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RESUMEN.

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomonosis, una de las
principales caracteristicas de esta infeccién es la presencia de flujo con mal olor
ocasionado por la alta concentracion de poliaminas. Las poliaminas son pequenos
cationes indispensables para la virulencia y patogénesis de este parasito. Reportes
previos, mostraron la regulacion positiva de las poliaminas sobre el transcrito y la
proteina de TvCP65. Otra proteasa que participa en la citotoxicidad y podria estar
siendo regulada por las poliaminas es la TvCP39. El posible mecanismo a traves
del cual las poliaminas podrian estar participando en la estabilidad de los RNAm es
mediante una proteina dependiente de poliaminas llamada elF-5A, la cual requiere
de una modificacién post-traduccional llamada hipusinacién para convertir a elF-5A
precursora a su forma madura. Recientemente, se ha sugerido que eIF-SA madura
es capaz de unirse al RNAm especificamente a la secuencia denominada elemento
de respuesta a elF-5A (ERE) localizada en el 3'UTR del RNAm. En este trabajo
nosotros caracterizamos la interaccion de TvelF-5A activa con el 3'UTR de tvcp39
involucrada en la citotoxicidad del parasito, la cual fue utilizada como modelo de
estudio. Ensayos de RT-PCR y qRT-PCR en parasitos tratados con el inhibidor de
la biosintesis de putrescina 1,4-diamino-2-butanonea (DAB), mostraron una
disminucién de ~ 80y ~90 %, en los niveles de transcrito de tvcp39 y tveif-ba y en
el tiempo de vida media de ~45 miny ~2.5 h, respectivamente. Asi como en la
cantidad de TvCP39 y TvelF-5A analizado por Western blot e inmunofluorecencia.
Ensayos de localizacién y fraccionamiento nucleo-citoplasma, sugiere una
relocalizacion de TvCP39 en presencia de poliaminas. Por otra parte, la inhibicion
de la traduccion con cicloheximida, mostré6 una disminucién en la cantidad de
TvelF-5A précursora y madura ~4 h y en los niveles del transcrito de tveif-5a ~2h,
en parasitos tratados con DAB. Este efecto fue restaurado unicamente con
putrescina exdgena. Por otra parte, el anélisié del 3'UTR de tvcp39 vy tveif-5a,
mostré una estructura tipo ERE, lo que sugiere un posible mecanismo de
regulacién post-transcripcibnal. Los ensayos de interaccion de TvelF-5A madura
.recombinant'e, obtenida mediante la clonacion y expresién en un sistema de

Sacharomyces cerevisiae, con el ERE-like de tvcp39 sugieren que esta proteina es



capaz de unirse a la estructura tallo-burbuja de tvcp39 y cox-2. Por otra parte,
mediante ensayos de Western blot y espectrometria de masas, determinamos tres
posibles modificaciones post-traduccionales en TvelF-5A: O-glicosilacion,
fosforilaciones en serina y tirosina e hipusinacién, lo que sugiere un papel
importante en la actividad de esta proteina. Estos datos sugieren que la putrescina
es necesaria para la estabilidad del RNAm de tvcp39 vy tveif-5a, asi como para la

cantidad de TvCP39, maduracion y funcién de TvelF-5A.



I. INTRODUCCION.
1. Antecedentes generales
1.1 Tricomonosis

La tricomonosis es una infeccion de transmision sexual ocasionada por el
parasito Trichomonas vaginalis que infecta el tracto genitourinario (Alderete y col.,
1984). Esta infeccidén puede presentarse de forma asintomatica, aguda o crénica. Los
signos y sintomas de la tricomonosis en la forma aguda son: vulvitis difusa con
leucorrea copiosa que se caracterizan por ser descargas abundantes de color verde-
amarillentas con olor fétido, ademas de presentar prurito en la vulva. Un signo clinico
especifico para esta infeccién es el cérvix de fresa o denominado cientificamente como
Colpitis macularis, observado solo en el 2% de las pacientes (Spiegel y col., 1990;
Lehker y Alderete., 2000). Otros signos y sintomas pueden incluir disuria y dolor
abdominal en cavidad baja. Algunas veces esta patologia puede ser asintomatica,
motivo por el cual no es diagnosticada. En el caso de la tricomonosis cronica, los
signos y sintomas que predominan son prurito y la dispareunia, rﬁientras que la
secrecion puede ser escasa.

Los factores que influyen en la respuesta inflamatoria y la severidad de los

sintomas, no han sido bien entendidos pero se han- asociado con los niveles



hormonales, la coexistencia con la flora vaginal, la cepa y la relativa concentracion de
los organismos presentes en la vagina (Spiegel y col., 1990).

La prevalencia de la tricomonosis en el hombre ha sido menos caracterizada.
Generalmente, los pacientes masculinos son asintomaticos; a pesar de que es una
infeccion autolimitada, se puede presentar en ocasiones como una uretritis no
gonocdcica y no clamidial (Swygard y col., 2004; Alderete y col., 2000). Los reportes de
prevalencia relacionados con infecciones uretrales con tricomonosis han variado
dependiendo de la poblacion y las técnicas usadas para diagndstico. Reportes previos
han mostrado que altas concentraciones de Zn?* en secreciones prostaticas de humano
actuan como tricomonicidas (Krieger y Rein., 1982). Recientemente, se reporto el efecto
del Zn?* en T. vaginalis. En este estudio se demostré que utilizando una concentracion
de 1.6 mM de Zn* disminuye la citotoxicidad del parasito hacia las células DU-145
comparado con el control. Adicionalmente, la expresion del RNAm de tvep65 asi como
la cantidad de la proteina TvCP65 disminuy6 en presencia de 1.6 mM de Zn?**. De
manera interesante la morfologia del parasito no presenté la transformacion a su forma
ameboide, sin embargo, este parasito mostré proyecciones flagelares hacia las células
DU-145 y con otros parasitos. El analisis proteébmico mostré 37 proteinas que se
expresan diferencialmente en presencia de 1.6 mM de Zn?* comparado con el control
(Vazquez-Carrillo y col., 2011). |

Esta infeccion ocasiona consecuencias adversas en la salud de la mujer y del
hombre como son: infertilidad (EI-Shazly y col., 2001), enfermedad inflamatoria pélvica
crénicé (Moodley y col.,-2002), neonatos prématuros y. de bajo peso al naber.

ocasionado por la ruptura de las membranas amniéticas (Cotch y col., 1997).



Recientemente, se reportd6 un neonato con tricomonosis en vias respiratorias altas,
debido a la transmisién vertical del tracto urogenital de la madre al momento de la
salida del neonato por el canal vaginal (Carter y col., 2008). Adicionalmente, se ha
asociado como un factor de riesgo que incrementa la transmisién del virus de la
inmunodeficiencia adquirida (VIH), debido a que T. vaginalis desarrolla un proceso
inflamatorio seguido de la degradacién de la matriz extracelular de las células del
epitelio vaginal (VECs) lo cual provoca que células de la lamina basal queden
expuestas. Este estrato epidérmico es rico en células CD** las cuales son el blanco del
VIH (Van Der Pol y col., 2008). También se ha asociado como factor para el desarrollo
de cancer cervical debido al proceso inflamatorio cronico que se desarrolla durante la
tricomonosis, asi como de la destruccion de las VECs lo cual permite el establecimiento
y replicacion del virus del papiloma humano (VPH) (Viikki y col., 2000).

El hombre puede presentar uretritis, prostatitis, epididimitis, eyaculacion precoz,
nicturia y cancer de prostata (Krieger y col., 1993). En este ultimo se ha propuesto que
T. vaginalis induce y regula la expresion de proteinas pro inflamatorias, las cuales
ocasionan dafio en el epitelial prostatico, provocando la generacién de nuevas células
epiteliales. Sin embargo, si se pierde la homeostasis celular comienza una

hiperproliferacion descontrolada (Sutcliffe y col., 2006).
1.2. Epidemiologia.

La tricomonosis es la infeccion de transmision sexual (ITS) mas comun

considerada como un marcador de conducta sexual de alto riesgo, en la mayoria de los



casos esta asociada a otras infecciones como la gonorrea y vaginitis bacteriana (Zhang
y col., 1996; Swygard y col., 2004). La prevalencia varia entre las poblaciones
estudiadas en un rango de 5-97 % en mujeres y 0-3 % en hombres (www.who.int/es/),
también varia dependiendo de la poblacién y las técnicas usadas para el diagndstico
(Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica SSA, 2006). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta una incidencia de tricomonosis de mas
de 250 millones de casos al afo (reporte de la OMS afio 2010). En México se estima
que la tricomonosis ocupa el primer lugar en cuanto a ITS. En el 2010 se reportaron
116, 622 casos y en el segundo semestre del 2011 se han reportado 68, 278 casos de
tricomonosis en toda la Republica Mexicana (Sistema Unico de Informacion para la
Vigilancia Epidemiolégica SSA., 2010). Los estados mas afectados en la Republica
Mexicana son: Chiapas, Estado de México, Guanajuato, Oaxaca, Puebla, Distrito
Federal y Veracruz (Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica

SSA., 2010).

1.3 Trichomonas vaginalis

T. vaginalis es una parasito protozoario y su clasificacién taxonémica esta

‘basada en el arbol filogenético y en la evolucién de eucariontes superiores vy

protozoarios:
Supergrupo: Excavata (Wegener Parfrey y col., 2006)
Grupo: Parabasalia (Wegener Parfrey y col., 2006)

Orden: Trichomonadida (Kirby., 1947; Honigberg., 1974)



Familia: Trichomonadidae (Wenyon., 1926)
Género: Trichomonas

Especie: Trichomonas vaginalis (Donne., 1836)

Este parasito mide 10 a 20 ym de largo, 7 um de ancho y 20 pm de diametro, se
divide por fisién binaria longitudinal. Tiene cuatro flagelos anteriores y uno adosado a la
membrana ondulante. T. vaginalis se caracteriza por tener un nucleo prominente con
estructura rigida, tipicamente alargado, mide de 4 a 5 ym se encuentra limitado por una
envoltura nuclear con poros tipicos y contiene granulos dispersos de cromatina. Se
localiza en la porcién anterior y ventral izquierda de Ia expansién capitular del axostilo.
En el interior del nucleo la cromatina forma cumulos granulares relativamente pequernos
(Paces y col., 1992). El nucledlo, es pequefio, rodeado de un area libre de cromatina
(Honingberg y King., 1964), contiene 6 cromosomas con un tamarfio de 160 Mb (Carlton
y col., 2007).

Este parasito posee un citoesqueleto especializado que consta de: la costa,
constituida por proteinas contractiles, es una estructura fibrilar estriada localizada en el
citoplasma adyacente a la membrana ondulante y conectada al cuerpo basal del flagelo
recurrente y es la encargada de proporcionar el soporte mecanico a la membrana
ondulante, esta estructura distingue a la familia Trichomonadidae de otras familfas
clasificadas en el mismo orden. El axostilo recorre el cuerpo del parasito desde la parte
anteriqr y termina en la posterior del mismo en forma de espicula (Fig. 1).-

T. vaginalis carece de mitocondrias pero bontiene un organelo denominado

hidrogenosoma para llevar a cabo el metabolismo de carbohidratos en donde el



hidrégeno es el aceptor de electrones en la producciéon de energia (ATP). El
hidrogenosoma se diferencia de las mitocondrias en la pérdida del citocromo c, de las
enzimas involucradas en la cadena respiratoria y el DNA mitocondrial (Honigberg y
King., 1964; Nielsen y Nielsen., 1975; Schmidt y Roberts., 1998).

T. vaginalis presenta dos morfologias, la forma ameboide que se ha encontrado
en biopsias de pacientes con tricomonosis y en parasitos al contacto con VECs, vy la
forma ovoide que se ha encontrado en el flujo uretral y vaginal, orina y en semen de
pacientes infectados con este parasito (Lehker y col., 1991; Arroyo y col., 1993;

Moreno-Brito y col., 2003).

Figura 1. Microscopia de barrido de Trichomonas vaginalis, mostrando la
forma ameboide (adherida a una célula del epitelio vaginal) y la forma ovoide
(Tomado de: Pereira-Neves and Marlene Benchimol, Santa Ursula University, Rio

de Janeiro, Brazil).



1.4 Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis

El ciclo de vida de este parasito es muy simple comparado con el de otros
parasitos patogenos, no tiene huéspedes intermedios ni vectores y solo se presenta en
forma de trofozoito uninucleado. La transmision es de persona a persbna mediante el
contacto sexual con personas infectadas (Fig. 2). Los parasitos se adhieren a las
mucosas de la vagina y del cérvix donde permanecen a pesar de las condiciones
adversas como son: el pH, temperatura, cambios hormonales, descamacién de las
VECs, escasez de nutrientes, presencia de anticuerpos anti-tricamonas, de lactobacilos
o} 'de otras bacterias, asi como del flujo menstrual, entre otras condiciones (Schwebke y
col., 2004; Arroyo y col., 2000). T. vaginalis se multiplica por fision binaria que empieza
con la divisién nuclear, para finalmente generar dos células hijas. Este parasito se

divide seis veces cada 24 h in vitro (Gémez-Conde y col., 2000; LLehker y col., 1991).



genval Intercoursg

A\ = infective Stage
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vaginal and prostatic binary fission vagina or orifice
secretions and unne of urathra

Figura 2. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. |) estado infectivo; d) estado de
diagnéstico. 1. Trofozoito en secreciones vaginales, prostaticas y orina; 2.
Divisién por fisién binaria; 3. Trofozoito en vagina y orificio uretral. (Tomado de:

la base de datos Introduction “The Trichomonas vaginalis Genome Database”

www.tigr.or/tdb/e2k1/tvg/intro.shtml).




1.5 Genoma de Trichomonas vaginalis

T. vaginalis ha sido descrito como un parasito diploide con seis cromosomas
(Dermota., 1997; Yuh y col., 1997; Sutcliffe y col., 2006) que contiene un genoma de
160 Mb con 60,000 genes que codifican para proteinas (Tabla 1). Este parasito '
presenta ~65 genes que contienen intrones, ademas de contener genes que codifican
para proteinas que son capaces de realizar el procesamiento de corte y empalme
denominado “splicing”, encontrando motivos conservados los cuales son esenciales
para proteinas “spliceosomales”, como es la proteina PRP8, la cual provee evidencias
directas de este procesamiento (Pestota y col., 2001; Vanacova y col., 2005; Carlton y
col., 2007). El genoma de este parasito presenta genes que codifican para RNA de
transferencia (RNAt) de los 20 aminoacidos y 250 genes codificantes para RNA
ribosomales (RNAr). En el 75 % de. los genes de este parasito se localiza un elemento
promotor “Inr” en el extremo 5° de la regién no traducida (UTR). Estos elementos son
indispensables para que se lleve a cabo la expresién de los genes. Los Inr son
secuencias homologas a la caja TATA en eucariontes (Liston y col., 1998; Vanacova y
col., 2005). Sin embargo, se han encontrado sitios de inicio de la transcripcion que no
tienen homologia con el Inr en T. vaginalis, como es el caso del promotor del gen hsp70
(Liston y col., 1998). Recientemente se reporto uné }secuencia TATA en el gen del RNAr
5S (Torres-Machorro y col., 2009).

De manera interesante T. vaginalis contiene genes “Dicer’, “argonautas” y

“DEAD-DEAH-box’, asi como genes para helicasas, sugiriendo la existencia de una via



para la formacion de RNA interferentes (RNAI), sin embargo hasta el momento no se
encuentra algun reporte donde se emplee este tipo de RNAs (Carlton y col., 2007).

El gran tamafo del genoma de T. vaginalis es debidc al alto contenido de
elementos repetidos (65%) y han sido clasificadas como: 1) repetidos tipo virus:
similaridad con virus o bacteriéfagos; 2) transposones: similaridad a perfiles de
transposones o integrasas; 3) retrotransposones: secuencias con similaridad a
transcriptasa reversa o perfiles retrotransposones; 4) repetidos no clasificados:
secuencias que no presentan similaridad a proteinas conocidas como son los
mavericks. En total estos elementos repetidos conforman las 59 familias de elementos
altamente repetidos. Estas familias estan en cientos de copias localizadas en contiguos
pequefos dentro del genoma de T. vaginalis. Cada familia de repetidos es
extraordinariamente homogénea con un promedio de polimorfismo de ~2.5% (Carlton y
col., 2007).

La expansion de familias de genes de T. vaginalis indica una adaptacion a
diferentes microambientes, explicando porque este parasito es capaz de adaptarse
rapidamente al microambiente cambiante de su hospedero en cuanto a: pH,
temperatura, Fe?*, Zn*" y poliaminas (Carlton y col., 2007).

Una de las familias mas importantes descritas es la implicada en la maquinaria
de trafico membrahal, la cual es esencial para la secrecién de proteinas patogenas,
endocitosis y fagocitosis de bacterias y células del hospedero. T. vaginalis contiene
genes involucrados en la respuesta al dafio al DNA y su reparacion, reestructuracién de
la cromatina y meiosis, los cuales son indispensables para la viabilidad de este parasito.

Adicionalmente, se ha descrito la familia de genes que codifican para proteina-cinasas,
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lo cual sugiere la presencia de mecanismos para la trasduccién de sefiales. Un ejemplo
es la proteina-cinasa maduradora de mitégenos (MAPK). También, se identificaron
genes que codifican para proteinas involucradas en el cambio morfolégico (ovoide-
ameboide) como la actina y la tubulina (Carlton y col., 2007).

En relacion a la patogénesis de T. vaginalis, se localizaron genes que codifican
enzimas para la sintesis de lipofosfoglicanos (LPG); de particular interés es un gen
encargado de la sintesis de ramnosa, un azucar inusual ausente en las células del
hospedero. Otros genes identificados son los involucrados en la biosintesis del acido
sidlico (azucar de superficie de T. vaginalis). Ademas, se identificaron 800 proteinas
que representan moléculas de superficie involucradas en citoadherencia y citotoxicidad.
Algunas de las cuales ya han sido reportadas y descritas como son cinco adhesinas
(AP65, AP51, AP33, AP23 y AP120) (Lehker y col., 1991; Alderete y col., 2000; Garcia
y col., 2003; Moreno-Brito y col., 2005) y diferentes cisteina proteinasas como la CP de
30 kDa, CP de 62 kDa, CP de 39 kDa y la CP de 65 kDa (Mendoza-Lépez y col., 2000;
“Hernandez y col., 2004; Alvarez- Sanchez y col., 2000; Hernandez-Gutiérrez y col.,
2004). Por otra parte se localizaron 152 casos de posible transferencia lateral de genes
procariontes—eucariontes, los cuales corresponden a genes que codifican enzimas
metabolicas involucradas en las vias de la sintesis de carbohidratos o aminoacidos

(Carlton y col., 2007).
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Tabla 1. Caracteristicas del genoma de T. vaginalis.

Tamafio del ensamble en (pb) 176,441,227
Contenidode G+ C (%) 32
Genes que codifican para proteinas 59,681

Genes con intrones 65
Densidad de genes 2956
Genes para tRNA : 479

(Carlton y col., 2007)
1.6 Requerimientos nutricionales de T. vaginalis.

T. vaginalis carece de la via biosintética de novo de nucleétidos como guanina,
timidina, citocina, uracilo y/o uridina las cuales entran al parasito por difusion pasiva y
que son necesarios para su sobrevivencia (Linstead., 1981; Heyworth y col., 1982;
1984), por lo que adquiere estos nutrientes del nicleo de las VECs las cuales son una
fuente rica en nucleétidos (Gonzalez-Lazaro y col., 2005).

T vaginélis es incapaz de sintetizar espermina por lo que obtiené esta molécula
del hospedero mediante un sistema antiporte acoplado a la secrecion de dos moléculas
de putrescina por cada molécula de espermina (Schuber., 1989). Este parasito requiere
de carbohidratos, siendo la maltosa la fuente principal para su crecimiento; aunq.ue

también utiliza glucosa, galactosa, glucégeno o almidén (Mack y Mdller., 1980). Los
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aminoacidos también son indispensables para la sobrevivencia del parasito en especial
arginina, treonina y leucina que en ocasiones son utilizados por el parasito para la
generacion de energia (Yoon y col., 1991). Ademas se reporta la presencia de genes
requeridos para la sintesis de prolina, arginina, cisteina y para el metabolismo de
treonina, asi como genes que codifican enzimas involucradas en el metabolismo de
metionina (Carlton y col., 2007).

T. vaginalis requiere principalmente de colesteral, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina y esfingomielina por carecer de estas vias metabolicas y de muchas
enzimas que intervienen en la biosintesis de fosfolipidos, por ello los obtiene de forma
exdgena y su captacion la realiza por medio de receptores para lipoproteinas (Heyworth
y col., 1982; 1984; Beach y col., 1990; 1991). En el genoma de este parasito se
identificaron genes que codifican para enzimas de la sintesis de lipofosfoglicanos (LPG)
(Carlton y col., 2007), asi como genes que codifican para superoxido dismutasas,
tioredoxinas, peroxiredoxinas y ruberitinas. También, se encontraron familias de
enzimas transportadoras de azucares y aminodacidos, asi como muchos miembros de
familias cotransportadoras de cloro (Carlton y col., 2007).

Este parasito es capaz de incorporar y endocitar al VIH dentro de vesiculas para
posteriormente degradarlas dentro de vacuolas citoplasmaticas (Rendén-Maldonado y
col., 2003). T. vaginalis al fagocitar los eritrocitos adquiere IAipidos y Fe?*. Para la .
captura de Fe?" este parasito posee moléculas receptoras y transportadoras de Fe?*
como las glicoproteinas capaces de unir a eritrocitos para la adquisicion de Fe?.
Ademas, T. vaginalis esta recﬁbierta de fibronectina, la cual es una protéina de unién

que se encuentra regulada por las concentraciones de Fe?*, por lo que se ha propuesto
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sea una molécula indispensable para la adquisicién de nutrientes y la adhesién hacia la
célula blanco (Lehker y col., 1990; Crouch y col,. 2001; Alderete y col., 2002), la
lactoferrina es una molécula transportadora de Fe*" capaz de unirse a receptores de
membrana en T. vaginalis, esta molécula remueve el Fe?* de la superficie del parasito y
posteriormente es internalizada (Peterson y Alderete., 1984). Adicionalmente, T.
vaginalis fagocita virus, bacterias, levaduras, eritrocitos, fragmentos celulares para la
adquisicion de una gran cantidad de nutrientes (Arroyo y col., 2000; Costmagna y col.,

2001; Pereira-Neves y Benchimol., 2007).
1.7 Patogenicidad

Al contacto del parasito con las VECs, participan diferentes senales
transmembranales las cuales conducen al cambio morfolégico de ovoide a ameboide
con la formacion de filipodios y pseudopodios (Arroyo y col., 1993). Luego se
incrementa la citoadherencia del parasito a.las VECs (Lehker y col., 1991; Alderete y
col., 2000; Garcia y col., 2003; Moreno-Brito y col., 2005). Posteriormente, se da la
sefial de quimiotaxis para el reclutamiento de los parasitos hacia el sitio inicial de
contacto y el intercambio de material genético (Arroyo y col., 1993). Después se lleva a
cabo la citotoxicidad del parééito hacia las VECs (Alvarez-Sanchez y col., 2000;

Hérnandez-Gutierrez y col., 2003).
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1.8 Citoadherencia.

La citoaderencia del parasito a las VECs comienza cuando T. vaginalis esta en
contacto con las VECs, lo cual desencadena una serie de sefalizaciones que incluye
adherencia especifica a las VECs por las que tiene una alta especificidad (Lehker y col.,
1991; Arroyo y col., 1993). Hasta ahora se han descrito cinco adhesinas estas se han
nombrado segun su peso molecular: 65 kDa (AP65), 51 kDa (AP51), 33 kDa (AP33), 23
kDa (AP23) y 120 kDa (AP120). Cada una de estas adhesinas actuan sobre receptores
especificos, los cuales aun no han sido bien caracterizados. Mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta se conoce que se encuentran localizadas en la
membrana del parasito y que son indispensables para la unién célula-célula (Lehker y
col., 1991; Alderete y col., 2000; Garcia y col., 2003; Moreno-Brito y col., 2005).

