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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomonosis infeccion de
transmision sexual que afecta el tracto urogenital. Este parasito depende del
hospedero para obtener los nutrientes necesarios para su sobrevivencia, como
son las poliaminas. Estos cationes participan en la regulacion de propiedades de
virulencia como: la adhesién y citotoxicidad.

Una proteina dependiente de poliamina es elF-5A. En T. vaginalis se
describieron dos genes tveif-5a que codifican para una proteina de 19 kDa, la cual
es altamente conservada. Mediante 2D-Western blot utilizando anticuerpos anti-
peptido especifico anti-TvelF-5A se inmunodetectaron dos manchas con puntos
isoeléctricos (pl) de 5.2 y 5.5 de 19 y 20 kDa respectivamente, lo que sugiere la
presencia de la TvelF-5A precursora y activa. Para confirmar la identidad de estas
proteina se realiz6 un andlisis de espectrometria de masas (ESI MS-MS), de
manera interesante en ambas manchas se identificO un posible inhibidor de la
traduccion que presenta un peso molecular de 13.4 kDa, el cual podria estar
regulando la expresion de TvelF-5A, de manera natural en el organismo.

Nuestros resultados muestran que el genoma de T. vaginalis presento tres
marcos de lectura abierta (ORF) de genes que codifican para un posible inhibidor
de la traduccion. El gen localizado en el locus TVAG_ 035410, codifica para el
inhibidor de TvelF-5A al cual denominamos IhTvelF-5A. Este inhibidor presenta
una estructura tipo barril conformada por dos a-helices y cinco hojas B plegadas,

tiene un dominio endoribonucleasa y posiblemente pertenezca a la familia
9



YERO57c/YjgF o L-PSP. Esta familia de proteinas estd muy conservada; sin
embargo su funcién aun se desconoce.

Mediante ensayos de RT-PCR de parasitos crecidos en presencia y
ausencia de poliaminas utilizando un inhibidor de la sintesis de poliaminas 1,4
Diamino-2-butatona dihidroclorido (DAB), se observo la expresion del gen IhTvelF-
5A, se regula negativamente por poliaminas; debido a que en medio con DAB su
expresion se mantiene en condiciones normales. Sin embargo cuando de agrega
putrescina exdégena al medio se observa una disminuciéon de su expresion ~60%.
Sugiriendo una regulacién mediada por la via de poliaminas en T. vaginalis. Esta
proteina al parecer interacciona con TvelF-5A., por lo que se propone participe en
un mecanismo post-transcripcional mediado por poliaminas a través de las

secuencias tipo EREs de los RNAm de T. vaginalis.

10



INTRODUCCION

Antecedentes Generales

Tricomonosis

La tricomonosis es la infeccién de transmision sexual (ETS) no viral mas
comun en humanos causada por el protozoario Trichomonas vaginalis. Este
parasito afecta principalmente el epitelio del tracto genital y su periodo de
incubacion es de 4 a 28 dias (Petrin, y col., 1998). Los signos y sintomas de la
tricomonosis se pueden clasificar en graves, agudos o asintomaticos. La infecciéon
aguda se caracteriza por presentar flujo abundante, amarillo-verdoso, espeso,
espumoso, con olor fétido, y el signo caracteristico lesiones hemorragicas
puntuales o “cérvix de fresa”, la infeccion grave se caracteriza por presentar prurito
y dispareunia (Petrin y col, 1998), otros sintomas pueden incluir disuria,
inflamacion ardor vulvo-vaginal e inflamacion del cuello uterino (Swygard y col.,
2004).

Esta infeccion es comun en mujeres, es altamente prevalente en
poblaciones sexualmente activas, asociada a grandes problemas de salud publica
(Swapan, 2007).

En mujeres esta infeccion ha sido asociada con consecuencias tales como:
ruptura de las membranas amniéticas ocasionando partos prematuros, neonatos
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de bajo peso, infertiidad (Schwebke., 2004), vaginitis, cervicitis, uretritis e
inflamacion pélvica cronica (Hardy y col., 1984). También con predisposicion al
desarrollo de cancer cervical (Boyle y col. 2003) esto se debe a que se ha
relacionado la presencia de T. vaginalis con el desarrollo de noeplasia cervical,
desarrollada debido a que el parasito tiene la capacidad de inducir la supresion de
las células CD4, asi como la destruccion del epitelio vaginal permitiendo el
establecimiento del virus del papiloma humano y su replicaciéon (Mason y col.,
1990). Por otro lado se sabe que la tricomonosis incrementa el riesgo en la
transmision y adquisicion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Guenthner
y col., 2005). Esto se debe a que T. vaginalis contribuye en la destruccién del
epitelio vaginal causando citotoxicidad y alteraciones que facilitan el acceso del
VIH, e induciendo su replicacién a través de las vias de citocinas como TNF-a
(Guenthner y col., 2005).

T. vaginalis se ha asociado a problemas respiratorios en neonatos, los
cuales contraen la infeccion aparentemente por una transmisién vertical del tracto
urogenital de la madre, cuanto el neonato pasa por el canal vaginal (Carter y col.,
2008).

En el hombre la tricomonosis es generalmente asintomatica; sin embargo es
considerado como portador de la enfermedad. En algunos hombres se puede
establecer la infeccion y llegar a presentar sintomas como: inflamacion en el
meato uretral, prurito, sensacion de ardor después de orinar o eyacular y uretritis
nogonococal. Una infeccion persistente puede producir prostatitis o epididimitis
(Krieger y col. 1993), y predisposicion a desarrollar cancer de proéstata (Sutcliffe y

12



col., 2006, Krieger y col., 1993; Swygard y col., 2004), debido a que la infeccién
por T. vaginalis regula la expresion de genes proinflamatorios, que pueden causar
dafio a las células epiteliales provocando una renovacién celular mediada por
factores de crecimiento para regular la inflamacion. Sin embargo, si este proceso
no se controla puede llevar a la hiperproliferacion de las células prostaticas. T.
vaginalis también puede regular la expresion de genes anti-apoptoticos y evitar la
apoptosis en las células dafiadas. Todo esto podria llevar a lesiones precursoras

de cancer de préstata (Sutcliffe y col., 2006).

1.2.Diagnéstico

Las técnicas de diagndstico que se han empleado para la deteccién de T.
vaginalis son diversas. Sin embargo, el diagndstico de tricomonosis generalmente
se realiza mediante el examen de las secreciones vaginales en fresco con una
sensibilidad del 30-80 %, comparandolo con el cultivo in vitro (Lehker y col., 2000).

El estdndar de oro utilizado es el cultivo de Diamond (Lossick y col., 1991)
el cual contiene suero, maltosa, extracto de levadura, cisteina, peptona. Este
medio confiere un alto grado de sensibilidad (85-95%) y una especificidad del 95%
(Heine y col., 1993); sin embargo, la desventaja es que el periodo de incubacion
es de 2 a 7 dias. Ademas los cultivos son mas caros que el diagnostico de la
muestra en fresco. Existen otros métodos diagnosticos menos sensibles como
son, tincion de Papanicolaou y técnicas de amplificacion de PCR (Swygard y col.
2004) del gen de la p-Tubulina 9/2 y AP65 A/B (Madico y col., 1998).
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1.2.1. Tratamiento

La tricomonosis es una enfermedad curable, la cual se trata con una dosis
de metronidazol tanto a la mujer como a su pareja. Si la infeccion persiste el
tratamiento se prolonga hasta por una semana (Vélez y col., 2003). Ya se ha
observado que T. vaginalis puede presentar resistencia al metronidazol
(Schwebke, 2004).

El hidrogenosoma juega un papel critico en la activacion del medicamento.
La activacion del medicamento ocurre cuando un electron es transferido al mas
importante grupo-nitro formando un radical-nitro toxico. EI metronidazol entra tanto
a la célula y al hidrogenosoma via difusion pasiva como un pro-medicamento vy
compite con la enzima terminal hidrogenasa como un aceptor de electrones de
ferredoxina (Fd). En organismos como las bacterias los radicales causan ruptura
de los cromosomas y muerte celular. EI mecanismo de resistencia al metronidazol
en T. vaginalis a partir de fallas en el tratamiento no es bien entendido, pero se
sabe que se debe a disfuncion del hidrogenosoma (Dunne y col. 2003).

Las causas que se han descrito para esta resistencia hasta el momento
son: la falla en la actividad enzimatica de la Piruvato Ferredoxin Oxidoreductasa
(PFO), a una conformacioén alterada del hidrogenososma, a la ferredoxina (Fd) con
un potencial redox excepcional, a una cantidad reducida de ferredoxina intracelular
(Vazquez y col., 2001), asi como a una mutacion puntual en la region que flanquea
a el extremo 5°del gen Fd, resultando en una disminucion en la transcripcion del
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gen Fd (Dunne y col. 2003). Para infecciones resistentes a metronidazol, se utiliza

el Trinidazol (Schwebke, 2004).

1.3.Epidemiologia

La tricomonosis es una de las infecciones mas comunmente transmitidas por
via sexual, afectando principalmente a las mujeres y representando un problema
de salud publica, ya que su prevalencia no decrece con los afios.

A nivel nacional, la tricomonosis ha ocupado un lugar relevante entre las
primeras causas de morbilidad en los ultimos afios, los registros de la Secretaria
de Salud en México, hasta la semana 14 del presente afio ha reportado 29,011
casos, siendo los estados mas afectados Veracruz (13.39%), Puebla (10%),
Estado de México (7.9%), Chiapas (5.9%), y Oaxaca (6%), los estados con menor
incidencia son Querétaro (0.15%), Baja California Sur (0.28%) y Colima (0.41%).

De manera general la enfermedad prevalece principalmente en mujeres
representando un 97.63% y tan solo 2.36% de los hombres padecen tricomonosis,
esto se debe a que se diagnostica poco por su caracteristica de ser asintomaticos

(Fig. 1) (SUIVE).
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Fig.1 Gréfica representa el nimero de casos de tricomonosis reportados a nivel estatal

1.3. Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis mide aproximadamente ~10 um de longitud por ~7
pm de ancho, posee cinco flagelos de los cuales cuatro se encuentran en la parte
anterior del organismo y uno adosado a la membrana ondulante el cual abarca dos
terceras partes del parésito. También se encuentra una estructura fibrosa
denominada axostilo que atraviesa al parasito. T. vaginalis presenta organelos
internos como un nucleo prominente, un nucléolo de disposicion central o
subcentral y la parte externa del parasito presenta un aspecto granuloso y
surcado, esto se debe a la presencia de multiples vacuolas localizadas en el
citoplasma. T. vaginalis es un organismo amitocondriado por lo que posee

organelos llamados hidrogenosomas; este es un organelo que funciona en
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condiciones anaerobias para producir hidrogeno molecular mediante la oxidacién
de piruvato a malato, el cual genera ATP por lo tanto se encarga de abastecer al
parasito de energia (Muller. 1993).

El citoesqueleto del parasito esta formado por numerosos microtubulos
orientados en varias direcciones los cuales forman diferentes estructuras que
pueden desempeniar diferentes funciones. Por ejemplo los flagelos presentan una
organizaciéon de microtubulos de nueve pares periféricos y un par central este
arreglo es caracteristico de los mismos, se ha observado la presencia de tubulina

en flagelos y axostilo (Costamagna y col.,2001) (Fig. 2).

© 2004 Dennis Kunkel Microscop

Fig. 2 Morfologia de Trichomonas vaginalis A) Microscopia de T. vaginalis B) Esquema donde se
representa Ax, Axostilo; C, Costa; G, Aparato de Golgi; H, hydrogenosoma; N, nucleo; P, pelta; RF, Flagelo

recurrente; UM, Membrana ondulante; V, Vacuola.
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1.4.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de este parasito es sencillo, no presenta hospederos
intermediarios, el humano es su Unico huésped, por lo que la transmisién es de
persona a persona y solo se transmite por contacto sexual. En algunos casos se
ha reportado una infeccion en neonatos; se adquiere durante el paso del neonato
por el canal de parto (Carter y col., 2008).

T. vaginalis presenta una sola forma denominada trofozoito, hasta ahora no
se conoce una forma de quiste, se multiplica por fision binaria generando dos

células hijas (Schwebke y col., 2004) (Fig. 3).

transmision sexual

i

09,

\/

A= fase infectante
A\ = fase diagndstica

Trichomonas vaginalis

Fig. 3 Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. 1) Trofozoito en secreciones vaginales, prostaticas y orina; 2)

Division por fision binaria; 3) Trofozoito en vagina y orificio uretral.
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1.4.2 Genoma de Trichomonas vaginalis

El genoma de T. vaginalis tiene un tamafo aproximado de 160 Mb
conteniendo ~60,000 genes que codifican para proteinas, los intrones fueron
identificados en 65 genes. El gran tamafio del genoma se debe a que contiene una
gran cantidad de secuencias repetidas que pueden ser clasificados como:
transposones, retrotransposones, y que representan aproximadamente 39 Mb del
genoma.

