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Resumen

Trichomonas vaginalis es un parasito capaz de infectar y desarrollar tricomonosis
en el tracto urogenital humano, el establecimiento de la infeccién requiere la
participacion de factores de virulencia como adhesinas y proteinasas que
participan en la evasion de la respuesta inmune, adhesion, degradaciéon de
proteinas y dafo celular al microambiente del huésped El parasito es rico en
genes que codifican para proteinasas (440 genes), de los cuales 123 genes
corresponden a metaloproteinasas, hasta el momento se han identificado y
caracterizado tres metaloproteinasas. El estudio de metaloproteinasas de T.
vaginalis es de gran importancia para entender su participacion en el

establecimiento de la infeccién en el tracto urogenital masculino.

El proteoma de T. vaginalis en presencia de Zn?*, mostré la sobreexpresion de la
metaloproteinasa de 50 kDa nombrada TvMP50, la cual es inmunodectectada
diferencialmente por sueros de pacientes hombres con tricomonosis. El objetivo
del presente trabajo fue la caracterizacion de la metaloproteinasa TvMP50, se
sugiere que TvMP50 puede estar participando en el establecimiento de la
infeccion en el tracto urogenital del hombre. TYMP50 es un gen no caracterizado
en T. vaginalis, por lo que primero se realizé un analisis /n silico, y se determind la
relacion filogenética de TvMP50 con organismos como bacterias, algas, plantas,
otros parasitos y el humano, por medio de un alineamienio de las secuencias de
aminoacidos de TvMP50 con la secuencia de la xaa-pro dipeptidasa de H. sapiens
y la xaa-pro-aminopeptidasa de E. coli, se determind que el sitio catalitico esta
conformado por H244 D261 D272 H351 H355 H362 E384 E407, y con un analisis
y modelaje de la estructura secundaria y terciaria de TvMP50, se determiné el
plegamiento estructural “pite bread”, estos datos sugieren que la TvMP50
corresponde al clan MG, familia M24 subfamilia B dentro de la clasificacion de
MEROPS.



Por otra parte por medio de ensayos de RT-PCR tiempo final, se demostré que la
expresion del RNAm de mp50 fue expresado solamente en presencia de Zn? en el
aislado de mujer (CNCD147), sin embargo en el aislado de hombre HGMNO01 fue
expresado en ausencia y se sobreexpresa en presencia de 1.6 mM Zn?", esto fue
corroborado mediante densitometria mostrando una expresién diferencial del
transcrito de mp50 ambos aislados. Por otro lado para inmunodetectar y localizar
a TvMPS30 en T.vaginalis, se realiz6 la clonacion de mp50 en el vector pCR 2.1
TOPO y se expreso la proteina en el vector pQE-80L. TvMP50 se purificé por
medio de cromatografia de afinidad a niquel obteniéndose una metaloproteinasa
de 50kDa, la cual fue utilizada para la obtencion de anticuerpos, inoculando la
TvMP50r en ratones machos de la cepa Balb/c obteniendo el titulo de
inmunoreconocimiento en extractos totales de proteinas de 1:10000 revelado por
quimioluminiscencia. Posteriormente por inmunofluorescencia indirecta se
determiné la localizacion de TvMP50 en la superficie y en el citoplasma de
parasitos crecidos en ausencia de Zn?*, mientras que los parasitos crecidos len
presencia de 1.6 mM Zn?* |a proteina se sobre expreso tanto en citoplasma y en la
superficie.  Este trabajo demuestra que la presencia de Zn?" produce la

sobreexpresiéon de TvMP50.



1. Introduccion.

La tricomonosis es una infeccién humana producida por protozoos flagelados
pertenecientes al género Trichomonas, que se localizan en la cavidad bucal
Trichomonas tenax, (Dobel 1939), en el intestino Trichomonas hominis, (Leuckart
1879) y en el aparato urogenital Trichomonas vaginalis (Donné 1837). De estas

tres solo la ultima es patdgena y produce una infeccién.

La tricomonosis urogenital humana, es una de las infecciones de transmision
sexual (1.T.S.) no viral de mayor prevalencia en el mundo; con un total estimado de
180 millones de casos de mujeres afectadas cada afio (Cadena y cols., 2006).
Trichomonas vaginalis infecta el tracto urogenital vaginal, desarrollando la
infeccion entre 20-30 dias después del contacto con una persona infectada. En el
hombre la mayoria de los casos son asintomaticos, lo que significa que son casos
no diagnosticados, por lo que las estadisticas actuales subestiman el nimero de
casos, debido a que la tricomonosis no pertenece a un sistema de vigilancia
epidemiolégico, (SUIVE, Sistema Unico de Informacion y Vigilancia
Epidemioldgica, 2011). Sin embargo la prevalencia de contagio de tricomonosis

tiene origen en la falta de prevencion e informacion en la poblacién.

Por lo tanto, es importante evitar tener un comportamiento sexual de alto riesgo de
contagio, evitando los factores de riesgo como: multiples parejas sexuales, el
historial de otras infecciones de transmision sexual (1.T.S.), co-infecciones con
Gonorrea u otros microorganismos, el pH vaginal mayor a 4.5, falla en el uso del
condén (Petrin y cols., 1998 Schweble y Burgess, 2004). Por ello es de gran
importancia el estudio de T. vaginalis, enfocado en el entendimiento de su biologia
para encontrar blancos farmacéuticos que ayuden a mejorar el diagnéstico y con
ello dirigir de mejor manera el tratamiento optimando la calidad de vida de las

personas.



1.1 Manifestaciones clinicas.
1.1.1 Tricomonosis en la mujer.

La mujer se infecta al tener relaciones sexuales con una persona infectada, el
periodo de incubacion es de 4 a 28 dias para el establecimiento de la infeccién y
presentar signos y sintomas leves como: vulvitis que en ocasiones se confunde
con vulvitis bacteriana la cual no es tratada adecuadamente. Por lo tanto, se llega
a la fase aguda de la infeccién presentando descargas mucopurulentas vaginales
(verdes o amarillentas) con un olor fétido caracteristico a aminas, prurito descrito
como comezon en la vulva o uretra, irritacion, disuria e inflamaciéon y el
caracteristico cérvix de fresa (puntos hemorragicos localizados en el cérvix) (Petrin
y col., 1998; Schwebke y Burgess, 2004). Por otra parte, durante la fase crénica,
las pacientes presentan dolor en el bajo vientre y dispareunia. La tricomonosis
ocasiona consecuencias graves en las mujeres embarazadas con tricomonosis
como: partos prematuros, abortos, debido a la ruptura de las membranas
amnidticas por la participacion de cistein proteinasas (Laga y col., 1991 %
infertilidad, debido a que T. vaginalis es capaz de inmovilizar a los
espermatozoides (Schwebke, 2004; Benchimol y col., 2008); inflamacion cronica,
debido al dafio al tejido lo que propicia la activacién de la respuesta inmune lo que
atrae moleculas inflamatorias (Hardy y col., 1984). También se presenta
predisposicion a cancer cérvicouterino (Laga y col., 1991), demostrado en estudios
donde se observé que T. vaginalis ocasiona que las células cervicales sean
irregulares con un patrén nuclear que se asemeja a los observados en lesiones
pre y neoplasicas (Zhang y Bergg, 1994). Estudios de mujeres diagnosticadas con
cancer cervicouterino se determiné la presencia de anticuerpos séricos contra T.
vaginalis 'y se observo la reactividad positiva de las pacientes estableciendo el
aumento mas de tres veces en la prevalencia de anticuerpos anti-trichomonas en
los pacientes con cancer cérvicouterino comparado con mujeres control (Sayed el-
Ahl'y col., 2002). Ademas, T. vaginalis favorece la susceptibilidad al contagio por
VIH/SIDA, debido al aumento en concentraciones de particulas virales en mujeres
con VIH (Guenthner y col., 2005; Petriny col., 1998).



1.1.2 Tricomonosis en el hombre.

En México, del total de casos de tricomonosis reportados anualmente,
solamente el 2.6% de ellos corresponde a pacientes masculinos (SUIVE, 2011),
los cuales en su mayoria son asintomaticos. Se ha propuesto que puede deberse
a las altas concentraciones Zn?* que se encuentran presentes en el microambiente
de la prostata y que va de 4.5 — 7 mM de Zn?** que son tricomonicidas (Kriger y col.
1982). No obstante, los signos y sintomas que se pueden presentar en la fase
aguda son: uretritis profusa purulenta, disuria, descargas mucopurulentas, prurito y
sensacion de ardor después del contacto sexual (Krieger y col., 1993). En la fase
cronica, los sintomas son: prostatitis y balanopostitis; ocasionando consecuencias
como son infertilidad (Tuttle y col., 1977), dafio a la préstata, vesicula seminal,
vejiga y tracto urinario (Krieger y col., 1995); asi como predisposicion a cancer de
prostata. Debido a la presencia de anticuerpos anti-trichomonas en pacientes con
cancer de prostata. se determino la reactividad positiva contra T. vaginalis con un
30 % de los casos y 9% de los controles (Sutcliffe y col., 2006; Swygard y col,,
2003).

1.1.3 Epidemiologia

En México la tricomonosis se encuentra en primer lugar de incidencia con
respecto a otras enfermedades de transmision sexual (SUIVE, Sistema Unico de
Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica 2010, 2011), debido a que esta
infeccion no se encuentra bajo un sistema de vigilancia a nivel epidemioldgico, el
numero de casos reportados esta subestimado. La Figura 1 muestra la proporcion
de casos de tricomonosis reportados en mujeres y hombres (Barras verdes)
durante el 2010 por entidad federativa. Los estados de Veracruz, Puebla, Estado
de México y Chiapas presentan mayor incidencia de tricomonosis (SUIVE,
Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica, 2010) y Registro
Nominal de SIDA; 2010).