La citoadherencia le permite al parasito cambiar su morfologia de ovoide a
ameboide mediante uniones denominadas interdigitaciones entre la membrana
plasmatica .del parasito formando proyecciones en la superficie de las VECs
(Rasmussen y col., 1986; Arroyo y col., 1993; Honingber y col., 1993). Adicionalmente,
estas proteinas le permiten adaptarse a medios ambientes adversos como es el ciclo
menstrual, en bajas concentraciones de Fe?* se tiene menor.sintesis de adhesinas, por
Ib que el parasito es menos adhesivo y migra a sitios ricos de este cation, mientras que
en altas concentraciones de Fe?" el parasito se vuelve mas adhesivo (Lehker y col.,
1991). Las adhesinas interactuan con las células del hospedero‘via ligando-receptor, de
esta manera se sabe que existe una relacién entre la expresion de superficie de las

adhesinas y los niveles de citoadherencia (Alderete y Garza., 1988; Arroyo y col., 1992).
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Ademas de la participacién de las adhesinas se han descrito dos cisteina
proteinasa que participan en citoadherencia. A continuacién se mencionara brevemente
la participacion de la CP de 30 kDa (CP 30) involucrada en adhesion, es capaz de
unirse a células del hospedero, se encuentra en la superficie del parasito participando
en citoadherencia, su localizacién en citoplasma sugiere la fase de crecimiento del
parasito, la fase celular del parasito, regulacion medioambiental y el tipo de aislado,
esta proteinasa actta en un rango de pH de 5.5 a 7.0, estos rangos de pH han sido
detectados en la vagina de pacientes con tricomonosis. CP30 es capaz de degradar
diferentes proteinas como son: hemoglobina, fibronectina y colageno IV (Mendoza-

Lépez y col., 2000).

1.9 Citotoxicidad.

T. vaginalis posee una gran cantidad de proteinasas ~446 del tipo
metalopeptidasas, cistein proteinasa, serin proteinasa y aspartil proteinasa. La sintesis
y la actividad de las proteinasas de T. vaginalis pueden ser controladas por factores
ambientales tales como: Fe?*, pH, la capacidad de oxido-reduccién y la relativa
sensibilidad de su actividad a inhibidores como: N-a-p-tosil-L-lisina cloro-métil-cetona
(TLCK), leupeptina, agentes duelantes como el EDTA y EGTA (Coombs y North., 1983;

Alderete y Garza., 1985; Bosner y col., 1999).

Las cistein proteinasas (CPs) ‘son endopeptidasas que se caracterizan por
contener una cisteina en su sitio activo. Mediante 2D se ha evidenciado en T. vaginalis

la presencia de 23 diferentes CPs, algunas de las cuales estan involucradas en
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diferentes propiedades de virulencia de este parasito como: citotoxicidad, adhesion,
hemdlisis y evasion de la respuesta inmune (Neale y Alderete., 1990; Provenzano y
Alderete., 1995; Alvarez-Sanchez y col., 2000; Mendoza-Lépez y col., 2000;

Hernandez-Gutiérrez y col., 2003).

En la citotocixidad participan dos cisteina proteinasa, la CP de 65 kDa (CP65)
participa en la citotoxicidad hacia células Hela (Alvarez-Sanchez y col., 2000), se
encuentra localizada en la superficie del parasito y en el citoplasma. Esta proteinasa es
capaz de degradar componentes de la matriz extracelular como son: colageno IV y
fibronectina. Anticuerpos especificos contra esta proteinasa se han detectado en
pacientes con tricomonosis lo cual indica que es altamente inmunogénica. Mediante
ensayos de citotoxicidad se demostré que CP65 es capaz de unirse a la superficie de
las células Hela y participar en el proceso de dafio celular. Actia en un amplio rango
de pH, de 4.5 a 7.0, siendo el pH de 5.5 6ptimo para su actividad, esta proteinasa es
termoestable (Alvarez-Sanchez y col., 2000). Altas concentraciones de Fe?* in vitro
(Alvarez-Sanchez y col., 2007) y bajas concentraciones de poliaminas reducen su
actividad proteolitica, el transcrito, la localizacién de CP65 y los niveles de citotoxicidad

(Alvarez- Sanchez y col., 2008).

La CP de 39 kDa (CP39), se ha encontrado en secreciones vaginales de
pacientes infectadas con tricomonosis, y es una molécula involucrada en la citotoxicidad
a VECs y a células Hela. Dicha proteinasa es capaz de degradar diversos sustratos
como colageno |, lll, IVy V, fibronectina, hémoglobina humana e inmunoglobulinas A y

G. Esta proteinasa actGia en un amplio rango de pH, de 3.6 a 9.0 con un pH 6ptimo de
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7.0. Mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta se le ha detectado en la
superficie del parasito y en citoplasma (Hernandez-Gutiérrez y col., 2004).
Recientemente se reporté la presencia de anticuerpos anti-TvCp39 en pacientes con
tricomonosis, lo cual sugiere que esta proteinasa es altamente inmunogénica (Ramon-

Luing y col., 2011).

1.10 La relevancia del hierro (Fe?*) en los organismos

El hierro es un cation esencial para todos los organismos debido a que forma
parte de algunas proteinas como catalasas, peroxidasas y oxidasas, ademas de
participar en procesos metabdlicos implicados en su crecimiento como la respiracion y
en la sintesis de DNA.

Este cation participa en la sintesis de pirimidinas y aminoacidos en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y en la cadena de transporte de electrones (Ratledge y Dover.,
2000). El Fe?* no se encuentra de forma libre, ya que al reaccionar con el peroxido de
hidrégeno promueve la generacion de especies reactivas .de oxigeno que pueden dafar
el DNA, las membranas lipidicas y las proteinas (Zheng y col., 1999). La mayor parte
del Fe*" es captado por proteinas como la transferrina y ferritina las cuales permiten

mantener una homeoétasis celular (Baker y col., 2003).
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1.11 Mecanismos de regulacion medido por Fe?* en T. vaginalis

T. vaginalis posee un alto requerimiento de Fe?", por lo que las concentraciones
de este cation son esenciales para su metabolismo, sobrevivencia y patogénesis. Este
parasito presenta diferentes mecanismos para adquirir el Fe?* de su hospedero,
especificamente de los eritrocitos y de las VECs.

La patogénesis de T. vaginalis es modulado por el Fe?*, por ejemplo, la
adherencia del parasito a las VECs y células Hela se incrementa en altas
concentraciones de Fe®* debido a un aumento de la sintesis de las cinco adhesinas
(AP23, AP33, AP51, AP65 y AP120) (Alderete y col., 1995; Arroyo y col., 1992; Garcia 'y
col., 2003; Lehker y col., 1991; Moreno-Brito y col., 2005).

El mecanismo transcripcional descrito para ap65 que codifica para la AP65, una
de las adhesinas mas abundantes, es a través de la presencia de una secuencia
conservada en la posicion -90 (AGATAACGA) que funciona como un promotor de
respuesta a Fe®’, esta regulacién es mediada por factores de transcripcion del tipo
MYC (Fig. 3A). Sin embargo, esta secuencia no ha sido encontrada en los genes que
codifican para las otras adhesinas o para otros genes regulados positivamente por Fe?*
(Tsai y col., 2002). Por lo que se ha sugerido que exista también un mecanismo de
regulacion poét-transcripcional por Fe*. El cual se basa en las interacciones RNA-
proteina. Estas proteinas regulatorias de Fe?* (IRPs) con elementos de respuesta a
Fe?* (IREs) localizados en las regiones no traducidas de algunos RNAmA(Hentze y
Kihn., 1996). En la protéinasa TvCP4 se ha propuesto un mecanismo de regulacion por

Fe? tipo IRE/IRP localizado en la region 5 UTR del RNAm de tvcp4, que forma una

19



estructura tallo-burbuja, similar al encontrado en el IRE-ferritina en humano con una
secuencia consenso CUUCAAGAGACANC (Solano-Gonzalez y col., 2009) (Fig. 3B).
Tambipen, se han reportado secuencias tipo IRE atipicas con un motivo UUG en el 5°
UTR del RNAm de tvcp12, otra CP que es regulada negativamente por Fe?* (Fig. 3C)

(Ledn-Sicairos y col., 2004, Ledn-Sicairos y col., 2011, en preparacion).
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Figura 3. Mecanismos de regulacion por Fe?* en T. vaginalis. A) Regulacién
transcripcional del gen ap65 por Fe?, en el cuadro rosa se muestra la secuencia
del ndcleo del promotor de respuesta a Fe** donde se une el factor de
transcripcion c-Myb, en los recuadros amarillos se muestran las regiones ricas en
timidina (T). B) Mecanismo de regulacion post-transcripcional del gen tvcp4 en
altas y bajas concentraciones de Fe?*. C) Mecanismo de regulacién post-

transcripcional del gen tvcp12 en altas y bajas concentraciones de Fe?.
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1.12. Generalidades de Poliaminas.

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina son aminas alifaticas
imprescindibles para la vida en todos los eucariontes. Las poliaminas se caracterizan
por ser moléculas sencillas de un tamafio similar a los aminoacidos y que se
encuentran presente en concentraciones importantes (en el rango 0.1- 2.29 mM),
regulando multiples procesos vitales para el mantenimiento y el crecimiento celular
como: apoptosis, division, diferenciaciéon y crecimiento celular. Las poliaminas se unen
a los acidos nucleicos por medio de interacciones electrostaticas para influir en la
transcripcion y la traduccion (Tabor y col., 1985; Pegg y col., 1988; Schuber y col.,
1989). A pH fisiolégico, las poliaminas poseen cargas positivas, a mayor nimero de
grupos amino la carga neta de la molécula sera mayor. Por otro lado las cadenas
carbonadas de estas moléculas permiten que también se establezcan interacciones
hidrofébicas, asi como que exista cierta flexibilidad conformacional, que en conjunto
permitan a putrescina, espermidina y espermina establecer interacciones mas fuertes y
especificas con diversas biomoléculas como DNA, RNA y ciertas proteinas cargadas
negativamente (Marton y Pegg., 1995; Thomas y Thomas., 2001). Mediante estas
interacciones, las poliaminas ejercen muchas de sus funciones,. por ejemplo, la
actividad de muchas proteinas, como USF, TFE3, Ig/EBP, YY1, etc (Chen y col., 2007;
Patel y Wang., 1997; Rao y col.,, 2000; Wang, 2005; 2007) o la expresion de
- determinados genes como. c-myc, c-jun, E-caderina, y receptor toll-like 2 (TLR2) (Patel

y Wang., 1997; Childs y col., 2003; Wang., 2007) (Tabl.a 2).
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Tabla 2. Genes regulados a nivel transcripcional y post-transcripcional por las

poliaminas.

Transcripcional
. : o

A
a

| Post-trancripcional

c-myc

. aft-2(HUR)

cox-2 (elF-5A)

Receptor de estrégenos (ere)

La concentraciéon de poliaminas y la proporcion entre ellas (putrescina,
espermidina y espermina) determinara de que forma regulan cada proceso en el que
estan implicadas. En este sentido, se conocen mas de 20 proteinas distintas que en su
conjunto determinan los niveles de poliaminas mediante la regulacion de su sintesis,
degradacion, interconversion y procesos de transporte (Tabla 3) (Marton y Pegg.,
1995).

El sistema de regulacién de los niveles de poliaminas es uno de los mas
complejos en células eucariotas, presentando mecanismos especificos. Su complejidad

y ‘el control riguroso de su concentracion sugiere la relevancia de estas moléculas a

nivel celular.
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Tabla 3. Proteinas involucradas en el metabolismo, catabolismo y retroconversion

de poliaminas.
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1.13 Metabolismo de las poliaminas en eucariontes.

El metabolismo de las poliaminas se regula de acuerdo al balance entre los
procesos de sintesis, degradacion, interconversion y transporte. Este balance esta
determinado por los niveles intracelulares de poliaminas (Tabor y Tabor., 2010). La ruta
biosintéetica de las poliaminas en la mayoria de los eucariontes es a través de la sintesis
“de novo” y comienza por los aminoacidos L-arginina y L-metionina por una serie de
seis reacciones enzimaticas interdependientes (Wallace y col., 2003). La ruta de
biosintesis se inicia con la transformacién de L-arginina en L-crnitina y urea, catalizada
por la enzima arginasa (Jenkinson y col., 1996). A continuacién, L-ornitina sufre una
descarboxilacion mediada por ornitina descarboxilasa (ODC) transformandose en
putrescina. La formacion de putrescina la cual dona los grupos aminopropil por la
accion de la enzima S-adenosil metionina descarboxilasa (dcSAM) la cual es formada a
partir de S-adenosil metionina (SAMDC) para la produccién de espermidina via
espermidina sintasa y espermina con una segunda reaccién del aminopropiltransferasa
por la espermina sintasa (Wallace y col., 2003).

A su vez, la S-adenosilmetionina (SAM) es formada a partir de L-metionina y ATP por
medio de la metionina adenosil transferasa (MAT) (Wallace y col., 2003). Una ruta
alterna para la sintesis de espermiha y espermidina eé mediante la condensacién de
un aminopropilo con un grupo amino de la putrescina, catalizado por la espermidina
sintasa (SpdST), produciéndose espermidina. Después la espermina sintasa (SpmST)

cataliza la condensacién de un segundo- aminopropilo, especificamente con el grupo
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amino del otro extremo de la molécula, produciendo la espermina (Wallace y col,,
2003).

La generacion de cadaverina (una poliamina minoritaria) es a partir de L-arginina
mediante las enzimas arginina descarboxilasa y agmatinasa. Sin embargo, la sintesis
de cadaverina en mamiferos parece estar también catalizada por la ODC, aunque en
este caso la ODC descarboxila a L-lisina y no a L-ornitina (Wallace y col., 2003).

Las enzimas ODC y SAMDC son esenciales para que se lleve a cabo la
biosintésis de poliaminas, debido a que estas se encuentran altamente reguladas.
Mediante estudios en ratones knock-out de ODC y SAMDC se pudo demostrar la
importancia de estas enzimas en la sobrevivencia de los ratones. La ausencia de estas
enzimas resultdé en la muerte de los ratones en fases tempranas del desarrollo
embrionario (Pendeville y col., 2001; Nishimura y col., 2002), lo que indica que son
enzimas esenciales para la vida. Por otra parte, ratones transgénicos que carecen de la
enzima SpdST (incapaces de sintetizar espermina) son viables, lo que sugiere que la
espermina no es una poliaminas esencial para la supervivencia en mamiferos (Seiler.,

2004), ademas de sugerir vias alternas para la sintesis de espermina.
.1.14 Ruta de retroconversion de las poliaminas.

Existe una ruta inversa que transforma las diferentes poliaminas en sus precursores
inmediatos.- En primer lugar las poliaminas mayores, espermina o espermidina son
acetiladas, mediante la espermidina/espermina N1-acetiltransferasa (SSAT), esta

enzima acetila un grupo amino primario de la espermidina o espermina a partir de
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acetilCoA, dando lugar a la formacion de N1-acetil espermidina o N1- acetilespermina,
respectivamente (Casero y Pegg., 1993). Una vez acetiladas, las poliaminas pueden ser
convertidas en su precursor inmediato, mediante la acciéon de poliamino oxidasa (PAQ)
la cual es una flavoproteina de localizacion peroxisomal. Esta enzima cataliza la
escisién de la poliamina acetilada por el grupo amino secundario dando lugar a la
poliamina menor y liberando perdxido de hidrégeno (H,O,) y 3-acetamidopropanal
(Holtta., 1977; Bolkenius y Seiler., 1981). La ruta de retroconversion contribuye al
mantenimiento de los niveles adecuados de cada una de las poliaminas. Por otro lado,
la produccién de H,O; se ha relacionado con la capacidad de las poliaminas de inducir

apoptosis en determinadas condiciones (Parchment., 1993).
1.15 Catabolismo de poliaminas.

En eucariontes se conocen una serie de enzimas que participan en el
catabolismo de poliaminas. Una de estas enzimas es la diamino oxidasa (DAO),
también conocida como histaminasa. DAO es una cupro-oxidasa que tiene como
principales sustratos a putrescina e histamina, aunque también cataliza la desaminacion
oxidativa de otras aminas primarias, liberando H,O, y los correspondientes
aminoaldehidos (Seiler y col., 1983). Otras enzimas implicadas en el catabolismo de
poliaminas son las amino oxidasas séricas, y transferasas como la espermidina N8-
acetiltransferasa y la N8-acetilespermidina desacetilasa (Seiler., 2004) que han sido

implicadas en procesos tales como la. movilizacion de depédsitos de espermidina del
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nucleo (Seiler, 1987), la inhibicion de la apoptosis (Berry, 1999) o la acetilacion de

histonas (Desiderio y col., 1992).
1.16 Interaccion de las poliaminas con el DNA y el RNA

Las interacciones de las poliaminas con el DNA son independientes de la
secuencia del DNA, ya que las cargas positivas de los grupos amino de las poliaminas
interaccionan con las cargas negativas de los grupos fosfatos presentes en las cadenas
polinucleotidicas. De acuerdo a reportes previos se ha descrito que las poliaminas
pueden acoplarse en el surco menor de la doble hélice del DNA‘(Feuerstein y col.,
1990; Feuerstein y col., 1991; Tippin y Sundaralingam., 1997; Deng y col., 2000),
incrementando la temperatura de fusiéon del DNA (Thomas y Bloomfield., 1984), por lo
que pueden tener una importante funcion de estabilizar el DNA. Por otro lado, también
se ha descrito que las poliaminas pueden interaccionar con el surco mayor del DNA e
inducir curvaturas que podrian regular la transcripcion de los genes (Feuerstein y col.,
1986; Feuerstein y col., 1989; Rouzina y Bloomfield., 1998; Childs y col., 2003).
También se ha demostrado que las poliaminas pueden condensar moléculas de DNA
de alto peso molecular (Arscott y col., 1990), inducir cambios conformacionales que
determinan transiciones entre las formas DNA-B y DNA-Z (Hasan y col., 1995),
estabilizar triple cadena de DNA (DNA triplex) (Hampel y col., 1991) o formas alteradas
del DNA duplex como apareamientos incorrectos (Hou y col., 2001). Las poliaminas -
parﬁcipan en la estabilizacion de los nucleosomas y de niveles estructurales superiores

de la cromatina (Morgan y col., 1987; Matthews., 1993). Estas interacciones con el DNA

27



pueden modificar su compactacion y por tanto la accesibilidad de las mdltiples proteinas
necesarias para la replicacion y transcripcion. Ademas, su accién sobre diferentes
proteinas o enzimas que participan en dichos procesos de replicacién, transcripcion o
remodelado de la cromatina, puede contribuir a su regulacion. Por otra parte, la
variacion de la concentracion de poliaminas es capaz de modificar la afinidad de varios
factores de transcripcion por su sitio de unién al DNA (Thomas y Thomas., 1993;

Panagiotidis y col., 1995; Desiderio y col., 1999).
1.17. Regulacion transcripcicnal y post-transcripcional mediado por poliaminas

Estudios previos han demostrado que las poliaminas son necesarias para la
expresion del gen c-myc, sobre su transcripcion, en presencia del inhibidor de la ODC el
2-difluorometil ornitina (DFMO), disminuye la expresion de este gen en un 90%, por lo
que se ha propuesto que la presencia de las poliaminas durante el inicio de la
transcripcion y durante la elongacion del RNAm del gen c-myc es necesaria (Celano y
col., 1989). Por otra parte, la proteina p21Cip1 se ha caracterizado por ser una CDK,
actuando por asociaciéon a las ciclinas y también como un factor de transcripcion,
necesaria para el control del ciclo celular. El gen p27cip? se encuentra regulado por
poliaminas a través de la expresion del gen b-myc. En bajas concentraciones de
poliaminas la expresion del gen c-myc disminuye y la expresion del gen p21cip?
aumenta (Liu y col., 2006). Una gran cantidad de estudios ha indicado que las

poliaminas son requeridas en la- proliferacién celular-en mamiferos, la ausencia de -
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poliaminas conduce a una inhibicion especifica de la ruta biosintética de estos cationes,
resultando en el arresto del crecimiento celular (Tabor y Tabor., 1991).

Adicionalmente, el gen fosfolipasa C-gamma 1 necesita de poliaminas para su
expresion, la proteina fosfolipasa C-gamma 1 (PLC)-y1 cataliza la formacion de inositol-
trifosfato el cual es un regulador de las concentraciones de Ca?* al igual que las
poliaminas. Mediante el uso del inhibidor DFMO, se demostré que la expresion de (plc)-
y1 disminuy6 debido a la disminucién del Ca®" y de las poliaminas (Rao y col., 2007).
Mediante ensayos de RT-PCR y qRT-PCR se determin6 que los niveles de expresion
de c-myc y c-jun aumentan en presencia de poliaminas debidc a que estos cationes se
encuentran estimulando la sintesis de RNAm (Chen y col., 2007; Patel y Wang., 1997).
Estudios previos mostraron que las poliaminas influyen en el rapido crecimiento de
tumores mamarios. A este respecto, se ha sugerido que existe una interaccion entre las
poliaminas y los estrégenos, principalmente el estradiol, demostrando que la espermina
facilita la unién de los estrégenos al receptor de estrégenos (ER), mediante la unién a
secuencias conocidas como elementos de respuesta a estrégenos (ERE). Estos
resultados han sugerido un posible mecanismo de alteracién mediado por poliaminas
en la interaccion de ER con las secuencias consenso ERE (Huang y col., 2006).

La ausencia de poliaminas regula la estabilidad del RNAm del factor de
transcripcion 2 (a'ft-2,) mediante la uhién de la proteina HuR al extremo 3'UTR.de aft-2.
En ausencia de poliaminas, mediante el inhibidor DFMO, se incrementaron los niveles
de RNAm de aft-2 y de-su proteina. De manera interesante, la cantidad de HuR en
ci‘tdplasma aumento, sin embargo, cuando se realizé un silenciamiento del gen hur los

niveles del RNAm de aft-2 disminuyeron drasticamente (Xiao y col., 2007).
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Existe una regulacion mediada por poliaminas en el gen de la ciclooxigenasa-2
(cox-2) involucrado en cancer de colon de humano, este gen contiene una secuencia
consenso llamada elemento de respuesta a elF-5A (EREs) localizada en el extremo
3'UTR del RNAm. La proteina elF-5A al unirse al ERE es capaz de estabilizar la
estructura del RNAm aumentando la expresion de este gen (Figura 4) (Taylor y col.,

2002).

1.18 Mecanismos de regulacién mediados por elF-5A

El mecanismo molecular involucrado en la regulacion a través de las poliaminas
en el crecimiento celular en mamiferos, asi como para la regulacion post-transcripcional
no se conoce con precision, se ha reportado que la ausencia de espermidina afecta la
traduccién y transcripcion celular resultando en la inhibicién del crecimiento celular y
secundariamente provoca la falta de la formacién de la hipusina e induccion de
citostasis (Jarvinen y col., 2005).

Como anteriormente se menciond, las poliaminas son capaces de interaccionar
con los diversos tipos de RNA, muchos estudios han mostrado que la mayor parte de la
poliaminas presentes en la célula se encuentran unidas a RNA (lgarashi y Kashigawi.,
2000). Existen diversos trabajos que describen las interacciones de estas moléculas
con RNAm, RNAr y RNAt (Quigley y col., 1978; Igarashi and Kashigawi., 2000; 2006),

modulando su plegamiento o estabilidad.
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Figura 4. elF-5A hipusinada es capaz de unirse a las secuencias EREs en el

extremo 3'UTR de los RNAm del gen cox2 (Taylor y col., 2002).