En los seis cromosomas se distribuyen los genes que codifican para los
RNAs de transferencia de los 20 aminoacidos y 250 RNAs ribosomales. Han sido
identificados 152 posibles genes de transferencia lateral procarionte-eucarionte.
Este parasito presenta un elemento promotor Inr en el 75% de las secuencias, con
un papel central en la expresion de los genes. Su maquinaria transcripcional
corresponde mas a metazoarios que a protistas. Se ha reportado la presencia de
RNA de interferencia y se describieron genes “like” para Dicer, dos Argonauta y
genes helicasa (Carlton y col. 2007).

Contiene genes que codifican para actina y tubulina, proteinas que forman
la estructura del parasito y permiten el remodelamiento de su forma ovoide a
ameboide. De igual forma presenta genes que participan en la respuesta al dafio
al ADN como Rad51, Dmcl, XPC/Rad4/musl01/TopBP1, y otros los cuales
participan en la ruta de reparacion por recombinaciéon homologa, de escision de
base (BER), por escision de nuclettidos (NER). También se identificaron 800
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proteinas de superficie que pueden estar involucradas en la citoadherencia y
citotoxicidad del parasito en las células del hospedero. T. vaginalis contiene un
amplio degradoma de mas de 400 peptidasas haciéndolo uno de los degradomas
mas complejos. Posee ademéas 138 posibles genes involucrados en el

metabolismo energético y vias de transporte de electrones (Carlton y col. 2007).

1.4.3 Propiedades y factores de virulencia de T. vaginalis

La citoadherencia es uno de los principales mecanismos para el
establecimiento de la infeccion, en este proceso interaccionan parasito-hospedero.
T. vaginalis posee componentes especificos en su membrana plasmatica que le
permite unirse a las células del epitelio vaginal (VECSs), las cuales son adhesinas y
receptores que participan en la transducciéon de sefiales transmembranales
ocasionando la transformacién morfol6gica del parasito de una forma ovoide a
ameboide, con la formacién de filopodios y pseudépodos, seguida de la sintesis de
las cinco adhesinas AP65, AP51, AP33, AP23 (Arroyo, y col., 1992) y AP120
(Moreno-Brito, y col. 2005). Ademas presenta dos cistein-proteinasas (CPs)
involucradas en la adhesion, CP30 (Mendoza-Lopez vy col. 2000) y CP62
(Hernandez y col., 2004). Ha sido sugerido que el reclutamiento de parasitos hacia
el sitio inicial de contacto esta mediado por sefiales transmembranales que
propician la union del parasito al sitio inicial de la infeccion.

T. vaginalis presenta al menos 23 diferentes CPs cuyos pesos moleculares
oscilan entre los 23 y 110kDa y con un punto Isoeléctrico (pl) que varia de 5.7 a 7
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(Neale y col., 1989) las cuales pueden estar involucradas en distintas propiedades
como la citotoxicidad, hemdlisis evasion de la respuesta inmune. Hasta el
momento se han descrito dos CPs involucradas en la citotoxicidad CP65 (Alvarez-
Sanchez y col. 2000) y CP39 (Hernandez-Gutiérrez y col., 2003, 2004).

La CP65 kDa es una proteinasa de superficie que participa en el dafio a las
VECs. Esta proteina es activa en un rango de pH de 4.5 a 7 y termoestable a una
temperatura de 36° a 43.5°C, cabe mencionar que estos rangos se presentan
durante la tricomonosis. La CP65 es capaz de degradar sustratos de la matriz
extracelular como colageno 1V, fribronectina, pero no laminina y hemoglobina
(Alvarez-Sanchez y col. 2000).

La CP39 kDa (CP39), degrada colageno |, Ill, IV y V, fibronectina,
hemoglobina, e inmunoglobulina Ay G. CP39 es una proteina de superficie que es
activa en un rango de 4° - 50°C y en un pH de 3.6 a 7, sugiriendo una gran
estabilidad a lo largo de la infeccidn. Lo que sugiere que esta proteinasa pudiera
estar participando en la adquisicion de nutrientes (Hernandez-Gutiérrez, y col.,
2004); ademas presenta diferentes niveles de actividad durante el proceso de la
infeccion (Hernandez-Gutiérrez, y col., 2003).

Otra propiedad que presenta T. vaginalis es la fagocitosis, los tipos
celulares que es capaz de fagocitar se encuentran comunmente en el
microambiente de la vagina, ingiere facilmente bacterias como lactobacilli
Doderlein’s, células del epitelio vaginal, leucocitos y eritrocitos. Estas células son
degradadas en vacuolas fagociticas gracias a la actividad de fosfatasa activa en
los fagolisosomas y el aparato de Golgi. La cinética de la fagocitosis esta mediada
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por la expresion de receptores de superficie del parasito; el mecanismo de
fagocitosis se inicia por la extension de los pseuddpodos hacia la célula blanco e
involucra directamente la extensién de la membrana (Rendén-Maldonado y col.,
1998).

T. vaginalis presenta otras propiedades de virulencia, como la induccion de
apoptosis con la unién a neutréfilos de humano y VECs través de un incremento
en la actividad de la caspasa-3 (Kang y col., 2006), y la hemolisis se encuentra
dada principalmente por la participacion de CPs denominadas porinas (Dailey y
col. 1990), las cuales se insertan en la bicapa lipidica de las células del hospedero
formando canales transmembranales de un diametro de 1.14 y 1.34nm,
conduciendo a la muerte por lisis osmética (Fiori y col., 1999), esta propiedad es
usada principalmente para la obtencion de nutrientes, a partir de los eritrocitos
como fuente de hierro (Min y col., 1998).

T. vaginalis es capaz de degradar inmunoglobulinas (Igs) IgA, 1gG e IgM;
esta propiedad es utilizada como un mecanismo de evasion de la respuesta
inmune del huésped, se ha encontrado que en esta propiedad se encuentran
involucradas una CP de 60 kDa , especificamente participa, en la degradacion de
IgA de manera tiempo-dosis dependiente (Provenzano y col., 1995).

Otra manera de evadir la respuesta inmune es mediante la activacion de la
ruta del complemento, esta ruta es responsable de la lisis del parasito mediada por
CD3 y CD8. Para que ocurra la lisis se necesita la union de CD3 a la membrana
del parasito, de esta manera se activa la ruta del complemento clasica o
alternativa (Gillin y col., 1981).
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1.4.4 Metabolismo de Trichomonas vaginalis

T. vaginalis es un parasito obligado debido a que depende de su hospedero
para su sobrevivencia. T. vaginalis carece de muchas vias metabdlicas de novo,
como la de las purinas, siendo incapaz de sintetizar el anillo de purina (Heyworth y
col. 1982) y pirimidinas por lo que es totalmente dependiente de pirimidinas
exdgenas (Heyworth y col. 1984), las cuales los obtiene directamente del
hospedero.

T. vaginalis es incapaz de biosintetizar acidos grasos y colesterol, los
lipidos complejos (fosfolipidos, triglicéridos, esteres) los obtiene del medio,
mediante mecanismos como: difusion simple o facilitada, endocitosis de unién no
especifica y mediada por receptores, dichos movimientos estdn dados por los
lipidos individuales o en complejos. Esta incorporacion no altera la estructura de
los é&cidos grasos provistos del medio los cuales son usados para acetilar
fosfoglicéridos y esfingolipidos pero no triglicéridos y colesterol. (Beach y col,
1990).

T. vaginalis carece de una gran variedad de mecanismos enzimaticos
necesarios para la sintesis de novo de fosfogliceridos complejos y dependen de
fuentes ambientales para proveerse de ellos, aparentemente mediados por
reacciones de intercambio (Beach y col, 1991). También T. vaginalis carece de
metabolismo de poliaminas.
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1.5. Generalidades de las poliaminas

Las poliaminas son aminas alifaticas de bajo peso molecular que se
encuentran en todos los seres vivos. Las mas estudiadas son la putrescina,
espermidina y espermina, esta Ultima sintetizada Unicamente por organismos
eucariontes (Ochoa y col., 2001)

Las poliaminas son componentes esenciales de la célula que regulan
actividades a nivel de replicacion, activacion de proteinas, estabilidad de la
membrana e intercambio i6nico. También participan en procesos como
crecimiento celular y proliferacion, por lo que estas moléculas son esenciales para
el crecimiento y desarrollo del organismo debido a su participacion en procesos
fisiologicos importantes (Yarlet y col 2010).

En plantas las poliaminas estan implicadas en un mecanismos de
respuestas al estrés incluyendo deficiencia de nutrientes, salinidad, pH, estrés de
temperatura, hipoxia. Su papel principal es la regulacién de los genes en rutas de
sefalizacion de respuesta al estrés (Pang y col, 2007). En bacterias las poliaminas
regulan procesos de ciertas enzimas de procesamiento del RNA como la RNAsa P
(Panagiotidis y col, 1992).

La interrupcion de la biosintesis o reduccion de captacion de poliaminas
exodgenas a través del sistema de transporte de poliaminas ofrece blancos para el
tratamiento de enfermedades hiperproliferativas, sobre todo el cancer (Yatin
2002).
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1.6. Poliaminas en T. vaginalis

T. vaginalis no sintetiza poliaminas de novo, es por ello que necesita de su
hospedero para obtener estas moléculas. EI metabolismo de poliaminas de T.
vaginalis es diferente con respecto de otros eucariontes. Este parasito lo realiza
mediante un sistema antiporte putrescina/espermina, en el cual se excretan dos
moléculas de putrescina para introducir una molécula de espermina. En T.
vaginalis la putrescina es sintetizada por la enzima ornitina descarboxilasa (ODC)
mediante la via de la arginina-hidrolasa, mientras que la espermina es procesada
dentro de los hidrogenosomas y convertida a espermina via espermidina N*
acetiltransferasa (SSAT) acoplado a la via de la poliamina oxidasa (Yarlett y col.,

2000) (Fig. 4).
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Fig. 4 Metabolismo de poliaminas en T. vaginalis
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El metabolismo de poliaminas se encuentra ligado a la capacidad de
adherencia de T. vaginalis a las VECs, la ausencia de poliaminas aumenta la
adherencia del parasito a las células VECs; cuando se agrega putrescina exdgena
disminuye la adhesion a la célula blanco. Estos datos sugieren que el metabolismo
de poliaminas, asi como la secrecion de putrescina interfieren en el
reconocimiento y union del parésito a las VECs (Garcia y col., 2005).

Por otra parte, las poliaminas regulan la expresién del gen tvcp65 debido a
gue en ausencia de poliaminas los niveles de expresion de tvcp65 disminuyen, al
igual que la actividad proteolitica y la cantidad de CP65 (Alvarez-Sanchez y col.,
2008).

Existe una proteina dependiente de poliaminas llamada factor de inicio de la
traduccion 5A (TvelF-5A). En T. vaginalis esta proteina se encuentra regulada de
manera positiva por las poliaminas ya que la expresion del gen tveif-5a y la
cantidad de la proteina disminuyen en ausencia de poliaminas, los cuales son
recuperados cuando se adiciona putrescina exdgena al medio (Carvajal-Gamez vy

col., 2011 (en revision)).

1.7.Generalidades de elF-5A.

La proteina elF-5A es altamente conservada y es la Unica que posee el
aminoacido llamado hipusina, el cual es esencial para que elF-5A lleve a cabo su
funcion en la proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia de la célula. Esta
proteina sufre una modificacién post-traduccional llamada hipusinacion, y de esta
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manera se activa. Esta reaccion requiere de dos pasos enziméticos para formar la
proteina activa; en el primer paso, la enzima Deoxihipusina sintetasa (DHS)
transfiere un carbono 4-amino-butil de la espermidina a un residuo de lisina
especifico de elF-5A. Posteriormente es hidrolizado por la enzima Deoxihipusina
hidroxilasa (DOHH) (Park y col., 2000).

No se conoce una funcion especifica de esta proteina; sin embargo, se han
descrito mecanismos en los cuales esta proteina puede estar participando.
Mediante inmunofluorescencia indirecta se demostré que elF-5A es una proteina
de transporte nucleoplasmético de RNAs (Rosorius y col., 1999). El dominio C-
terminal de elF5A participa de muchas maneras en el ensamble del complejo de
inicio de la traduccion uniéndose a elF-4E, favoreciendo la interaccion con el
complejo NIP1 de elF3 promoviendo la unién del ribosoma al RNAm (Asano y col,
2001).