Actualmente hasta la semana 14 del 2011 se reportan 28,325 casos de mujeres y
683 casos de hombre con tricomonosis; de manera interesante al graficar los
datos del total de casos de mujeres y hombres del 2010 (Fig. 1, panel A. Barras
verdes) con datos de casos del 2011, se muestra una misma tendencia en la
prevalencia e incidencia del nimero de casos de tricomonosis de mujeres (Fig. 1.
Panel A. Barras rojas) y de hombres (Fig. 1 panel A y panel B. Barras azules) en
los estados mencionados previamente (SUIVE, Sistema Unico de Informacién

para la Vigilancia Epidemiologica 2011).



Figura 1. Grafica de incidencia de tricomonosis por entidad en la
Republica Mexicana 2010-2011. Los casos de mujeres y hombres presentes en
cada estado durante el 2010 (panel A Barras verdes). Numero de casos hasta la
semana 14 del afio 2011 de casos en mujeres (panel A Barras rojas) y casos en

hombres (Panel Ay B. Barras azules).
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1.2 Morfologia:

T. vaginalis es un parasito urogenital del género Trichomonas, que varia en
tamano y forma, presentando en promedio una longitud de 10 pm de largo por
7pm de diametro. La forma del protozoario tiende a ser uniforme, cambia de forma
de pera a forma oval, ademas de tener una forma ameboide cuando se une a las
celulas del epitelio vaginal (VECs) (Fig. 2). T. vaginalis posee cuatro flagelos
anteriores y el quinto adosado a la membrana ondulante, la cual es soportada por
la no contractil costa. La membrana ondulante y el quinto flagelo le otorga la
caracteristica de movilidad. Este parasito en condiciones desfavorables de
crecimiento, tiende a internalizar sus flagelos y llega a formar pseudoquistes
(Honiberg y col., 1990). T. vaginalis contienen una estructura rigida denominada
axostilo, que disecciona longitudinalmente al parasito, llegando a la parte posterior
final en forma de punta. El parasito presenta un citoesqueleto, el cual se encuentra
compuesto por fibras de tubulina, actina, centrina, formina, profilina siendo
proteinas importantes en la constitucion del citoesqueleto. Dineina y kinesinas son
las proteinas motoras mas importantes, son capaces de movilizarse a lo largo de
hebras de citoesqueleto las fimbrinas son proteinas de union a actina que
interviene en la formacion de reticulas de microfilamentos (Carlton y col., 2007).
Actualmente datos experimentales del grupo de trabajo demuestran la existencia
de al menos 2 fimbrinas con nimero de acceso (gi/123493533, gi/12397260)
(Vazquez-Carrillo y col., 2011). El nucleo se ubica en la parte anterior y se
encuentra cubierto por una envoltura porosa. También posee granulos
denominados hidrogenosomas que producen hidrogeno molecular el cual es
importante para la produccion de energia y para el metabolismo del parasito
(Mdller y col., 1990; 1998).



Figura 2. Morfologia de Trichomonas. vaginalis. Panel A) Forma ovoide o de
pera encontrada en secreciones prostaticas u orina. Panel B) Forma ameboide en

contacto con células del epitelio vaginal (Arroyo y col., 1995).
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1.3 Genoma de T. vaginalis

El genoma de T. vaginalis se distribuye en 6 cromosomas, presentando un tamafo
de 160 Mb (Carlton y col., 2007), el 65% de las secuencias son repetidas
constituyendo 39 Mb del genoma que pertenecen a familias clasificadas como:
transposones, retrotransposones, y virus (Carlton y col., 2007). El genoma
contiene ~60,000 genes que codifican para proteinas, ~65 genes contienen
intrones; ademas presenta genes que codifican a todos los 20 RNAs de
transferencia (tRNAs) para los 20 aminoacidos que forman las proteinas son:
Serina (Ser,S), Treonina (Thr,T), Cisteina (Cys,C), Asparagina (Asn,N), Glutamina
(GIn,Q), Tirosina (Tyr,Y), Glicina (Gly,G), Alanina (Ala,A), Valina (Val,V), Leucina
(Leu,L), Isoleucina (lle,l), Metionina (Met,M), Prolina (Pro,P), Fenilalanina (Phe,F)
y Triptéfano (Trp,W), Acido aspartico (Asp,D) y Acido glutamico (Glu,E), Lisina
(Lys,K), Arginina (Arg,R) e Histidina (His,H) (Bioquimica de Harper, 2001) y 250
RNAs ribosomales. La presencia de un gen de DICEr-like en T. vaginalis, 2
genes Argonauta y 41 genes helicasa con caja- DEADDEAH, sugieren la
existencia de una ruta de RNA de interferencia (RNAi). Ademas dentro del
genoma existen genes que codifican enzimas involucradas en el metabolismo del
aminoacido metionina incluyendo su posible regeneracion (Carlton y col., 2007).

T. vaginalis contienen mas de 75 proteinas GP63-like, homélogas de las proteinas
de superficie de Leshmania major, que contribuyen a la patogenicidad y virulencia
del insecto vector y el huésped humano (Yao y col., 2003). La mayoria de los
genes en T. vaginalis que codifican a GP63-like poseen dominios que son
requeridos para la activacion catalitica de metaloproteinasas, incluyendo un
pequeno ‘motif’ denominado HEXXH. Por otra parte, dentro del genoma existe un
total de 446 genes que codifican para proteinasas, las cuales corresponden a: 6
asparto-proteasas, 220 cistein-proteasas, 123 metalo-proteasas, 80 serin-protesas
y 17 treonin-proteasas (Carlton y col., 2007).

La transcripcion en T. vaginalis se da por la participacion de un “motif’ bien
identificado denominado Inr, que es altamente conservado y funciona como sitio

de inicio de la transcripcion, siendo parecido al Inr de metazoarios.
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El Inr de T. vaginalis es una secuencia conservada identificada como
TCA+1Y(T/C)W(T/A) (Liston y Johnson, 1998; 1999), el cual se encuentra entre 6
a 20 nucleotidos (nt) corriente arriba del codén de inicic AUG de la traduccion.
Este elemento se encuentra en el 75% de las secuencias 5°'UTR de los genes que
codifican proteinas del genoma de T. vaginalis. (Carlton y col., 2007).

El elemento es reconocido por la proteina de unién a Inr denominada “IBP39".
Esta proteina interactia con el dominio C-terminal de la RNA polimerasa Il enzima
responsable de transcribir los genes codificantes de proteinas en este parasito.
(Liston y Johnson, 1998; Liston y col., 2001; Lau y col., 2006).

1.4 Metabolismo en T. vaginalis.

El metabolismo, estrés oxidativo y transporte en T. vaginalis es con base a
carbohidratos como una fuente de energia de mantenimiento via fermentativa,
dentro de condiciones aerobias y anaerobias. El parasito utiliza muchos
aminoacidos como sustratos de energia como la ruta mayor de arginina
dihidrolasa, para la producciéon de energia. Las rutas de aminotransferasas vy
glutamato dehidrogenasa, son probablemente catabdlicas pero puede ser
reversible para permitir la sintesis de glutamato, aspartato, alanina, glutamato y
glicina. Se indica que la ruta de novo de la biosintesis de lipidos en T. vaginalis es
conferida por el fosfolipidofosfatidiletanolamina, considerando otros lipidos,

incluyendo colesterol, el cual es adquirido exdgenamente (Carlton y col., 2007).
1.5 Ciclo de Vida de T. vaginalis

La transmision del pardsito es de persona a persona mediante contacto
sexual y su duplicacion se da por fision binaria longitudinal sin desaparicion de la

membrana nuclear esto es mostrado en la figura 3 (Schwenbe y col., 2004).
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Figura 3. Ciclo de vida y transmisién sexual de Trichomonas vaginalis. A) El
ciclo de vida de T. vaginalis es muy simple ya que solo presenta la forma de
trofozoito,no tiene intermediarios, por lo que se transmite de persona a persona
através del contacto sexual. B-D) este parasito se divide por fision binaria. (tesis
Gomez Conde Eduardo )(adaptado de center for Disease control and prevention”,

Atakta Georgia, EUA).
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1.6 Patogenicidad

Trichomonas vaginalis es un parasito capaz de colonizar el tracto urogenital
humano. El establecimiento de la infeccion es dependiente de la participaciéon de
moléculas descritas como adhesinas (Lehker y col., 1991; Arroyo y col., 1992;
Moreno-Brito y col., 2005), proteinasas de superficie (Arroyo y Alderete, 1998:
1995; Mendoza-Lopez y col., 2000) y receptores que permiten la colonizacion. La
interaccion parasito-célula blanco es un contacto de tipo ligando-receptor
observado cuando interacciona T. vaginalis especificamente con células del
epitelio vaginal (VECs), esto desencadena la sefializacién y un cambio morfolégico
de ovoide a ameboide con la formaciéon de pseudépodos, esta transformacion
morfoldgica es especifica hacia células de origen cervical (Arroyo y col., 1993).
Otras moléculas implicadas en la patogenicidad son las proteinasas localizadas en
superficie del parasito las cuales son responsables del dafio al epitelio del tracto
genital humano (Alvarez-Sanchez y col., 2000; 2007; Hernandez-Gutiérrez y col.,
2003; 2004)