2. elF-5A

2.1 Generalidades de elF-5A

Uno de los mecanismos moleculares caracterizados de las poliaminas es la
modificacion post-traduccional de un residuo de lisina, denominada hipusinacién en elF-
S5A. Esta proteina es la unica conocida en eucariotas que contiene el aminoacido
“hipusina, residuo que se forma mediante una modificaciéon post-traduccional de una .
lisina. En ello interviene una enzima especifica denominada deoxihipusina sintasa
(DHS), que cataliza la adiccion de un carbono 4-aminobutil de la ee_:permidina a un
residuo de lisina especifico (Park y col., 1981). Este mecanismo de hipusinacién de elF-

5A es esencial para la viabilidad celular (Schnier y col., 1991) y supone otro mecanismo
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por el cual las poliaminas son capaces de regular la sintesis proteica (Childs y col.,
2003).

elF-5A es una proteina multifuncional de 140 aminoacidos conservada a través
de los eucariontes desde arquebacterias hasta mamiferos pero no en eubacterias
(Kemper y col., 1976; Park y col., 2006). elF-5A se conoce como un factor dependiente
de las poliaminas que se caracteriza por tener 11 aminoacidos conservados, rodeando
el residuo de lisina en la posicion 50, estos aminoacidos son Ser-Thr-Ser-Lys-Thr-Gly-
Lys*-His-Gly-His-Ala-Lys, en otras proteinas estos aminoacidos no estan presentes,
sugiriendo un origen temprano en la evolucion de los eucariontes (Kemper y col., 1976;
Park y col., 2006; Zaneli., 2005).

elF-5A presenta dos dominios, el N-terminal caracterizado por tener una gran
concentracién de cargas positivas y estar situado en una region expuesta en donde se
encuentra el residuo de lisina expuesto. Este domino es capaz de unirse a diversos
RNAm y a la enzima deoxihipusina sintasa (DHS). El dominio C-terminal es acido y se
caracteriza por contener una alfa hélice que le permite unirse al DNA y a las proteinas.
Esta estructura es conservada en diferentes organismos, esto ha sido obtenido
mediante prediccion de estructuras en 3D vy estructuras cristalizadas como en:
Leishmania, Methanococcus y humano, en donde se muestra una alta homologia (Park
y col., 1991). |

elF-5A sufre otras modificaciones post-traduccionales, la primera se lleva a cabo
envel N-terminal en el residuo de serina (Kang y col., 1993; Klier y col., 1993), este
residuo se fosforila, mutaciones realizadas en el codén que ccdifica para este residuo

indicd que la desfosforilacion es suficiente para que la proteina elF-5A presente
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actividad y permita el crecimiento de la levadura, por lo que sugiere que la fosforilacion
no es esencial para la funcion de esta proteina (Chen y Liu., 1997). La segunda
modificacion que se ha propuesto es la glicosilacién; sin embargo, no se han obtenido
evidencias bioquimicas que respalden esta modificacion (Wolff y col., 2007). Por
ultimo, la modificacion post-traducional de hipusinacion en un residuo especifico de
lisina es esencial para la funcion de esta proteina. En S. cerevisiae, el bloqueo de la
hipusinacion mediante mutacion en el codon que codifica la lisina 50, resulta en células
no viables (Shnier y col., 1991; Sasaki y col., 1996; Park y col., 1998).

Se conoce que elF-5A es la unica proteina conocida capaz de hipusinarse, el
aminoacido llamado hipusina ([N*<(4-amino-2-hidroxibutil) lisina]), fue llamado asi
basado en su estructura, que consiste de hidroxiputrescina y lisina (Kemper y col.,
1976; Park y col., 2006). La modificacion post-traduccional de hipusinacion es un factor
determinante en la actividad de elF-5A y consta de dos reacciones enzimaticas: la
primera se lleva a cabo por medio de la enzima deoxihipusina sintasa (DHS) y la
segunda por medio de la enzima deoxihipusina hidroxilasa (DOHH) (Schiner y col.,

1991).

La proteina elF-5A fue aislada inicialmente de una f_raccién ribosomal de
reticulocitos de conejo y se.ha demostrado que esta proteina hipusin'ada produce un
estimL_JIo para la sintesis de metionil-puromicina, indicando un papel en la formacién del
primer esqueleto peptidico, por lo que se ha considerado como un factor de inicio de la

traduccién (Kemper y col., 1976). Sin embargo, la ausencia de esta proteina en
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levaduras solo ocasiona una reduccién del 30% en la tasa de sintesis proteica (kang y
Hershey., 1994). Este resultado ha dado pauta a involucrar a elF-5A en otras funciones.
Reportes anteriores sugieren que esta proteina esta involucrada en la traduccion de
ciertos RNAm con papeles importantes en la progresion del ciclo celular (G1/S). La
expresion de elF-5A se ha correlacionado con la proliferacién celular al observarse un
aumento de la cantidad de esta proteina cuando es arrestada la fase G1 en levaduras
(Kang y Hershey., 1994).

Experimentos de localizacién de la proteina elF-5A han sugerido que este factor
esta presente en el nucleo y en el citoplasma y se ha propuesto que entra al nucleo
mediante difusion pasiva (Jao y Chen., 2002). Sin embargo, nc en todos los organismos
la proteina elF-5A estd en el nucleo. En ovocitos de Xenopus se ha localizado
unicamente en citoplasma (Shi., 1996).

En levaduras, elF-5A podria estar involucrada en la exportacion de una sub
poblacion de RNAm especificos de nucleo a citoplasma, relacionados con la transicion
del ciclo celular G1/S. Estos datos sugieren que elF-5A puede estar participando en el
procesamiento post-transcripcional de RNAm’s especificos. Estos transcritos podrian
estar codificando para factores que son requeridos en la viabilidad celular y en la
proliferacion. Lo que se apoya aun mas por el descubrimiento que elF-5A actia como
un cofactor deI‘VIH-1, actuando como un transportador de nicleo a citoplasma del
RNAm del gen rev del VIH formando un complejo con la proteina REV. La actividad de
esta-proteina es esencial para la replicacion del VIH (Ruhl y col., 1993; Bevec y col.,
1996; Bevec y Hauber., 1997; Liu y-col., 1997; Hofmann y 'col»., 2001). Estudios en S.

cerevisiae han sugerido que elF-5A tiene un papel mayoritario como un factor de
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elongacion en la traduccion mas que un factor de iniciacion de la misma y como un
transportador de moléculas (Chan y col., 2001; Schatz y col., 1998; Kemper y col.,
1976).

elF-5A se encuentra presente en S. cerevisiae, este microorganismo contiene
dos genes elF-5A (TIF51A y TIF51B) los cuales codifican dos isoformas de la proteina
elF-5A con un 90% de identidad y su transcripcion es diferencial en respuesta a la
presencia de oxigeno. Sin embargo, el remplazo del gen TIF51A por el TIF5AB
mantiene la misma funcién, sugiriendo un papel similar entre ambas proteinas
(Schwelberger y col., 1993). En humano se han reportado dos genes elF-5A (EIF-5A1y
EIF-56A2) que codifican hasta cinco isoformas de la proteina elF-5A con un 93% de
identidad; ademas, se han encontrado cinco pseudogenes (Steinkasserer y col., 1995;
Jenkins y col., 2001; Clement y col., 2003).

En parasitos, el gen elF-5A se ha identificado mediante analisis bioinformaticos
como en Toxoplasma gondii (Kissinger y col., 2000), Leishmania major (Krummelsmith y
col., 2003) y en Plasmodium falciparum. En estos parasitos existe una sola isoforma de
elF-5A altamente conservada con respecto a las proteinas elF-5A previamente
reportadas en otros organismos. En P. falciparum se ha propuesto a la proteina elF-5A

como posible blanco farmacéutico contra el parasito causante de la malaria (Kaiser y

col., 2003).
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2.1.1 Deoxihipusina sintasa

DHS es una enzima tetramérica compuesta de cuatro subunidades idénticas de ~
40 kDa. La estructura cristalizada del complejo NAD de la enzima DHS en humano,
comprobd la interaccién de la enzima con el NAD" (Liao y col., 1998). Mediante
ensayos de mutagénesis dirigida se determind el residuo del sitio activo que participa
en la unién de la espermidina y la identificacion de residuos criticos para la unién de
NAD" (Joe y col., 1997; Lee y col., 2001). La sustitucion de un residuo de alanina inhibe
la union de la espermidina a DHS madura y se ha visto que estos residuos son
altamente conservados en todas las especies (Lee y col., 2001). No todos los
organismos presentan a DHS pero en algunas bacterias que no poseen a la enzima,
presentan a la proteina EF-P homodloga de elF-5A.

Mediante estudios filogenéticos se ha sugerido que ciertas especies de bacterias
pudieron transferir horizontalmente el gen dhs a ciertas arqueas y no requieren la
modificacion de elF-5A por DHS. Estudios previos han sugerido que elF-5A y las dos
enzimas participantes en la modificacion post-traduccional (hipusinacién) fueron
adquiridas de manera co-evolutiva. Por otra parte en estudios realizados con la enzima
DHS al usar el inhibidor AXD455 (Semapimod) de manera dosis dependiente, DHS
pierde su capacidad de hipusinar a elF-5A (Sommer y col., 2004).

La enzima DHS se caracterizé en Nicotiana plumbaginifolia (Tobacco) mediante
ensayos de actividad enzimatica para llevar a cabo la modificacion post-traduccional de
elF-5A. En estos ensayos de actividad enzimatica, DHS transfiere un carbono

aminobutil de la espermidina al residuo especifico de lisina de la proteina elF-5A
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precursora. Esta reaccion es dependiente de NAD1 para dar paso a la siguiente enzima
DOCH, la cual hidroxila el carbono aminobutil para dar paso a la formacion de la
hipusina, convirtiendo a elF5A precursora en su forma madura. Esta es la modificacion

post-traduccionales mas especifica que se conoce (Park y col., 2006).
2.1.3 Deoxihipusina hidroxilasa

La segunda enzima implicada en modificar a elF-5A es la enzima deoxihipusina
hidroxilasa (DOHH). El gen dohh fue clonado a partir de la identificacion del gen dohh
en humano. A la DOHH también se le llama factor 3 de elongacion y forma parte de la
subunidad de la proteina fosfatasa 2A, DOHH comunmente esta presente en
interacciones proteina-proteina (Andrade y col., 2001) y ha estado involucrada en el
transporte nucleo-citoplasma, transporte vacuolar y organizacion de la regulacién del
citoesqueleto. DOHH es conservada en un 47% de identidad entre S. cerevisiae y la de
humano, se ha encontrado un solo gen dohh en muchos eucariontes. La DOHH
recombinante de humano se caracterizé como una metaloenzima dependiente de Fe (I1)
con ocho repetidos HEAT con unién a Fe?*; es una enzima super helicoidal con ocho
repetidos en tandem. Esta metaloenzima es capaz de unir dos atomos de Fe®*
coordinadamente en los motivos His-Glu‘por monémero (Park y col., 2006). Estudios
recientes han mostrado que DOHH solo es indispensable para la hipusinacion en
eucariontes superiores pero no para levadura, arqueas y eubacterias (Tabla 4) (Park y

col., 2010).
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Tabla 4. Hipusinacién en diferentes organismos

Eubacterias | Arqueas Levadura Eucariontes
superiores

elF-5A |

homologo X X X X
DHS

homoélogo X X X X

DOHH
Homélogo X X

(No
indispensable)

La alta conservacién de secuencias de elF-5A, DHS y DOOH en eucariontes
puede estar dictada por el requerimiento estructural de elF-5A para su interaccion con

moléculas efectoras celulares y con la interaccién enzimatica (Andrade y col., 2001).

2.2. T. vaginalis y las poliaminas.

T. vaginalis al carecer de la via de novo necesita obtener a la espermidina de las

VECs y eritrocitds (Heyworth y col., 1982; 1984), 'esta poliamina forma parte de la ruta
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biosintética de las poliaminas (Yarlett y col., 2000). La biosintesis de las poliaminas en
este parasito comienza con la sintesis de la ornitina por la via de la arginina hidrolasa
que conduce a la produccién de ATP via carbamato cinasa. La putrescina es sintetizada
por la enzima ODC, esta poliamina se encuentra presente en gran cantidad en las
secreciones de pacientes con tricomonosis (3.5 mM). En personas sanas, la cantidad
de putrescina y otras diaminas en secreciones vaginalis no son detectables, sugiriendo
que el parasito produce putrescina durante la infeccién (Yarlett y col., 2000). En T.
vaginalis la inhibicion de la ODC con el inhibidor reversible 1-4-diamino-2 butanona
(DAB), inhibe la via biosintética de las poliaminas (Garcia y col., 2005). Esta inhibicion
tiene un efecto sobre las adhesinas en el contacto dependiente de estas proteinas con
las VECs, resultando en la disminucién de la adhesion en presencia de poliaminas sin
disminuir la cantidad de las adhesinas (Garcia y col., 2005).

Las poliaminas también regulan positivamente la actividad proteolitica de la
CP65 y CP39, asi como la expresién del transcrito de tvcp65, ia localizacion de CP65
también se ve disminuida. Esta inhibicion es restaurada mediante la adicion de
putrescina exdgena, indicando que la sintesis de putrescina es importante para la
expresion y actividad de la CP65 (Alvarez-Sanchez y col., 2008). Estos resultados
sugieren que tvcp65 y tvcp39 involucradas en la citotoxicidad de este parasito podria
estar regulada a través de un mecanismo mediado por poliaminas (Alvarez-Sanchez y
col., 2008). Recientes estudios han evidenciado que un mecanismo similar al reportado

~ para cox-2 podria estar presente en el RNAm de tvep39 y tvep65.
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2.3 elF-5A de Trichomonas vaginalis

T. vaginalis tiene dos genes tveif-5a denominados tveif-5a1 y tveif-5a2 con un marco de
lectura abierto de 504 pb. Estos genes codifican para una proteina precursora de 19
kDa. Ambos genes se expresan de manera constitutiva y son regulados positivamente
por las poliaminas. Mediante ensayos de Western blot con anticuerpos anti-péptido
(anti-TvelF-5A) se inmunodetectaron dos proteinas de 19y 20 kDa con un pl de 5.2 y
5.5, respectivamente, en extractos proteicos de T. vaginalis. La estructura terciaria
tedrica de TvelF-5A muestra la secuencia conservada expuesta, donde se encuentra la
lisina 58 para que se lleve a cabo la modificacion post-traduccional de hipusinacién y la
posible interaccion con las secuencias EREs en el 3'UTR. La localizacion de TvelF-5A

en T. vaginalis es en el citoplasma (Carvajal-Gamez y col., 2010).
2.4 Transcripcion.

Es conocido que la transcripcién en eucariontes se lleva a cabo por tres distintas
polimerasas dependientes de DNA. La RNA polimerasa | responsable de la
transcripcion de los RNAr, la RNA polimerasa Il que transcribe genes que codifican
proteinas y la RNA polimerasa Ill que transcribe los RNAt y genes de pequefios RNAr
como el 5S (Liston y Johnson., 1998; Torres y col., 2006). Las polimerasas se
distinguen por su sensibilidad a alfa-amanitina (toxina fangica), mediante la cual se ha
podido sugerir que T. vaginalis contiene una RNA polimerasa |l inusuél, la cual se ha

identificado por ser resistente a alfa-amanitina en un 50%, sugiriendo que solo esta es
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responsable de la transcripcion en este parasito (Quon y col., 1996; Liston y Johnson,
1998). Recientemente se ha descrito la presencia del RNAr 5S en T. vaginalis, el cual
es transcrito por la RNA polimerasa |l en el parasito. Su papel en el parasito no ha sido
bien esclarecido, sin embargo, se cree que pueda estar actuando en la fidelidad de la
traduccion (Torres y col., 2006). De manera interesante recientemente se report6 la
secuencia consenso TATA en el RNAr 5S (Torres-Machorro y col., 2009).

Los RNAm de T. vaginalis contienen “cap” lo cual refuerza la idea de la
existencia de la polimerasa Il. Esta polimerasa requiere que los RNAm tengan “cap” en

el extremo 5 para iniciar la transcripcion (Arroyo., 2000).
2.4 Traduccion.

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

La traduccion de los RNAm a proteinas comienza después delbe.nsamble del
RNAt iniciador (Met- tRNA), RNAm y la subunidad 40S separada del 60S. El Met-
tRNA se coloca en el sitio P del ribosoma en el codon de inicio. Este proceso conduce a

la formacién del ribosoma 80S, evento que consiste de varias etapas las cuales son:
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1) Seleccion del MetRNA iniciador de un “pool” de tRNAs de elongacion por el factor
de iniciacion elF2. Este factor juega un papel central en el inicio de la transcripcion
asociandose al Met-tRNA para formar el complejo elF2yGTP y Met-tRNAi como un
complejo tRNAr a la subunidad 40S. Inmediatamente, elF-3 acttia como un factor anti-
asociacion de la subunidad y promueve la seleccion del Met-tRNA iniciador. Para
formar el complejo de pre-iniciacion 43S con el RNAm, el cual ocurre
instantdneamente, el factor elF4 escanea el RNAm para encontrar el codén de inicio,
por un mecanismo que involucra el reconocimiento del “cap” scbre el mMRNA por elF4E.
En el siguiente paso, elF5 promueve la hidrélisis de GTP para el complejo de
preiniciacion, ademas de estabilizar al Met tRNA y participar en la formacién del
esqueleto peptidico, pero no en su elongacion.

El movimiento del RNAm limita el complejo ribosomal a la regién 5" no traducida
del sitio inicial de la traduccion para formar el complejo de iniciacion 48S en donde son
apareadas las bases coddn-anticodon del tRNA (Pestova y col., 2001).

En T. vaginalis la traduccién de los RNAm puede estar regulado mediante
elementos de respuesta a Fe?* (IREs), su estructura de tallo y burbuja sugieren que
actuen como un mecanismo regulador post-transcripcional, como ocurre en el gen de la
ferritina, actuando como reclutadores de la maquinaria traduccional (Fig. 5) (Tsai y col.,
2002; Solano-GonzéIes-y col., 2007). La fegulacién por Fe?* en T. vaginalis ha sido bien
estudiada y esta regulacion es muy parecida a la de mamiferos, la cual ocurre mediante
la regulacion al nivel post-transcripcional a través de la union de proteinas de respuesta
a Fe?* (IRP) a una estructura tallo-burbuja localizadas en las regiones no traducidas de

los RNAm. En T. vaginalis se caracterizd la estructura tallo-burbuja en el extremo
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5'UTR del RNAm tvcp4, regulado positivamente por Fe? . El transcrito del gen tvcp12
también es regulado negativamente al nivel post-trasncripcional por Fe?* mediante una
estructura tallo-burbuja localizada en el 3'UTR (Solano-Gonzélez y col., 2007; Ledn
Sicarios y col., 2004; Tesis de Doctorado, 2007). Recientemente, se reportd la
presencia de estructuras tallo-burbuja atipicas, sugiriendo que se deben a formas
ancestrales surgidas de bacterias, capaces de participar en la regulacién por Fe®

(Torres-Romero y Arroyo, 2009).

e 11-30nt
Codonde paro

Ceodondeinicio

Sefalde Sitiode corte

poliadenilacion

«Controlde la traduccién

«Controlde la traduccién *Estabilidad

Regién codificante

Figura 5. Estructura de un RNAm de T. vaginalis. En el circulo naranja se muestra
el cap del RNAm. En el recuadro verde se muestra el sitio de inicio de la
traduccion. Los recuadros azules muestran las secuencias reguladoras del RNAm

localizado en el 3'UTR.

43



2.5 Modificaciones post-traduccionales.

Todas las proteinas hidrogenosomales son codificados por preproteinas con una
secuencia lider de 5 a 15 aminoacidos, ausentes en las proteinas maduras.
Adicionalmente se ha propuesto que esta secuencia se utilice para la translocacion de
las proteinas del citoplasma a los hidrogenosomas, posiblemente ayudados por las
proteinas de choque térmico HSP10, HSP60 y HSP70, responsables del plegamiento
correcto de las proteinas localizadas en los hidrogenosomas (Lahti y col., 1992).

Las principales modificaciones post-traduccionales en T. vaginalis son:

1) acetilacion
2) glutaminacién
3) glicosilacién
4) fosforilacion
Estas modificaciones son llevadas a cabo después del ensamblaje de las

estructuras proteicas en T. vaginalis (Arroyo., 2000).
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lll. Justificacion

Las poliaminas regulan propiedades de virulencia en T. vaginalis como la
adhesion y la citotoxicidad. La ausencia de poliaminas influye sobre la actividad
proteolitica, expresion proteica y transcrito de CP65. elF5A al ser un factor
dependiente de poliaminas, es capaz de unirse a las secuencias EREs en el 3'de los
RNAm, lo que sugiere un mecanismo de regulacion post-transcripcional mediado por
poliaminas.

IV. Hipotesis
La proteina TVEIF-5A madura es capaz de unirse al 3'UTR del RNAm del gen tvcp39 'y
regular su expresion dependiente de poliaminas.

V. Objetivos

_Obijetivo general

Determinar la interaccion de la proteina TvelF-5A con la secuencia ERE situada en el

extremo 3'UTR del RNAm del gen tvep39.

Objetivos particulares

1. Determinar la estabilidad del RNAm de tvep39 y tveif-5a en presencia y ausencia de
poliaminas.

2. Identificar a las posibles secuencias EREs del RNAm de tvcp39 de T. vaginalis.

3. Obtener a la proteina TvelF-5A madura de T. vaginalis y analizar las posibles
modificéciones post-traduccionales en las diferentes condiciones de poliaminas.

4. Determinar la union de TvelF-5A a las secuencias EREs en el extremo 3A’UTR del

RNAm de tvcp39.
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VIl. Metodologia.

5.1 Analisis in silico de las secuencias tipo ERE like en genes de T. vaginalis

Para analizar los RNAm de genes de T. vaginalis que pudieran presentar la
secuencia consenso ERE se realiz6 una busqueda dentro del genoma de T. vaginalis

en la base de datos trichDB (http:/trichdb.org/trichdb/). Los ETS obtenidos se

analizaron en el extremo 3'"UTR para localizar la secuencia AAAUGU o UAACCA, los
cuales se encuentran rio arriba del sitio de corte y poliadenilacién previamente descrito
(Espinosa y col., 2002)7 Posteriormente, se realizé un alineamiento multiple tomando 10
pb rio arriba y 10 pb rio abajo del codon de término de la traduccion usando el
programa Clustal W.

También se caracteriz6 la estructura tipo ERE en el 3'UTR del RNAm del gen
tvep39, previamente clonado y secuenciado (Ramon-Luing y col., 2011).

Posteriormente, cada una de las secuencias se analizaron con el programa “RNA
fold” para analizar la estructura tallo-burbuja y determinar el valor de AG, ambos
parametros se han reportado como una de las caracteristicas de elementos
regulatorios.

Como control para corroborar la formacién de lé estructura secundaria de estos
RNAm, se usaron diferentes tamarios de estas secuencias, para analizar la estructura
tallo-burbuja (100 pb, 50 pb, 25 pb, 15 pb y 10 pb). De estas secuencias se disefiaron

sondas complem'entarias del extremo 3'UTR del gen cox2, tvcp39, D-loop- e IRE-FER
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reportados con un tamafo 26 pb (Parker y col.,, 2002), usando la secuencia del

promotor T7 del fago lamda para la transcripcién in vitro.
5.2. Extraccion del DNA genémico de T. vaginalis.

Parasitos del aislado CNCD 147 de T. vaginalis se cultivaron en medio TYM
(triptona- extracto de levadura-maltosa) con 10% de suero de caballo (SC) inactivado
por calor (30 min a 56 °C) por 24 h a 37 °C para obtener parasitos en fase logaritmica
de crecimiento con un inoculo de 2 x 10°, en botellas de cultivo de 25 cm? con 30 ml de
TYM-SC. Para cultivos masivos se inocularon 8 x 10% 0 35 x 10° tricomonas en botellas
de cultivos de 75 cm? conteniendo 100 ml de TYM-SC, considerando que su duplicacion
es cada 6 horas se colocd el inocul6 inicial.

Para la extraccion de DNAg se lavaron los parasitos 3 veces con PBS pH 7,
centrifugando por 5 min a 1800 rpm. Los parasitos se contaron en una camara de
Neubauer para obtener la cantidad de 20 x 10° parasitos. Para la extraccion de DNA se
utilizé el Kit WIZARD GENOMIC (Quiagen):

A 20 x 10° paréasitos se les adiciond 600 pl de solucién de lisis y se
resuspendieron, después, se adiciond 3 ul de solucién RNAsa, se mezclé por inversion
- 5 veces y seincubd la hezcla 30 min a 37 °C. Transcurrido el tiempo se dej6 enfriar 5
min a T.A y después de este tiempo se adiciond 200 pl de solucién de precipitacion de
proteinas, se vortexed 20 s e inmediatamente se colocaron las muestras en hielo por 5
min, después se centrifugaron 4 min a 14,000 rpm, el sobrenadahte que contenia el

DNA se removié a un tubo de 1.5 ml estéril .y limpio, posteriormente se agregé
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isopropanol a T.A y se invirtié el tubo hasta ver las hebras de DNA. Posteriormente, el
DNA se centrifugd 5 min a 14,000 rpm, se decant6 y agreg6 etanol al 70%, se invirti6
por gravedad para lavar el DNA y centrifugé 1 min a T. A a 14,000 rpm. El etanol se
aspird con una pipeta pasteur estéril y se dej6 secar por 15 min. Luego se adiciond 100
ul de solucién rehidratante (agua libre de nucleasas) y se incubé 1 h a 65 °C. La
integridad del DNA se corrobor6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,

tefido con bromuro de etidio.