Por otra parte, se ha propuesto que elF-5A madura participa en un mecanismo
post-transcripcional en RNAmM que presentan secuencias denominadas
“secuencias de respuesta a elF-5A” (EREs) (AAAUGU o UAACCA) las cuales
forman una estructura de tallo y burbuja, identificada en el 3'UTR del RNAm de
COX-2. (Parker y col., 2002).

En T. vaginalis se han descrito dos genes altamente conservados tveif-5al
y tveif-5a2, ambos codifican para una proteina idéntica de 19 kDa (168 aa).
Mediante Western blot (WB) utlizando anticuerpos anti-TvelF-5A, se
inmunodetectaron dos manchas con puntos isoeléctricos (pl) y pesos moleculares
(PM) diferentes, 5.2 - 5.5 y 19 - 20 kDa, respectivamente. Estos patrones
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diferenciales tanto en pl y PM sugieren la presencia de una proteina precursora y
una activa (Carvajal-Gamez y col., 2010). Para confirmar la presencia de dicha
proteina se realizo la identificacion de la proteina TvelF-5A por espectrometria de
masas. Sin embargo a la altura de 20 kDa se identific6 otra proteina de T.
vaginalis unida a TvelF-5A que por un analisis in silico, podria funcionar como
posible inhibidor de un factor de inicio de la traduccion, perteneciente a una familia
de proteinas muy conservada conocida como YERO057c/YjgF o PSP (perchloric
acid-soluble protein). Por lo que hemos propuesto como un posible inhibidor

natural de TvelF-5A.

1.8. Antecedentes Directos

1.8.1. Proteinas de la familia YER057c/YJGF o L-PSP

Hasta el momento, la familia de las proteinas Yjgf/YERO57c no ha sido
relacionada con una funcibn determinada; sin embargo las proteinas
pertenecientes a esta familia se encuentran muy conservadas. Es por ello, que se
considera que pudieran estar participando en procesos celulares basicos (Oka y
col., 1999).

Han sido descritos 25 genes pertenecientes a 23 especies incluidas
archeobacterias, procariontes y eucariontes, estos genes codifican proteinas
pequefias de alrededor de 130 aminoacidos (Sinha y col.1999). Los mecanismos
en los cuales estas proteinas pudiesen estar participando han sido estudiados
previamente, una de las funciones descritas fue su participacién en la inhibicion de

la sintesis de proteinas, esta proteina denominada L-PSP, fue encontrada en
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higado y pulméon de rata, a pesar de que presenta un dominio de
endorribonucleasa la funcion como RNasa no pudo ser probada pero se observo
que la presencia de esta proteina favorecia la disgregacion de los poliribosomas
inhibiendo asi la traduccion (Oka y col.,, 1995), en humano se identificO una
proteina L-PSP, demostrando que presenta actividad de endorribonucleasa,
cortando enlaces fosfodiester del RNAmM de cadena sencilla (Morishita y col.,
1999).

En Drosophila se encontrd una proteina denominada DUK114 perteneciente
a la familia Yjgf/'YERO57c la cual es ort6loga a un activador de calpainas, donde se
demostré que la proteina DUK114 presenta una actividad de chaperona (Farkas y
col. 2004).

Dos miembros de la familia Yjgf/YERO57c estan presentes en
Saccharomyces cerevisiae estas tienen una masa moléculas de 14 kDa,
presentando un 60% de identidad entre ellas, localizadas en el cromosoma Xy V,
llamadas Mmflp y Hmflp, estas proteinas se localizan en diferentes
compartimentos subcelulares mitocondriales y citoplasmaticos respectivamente,

ambas participan en el mantenimiento del DNA mitocondrial.

En bacterias miembros de la familia Yjgf/'YERO57c llamado YjgF se
encuentra involucrado en la biosintesis de isoleucina esto fue descrito en
Salmonella entérica, en donde se demostré que la presencia de la proteina YjgF,
beneficia a la célula proporcionando proteccion a productos toxicos (Schmitz y
col., 2003).

Las estructuras cristalizadas reportadas para proteinas de la familia
YERO57cyYjgF indican que estas proteinas son homotriméricas y cada subunidad
tiene una estructura de barril rodeada por dos hélices alfa y 6 hojas 3, en un

rearreglo BRRapaBB, donde B4 y B5 son paralelas y las demas antiparalelas y las
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dos hélices antagonizan con las hojas B (Sinha y col., 1999, Miyakawa y col.,

2006) (Fig. 5).

Fig 5. La estructura cristal YabJ, de Bacillus subtilis, de lado derecho se observa el rearreglo de una

subunidad; del lado izquierdo la estructura cuaternaria de esta proteina (Sinha y col.,1999).

Todo lo anterior ha demostrado que las proteinas de la familia Yjgf/YERO57c
participan en procesos importantes para la sobrevivencia de los organismo
previamente descritos. Es interesante mencionar que hasta el momento no se ha
descrito una proteina perteneciente a esta familia en ningun parasito. Nosotros
proponemos que IhTvelF-5A puede pertenecer ala familia Yjgf/YERO057c, lo cual
resulta en un primer reporte de este tipo de proteinas en parasitos, al mismo
tiempo proponemos que IhTvelF-5A pudiese estar participando en algun
mecanismo de estabilidad de los RNAmM, un mecanismo mediado por poliaminas a

través de la proteina TvelF-5A.
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I1l. JUSTIFICACION.

Las poliaminas regulan a TvelF-5A a nivel del transcrito, expresion y la

cantidad de proteina. Dada la importancia de TvelF-5A como un posible regulador

de la estabilidad de mRNA en T. vaginalis resulta importante caracterizar algunas

otras moléculas que pudieran estar regulando a TvelF-5A, como es el posible

inhibidor natural IhTvelF-5A.

IV. HIPOTESIS.

La proteina IhTvelF-5A interacciona con TvelF-5A de T. vaginalis,
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V. OBJETIVOS

GENERAL

e |dentificar y caracterizar a un posible inhibidor de TvelF-5A de T. vaginalis.

PARTICULARES

1. Realizar un andlisis in silico de IhTvelF-5A.

2. Obtener a la proteina recombinante de IhTvelF-5A.

3. Determinar la expresion del transcrito de Ihtveif-5a en presencia y

ausencia de poliaminas.

4. Estudiar la posible interaccion de IhTvelF-5A con TvelF-5A.

32



VI. METODOLOGIA-
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VIl MATERIALES Y METODOS.

Anédlisis in silico de InTvelF-5A.

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas se realiz6 una busqueda
de los péptidos identificados con espectrometria de masas (ESI/ MS/ MS); los
cuales se analizaron con el programa MASCOT que identifico una proteina de T.
vaginalis.

Posteriormente, la secuencia obtenida se analiz6 en la base de datos

TrichDB (http://trichdb.org/trichdb/), donde fueron obtenidas las caracteristicas

generales de la proteina asi como la secuencia de nucleoétidos.
Con la secuencia de aminoacidos se realizO6 un PSI-BLAST

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/psiblast/) con pardmetros estandar y secuencias

no redundantes obteniendo un amplio grupo de organismos como parasitos,
mamiferos, peces, plantas, bacterias, anfibios. Con estas secuencias se realiz6 un
alineamiento multiple con el programa CLUSTAL-W

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?) y se realiz6 un analisis filogenético con

el programa MEGA 4.0 construido utilizando el método neirghbor-joining (NJ), con
1000 réplicas.
Por otra parte, para la secuencia de aminoacidos se analizo en la base de

datos ProDom (http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home.php) con el fin de

obtener los dominios de la proteina y Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) para

clasificarla dentro de alguna familia. La estructura secundaria y terciaria se predijo
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utilizando el programa Phryre Server (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/), la

estructura terciaria se modelo utilizando el programa PyMOL.

Disefio de iniciadores para la amplificacion del gen Ihtveif-5a.

Para el disefio de los iniciadores se tomo6 la secuencia de nucle6tidos del

gen Ihtveif-5a con la cual se obtuvo el mapa de restriccion del gen, mediante el

programa NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/); se eligieron los sitios de

restriccion para las enzimas BamHI y Xhol sentido y antisentido, respectivamente.
La temperatura media y el analisis de formacién de dimeros fue analizada con
el programa integated DNA technologies

(http://www.idtdna.com/Home/Home.aspx).

Extraccion de ADN de T. vaginalis

El aislado CNCD 147 de T.vaginalis usado en todos los experimentos fue
cultivado por dos semanas en medio TYM (Tripticasa extracto de levadura-
maltosa) con 10% de suero de caballo inactivado por calor (30 min/ 56°C) crecido
durante 24 h/ 37°C (cultivo de dos semanas de pases).

Los parasitos (20 x 10° se centrifugaron a 1800 rpm/ 5 min/ 4°C,
posteriormente se agregd amortiguador de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, SDS
0.2%, NaCl 100 mM, EDTA mM) y fenol, se agitd por inversion y se centrifugaron
13,000 rpm/ 5 min/ 4°C, la fase acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo de 1.5 ml,
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inmediatamente después se adicion6 fenol, se mezcldé suavemente, se centrifugo
13,000 rpm/ 5 min/ 4°C, y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 ml,
se agreg6 fenol-cloroformo, se centrifugé 13,000 rpm/ 5 min/ 4°C, la fase acuosa
se transfiri6 a un tubo de 1.5 y se precipito con etanol (2.5 volumen) y acetato de
sodio 3M (0.1 del volumen), se incubd a -20°C por 2 hrs, una vez transcurrido el
tiempo se centrifugé a 13,000 rpm / 15 min/ 4°C; posteriormente se decantd el
sobrenadante y se lavé la pastilla con etanol frio al 70%, se centrifugd a 13,000
rpm/ 15 min/ 4°C, se decantd el sobrenadante y dej6é secar la pastilla la cual se
resuspendi6 en agua libre de nucleasas, por Uultimo se cuantificé por
espectrofotometria a 260 nm y se corrié en un gel de agarosa al 1% tefido con

Bromuro de etidio para observar su integridad.

Extraccion de RNA total de T. vaginalis.

Los parasitos (20x10°) se centrifugaron a 1800 rpm /15 min /4°C y se
agregd 1 ml de TRIzol frio, se mezcldé por inversibn e incubd a temperatura
ambiente (TA) durante 10 min, posteriormente 30 min a 4°C, después se agrego
200 pl de cloroformo y se mezclo6 fuertemente a TA, se centrifug6 a 10,000 rpm/ 15
min/4°C se recupero la fase acuosa a la cual se le afiadio isopropanol, se mezclo
e incubé a TA, para posteriormente centrifugar a 10,000 rpm/ 15 min/ 4°C, se
decanté el sobrenadante y se lavo la pastilla dos veces con etanol al 75% en agua
DEPC. En cada lavado se centrifugaron a 10,000 rpm/ 15 min/ 4°C, una vez
finalizados los lavados, se decant6 el sobrenadante y se dejo secar la pastilla a
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TA, la cual se resuspendi6 en agua DEPC. La cuantificacion se realizd6 por
espectrofotometria 260 nm y se corrié en un gel de agarosa al 1% con TBE 1X

tefildo con Bromuro de etidio para observar la integridad del RNA.

Sintesis de cDNA

Al RNA (1 ug), se le adicion6 1ul de oligo dT y agua DEPC cbp 12 pl, se incubé a
15 min/ 70°C y posteriormente se incubd en hielo durante 5 min, una vez
transcurrido el tiempo se agregd dNTPs (2 pl), DTT (2 pl) y amortiguador 5x (4 pl),
la mezcla se incub6 2 min/ 42°C, se coloc6 rapidamente en hielo y se agregé
retrotranscriptasa reversa (Superscrip Il, Invitrogen), e incubé 50 min/ 42°C y
posteriormente 10 min/ 70°C. La cuantificacion se realizd por espectrofotometria a

260 nm.

Amplificacién por PCR de Ihtveif-5a de T. vaginalis.

Para la amplificaciéon del gen Ihtveif-5a se disefiaron los iniciadores sentido y
antisentido; a cada iniciador se le adicion6 en los extremos 5’y 3’los sitios de corte
para BamHI y Xhol, respectivamente. Las secuencias de los iniciadores son las
siguientes:

5" CCCGGATCCATGTCTAAAGTCATCAGCST .

BamHI

5" CCCTCGAGTTACTTGTAAGCGATGGC 3'.