1.6.1 Citoadherencia

La citoadherencia es el prerequisito para el establecimiento de la infeccion,
permite la interaccion del parasito con células del epitelio vaginal le da resistencia
al parasito de no ser arrastrado por el flujo de mucosas vaginales o el flujo
menstrual, lo cual permite la colonizacién. Las moléculas involucradas en la
citoadherencia se encuentran en la superficie del parasito, permitiendo la
interaccion parasito-célula. Hasta el momento, se han identificado cinco adhesinas
denominadas AP23, AP33, AP55, AP65, AP120 (Arroyo v cols., 1992 y Moreno-
Brito y cols., 2005) Las cuales estan ligadas a un evento de tipo ligando-receptor
altamente especifico como prerequisito de patogenicidad (Alderete y cols., 1995).
Otras proteinas participantes expresadas durante la citoadherencia a células del
epitelio vaginal (VECs) son: la “GTP-BP” proteina de unién a GTP involucrada en
el endocitosis (Kucknoor y cols., 2005), la “PDI" proteina disulfuro isomerizaciéon

con funcion de chaperona siendo una proteina involucrada en el plegamiento de
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proteinas (Kucknoor y cols., 2005). La a-tubulina es una proteina involucrada en
la morfologia del parasito (Kucknoor y cols., 2005). Al contacto de T. vaginalis con
VECs se presenta un cambio morfolologico de ovoide a ameboide (Arroyo y col.,
1993) ya que la superficie celular de T. vaginalis es un mosaico de adhesinas,
receptores para proteinas de matriz extracelular del huésped y carbohidratos, que
son la base para la unién parasito-célula blanco (Beachey y col., 1998). La
adhesion del parasito es regulada por la presencia de hierro, altas
concentraciones de este elemento permite que T. vaginalis se adhiera mejor a las
VECs. (Lehker y cols., 1991). El hierro regula positivamente la sintesis de
adhesinas en T. vaginalis, reflejando que el parasito necesita mayor adherencia
debido al flujo menstrual (Arroyo y cols., 1993). En este proceso de adhesidn se
encuentra involucrada una cistein proteinasa de 30 kDa (CP30), localizada en la
membrana plasmatica, la cual es capaz de ser secretada durante la infeccion. La
CP30 es capaz de degradar hemoglobina, colageno 1V, fibronectina, y laminina,

proteinas presentes en el ambiente vaginal (Mendoza-Lépez y cols., 2000).

1.6.2 Apoptosis

T. vaginalis es capaz de unirse a neutréfilos de humano e inducir su
apoptosis; se ha observado un aumento en la actividad de la caspasa-3 (inductor
de apoptosis), asi como una reduccion en la actividad de Mcl-1; que es una
proteina de la familia BcL-2, que actia como molécula en el control de la
apoptosis (Kang y col., 2006). Ademas ensayos de parasitos tratados con
anticuerpos anti-AP65 describen la reduccion de la apoptosis, sugiriendo que la
adhesion de T. vaginalis a neutréfilos humanos es necesaria para que se lleve a
cabo la activacion de apoptosis. Ademas se describe la produccion de interleucina
8 (IL-8) y Gro-a (Kang y col. 2004) por neutréfilos humanos estimulados con T.
vaginalis vivos, estas citocinas reclutan neutrofilos humanos por quimiotaxis lo

que puede inducir inflamacién vaginal (Kang y col., 2006)
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1.6.3 Citotoxicidad

En la citotoxicidad, otra propiedad de virulencia del parasito que consiste en
el dano a células del huesped por la actividad proteolitica de proteinasas, la
expresion y actividad esta regulada por factores ambientales como el pH, la
temperatuta,la prencia de inhibidores o cationes como el hierro, poliaminas vy
Zn2+.(AIderete y Graza, 1985; Alvarez-Sanchez y col., 2008; Vazquez-Carrillo,
tesis de maestria, 2009)

Las cistein proteinasas son el tipo mas estudiado en T. vaginalis, las cuales
degradan proteinas de la matriz extracelular; estas se ubican en citoplasma yenla
membrana plasmatica del parasito. La actividad proteolitica, transcrito y expresion
de estas proteinasas se encuentran reguladas por el hierro (Alvarez-Sanchez y
cols., 2007; Hernandez-Gutiérrez y cols., 2003; 2004).

En el caso de CP65 se ha observado una regulacion mediada por
poliaminas a nivel de su actividad proteolitica, transcrito y expresion proteica
(Alvarez-Sanchez y cols., 2008). La actividad proteolitica 6ptima de CP65 se da a
un pH de 5.5 a 37°C siendo estas condiciones similares a la de pacientes con
tricomonosis. La CP65 es capaz de degradar colageno IV y fibronectina, pero no

laminina 1 ni hemoglobina (Alvarez-Sanchez y cols. 2000).

La CP39 es activa proteoliticamente en un amplio rango de pHs (3.6-9.0)
con un pH optimo de actividad de 7.0, ademas CP39 degrada colageno |, IIl, IV,
hemoglobina y inmunoglobulinas humanas A y G, es capaz de unirse a células de
epitelio vaginal (VECs) y a células de linea celular de cancer de prostata (DU-145)

(Hernandez-Gutiérrez y col., 2004).

1.6.4 Fagocitosis

T. vaginalis puede fagocitar eritrocitos, bacterias, levaduras y virus. La
fagocitosis esta mediada por la interaccion de los flagelos anteriores y el flagelo
recurrente con la célula a fagocitar, ademas de la participacion de azlcares de

superficie como el receptor de D-manosa o L-fucosa que median la internalizacion
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de la ceélula (Pereira-Neves y col., 2007). La participacion de los microfilamentos
de actina en la fagocitosis es demostrado en ensayos utilizando citocalasinas
blogueando la funcién de los microfilamento de actina, observando una reduccion
en la capacidad del parasito a fagocitar células de levadura, sugiriendo que los

microfilamentos participan en dicho proceso (Pereira-Neves y cols., 2007).
1.6.5 Hemdlisis

La hemdlisis, es utilizada por el parasito para la adquisicion de nutrientes
como hierro, lipidos y proteinas. Esto es debido a que T. vaginalis; carece de
muchas rutas de sintesis metabolica, como la sintesis de acidos grasos, la de
lipidos; por lo que los eritrocitos son una fuente de hierro y colesterol, la lisis de
eritrocitos mediada por la actividad de cistein-proteinasas (CPs) denominadas
perforinas. Esto ocurre en tres pasos: 1) interaccion ligando-receptor, 2) liberacion

de perforinas y 3) lisis celular (Petrin y cols., 1998).
1.6.6 Evasion de la respuesta inmune

Asi mismo T. vaginalis es capaz de evadir la respuesta inmune: a través de la
degradacion de inmunoglobulinas humanas (Igs): IgA, IgG e IgM por la accion de
CPs (Provenzano y col,. 1995). Estudios utilizando Igs humanas y lisados de T.
vaginalis resultando que en tiempo y concentracion dependiente se presenta la
degradacion de la cadena pesada de Igs humanas. Esto fue caracterizado con el
uso de inhibidores de cistein proteasas, eliminando por completo la degradacion
de inmunoglobulinas. Muestras de exudados vaginales de pacientes con
tricomonosis fueron utilizados y se observo la degradacion de inmunoglobulinas,
esto es referido posiblemente como un mecanismo de evasién de la respuesta
inmune de T.vaginalis al degradar Igs por proteinasas, lo que aumenta la
probabilidad de coinfeccion con otras infecciones de transmision sexual

(Provenzano y col,. 1995).
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1.7 Trichomonas vaginalis y Fe*

Se conoce que el hierro regula positivamente la adhesion, incrementando la
sintesis de adhesinas AP23, AP33, AP51, AP65 y AP120 (Lehker y col., 1991,
Alderete y col., 1995, Moreno-Brito y col., 2005). Adicionalmente, el hierro regula
negativamente a la cistein-proteinasa CP30 que participa en la citoadherencia de
este parasito (Mendoza-Lépez y cols., 2000). Ademas influye en la regulacion
negativa de la citotoxicidad reduciendo la actividad proteolitica, transcrito y
expresion de CP65 y de CP39 (Alvarez-Sanchez y cols., 2007; Hernandez-
Gutiérrez y cols., 2003).

Estudios protedmicos indican una expresién diferencial de 45 proteinas en
presencia de hierro las cuales participan entre otras funciones en el metabolismo
energeético, protedlisis y metabolismo hidrogenosomal de T. vaginalis. Ademas se
observa que en ausencia de hierro el parasito es capaz de internalizar los flagelos
y el axostilo desarrollando una morfologia de pseudoquiste (De Jesus y cols.,
2007).

1.8 Regulacion génica en Eucariontes.

El' mecanismo de regulacién mediado a nivel transcripcional en eucariontes,
esta dado por mdltiples elementos de DNA espaciadores, denominados
enhancers, son regiones que potencian la transcripcion de genes, mientras que los
silenciadores son secuencias que permiten la unién de factores de transcripcion
que inhiben la transcripcién (Genes VII, 2002). La regulacion puede estar dada en
funcién de cationes como hierro o zinc, la cual requiere de los elementos de
regulacion al metal (MRE), los cuales son sitios corriente arriba del codon de inicio
AUG de genes inducidos por la presencia del catién, estos MRE son reconocidos
por factores de transcripcién, estos son importantes en la regulacion de la

transcripcion de genes en condiciones de crecimiento en presencia de cationes.
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1.9 Regulacion génica en T. vaginalis.

En T. vaginalis fue utilizada la region 5°-UTR del gen ap65-1 como modelo de
estudio de la regulacion transcripcional en presencia hierro en este parasito, lo que
demostro que la secuencia consenso: AGATAACGA, corresponde al promotor en
respuesta a hierro, ademas de manera interesante, se identifico el sitio de union
a la proteina MYB-like (Tsai y col., 2002). A nivel post-transcripcional, se ha
propuesto un mecanismo que involucra elementos de regulacién en “trans” como
son las proteinas citoplasmaticas de regulacion de hierro (IRP-1 y IRP-2) vy
elementos de regulacién en “cis” que son elementos de respuesta a hierro (IREs)
presentes en la regiones no traducidas (UTR’s) 5" y 3" denominado como “sistema
IRE/IRP”. La unién de IRE por IRP puede inhibir la traduccion o degradacion de
mRNAs dependiendo de la localizacion de UTR's 5'0 3”; esto esta descrito para el
gen tvep4 de T. vaginalis (Solano-Gonzalez y cols., 2007).