5.3. Extraccién y purificacion de RNA total.

A 20 x 10° parasitos se les adicioné 1 ml de trizol, los tubos se mezclaron por
inversion y se incubaron 10 mina TA y 30 min a 4°C. Posteriormente, se adicion6 200 pl
de cloroformo, se mezcl6 por 15 s a T.A 'y se centrifugé 15 min a 4°C a 10,000 rpm. La
fase acuosa se recuperé y se adiciond 0.5 ml de isopropanol por cada 1 ml de trizol, se
mezclé e incubé 15 min a T.A y se centrifugd 15 min a 4°C a 10,000 rpm.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante y las pastillas se lavaron 2 veces con
etanol al 75% en agua DEPC, se centrifugd por 5 min a 4 °C a 10,000 rpm y se dejaron
secar a T.A. Al final, la pastilla se resuspendi6 en 20 pl de agua DEPC. La
cuantificacién se realizé por espectrofotometria a 260/280 nm y la calidad del RNA total
se verific6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de

etidio.
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5.4. Sintesis de cDNA.

El RNA total de parasitos crecidos en presencia o ausencia de DAB se resuspendié en
un volumen de 20 ul de H,O-DEPC estéril y se cuantifico por espectrofotometria
260/280 nm. A partir de 1 ug de RNA total se sintetizd cDNA, para ello se adicion6 1 pl
de oligo dT y agua DEPC cbp 12 pl, se incub6 15 min a 70 °C. Después, se coloco en
hielo 5 min y se adicion6 4 ul de amortiguador 5 %, 2 yl de dNTPs y 2 pl de DTT, se
incubd 2 min a 42 °C. Posteriormente, se colocéd rapidamente en hielo y se adiciond la
retrotranscriptasa reversa (Superscrip Il Invitrogen), se incubd 50 min a 42 °C, pasado
el tiempo se inactivo la enzima retrotranscriptasa reversa 10 min a 7Q °C. Los cDNAs se
cuantificaron por espectrofotometria a 260-280 nm y se tom6 1ug de cDNA de cada
condicion con el cual se amplifico un fragmento especifico de tvcp39 usado los
iniciadores  especificos sentido 5'ACAGGCAACATGTTCACAGGCGAAGAG 3 vy
antisentido 5’"CTTTTATATAGTTTATTTGTCTGTTGGGATGCA 3" de cuya amplificacion
se obtuvo un producto de 219 pb (Ramon-Luing y col., 2011). Como control de carga se
us6 el gen p-tubulina, utilizando los siguientes iniciadores: BTUB9 (5'-
CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT-3") y BTUB2 (5°-

GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT-3") (Ledn-Sicairos y col., 2004).
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Programa para obtener el amplicon de tvcp39

94 °C 2 min 1 ciclo
94 °C 1 min

25 ciclos
55°C 1 min
72°C 30 seg

72°C 7 min 1 ciclo
Programa para obtener el amplicén de - tubulina

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
5.5. Clonaciéon en PCR 2.1 TOPO Cloning (Invitrogen).

Para la clonacion en el vector PCR 2.1 TOPO Cloning (Invitrogen), se tomaron 4
ul de la reaccion de PCR, 1 pl del vector, 0.5 ul de H,O, 1 ul de sales (que contiene Mg
2*) contenidas en el kit del vector y la mezcla se incubé por 5 min a T.A. Posteriormente,

se transformaron células DH5a (E. coli TOP 10) con 4 pl de la mezcla de Iigacién, se .

incub6é 30 min en hielo. Posteriormente, se les dio un choque térmico (30 s a 42°C),
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inmediatamente se pasaron en hielo, después se agregaron 250 pl de medio SOC y se
incubaron en agitacion 1 h a 37 °C a 200 rpm. Enseguida 100 pl de células
transformadas se plaqued en cajas con medio LB + ampicilina (100 mg a ml), se

incubaron 18 h a 37°C. Como control se realiz6 la transformacién sin el producto de

PCR.
5.6. Analisis in silico.

Para analizar si TvelF-5A sufre la modificacion post-traduccional de hipusinacién
se r_ealiz() una busqueda in silico de los genes que codifican para las enzimas
participantes en esta modificacién.

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas, se realizé una busqueda del
gen dohh y dhs en diferentes organismos, usando la base de datos Genebank
(htt:/.www.ncbi.gov), con las secuencias obtenidas de nuclettidos se realizd la
conversiébn a aminoacidos y se realizd un BLAST con pardmetros estandar vy
secuencias no redundantes, para la obtencién de proteinas de un amplio grupo de
organismos como parasitos, levaduras, hongos, mamiferos y plantas. Para definir
dominios conservados en la enzima DHS de los diversos organismos analizados, se
realizd un  alineamiento m‘l’JItipIe con el  .programa CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) y la ediciébn con el programa Boxshade
(/http:/Awww.ch.embnet.org/software/). La secuencia consenso se utilizé como sonda,
| péra hacer la busqueda de las enzimas DOHH y DHS en la base de datos TrichoDB,

mediante un BLAST.
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5.7. Clonacion en pYES2.

Para obtener a la proteina TvelF-5A madura se realizd la subclonacién del gen
tveif-5a en el vector de expresion en levadura pYES2, el cual utiliza el promotor GAL1.
El plasmido se digirié con las enzimas BamH| y Xhol, para su linearizacién. Para evitar
la religacion del plasmido se adicionaron 0.5 ul de fosfatasa alcalina (PSA New
England-BiolLabs) y se incubd 30 min a 37°C, la reaccion se corrié en un gel de agarosa

al 1% con TAE 1x a 70 V; la banda se purificé siguiendo el protocolo del kit QIAEXII.

' Mapa del plasmido pYES2 con un tamaiio de 5.9 kb, indicando el sitio de

_corte y el promotor GALA1.
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5.8. Purificacion de productos en gel QIAEXII (QIAGEN).

El plasmido pYES2 linearizado con las enzimas BamHI/ y Xhol se analiz6 en un
gel de agarosa al 1% con TAE 1x a 70 V; la banda del plasmido linearizado se corté del
gel y se purifico siguiendo el protocolo del kit QIAEXII.

Para purificar los productos obtenidos en un gel de agarosa se cortd la banda
deseada y se peso6 un tubo Eependorff estéril y nuevo, se adicion6 el amortiguador QXI
en proporcion al peso de la banda cortada (por ejemplo, 1200 uL son utilizados para
0.090 g). Posteriormente, se adiciond 10 pl de la resina y se incub6 la mezcla 10 min a
55 °C, la mezcla se vortexeé cada 5 min hasta que la agarosa se disolvi6. Ya disuelta la
agarosa, la mezcla, se vortexe6 vigorosamente y se centrifugé 1 min a 13,000 rpm, el
sobrenadante se decant6 y se adicioné 500 pl del amortiguador de lavado (QXI) para
lavar la pastilla. Posteriormente, la pastilla se resuspendi6 y centrifugé 1 min a 13000
rpm. El sobrenadante se decant6 y se adicion6 500 uL del amortiguador de lavado PE
(adicionado con etanol), la pastilla se resuspendi6 y se centrifugd 1 min a 13,000 rpm,
el sobrenadante se decantd y la pastilla se dej6 secar al aire libre, después se
resuspendidé en 20 pl de agua inyectable y se incubé 5 min a 60 °C. Este paso se

repitio 3 veces.
5.9. Reaccion de ligacion.

Para la reaccion de ligacién se utilizé una relacién 1:10 (plasmido-inserto) con la

enzima T4 ligasa, amortiguador de la T4 ligasa y agua estéril; el control de la reaccién
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de ligacién se realizd con DNA plasmidico, T4 ligasa, amortiguador de la T4 ligasa y
agua estéril para el control 1; para el control 2, se adicion6 a la reaccion DNA
plasmidico, amortiguador de la T4 ligasa y agua. Las reacciones se incubaron O.N a 16
°C. Al dia siguiente se realiz6 la transformacion del plasmido en células DHS5a E. coli
con un shock térmico de 42 °C por 90s las células se recuperaron a 37 °C en medio

Luria Broth.
5.10. Miniprep por lisis alcalina.

Para obtener el DNA plasmidico se cuItivaron las clonas candidatas en 5 ml de
medio LB-ampicilina, posteriormente se incubd 37 °C a 200 rpm a O.N. Brevemente, la
extraccion del DNA plasmidico del cultivo de bacterias (miniprep):

Primero, se realiz6 el empastillado de las células por centrifugacion 2 min a
15,000 rpm, posteriormente, se decant6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en
100 pl de la solucion | fria, se agité hasta resuspender la pastilla. Enseguida, se agregé
200 pl de la solucion Il recién preparada y se mezclé suavemente por inversion,
después se agreg6 150 ul de solucién Il fria, se invirtid y se incubé en hielo durante 5
min, pasado el tiempo se centrifugéd 5 min a 4°C a 15,000 rpm. El sobrenadante se
transfirio a un tubov limpio y se agregd un volumen 1:1 de fenol: cloroformo, se agité y
-centrifugd como el paso‘anteriqr. La fraccion soluble se transfirié a un tubo limpio, y se
agregaron 2 volumenes de etanol al 100% a 4°C, se precipité por 2 h a 20 °C, se
centrifugé 20 min a4 °C a 15,000 rpm. La pastiilé obtenida se lavo 3 veces con etanol al

70% a 4°C, se sec6 a T.A 'y se resuspendié en 50 pl de agua inyectable, se verificé en
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un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Posteriormente, el DNA
plasmidico se digirid con las enzimas BamHI y Xhol para la liberacion del inserto, se
utilizé 1 unidad de enzima por cada 1 ug de DNA plasmidico. El DNA plasmidico que

contenia el inserto se secuenci6 utilizando 400 ng.
5.11. Cultivo de Sacharomyces cerevisiae

Las celulas de levadura se crecieron bajo condiciones aerobicas en 100 ml de
medio YPD (1.0% de extracto de levadura, 2.0% de polipeptona, 2.0 % de glucosa, pH
5.3) en un frasco de 500 ml (Sakaguchi) a 30 °C en agitacion a 140 rpm. Para
determinar la fase logaritmica se midio la densidad dptica a 610 nm, alas 4 y 8 h de

incubacion.
5.12. Competentes de Sacharomyces cerevisiae

El cultivo de S. cerevisiae en fase logaritmica, se centrifugé 5 min a 1000 g, se
decantd el sobrenadante y a la pastilla se le adicioné amortiguador TE hasta
resuspender la pastilla; posteriormente, se contaron las levaduras para tener 2 x 10°
por ml. En 0.5 ml de la sUspensic’)n celular se adiciond un volumen igual de
amortiguador TE en una solucion de iones metalicos 0.2 My se incub6 30°C a 140 rpm
de agitacion. Aproximadamente, 0.1 ml del cultivo se colocd en un tubo Eppendorff de

1.5 mly se adicioné 670 ug de DNA plasmidico previamenfe ligado con el gen tveif-5a,
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se incubé 30 min a 30°C, un volumen igual de polietilen glicol al 70% (PEG)-4000
estéril se adicion6 al cultivo mezclando por vortex y se incubé 30°C a 1 h.
Posteriormente, el tubo Eppendorff se sumergié en un bafo a 42°C a 5 min e
inmediatamente se enfri6 a T.A. Aproximadamente 0.1 ml de la suspension celular se
sembro en agar que contiene 0.7% de nitrégeno base para levadura, 2.0% de glucosa,
50 pg de amino acidos por ml, 40 g de sulfato de adenina por ml. Las cajas se

incubaron a 30 °C de 2 a 4 dias, las colonias crecidas se contaron.
5.13. Induccién de la proteina recombinante

Una sola colonia de las células INVSC1 conteniendo la construccion
pYES2-tveifba se inoculd en 15 ml de medio YPD O.N a 33°C a 200 rpm. Al dia
siguiente se determin6 la densidad o6ptica y se centrifugé el cultivo 5 min a 4 °C a 1500
g, el sobrenadante se deseché y la pastilla se resuspendié en 2 ml de medio YPD.
Posteriormente, se inoculé en 50 ml de medio YPD e incubd 4 h a 30 °C adicionando 1
M de galactosa al medio, se tomaron muestras a las 0, 2 y 4 h. Posteriormente, se
centrifugo el cultivo 5 min a 1500 g y se analiz6 el sobrenadante y la pastilla en geles
SDS-PAGE. Por otra parte, para Arealizar el lisado celular se adicion() 500 ul de
| amortiguador de Iiéis y se centrifugé 5 min a 4°C a 1500 g. El sobrenadante se removié
y se adicion6 amortiguador de carga 2x, por otra parte a la pastilla se le adicion6

amortiguador de carga 1% y se analizaron en geles SDS-PAGE al 13%.
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5.14. Western blot de la proteina recombinante

La proteina recombinante se corrié en un gel SDS-PAGE al 13%, un gel idéntico
se transfirid a una membrana de nitrocelulosa utilizando amortiguador de transferencia
(Tris-base 25 mM, glicina 40 mM, SDS 0.05 %, metanol 20 %). La transferencia se
realizé a 100 V a 1 h. La membrana de nitrocelulosa se tifié con rojo de Ponceaou para
verificar la transferencia. Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces con PBS pH 7.0
y se bloqued con PBS-Tween 0.1% con leche al 5 % a O.N a 4°C, al dia siguiente se
incubé con el anticuerpo anti-péptido (anti-TvelF-5A) usando una dilucién 1:60 000 en
agitacion constante 4°C a O.N. Al dia siguiente la membrana se lavé 5 veces por 10 min
con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1%. Posteriormente, se incubé con el segundo
anticuerpo anti-raton conjugado a peroxidasa de rabano picante (HRP) utilizando una
dilucion 1:3000 por 1 h. Finalmente, se realizaron 10 lavados por 10 min con PBS pH

7.0-Tween 20 al 0.1%, y se reveld por quimioluminiscencia utilizando placas
. autoradiograficas (KODAK).
5.15. Transcripcion in vitro

Las secuencias del 3'UTR de tvcp39, cox-2, D-loop y el 5°'UTR del IRE-fer se

usaron como molde para realizar la amplificacién por PCR y el amplicon se usé para

llevar a cabo la transcripcion in vitro.
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Antes de comenzar el experimento se descongel6 en hielo los nucleétidos: ATP,
CTP, GTP, UTP (sin marca), UTP (biotinilado), Amortiguador 10x (MEGAshortscript Kit
Ambion) y los productos de PCR de tvcp39, cox-2, D-loop, IRE-FER (DNA).
Para la transcripcion se prepar6 la mezcla en el siguiente orden: Amortiguador 10x 2 pl,
ATP 2 pl, GTP 2 pl, CTP 2 pl, UTP (sin marca) 1.5 ul, UTP (biotinilado) 0.5 pl, DNA
(producto de PCR) 8 pl, Enzima T7 Mix 2 ul. La mezcla preparada se incub6 a 37 °C
durante 4 h. Posteriormente, se adicion6 a cada mezcla 1 ul de DNasa y se incub6 a
37 °C durante 20 min. Terminado el tiempo de incubacién se precipité el RNA con:
15 pl de acetato de sodio
115 pl de H,0 del kit Ambion
300 pl de etanol grado biologia molecular
La precipitacion se mezclo por inversion leve y se dejo precipitar ON a -70 °C. Al dia
siguiente la camara de electroforesis se tratdé con benzal, con el fin de evitar la
degradacién del RNA y se preparé un gel de agarosa al 3 % con TBE 1x y H,O DEPC y
como amortiguador de corrida se usé TBE 0.5x H,O DEPC. Las muestras se colocaron
en hielo hasta su descongelacion, se centrifugaron 20 min a 4 °C a 13,000 rpm, el
sobrenadante se decant6 y las pastillas del RNA se secaron a T.A. Cada muestra de
RNA se resuspendio en 20 pl de H,0 libre de RNAsas. Las muestras se
desnaturalizaron (RNA de hebra simple) a 65 °C x 15 min (hotplate) y se déjé enfriar a
temperatura ambiente (T.A) por 10 min, pasado el tiempo las muestras se colocaron a -
20°C (Calla-Choque, 2011, tesis de Doctorado; Torres-Romero y col., 2011, en

revision).
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5.16. Ensayo de Retardo

Para determinar si la proteina TvelF-5A de T. vaginalis es capaz de unirse al
extremo 3'UTR del RNAm de tvep39 se realizaron ensayos de movilidad electroforética
(EMSA).

Antes de comenzar el experimento se descongelaron los siguientes reactivos:
RNA tvep39, cox2, D-loop, IRE-FER, amortiguador de unién BB5x, tRNA (5 mg/ml),
DEPC, heparina (0.02 g/400 pl), H,O inyectable, amortiguador de muestra para EMSA
(Kit Ambion), extractos citoplasmaticos de T. vaginalis y HelLa, TvelF-5A recombinante
madura, TvelF-5A recombinante precursora.

La concentracién de proteinas fue considerada como 13.8 pg/ul para TvelF-5A
recombinante madura y 50.2 pg/ul para TvelF-5A recombinante precursora.

Las mezclas se incubaron 10 min a T.A, pasado el tiempo de incubacién se
adicionaron las sondas segun correspondié el caso en una concentracién de ~300 ng y
cada mezcla se incub6 durante 25 min a 4 °C. Transcurrido el tiempo de incubaciéon se
adicion6 1.3 pl de heparina (100 mg/ml) a cada muestra y se incubaron por 10 min a
T.A, enseguida, se adiciond 2 yl de amortiguador de muestra EMSA (“amortiguador de
carga” del kit Ambion) a cada tubo. Las muestras fueron analizadas en geles de
agarosa al 1.25 %. La electroforesis se realizé en una céma}a vertical, previamente
tratada con benzal, a 100 V durante 1:30 h en amortiguador TBE 0.5x pH 7.5.
Terminada la electroforesis el gel fue puesto en un recipiente cubierto con aluminio e
incubado con una solucién de Syber green (1: 10 .000) O.N. a 4°C sin agitacién. Al.dia

siguiente los geles se visualizaron en el fotodocumentador con el software QuantityOne
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(Biorad) usando luz UV (Torres-Romero, 2011, tesis de Doctorado; Calla-Choque, 2011,

tesis de Doctorado; Torres-Romero y col., 2011, en revision).
5.17 Ensayos de Retardo con extractos citoplasmaticos.

La reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 20 pl en el amortiguador de
union en presencia de 10 pg de proteinas totales, como control la TvelF-5Ar en
condiciones nativas, posteriormente se adicioné la sonda biotinilada del ERE, se incub6
por 15 min a 4°C. Como control se usé la proteina recombinante TvelF-5Ap y se
realizaron competencias inespecificas usando una sonda biotinilada no relacionada.
Los complejos RNA-proteina se corrieron en geles de agarosa al 3% con TBS 1 x para
DNA. El gel se tifi6 con Syber Green usando una dilucion 1.15 000, ON a 4°C sin
agitacion, al dia siguiente se visualizé en el fotodocumentader (Torres-Romero., 2011,
tesis de Doctorado; Calla-Choque., 2011, tesis de Doctorado; Torres-Romero y col.,

2011, en revision).
5.18 Super retardo

La proteina recombinante TvelF-5A se incub6 5.min a 4 °C en amortiguador de
interaccion 1x (HEPES 125 mM pH 7.6, CH3COOK 750 mM, MgCl, 7.5 mM, dlicerol al
5%) en presencia de 40 U de inhibidor de RNAsas (Promega). Luego, la proteina

interaccion6 con el RNAm conteniendo las estructuras EREs de cox-2 o tvep39; 30 min

61



a 4°C por separado. Posteriormente, la mezcla se analizo en un gel de agarosa al 1.3%
durante 1 h 30 min a 100 volts. Para corroborar la unién de la proteina TvelF-5A a las
secuencias EREs, se utilizo el anticuerpo a-TvelF-5Ar, se adicion6 a la mezcla, 1 pg
de a-TvelF-5Ar y se incub6 por 25 min a T.A, posteriormente se corrieron en geles de
agarosa al 1.3%. El gel se tifid con Syber Green usando una dilucién 1:15 000, ON a
4°C sin agitacion, al dia siguiente se visualizo en el fotodocumentador (Calla-Choque.,

2011, tesis de Doctorado; Torres-Romero y col., 2011, en revision).
5.19 Ensayo de North Western blot

Membranas de nitrocelulosa con extracto total de proteinas de T. vaginalis
crecidas en presencia y ausencia de poliaminas corridas en 2 D, se lavaron con el
amortiguador BB (Hepes 10 mM pH 7.6, MgCl, 3 mM, KCI 40 mM, DTT 1 mM, NP-40 al
0.2%, PMSF 1 mM, disuelto en etanol grado reactivo, con 20 ug/ml de tRNA por 1 h a
30°C. Posteriormente, a las membranas se les adicion6 la sonda biotinilada del ERE
tvep39 usando ~2 pug. Después, se lavaron las membranas 3 veces con el amortiguador
BB por 10 min a T.A, terminado los lavados se continué lavando con el amortiguador B
(Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 50 mM) 3 veces por 7 min a T.A. Posteriormente, la
membrana se bloqued éon amortiguador STMT ( NaCl 1M, Tris-HCI 0.1M pH 7.5, MgCl,
2mM, Triton X-100 0.05%) junto con albuimina de suero bovino (BSA) al 3%, 30 rﬁin a
37°C, después se adiciond la estreptavidinafHRP (Mg/ul) en una dilucion 1: 15 0.00 y se

incubd durante 1 h a T.A. en agitacién suave, terminada la incubacién las membranas
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se lavaron 3 veces con el amortiguador STMT a 7 min a T.A, posteriormente se reveld
por quimioluminiscencia usando el reactivo ECL (Calla-Choque, 2011, tesis de

Doctorado; Torres-Romero y col., 2011, en revisién).

5.20 Ensayo de estabilidad del RNAm

Tricomonas cultivadas en presencia y ausencia de DAB se les tratd con
actinomicina D como un inhibidor de la transcripcion, posteriormente se realizd la
extraccion del RNA total a diferentes tiempos 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h. La expresion de
los genes tvep39, tveif-5a y B-tubulina se midio por RT-PCR, la intensidad de las
bandas en geles tefiidos con bromuro de etidio se cuantific6 mediante un analisis
densitométrico usando el software Gel Doc XR PC (BioRad). Los pixeles del transcrito
de B-tubulina de las tricomonas cultivada con y sin el inhibidor DAB (t) en presencia de
actinomicina se tomaron como el 100% en cada condicién. Los niveles de RNAm se
normalizaron con respecto a la cantidad de pB-tubulina en cada condicion.
Experimentalmente la vida media del RNAm de tvcp39 y tveif-5a (tiempo en el cual el
50% de las moléculas de RNAm permanecen intactas) se determin6 considerando las
cantidades del RNAm de tvep39 vy tveif-5a a diferentes tiempos sobre una escala
semilogaritmica. La vida media teéricamente de los RNAm de tvcp39 y tveif-5a se |
obtuvo usando la ecuacién de decaimiento t;»=In 2/k, donde k corresponde a la
constante de decaimiento (Lopez-Camarillo y col., 2003; Leon-Sicairos 2007, Tesis de

Doctorado; Leon-Sicairos y col., 2011, en revisién).
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5.21 Electroforesis en doble dimensién (2D)

Para hidratar las tiras IPG se utilizaron 180 x 10° parasitos y se lavaron 3 veces
con PBS pH 7.0, posteriormente los parasitos se lisaron con 200 ul de amortiguador de
hidratacion (CHAPS al 4% w/v de 0.02 g, Urea 7 M pesar 0.21 g, DTT-35 ul de la
solucion stock 1M) y se adiciond 3 pl de anfolinas. Los lisados se incubaron a T.A
durante 5 min y se centrifugaron a 5 min a 4°C a 13000 rpm, se tomé una alicuota de
125 pl del lisado para hidratar las tiras IPG de 4-7. Posteriormente, se realizé la
hidratacion pasiva por 16 h sin mover la placa. Al dia siguiente se realiz6 el

isoelectroenfoque utilizando el siguiente programa:

Paso 1: Paso2 Paso 3
250v [lineal] 4000v [lineal] 4000v [Rapido]
HRS:MIN HRS:MIN VHORS

ENTER TIME: 00:40 ENTER TIME 03:00 ENTER TIME: 10,000.

Una vez terminado el isoelectroenfoque se equilibraron las tiras IPG con 5 ml del
amortiguador de equilibrio que contenia 15 mg/ml de DTT por 15 min y para el segundo
lavado se tomaron 5 ml del amortiguador de equilibrio y se le adicion6 37.5 mg/ml de
yodoacetamida (IAA) por 15 min. Una vez rehidratada la tira de IPG sé corrio la
segunda dimension en un gel SDS-PAGE al 15%, el cual se corri6 a 100 V a 1 h 30
, min, posteriormente el gel se tifi6 con plata y un gel duplicado corrido bajo las mismas

condiciones se transfiri® a una membrana de nitrocelulosa.
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5.22 Western blot en diferentes condiciones de poliaminas.