Xhol
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Para realizar la reaccién de PCR se utiliz6 10 pmol de los iniciadores sentido y
antisentido, 0.2 puM dNTP, 1.5 uM MgCl,, cDNA, Taqg polimerasa (Invitrogen), y
agua inyectable, para obtener un tamafio de amplicon de 391 pb.

Se utilizé el siguiente programa:

94°C 1 min 1 ciclo
94°C 1 min

55°C 30 seg 25 ciclos
72°C 30 seg

72°C 7 min 1 ciclo

Las reacciones de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido

con Bromuro de etidio.

Amplificacién del gen B-tubulina.

Este gen se utiliz6 como control de carga en el ensayo de expresion del
Ihtveif-5a, en las condiciones de ausencia y presencia de poliaminas. Para su
amplificacion se utilizaron los siguientes iniciadores:

BTUBY (5"-CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT-3")
BTUB2 (5" -GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT-3") (Ledn-Sicarios y col., 2004).

Para llevar a cabo la reaccion de PCR se utilizaron 10 pmol de los
iniciadores sentido y antisentido, dNTP [0.2 uM], MgCl, [1.5 uM], cDNA, Taq

polimerasa, y agua inyectable, para obtener un amplicon de 112 pb.
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Se utilizé el siguiente programa:

94°C 2 min 1 ciclo
94°C 1 min

48°C 1 min 25 ciclos
72°C 30 seg

72°C 7 min 1 ciclo

Las reacciones de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido

con Bromuro de etidio.

Preparacién de células competentes

Células E. coli DH5a se resembraron en medio LB por 16 h/ 37°C/ ON (Toda la
noche). Al dia siguiente se resembro en 100 ml de medio LB y crecieron a 37°C/
200 rpm se midi6 la densidad o6ptica (O.D.) a 600 nm hasta alcanzar 0.5 a 0.7, se
incubaron en hielo por 5 min, transcurrido el tiempo se centrifugé a 3000 rpm/ 10
min/ 4°C, se deseché el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en /5 de
volumen de amortiguador TFB | frio (100 mM RbCI2, MnCl; 50 mM, KC;H3 O, 30
mM, CaCl, 10 mM, glicerol 15%) y se incub6 en hielo por 15 min, e
inmediatamente después se centrifugé a 3000 rpm/ 10 min/ 4°C, se desecho el
sobrenadante y se resuspendié en */»5 volumen de amortiguador TFB Il (MOPS
10mM, RbCl, 10mM, CaCl, 75mM, glicerol 15%) e incubd en hielo 15 min,

posteriormente se hicieron alicuotas de 50 ul y se guardaron a -80°C.
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Clonacién en pCR®2.1-TOPQ® (Invitrogen).

Para la clonacion de lhtvei-5a en el vector de mantenimiento pCR®2.1-TOPO®
se realiz6 una RT-PCR utilizando los iniciadores especificos de Ihtveif-5a. Del
producto de PCR fresco se tomaron 4 pl, 1 pl del vector, 0.5 pl de H,O y 1 pl de
amortiguador de sales, la mezcla se incubd 5 min / TA, posteriormente células
DH5a se transformaron por choque térmico (42°C / 30s), e inmediatamente se
incubaron 3 min en hielo, después se agregaron 250 pl de medio LB y se
incubaron en agitacion a 200 rpm / 1 h/ 37°C, se sembraron en cajas con medio
LB-ampicilina (100 mg/ ml), utilizando un control con el que se realizé la
transformacién en DH5a utilizando solo el vector pCR®2.1-TOPO® sin el producto

de PCR. El andlisis de las clonas se realiz6 una PCR de colonia.

Extraccion de DNA plasmidico.

Para realizar la extraccion de DNA plasmidico (DNAp) se utilizo el kit “High
Pure Plasmid Isolation” (ROCHE) de acuerdo al protocolo recomendado. Las
clonas candidatas se crecieron en 5 ml de medio LB-ampicilina las cuales se
incubaron a 200 rpm/ 37°C/ ON y se centrifugaron a 14,000 rpm/ 5 min/ 4°C se
decanté el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 250 ul de la solucion de
resuspension, posteriormente se agregé 250 pl del amortiguador de lisis, se
mezcld por inmersion (4-6 veces) e incubd 5 min a TA, y transcurrido el tiempo se
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le agregd 350 ul del amortiguador de union frio, se mezclé por inmersion (4-6
veces) e incubo por 5 min en hielo, se centrifugd a 14,000 rpm/ 10 min/ 4°C, y el
sobrenadante se transfirié a la columna y se centrifugd a 14,000 rpm/ 1 min/ 4°C,
posteriormente se agregd 500 pl del amortiguador de lavado | y se centrifugd a
14,000 rpm/ 1 min/ 4°C, se agreg6 700 pl del amortiguador de lavado Il y se
centrifugd a 14,000 rpm/ 1 min/ 4°C. Adicionalmente se centrifug6 a 14,000 rpm/ 1
min/ 4°C; posteriormente, se agregd 100 pl de amortiguador de elucion, se paso la
columna a un tubo de 1.5 ml y se centrifug6 a 14,000 rpm/ 1 min/ 4°C; finalmente
se cuantificé por espectrofotometria y se corrié en un gel de agarosa al 1% tefiido

con Bromuro de etidio para observar la integridad del DNA.

Subclonacion en el vector de expresion pGEX6-P-1 (GE Life Sciences)

La clona con el vector pGEX6-P-1 (GE Life Sciences), se sembré en 50 ml de
medio LB-ampicilina e incubd a 200 rpm/ 37°C/ ON, el cultivo se centrifug6é a 8000
rpm/ 10 min/ 4°C. EI DNAp se purificd con el kit comercial QI Afiter Midi, la pastilla
se resuspendi6 en 4 ml de amortiguador P1 (con RNAsa A [100 pg/ml]),
posteriormente se mezcld con el vortex hasta resuspender y se adicioné 4 ml de
amortiguador P2, se mezclo por inversion de 4-6 veces, e incubo 5 min/ TA. Esta
mezcla se transfirid a una columna (sin embolo), se dej6 reposar 10 min. Durante
esos 10 min se preparo la columna QIAFilter con 5 ml del amortiguador QI,
después del tiempo de reposo se introdujo el embolo en la columna y la mezcla se
paso a otra columna QIAFilter, se eluydo el DNA con el amortiguador QF,
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posteriormente se precipitdé con isopropanol y se centrifugd a 13,000 rpm/ 30 min
14°C; se decanto el sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol al 70% dos veces
centrifugando en cada lavado a 13,000 rpm/ 10min, el sobrenadante se decanté y
se dejo secar la pastilla para ser resuspendida en agua inyectable. EI DNA se
cuantificd por espectrofotometria, la muestra se corrié en un gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio para observar su integridad. El mismo proceso
descrito anteriormente se siguié para la obtencién del DNAp de la clona C25

(PCR®2.1-TOPO®- Ihtveif-5A).

Linealizacion del vector pGEX6-P-1y restriccion del inserto

Para linealizar el vector pGEX6-P-1 se realiz6 una doble restriccion con las
enzimas BamHI (Invitrogen) y Xhol (Invitrogen), incubando por 3 h/ 37°C, se
analizo la restriccion en un gel de agarosa al 1% tefiido con red gel. Para evitar la
religacion del vector se adiciono 0.5 pl de fosfatasa alcalina (PSA New England
Bio-Labs) y se incubd 30 min/ 37°C, la reaccion se corrié en un gel de agarosa al
1% tefiido con red gel. El vector digerido se purificd siguiendo el protocolo del kit
QIAEXIl, la banda se corto y se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 ml
posteriormente se peso y adiciono el amortiguador QXI en proporcion al peso de la
banda cortada, se adiciond 10 pl de la resina y la mezcla se incub6 a 55°C/ 10
min, se centrifugo a 13,000 rpm/ 1 min, el sobrenadante se decanto y se adicion6
500 pl del amortiguador QXI, la pastilla se resuspendio y centrifugé 13,000 rpm/ 1
min, el sobrenadante se decantd y se adicionaron 500 ul del amortiguador PE, la
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pastilla se resuspendio y se centrifugé 13,000 rpm/ 1 min, el sobrenadante se
desecho y la pastilla se dejo secar a TA (max. 15 min). Finalmente la pastilla se
resuspendio en 20 pl de agua inyectable y se incubd a 60°C/ 5 min, se centrifugé a
13,000 rpm/ 1 min y el sobrenadante se paso a un tubo nuevo, este paso se repitid
2 veces. El mismo procedimiento se siguié para la restriccion del inserto a partir de

la clona C25 (pCR®2.1-TOPO®-Ihtveif-5a).

Reaccién de Ligacion

Para la reaccion de ligacion se utilizd una reaccion 1:4 (Plasmido-inserto) con
T4 ligasa, amortiguador de la T4 ligasa y agua inyectable. La reaccion de ligacion
se llevo a cabo con DNAp- inserto- ligasa T4- Amortiguador ligasa T4, como
control de la reaccién de ligacion se utiliz6 DNAp- ligasa T4- Amortiguador ligasa
T4 y DNAp- Amortiguador ligasa T4.

Las reacciones se incubaron a 16°C/ ON, el producto de la ligacion se utilizo
para transformar células competentes STBL-2 (E. coli), se incubd en hielo 5 min
posteriormente se dié un choque térmico 42°C/ 30 seg, inmediatamente se
pasaron en hielo e incubaron 5 min, se le adicion6 200 pl de medio LB, se
incubaron en agitacion a 37°C/ 200rpm/ 1.5 h, y se plaquearon en una caja con
LB-ampicilina (50 pg/ml) e incubaron a 30°C/ ON.

Las clonas obtenidas se analizaron por doble restriccion usando las enzimas

BamHI y Xhol, las clonas que liberaron el inserto en el tamafio esperado de 391
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pb fueron secuenciados. La clona seleccionada fue STBL2-1 la cual se transformo

en las células de expresion BL21-D3 a la cual denominamos BL21-1.

Expresiéon de la proteina recombinante

Para inducir la expresion de la proteina recombinante IhTvelF-5A-GST
(IhTvelF-5Ar) se utilizd6 el método reportado por Oka, 1995, el cual consiste en
crecer la clona BL21-1 en LB-ampicilina a 200 rpm/ 30°C /ON y posteriormente se
resembr6 en medio LB-ampicilina (50 pg/ ml) y se crecié a 200 rpm/ 30°C hasta
alcanzar una O.D. de 0.7-0.8. La proteina se indujo con 1 pg/ml isopropil-beta-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) a 200 rpm/ 37°C/ 4 h una vez transcurrido ese tiempo
se centrifugaron a 8,000 rpm/ 10 min/ 4°C se decanté el sobrenadante y se
adicion6 amortiguador de carga 1x para SDS-PAGE. La expresion de la proteina
recombinante se analiz6 por electroforesis en geles SDS-PAGE al 12%, tefiidos

con azul de Coomassie.

Solubilidad de la proteina recombinante

Para el analisis de solubilidad, la pastilla del cultivo BL21-1 inducido se
resuspendio en PBS pH 7.0, y posteriormente se agrego lisozima (SIGMA) (100
pHg/ml) y se incubé 30 min/ TA, se sobnico en frio con sonicador de punta
(Ultrasonic processor) por 3 min/ pulsos de 20s con una amplitud del 80%, la
muestra se centrifugo 13,000rpm/ 10 min y se analiz6 el sobrenadante y la pastilla
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por separado, adicionandoles amortiguador de carga 1x. Las muestras se hirvieron
por 5 min y después se analizaron en geles SDS-PAGE al 12% tefidos con azul

de Coomassie.

Western Blot de la proteina recombinante

La proteina recombinante se corrié en un gel de acrilamida al 12% el cual
se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa, utilizando el amortiguador de
transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 40 mM, SDS 0.05%, metanol 20%) la
transferencia se realizé a 20V/ 20 min, la membrana se tifio con rojo de Ponceau y
se destifio con PBS pH 7.0 y después se bloque6 con PBS pH 7.0- Tween 20 al
0.1% con 5% de leche a 4°C/ ON. Al dia siguiente se lavé con PBS pH 7.0y se
incubd con el anticuerpo primario de cabra anti-GST (Santa Cruz) en una dilucion
1:200, se dejo a 4°C/ ON , posteriormente se lavo 5 veces con PBS pH 7.0-Tween
20 al 0.1% y se incubd 2 h con el anticuerpo secundario de ratén anti-cabra
acoplado a enzima peroxidasa de rabano (HRP) en una dilucién 1:3000 (ZYMED,
Invitrogen), se le di6 5 lavados de 5 min y 5 lavados de 10 min con PBS pH 7.0-
Tween-20 al 0.1%, se reveld6 por quimioluminiscencia utilizando placas

autoradiograficas (KODAK) y por método colorimétrico (Carbazol).
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Purificacion de la proteina

La proteina se purifico utilizando una columna de afinidad a GST (GE Life
Sciences), primero se lavo la columna con 20 volimenes de agua filtrada,
posteriormente se equilibré con 20 volumenes de PBS pH 7.0, se paso la fraccién
soluble del extracto bacteriano inducido (al menos 2 veces), posteriormente se
lavé la columna con 30 volumenes de PBS pH 7.0 y 5 eluciones con el
amortiguador de glutation reducido (10 mM). De cada lavado asi como de las
eluciones se tomo una muestra la cual se analiz6 en geles SDS-PAGE al 12%,
tefiidos con azul de Coomassie. Un gel duplicado se transfiri6 a un membrana de
nitrocelulosa, la cual se bloqueo con PBS pH 7.0- Tween 20 al 0.1% con 5% de
leche /4°C/ ON, y se continud con el proceso de incubaciéon para Western blot

descrito para la proteina recombinante.