Los elementos de respuesta a hierro (IREs) son estructuras tallo-burbuja que
contienen dos regiones de unioén para IRPs, la region consenso es CAGUGN (C;
Gs) y una menos comin UAGUAN (U4 As) (Henderson y col., 1994) la mutacion en
estas regiones reduce la union a estos elementos por la IRP (Laing y Hall, 1996).
Numerosos estudios tienden a reportar IREs atipicos los cuales permiten la
interaccion con IRPs. Sin embargo, son mutantes de la secuencia canonica y son
llamados IREs atipicos, un ejemplo claro es la identificacion en la estructura 5'-
UTR de la subunidad de 75 kDa del complejo 1 de la mitocondria (Lin y col., 2001).
Las proteinas IRP en vertebrados son dos (IRP1 y IRP2) los cuales se unen a
IREs con una afinidad de (Kd= 10™'? M) la forma de las proteinas tiene 57% de
identidad y 75% de similitud. Ambas proteinas son proyectadas conteniendo 3
dominios compactos unidos a un cuarto dominio por una region bisagra teniendo
una masa molecular de 98 kDa para IRP1 y 105 kDa para IRP2 debido a la
insercion de 73 aminoacidos. Estas proteinas tienen homologia con la aconitasa
mitocondria pero solo la IRP1, resulta con esta actividad y al parecer la IRP2
perdio esta actividad durante la evolucién (Rouault y Klausner, 1997; Panopoulos,
2004).
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1.10 Regulacion génica por poliaminas en T. vaginalis

Las poliaminas son pequefios cationes que regulan algunas propiedades de
virulencia en este parasito, esto se encuentra descrito para cuatro adhesinas

(Garcia y col., 2005) y para el gen de tvcp65 (Alvarez-Sanchez y col., 2008).

T. vaginalis carece de la ruta de sintesis de novo de espermina, por lo cual
obtiene esta molécula de su hospedero mediante un sistema antiporte acoplada a
la secrecion de dos moléculas de putrescina por cada molécula de espermina. En
pacientes con tricomonosis se encuentra presente en gran cantidad la enzima
ornitina descarboxilasa (ODC), la cual participa en la via de sintesis de la arginina
hidrolasa que conduce a la produccion de ATP. En personas sanas la putrecina y
otras diaminas no son detectadas en secreciones vaginales, sugiriendo que el

parasito produce putrecina durante la infeccion (Yarlett y col., 2000).

La espermina es convertida a espermidina dentro de los hidrogenosomas, via
espermidina N' —acetiltransferasa (SSAT)/ poliamina oxidasa. Esta enzima cataliza
la transferencia de un grupo acetil de la acetil-CoA a un nitrégeno aminopropil
terminal proveniente de la espermina o espermidina, los cuales son metabolizados
de espermidina y putrecina por la accion de una poliamina oxidasa (Yarlett y col.,
2000).

La inhibicion de ODC por el inhibidor reversible 1-4 diamino butano (DAB)
resulta en la reduccién significativa de putrescina y ODC, los cuales incrementan
al agregar putrescina exégena, reactivando el sistema antiporte (Garcia y col.
2005).

Las poliaminas regulan la adquisicion de hierro en las células de mamiferos,
mediante la formacion de complejo poliaminas-hierro incorporado a la via de
sistema de transporte de poliaminas. Se ha observado que la adicion de
espermina y espermidina a un medio con bajo hierro y DAB, no restaura el
crecimiento celular. Contrariamente, al arrestar el crecimiento con DAB en un

medio con hierro incrementa la cantidad de adhesinas, sugiriendo que la
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transcripcion 'y traduccion de los genes de adhesinas no requieren del

metabolismo de poliaminas en T. vaginalis.

Actualmente se encuentra descrito que el gen de tvcp65, en cuanto a RNAm,
en cantidad de proteina y actividad proteolitica, asi como su localizacién, se ve
disminuida en parasitos crecidos en presencia del inhibidor DAB, lo que disminuye
los niveles de citotoxicidad. Esto de manera interesante se revierte cuando se
agrega al medio putrescina exogena reactivando la expresiéon y sintesis de
TvCP65 (Alvarez-Sanchez y col., 2008).

1.11 El Zn%*

El Zn®" interviene en procesos bioquimicos necesarios para el desarrollo de la vida
de los organismos. Entre estos cabe destacar la respiracion celular, la utilizacion
de oxigeno por parte de la célula, la reproduccion tanto de ADN como de ARN, el
mantenimiento de la integridad de la membrana celular y la eliminacion de
radicales libres, proceso que se hace a través de una cascada de sistemas
enzimaticos. Este cation actia como cofactor y como integrante de al menos 300
enzimas (Maret y col, 2009), como aldolasas, deshidrogenasas, esterasas,
peptidasas, fosfatasa alcalina, anhidrasa carbonica, superoxido-dismutasa y ADN
y ARN polimerasas, implicadas en el metabolismo energético y de los hidratos de
carbono, en las reacciones de biosintesis y degradacion de proteinas, en procesos
biosinteticos de acidos nucleicos y compuestos hemo, en el transporte de CO2.
(Andreini,y col.,2006; Maret y col., 2009). Incluso, el proteoma total de un
organismo Eucarionte contiene 8.8% proteinas que unen Zn* comparado con
organismos de Bacteria and Archaea que presentan 5 - 6 % proteinas que unen
Zn** | esto refleja la importancia y el requerimiento de este cation por los distintos

organismo (Andreini,y col.,2006).
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1.12 El Zn*" en otros eucariontes.

El Zn*" es un nutriente esencial de muchos organismos. Zn2* forma un
centro catalitico de numerosas enzimas y tiene una funcion estructural en un
amplio rango de proteinas. Sin embargo, este metal puede ser téxico si se une
inapropiadamente y compromete la funcion celular (Maret y col. 2009). En gran
medida los organismos buscan mantener el Zn?" a un nivel intracelular optimo
en presencia del cation, ya sea en condiciones limitadas o de exceso de Zn?*. Por
ejemplo en S. cerevisiae, el gen de ZRT1 que codifica a proteina de transporte
que introducen el Zn*', la expresion del gen ZRT1 aumenta la captacién de Zn®*
incrementando su afinidad por este catién cuando existen condiciones limitadas de
Zn*, mientras que en condiciones de exceso de Zn®', la expresion de ZRT1,
somete al Zn?*a endocitosis y es degradado en vacuolas. Sin embargo los factores
de transcripcion son sensibles al Zn** y se encuentran en hongos, mamiferos,
peces y posiblemente en plantas, lo que sugiere que el control de la transcripcion
de los genes implicados en la homeostasis del Zn?* es de gran importancia

universal (Dalton y col., 2000; Grotz y cols. 1998).

En los mamiferos, MTF-1 es una proteina de 72.5 kDa que contiene seis
dedos de Zn* tipo C2H2 y tres dominios de activacion (Brugnera y col., 1994).
Esta proteina juega un papel central en la proteccion de las células contra la
toxicidad del Zn?*. Esto es en parte logrado por el aumento en la expresion de MT-
1y MT-2, dos genes que codifican para metaloteoninas de union a Zn?* (Heuchel
y col., 1994). MTF-1 también reduce los niveles citoplasmicos de Zn?* mediante la
regulacion de la expresion de un sistema de flujo de salida de Zn?* codificado por
el gen ZnT-1 (Langmade y cols. 2000). El blanco principal putativo de MTF-1 es
hZTL1, un gen que codifica para una un transportador de absorcion de Zn? que
se localiza en la membrana apical de los enterocitos que son células de intestino

encargadas de absorber los nutrientes al interior del humano (Cragg y col., 2002).
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Las proteinas Zap1 y MTF 1-tienen una serie de caracteristicas comunes
como: funcionan como activadores de la transcripcion influyendo en los dominios
de transactivacion y en los dominios de unién al DNA que contienen dedos de
Zn* tipo C2H2. Zap1 contiene dos dominios acidos de activacion (Zhao y col.,
1997). El primer dominio de activacion se encuentra en el amino terminal en una
region rica en cisteina y residuos de histidina. El segundo dominio de activacion se
encuentra en una region que contiene dos dominios de dedos de zinc tipo C2H2
(Bird y col., 2003). Otros cinco dominios de dedos de zinc Carboxilo-terminal son
esenciales para la actividad de Zap1 para la union al DNA (Evans y col., 2003;
Bird y col,. 2000).

1.13 El proteoma humano de Zn?

Los proteomas de Zn?* de distintos organismos difieren en un 4 y 10 % de los
genes que codifican a proteinas que requieren Zn®*. Aproximadamente el 10% del
genoma humano codifica para proteinas de Zn** llegando a ser aproximadamente
3000 proteinas (Andreini y cols. 2006). A continuacion se mencionan las proteinas
de Zn”* que han sido anotadas: 397 hidrolasas, 302 ligasas, 167 transferasas, 43
oxidoreductasas y 24 liasas/isomerasas. Ademas son 957 factores de
transcripcion, 221 proteinas de sefalizaciéon, 141 proteinas de
transporte/almacenamiento, 53 proteinas con sitios estructurales de union al metal
y 19 proteinas relacionadas con mecanismo de reparacion, replicaciéon y
traduccion, ademas estas proteinas son 427 proteinas dedos de Zn*" y 456
proteinas de funcion de desconocida. Con estos datos se puede conocer el
impacto del Zn?* en la fisiologia humana y la extensa regulacion del control celular
dada por este cation. Sin embargo las bases de datos no pueden identificar sitios
donde se puede unir el Zn?* transitoriamente, ni donde difieren proteinas/cadenas
peptidicas que suministran los ligandos para la union del Zn®" y ni donde el orden
de los ligandos no son secuenciales en la cadena peptidica o donde los ligandos

de union son sitios multi-metal (Maret y cols. 2004).
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La abundancia de las interacciones proteina-Zn?* sugieren que la dimension del
proteoma humano de Zn?* tendria que continuar siendo explorado (Maret y col.
2009).