Parasitos (20 x 10°) cultivados en presencia y ausencia de poliaminas se centrifugaron
a 1800 rpm a 5 min a 4 °C, la pastilla se lavé 5 veces con PBS pH 7.0 y se adicioné 900
pl de PBS pH 7.0 y 100 pl de acido tricloroacético al 100% (TCA) y se dejaron O.N. a
4°C. Al dia siguiente las pastillas se lavaron con PBS pH 7.0, 5 veces centrifugando 4
°C a 1800 rpm en cada lavado. En el ultimo lavado se descartd el sobrenadante y se
limpiaron las paredes de los tubos con un algoddn sin tocar las pastillas, las pastillas se
resuspendieron en 400 ul de amortiguador de carga 1x y se hirvieron por 3 min. Las
muestras se corrieron en dos geles de poliacrilamida al 13% a 100 V.a 1 h a T.A,
transcurrido este tiempo uno de los geles se tifid con azul de Coomasie brillante, los
geles duplicados se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para realizar ensayos
de Western blot. Las membranas se tifleron con rojo de Ponceau para verificar la
transferencia de las proteinas, se lavaron con PBS pH 7.0 y se bloquearon con PBS-
Tween 20 al 0.1% con leche al 5 % a 4 °C a O.N. Al dia siguiente las membranas se
lavaron con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y se incubaron con el anticuerpo a-péptido
(TvelF-5A) en una dilucién 1:16 000, en agitacién O.N. a 4 °C. Al dia siguiente las

membranas se lavaron 5 veces por 10 min con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y se
incubaron con el segundoA anticuerpo cabra a.nti-ratén conjugado a HRP en una dilucion
1:3000 y se incubaron 1 h en agitacion, pasado el tiempo se realizaron 10 lavados por
10 min con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y se reveld por quimioluminiscencia

utilizando el kit ECL (Amersham Bioscience). Como control de carga se uso el
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anticuerpo a-tubulina en una dilucién 1: 100, ambos anticuerpos se incubaron al mismo

tiempo.
5.23. Cromatografia de afinidad a GST

La pastilla de bacterias obtenida de la induccién con IPTG 1 mM, se resuspendié en
amortiguador de union a GST (5 ml/ug) y se adiciond lisozima (100 pg/ml) 30 min a 37
°C a 200 rpm. Posteriormente, se sonicé la muestra utilizando las siguientes
condiciones:

» 2min

» 20son/20s off

» 70 % de amplitud
La muestra se centrifugd a 15 min a 4°C a 13 000 rpm, el sobrenadante se filtré usando
una membrana de 0.22 ym. El sobrenadante se inyecté en el cromatdgrafo utilizando
los siguientes parametros:

» Valvula A amortiguador de unién

» Valvula B amortiguador de elucién

» Flujo isocratico A: 3 ml (500 pl / min)

» Gradiénte amortiguador A 100% - 0%

» Gradiente amortiguador B 0% - 100%

- » Flujo isocratico B: 3 ml (500 ul / min)

Previamente la columna pre-empacada (GE Healthcére). se equilibré con agua

desgasificada utilizando un flujo de 500 pl / min. Posteriormente, la columna se equilibro
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con el amortiguador de unioén con un flujo de 500 pl / min. La muestra se paso por la
columna con un flujo de 100 pl / min. Posteriormente, se pasaron 3 volumenes del
amortiguador de unién con un flujo de 500 pl / min y la proteina TvelF-5A recombinante
se eluyd con el amortiguador de elucion que contiene glutation reducido utilizando un

flujo de 100 pl / min.

5.24. Cromatografia de intercambio iénico

La muestra del lisado celular de la clona de S. cerevisiae se centrifugé 15 min a 4°C a
13 000 rpm, el sobrenadante se filtré6 usando una membrana de 0.22 um y se inyectd en

el cromatografo utilizando los siguientes parametros:

» Valvula A amortiguador de unién
» Valvula B amortiguador de elucion
» Flujo isocratico A: 3 ml (500 ul / min)

» Gradiente amortiguador A 100% - 0%

Y

Gradiente amortiguador B 0% - 100%

» Flujo isocratico B: 3 ml (500 pl / min)

Previamente, la columna pre-empacada (Bio-Rad) se equilibr6 con agua
desgasificada utilizando un flujo de 500 pl / min. Posteriormente la columna se equilibré
con el amortiguador de unién con un flujo de 500 pl / min. La muestra se paso por la-

columna con un flujo de 100 pl / min. Posteriormente se pasaron 3 volumenes del
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amortiguador de union con un flujo de 500 pl / min y la proteina TvelF-5A se eluy6 con

el amortiguador de elucién utilizando un flujo de 100 pl / min.

5.25. qPCR cuantitativo por Tiempo Real

Para la realizacién de PCR cuantitativo por tiempo real, se analizé la intensidad
de las bandas de los productos de RT-PCR por densitometria del gen control p-tubulina,
tveif-5a 'y tvep39 utilizando el programa Quantity One (Bio Rad), con los datos obtenidos
se obtuvo el numero de copias / pl, con este se realizaron diluciones de 1x10'° hasta
1x10% para la curva estandar. Posteriormente, se cargd 1 ul de cada una de las
diluciones por triplicado asi como 1 pl del cDNA también por triplicado y se analizé por

el Software Detection Sequences (version 1.3) (Applied Biosystem).

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

1 pL de oligonucledtido BTUB 9

1 pl de oligonucleétido BTUB2

9.5 pl de agua DEPC

El programa de ciclaje que se siguié fue:

90°C 15 min 1 ciclo
95°C 30s
48°C - 30s 25 ciclos

72°C 30s
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Para realizar PCR tiempo real del gen tveif-5a se utilizaron los siguientes
iniciadores: sentido 5" TTTGTTGACCGTTCCGATTATG 3° tm 58 y antisentido 5°

TTGCCCTCTGGTGGAAGATC 3" tm 89

Para el gen tveif-ba se utilizé la siguiente reaccién:

12.5 pyl de SYBER green (Invitrogen)
1 pl de oligonucleétido TRSelF-5A
1 pl de oligonuciedtido TRASelF-5A

9.5 yl de agua DEPC

Programa de ciclaje que se siguié fue:

90°C 15 min 1 ciclo
95°C 30s ,

58°C 30s 25 ciclos
12°C 30s

Para realizar PCR tiempo real del gen tvcp39 se disefiaron los iniciadores,
utilizando el programa Sequence Detection Software (version 1.3) (Applied Biosystem),
los cuales se muestran a continuacion: '

Sentido
5 TTTGTTGACCGTTCCGATTATG 3°
Antisentido

5 TTGCCCTCTGGTGGAAGATC 3’
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90°C 15 min 1 ciclo

856°C 30s
58°C 30s 40 ciclos
12°0C 30s

El anélisis de los datos se realizd en el programa Prisma por el método de
Bonferroni y se graficaron los resultados usando el programa Sigmaplot. Los valores
obtenidos del gen tveif-5a y tvcp39 se normalizaron con los valores del gen de p-

tubulina.

5.26 Ensayo de estabilidad del TvelF-5A con cicloheximida

Tricomonas cultivadas en presencia y ausencia de DAB se les traté con
cicloheximida como un inhibidor de la traduccién. Posteriormente se realizé la
precipitacion de proteinas totales por TCA y la extraccion del RNA total a diferentes
tiempos 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h. Los extractos de proteinas totales de los parasitos
crecidos en presencia y ausencia de poliaminas tratados con cicloheximida se
analizaron en geles SDS-PAGE al 15%, los geles duplicados se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se trataron como se describio previamente. Las
membranas se incubaron con el anticuerpo a-péptido (TvelF-5A) en una dilucién 1:16
000, en agitacion O.N. a 4 °C se lavaron y se incubaron con el segundo anticuerpo
cabra anti-raton conjugado a HRP en una dilucion 1:3000 por 1 h en agitacién, pasado

el tiempo se realizaron 10 lavados por 10 min con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y se
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reveld por quimioluminiscencia utilizando el kit ECL (Amersham Bioscience). Como
control de carga se uso el anticuerpo a-tubulina en una dilucion 1: 100, ambos
anticuerpos se incubaron al mismo tiempo.

La expresion de los genes tveif-5a y B-tubulina se midio por RT-PCR, la
intensidad de las bandas en geles tefiidos con bromuro de etidio se cuantificé mediante
un analisis densitométrico usando el software Gel Doc XR PC (BioRad). Los pixeles del
transcrito de B-tubulina de las tricomonas cultivada con y sin el inhibidor DAB en
presencia de cicloheximida se tomaron como el 100% en cada condicién. Los niveles
de RNAm se normalizaron con respecto a la cantidad de B-tubulina en cada condicion.
Para confirmar los cambios en los niveles de expresién se realizé qRT-PCR utilizando
los iniciadores para tveif-ba: sentido 5 TTTGTTGACCGTTCCGATTATG 3" vy
antisentido 5" TTGCCCTCTGGTGGAAGATC 3" y como control de carga los de a-

tubulina BTUB2 y BTUBO.

5.27. Identificacion de las diferentes modificaciones post-traduccionales de TvelF-
5A

Para analizar las posibles modificaciones post-traduccionales en TvelF-5A,
primero se realizd un analisis in silico de posibleé fosforilaciones y' glicosilaciones.
Para ello, uéamos el programa YinOYang 1.2 Prediction Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/) para d}eterminar O-B-GlcNAc, usando el

maximo score. Por otra parte, para determinar posibles fosforilaciones usamos el
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programa NetPhos 2.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) con el maximo
score para predecir fosforilaciones en serina, treonina y tirosina.

Para confirmar la presencia de estas posibles modificaciones post-traduccionales se
realizaron ensayos de western blot en 2D de extractos de proteinas totales utilizando
anticuerpos anti-fosfoserina, anti-fosfotreonina y anti-fosfotirosina en una dilucién 1:500
(Zymed Laboratories, South San Francisco, CA), las cuales se incubaron a 4°C a O. N.
en agitacion suave. Al dia siguiente, las membranas se lavaron 5 veces por 10 min con
PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y posteriormente se incubaron con el segundo
anticuerpo cabra anti-ratéon conjugado a HRP en una dilucién 1:3000 y se incubaron por
1 h en agitacion, pasado el tiempo, se realizaron 10 lavados por 10 min con PBS pH
7.0-Tween 20 al 0.1%. El revelado se realizé por quimioluminiscencia utilizando el kit
ECL (Amersham Bioscience).

Para determinar N y/o O-glicosilaciénes se utilizaron lectinas las cuales tienen afinidad
a carbohidratos especificos. Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con lectinas
biotiniladas Sambucus nigra aglutinina (SNA) y Maackia amurensis aglutinina (MAA)
para detectar O-glicosilaciones y Canavalia ensiformis lectina (Con A) para detectar N-
glicosilaciones a una dilucion de 1:100 (Zymed Laboratories, South San Francisco, CA).
Las membranas se incubaron a 4°C a O.N. Al dia siguiente las membranas se lavaron 5
veces por 10 min con PBS pH 7.0-Tween 20 al 0.1% y posteriormente se incubaron con
estreptavidina conjugada a HRP en una dilucién1: 15 000 durante 1h a T.A en
agitacion, después se realizaron 10 lavados por 10 min con PBS pH 7.0-Tween 20 al

0.1% y se reveld por quimioluminiscencia.
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5.28. Inmunolocalizacién de la proteina TvCP39

T. vaginalis cultivadas en presencia y ausencia de poliaminas sobre laminillas, se
fijaron con paraformaldehido 4% 1 h a 37 °C.
Para permeabilizar los parasitos, las laminillas se lavaron 3 veces con PBS pH

7.0, para eliminar el RNA se utilizé una solucién de HCI 1M, se hidraté con PBS pH 7.0
por 10 min, se neutralizé con NH4Cl 50 mM en PBS pH 7.0 par 10 min y se hicieron 2
lavados con PBS pH 7.0 por 10 min, se colocaron las laminillas en HCl 1M a2 h a T.A.
Pasado el tiempo se lavaron con PBS pH 7.0 por 5 min y se bloquearon las laminillas
con glicina 50 mM en PBS pH 7.0 a 4°C y después se bloqueo con suero fetal bovino al
1% a T.A, después se bloqueo nuevanﬁente con glicina 50 mM en PBS pH 7.0 por 1 h a
T.A, transcurrido el tiempo se bloquearon con suero fetal bovino al 1% y se
permeabilizé con Tritdbn X 100 al 0.2% por 10 min, pasado el tiempo de incubacién se
bloquearon las laminillas tres veces con suero fetal bovino al 1% en PBS pH 7.0 a 4°C,
y posteriormente se bloqued con suero fetal bovino al 0.2%, se lavaron tres veces con
PBS pH 7.0 y se colocé el primer anticuerpo a-TvCP39 (Ramén-Luing y col., 2011)
utilizando una dilucién 1:20 incubando O.N a 4 °C. Al dia siguiente se lavé con PBS pH
7.0-BSA 1% por 3 veces, se adicion6 el anticuerpo secundario a-conejo en una dilucion
1:100 por 1 h a4 °C, se lavé con PBS pH 7.0-BSA 1% por 3 veces, la contra-tincién se‘
realizd con yoduro de propidio por 10 segundos, transcurrido el tiempo se lavo la
laminilla sumergiéndola con cuidado en agua destilada, posteriormente se colocaron 5
ul de la resina Vectashield-DAPI en el porta objetos y se montd la Iamihilla sellando las

orillas con barniz transparente, por ultimé las laminillas fueron guardadas a 4°C
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protegiéndolas de la luz. Para parasitos no permeabilizados, se realiz6 el tratamiento

anterior sin la permeabilizacién con Triton x 100.

5.29. Obtencién de extractos citoplasmaticos

Tricomonas (600x10°) o células Hela (4 cajas de 75 mm? confluentes) o se
centrifugaron a 1800 rpm por 5 min a 4°C. Las pastillas se lavaron con PBS pH 7, y se
resuspendieron en 1 ml del amortiguador y se aforaron en 30 ml, despues se
centrifugaron en cada lavado a 1800 rpm por 5 min a 4°C. Luego de los lavados, las
tricomonas se resuspendieron en 30 ml de PBS a 4°C y se contabilizé el numero de
parasitos en la camara de Neubauer, mientras que los tubos se centrifugaron a 1800
rpm por 5 min a 4 °C (mientras se realizaban los conteos) y se descartaron los
sobrenadantes. El tubo se mantuvo boca abajo para tratar de eliminar el PBS restante.
Por cada 50 x 10° parasitos se agregd: 1.6 mM de leupeptin, 7.5 mM de TLCK vy
amortiguador BB. A cada pastilla se le agregé 50 mg/ml de leupeptin, TLCK vy
amortigudor BB, se homogenizé y se pasé a un triturador o “Down” a 4°C y se dieron 10
golpes por 20 s, despues se incubaron por 10 min en hielo. Cada volumen de
resuspension se almaceno en tubos Eppendorf de 1.5 ml (Torres-Romero y col., 2011,

en revision; obfenid_o de Calla-Choque., 2011, tesis de Doctorado. Con modificaciones).

74



5.30. Fraccionamiento nuclear y citoplasmatico

Parasitos (100 x 10°) crecidos en presencia y ausencia de poliaminas, se centrifugaron
a 1800 rpm por 5 min a 4°C, el sobrendante se descart6 y la pastilla se lavd con PBS
pH 7.0 por 3 veces. La pastilla se resuspendié en 4 volumenes de amortiguador A (10
mM Hepes, pH 7.9, 1.5 mM MgCI2, 10 mM KCI, 0.5 mM ditiotreitol, 0.5 mM DMSO) y se
incubd 20 min a 4°C. Los parasitos se centrifugaron a 9000 rpm, el sobrenadante se
decanté y se adicioné 5 volumenes de amortiguador A suplemzantado con una mezcla
de inhibidores de proteinasas (5 mg/ml de Leupeptin, E-64 y TLCK). La mezcla se
transfirié a un triturador y se dieron 25 golpes en hielo. La mezcla se centrifugé a 9000
rpm por 5 min a 4°C. La pastilla se resuspendi6é en el amortiguador C (20 mM Hepes,
pH 7.9, 0.42 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 mM ditiotreitol, 5 mg/ml| de
Leupeptin, E-64 y TLCK) y se incubd 40 min a 4°C. La mezcla se centrifugé a 14000

rpm 20 min a 4°C (Gomez y col., 1998).
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VIll. Resultados

Primero, se determiné el efecto de las poliaminas en la expresion del RNAm de
tvep39, debido a que tvep39 se utilizd para demostrar la participacion de TvelF-5A en la
estabilidad de los RNAm, primero analizamos la regulacién de la expresion del gen
tvep39 mediada por las poliaminas. Para ello, se realizd un ensayo de RT-PCR de
tvep39 en parasitos cultivados en ausencia y presencia de poliaminas usando el
inhibidor reversible DAB. El analisis del amplicon de tvep39 por RT-PCR mostré que su
expresion disminuy6 en presencia de DAB comparado con la expresion en presencia de
poliaminas. Mientras que los parasitos tratados con DAB y transferidos a un medio con
putrescina exdgena recuperaron la expresion de tvcp39 respecto a la condicién normal;
a diferencia de los parasitos crecidos en presencia de DAB y transferidos a un medio
normal que no recuperaron su expresion (Fig.6A). Como control de carga para este
ensayo se uso el gen de B—tubulina el cual es constitutivo, por lo que no se tuvieron
cambios en la expresion. Posteriormente, se analizé la expresion del RNAm de tvep39
cuantitativamente mediante RT-PCR en Tiempo Real, la expresion del transcrito de
tvep39 en la condicién normal se tom6 como un 100% de expresion. Los parasitos en
presencia de DAB presentaron una disminucion de la expresion de tvcp39 del 80%
. comparado con la condicién normal. Los parasitos crecidos en presencia de DAB y
transferidos a un medio con putrescina exdgena recuperaron la expresion hasta en un
50 % mas con respecto a la condicjén con DAB. Por el contrario, en presencia del
inhibidor y transferi.dos al medio normal no recuperaron la expresion de transcfito del

gen tvep39 (Fig. 6B).
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Para analizar la regulacién de TvCP39 por las poliaminas, se realizé la extraccion
de proteinas totales de los parasitos crecidos en presencia y ausencia de poliaminas.
Las proteinas totales se analizaron en geles SDS-PAGE al 13%, uno se tifi6 con azul
de Coomasie brillante y el gel duplicado se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa
para inmunodetectar a las proteinas TvCP39 (39 kDa) y a-Tubulina (55 kDa) como
control de carga, en la misma membrana. El resultado mostré que la cantidad de
TvCP39 de 39 kDa disminuyé en los parasitos tratados con DAB (Fig.7A, carril 2),
comparadas con los parasitos crecidos en un medio normal (Fig.7A, carril 1). De
manera interesante, la adicion de putrescina exdégena recuperé parcialmente la cantidad
de TvCP39 (Fig. 7A, carril 3), comparada con los parasitos tratados con DAB. Los
parasitos crecidos en DAB y transferidos a un medio normal, no mostraron cambios en
la cantidad de TvCP39 con respecto a la condicién con DAB (Fig. 7A carril 4).

Para confirmar la disminucién de la cantidad de TvCP39,. se realizd la
inmunolocalizacién de TvCP39 con el anticuerpo anti-TvCP39, mediante
inmunofluorecencia indirecta usando parasitos permeabilizados (P) y no
permeabilizados (NP). La inmunolocalizacién de TvCP39 en parasitos crecidos en
medio normal permeabilizados mostré6 que TvCP39 se encuentra en citoplasma (Fig.
7B, paneles a-d), mientras que en los parasitos no. permeabilizados muestra
localizacién de superficie (Fig. 7B, paneles e-h), mientras 'que en los parééitos
permeabilizados (P) y no permeabilizados (NP) tratados con DAB (Fig. 7B, paneles i-0)
disminuyé de manera considerable la cantidad de TvCP39. En los parasitos tratados
con DAB y transferidos a un medio con putrescina exégena se recuperé parcialmente la

cantidad de TvCP39, en citoplasma (P) y en la superficie del parasito (NP) (Fig. 7B,
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paneles p-x). Como control negativo del experimento se uso el suero preinmune (Fig.
7B, paneles y, B).

Para sugerir la localizacion nuclear de TvCP39 en presencia de poliaminas se
realizé un fraccionamiento nuclear y citoplasmatico. Los extractos proteicos de cada
fraccion se analizaron en geles SDS-PAGE al 13%, un gel se tiid con azul de
Coomasie brillante y el gel duplicado se transfirio a una membrana de nitrocelulosa para
inmunodetectar a las proteinas TvCP39 (39 kDa), TvelF-5A (20 kDa). Como control
citoplasmico y nuclear se usaron a la nucleoporina (53 kDa) y PCNA (28 kDa)
(anticuerpo del Dr. Brieba), respectivamente. Los resultados mostraron que TvCP39 se
localiza en el nlJcIe_o en presencia de poliaminas, comparado con el fraccionamiento
proteico de parasitos crecidos en medio normal usado como control (Fig. 7C). Los
controles usados en el experimento mostraron que no hubo contaminacién entre ambas

fracciones (nucleo-citoplasma).
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Figura 6. Expresion del gen tvcp39 en presencia y ausencia de poliaminas. Panel
Ay B. RT-PCR semicuantitativo y qRT-PCR con RNA total de parasitos crecidos en:
linea 1, medio normal (control positivo) (N); linea 2, tratados con DAB (D); linea 3,
tratados con DAB vy transferidos a putrescina (D-P); linea 4, tratados con DAB vy
transferidos a medio normal (control) (D-N); linea 5, crecidos en medio normal y
transferidos a putrescina (N-P). C. RT negativo (-) de cada una de las condiciones en
presencia y ausencia de poliaminas.
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Fig. 7. Efecto de la presencia y ausencia de poliaminas en TvCP39. Panel A.
Inmunodeteccion de TvCP39 de 39 kDa en extractos de proteinas totales de los
parasitos crecidos en diferentes condiciones de poliaminas. Lineas: 1; medio normal
(control positivo) (N); 2, tratados con DAB (D); 3, tratados con DAB y transferidos a
putrescina (D-P); 4, tratados con DAB vy transferidos a medio normal (control) (D-N); 5,
crecidos en medio normal y transferidos a putrescina (N-P). Control de carga a-tubulina,
indicado con la flecha en 55 kDa. Panel B. Inmunolocalizacion de TvCP39 de T.
~ vaginalis crecidas en ausencia y presencia de poliaminas, con el anticuerpo a—TvCP39
(Ramén-Luing y col., 2011). Microscopia confocal 60x con parasitos permeabilizados
(P) y no permeabilizados (NP). Panel 1, FITC; Panel 2, DAPI; Panel 3, Sobreposicién
FITC-DAPI. Panel 4. Microscopia de Nomasky. Paneles: parasitos P (a-d) y NP (e-h)
crecidos en medio normal; parasitos P (i-l) y NP (m-0), tratados con DAB; parasitos P
(p-s) y NP (t-x), tratados con DAB y transferidos a putrescina exoégena; parasitos P (y-
B), control negativo. Panel C. Fraccionamiento nuclear (n) y citoplasmatico (c) de
parasitos crecidos en medio con DAB y transferidos a putrescina exégena (D-P) y en
medio normal (control). Carriles: 1-4, Inmunodeteccién de TvCP39 de 39 kDa en
fraccion nuclear y citoplasmatica., 5-8, Inmunodeteccién de TvelF-5A de 20 kDa en
fraccion nuclear y citoplasmatica. Usado como control citoplasmatico. 9-12,
Inmunodeteccion de nucleoporina y PCNA de 53 y 28 kDa, respectivamente, en
fraccion nuclear y citoplasmatica. Usado como control nuclear.