Corte con trombina de la etiqueta de GST de la proteina IhTvelF-5Ar.

Para cortar la etigueta de GST a la proteina IhTvelF-5Ar se obtuvo la
proteina purificada, se realizo una dialisis con una membrana de dialisis (Spectra.
Diametro 29.0 mm). Previamente la membrana se hirvio en amortiguador de
Carbonatos (EDTA, Bicarbonato de sodio) durante 10 min, posteriormente la
muestra se introdujo en la membrana, y se dializé con el amortiguador de dialisis
(Tris base 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM), a 4°C/ ON. La dialisis
se realizo por 2 dias/ 4°C haciendo recambio de amortiguador tres veces al dia,
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posteriormente se agrego la enzima de corte PPS, trombina (Protease Plus) en
una concentracion de 20 ul / ml a 4°C/ ON el sobrenadante fue recuperado y se

analizé en geles SDS-PAGE al 15% y se tifio con azul de Coomassie.

Obtencidon de Anticuerpos

Para la obtencion de anticuerpos contra la proteina IhTvelF-5Ar se
inmunizaron ratones con genotipo Balcl. La proteina sin la etiqueta de GST (50
ug) fue usada para las inmunizaciones por via intraperitonal e intravenosa con el
adyuvante de Titer Max Gold, en una relacion 1:1, se realizaron dos
inmnnizaciones con un intervalo de 20 dias.

Los sangrados se realizaron cada semana y se analizaron en membranas de

nitrocelulosa con la proteina recombinante y extractos de T. vaginalis.

Western blot utilizando los anticuerpos de IhTvelF-5A.

Para preparar los extractos totales se usaron 20 x 10° parasitos los cuales
se centrifugaron a 1800 rpm/ 5 min/ 4°C, la pastilla se lavd 3 veces con PBS pH
7.0, posteriormente se le agrego 900 pl de PBS y 100 ul de Acido Tricloroacético
al 100% (TCA), se incubo a 4°C/ ON, al dia siguiente se centrifugaron a 1800 rpm/
5 min/ 4°C y se decant6 el sobrenadante, la pastilla se lavo 5 veces con PBS pH
7.0 (todo el tiempo secan cuidadosamente las paredes del tubo) y agregaron 400l
de amortiguador de carga 1x, se hirvieron 3 min, y se pusieron rapidamente en
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hielo, después se centrifugaron a 1800/ 5 min/ 4°C. Las proteinas se corrieron en
dos geles SDS-PAGE al 15%, uno de ellos teflido con azul de comassie y el otro
se transfirid a una membrana de nitrocelulosa para realizar el Western blot, de la
manera previamente descrita para la proteina recombinante. El anticuerpo
primario se utilizé en una dilucion 1:100 y 1:500, y el anticuerpo secundario cabra
anti-ratobn 1:3000, como control se utilizd el suero pre-inmune utilizando las
mismas diluciones, el revelado se realiz6 por método colorimétrico 4-chloro-1-

naphthol.

Extractos citoplasméticos de T. vaginalis.

Para realizar los ensayos de pull down, se extrajeron extractos
citoplasmaticos los cuales se obtuvieron a partir de un cultivo de 50 x 10° parasitos
se centrifugaron a 1800 rpm/5 min/4°C, posteriormente se agregd 1 ml de PBS-1x
y se resuspendieron, posteriormente se centrifugaron a 1800 rpm/ 5 min/ 4°C, se
lavaron dos veces agregando 40 ml de PBS-1x pH 7.0, centrifugando en cada
lavado a 1800 rpm/ 5 min/ 4°C, se decant6 el sobrenadante y se resuspendio la
pastilla en 1 ml PBS-1x pH 7.0, se pas6 a un tubo eppendorf de 1.5 nuevo y se
centrifugd a 1800 rpm/ 5 min/ 4°C. A cada tubo se le agregd los volumenes
correspondientes de inhibidores: leupeptin a una concentracion final de 1.6 mM y
TLCK 7.5 mM y amortiguador BB5x (Hepes 1 M, MgCl, 1 M, DTT 10 mM, KCL 3 M
y Glicerol 20%) se agitaron con vortex 20 seg y se centrifugd 13,000 rpm/ 5min/
4°C, los sobrenadantes se alicuotaron en tubos nuevos y se guardaron a -70°C.
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Ensayo de “Pull Down”

A partir de un cultivo de 50 ml de bacterias que expresan las proteinas
recombinantes IhTvelF-5Ar y TvelF-5Ar inducidas se lisaron y centrifugaron, el
sobrenadante se incub6 con 500 pl de resina de glutatiobn-sefarosa durante 4 h a
4°C, las cuentas se lavaron 12 veces con 4 ml de amortiguador de didlisis,
posteriormente se agregd la proteina TvelF-5A, asi como extractos totales de T.
vaginalis, se incub6 4°C/ ON. Al dia siguiente la resina se lavdé 7 veces,
posteriormente se agrego amortiguador de elucion con glutatiéon reducido () los
productos de la elucion, se analizaron en geles PAGE al 7% tefiido con azul de
Coomassie. Como control se realiz6é el mismo procedimiento pero se utilizé solo la

proteina GST.

Ensayos de transcripcion in vitro

Para realizar la transcripcion in vitro se utilizaron los nucleotidos ATP,
CTP, GTP, UTP (biotina), amortiguador 10X (kit Ambion) y productos de PCR
respectivos (DNA), se mezclaron y agrego, enzima T7 Mix, una vez mezclado se
incubo durante 4h/ 37°C, transcurrido el tiempo se agregd DNAsa y se incubo a 20
min/ 37°C, posteriormente se agrego acetato de sodio, H,O inyectable, y etanol se
mezclé por inversion y se dejo precipitando a -70 °C/ ON. Al dia siguiente se

centrifugd 13,000 rpm/ 30 min/ 4°C y el sobrenadante se desecho y la pastilla se
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resuspendid en agua DEPC. El producto final de la transcripcion in vitro se analizé

en un gel de agarosa al 3% tefido con red gel.

Ensayos de retardo (EMSA)

Las proteinas recombinantes IhTvelF-5A y TvelF-5A se incubaron 10 min/
TA 'y se agrego0 2.25 pl del producto de la transcripcion in vitro, se incubo6 a 4°C/ 25
min y se adicion6 heparina a cada muestra para incubarla 10 min TA, se
agregaron 2 pl de “loading” amortiguador del kit Ambion, se corrieron en geles de
agarosa al 1.2% (TBE 0.5x), corrid a 100 V durante 1 h en TBE 1X. Los geles se
tiieron a 4°C con Syber Green sin agitacion ON. Como controles se utilizé la

interaccion sin el inhibidor y la interaccion con una proteina no relacionada.
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VIIl. RESULTADOS

Analisis bioinformatico

Con la secuencia de los péptidos identificados por ESI/ MS/MS, se realizd un

BLAST en la base de datos TrichDB (http://trichdb.org/trichdb/) donde se encontré

la secuencia de amino&cidos de tres proteinas hipotéticas las cuales presentan
una posible funciébn de inhibidores de la traduccién. Después se obtuvo la
secuencia de nucleétidos de cada una de ella y se buscé su ubicacion dentro del
genoma de T. vaginalis. Los tres genes se encontraron en marcos de lectura
abierta localizados en loci diferentes.

En el locus TVAG_035410 se localiza un gen con un tamafio de 375 pb, este
gen presenta un 100% de identidad con la secuencia obtenida en el analisis por
ESI MS/MS (Tabla 2), se encuentra flaqueado rio arriba del codon de inicio, por un
gen que codifica para una proteina hipotética, y rio abajo del codén de paro por un
gen que codifica para una proteina con repetidos Anquirina (Fig. 6). Este gen
codifica para una proteina de 127 aminoacidos (aa) su peso molecular (PM)
tedrico es de 13.41 kDa y un punto Isoeléctrico (pl) tedrico de 6.4(Tabla 1)

En el locus TVAG_193660 se localiza un gen al cual denominamos “Ih2Tvelf-
5A”, se encuentra un marco de lectura abierta con un tamafo de 378 pb., esta
secuencia presenta un 77% de identidad con la secuencia identificada por ESI
MS/MS (Tabla 2) y su transcripcion es en antisentido ya que se encuentra en la
hebra complementaria (Fig. 6). Este gen se encuentra flanqueado rio arriba del

coddén de paro por la secuencia de un gen que codifican para una proteina de
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union al ADN y rio abajo del coddn de inicio por un gen que codifica para una
proteina hipotética a la cual no se la ha descrito una funcion. Este gen codifica
para una proteina de 128 aa, con un PM tedrico de 13.48 kDa, y un pl tedrico de
4.8 (Tabla 1).

Finalmente, en el locus TVAG_197820 se localiza un gen al cual denominamos
“Ih3TvelF-5A” se encuentra un marco de lectura abierta con un tamafio de 375 pb
presenta un 54% de identidad con respecto a la secuencia obtenida por ESI
MS/MS (Tabla 2). Este gen se encuentra flanqueado rio arriba del codon de inicio
y rio abajo del cod6n de paro por genes que codifican para proteinas hipotética a
las cuales no se les han descrito una funcion (Fig. 6). Este gen codifica para una
proteina de 127 aa, con un PM de 13.42 kDa y un pl de 5.8 teoricos (Tabla 1).

Con base al porcentaje de identidad que presentan las secuencias se siguiere
que el gen que codifica para la proteina identificada por ESI MS/MS es el que se
localiza en el locus TVAG_035410, al cual denominamos como lhtveif-5a vy

presenta una funcion como posible inhibidor.
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Fig. 6. Mapas genomicos de los genes encontrados en T. vaginalis
A) Mapa del gen Ihtveif-5a mostrando su orientacion en el genoma B) Mapa del

gen “In2Tvelf-5A” C) Mapa del gen “Ih3TvelF-5A"
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Tabla 1. Caracteristicas de los aenes encontrados en |htvelF-5A en T. vaainalis.

Nombre GenelD Conting Nucleétidos Aminoacidos  Peso PI
(pb) Molecular

(kDa)

IhTvelF-5A TVAG_035410 DS113183 13.41 6.4
2 TVAG_193660 DS113509 13.48 4.8
3 TVAG_197820 DS5113406 13.42 5.8
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Tabla 2. Porcentaje de identidad de los posibles inhibidores de T. vaginalis vs la
secuencia identificada por ESI MS/MS

ESIMS/MS

IhTvelF-5A
2
3
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Con la secuencia de nucleétidos de los tres marcos de lectura abierta que
codifican para proteinas con posible funcién de inhibidores, se realiz6 un
alineamiento con Clustal W donde se muestra que existen al menos 32 cambios
de codon de los cuales 8 codifican para el mismo aminoacido, 8 codifican para
aminoécidos completamente diferentes, el resto de los cambios de los
aminoacidos se comparte en al menos dos de las tres proteinas (Fig. 7).

Después se realizo la traduccién de nucleétidos hacia aminoacidos con las
secuencias de los tres posibles inhibidores (Fig. 8A); se realiz6 un alineamiento
multiple encontrando que la proteina IhTvelF-5A presenta 13 aminoacidos
diferentes (Fig. 8B). Cabe mencionar que la proteina identificada por ESI/EM/EM
presentd una cobertura del 67% con una lectura de 8 péptidos que corresponden a
la secuencia de IhTvelF-5A.