Por otra parte, en E. histolytica se ha descrito que el Zn?" inhibe la actividad de
cistein proteinasas ocasionando una disminucion de la adhesién y del dafio celular
del parasito al huésped. Esto fue demostrado mediante el analisis de Zimogramas
usando geles de sustrato con azocaseina y gelatina que a concentraciones de 1.0
- 25 mM de ZnCl, se bloquea la actividad proteolitica en un 70% de cistein-
proteinasas de lisados de trofozoitos. La inhibicion fue reversible al utilizar L-
cisteina y L histidina. Estos resultados muestran que las concentraciones de Zn2*
pueden interferir con la citotoxicidad de E. histolytica inhibiendo el dafio celular
(Franco y col., 1999).

1.14 Trichomonas vaginalis y Zn**

Estudios han demostrado que el Zn?* en altas concentraciones = 1.6 mM de
v ol disminuyen la adhesiéon y la citotoxicidad de T. vaginalis sobre con
monocapas de células prostaticas DU-145 (Vazquez-Carrillo, tesis de maestria,
2009; Vazquez-Carrillo y col., 2011). El Zn?*" es un cation muy importante
clasificado como el segundo metal de ingesta en la dieta humana. El contenido
corporal promedio en el hombre adulto varia entre 1.4 a 2.3 g (McCance y
Widdowson 1942); las mayores concentraciones se encuentran en el higado,
musculos voluntarios, hueso, prostata y ojos. En el microambiente de la prostata,
existen concentraciones elevadas de Zn** las cuales se encuentran entre 4.5 a 7
mM las cuales son descritas como tricomonicidas: aunque concentraciones
menores de este cation permite el establecimiento de T. vaginalis (Kriger y
c0l.1982).

El proteoma de T. vaginalis obtenido mediante geles de doble dimension (2-
DE), de parasitos crecidos en presencia y ausencia de Zn?', se mostraron
aproximadamente 150 manchas en el presencia de 1.6 mM de Zn?", comparado

con 170 manchas en parasitos crecidos en ausencia de Zn?', las proteinas
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detectadas de ubican entre el punto isoeléctrico (pl) 4-7 con masas moleculares
entre 20 y 250 kDa. Los geles muestran cambios en el perfil de proteinas con una
expresion diferencial de 27 proteinas en presencia de Zn?* . La mayoria de las
proteinas expresadas diferencialmente tuvieron pesos moleculares entre 50 y 100
kDa. Mediante Western blot utilizando suero proveniente de un paciente
masculino con tricomonosis se obtuvo el inmunoproteoma de T. vaginalis en
ausencia y presencia de 1.6 mM de Zn?". Las manchas que tuvieron una
sobreexpresion e inmunodeteccion diferencial en presencia de Zn®* fueron
analizadas por espectrometria de masas (MS). El resultado mostro que los
péptidos identificados y cuya secuencia fue analizada por MASCOT presentaron
identidad para: fimbrinas (gi|123493533, gi|123397260), adenosylhomocysteinasa
(9i|123499896,9i|123488577), asparaginil endopeptidasa-like cistein-peptidasa
(9i|123408789) y aminopeptidasa p-like metaloproteasa (gi|123445672) (Vazquez-
Carrillo y col.,, 2011). El andlisis del proteoma e inmunoproteoma, permitio la
identificaciéon de una metaloproteinasa de 50 kDa sobreexpresada e
inmunodetectada diferencialmente por el suero de pacientes masculinos con
tricomonosis (Vazquez-Carrillo y Col., 2011). Por lo cual es de gran importancia
el analisis y caracterizacion de la metaloproteinasa lo cual nos permitira entender

su posible participacion en la tricomonosis en el hombre.

Debido a la relevancia de este tipo de moléculas en el proyecto, a

continuacion se detallan algunos aspectos importantes.
1.15 Metaloproteinasas

Metaloproteinasas (o metaloproteasas) constituyen una familia de enzimas del
grupo de las proteasas, clasificados por la naturaleza del grupo funcional mas
destacado en su sitio activo. Estas son las enzimas proteoliticas cuya catalitico
mecanismo consiste en un metal. La mayoria de las metaloproteasas son
dependientes de zinc, pero algunos de cobalto uso. El i6n metdlico se coordina
para que la proteina a través de tres ligandos. Los ligandos de coordinacion de los

iones metalicos pueden variar con la histidina, el glutamato, aspartato, lisina y
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arginina. La posicion de coordinacion cuarto estd ocupado por una molécula de

agua labil.
Existen dos subgrupos de las metaloproteinasas de:
exopeptidasas: metaloexopeptidases

endopeptidasas: metaloendopeptidasas. Metaloendopeptidasas conocidos son

proteinas ADAM y metaloproteinasas de la matriz.

El tratamiento con agentes quelantes tales como EDTA lleva a la inactivacion
completa. EDTA es un quelante de metales, que elimina el zinc, que es esencial

para la actividad. También son inhibidas por el ortofenantrolina quelante.

Existen metaloenzimas que contienen Zn?* en su estructural y se encuentran
involucradas en funciones inmunes, reproductivas, neurolégicas y del sistema
cardiovascular (McCall y col., ,2000). Las metaloproteinasas son proteinas que
degradan enlaces peptidicos y se dividen generalmente en: endopeptidasas y
exopeptidasas. Las metaloproteinasas participan en muchos procesos biologicos
como: morfogénesis, procesamiento de hormonas peptidicas, liberacion de
citocinas (Westermarck y col., 1999). Sin embargo, una funcion aberrante en su
actividad proteolitica da como resultado enfermedades como: artritis, fallas en el
sistema cardiovascular, osteoartritis, enfermedades autoinmunes y cancer

(Cascales y cols., 2010).

Las metaloenzimas se pueden clasificar en funcion de la especificidad del
sustrato como: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y matrilisinas;
actualmente se clasifican con base a la estructura de la enzima (Vincenti y col.,
2002). La estructura basica de las metaloproteinasas presenta una serie de
dominios caracteristicos como son: un péptido sefial que dirige su secrecion al
exterior de la célula, un propéptido que mantiene a la enzima inactiva hasta que
sufre un corte proteolitico y un dominio catalitico carboxilo terminal que une Zn?*
(fig. 4) (Egeblad y col., 2002; Chang y col., 1992).
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Figura 4. Estructura basica de una metaloproteinasa. La estructura se
compone de un péptido sefial que permite la ubicacion subcelular o la secrecion
de las proteinasas (rosa), un propéptido que permite el control de activacion de las
proteinasas (azul) y un dominio catalitico (verde) donde se ubica el sitio catalitico.
Aqui se lleva a cabo la interaccién (flechas rojas) con el cation como ejemplo el
Zn* (pentagono naranja). Ademas de la union del sustrato (flechas verdes), estos
dominios esta formados por la relacion de los aminodcidos Histidina (H), Acido

aspartico(D) , Acido glutamico(E) o Lisina (L).
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Péptido
senal XX * X

Sitio Catalitico

Aminoacidos: H,D,E o L.
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La base de datos MEROPS clasifica a las proteinasas en funcién de la
relacion filogenética de su estructura terciaria y dominio catalitico en clanes vy
familias. El clan contiene a todas las proteinasas que surgen de un ancestro
comun (Reeck y cols., 1987). Estos clanes contienen una o mas familias que
muestran evidencia de su relacion evolutiva por sus similitudes en estructura
terciaria. En ocasiones cuando sus estructuras no estan disponibles se analizan el
orden de los residuos del sitio catalitico en la cadena polipeptidica y a menudo
los “motifs” de secuencia comun alrededor de los residuos del sitio catalitico. Cada
clan es identificado con dos letras, la primera representa el tipo catalitico de la
familia incluyendo en el clan con la letra “P” que es utilizada para el clan que
contiene mas de una familia de los tipos cataliticos como: serina, treonina y
cisteina. Por lo tanto para aspartico-proteasas (A), cisteina-proteasas (C),
Glutamico-proteasas (G), Metalo-proteasas (M), Asparagina-proteasas (P), serina-

protesas (S), treonina-proteasas (T) y las no asignadas (Rawlings y col., 2010) .

Las metaloproteinasas estan divididas en 15 clanes denominados como:
MA, MC, MD, ME, MF, MG, MH, MU, MK, MM, MN, MO, MP, MQ vy las no
asignadas (Rawlings y Barret 1993). Las estructuras terciarias son analizadas en
cada uno de los miembros de cada uno de los clanes excepto en el ME. Estos
muestran algunos grados de similitud entre la estructura terciaria dentro de los
miembros de los clanes MC, MF y MH, pero la posicion relativa de los ligandos
no son conservadas, por lo que no se considera un origen comdn entre estos

clanes (Rawlings y Barrett, 1993; Barrett y Rawlings, 1995).

Dentro de la clasificacion el clan MG que contiene principalmente
exopeptidasas que requieren iones co-cataliticos como el Zn? o Mg®. La
estructura determinada en E. coli, la metionil aminopeptidasa, muestra dos
dominios estructurales con un sitio activo entre los dominios que son
estructuralmente similares. Esto podia explicar que surgio de una duplicacion de
un gen ancentral por un evento de fusion génica (Roderick y Matthews, 1993;

Handbook of proteolytic enzymes, 2000)
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1.16 Importancia biolégica de las metaloproteinasas.

Las metaloproteinasas participan en variedad de procesos biolégicos; su actividad
proteolitica se encuentra dirigida contra proteinas de la matriz extracelular,
autoactivacion de proteasas, reciclamiento de aminodacidos, entre muiltiples
procesos que involucran un corte proteolitico. Esto es controlado a tres niveles:
transcripcion, activacion de la proenzima e inactivacion (Folgueras y col., 2004).
Por otro lado las metaloproteinasas se ven implicadas en mecanismos como:
estabilidad del mRNA, eficiencia traduccional, compartimentacién y secrecion
enzimatica, reclutamiento en la membrana celular, seleccion de sustrato, su
liberacion, oligomerizacion, incorporacion, internalizacion celular y finalmente
autolisis (Lopez-Otin y col., 2008). Las metaloproteinasas son consideradas
enzimas con actividad proteolitica involucrada en la remodelacién de la matriz
extracelular, la cual es esencial para muchos procesos bioldgicos como: desarrollo
embrionario, recuperacion de la herida, migracion celular, angiogénesis,
reparacion y remodelacion del tejido, asi como para el crecimiento (Chang vy col.,
1992).