81



DAB

Put

Tubulin

TvCP39

82



&3

IdS

6E4OAL-D



o-TvCP39 a-TvelF-5A a-nucleoporina

kDa D-Put Control D-Put Control D-Put Control

75_
50_

37_
25_
20_

453kDa
4 39kDa

4 20kDa

9 10 11 12

428 kDa

84



Después, se analizd la estabilidad del transcrito de tvep39 y tveif-ba con el
proposito de determinar el tiempo de vida media de ambos franscritos. Para ello se
realiz6 un ensayo de estabilidad con parasitos cultivados en ausencia y presencia de
poliaminas usando Actinomicina D como un inhibidor de la transcripcion. Los parasitos
se tomaron a diferentes tiempos (0,' 1, 3, 6, 8, 12 y 24 h), posteriormente se extrajo el
RNA total y se realizd la sintesis de cDNA para hacer la RT-PCR usando
oligonucleétidos especificos para tvcp39 y tveif-ba. El tamafo de los amplicones
obtenidos fue de 238 pb para tvcp39 y 504 pb para tveif-5a; como control de carga se
utilizé el gen de B-tubulina (B-tub) con un tamafo de amplicon de 112 pb. La viabilidad
de los parasitos fue del 98-99% en todas las condiciones analizadas. La estabilidad del
transcrito de tvcp39 y tveif-6a en el cultivo normal disminuy6 a los ~180 min en tvep39 'y
~360 min en tveif-5a después de afadir actinomicina D (Fig. 8, linea Normal). En
contraste, la estabilidad de los transcritos de tvcp39 y tveif-5a de los parasitos tratados
con DAB, disminuyé a los ~60 min después del tratamiento de los parasitos con
actinomicina D (Fig. 8, linea DAB). La estabilidad del transcrito de tvcp39 y tveif-5a se
recuperd al adicionar putrescina exégena al medio de cultivo, ~360 min en tvcp39 y a
los ~180 min en tveif-5a (Fig. 8, lineas DAB-Put). Posteriormente se realizé el analisis
densitométrico de cada amplicon con el fin de graficar el tiempo de vida media de
ambos transcritos (Fig. 8, paneles E y F). Las graficas muestran la disminucién de la
vida media del RNAm de tvcp39 y tveif-5a en los parasitos crecidos en presencia de
DAB (Fig. 8, paneles E y F -m-), comparado con la vida media del RNAm de tvcp39 y
tveif-5a de los parasitos crecidos en medid normal (Fig. 8, paneles E y F -¢-). El tiempo

de vida media de los transcritos de tvcp39 y tveif-ba se recuperaron con el tratamiento
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de putrescina exégena, comparado con la vida media de los parasitos tratados con DAB
(Fig. 8, paneles E y F -¢-). Los valores de tvcp39 y tveif-5a se normalizaron con los
valores del gen constitutivo S-tubulina usado como control interno (Fig. 3, panel B). Los
resultados sugieren que la vida media de los RNAm de tvcp39 y tveif-5a son regulados
por las poliaminas.

Por otra parte, el andlisis del extremo 3'UTR del RNAm de tveif-5a mostro la
presencia de una estructura tipo ERE, sugiriendo una probable autoregulacién (Fig. 8,
panel G). Esto no es de sorprender ya que existen moléculas que se autoregulan
debido a la importancia que tienen a nivel celular como es el caso de!l aminoacil t-RNA
que participa en el control de la expresién de genes a nivel post-transcripcional (Butler y

col., 1986).
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Fig. 8. Efecto de la Actinomicina D en la estabilidad de tvcp39 y tveif-5a en
presencia y ausencia de poliaminas. El tiempo de vida media del RNAm de tvcp39'y
tveif-ba se analizd6 usando actinomicina D mediante RT-PCR semicuantitativo,
obteniendo un amplicén de 238 pb para tvcp39 y 504 pb para tveif-5a. Paneles Ay B.
RT-PCR semicuantitativo del RNAm de tvcp39 y tveif-6a de parasitos crecidos en
presencia y ausencia de poliaminas y tratados con actinomicina D, monitoreados a
diferentes tiempos (0, 1, 2, 3, 6, 8, 12 y 24 h): Producto de PCR separados en un gel de
agarosa al 1.5 % vy tefidos con bromuro de etidio. Panel: N, tricomonas crecidas en
medio normal; D, tricomonas tratadas con DAB; D-P, tricomonas tratadas con DAB vy
transferidas a putrescina; D-N, tricomonas tratadas con DAB vy transferidas a medio
normal; N-P, tricomonas crecidas en medio normal y transferidas a putrescina. El
control de carga fue B-tubulina (B-tub). Panel E y F. Tiempo de vida media de tvcp39 y
tveif-5a, correspondientemente, tricomonas crecidas en: medio normal (--¢--), tratadas
con DAB (- -m- -); tratadas con DAB y transferidas a putrescina (-e-); tratadas con DAB y
transferidas a mecdio normal (-A-); medio normal y transferidas a putrescina (-m-).
Panel G. Estructura tallo-burbuja del ERE de tveif-5a con un AG -12.01.
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Para conocer el efecto de la inhibicion de la traduccién con cicloheximida de
TvelF-5A (precursora y madura) en parasitos crecidos en presencia y ausencia
de poliaminas, se realizaron ensayos de Western blot utilizando los extractos de
proteinas totales recolectados a diferentes tiempos (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24),
despueés del tratamiento con cicloheximida, utilizando el anticuerpo a-TvelF-5A y
a-Tubulina (Fig. 9) como control de carga. El resultado mostré que la cantidad de
TvelF-5A madura y precursora en parasitos crecidos en medio normal y tratados
con cicloheximida, es similar hasta las 4 h de monitoreo {Fig. 9A, lineas 1, 3, 5,
7), sin embargo, a partir de las 8 h la cantidad de TvelF-5A madura disminuyé
gradualmente (Fig. 9A, lineas 4, 9, 11, 13). En contraste, la cantidad de TvelF-5A ,
madura disminuy6 a las 4 h en los parasitos tratados con DAB y ciclcheximida
(Fig. 9A, lineas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14). De manera interesante la cantidad de
TvelF-5A madura aumenté en los parasitos tratados con DAB y transferidos a un
medio con putrescina exogena, en los 15, 30 y 60 min de tratamiento (Fig. 9B,
lineas 1, 6, 11). Posteriormente, se realizé la extraccién del RNA total de los
parasitos crecidos en presencia y ausencia de poliaminas y tratados con
cicloheximida a diferentes tiempos (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24) (Fig. 9A), con la
finalidad de determinar los cambios en los niveles de expresion del transcrito de
tveif-5a, mediante ensayos de RT-PCR y gRT-PCR. Los resultados mostraron
que los niveles de tveif-5a en los parasitos crecidos en medio normal, disminuy6
a partir de las 8 h de tratamiento con cicloheximida. De manera interesante los
niveles de tve/'f-5é en los parasitos crecidos en medio con DAB disminuyeron‘a

partir de las 2 h de tratamiento con cicloheximida y este efecto pudo ser revertido
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al transferir a los parasitos a un medio con putrescina exégena a partir de los 15
min de monitoreo. Cabe mencionar que aquellos parasitos crecidos en presencia
de DAB vy transferidos a los diferentes cultivos adicionados con 25, 15 uM de
espermina y espermidina no mostraron recuperacion en los niveles de expresion
de tveif-5a. Para analizar la expresion de tveif-5a cuantitativamente se realizé un
ensayo de qRT-PCR, en esta cuantificacion se tomé el tiempo cero como el
100%. La condicién normal mostré una disminucién de ~ 50% a las 8 h. Por el
contrario, los parasito crecidos en presencia de DAB tuvieron una disminucién de
~60% a partir de las 2 h, la transferencia de los parasitos crecidos en DAB a un
medio con putrescina exdgena recuperaron la expresion en un 80 % mas con
respecto a la condicion con DAB. Los valores del gen tveif-5a se normalizaron

con los valores del gen constitutivo S-tubulina usado como control interno.

92



Fig. 9. Efecto de la Cicloheximida en la inhibicién de la traduccién TvelF-5A
en presencia y ausencia de poliaminas. El tiempo de vida media del TvelF-5A se
analizé usando el anticuerpo anti-TvelF-5A. Los parasitos se monitorearon a diferentes
tiempos (0, 1, 2, 4, 8, 12 y 24 h). Panel A. Lineas: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13; parasitos
crecidos en medio normal. Panel A. Lineas: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14; parasitos tratados con
DAB. Panel B. Lineas: 1, 6, 11; parasitos tratados con DAB y transferidos a un medio
con putrescina exégena. Panel B. Lineas: 2, 3, 7, 8, 12, 13, parasitos tratados con DAB
y transferidos a medios con 25 o 15 pM de espermina (Spm). Panel B. Lineas 4, 5, 9,
10, 14, 15, parasitos tratados con DAB vy transferidos a medios con 25 o 15 uyM de
espermidina (Spd). Panel C. Analisis por RT-PCR del RNAm de tveif-5a de parasitos
tratados con cicloheximida a diferentes tiempos. La flecha indica el amplicén de 504 pb
correspondiente a tveif-5a. Linea N, tricomonas crecidas en medio normal; D,
tricomonas tratadas con DAB; D-P, tricomonas tratadas con DAB vy transferidas a
putrescina; D-Spm, tricomonas tratadas con DAB vy transferidas a 25 o 15 pM de
espermina; D-Spd, tricomonas tratadas con DAB vy transferidas a 25 o 15 pyM de
espermidina. Panel E. qRT-PCR del RNAm de tveif-ba de parasitos crecidos en
presencia y ausencia de poliaminas y cicloheximida. N) tricomonas crecidas en medio
normal. D) Parasitos tratados con DAB. D-P) Parasitos tratados con DAB vy transferidos
a putrescina. D-N) Parasitos tratados con DAB transferidos a medio normal. N-P)
Parasitos crecidos en medio normal y transferidos a putrescine. En ambos
experimentos los datos se normalizaron contra los valores obtenidos con el gen control
usando p-tubulina. '
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El segundo objetivo fue analizar el 3'UTR de tvcp39 y determinar las posibles
secuencias ERE-like en T. vaginalis. El andlisis de la clona RACE 3'UTR tvcp39
(Ramon-Luing y col., 2011) mostré un ERE-like con la secuencia AAATTTCCAA la cual
fue analizada en el programa “RNA fold” mostrando una estructura tallo-burbuja con un
AG de -12.01. Este resultado nos sugiere que T. vaginalis contiene una secuencia ERE-
like atipica, que podria estar participando en la regulacion al nivel post-transcripcional
de tvep39. Al comparar esta secuencia con la reportada en el gen cox 2
(AAATGTCCCA) encontramos dos cambios, sin embargo en trabajos anteriores (Parker
y col., 2002), se ha descrito que esta secuencia puede variar hasta en tres bases. Esta
misma secuencia fue localizada en otros genes dentro del genoma de T. vaginalis. Con
las secuencias analizadas se realiz6 un alineamiento multiple de estas secuencias
EREs tomando como sonda la secuencia reportada en el gen cox2, la posible
secuencia ERE en T. vaginalis es AAT/(g)G/(t)G/(t)CCAA (Fig. 10A, B, C). También se
realizd el analisis de las estructuras secundarias usando el programa “RNA fold”, en
donde se analizaron diferentes tamarios de secuencia: 100 pb, 50 pb, 25 pby 10 pb,
esto fue realizado como control para comprobar que la estructura tallo-burbuja se
conserva (Fig. 10B). Encontramos que para el extremo 3'UTR del gen tvcp39 forma

estructura de tallo y burbuja en todos los tamafios analizados.
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Fig. 10. Analisis del 3'UTR del RNAm de tvcp39 de T. vaginalis. A. Secuencia del
3'UTR de tvep39. En el recuadro se muestra el coddon de paro de la traduccion del
RNAm de tvep39. La linea negra muestra la secuencia ERE-like de tvep39. B. Modelaje
del 3'UTR de tvcp39 con el programa “RNAfold”. C. Estructura tallo-burbuja de la
secuencia ERE-like de tvcp39. D. Secuencias EREs reportadas en la literatura.
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Para obtener a TvelF-5A madura, se realizé la subclonacién del gen tveif-5a de

T. vaginalis en un sistema eucarionte (levadura) utilizando el vector de expresion

pYES2. Las clonas candidatas se analizaron por restriccion usando las enzimas BamH|/
y Xhol. De este andlisis, se obtuvieron dos clonas positivas, las cuales contenian el

inserto de 504 pb. Los plasmidos (pYES2-tveif-5a) que contenian el inserto se

secuenciaron usando iniciadores especificos para el gen tveif-5a. La secuencia

obtenida correspondié al gen tveif-5a previamente clonado en pGEX6P-1.

La construccién pYES2-tveif-5a se transformé en células de S. cerevisiae ISVSc,

posteriormente se realizé la induccion de la proteina probando diferentes

concentraciones de galactosa 0.1, 0.25, 0.5 y 1 M y en diferentes temperaturas 30, 33 y

37 °C, encontrando que la temperatura y concentracién Optima de galactosa para la

induccion de TvelF-5A madura de 20 kDa son de 0.5 M de galactosa a 33 °C. La

induccion se realizé por 6 h (Fig. 11A, carril 3), transcurrido el tiempo de induccién, se

lisaron las levaduras. El lisado celular y el sobrenadante del cultivo se analizaron en

-geles SDS-PAGE al 15%, un gel se tifid con azul brillante de Coomassie (Fig. 11A).
Como parte del control del experimento se realizo la extraccidn de proteinas de S.
cerevisiae no transformantes (Fig. 11A, carril 2). Los controles fueron células /SVSc
transformadas con la construccion pYES2-tveif-5a sin induccién y el plasmido pYES
vacio, inducido con 0.5 mM de galactosa (Fig. 11A, carriles 4 y 5). El gel duplicado se
transfirid a una membrana de nitrocelulosa para realizar un Western blot usando
anticuerpos anti-péptido TvelF-5A. En el Western }bIot se observé el reconocimiento de

una banda en la regién de 20 kDa que corresponde a TvelF-5A madura (Fig. 11B).
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Fig. 11. Induccién de TvelF-5A madura en el sistema eucarionte. Panel A. Analisis
por electroforesis en SDS-PAGE al 15% de los extractos de S. cerevisiae. Carriles: 1)
marcadores de peso molecular en kDa, 2) Extracto de S. cerevisiae sin transformar, 3)
Extracto de S. cerevisiae, pYES2-tveif-ba con induccion, 4) Extracto de S. cerevisiae,
pYES2-tveif-5a sin induccién, 5) Extracto de S. cerevisiae, pYES2 vacio con induccion
(control negativo), 6) Extracto de S. cerevisiae, pYES2-tveif-ba fraccion insoluble
inducido, 7) Extracto de S. cerevisiae, pYES2-tveif-6a fraccion insoluble no inducido.
Panel B. Western blot de la proteina TvelF-5A recombinante, incubado con el
anticuerpo anti péptido TvelF-5A, revelado por quimioluminicencia.
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Por otra parte, se realiz6 la purificacion de la proteina TvelF-5A precursora acoplada a
glutation transferasa (GST) y madura por cromatografia de afinidad (FPLC) a GST e
intercambio idnico, correspondientemente. La proteina TvelF-5A madura purificada se
analizé en un gel SDS-PAGE al 15% teflido con azul brillante de Coomassie (Fig. 12A)
y el gel duplicado se transfiridé a una membrana de nitrocelulosa para realizar un
Western  blot usando anticuerpos anti-péptido  TvelF-5A, revelado por
quimioluminicencia (Fig. 12B), en donde se inmunodetectdé una banda de 20 kDa
correspondiente a TvelF-5A madura. También, se realizé la purificaciéon de TvelF-5A
precursora acoplada a GST, obtenida previamente de la construccién pGEX6-P-1-tveif-
5a, la purificacion se analizé en un gel SDS-PAGE al 15% tefido con azul brillante de
Coomassie (Fig. 12C) y el gel duplicado se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa
para realizar un Western blot usando anticuerpos anti-péptido TvelF-5A revelado por
quimioluminicencia (Fig. 12D), se inmunodetecté a TvelF-5A precursora de un tamafio
de 46 kDa. Después, se realizé la cuantificacion proteica por el método de Bradford
obteniendo una concentracién de 481 pug/mL de TvelF-5A precursora y 51.5 yg/mL de

TvelF-5A madura.
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Fig. 12. Purificacion de TvelF-5A precursora y madura. Panel A. Analisis por
electroforesis en SDS-PAGE al 15% de TvelF-5A madura. Carriles: 1) marcadores de
peso molecular en kDa, 2) TvelF-5A madura pura de 20 kDa indicado por la flecha.
Panel B. Inmunodeteccion de TvelF-5A madura pura, con el anticuerpo anti-péptido
TvelF-5A. Panel C. Analisis por electroforesis en SDS-PAGE al 15% de la proteina
GST-TvelF-5A precursora. Carriles: 1) marcadores de peso molecular, 2) Proteina GST-
TvelF-5A pura de 46 kDa indicado por la flecha. Panel D. Western blot de la proteina
GST-TvelF-5A precursora, con el anticuerpo anti-péptido TvelF-5A.

102



| & 20kDa

46 kDa

103



La proteina TvelF-5A se analizé en parasitos crecidos en presencia y ausencia
de poliaminas, mediante un gel en 2DE, usando extractos de proteinas totales de T.
vaginalis. Un gel se tifid con plata y el gel duplicado se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa para realizar un Western blot usando el anticuerpo anti-péptido TvelF-5A.
El resultado mostro la inmunodeteccion de dos manchas con un peso molecular de 19
kDay 20 kDa en los extractos de proteinas de parasitos crecidos en medio normal (Fig.
13A y B), confirmando la presencia de dos proteinas TvelF-5A, las cuales sugieren
corresponde a la proteina precursora (19 kDa) y a la proteina modificada (20 kDa). En
el caso de los extractos de proteinas de parasitos crecidos en medio con DAB no se
inmunode_tecté ninguna mancha (Fig. 13C y D). En los extractos de proteinas de T.
vaginalis crecidos en presencia de DAB vy transferidos a un medio con putrescina
exdgena se inmunodetectaron dos manchas de 19 kDa con diferentes pl de 5.2y 5.3, lo
cual podria sugerir la presencia de una forma intermediaria o deoxihipusinada (Fig. 13E

y F).
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Fig. 13. Efecto de la ausencia de poliaminas en la proteina TvelF-5A. A. y B.
Extracto de proteinas totales de T. vaginalis en gel SDS-PAGE en 2DE tefido con plata
y Western blot, de los parasitos crecidos en medio normal. En el recuadro se muestran
las dos manchas inmunodetectadas con el anticuerpo anti-péptido TvelF-5A. C y D. Gel
SDS-PAGE tefiido con plata y Western blot de los parasitos crecidos en ausencia de
poliaminas, en el recuadro se muestra la ausencia de las dos manchas detectadas en el
control. E y F. Gel SDS-PAGE tefiido con plata y Western blot en membrana de
nitrocelulosa de los parasitos crecidos en medio suplementado con DAB y transferido a
un medio con putrescina exégena, en el recuadro se muestran las dos manchas
inmunodetectadas con el anticuerpo anti péptido TvelF-5A. G y H. Gel SDS-PAGE
tefiido con plata y Western blot de los extractos de proteinas totales de los parasitos
crecidos en presencia de DAB y transferidos a un medio normal, en el recuadro se
muestran la ausencia de las manchas. | y J. Gel SDS-PAGE tefiido con plata y Western
blot del extracto total de proteinas de tricomonas crecidas en medio normal y
transferidas a un medio con putrescina exégena, en el recuadro se muestran las dos
manchas inmunodetectas.
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Con la finalidad de conocer la existencia de posibles modificaciones post-
traduccionales que dieran la diferencia en peso molecular y en pl de la proteina TvelF-
5A precursora y madura, se realizé un analisis in silico para predecir O-glicosilaciones y
fosforilaciones. El andlisis mostr6 que TvelF-5A presenta O-glicosilaciones vy
fosforilaciones en serina y tirosina, para confirmar esto se realizaron geles SDS-PAGE
al 15 % en 2DE para obtener el proteoma de T. vaginalis (Fig. 14, panel A), y un gel
duplicado se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para realizar Western blot
usando las lectinas MSA (Fig. 14, panel C) y MAA (Fig. 14, panel D), como control del
experimento se utilizé el anticuerpo anti-péptido TvelF-5A (Fig. 14, panel B).

Para determinar las fosforilaciones presentes en TvelF-5A se Utilizaron
anticuerpos anti-fosfoserina (Fig. 14, panel E), anti-fosfotirosina (Fig. 14, panel F) y
anti-fosfotreonina y mediante un analisis usando el software PDQuest se empalmaron
las manchas detectadas por las lectinas MSA, MAA, ConA, e inmunodetectadas por los
anticuerpos anti-fosfoserina, anti-fosfotreonina y anti-fosfotirosina. El resultado mostré
que la mancha 2 que correspondié a TvelF-5A madura (Fig. 14, panel B) embalma con
la mancha detectadas con las lectinas MSA y MAA (Fig. 14 paneles, C y D). Como
control del experimento se rasuraron la glicosilaciones con la enzima PGNasa (Sigma).
El analisis para las fosforilaciones mostré que la mancha 2, que correspondié a TvelF-
5A madura, empalmé con las manchas inmunodetectadas para fosfoserina y
fosfotirosina, no asi para anti-fosfotreonina (Fig. 14, paneles B, E y F). Estos resultados
demostraron que la proteina TvelF-5A presenta dos modificaciones: la O-glicosilacion
. pero no N-glicosilaciohes.y fosforilacion en serina y tirosina pero no en treonina, que

influyen en el cambio de peso molecular y pl entre TvelF-5A precursora y madura.
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Para confirmar la identidad de P1, P2 y P3 se realizd un andlisis de

espectrometria de masas (ESI-QUAD-TOF), Tabla. 5.
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Tabla. 5. P1, P2 y P3 identificados por espectrometria de masas (ESI-QUAD-TOF) de
extractos de proteinas totales, identificados mediante una busqueda con el programa
MASCOT (National Center for Biotechnology non-redundant database) usando un
algoritmo no redundante.

%

ED\ E
R.YETHLPTSHEI

R.YETHLPTSHEIEVPFVI
R.RYETHLPTSHEIEVPFVDR.S
R.RYETHLPTSHEIEVPFVDRS

R.SDYGLINIDDGHTQLLTLDGTLR.E
R.SDYGLINIDDGHTQLLTLDGTL

aNCBInr database.
b Spot number in agreement with Figs. 1 and 2.

c/d lon score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event. Individual ion scores > 56 indicate
identity or extensive

homology (p<0.05). Protein scores are derived from ion scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

eM = methionine modified by oxidation; N= deamidated; C = cysteine modified by carbamidomethyl; Hyp=lysine modified by
hypusine.

Type of search : MS/MS lon Search

Error tolerant search: All significant protein hits

Enzyme: Trypsin

Variable modifications : Oxidation (M); Hypusine (K)

Mass values: Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted; Peptide Mass Tolerance : + 50 ppm;Fragment Mass Tolerance: + 0.6 Da: Max Missed Cleavages : ;
Instrument type : ESI-QUAD-TOF; Number of queries : 861
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Fig. 14. Inmunodeteccion de las diferentes modificaciones post-
traduccionales de TvelF-5A. Panel A. Extracto de proteinas totales de T.
vaginalis en un gel SDS-PAGE en 2DE usado tiras con un pl de 4-7 tefiido con
Sypro rubi, mostrando el proteoma de T. vaginalis. Panel B. Western blot del
extracto de proteinas totales de parasitos crecidos en medio normal, usado como
control, el recuadro muestra las dos manchas inmunodetectadas con el anticuerpo
anti péptido TvelF-5A, indicadas por las flechas, el niumero 1 corresponde a TvelF-
5A precursora y el 2 a TvelF-5A madura. Panel C. Western blot usando la lectina
MSA, el recuadro muestra la mancha detectada, sefalada por la flecha y el
numero 2. Panel D. Western blot usando la lectina MAA, el recuadro muestra la
mancha detectada, sefialada por la flecha y el nimero 2. Panel E. Western blot
usando el anticuerpo anti-fosfoserina, el recuadro muestra la mancha
inmunodetectada, sefialada por la flecha y el numero 2. Panel F. Western blot
usando el anticuerpo anti-fosfotirosina, el recuadro muestra la mancha
inmunodetectada, sefialada por la flecha y el numero 2.
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Para determinar la otra modificacion post-traduccional de TvelF-5A madura,
previamente reportada en la literatura, como es la hipusinacion, se realiz6 un
ensayo enzimatico utilizando a TvDHS recombinante (previamente obtenida en el
laboratorio), espermidina, NAD®, amortiguador (glicina-NaOH) y TvelF-5A
precursora. Esta reaccion enzimatica se analiz6 en el fluorémetro. Como controles
se determin6 la emision fluorimétrica de todos los componentes usados tales
como: espermidina, NAD*, amortiguador, TvDHS y TvelF-5A precursora. Los
valores obtenidos se utilizaron para poder diferenciar la emision fluorimétrica de
cada los sustratos y determinar el valor fluorimétrico de TvelF-5A madura. Los
resultados del analisis mostraron una diferencia de emision fluorescente entre
TvelF-5A precursora y TvelF-5A madura, las cuales son visualizadas en los
diferentes picos de emision fluorimétricos (Fig. 15).