También se analizé la secuencia de aminoacidos con el programa Pfam

(http://pfam.sanger.ac.uk/) para clasificar dentro de alguna familia a la proteina,

IhTvelF-5A la cual se encontré agrupada dentro de la familia YERO57c/YjgF/ o L-
PSP donde la secuencia de reconocimiento abarca del aminoacido 3 al 120 (Fig.
9A). De igual forma, para tener una idea més clara de su funcién y determinar los
posibles dominios que pudiese presentar la proteina se analizdé con la base de

datos ProDom (http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home.php), obteniendo

como resultado la presencia de un dominio de endoribonucleasa que abarca del
aminoacido 7 al 124 (Fig. 9B), este dominio ya ha sido descrito en otras proteinas

de esta familia (Oka y col., 1999, Schmiedekdecht y col., 1996).
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Para determinar la estructura secundaria y terciaria hipotética de la proteina
InTvelF-5A, se realiz6 un analisis utilizando el programa Phryre Server

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/), la estructura secundaria mostro seis hojas 3

plegadas y tres hélices a y la presencia de 6 “loops” a lo largo de la secuencia. En
cuanto a la estructura terciaria se comparé con la proteina de pyrococcus con la
cual presenta 47% de identidad con un “score” de 3.13, perteneciente a la familia

YERO57c/YjgF. Posteriormente se modelé utilizando el programa PyMOL (Fig. 10).

Por otra parte para conocer el origen evolutivo de la proteina IhTvel-F-5A,
se disefié un arbol filogenético. Para ello se realizé un BLAST con la secuencia de
con diversos organismos de la base de datos PSI-BLAST

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/psiblast/), comparandolo con  parasitos

(Entamoeba dispar, E. histolityca ), mamiferos (Rattus norvegicus, Mus musculus,
Homo sapiens, Bos Taurus, Capra hircus), peces (Anaplopoma fimbria, Ictalurus
puntatus ), plantas (Oryza sativa subsp. Lyrate, Arabidopsis thailiana, Arabidopsis
lyrata subsp Lyrata), bacterias (Aeromonas salmonicida, Anaerostipes caccae),
anfibios (Xenopus leavis, Xenopus tropicalis). Con estas secuencias se realizd un
alineamiento multiple, utilizando el programa CLUSTAL-W

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (Fig.11). El arbol filogenético mostré

qgue IhTvel-F-5A se agrup6 con E. dispar, E. histolytica. También se encontré que
el origen evolutivo de estos tres genes es producto de dos duplicaciones que se

dieron a lo largo del tiempo (Fig. 12).
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Fig. 7. Alineamiento de secuencia de nucleétidos. Alineamiento de los tres
marcos de lectura abiertos localizados en el genoma de T. vaginalis gen 2
(DS113509), InTvelF-5A (DS113183) y gen 3 (DS113406), utilizando el programa
Clustal W. Los cuadros negros representan los nucleotidos conservados. La

proteina IhTvelF-5A se encuentra enmarcada en rojo.
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Fig. 8 Alineamiento de aminoacidos. A) Alineamiento de aminoacidos de las tres
posibles proteinas inhibidoras. En los recuadros negros se muestran los
aminodcidos idénticos. La proteina IhTvelF-5A se encuentra enmarcada en rojo.

B) Secuencia de aminoacidos de IhTvelF-5A, en naranja se muestran los péptidos
identificados por espectrometria de masas, en azul los aminoacidos especificos de
IhTvelF-5A y marcados con asterisco (*) los aminoacidos exclusivos de IhTvelF-
5A y que se encuentran en los péptidos identificados por espectrometria de

masas.
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Fig. 9 Analisis de IhTvelF-5A. A) Esquema representativo del dominio de la
familia a la que pertenece IhTvelF-5A. En la parte inferior se presenta la secuencia
de aminoacidos que representa a la familia L-PSP marcados con color rojo B)
Esquema representativo del dominio de endoribonucleasa que presenta IhTvelF-
5A. En la parte inferior con color naranja se presentan los aminoacidos que abarca

el dominio.
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Fig.10 Prediccion de la estructura terciaria hipotética de la proteina IhTvelF-
5A A) Prediccion de la estructura terciaria de la proteina IhTvelF-5A. B) Estructura
del cristal de Pyrococcus YERO57c/YjgF/ la cual presenta un 47% de identidad con
la proteina IhTvelF-5A. En el recuadro se representa una de las subunidades de la
proteina de Pyrococcus la cual presenta una estructura cuaternaria. C)
Alineamiento de una de las subunidades de Pyrococcus en azul y la proteina

IhTvelF-5A en verde.
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Fig. 11 Alineamiento multiple de IhTvelF-5A de T. vaginalis.

Alineamiento de aminoacidos con el programa CLUSTAL W, con los siguientes
organismos: Entamoeba dispar, Entamoeba histoyitica, Rattus norvegicus, Mus
musculus, Homo sapiens, Bos Taurus, Capra hircus, Anaplopoma fimbria,
Ictalurus puntatus, Oryza sativa subsp. Lyrate, Arabidopsis thailiana, Arabidopsis
lyrata subsp Lyrata, Aeromonas salmonicida, Anaerostipes caccae, Xenopus
leavis, Xenopus tropicali. En los recuadros negros se muestran los aminoacidos

idénticos. La proteina IhTvelF-5A se encuentra enmarcada en rojo.
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Fig. 12 Relaciones filogenéticas de proteina ortdlogas de IhTvelF-5A. El arbol
filogenético se realiz6 con el programa Mega 4.0, tomando los siguientes
organismos: Entamoeba dispar, Entamoeba histoyitica, Rattus norvegicus, Mus
musculus, Homo sapiens, Bos Taurus, Capra hircus, Anaplopoma fimbria,
Ictalurus puntatus, Oryza sativa subsp. Lyrate, Arabidopsis thailiana, Arabidopsis
lyrata subsp Lyrata, Aeromonas salmonicida, Anaerostipes caccae, Xenopus

leavis, Xenopus tropicali. La proteina IhTvelF-5A se encuentra enmarcada en rojo.
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Expresion del gen lhtveif-5a en T. vaginalis en presencia y ausencia de
poliaminas.

Para determinar el efecto de las poliaminas en la expresién de Ihtveif-5a, se
realizé una RT-PCR de parasitos crecidos en presencia y ausencia de poliaminas
utilizando un inhibidor de la biosintesis de poliaminas 1,4-Diamino-2-butanona
dihidroclorido (DAB). Como control se utilizé el amplicon de 112 pb del gen de la
B-tubulina en las diferentes condiciones de presencia y ausencia de poliaminas.

El andlisis de expresidon mostré6 que el gen de Ihtveif-5a, no disminuye
cuando la sintesis de poliaminas es inhibida, la expresion del gen Ihtveif-5a no
presenta diferencias significativas cuando se compara con las condicion normal o
basal. De manera interesante los parasitos crecidos en un medio con putrescina
exdgena mostraron que la expresion de Ihtveif-5a disminuy6é ~60% con respecto a
los parasitos crecidos en DAB. En los parasitos crecidos en medio normal vy
transferidos a un medio con putrescina exégena mostré el mismo efecto de
disminucién en el transcrito de lhtveif-5a (Fig. 13). Estos resultados sugieren que
IhTvelF-5a es regulado negativamente por poliaminas.

Las diferentes condiciones de poliaminas no afectaron la expresion del gen
B-tubulina. Por lo tanto se considera que el efecto negativo de la biosintesis de

poliaminas en la expresion de lhtveif-5a es especifico.
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Fig. 13. Expresion del gen Ihtveif-5a en presencia y ausencia de poliaminas.
A) Gel de agarosa al 1.5% muestra la expresion del gen Ihtveif-5a de parésitos.
carril 1 crecidos en medio normal (N); carril 2, medio con DAB (D); carril 3,
crecidos en DAB y transferidos a un medio con putrescina exdgena (D-P); carril 4,
crecidos en DAB transferidos a un medio normal (D-N); carril 5, crecidos en medio
normal transferidos a medio con putrescina exdgena (N-P). B) Control de carga,
gen B-tubulina en las diferentes condiciones N, D, D-P, D-N, N-P.

C) RT-PCR (-). D) Densitometria de la expresion de Ihtveif-5a.
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Clonacion del gen Ihtveif-5a de T. vaginalis.

Mediante PCR a partir de DNA, se obtuvo el amplicon de Ihtveif-5a con un
tamafio esperado de 391 pb (Fig.14A), también se amplificé a partir de cDNA (Fig.
14B) estos productos fueron analizados en geles de agarosa al 1.5%. El producto
de PCR amplificado a partir de cDNA se cloné en el vector pCR®2.1-TOPO®
(Invitrogen). Las clonas candidatas se obtuvieron por PCR de colonia obteniendo
un total de 25 clonas positivas para este gen (Fig. 15).

El DNAp de la clona C25 se secuencié para verificar la integridad en la
secuencia del gen lhtveif-5a. En el alineamiento de la secuencia de la clona 25
con el gen Ihtveif-5a obtenida de TrichoDB (Fig. 16) se observa que la secuencia
de la clona C25 no presenta cambios en la secuencia de nucleétidos. Esta clona
se crecié en medio LB-ampicilina y se purificé el DNA plasmidico y posteriormente
se restringié con las enzimas BamHI y Xhol, se observé la liberacion del inserto de
391 pb en un gel de agarosa al 1.5%. El inserto se purificé directamente del gel y
se cuantifico para realizar la subclonacion en el vector de expresiéon pGEX-6-P1.
Este vector tiene un tamafo de 4900 pb, contiene una etiqueta de GST y un
promotor inducible con IPTG, asi como un gen de resistencia a ampicilina y un
sitio de restriccion para las enzimas BamHI y Xhol.

El vector pGEX-6-P1 previamente linealizado se utiliz6 para la reaccién de
ligacion del inserto Ihtvelf-5a en una relacion 1:4 (plasmido:inserto) y se
transformo en células STBL2 donde se obtuvieron cuatro clonas, de las cuales se
extrajo el DNAp, posteriormente se realizd6 una doble restriccion con las enzimas
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BamHI y Xhol. La restriccion se analizé en un gel de agarosa al 1.5%, y comparo
con el vector linealizado, el resultado mostré que solo dos clonas liberaron un
inserto del tamafo esperado de 391 pb (Fig. 17).

Para determinar que el gen se encontraba en marco de lectura abierta las dos
clonas positivas fueron secuenciadas. El analisis de la secuencia no mostré
cambio en ninguno de los nucleétidos de las dos clonas (STBL2-1, STBL2-2), por
lo que estaban en marco de lectura abierta fusionados a la etiqueta de GST.

El DNA plasmidico de la clona STBL-1 se selecciond para su transformacion
en las células de expresion BL21 a la cual denominamos BL21-1. Para realizar la
expresion de la proteina recombinante se utilizé6 el método reportado por Oka, y
col., 1995 (descrito en materiales y métodos). El producto de la induccion se corrié
en un gel SDS-PAGE al 12% por duplicado un gel tefiido con azul de Coomassie
observandose la sobreexpresion de una proteina de 39 kDa, correspondiente a la
proteina IhTvelf-5A (13 kDa) fusionada al GST (26kDa) (Fig. 18A). El segundo gel
se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para realizar un WB utilizando
anticuerpos anti-GST (Santa Cruz) revelado por Carbazol (Fig. 18B). El resultado
mostré la inmunodeteccion de banda en el peso de 39 kDa, perteneciente a la
proteina recombinante lhtvelf-5A-GST y una de 26 kDa que corresponde a la
etiqueta de GST.

Posteriormente, se analizo la solubilidad de la proteina IhTvelF-5A. El extracto
bacteriano inducido se fracciono utilizando lisozima (1 mg/ml) y se sonico la
pastilla, se centrifugd y se separo la fraccion soluble (sobrenadante) y la fraccion
insoluble (pastilla), se verificO en un gel SDS-PAGE al 13%. La proteina
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recombinante se encontré en la fraccion soluble (Fig. 19). La purificacién de la
proteina a partir de la fraccion soluble se realizé utilizando una columna de
afinidad a GST; obteniéndose una proteina recombinante de 39 kDa
correspondiente a IhTvelF-5A-GST (Fig. 20).