La ausencia de control en la actividad de las metaloproteinasas puede llevar a
una excesiva degradacion o remodelacion de la matriz extracelular (ECM), lo cual
se observa en algunas condiciones patologias como: artritis, fallas en el sistema
cardiovascular, osteoartritis, enfermedades autoinmunes y cancer (Lowther y
col., 2002; Cascales y col., 2010).

1.17 Metaloproteinasas en Trichomonas vaginalis.

En el genoma de T. vaginalis existe un total de 446 genes que codifican para
proteinasas, las cuales corresponden a: 6 asparto-proteasas, 220 cisteina-
proteasas, 123 metalo-proteasas, 80 serina-protesas y 17 treonina-proteasas
(Carlton y col., 2007).
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En T.vaginalis se han identificado 2 metaloproteinasas con pesos
moleculares de >220 y 140 kDa, estas metaloproteinasa fueron identificadas
mediante el uso de inhibidores como: Acido etilendiaminotetraacético y acido
etilenglicoltetraacético (EDTA y EGTA) (Bdzner y col., 1991); su actividad optima

se encuentra en un pH de 8-9 (Graham vy col., 1991).

Asimismo se reportd la identificacion y caracterizacion de una
metaloproteinasa de 47 kDa correspondiente a la metaloproteinasa de
procesamiento de hidrogenosoma de la subunidad B (BHPP), la cual fue clonada,

expresada y purificada la metaloproteinasa recombinante y fue compara la
actividad con la metaloproteinasa nativa, ademas la actividad fue determinada por
la activacién con MnCly: y disminuyendo drasticamente con el uso de EDTA,

determinando la funcién de metaloproteinasa (Brown y cols., 2007).

1.18 Antecedentes directos

Estudios de proteémica e inmunoprotedmica de T. vaginalis en presencia de Zn**
demuestran la expresion diferencial de 27 proteinas, de las cuales fueron
identificadas por MS; obteniendo interesantemente proteinas correspondientes a:
fimbrinas (gi|123493533, gi|123397260), adenosylhomocysteinasa
(9i[123499896,0i|123488577), asparaginil endopeptidasa-like cisteina-peptidasa
(9i[123408789) y aminopeptidasa p-Like metaloproteasa (gi|123445672). De
acuerdo con estos resultados, se destaca la sobre-expresion diferencial de una
metaloproteinasa de 50 kDa, denominada por el grupo TvMP50, expresada en
condiciones de Zn®* e inmunodectectada por sueros de pacientes masculinos con
tricomonosis, lo que nos lleva a sugerir que la caracterizacion e identificacion de la
metaloproteinasa podria ser una herramienta importante para ser utilizada en el

inmunodiagnostico de la tricomonosis masculina (Vazquez-Carrillo y col.,2011).
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2. Justificacion y Objetivos del trabajo

2.1 Justificacion

El proteoma de T. vaginalis en presencia de Zn*" presenta la expresion
diferencial de una metaloproteinasa de 50 kDa, la cual es inmunogénica en
pacientes masculinos con tricomonosis. La caracterizacion de TvMP50 es

relevante para el entendimiento de la tricomonosis en el hombre.
2.2 Hipotesis

El Zn?* regula positivamente la expresion de TvMP50 en T. vaginalis

2.3 Objetivo general

Caracterizar la TvMP50 de Trichomonas vaginalis expresada en presencia

de Zn?*

2.4 Objetivos particulares:
1.-Analizar In silico de la TvMP50 de T. vaginalis.

2.-.Determinar la expresion del transcrito de TvMP50 en presencia y ausencia

de Zn?* de T. vaginalis.
3.- Obtener y expresar la TvMP50 recombinante de T. vaginalis

4. Inmunolocalizar e inmunodetectar a TvMP50 en T. vaginalis.
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2.5 Estrategia experimental

Arbol filogenético

Analisis
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Zn’
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3. Materiales y métodos
3.1 Analisis bioinformatico.

A partir de la identificacion de los péptidos por espectrometria de masas, se
realiz6 una busqueda en el programa MASCOT identificando una
metaloproteinasa de 50 kDa clasificada en el clan MG, familia M24 para lo cual se
realizo el analisis bioinformatico utilizando la base de datos: TrichDB
(http://trichdb.org/trichdb), en la cual se obtuvo la secuencia completa del gen
mpd0 y la secuencia completa de aminoacidos. Ademas en la base de datos
MEROPS (merops.sanger.ac.uk) fueron obtenidas las secuencias homologas a la
proteina TvMP50. Mediante el uso del programa Jalview 2.6.1 (www.jalview.org)
se llevo a cabo el alineamiento de las secuencias homélogas a TvMP50 y se
elimind la redundancia de las secuencias hasta en un 30%. El arbol filogenético
se realizo con el programa MEGA 4.0.2 con el algoritmo de Neighbor-joining con la
prueba de Bootstrap de 1000 repeticiones. También se realizo el andlisis de la
estructura secundaria de la proteina TvMP50 con el software Jalview 2.6.1. Por
otra parte, el analisis de la estructura 3D tedrica se realizo utilizando el programa
Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org) y fue usado el servidor Phyre para el
modelaje de la proteina. La identificacion de los aminoacidos que corresponden al
sitio catalitico fue realizado con el programa Clustal W
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) mediante un alineamiento de la proteina
TvMP50 (MER082185) con las proteinas Xaa-prolidasa de Homo sapiens
(MER001248) y la Xaa-proaminopeptidasa de E.coli (MER001244). La secuencia
de la TvMP50 fue agregada al banco de secuencias GenBank
(www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) los nombres fueron mp50 para el gen y TvMP50

para la proteina, con nimero de acceso: JF263458.
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3.2 Cultivo de parasitos T. vaginalis

Los aislados de mujer CNCD147 y de hombre HGMN 01, se cultivaron en medio
TYM (tripticasa-extracto de levadura-maltosa), complementado con 10% de suero
de caballo inactivado por calor (30 min a 56°C), por 24 h / 37°C en presencia de
Zn** (1.6 mM de Zn") y en ausencia de Zn>" , para obtener los parasitos en fase

logaritmica de crecimiento.

3.3 Extraccion de DNA genomico de T. vaginalis

20 x 10° parasitos se lavaron tres veces con 1 ml PBS pH 7.0, se centrifugaron a
1800 rpm/ 5 min en cada lavado; posteriormente, se resuspendieron en 2 ml PBS
pH 7.0, se agrego el amortiguador de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, SDS 0.2%,
NaCl 100mM, EDTA 10 mM), fenol y se agitaron por inversién. Se centrifugaron a
13,000 rpm/5 min/4°C. La fase acuosa se transfirio a un tubo nuevo de 1.5 ml, y
se le adiciono fenol y cloroformo en una relacion 1:1 y fue centrifugado a 13000
rpm/5 min/4°C, la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se precipitd con
500 pl de etanol y acetato de sodio 3M, después se incubaron a -20°C/2 h, luego
se centrifugaron a 13,000 rpm/15 min/4°C, fue decantado el sobrenadante y la
pastilla se lavé con etanol frio al 70% y se centrifugd a 13,000 rpm/15 min, una vez
finalizados los lavados la pastilla se dejo secar y se resuspendié en agua libre de

nucleasas. La cuantificacion se realizd por espectrofotometria a 260 nm.

3.4 Extraccion de RNA Total de Trichomonas vaginalis.

20 x 10° parasitos, se centrifugaron a 1800rpm/15 min/4°C y se resuspendieron
en PBS pH 7.0, después se agregd 1 ml de trizol frio, se mezcl6 por inversion y se
incubd por 10 min/ TA y 30 min/4°; luego se agreg6é cloroformo y se mezclo a
T.A'y se centrifugd a 10,000 rpm/15 min/4°C. El RNA presente en la fase acuosa
se precipitd con 1 ml de isopropanol, después se mezcld e incub6 15 min/ T. A. y
posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm/15min/4°C. El sobrenadante se
decanto, la pastilla se lavo con etanol al 75%, se centrifugé a 10,000 rpm/15 min/

4°C y la pastilla se secé a T. A. y se resuspendid en agua-DEPEC.
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3.5 Sintesis de cDNA.

A 1 ug de RNA se le adicioné 1 pl de oligo dT y cbp 12 pl de agua DEPC,
después se incubd a 70°C/15 min y se coloco en hielo durante 5 min, luego se
agrego 2ul dNTPs, 2 pl DTT, 4 pl amortiguador 5x, y se incubaron a 42°C/ 2 min,
se colocaron en hielo y se agregd la 1yl transcriptasa reversa (RT). La mezcla se
incubd a 42°C/ 50 min y a 70°C / 10 min.

3.6 Amplificacion por PCR del gen de mp50 de T. vaginalis.

Para la amplificacion del gen, se disefaron los oligonucleétidos a los cuales
se les adiciono el sitio de corte para las enzimas de restriccion BamH! y Hindlll.
Para la reaccion de PCR se usaron 10 pmol de los oligonucleotidos sentido y
antisentido, dNTP [0.2 uM], MgCl; [1.5 uM], cDNA del aislado CNCD147 de T.
vaginalis crecido en condiciones de 1.6 mM de Zn®*, Taq polimerasa y agua
inyectable.

Los iniciadores utilizados para la amplificacion del gen mp50 fueron:

sentido 5’GCCGGATCCATGTCAGGTGACGAATTC 3°

antisentido: 5’°CGCAAGCTTTCAAACTACTCTTGAAGC 3,

La secuencia subrayada corresponde al sitio de corte de las enzimas de

restriccion BamHl/ en el iniciador sentido y Hindlll en el iniciador antisentido.