Para confirmar que TvelF-5A madura se obtenia por la reaccion enzimatica,
las muestras finales del ensayo enzimatico se analizaron en un gel nativo al 12%
en 1D, un gel duplicado se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para
realizar un Western blot con el anticuerpo anti-péptido TveIF-5A; el analisis mostré
la inmunodeteccién de tres bandas entre la regién de 46 y 47 kDa, lo cual podria
corresponder a TvelF-5A precursora, intermediaria y madura. Para confirmar el
cambio en pl de TvelF-5A nﬁadura respecto a TvelF-5A precursora, se realizd un
gel en 2DE con la muestra de la reaccion de] ensayo enzimatico, anteriorfnente
descrito, un gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para realizar un

Western blot utilizando el anticuerpo anﬁ-péptido TvelF-5A, el resultado obtenido

fue la inmunodeteccion de dos manchas de 46 y 47 kDa con un pl de 5.26 y 5.46
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respectivamente, las cuales corresponden a TvelF-5A precursora y TvelF-5A

madura (Fig. 16).
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Figura 15. Analisis fluorimétrico deTvelF-5A precursora y madura. Gréfica del
analisis fluorimétrico de la hipusinacién de TvelF-5A precursora in vitro. Las
flechas indica los picos de lectura en absorbancia de TvelF-5A precursora (azul) y
TvelF-5A madura (verde olivo).

114



i o i s oot S, e ———— e S RN e — — 0 S—"

10E+06 -

BOE+05

BOE+05

{

A0E+05

20E+05

500

File#7=5
Emission Acquistion

w

o

e TvelF-5A activa

TvelF-5A precursora

P

&

0

Wavelength {nm)

115



Figura 16. Inmunodeteccion de la hipusinacion de TvelF-5A precursora in
vitro. A. Gel nativo de la hipusinacion in vitro. Carriles: 1. TvelF-5A precursora. 2.
TvDHS recombinante. 3. Reaccién de hipusinacién sin espermidina. 4. Reaccion
de hipusinacién sin NAD?". 5. Reaccién de hipusinacion sin TvelF-5A precursora.
6. Reaccion de hipusinacién sin TvDHS. 7. Reaccion de hipusinacién en donde se
muestra a TvelF-5A hipusinada (l). B. Western blot en 1D de la hipusinacién in
vitro de TvelF-5A utilizando anticuerpos anti-péptido TvelF-5A. Carriles: 1.
Inmunodeteccion de TvelF-5A precursora (rTVEIF-5A), hipusinada (1) y el complejo
TvelF-5A- TvDHS (rTvelF-5A-rTvDHS). Las flechas indican las tres bandas
obtenidas en la hipusinacion in vitro, en la regién de 46 y 47 kDa. 2.
Inmunodeteccion de TVEIF-5A precursora por HPLC. La flecha indica la banda de
TvelF-5A de 46 kDa. C. 2DE-Western blot de la hipusinacién in vitro utilizando
anticuerpos anti-péptido TvelF-5A. Las flechas indican las dos manchas
inmunodetectadas por los anticuerpos.
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Para demostrar la presencia de las tres formas de TvelF-5A (precursora,
intermediaria y madura), basandonos en la diferencia de pl encontrado en el
analisis en 2D, se realizé una cromatografia de intercambio cationico, usando las
muestras finales del ensayo enzimatico. Primero, separamos a TvDHS
recombinante mediante una cromatografia de afinidad a niquel aprovechando la
etiqueta de histidinas, con la finalidad de evitar que esta proteina interfiera en la
separacioén de las diferentes formas de TvelF-5A. Despues, se separé a TvelF-5A
precursora de la madura mediante un gradiente de pH con KCI 0.5 M en una
columna MonoS, obteniendo dos fracciones que presentaron dos picos de elucion,
el primer pico (E1) eluyd a un concentracion de 0.22 M de KCI con un tiempo de
retencién de 40 min y el segundo pico eluy6 a una concentracién de 0.5 M de KCI

con un tiempo de retencion de 45 min (Fig. 17 A, E1y E2).

Basandonos en el aspecto tedrico de como se lleva a cabo la hipusinacion
de TvelF-5A, la cual consiste en la incorporacion de un grupo 4-aminobutil a un
residuo especifico de lisina, y que esta incorporacién hace imposible que la
tripsina pueda cortar este residuo, se realizd6 un mapeo peptidico con tripsina de
cada una de las eluciones obtenidas de la cromatografia de intercambio idnico.
Para ello realizamos un analisis insilico en el programa “peptidecutter", para
predecir Ios.posibles fragmentos peptidicos que se podian obtener y con ello
diferenciar entre TvelF-5A precursora y madura. El resultado mostr6 que E1
~ generd 8 fragmentos peptidicos y E2 generd 4 fragmentos peptidico, lo cual

demuestra que E1 presenta el residuo de lisina que genera una mayor cantidad de
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peptidos y E2 al estar hipusinada genera una menor cantidad de péptidos, estos
resultados concordaron con el andlisis in silico.

Los resultados anteriores fueron confirmados mediante isoelectrospray
acoplado a Espectrometria de Masas, en donde se obtuvo que E1 corresponde a
TvelF-5A precursora, debido a que la tripsina fue capaz de cortar la lisina donde

se lleva a cabo la hipusinacion y E2 correspondi6 a TvelF-5A madura (Tabla 6).
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Figura 17. Separacion de las formas de TvelF-5A por cromatografia de
intercambio i6nico en una columna MonoS. A. Fraccionamiento de las formas
de TvelF-5A, la grafica muestra los dos picos (E1 y E2) obtenidos mediante el
gradiente de KCI. B. Gel SDS-PAGE al 12 % tefido con plata. Carriles: 1.
Marcadores de peso molecular en kDa. NP. Fraccién de lo que no se pego a la
columna. E1. Primera elucién con el gradiente de KCI. E2. Segunda elucion
obtenida con el gradiente de kClI. La flecha indica la banda de 46 kDa.
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Tabla 6. LC-ESI-MS/MS de las isoformas de TvelF-5A.

Mascot lon
Elucion Proteina Secuencia de péptido % covertura®
score® score”
58
74 K.LVELDAIAYK K.LVELDAIAYK
54 K.CNCYLADIADFQK.F + Deamidate
85 K.IYADYFGDHKPCR.C
57 K.VISTPDAPAAIGPYCQAR.L

110 R.TLYTSGIIGNDPHGGPNPETVEGQAELIMK
TvelF-5A 41 K.LVELDAIAYK
E1 442 30
Precursor 130 K.CNCYLADIADFQK.F + Deamidated (NQ)
71 K.CNCYLADIADFQK.F_K.CNCYLADIADFQK.F
80 K.IYADYFGDHKPCR.C
96 K.VISTPDAPAAIGPYCQAR.L

89 R.TLYTSGIIGNDPHGGPNPETVEGQAELIMK.S +

108 Oxidation(M)
98
K. ANQTNELFK.A + Deamidated (NQ)
36 .
K.NLDSDEEEIKPK.K
TvelF-5A 102
E2 S7 K.LVDKTNIDK.D 22
Mature 21
K.EKIALSVAR.G + Hypusine (K)
35

**on score is -10"Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event. Individual ion scores > 56 indicate identity or extensive homology (p<0.05). Protein sceres are derived
from ion scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.
“%Coverage indicates the protein sequences or parts of these sequences that were identified by MS/MS.

Type of search: MS/MS lon search

Enzyme: trypsin
Mass values : Monoisotopic
" Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance: + 1.2 Da -
Fragment Mass Tolerance: + 0.6 Da

Max Missed Cleavages : 1
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El analisis funcional de la interaccién de TvelF-5A con el 3'UTR del RNAm
de tvep39, se demostrd usando a TvelF-5A madura recombinante en un ensayo
de movilidad electroforética (EMSA). Primero, se realizé la transcripcion in vitro de
la estructura tallo-burbuja localizada en el 3'UTR del RNAm de tvep39, la cual se
sintetizd basandonos en los resultados del andlisis in silico del 3'UTR de tvcp39.
Como controles positivos de este experimento se utilizaron: 1) sonda de la
estructura tallo-burbuja de un elemento de respuesta al hierro de la ferritina (IRE-
fer), 2) sonda de la estructura tallo-burbuja de un elementc de respuesta a elF-5A
(ERE-cox2), y 3) sonda de un control negativo con la secuencia ERE-like tvcp39

que no forma una estructura tallo-burbuja (D-loop) (Tabla 7).
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Tabla 7. Secuencia y estructura de los 3'UTR utilizados para la

transcripcion in vitro.

‘Secuencia

Estructura tallo
burbuja

tvcp39

13F
ACTATATAAAAGATTCGGAATTTTTAGAATT
TCCAATAA

>Race3N-C1-M1

S0 pb

cox-2

5 AAATGTCACACAGAATTCTGTGTGACATT
TCCCCTATAGTGAGTCGTATTA 3

D-Loop

95 pb

5TCGT CCGGTTAATGCCTATTATGCTG

AGTGATATCCCCAGCATACGGCCAATTACG
GA3

110 pb

IRE-fer

S ATTCCTGCTTGAACAGTGCTTGGACGGAA
TATT

190 pb
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Mediante las sondas obtenidas en la transcripcién in vitro, se obtuvieron las
estructuras ERE-like de tvcp39 y ERE-cox2 de 90 y 95 pb respectivamente, asi
como la estructura IRE-fer y D-loop de 110 bp y 95 pb respectivamente.

Primero, se realizd el ensayo de interaccion con el control positivo IRE-fer
usando extractos de proteinas citoplasmicas de T. vaginalis y células HelLa por
separado, encontrando la formacioén de cuatro complejos, los cuales habian sido
reportados previamente (Solano-Gonzalez y col., 2007). Posteriormente, se realizd
la interaccion con el ERE-cox2 y la proteina TvelF-5A precursora, como era de
esperarse no se formd ningun complejo, en cambio la interaccién del ERE-cox2
con la proteina TvelF-5A madura se formaron complejos, lo que demuestra que

TvelF-5A madura es activa (Fig. 18).
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Figura 18. Ensayo de movilidad electroforética del ERE cox-2 e IRE-fer.
EMSA en gel de agarosa al 1.3% tefiido con Syber green.
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Con la finalidad de determinar la interaccién entre el ERE-like de tvcp39 y
TvelF-5A y proponer que esta proteina participa en la estabilidad del RNAm de
tvep39, se realizd un ensayo de interaccion usando el ERE-like de tvep39 con
TvelF-5A precursora y TvelF-5A madura. La interaccion del ERE-like de tvep39
con la proteina TvelF-5A precursora no mostré la formaciéon de complejos, en
cambio, al interaccionar con la proteina madura se formé un complejo,
demostrando la interaccion especifica entre TveIF-5A madura y el ERE de tvcp39
(Fig. 19). Como control negativo del ensayo de interaccion se uso la sonda D-loop
el cual no mostré interaccion con TvelF-5A. Los resultados obtenidos sugieren que
TvelF-5A madura interacciona con la estructura de tallo-burbuja de la secuencia

ERE-like de tvcp39, por lo que podria participar en la estabilidad de este RNAm.

128



Figura 19. Ensayo de movilidad electroforética del ERE-like de tvcp39. EMSA
en gel de agarosa tefiido con Syber green. Carriles: 1. Sonda libre del ERE-like de
tvep39. 2. Extractos citoplasmaticos de células Hela, incubados con el ERE-like
tvep39. 3. Extractos de T. vaginalis incubados con el ERE-like de tvep39. 4. ERE-
like tvep39 incubado con TvelF-5A recombinante precursora. 5. ERE-like tvcp39
incubado con TvelF-5A recombinante madura. 6. ERE-like tvcp39 incubado con
TvelF-5A recombinante madura y anticuerpos anti-TvelF-5A. 7. ERE-like tvcp39
incubado con TvelF-5A recombinante precursora y anticuerpos anti-TvelF-5A. 8.
ERE-like tvcp39 incubado con una proteina no relacionada GST. 9. ERE-like
tvep39 incubado con extractos de T. vaginalis y anticuerpos anti TvelF-5A 10.
ERE-like tvcp39 incubado con extractos de T. vaginalis y anticuerpos no
relacionado anti-Tubulina.
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Para confirmar la interaccion de TvelF-5A madura con el ERE-like de
tvep39, se realizaron ensayos de super retardo usando el anticuerpo anti-TvelF-5A
recombinante a diferentes concentraciones (1x, 2.5x, 5x, 10x y 100%). Los
resultados mostraron que los anticuerpos super retardan el complejo de la
interaccion ERE-like tvcp39 y TvelF-5A madura (Fig. 20, carriles 2-5). El analisis
mostré que concentraciones mayores del anticuerpo anti-TvelF-5A, disminuye la
cantidad del complejo TvelF-5A-ERE-like tvcp39, demostrando que la interaccion
ERE-like tvep39 y TvelF-5A madura es especifica. Como control del experimento
se realizd la interaccion ERE-like tvcp39 y TvelF-5A precursora, usando el
anticuerpo anti-TvelF-5A recombinante a diferentes concentraciones (1%, 2.5%, 5x,
10x y 100x), no se observé la formacion de ningun complejo (Fig. 20, carriles 6-

10).
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Figura 20. Ensayo de Super retardo del ERE-like de tvcp39 y TvelF-5A. Super
retardo en gel de agarosa tefido con Syber green. Concentracion molar del
anticuerpo anti-TvelF-5A; carriles: 2 y 6, anti-TvelF-5A (1x); 3 y 7, anti-TvelF-5A
(2.5 x); 4y 8, anti-TvelF-5A (5 x); 5y 9, anti-TvelF-5A (10x).
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Para demostrar que la interaccion TvelF-5A madura con el ERE-like de
tvep39 es mediado por poliaminas, se realizé un ensayo de interacciéon usando el
ERE-like tvep39 y extractos citoplasmaticos de T. vaginalis crecidas en presencia
y ausencia de poliaminas. El resultado demostré que en los extractos de proteinas
totales de parasitos crecidos en presencia de poliaminas se forman tres complejos
de diferentes tamafos (Fig. 21, carriles 3, 5, 7), lo que sugiere que existan otras
proteinas ademas de TvelF-5A que interaccionen con el ERE-Iike de tvep39. De
manera interesante los extractos proteicos de tricomonas crecidas e ausencia de
poliaminas, no mostroé la formacion de ningun complejo. Este resultado demuestra
que la interaccion ERE-like de tvep39 y TvelF-5A es mediado por poliaminas (Fig.

21, carriles 4, 6).

Para analizar la posibilidad de la participacion de otras proteinas en la
interaccion del ERE-like tvep39, se realizd un ensayo de North Western en 2DE
utilizando extractos citoplasmaticos de T. vaginalis crecidos} en presencia y
ausencia de poliaminas e incubados con la sonda ERE-like tvcp39. El resultado
demostré que el ERE-like tvcp39 interacciond con tres proteinas incluyendo a
TvelF-5A madura en presencia de poliaminas. Las proteinas reconocidas por el
. ERE-like de tvcp39 tienen un pl teérico de 4.6, 5.1y 57 con un peso molecular de
~18, ~22, ~24 kDa, segun el analisis en PDQuest. Como control positivo se utilizé
el anticuerpo anti-péptido TvelF-5A y marcadores moleculares en 2DE (Fig. 22).

Los resultados obtenidos hasta ahora nos sugieren que TveiF-SA madura
podria estar involucrada en el mecanismo dbe regulacion post-trénscripcional de

tvep39, adicionalmente, las dos proteinas que interaccionaron con el ERE-like
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tvep39 podrian formar parte del mecanismo post-transcripcional propuesto en este

trabajo, por lo cual consideramos importante identificar a estas proteinas.
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Figura 21. Ensayo de movilidad electroforética del ERE-like de tvcp39
con extractos citoplasmaticos de T. vaginalis crecidas en presencia y
ausencia de poliaminas. Ensayo de uteraccién anaizado en un gel de agarosa al
1.3 % tedido con Syber green.
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Sonda libre

ERE-like tvcp39 - - + o+
IRE-fer + - - -
Extractos citoplasmaticos de T. vaginalis crecidos en:
Cultivo normal - + + -
Cultivo con DAB - - -+

Cultivo con DAB y transferidos a putrescina exégena - - - -
Cultivo con DAB y transferidos a medio normal - - - -
Cultivo normal y transferidos a putrescina exégena - - - -
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Fig. 22. Ensayo de North Western de extractos de proteinas totales de
T. vaginalis crecidas en presencia y ausencia de poliaminas utilizando como
sonda el ERE-like de tvcp39 biotinilado. A. Proteoma de T. vaginalis, analizado
en geles SDS-PAGE al 15% tefiido con plata. B. Western blot del gel duplicado
(A), usado como control, en el recuadro se muestran las dos manchas
inmunodetectadas con el anticuerpo anti-péptido TvelF-5A. C. North Western blot
del gel duplicado (A). D. North Western blot de los parasitos tratados con DAB. E.
North Western blot de parasitos tratados con DAB vy transferido a putrescina
exogena, en el recuadro se muestran las manchas detectadas. F. Western blot del
extracto de proteinas totales de parasitos tratados con DAB y transferidos a
putrescina exdégena, en el recuadro se muestran las manchas inmunodetectadas
con el anticuerpo anti-péptido TvelF-5A.
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IX. Discusion

En el genoma de T. vaginalis se identificaron ~ 800 proteinas que participan
en la citoadherencia, citotoxicidad y que se encuentran en la membrana del
parasito, algunas de estas moléculas ya estan reportadas y descritas como son
cinco adhesinas (Lehker y col., 1991; Alderete y col., 2000; Garcia y col., 2003;
Moreno-Brito y col., 2005) y diferentes cistein proteinasas como la CP de 30 kDa,
CP de 39 kDa y la CP de 65 kDa (Alvarez-Sanchez y col., 2000; Hérnandez-
Gutierrez y col., 2004; Carlton y col., 2007; Ramén-Luing y col., 2011). En este
trabajo de investigacion reportamos la regulacion positiva mediada por el
metabolismo de poliaminas en TvCP39, en los niveles de transcrito de tvcp39,
actividad proteolitica, cantidad y localizacién de TvCP39. Estos resultados
correlacionaron con los previamente descritos para TvCP65, en donde se muestra
que el metabolismo de poliaminas, la cual se encuentra directamente relacionada
con la régulacién de los niveles de transcrito de tvcp65, actividad proteolitica y
cantidad de TvCP65 (Alvarez-Sanchez y col., 2008). Estudios previos han
mostrado una estrecha relacion entre la citotoxicidad de T. vaginalis hacia las
celuas Hela y las poliaminas, debido a la alta concehtracién de putrescina y
cadaverina (2.37 mM) presente en el flujo vaginal de mujeres con tricomonosi_s,
comparada con mujeres sanas las cuales pfesentan concentraciones
- indetectables de estas poliaminas (Yarlett y col., 2000).

Nuestros resultédos de inmunolocalizaciéh e inmunodeteccion de TvCP39

mostraron que esta proteina en presencia de poliaminas se localiza en el
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citoplasma (Hérnandez-Gutiérrez y col.,, 2004) y en la regién nuclear, esta
localizacion es poco usual para una proteinasa, cabe mencionar que su papel
funcional en nucleo es desconocida, reportes recientes de la cistein proteinasa 4
de Entamoeba histolytica (EhCP4), la cual juega un papel importante en la
disrupcion de la barrera epitelial del colon y como un factor de virulencia durante la
invasion, menciona que se encuentra localizada en vesiculas citoplasmicas, en la
region nuclear y en la region periférica del reticulo endoplasmico (ER) (He y col.,
2010). La localizacion nuclear de proteinasas también se ha observado en otras
proteinasas como la catepsina L y B, la catepsina L participa en el corte
proteolitico del N-terminal de la histona 3 (H3) (Duncan y col., 2008). Esta
proteinasa originalmente se describi6 como una proteinasa lisosomal (Barrett y
col., 2003), sin embargo, se ha propuesto que en nucleo podria participar en la
regulacion cromosomal durante el procesamiento proteolitico del factor de
transcripcién CDP/Cux and H3 (Goulet y col., 2004; Duncan y col., 2008). Serpina
A3G (SpiA3G) es una proteinasa que induce la maduracion de los macréfagos y
se encuentra localizada en el nucleo. Ha sido sugerido que la localizacién nuclear
de estas proteinasas podrian ser debido a que estan involucradas en papel
importantes como es la regulacién del ciclo celular (G1/S), replicacién del DNA,
ensamble cromosomal, asi como a la activacion o desactivacion de factores de
transcripcion (Goulet y col., 2004; Duncan y coI.,'2008). Sin embargo mas estudios
deben ser realizados .para confirmar por inmunofluorecencia- esta localizacion
nuclear. .

Las pdliaminas son cationes que se caracterizan por su capacidad a unirse

a.macromoléculas (DNA, RNA, proteinas, etc). De esta manera pueden regular
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diversas propiedades importantes a nivel celular comc son: replicacion,
transcripcion, traduccion, modificaciones post-traduccionales, maduracién de
proteinas, entre muchas otras (lgarashi y Kashiwagi., 2009). La inhibicién de la
biosintesis de poliaminas mediante el uso de DAB, resulté en la disminucién de la
expresion de los transcritos de tveif-5a y tvcp39 asi como en la cantidad de TvelF-
5A madura, este efecto unicamente fue revertido al utilizar 40 mM de putrescina
exogena, esta concentraciéon fue necesaria para revertir el efecto de 20 mM de
DAB que disminuye ~90% de los niveles de putrescina intracelular y disminuye el
crecimiento del parasito (Reis y col., 1999; Garcia y col., 2005).

Espermina y espermidina en las concentraciones analizadas no mostraron
un efecto de recuperacion en el crecimiento del parasito. Estos datos sugieren que
la putrescina es necesaria para restablecer los niveles de expresion de tveif-5a y
tvep39, lo cual es consistente con el papel regulatorio de las poliaminas en la
expresion de ciertos genes, las poliaminas pueden regular positivamente o
negativamente la expresion de genes como: c-fos, c-jun, pb3, p21, and c-myc
(Wang y col., 1993; Li y col., 1999; Patel y col., 1997; Liu y col., 2005; Chen y col.,
2007). Las poliaminas estan implicadas en la regulacién de la expresion del
receptor toll-like 2 (TLR2). También se reportd que la inhibicion de las poliaminas,
disminuye significativamente los niveles del RNA_rﬁ de TLR2, asi como la cantidad
de la proteina TLR2 en células tratadas con el inhibidor de la biosintesis de
poliaminas DL-a-difluoromethylornithine (DFMO). De manera interesante 40 mM
de .putrescina exogena restaurd la expresion del transcrito delTLR2 y la cantidad
de proteina, lo cual demuestra que la butrescina es esenciiél para la expresion y

cantidad de proteina de TLR2. Sin embargo, el mecanismo por el cual ocurre aun
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se desconoce (Chen y col., 2007). Por otra parte, la inhibicién de la biosintesis de
poliaminas en una linea de carcinoma mamario de raton (FM3A) disminuye la
cantidad de la proteina elF-5A (Nishimura y col., 2005). Este efecto es similar al
observado para tvcp39 y tveif-ba en T. vaginalis. Adicionalmente, la inhibicion de
S-adenosilmetionina decarboxilasa de Plasmodium falciparum resulta en la
disminucién de la parasitemia, posiblemente debido a la disminucion en la
cantidad de elF-5A madura (Kaiser y col., 2003; Blavid y col., 2010).