Una vez obtenida IhTvelF-5Ar, se cortd la etiqueta de GST, para realizar la
inmunizacion en ratones Balc/1 se realizaron dos inmunizaciones en un intervalo
de 20 dias, se inmunodetecto a la proteina IhTvelF-5A en extractos de T.
vaginalis, asi como en la proteina recombinante, en una dilucién de 1:500 por

método colorimétrico con 4-chloro-1-naphthol (Fig. 21).
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Fig. 14. Amplificacion del gen Ihtveif-5a. Geles de agarosa al 1.5% A)
Amplificacion Ihtveif-5a a partir de DNA; carril 1, Marcador DNA 100 pb; carril 2,
Amplicon de 391 pb tamafo esperado para lhtveif-5a. B) Amplificacion Ihtveif-5a a
partir cDNA; carril 1, Marcador DNA 100 pb; carril 2, Amplicon de 391 pb tamafio

esperado para Ihtveif-5a; carril 3,) Control negativo de RT-PCR.
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Fig. 15. PCR de Colonia. Gel de agarosa al 1.5%; carril 1, Marcador DNA
100 pb; carriles 2-6, Amplicon de Ihtveif-5a usando los iniciadores especificos del
gen, amplicon del gen de 391 pb en las clonas positivas; carril 7, Control vector

pCR®2.1-TOPO® vacio.
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Fig. 16. Alineamiento de la secuencia de la clona candidata C25 y la
secuencia del gen Ihtveif-5a de T. vaginalis. Con asterisco (*) se muestran los

aminoacidos idénticos.
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Fig.17 Anélisis por restriccion de las clonas candidatas. DNA plasmidico de
las clonas candidatas de pGEX6-P-1-Ihtveif-5a en células STBL2 digeridas con las
enzimas BamHI y Xhol. Los productos liberados se corrieron en un gel de agarosa
al 1.5% tefnido con bromuro de etidio; carril, 1 Marcador DNA 1 kb; carriles 2-3
Clonas que liberaron inserto de 391 pb (la cabeza de flecha indica los tamafos de
los insertos); carril 4-5, clonas candidatas que no liberaron inserto; carril 6, vector

linealizado (control).
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Fig.18. Expresion de la proteina IhTvelF-5A en el vector pGEX-6P-1.

A) Analisis de extractos bacterianos de la clona BL21-1 (pGEX-6P-1-Ihtveif-5a)
inducida con IPTG. Gel SDS-PAGE al 13%; carril 1, marcador kDa; carril 2, vector
pPpGEX6-P-1 vacio sin inducir; carril 3, vector pGEX-6P-1 vacio inducido; carril 4,
BL21-1 (pGEX6-P-1-Ihtveif-5a) sin inducir; carril 5, BL21-1 (pGEX-6P-1-lhtveif-5a)
4h de induccion.

B) Analisis por Western blot con anticuerpo anti-GST de un duplicado del gel de la
parte A carril 1 marcador kDa; carril 2, vector pGEX-6P-1 vacio sin inducir; carril 3,
vector pGEX-6P-1 vacio inducido; carril 4, BL21-1 sin inducir; carril 5, BL21-1 4h

de induccion.
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Fig.19. Andlisis de la solubilidad de la proteina recombinante IhTvelF-5A. Gel
SDS-PAGE al 13%; carril 1, Marcador kDa, carril 2, vector vacio sin inducir
fraccion insoluble; carril 3, vector vacio sin inducir fraccion soluble; carril 4, vector
vacio inducido con IPTG fraccion insoluble; carril 5, vector vacio inducido con
IPTG fraccion soluble; carril 6, BL21-1 sin inducir fraccion insoluble; carril 7, BL21-
1 sin inducir fraccion soluble; carril 8, BL21-1 inducido con IPTG fraccion
insoluble; carril 9, BL21-1 inducido con IPTG fraccion soluble. La cabeza de flecha

indica los tamafios de las proteinas.
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Fig. 20 Purificacion de la proteina recombinante IhTvelF-5A. Andlisis de la
proteina recombinante en gel SDS-PAGE al 15%; carril 1, Marcador kDa; carril 2,
fraccibn no pegada a la columna; carril 3 primer lavado de la resina; carril 4,
elucién 1 de la proteina IhTvelF-5A, carril 5, elucion 2 de la proteina IhTvelF-5A.

La cabeza de flecha indica el peso en kDa de las proteinas.
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Fig. 21 Reconocimiento de la proteina IhTvelf-5A en T. vaginalis. A)
Ensayo de Western blot en membrana de nitrocelulosa extractos de T.
vaginalis incubados; carril 1, suero preinmune 1:100 (SPI); carril 2, suero
preinmune 1:1000 (SPI); carril 3, suero anti-lhTvelF-5A 1:100.

B) Ensayo de Western blot en membrana de nitrocelulosa con la proteina
recombinante IhTvelF-5A incubado con; carril 1, suero preinmune 1:100
(SPI); carril 2, suero preinmune 1:1000 (SPI); carril 3, suero anti-lhTvelF-5A

1:100, revelado por color con 4-cloro-1naphtol.

91



<€ 39kDa

92



Ensayo de interaccion de IhTvelF-5A y TvelF-5A.

Previamente el grupo de trabajo demostré que la proteina TvelF-5Ar madura
forma un complejo con una estructura tallo y burbuja que presenta una secuencia
tipo ERE localizada en el extremo 3’'UTR del RNAm de tvcp39 el codifica para la
proteina CP39 que participa en la citotoxicidad de T. vaginalis. Para analizar la
interaccion de la proteina IhTvelF-5Ar se realiz6 un ensayo de movilidad
electroforética (EMSA), para ello primero se interacciono a la proteina TvelF-5A
madura con IhTvelF-5Ar a diferentes concentraciones partiendo de una relacion 1
M hasta 20 M. El resultado de la interaccion se analizé en un gel de agarosa al
1.2% en donde se observo la formacion de tres complejos (I, Il, 1), el complejo I
correspondio a la interaccion de TvelF-5Ar madura y ERE de 3'UTR RNAm de
tvep39, el complejo | podria corresponder a la interaccion de IhTvelF-5Ar- TvelF-
5Ar madura y ERE de 3'UTR RNAm de tvcp39, el complejo Il a la interaccion de
IhTvelF-5Ar y ERE de 3'UTR RNAm de tvcp39 (Fig. 21).

Por otra parte para confirmar la interaccion entre IhTveif-5A y TvelF-5A se
realiz6 un ensayo de “Pull Down” en donde se fijaron las proteinas recombinantes
IhTveif-5Ar y TvelF-5Ar en una columna con afinada a GST, TvelF-5Ar e IhTvelF-
5Ar a una columna de afinidad a GST, utilizando como control a la proteina GST.

Se realizaron las siguientes interacciones: 1) IhTvelF-5Ar- TvelF-5Ar, 2)
IhTvelF-5Ar-Extractos citoplasmaticos de T. vaginalis, 3) TvelF-5Ar- IhTvelF-5Ar
(sin la etigueta de GST), 4) TvelF-5Ar-Extractos citoplasméticos de T. vaginalis, 5)
GST- TvelF-5Ar, 6) GST-Extractos citoplasmaticos de T. vaginalis.
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El resultado de la interaccion se corrié en un gel PAGE (no desnaturalizante), y
se tifio con plata. En la Fig. 22, se puede observar la formacion de al menos siete
complejos (1, II, 11, IV, V, VI, VII). De los cuales el complejo | fue observado en las
primeras cuatro interacciones, el complejo Il, Ill, IV, se encontrd en la interaccion
de TvelF-5A con extractos citoplasmaticos de T. vaginalis. La proteina GST no
formd ninguin complejo, mientras que los complejos V, VI, VII correspondieron a la
proteina IhTvelF-5A, TvelF-5A y a GST respectivamente. Por lo tanto se considera

gue existe una posible interaccion entre IhTveif-5A y TvelF-5A.
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Fig. 21 Ensayo EMSA. Se corrié en un gel de agarosa tefiido con Siber green;
carril 1, sonda 3'UTR del RNAm del gen tvcp3; carril 2, TvelF-5Ar precursora-
EREs del RNAm del 3’'UTR de tvcp39; carril 3, TvelF-5Ar madura- ERE del RNAm
del 3'UTR de tvcp39; carril 4, TvelF-5Ar madura - ERE del RNAm del 3'UTR de
tvep39- IhTvelF-5Ar 1 M; carril 5, TvelF-5Ar madura- ERE del RNAm del 3'UTR de
tvcp39- IhTvelF-5Ar 2.5 M; carril 6, TvelF-5Ar madura - ERE del RNAm del 3'UTR
de tvcp39- IhTvelF-5Ar 5 M; carril 7, TvelF-5Ar madura - ERE del RNAmM del
3'UTR de tvcp39- IhTvelF-5Ar 10M; carril 8, TvelF-5Ar madura - ERE del RNAmM
del 3’'UTR de tvcp39- IhTvelF-5Ar 20M; carril 9, TvelF-5Ar madura - ERE del
RNAm del 3’'UTR de tvcp39- IhTvelF-5Ar 1M- anticuerpo anti-TvelF-5A; carril 10,

Proteina no relacionada (GST)- ERE del RNAm del 3’"UTR de tvcp39.
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Fig. 22 Ensayo de Pull Down. Gel PAGE (no desnaturalizante) 7%; carril
1, IhTvelF-5Ar-TvelF-5Ar madura; carril 2, IhTvelF-5Ar- extractos de T.
vaginalis; carril 3, TvelF-5Ar- IhTvelF-5A; carril 4, TvelF-5Ar -extractos de T.
vaginalis; carril 5, GST-extractos de T. vaginalis; carril 6, GST-TvelF-5A

madura; carril 7, InTvelF-5Ar; carril 8, TvelF-5Ar; carril 9; GST.
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IX. Discusioén.

El andlisis in silico en la base de datos TrichDB mostré que el gen Ihtveif-5a se
ubica en el locus TVAG_035410. Sin embargo, se encontraron dos genes mas que
podrian estar codificando para una proteina del tipo LPS o YERO57c/YJGF, la
presencia de estos tres genes podria ser el resultado de una posibles duplicacion
qgue se di6 en el parasito. T. vaginalis presenta una gran cantidad de secuencias
repetidas en su genoma. La duplicacién génica se presenta en el 44% de los
genes Mycoplasma pneumoniae, Archaeglobus fulgidis 30%, Sacharomyses
cerevisiae 30%, Caenorhabditis elegans 46% (Zhang, 2003). Muchas de estas
duplicaciones, en ocasiones dan origen a pseudogenes, 0 a un gen con otra
funcibn o pueden presentar la misma funcion pero la proteina actia en
condiciones diferentes, por ejemplo: en monos colobinos se describié la
duplicaciéon de RNAsal en RNAsa A y RNAsaB. Esta duplicacion se llevé a cabo
cuando el mono colobino se separdé de otros monos. La RNAsal B presenta
cambios no sinGnimos y prevalecié por una seleccion positiva. Lo importante de
esta duplicacion es que estas enzimas son producto de una adaptacion al medio
ambiente, esto fue determinado ya que trabajan a un pH diferente y la RNAsa B
presenta una mayor eficiencia de degradacion del RNAm (Zhang, 2003). Esto
podria sugerir que T. vaginalis adquiri6 estas duplicaciones de genes para
adaptarse a diferentes condiciones ambientales

T. vaginalis no es el Unico organismo el cual presenta mas de un gen
perteneciente a esta familia ya que previamente en Saccharomyses cerevisiae se
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describio la expresion de dos proteinas homologas pertenecientes a la familia LPS
0 YERO57c/YJGF. Se ha sugerido que la funcién de estas dos proteinas esta
involucrada en el mantenimiento del DNA mitocondrial, sin embargo, la
localizacion celular no es la misma, ya que uno esta presente en la membrana
mitocondrial y otro en citoplasma (Oxelmark, 2000).

Por lo que podemos sugerir que las otras dos proteinas tipo IhTvelF-5A
presentes se expresen en alguna otra condicibn ambiental bajo la cual se
encuentre el parasito como son condiciones de alto o bajo hierro, poliaminas o
Zn?*, o de igual forma podrian presentar funcién diferente.

El alineamiento de las secuencias de nucleétidos de los tres marcos de lectura
abierta que codifican para un posible inhibidor, asi como de la secuencia de
aminoacidos, mostré que los genes y las proteinas de T. vaginalis se encuentran
altamente conservados entre ellos. En el alineamiento multiple se observa que
IhTvelF-5A conserva los aminoécidos de la secuencia consenso de la familia
Yjgf/YERO57c.

La prediccién de la estructura terciaria de la proteina IhTvelF-5A mostré que
es altamente ya que presenta una estructura en forma de barril, constituida por
cinco hojas B plegada y dos helices a. De manera interesante, la estructura de la
proteina IhTvelF-5A tiene mayor identidad con respecto a bacterias como
Pyrococuus, Bacillus subtilis que con mamiferos como el humano. Este resultado
no es de sorprender debido a que T. vaginalis tiene 152 posibles genes que han
sido adquiridos por transferencia horizontal de bacterias probablemente por su
capacidad de fagocitar a estos microorganismos (Carton y col., 2007).
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Con respecto a la regulacién que se presenta mediado por poliaminas se
conoce que estos cationes regulan actividades de muchas enzimas involucradas
en la degradacion de RNA (Zhang, 2003). Reportes previos muestran que las
proteinas de tipo endoribonucleasa se encuentran reguladas por poliaminas y se
propone que la presencia de estos cationes favorece la estabilidad del RNAm a
través de un complejo poliamina- polinucléotido, evitando la degradacién del
mismo (Kasperski y col., 1977).

