con la finalidad de eliminar el exceso de acido
hipocloroso, al realizar el ensayo duncional en ausencia de cloro se observo que Tv-
PSP1 perdia la capacidad de degradacion de RNA. Lo anterior permite proponer que
la modificacion postraduccional podria estar involucrada en la actividad funcional como

endorribonucleasa.

Los resultados mostrados en este trabajo son similares a lo reportado por (Villalobos-
Osnay, et al., 2018), pues también habia reportado la actividad de ribonucleasa de Tv-
PSP1, sin embargo, no se tomé en cuenta la posible accion del acido hipocloroso para

modificar la proteina.

La presencia de cloro en solucion donde se encuentra la proteina parece ser
importante para que pueda llevar a cabo la funcién como nucleasa, puesto que se ha
reportado previamente que en otras proteinas de la familia L-PSP que la cloracién

juega un papel crucial para la funcién catalitica.

Experimentos adicionales son requeridos para poder comparar lo que sucede con la
proteina clorada en ausencia de los enlaces disulfuro, estos experimentos no pudieron
realizarse debido a la contingencia de salud publica causada por la pandemia del
nuevo coronavirus SARS-CoV2. Por lo anterior, se propone como una perspectiva para
este trabajo, sumado a la obtencion de una proteina mutante por sustitucion con Valina
en la posicién 76 (C76V).
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10. Conclusiones

Mediante dindmica molecular se logro observar que Tv-PSP1 mutante C76V posee un
mayor movimiento con respecto a la mutante C76F y con respecto a la proteina Tv-
PSP1 WT.

La dinamica molecular muestra un movimiento diferente en un loop perteneciente a
Tv-PSP1 con respecto a los otros dos mondmeros, el cual podria estar involucrado en
la actividad funcional de la proteina.

La cloracion podria estar involucrada en la actividad funcional de la proteina, debido a
que cuando Tv-PSP1 se encuentra en un ambiente minimo de cloro no presenta

activididad de ribonucleasa

CONCLUSION GENERAL:

Los enlaces disulfuro presentes en Tv-PSP1 WT no se encuentran involucrados en el
mantenimiento de la estructura homotrimérica de Tv-PSP1, sin embargo, podrian estar

involucrados en la funcién bioldgica.
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11. Apéndice:

Software y servidores

Linux Ubuntu 19.10: https://ubuntu.com/

Gromacs 2019.3: http://www.gromacs.org/Downloads

VMD 1.9.4a31: https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/

Grace 1.5.1.25-7: https://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/

PyMOL molecular graphics: https://pymol.org/2/#download

MEGA X: https://www.megasoftware.net/

BioEdit 7.2: https://bioedit.software.informer.com/Descargar-gratis/

CHARMM-GUI: http://www.charmm-qui.org/

SnapGene: https://www.snapgene.com/

NCBI: https://blast.ncbhi.nlm.nih.qov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch

ExPASYy: https://web.expasy.org/translate/
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Hardware (Super coOmputo: MIZTLI-UNAM):

Procesamiento X86:

= 332 nodos de computo HP Proliant SL230 y SL250.

= Dos procesadores Intel Xeon por nodo.
= 5312 ndcleos totales de procesamiento.

= Capacidad de 118 Teraflop/s.

Procesamiento GPU
» 16 GPUs NVIDIA M2090.

Memoria RAM
= 23 Terabytes.

Almacenamiento:

= 750 Terabytes en disco duro.

Red:
= Mellanox Infiniband QDR a 40 Gbps.

= Red de administracion Ethernet a 1 Gbps.

Sistema Operativo:
= RedHat Enterprise Linux.
= Scientific Linux RedHat Enterprise.

Soluciones:

Gel de agarosa al 1%
Agarosa (Gibco BRL) 0.20 g
TAE 1X 20 ml
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Amortiguador TAE 50X

Trizma base 242 g

Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA37.2¢g

*Aforado a 1 litro de H20, pH 8.5.

PBS 1X pH 7.0
NaCl 8 g

KCI8 g
Na2HPO4 0.65 g
KH2P040.2 g

*Aforado a 1 litro de agua destilada.

Etanol al 70% (100 ml)
Etanol al 100% 70 ml
H20 30 ml

Medio LB 1 Litro
Luria Bertani (LB) 20 g
1000 ml H20

Esterilizado en autoclave

Acrilamida al 30%/ bisacrilamida al 0.8%

Acrilamida 29.2 g

Bisacrilamida 0.8 g

*Disuelto en 40 ml de agua destilada, aforado a 100 ml de H20

Filtrado con papel “Whatman” No.1, se almacena a 4°C en frasco Ambar.

Persulfato de amonio (PSA) 10%
10 mg de PSA
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1 ml de H20

*Se mantiene a -20°C hasta su uso

Azul de Coomassie (tincion de proteinas)
Metanol 500 ml

Acido acético glacial 100 ml

Agua destilada 400 ml

Azul de Comassie 0.5 g

*Es disuelto durante toda la noche, filtrado con papel “Whatman” No. 1.

Solucién decolorante de geles
Metanol 165 ml

Acido acético glacial 50 ml
Agua destilada 785 ml

PBS 1X— EDTA 0.2%
PBS 1X pH 7.4 500 ml
EDTA 1g

*Se disuelve el EDTA y se esteriliza por autoclave.

Solucién para extraccion de proteinas (TNTE)
Tris-HCIpH 7.4 0.6 g

NaCl 0.87 ¢

Tritén X-100 500 pl

EDTA 0.186 g

*Se afora a 100 ml con H20

Dodecilsulfato sédico (SDS) al 10 %:
100 g de SDS se disuelven en 1 L de agua destilada
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Buffer de carga para proteinas (2X)
Tris-HCI 2.5 ml

SDS 0.4 mg

Glicerol 2 ml

2-Mercapto-etanol 200 g

Azul de bromofenol 0.1 mg

*Aforado en un volumen final de 10 ml

Tris-base + Glicina (10X)
Tris-base 30 g
Glicina 144 g

*Se afora a 1 L con agua destilada.

Solucién bloqueadora para Western blot
5% de leche descremada en PBS 1x pH 7.4

Leche 5 gr
Disuelto en 100 ml de PBS 1x pH 7.4
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