El programa utilizado fue:

94°C 2min 1 ciclo
94°C1min

55°C1.4min 30 ciclos
72°C 2 min

72°C 7min 1 ciclo

Para llevar a cabo la PCR-colonia se utilizaron los oligonucleétidos del
vector pQE-80L
Sentido: 5'-CGGATAACAATTTCACACAG 3’
antisentido: 5’GTTCTGAGGTCATTACTGG-3 *
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el programa utilizado fue:

94°C 2 min 1 ciclo
94 °C 1min

50°C 1:50 min 30 ciclos
72°C 2 min

72°C 7Tmin 1 ciclo

Para la amplificacion del gen de B-tubulina se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos:
BTUB9 5-CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT-3’
BTUB2 5-GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT-3’

3.7 Preparacion de células competentes E. coli DH5a y M15.

La cepa de E. coli se crecié en medio LB 24 h/ 37°C, este cultivo se inoculod
en medio LB a 200 rpm/ 37°C hasta alcanzar una densidad optica (OD) de 0.5 a
0.9, se incubd en hielo por 5 min, se centrifugd a 3000 rpm/10min/4°C, se desecho
el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en amortiguador (100 mM RbCl,,
MnCl; 50 mM, KC,H3; O, 30 mM, CaCl, 10 mM, glicerol 15%) TFB1 frio, se incubo
en hielo 5 min, se centrifugé a 3000 rpm/10 min/4°C, se resuspendid en
amortiguador (MOPS 10 mM, RbCl, 10 mM, CaCl, 75 mM, glicerol 15%) TFB Il y

se incubd en hielo 15 min. Las alicuotas de 50 pl se almacenaron a -80°C.

3.8 Clonacion del gen de la TvMP50 de T.vaginalis.

A partir del cDNA de parasitos crecidos en presencia 1.6 mM de Zn’* se
realiz6 una RT-PCR para la obtencion del amplicon de TvMP50. Este producto se
cloné en el vector de mantenimiento pCR 2.1 TOPO (Invitrogen). La clonacion se
realizé con 4 pl de la reaccion de PCR, 1 pl del vector, 0.5 pl de H,O y 1 pl de la

solucion de sales del kit, la mezcla se incub6 1 h a T A.
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Posteriormente se transformaron células DH5a por choque térmico
colocando el vial de células transformantes 30 min en hielo y después se
incubaron en un bafio maria a 42°C/ 30 s. e inmediatamente después se
agregaron 250 ul de medio LB, después se incubd a 200 rpm/ 37°C/ 1 h. El total
del vial de células transformantes se plaqueo en alicuotas de 10 y 50 pl en placas
de agar-LB- con 200 pg/ ml de ampicilina y se incubaron a 37°C O/N; se utilizo el
control de vector sin el inserto. Posteriormente se picaron las colonias y se
crecieron en medio LB con 200 ug/ ml de ampicilina, para continuar con la

extraccion de DNA plasmidico por miniprep.

3.9 Extraccion de DNA plasmidico por Miniprep.

Las transformantes previamente crecidas en medio de cultivo LB con
200ug/ ml de ampicilina, se centrifugaron a 13,000 rpm/15 min, se resuspendiaron
en amortiguador (Tris-HCI 50mM pH8.0, EDTA 10 mM) P1, se les dio vortex unos
segundos, se le adicioné amortiguador (NaOH 200 mM, SDS 1%) P2, se mezclo
por inversion y se incubé a T.A. por 5 min, luego se adicioné el amortiguador
(Acetato de Potasio 3.0 M) P3, y se incubd en hielo 5 min y luego se centrifugo a
13,000 rpm/15 min/4°C. El sobrenadante se colecté en un tubo y se le adiciono
0.6 volumen de etanol absoluto frio, se incubo a T.A. y se centrifugdé a 13,000
rpm/15 min4°C. La pastilla se lavé con 1 ml de etanol al 70%, se mezcld por
inversion y se centrifugd a 13,000 rpm/ 20 min/4°C., la pastilla se dejo secar y se

adicion6 agua libre de DNAsas.

3.10 Subclonacién del gen de mp50 en el vector pQESOL

Una clona del vector pQE8OL se inoculd en 5 ml de LB-ampicilina y se
incubd a 200 rpm/ 37 °C / O.N. Posteriormente el cultivo se centrifugd a 8,000/
rpm/20 min/4°C, la pastilla fue resuspendida en 166 pl de amortiguador P1 (con
RNAsa A [100ug/ml]), posteriormente se adicionaron 333 pl de amortiguador P2,
se mezcld por inmersion de 4 a 6 veces y se incubd 5 min a TA. Después se
adicion6 150 pl de amortiguador P3. Después se precipito el DNAp con 0.6

volumen de isopropanol al 70% y se centrifugd a 13,000rpm/10 min y se lavo dos
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veces sin resuspender la pastilla con etanol frio al 70%, se centrifugd entre cada
lavado a 13,000 rpm/5min y la pastilla se seco a TA y se resuspendid en agua
inyectable.

La liberacion del inserto del gen mp50 del vector pCR 2.1 TOPO vy de la
restriccion del vector pQESOL se realizé con las enzimas BamH| y Hindlll, se llevé
a cabo siguiendo las especificaciones de cada enzima, el inserto y el vector se
ligaron en una relacién 5:1 usando T4 DNA ligasa se incubo a 4°C/ON, como
controles se utilizo: 1) el vector sin inserto + ligasa, 2) el vector sin inserto sin
ligasa.

Después fueron usadas células M15 para transformar la reaccién de
ligacion utilizando 10 ul, después se tomo una alicuota de 100 pl del tubo de
celulas competentes M15 (previamente descongeladas), y se agregd la reaccién
de ligacion, se incubd por 20 min/4°C, después se le dio choque térmico,
colocando el tubo a 42°C en un bafio de agua por 90 s. Y se le adiciono
inmediatamente 500 pl de medio LB. Las células M15 con el inserto fueron
incubadas 60-90 min/ 37°C. Después se plaquearon alicuotas de 50,100 y 200 pl
en placas de agar-LB con 25 pg/ml kanamicina y 200 pg/ml ampicilina y fueron
incubadas a 37°C /ON.

3.11 Expresion de la proteina TvMP50r

A partir de un cultivo de una clona positiva conteniendo el vector pQE-80L-mp50
con una ODgqo, 0.9 se realizé la induccion y la expresion la proteina TvMP50r con
1 mM de IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosida)/ 1 h, después se purific

por columna de afinidad a niquel.

3.12 Purificacion de TvMP50r por afinidad a Niquel.

A partir de la fraccion soluble obtenida de un cultivo de 250ml células M15 que
contienen el plasmido con el inserto de mp50, se purificd la proteina TvMP50r por
cromatografia de afinidad a niquel, se activo la columna de niquel con el
amortiguador de union (Na; HPO4 50 mM, pH 8.0, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM;)

La cromatografia se realiz6 usando una columna de 1cm de diametro por 10 cm
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de altura empaquetada con 5ml de resina Ni-NTA agarosa, equilibrada con el
amortiguador de union (Na; HPO, 50 mM, pH 8.0, NaCl 300 mM, Imidazol 10
mM;) para eliminar las proteinas inespecificas. Finalmente, la proteina se eluyo
con el amortiguador de elucion (Na, HPO, 50 mM, pH 8.0, NaCl 300 mM, Imidazol
250 mM).

3.13 Obtencién de anticuerpos anti-TvMP50r

Para la obtencion de anticuerpos contra la TvMP50r de T. vaginalis se
inmunizaron 5 ratones Balb/c machos con 5 semanas de edad. Las
inmunizaciones se hicieron por via intraperitoneal, la primera inmunizacién se
realiz6 con 18ug de la proteina TvMP50r y el adyuvante TITERMAX Gold en una
relacion 1:1 y una segunda inmunizacion a los 8 dias con 50 ug de proteina en
una relacion 1:1 con el adyuvante TITERMAX Gold. La mezcla total de cada
inmunizacion fue aproximadamente de 200 pl por raton (1:1). Los sangrados se
llevaron a cabo cada semana realizando 6 sangrados en total. La respuesta anti-
TvMP50r fue evaluado en cada uno de los sangrados por ensayos de Western
blot, usando como antigeno a la proteina recombinante hasta la obtencion de un

titulo maximo contra esta proteina.

3.14 Obtencion de extractos totales de proteinas de T. vaginalis por
precipitacion con TCA.

Los parasitos en fase logaritmica de crecimiento se lavaron tres veces con PBS
frio pH 7.0, 20 x 10° parasitos se resuspendieron en 0.9 ml de PBS frio pH 7.0 y
0.1 ml de TCA al 100%, después se mezclo y incubadd 18 h/ 4°C. Después la
pastilla fue centrifugada a 13000 rpm/3 min/ 4°C y se lavé cinco veces con PBS
frio a pH 7.0. Las paredes del tubo se secaron con un hisopo estéril entre cada
lavado. Finalmente, la pastilla se resuspendié con 400 pl de amortiguador de
muestra 1x (BM1x) con 5% de B-mercaptoetanol y se hirvid durante 3 min. de
estas muestras se tomaron 10-20 pl y se analizaron en geles de SDS-PAGE al
12% al 10%. Las proteinas separadas se transfirieron a membrana de

nitrocelulosa para realizar el ensayo de Western blot.
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3.15 Ensayo de Western blot

Los extractos totales de proteinas de T. vaginalis y la proteina TvMP50r. Se un
corrieron en el gel de SDS-PAGE al 12% y se transfirieron a membrana de
nitrocelulosa por electrotransferencia. Las membranas se bloquearon con leche al
5% en PBS-Tween al 0.05%, pH 7, a 4°C/ON, se incubaron con el suero de ratén
anti-TvMP50r en una dilucion 1:100 en PBS-Tween 20 al 0.05 % pH 7/ 24h/ 4°C y
se lavaron con PBS pH 7.0-Tween al 0.1%, después se incubaron con el
anticuerpo de cabra anti-raton conjugado a peroxidasa a una dilucion 1:3000 (Bio-
Rad). La reaccion se detecto por color usando el sustrato substrato 4-cloro-naftol
0 por quimioluminiscencia utilizando el sustrato GE Healthcare (No. catalogo
RPN2132).