Resulté interesante conocer que la expresion del gen lhtveif-5a se encontrd
regulado negativamente por las poliaminas. Esto fue observado cuando los
parasitos crecidos en presencia de putrescina exdgena presentaron una
disminucion del transcrito en un ~ 60%. Este resultado concuerda con la
disminucién en la expresion del RNAm del gen Ihtveif-5a en pardasitos crecidos en
medio normal y transferidos a putrescina exdégena. De manera interesante en
parasitos crecidos en un medio con DAB y transferidos a medio normal disminuye
la expresion de Ihtveif-5a. Esto podria deberse a que el medio normal presenta
trazas de poliaminas y podria estar afectando la expresion del gen. Este efecto no
se observa en los paréasitos crecidos 24 h en un medio normal, sugiriendo que
podria ser por el agotamiento de nutrientes en el medio.

Las poliaminas disminuyen la actividad de las enzimas como algunas
ribonucleasas y se propone que particularmente la espermidina, interviene en su
actividad y especificidad (kasperski y col, 1977). Esto resulta interesante ya que la

espermidina es el producto final de la biosintesis de poliaminas en T. vaginalis.
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Es conocido que la RNAsa A disminuye su actividad en presencia de
espermidina, de una manera dosis dependiente (Kasperski y col., 1977). Este
resultado sugiere que esta inhibicion podria estar dada a través de los cambios
inducidos por la espermidina en la carga y estructura sobre el RNAm (Skewis y
col.,, 2007). Adicionalmente es importante mencionar que no se han realizado
estudios de expresion génica de genes tipo ribonucleasas, sin embargo se ha
propuesto que la inhibicién en la funcion de las enzimas las hace mas susceptibles
a degradacion y por lo tanto afecta la presencia de la enzima funcional. Por lo ya
reportado de la disminucion en la actividad de proteinas de tipo ribonucleasas en
presencia de poliaminas, se podria ver reflejado en la expresién del transcrito.

En T. vaginalis se han descrito algunas moléculas que se encuentran
reguladas positivamente por poliaminas, como CP65, CP39 y TvelF-5A, esta
regulacion se da a nivel proteina, localizacion y transcrito, la inhibicion de estas
moléculas es restaurada mediante la adicibn de putrescina exdgena, lo que
sugieren que la sintesis de putrescina es importante para la expresion y actividad
de las mismas, estos resultados sugieren que podrian estar reguladas por un
mecanismo mediado por poliaminas (Alvarez-Sanchez y col., 2008).

De manera interesante los cambios en los niveles de expresion de tveif-5a
reportado previamente presentan una regulacion opuesta a lo que se observa para
Ihtveif-5a por lo que podria estar participando en algiin mecanismo de regulacion
de TvelF-5A, mediado por poliaminas, actuando como un inhibidor natural de

TvelF-5A.
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Los tres complejos encontrados que corresponden: el complejo Il, a la
interaccion de TvelF-5A madura con ERE del RNAm del 3'UTR de tvcp39. De
manera interesante, cuando se agregan cantidades equimolares de IhTvelF-5A al
complejo TvelF-5A- ERE del RNAm del 3’'UTR de tvcp39, se forman dos complejos
mas (I, 1ll) los cuales podrian corresponder a la interaccién IhTvelF-5A- ERE del
RNAmM del 3'UTR de tvcp39 (l), el cual se forma a partir de un exceso molar de
IhTvelF-5A, esto resulta interesante, se ha descrito que las enzimas de tipo
endoribonucleasas reconocen el loop de la estructura secundaria de los RNAmM
para iniciar la degradacién de los mismos (Tomecki y col., 2010). La interaccién
entre IhTvelF-5A- TvelF-5A madura- ERE del RNAm del 3'UTR de tvcp39, fue
confirmada cuando se realizo un ensayo de superretardo usando el anticuerpo
especifico anti-TvelF-5A, al disminuir la interaccion TvelF-5A- ERE del RNAm del
3'UTR de tvcp39 dicha interaccibn aumenta el complejo IhTvelF-5A- ERE del
RNAmM del 3"'UTR de tvcp39, lo que sugiere que puede deberse a que la interaccion
con el anticuerpo permite que IhTvelF-5A se encuentre libre y pueda reconocer la
secuencia ERE del RNAm del 3"UTR de tvcp39.

Los resultados de esta interaccion correlacionan con lo encontrado en el
ensayo de Pull Down, en el que se observa la formacion del complejo | que podria
corresponder a la interaccion IhTvelF-5Ar- TvelF-5A madura, de manera
interesante cuando TvelF-5Ar interacciona con los extractos citoplasmaticos de T.
vaginalis se observa la formacion de tres complejos mas (ll, lll, V), esto es algo
que se esperaba ya que en elF-5A de humano se ha descrito su interaccion con
otras proteinas como NIP1, asi como factores de inicio de la traduccién como elF-
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4F, elF-1 como parte del complejo de inicio de la traduccién (Asano y col., 2001);
sin embargo en T. vaginalis esta funcion no ha sido caracterizada, pero se ha
propuesto que su funcién esté relacionada con la estabilidad de los RNAm. Los
mecanismos post-transcripcionales que se presentan en el proceso del RNAm se
encuentra asociada a la union de otras proteinas. (Dreyfuss y col.,, 2002). De
manera interesante los complejos de TvelF-5A con otras proteinas de T. vaginalis
sugieren la posibilidad de la participacion de las mismas en un mecanismo de
estabilidad a través de las estructuras EREs y la presencia de poliaminas en el
medio.

Con estos resultados se propone que IhTvelF-5A se encuentra participando en
algin mecanismo de regulacion el cual se encuentra mediado por poliaminas,
debido a que la presencia de poliaminas inhibe la actividad y la expresién del
inhibidor IhTvelF-5A.

Es por ello que seria interesante determinar que otras proteinas a demas de
TvelF-5A podrian estar participando en el mecanismo de estabilidad de los RNAm,
mediados por poliaminas y por las estructuras tipo ERESs, asi como determinar el
papel que presente IhTvelF-5A en este mecanismo de regulaciébn post-

transcripcional.
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X. CONCLUSION

Las poliaminas regulan la expresion de Ihtveif-5a Esto puede sugerir que
IhTvelF-5A podria estar participando en un mecanismo de regulacion post-
transcripcional mediado por poliaminas a través de las estructuras tipo ERE
de los RNAm.

IhTvelF-5A interacciona con TvelF-5A, podria estar regulando la funcién de

TvelF-5A y su interaccion con otras proteinas.
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XIl. APENDICE

Gel de agarosa al 1.5%

Agarosa (Gibco BRL) 0.30 gr
TAE 1X 20 ml
Bromuro de Etidio 4ul (0.5 mg/ml)

Amortiguador 50X

Trizma base 242gr
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA 37.2 gr

Se afora a 1 litro de H,O y se ajusta el pH a 8.5

Extraccion de DNA gendmico

PBS 1X pH 7.0

NacCl 8gr
KCI 8or
Na,HPO,4 0.65gr
KH,PO,4 0.2gr

Se ajusta el pH a 7.0 y se afora a 1 litro de agua destilada.
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Amortiguador de lisis

SDS 0.2%

NacCl 100 mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA 10 mM

Etanol al 70%

Para 100 ml
Etanol al 100% 70 ml
H>O destilada 30 ml

Extraccion DNA plasmidico
Amortiguador P1
Tris base 3.03 gr
EDTA 1.860 gr

Sea justa el pH 8.0 se afora a 50 ml y esteriliza

Amortiguador de lisis P2
NaOH 200 mM
SDS 10%

Se prepara al momento de la extraccion
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Amortiguador de Neutralizacion P3
Acetato de potasio 29.45 gr
Se ajusta el pH 5.5 con acido acético glacial y disuelve en 50 ml se esteriliza por
autoclave y guarda a 4°C
Medio de cultivo
Medio Luria Broth
Luria Broth (LB) 20 gr

Se disuelve en 1000 ml y esteriliza por autoclave

Ampicilina (100 pg/ml)
Se pesan 0.1 gr y disuelve en 1ml de agua inyectable, se filtra 0.22 um, para

esterilizar se cubre de la luz y almacena a -20°C.

Placas LB- Ampicilina
Se pesa 1.5 gr de agar y disuelve en 100 ml se esteriliza por autoclave, a una
temperatura de ~45°C se adiciona Ampicilina (100 pg/ml) y se transfiere a cajas

petri en un ambiente estéril.
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Células competentes

Amortiguador TFB1

RbCl, 0.6046 gr
MnCl, 0.3270 gr
KC2H30:2 0.147 gr
CaCl, 0.055¢r
Glicerol 15%

Se ajusta el pH a 5.8 se afora a 50 ml, esteriliza por autoclave y guarda a 4°C

Amortiguador TFB Il

MOPS 0.1046 gr
RbCl, 0.0604 gr
CaCl, 0.4162 gr
Glicerol 15%

Se ajusta el pH a 6.8, se esteriliza por autoclave.

Extraccion de RNA total

Etanol al 75%

Para 100 ml

Etanol al 100% 75 ml
H,O- DEPC 30 ml
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Preparaciéon de 1,4-damino-2-butanona (DAB) 20 mM
DAB .35012 gr
Se disuelve en 2 ml de medio TYM frio y se filtra por 22 um, esta solucion se

agrega a 90 ml de medio TYM y guarda a 4°C/ ON.

Preparacion de putrescina 40 mM
Putrescina 0.4025 gr
Se disuelve en 2 ml de medio TYM frio y se esteriliza con filtro 0.22 um, se agrega

a 54 ml de medio TYM y almacena a 4°C/ ON

Geles SDS-PAGE

Acrilamida al 30%/ bisacrilamida al 0.8%

Acrilamida 29.2 gr

Bisacrilamida 0.8 gr

Se disuelve en 40 ml de agua destilada para disolver, una vez disuelto se afora a
100 ml, se filtra con papel filtro “Whatman” No.1 se almacena a 4°C protegido de la

luz.

4X Tris-Cl/ SDS pH 6.8

Tris base 6.055 gr

SDS 0.4 gr

Se disuelve en 60 ml de H,O destilada se ajusta el pH a 6.8 y se lleva a 100 ml.
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4X Tris-Cl/ SDS pH 8.8
Tris base 18.165 gr
SDS 0.4 gr

Se disuelve en 60 ml de H,O destilada se ajusta el pH a 8.8 y se lleva a 100 ml.

Persulfato de amonio al 10% (PSA)

Se pesa 10 mg (0.01gr) de PSA en un mililitro de agua destilada

Solucién colorante de proteinas

Metanol 500 ml

Acido acético glacial 100 ml
Agua destilada 400 ml
Azul de Coamassie 0.5gr

Disolver toda la noche, filtrar con papel filtro “Whatman” no. 1. Almacenar a

temperatura ambiente

Solucion decolorante de geles de poliagrilamida

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

Disolver y almacenar a temperatura ambiente.
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Geles PAGE (No desnaturalizantes)

4X Tris-Cl/ SDS pH 6.8
Tris base 6.055 gr

Se disuelve en 60 ml de H,O destilada se ajusta el pH a 6.8 y se lleva a 100 ml.

4X Tris-Cl/ SDS pH 8.8

Tris base 18.165 gr

Se disuelve en 60 ml de H,O destilada se ajusta el pH a 8.8 y se lleva a 100 ml.

Western bloth

Amortiguador de transferencia

Trizma-base 25 mM
Glicina 190 mM
Metanol 20 %

Disolver primero el Trizma y Glicina. Posteriomente se agrega metanol, se afora

con 1 litro de H,O destilada. Enfriar a 4°C hasta su uso.

Solucion reveladora HRP (por color Bio- Rad)

Solucién A:
HRP 7.5mg
Metanol frio 2.5ml
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Solucioén B:
TBS 1X pH 7.5 12.5 ml
H, O, 7.5 ml

Se preparan las soluciones por separado y se mezclan.

Dialisis

Amortiguador de carbonatos

EDTA 26 gr

Bicarbonato de sodio 8gr

Se disuelve en 500ml y guarda a 4°C

Amortiguados de dialisis

Tris base 50 mM
NacCl 150 mM
EDTA 1ImM
DTT 1ImM

Se ajusta el pH 7.5 y se afora a 1litro se guarda a 4°C
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