3.16 Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta.

20 x 10° parasitos se crecieron en ausencia y presencia de 1.6 mM Zn?* durante
24 hrs. Después los parasitos se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS a
pH 7.0 (filtrado por 0.22 pm) durante 1 hr/ 37°C, después se lavaron con PBS pH
7.0 tres veces/ 5 min; para la eliminacion de RNA se di6 un tratamiento con HCI
1M durante 2 h/ T. A. Posteriormente se realizd la neutralizacion con NH,CI 50
mM en PBS pH 7.0 por 10 min, al cabo de este tiempo se lavaron con PBS pH
7.0 y se contintio con el lavado con glicina 50 mM en PBS pH 7.0 en frio por 5
min, después un bloqueo con suero fetal bovino (SFB) y se realizo el lavado con
PBS-SFB 1%/ 5 min, y se permeabilizaron los parasitos con Triton 100 x al 0.2%
/10 min. Después se lavaron 3 veces con PBS-SFB al 1% y se incubaron con el
anticuerpo primario (anti-TvMP50) O.N. Después de 24 h se lavaron con PBS-
SFB 1% tres veces por 5 min se incubaron / 1 h con el anticuerpo secundario
(cabra-anti-mouse acoplado a FITC) y por Ultimo se lavaron tres veces con PBS-
SFB al 1% pH 7.0 y el exceso de PBS de la placa se seco, se agregé 8 ul de la
solucion de vectashield-DAPI + PBS pH 7.0 en una relacion 50:50 (50ul de
vectashield-DAPI + 50ul de PBS pH 7.0 ) en el porta objetos y fueron selladas las

laminillas con barniz transparente.
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4. Resultados.
4.1 Analisis In silico del gen mp50 y de la proteina TvMP50.

La proteina TvMP50 es codificada por un gen con un tamafio de 1320 pb ubicado
dentro del genoma de T. vaginalis en el locus TVAG_403460, flanqueando a este
gen pero en la cadena complementaria encontramos dos posibles marcos de
lectura abierto (ORFs). Rio arriba en la region 5" a mp50 se encuentra un gen que
codifica para una proteina de unién a lipidos dependiente de calcio y rio abajo de
la region 3'de mp50 se ubica un gen que codifica para una proteina hipotética
(Fig. 5). El analisis del arbol filogenético se basd en obtener secuencias
homologas a TvMP50 a partir de la base de datos MEROPS
(http://merops.sanger.ac.uk/). El cladograma se construyé y el andlisis muestra
que organismos pluricelulares tienen el origen comun bacteriano en este tipo de
metaloproteinasas. De manera interesante se encontré una probable duplicacion
de la proteina de nuestro interés TvMP50 ( Trichomonas vaginalis MER082185 v la
probable duplicacion de Trichomonas vaginalis MER082187) y se agrupo en la
rama de bacterias (E.coli MER001243 y MERO001244; Dickeya dadantii
MER193279). Asi mismo se muestra que la divergencia de este tipo de
metaloproteinasas provienen de organismos unicelulares (E. coli, MER001243 y
MERO001244; Dickeya dadantii MER193279). Asi se muestra la divergencia hasta
organismos pluricelulares como: (Holdemania filiformis MER171888, Giardia
intestinalis MER036146, Saccharomyces cerevisiae MER001733, Trichomonas
vaginalis MERO078259, Ostreococcus tauri MER081872 y Homo sapiens
MERO001248) (Fig. 6).

Por otra parte, para analizar el sitio catalitico de TvMP50 MER078259 fue
utilizado como templado el sitio catalitico de las metaloproteinasas de E. coli
MERO001244 y Homo sapiens MER001248 conformado por: 4 histidinas (H) en la
posicion 215, 324, 328 y 335, 2 &cidos asparticos (D) en la posicién 232 y 243, y 2
acidos glutamicos (D) en la posicion 364 y 407 (http://merops.sanger.ac.uk/),
clasificadas en el clan MG, en la subfamilia B. Nuestros resultados mostraron que

TVMP30 conserva los aminoacidos y las posiciones correspondientes al sitio
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catalitico de este tipo metaloproteinasas sugiriendo la subclasificacion en la
subfamilia B (fig.7).

Posteriormente, se realizd el analisis de la prediccion de estructura secundaria
basado en la secuencia de aminoacidos de TvMP50 MER078259 alineada con las
secuencias de las metaloproteinasas de E. coli MER001244 y Homo sapiens
MERO001248. EI analisis mostro la presencia de regiones correspondientes a a
helices (flechas rojas), regiones de hojas beta (flechas verdes) y las regiones no
predichas (areas grises). Los resultados en el programa jalview muestran
intervalos de confianza entre 7 y 9, los cuales predicen la probabilidad de
formacion de estructuras secundarias, ademas las estructuras secundarias
predichas fueron analizada a nivel de la estructura terciaria de la proteina TvMP50
(Fig. 8). El modelaje en 3D esta basado en el templado correspondiente a la
proteina cristalizada Xaa-proaminopeptidasa de Homo sapiens con un score de
prediccion de 196 x 2™ correspondiente al PDB:2IW2 (Muller no publicado) en
donde podemos observar un plegamiento de hélices a y hojas B antiparalelas

caracteristico de aminopeptidasa denominado “pita bread” (Bazan y col. 1994)
(Fig. 9).
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Figura 5. Representacion esquematica del ORF que codifica para TvMP50.

En el locus TVAG_403460'identificamos un gen denominado mp50 que codifica
para la proteina TvMP50 (centro), adyacentes a este ORF identificamos dos
genes, el primero en la regiéon 5° que codifica para una proteina de union a lipidos
dependiente de calcio (izquierda) y al extremo 3" el gen que codifica para una
proteina hipotética (derecha). Las flechas indican el sentido de la transcripcion de
cada ORF.
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Figura 6. Arbol filogenético construido con la TVMP50 y metaloproteinasas
de distintos organismos. El cladograma fue generado utilizando el algoritmo
Neighbor-joining con valores de Bootstrap de 1000 replicaciones y se realizo
utilizando el programa MEGA 4.0.2. Las secuencias fueron obtenidas desde la
base de datos MEROPS: Trichomonas vaginalis TvMP50 (resaltada con un
sombreado azul claro), (MER082185), (MER078259 y (MER082187)
Saccharomyces cerevisiae (MER001733), Ostreococcus tauri (MER081872),
Giardia intestinalis (MER036146), Homo sapiens (MER001248), Holdemania
filiformis (MER171888), Dickeya dadanti (MER193279) Escherichia coli
(MER001243) y (MERO001244).
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Figura 7. Identificacion in silico del sitio catalitico de TvMP50. Alineamiento de
secuencias de aminoacidos obtenidas de la base de datos MEROPS de
organismos como: Homo sapiens (MER001248), Escherichia coli (MER001244); y
la TYMP50 con el nimero de acceso de (MER082185). Acido aspartico (D),

Histidina (H) y Acido glutamico (E) con un sombreado azul claro.
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Figura 8. Estructura secundaria de la TvMP50. A) Alineamiento de secuencias
de aminodacidos obtenidas de la base de datos MEROPS correspondientes a:
Homo sapiens (MER001248), Escherichia coli (MER001243) y (MER001244); y
TvMP50 (MER(082185). B) Correspondencia de la estructura secundaria con la

estructura terciaria.
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Figura 9. Modelaje de la estructura terciaria de TvMP50 de Trichomonas
vaginalis. El modelo de la estructura terciaria se basé en la proteina cristalizada
Xaa-pro dipeptidasa de Homo sapiens y se destaca los aminoacidos que

conforman la sitio catalitico con estructuras de lineas.
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4.2 Analisis del transcrito de mp50 en cultivos de T. vaginalis.

A partir de RNA total de parasitos de los aislados de T. vaginalis de mujer
(CNCD147) y hombre (HGMNO01) crecidos en ausencia y presencia de 1.6 mM de
Zn** se sintetiz6 cDNA y se realizé la RT-PCR. El aislado CNCD147 no mostro
ningn amplicén en ausencia de Zn** (Fig. 10, carril 6), sin embargo, el transcrito
de mp50 se encuentra presente en este mismo aislado cuando se crece en
presencia de 1.6 mM de Zn** (Fig. 10, carril 7). En el aislado HGMNO1 se observo
la amplificacion del transcrito de mp50 tanto en ausencia como en presencia de
1.6 mM de Zn?* (Fig. 10, carriles 8 y 9); sin embargo, en presencia de Zn** mp50
se sobreexpreso (Fig. 10, carril 9). Como control de carga se utilizo el amplificado
del gen de B-tubulina de 112 pb en presencia y ausencia de Zn®* (Fig. 10, carriles
2-5), mostrando que este gen se expresa constitutivamente y no se afecté su
expresion en presencia y ausencia de Zn?* lo que demuestra el efecto del Zn?de
manera especifica . El andlisis densitométrico de este experimento se realizo
obteniendo las bandas de 2 ensayos con resultados similares, observando que en
ausencia de Zn*" el aislado de CNCD147 no presentdé amplicdn del gen mp50, sin
embargo en presencia de 1.6 mM de Zn?" si se presentd un amplicon del gen de
mp50, el cual es tomado como tomado con un 100% de intensidad de la banda. El
amplicén de gen de mp50 se present6 en el aislado HGMNO1 crecido en ausencia
de Zn”* presentando también un 100% de intensidad de la banda. Se destaca que
en este mismo aislado la expresion de mp50 se incremento hasta un 50% mas en
presencia de 1.6 mM de este cation en comparacion con este aislado en ausencia
de Zn*" (HGMNO1) y el aislado de CNCD147 en presencia de Zn?* (Fig. 11).
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Figura 10. Expresion diferencial del transcrito de mp50 en presencia y en
ausencia de 1.6 mM de Zn? en dos aislados diferentes de T.<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>