Por otra parte, la estabilidad del RNAm de tveif-ba y fvcp39 disminuyd en
presencia de poliaminas y fue restaurada al adicionar putrescina exoégena, lo cual
demuestra que la estabilidad de estos transcritos es mediado por poliaminas. El
mecanismo involucrado en la regulacion de genes mediado por poliaminas es
desconocido en T. vaginalis. Sin embargo, se ha propuesto que el RNAm de cox-2
es regulado a través de las poliaminas por elF-5A dependiente de poliaminas
mediante la unién al ERE del 3'UTR (Parker y col.,, 2002). En este estudio
caracterizamos el 3'UTR de tvcp39 el cual presentd una secuencia ERE atipica
que forma una estructura tallo-burbuja, la cual >presen1ta dos cambios de
nucleotidos con respecto a la secuencia consenso reportada en el 3'UTR de cox-2
y en trabajos anteriores (Parker y col., 2002; Xu y col., 2000; 2001; Ramoén-Luing y
col., 2011). Estos fesultados concuerdan con reportes previos en donde se sugiere
que puede haber cambios en la sepuencia ERE hasta en tres nUcIeétidos (Xu y
col., 2004). Mediante ensayo de evolucion sistematica de ligandos por
enriquecimiento exponencial .(SELEX) se ha sugerido la importancia de la
secuenéia EREs al 'habér enconfrado ~800 RNAm, qué presentan dicha

secuencia. Ha sido propuesto que estos genes estan involucrados en propiedades
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importantes a nivel celular (Xu y col., 2004), por lo que a partir de nuestros
resultados se puede sugerir que podria existir un mecanismo de regulacion post-
transcripcional en tvep39 y en tveif-ba semejante al propuesto para el gen cox-2.

Por otra parte, la inhibicion de la putrescina usando 20 mM de DAB
disminuye la estabilidad del RNAm de tveif-5a y reduce la cantidad de TvelF-5A
madura, este efecto fue restaurado al adicionar 40 mM de putrescina exdgena.
elF-5A es conocida como una proteina dependiente de poliaminas debido a que
requiere de espermidina para llevar a cabo su modificacion post-traduccional
llamada hipusinacion (Park y col., 1997) y para regular los niveles de tveif-5a. De
manera interesante, parasitos tratados con DAB y cicloheximida mostraron una
disminucién en la cantidad de TvelF-5A madura, lo que sugiere que la putrescina
es necesaria para que se lleve a cabo la hipusinacién de TvelF-5A.

En P. falciparum, la disminucion en la concentracion de poliaminas
disminuy6 la cantidad de elF-5A madura (Blavid y col., 2010), estudios previos en
células FM3A con suero fetal bovino y 2 pg/ml de cicloheximida no mostraron
cambios en la cantidéd de elF-5A, en contraste, la inhibicion de la traduccién de
TvelF-5A con cicloheximida mostré una disminucion en la cantidad de la proteina
madura y la forma precursora, la cual permanecio estable hasta las 24 h. Este
resultado correlaciona con la alta demanda de poliaminas en la patbgénesis de
ciertos parasitos (Muller y col., 2008) y debido a esto se ha propuesto que los
inhibidores de ODC podrian ser buenos agentes quimioterapéuticos (lgarashi y
| Kashiwagi., 2000; Casero y col., 2007; Wallace y col., 2004; Blavid y col., 2010;

Muller y col., 2008).
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En T. vaginalis la poliaminas regulan algunas propiedades de virulencia
como la citoadherencia. En parasitos crecidos en presencia de DAB la adhesion
aumenta 20 veces mas con respecto al control (Garcia y col., 2005). De esta
manera no es de sorprender que la inhibicién del metabolismo de las poliaminas
también tenga correlacion con otra propiedad de virulencia en T. vaginalis como la
citotoxicidad a traves de TvCP65 y TvCP39 afectando la habilidad de T. vaginalis
para ocasionar dafo a las células HelLa (Alvarez-Sanchez y ccl., 2008).

Mediante el uso del sistema eucariontes de S. cerevisiae se obtuvo la
proteina recombinante TvelF-5A madura. Reportes anteriores mostraron la
obtencion de elF-5A madura de humano mediante un sistema eucarionte de
levadura, esta proteina fue capaz de reconocer la secuencia ERE consenso
(AAATGTCACAC) (Xu y col., 2001).

Recientemente reportamos la presencia de dos genes fveif-6a que codifican
para una proteina de 19 kDa. Mediante ensayos de Western blot utilizando
anticuerpos anti-péptido TvelF-5A se inmunodetectaron dos proteinas de 19 y 20
kDa, las cuales podrian corresponder a la formas precursora y madura
respectivamente (Carvajal-Gamez y col., 2010). elF-5A sufre una modificacion
post-traduccional especifica llamada hipusinacion, la cual le proporciona actividad
biologica a la proteina (Park., 1989), esta modificacion es irreversible y es llevada
a babo en segundos (Kang y col., 1999). La hipusinacion cpnsta de dos pasos
enzimaticos, en el primer paso partiéipa la enzima DHS, la cual se expresa en T.
vaginalis (Park y col., 1989; Quintas-Granados y col., 2011, en revisién) y puede -
ser responsable de la hipusinacién de la proteina precursora TvelF-5A in vivo. El

segundo paso es llevado a cabo por la enzima DOHH, la cual hidroxila un carbono
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del 4-aminobutil de la lisina, sin embargo, este gen esta ausente en T. vaginalis, o
cual sugiere una bifuncionalidad en DHS de este parasito (Quintas-Granados y
col., 2011, en revision). Este paso enzimatico en algunos organismos como en la
levadura no es indispensable para la hipusinacién., por ejemplo, S. cerevisiae
mutante del gen dohh es viable y tiene una tasa de crecimiento semejante a S.
cerevisiae silvestre, sugiriendo que DHS es suficiente para llevar a cabo la
hipusinacion (Thompson y col,, 2003; Park y col., 2010). Por otra parte, la
inactivacion de DOHH es letal para eucariontes multicelulares como
Caenorhabditis elegans (Bartig y col., 1990) y Drosophila melanogaster (Schnier y
col., 1991). elF-5A y DHS son esenciales en arqueas, sugiriendo que el primer
paso de la modificacién de la lisina a deoxihipusina es esencial (Joe y col., 1995),
aunque ciertas arqueas continenen hipusina, y otras contienen unicamente
deoxihipusina (Wolff y col., 1997). Aparentemente ciertas cyanobacteria,
myxobacteria, Thermus, Chlorobium, Rhodopirellula, Bdellovibrio, Zymomonas,
Caulobacter y Cytophaga contienen DHS que pudo haber sido adquirida mediante
transferencia lateral de arqueas (Weir y col., 2004).

En este trabajo realizamos la hipusinacién in vitro utilizando a TvDHS vy
TvelF-5A precursora como sustrato, este resultado sugiere que TvDHS es
suficiente para llevar a cabo la hipusinacion en T. vaginaiis. 'E'n general, la DHS
tiene sitios especificos de unién para sus sustratos, incluyendo el sitio de
recohocimiento del residuo de lisina de TvelF-5A precursora (Joe y col., 1994),
requiere NAD" como cofactor (Wagner y col., 2007; Joe y col., 1995), neéesario
para la formacién del complejo TvDHS-TvelF-5A. Eéto sugiere que esta feaccién

est NAD*- dependiente. Estos resultados concuerdan con las reportados en DHS
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de Nicotiana crassa el cual une sustratos de manera NAD"-dependiente (Klier y
col., 1995; Lee y col., 1999). En contraste la DHS de humano o requiere de NAD"
para la unién con elF-5A. De manera interesante, aun en ausencia de
espermidina, mostré6 la formacion del complejo TvDHS-TvelF-5A, NAD'-
dependiente, sugiriendo que la interaccion es espermidina independiente. Estudios
previos han mostrado que el NAD" cataliza el corte de la espermidina en ausencia
de elF-5A precursora (Joe y col., 1995; Wagner y col., 1997), sin embargo, no
encontramos cambios en la migracién de TvDHS en presencia de espermina y
NAD’, sugiriendo que TvDHS une NAD" o espermidina independientemente de la
unién con TvelF-5A. Por otra parte la reaccion completa (TVDHS, TvelF-5A, NAD*
y espermidina), mostré6 una banda con diferente patron de migracion en el gel
nativo que sugiere corresponder al producto intermediario mejor conocido como
TvelF-5A deoxihipusinado, lo cual ha sido descrito = previamente como
deoxihipusina [N*-(4-aminobutil)lisina] (Schnier y col., 1991; Kaiser y col., 1999).
Sin embargo, TvelF-5A intermediaria "solo se obtuvo en el gel nativo
inmediatamente después de dos pasos cromatograficos y esta forfna no pudo ser
obtenida en el gel de 2DE, probablemente por la rapida transformacién a TvelF-5A
madura. Este mismo efecto fue observado con la DHS de rata, en donde la forma
intermediaria es répidamente. modificada a su forma madura. De manera
~ interesante la forma intermediaria de TvelF-5A fue observada en extractos ‘de
proteinas totales crecidos en presencia de DAB 24 h y transferidos a un medio con
putrescina exégena, sugiriendo que las poliéminas juegan un papel importante en
la modificacién post-traduccional de TveIF;5A, debido a que el pl y peso moiecular

son diferentes a las proteinas previamente reportadas (Carvajal-Gamez y col.,
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2010). Estos datos concuerdan con los reportados en P. falciparum (PfelF-5A)
(Foth y col., 2008), S. cerevisiae (elF-5Ab) (Kang y col., 1993), y D. melanogaster
(elF5A) (Gordon y col., 1987), en el cual hay dos variantes de elF-5A, no
modificada e hipusinada. Ademas, en P. falciparum se han detectado tres
isoformas distintas de elF-5A observadas en el proteoma de este parasito en fase
eritrocitica la cual se caracteriza por ser rica en poliaminas (Foth y col., 2008). Sin
embargo a estas tres isoformas no se les identificaron sus modificaciones post-
traduccional.

Los métodos tipicos para determinar la deoxihipusinacién incluye la
determinacién de radioactividad de la hipusina posterior a la separacion de elF-5A
precursora y madura después de la cromatografia de intercambio i6nico, mediante
la union del carbono 4-aminobutil de la espermidina previamente marcada
radioactivamente por precipitacion con TCA y determinaciéon de radioactividad de
elF-5A mediante SDS-PAGE o por cromatografia liquida (Park., 1989; Kaiser y
col., 2011). En este trabajo reportamos un método no radioactivo para determinar
el residuo de hipusina por ESI-MS/MS y ESI/QUAD/TOF.

elF-5A madura es conocida como una proteina multifuncional debido a su
multiples funciones a las que ha sido relacionada (Parker y col., 2002; Sheng y
_.col.,_ 1997; Xu y col.,, 2001). Esta proteina es capaz de unirse a secuencias .
especificas denominadas elementos de respueéta a elF-5A (ERE) localizados en-
el 3’'UTR de los RNAm (Xu y col., 2000; 2001; Parker y col., 2002). Por esta razén
no es de sdrprender que se observen mas de tres complejos en la interaccion
entre el ERE-Iike de tvep39 y cox-2 utiIizankdo extractos de T. vagina/ié y células

HelLa respectivamente. Estos resultados apoyan la propuesta de la posible
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interaccion de TvelF-5A madura con algunos RNAm in vivo. De acuerdo a
nuestros resultados TvelF-5A hipusinada in vitro interacciona con el ERE de cox-2
y tvep39, indicando que la hipusina se requiere para la interaccion secuencia-
especifica de TvelF-5A madura con la estructura tallo-burbuja del ERE. En
contraste elF-5A precursora no fue capaz de unirse al ERE de cox-2, confirmando
que la hipusina es esencial para la actividad biolégica de esta proteina (Park.,
1989). Adicionalmente, la hipusinacién in vitro causé un corrimiento en el segundo
pico de elucion observado en el cromatograma, lo cual indica le eluciéon de TvelF-
5A madura a un pl/ diferente al de la TvelF-5A precursora. Este efecto particular en
el corrimiento en el pico de elucion del cromatograma fue reportado para la
sintesis de deoxihipusina en elF-4D de células CHO (Park., 1989). En adicion,
despues de la cromatografia de intercambio i6nico, nosotros abtuvimos una menor
cantidad de TvelF-5A precursora. El andlisis del mapeo peptidico de TvelF-5A
precursora y madura concuerdan con reportes previos, que indican que la tripsina
es capaz de cortan en el residuo de lisina donde se lleva a cabo la hipusinacion en
TvelF-5A precursora pero no en TvelF-5A madura debido a la hipusinacion (Park
y col., 1981).

Actualmente, una de las modificaciones post-traduccionales mas especifica
es la hipusinacién en elF-5A precursora (Yan y co'l., 1989), la cual ocurre en un
residuo especiﬁco de lisina, localizada en una regién conservada (Parkvy col.,
2010), la cual fue encontrada en TvelF-5A (CarvajaI-Gamez y col., 2010),
sugiriendo la importancia de esta regiéon para una funcién celﬁlar fundamental y la
especificidad de DHS. Ambas proteinaé son altamente conservada sugiriendo un

papel fundamental al nivel celular (Park y col., 2001 i3
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Otras modificaciones post-traduccionales también se encontraron en TvelF-
5A, las cuales son observadas como cambios en su peso molecular y pl. A este
respecto nuestros datos muestran que TvelF-5A madura presenta O-
glicosilaciones y fosforilaciones en serina y tirosina. Estos resultados concuerdan
con el analisis bioinformatico. La fosforilacion en serina en TvelF-5A es similar a
la reportada para ZmelF5A de maiz (Lebska y col., 2010) y S. cerevisiae (elF-5Ab)
(Kang y col., 1993) este residuo es potencialmente fosforilado por una proteina
cinasa (CK2). Interesantemente, mutaciones puntuales en este residuo de serina
en ZmelF5A (Ser2Ala y Ser4Ala) and elF-5Ab es incapaz de ser fosforilado por
CK2 (Lebska y col., 2010). La secuencia del N-terminal de elF-5A de plantas
(Oriza sativa, Arabidopsis thaliana, maize) contiene una secuencia consenso para
CK2 ((S/T) XXZ, SIT es serina o treonina, X - ningin- amino acido basico, y Z — un
amino acido acidico o fosforilado), sugiriendo que esta enzima puede estar
involucrada en la regulacion de fosforilacion (Lenska y col., 2010). En T. vaginalis
esta secuencia consenso esta presente en el N-terminal (MSSAEEEV), sugiriendo
que TvelF-5A puede ser fosforilada en Ser2, la cual afecta el pl pero no su
actividad (Kang y Hershey., 1994; Kang y col., 1993). Por el contrario ninguna
evidencia bioquimica sobre la glicosilacion en elF-5A ha sido reportada en otros
organismos (Kang y col., 1993; Schnier y col., 1991), esta modificacién en 4'I;veIF_-
5A puede ser responsable de las diferenvcias en peso molecular de TvelF-5A
precursora y madura observadas en este estudio. Reportes previos, muestran que
la estabilidad de elF-5A puede ser larga (Nishimura y col., 2005), lo cual podria
deberse' a la presencia de glicosilaciones. Esta modificacién post-traduccional

influencia el correcto plegamiento de la proteina y proporciona estabilidad y
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resistencia a proteinasas (Gordon y col., 1987). Las caracteristicas bioquimicas en
cuanto a la diferencia de pl de elF-5A precursora y madura fue vista en extractos
proteicos de células de ovario de hamster chino (CHO) en S. cerevisiae en
presencia de poliaminas (Park., 1989; Schnier y col.,, 1991). En este estudio,
mostramos que la presencia de putrescina cambia el pl de TvelF-5A. Estos datos
sugieren que las poliaminas juegan un papel esencial en la modificacién post-
traduccional de TveF-5A, ademas de permitir diferenciar por peso molecular y pl
las diferentes formas de TvelF-5A; la forma intermediaria contiene un residuo de
deoxihipusina en T. vaginalis. Sin embargo, la forma intermediaria fue solo
detectada en tricomonas crecidas en presencia de DAB vy transferidas a un medio
adicionado con putrescina exégena. Este resultado puede ser debido a la rapida
transferencia del carbon amino butil de la espermidina. Estos resultados son
consistentes con reportes en Plasmodium falciparum elF-5A (PfelF-5A) (Blavid y
col., 2010; Foth y col., 2008), S. cerevisiae (elF-5Ab) (Gordon y col., 1987; Kang y
Hershey 1994), y Drosophila melanogaster (elF5A) (Gordon y col., 1987), en el
cual dos variantes isoeléctricas de elF-5A precursora y madura. Estos resultados
son soportados por la observacién de que la hipusinacién es irreversible, por este
motivo influencia el pl de elF-5A madura.

En tobacco (NelF-5A), se reporto un.doblete de 18-y 21-kDa en todos los
tejidos con‘intensidad idéntica mediante Western blot en extr.actos de proteinas
totales el cual podria deberse a modificaciones post-traduccionales en elF-5A,
como fosforilaciones, glicosilacion e hipusinacién (Cham.ot y Kuhlemeier., 1992).
Estas modificaciones post-traduccionales juegan uﬁ papel esencial en la

regulacién de la actividad de elF-5A durante el ciclo de vida de Plasmodium. En
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este trabajo se sugiere que los eventos post-traduccionales en TvelF-5A

influencia el peso molecular y pl.

X. Conclusion.

La biosintesis de putrescina es necesaria para la estabilidad y expresion de
tvep39 y tveif-5a, asi como de la maduracién de TvelF-5A. La presencia del ERE-
like en el 3'UTR de tvep39 y su interaccion con TvelF-5A madura, sugiere la
participacion de un mecanismo de regulacién post-transcripcional mediado por

poliaminas.

Xl.  Perspectivas.

“ Determinar las proteinas que interaccionan con TvelF-5A.

< l|dentificar y caracterizar las proteinas que interaccionan con TvelF-5A vy el
3'UTR de tvep39.

% Determinar la funcién de elF-5A en T. vaginalis.

<+ Determinar genes regulados por poliami-nas que contengan una secuencia

ERE.
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XIll. Apendice.

Gel de Agarosa al 1%

Agarosa (Gibco BRL) 0.20gr
TAE 1x 20ml
Bromuro de Etidio 4l ((0.5 mg/ml)

Amortiguador TAE 50x

Trizma Base (Sigma) 242 gr.
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA (Sigma) 37.2 gr.

Se afora a 1 litro con H,0O destilada, se ajusta el pH a 8.5.

Extraccion de DNA

PBS 1x

NaCl (MERCK) 8g
KCl 8g
Na;HPO4 | ' 0.65g
KH,PO, | 0.2g

Se ajusto el pH a 7.0 con NaOH o HCI se afora a 1 litro con agua destilada y se

esteriliza por autoclave.
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Amortiguador de lisis

SDS (Sigma) 0.2%

NaCl 100 mM

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

Etanol al 70%

Para 50ml:

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

Tris-HCI pH 7.8 1M1 ml

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

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

EDTApH 8.0 -
EDTA 46.525 g
H,0. 250 ml

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

y se vuelve ajustar el pH a 8.0.
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PBS - EDTA 0.2%
PBS1Xp7.0  500ml
EDTA 1g

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

Sacarosa 10% en PBS pH 8.0
Sacarosa 149
H,O DESTILADA 10 ml

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

Extraccion de DNA plasmidico

Solucion | (Estéril)

Glucosa 50mM
Tris-HCI 25mM, pH 8.0
EDTA 10mM, pH 8.0

Solucioén Il (recién preparada)
NaOH 02M

SDS (Dodecil sulfato de Sodio) 1%
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Solucion 1l

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

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

Medio de cultivo

Medio Luria Bertani (LB)

Cloruro de sodio 10g
Tristona 10g
Extracto de Levadura 59

Se ajusta el pH a 7.0 y se afora con H,0O destilada a 1litro. Por ultimo se esteriliza

en autoclave.

Ampicilina (100 pg/ml)

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

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

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

H,O-DEPC 300 ml

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

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

es guardada a 4°C por 12 h.
Preparacion de putrescina 40 mM

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

Acrilamida al 30%/bisacrilamida al 0.8%

Acrilamida 29.2 g

Bisacrilamida 0.8g

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

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

SDS (Sigma) 02g

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

Afora a un volumen final de 50 mi con agua destilada. Filtrar la solucion almacenar

a4 °C.

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

SDS (Sigma) 0249

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

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

a4 °C.

Persulfato de amonio al 10%

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

TEMED (Bio- Rad)

0.01ml (10yl)
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SDS-amortiguador 2x

Trizma-base 1.52 g

SDS 2g

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

Glicerol 20 ml

Agua destilada (aforar a 100 ml)

Amortiguador de muestra 1x (BM 1x)

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

(stock 10 mg /ml)

Agua destilada 400pl

Amortiguador de muestra 2x (BM 2x)

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

(stock 10 mg /ml)

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

Trizma-base (Sigma) 15.1g
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SDS (Sigma) 5.0g

Aforar con agua destilada a 1 litro.

Amortiguador de electroforesis 1x

Amortiguador de electroforesis 5x 100 ml

Agua destilada 400 ml

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

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

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

Solucion decolorante de geles de poliacrilamida

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

Almacenar a T A.

Preparacion de Gelatina al 9%

0.0324 g en 10 ml de agua destilada incuba a 37°C para solubilizar.

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

6.75 ml Gelatina al 9%

0.05 ml Persulfato de amonio al 10%

0.01 ml TEMED

Gel concentrador

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

3.05 ml Agua

0.025 ml Persulfato de amonio al 10%
0.005 ml TEMED

Amortiguador de maduracion de proteinasas pH 4.5 3M

Acetato de sodio 13.61g

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

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

. &cido acético y se ajusta el pH y se afora a1 litro.

Triton X-100 2.5%
Triton X-100 ' 25 ml
H,O destilada cbp 1000 m

Amortiguador de transferencia
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Trizma- base 25mM 3.03 g
Glicina 190mM 14.25 g
Metanol 20% 200 ml
Disolver primero el Trizma y Glicina. Una vez disuelto agregar el metanol y

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

TBS1X pH 7.0

Trizma — base 20 mM 2429

NaCl 500 Mm 29229

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

agua destilada.

Solucion reveladora HRP (por color Bio Rad)

Solucion A:

HRP 1.5 mg
* Metanol frio 2.5 ml

Solucién B:

TBS 1X pH 7.5 12.5 ml

Ho05 7.5 ml

Primero se'prepara la solucién B, se mezcla el TBS 1X con el H,0, y se mezcla,
posteriormente se prepara la solucién A, se rﬁezclar el reactivo HRP (Bio Rad) en

los 2.5 de metanol frio y se adiciona a la solucion B.

Parafolmaldehido al 4%
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Paraformaldehido 4 g en 100 ml de PBS 1X previamente filtrado, se disuelve a

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

PBS 1X

NaCl 8¢
KCI 8¢
Na,HPO4 0.65¢g
KH,PO4 02g

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

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

NH4CI/PBS 1X pH 7.0 50 Mm

HCI/ PBS 1X pH 7.0 1M
GLICINA 0.5 M/ PBS 1X pH 7.0

SUERO FETAL BOVINO 1%/ PBS 1X pH 7.0

SUERO FETAL BOVINO 0.2% PBS 1X pH 7.0

181



Provided for non-commercial
Not for reproduction, distribt

1SSN 1887-1348

Infection, Genetics
and Evolution

f Molecular Eprden

senetics m Inf

This article appeared in a journal published by Elsevier. The attached

copy is furnished to the author for internal non-commercial research

and education use, including for instruction at the authors institution
and sharing with colleagues.

Other uses, including reproduction and distribution, or selling or
licensing copies, or posting to personal, institutional or third party
websites are prohibited. '

In most cases authors are permitted to post their version of the
article (e.g. in Word or Tex form) to their personal website or
institutional repository. Authors requiring further information

regarding Elsevier’s archiving and manuscript policies are
encouraged to visit:

http://www.elsevier.com/copyright



Author's personal copy

Infection, Genetics and Evolution 10 (2010) 284-291

Contents lists available at ScienceDirect

Infection, Genetics and Evolution

journal homepage: www.elsevier.com/locate/meegid

Identification of two novel Trichomonas vaginalis eif-5a genes

B. Carvajal-Gamez?, R. Arroyo®, R. Lira®, C. Lopez-Camarillo?, M.E. Alvarez-Sanchez **

2 Posgrado en Ciencias Gendmicas, Universidad Auténoma de la Ciudad de México (UACM). San Lorenzo # 290, Col. Del Valle, CP 03100 Mexico City, Mexico

Y Departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV-IPN). Av IPN 2508, Mexico City,

Col. San Pedro Zacatenco CP 07360, Mexico

Unidad en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Instituto Méxicano del Seguro Social (IMSS). Av Cuauhtemoc # 330, Mexico City, Col. Doctores CP 06720, Mexico

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 14 September 2009

Received in revised form 17 December 2009
Accepted 25 December 2009

Available online 7 January 2010

The eukaryotic translation initiation factor 5A (elF-5A) is highly conserved and is the only protein that is
known to contain the unique and essential amino acid residue hypusine. Synthesis of hypusine is essential
for the function of elF5A in eukaryotic cell proliferation and survival. In this study, we identified two novel
eukaryotic translation initiation factor 5A (elF-5A) genes in Trichomonas vaginalis. The tveif-5al and tveif-
5a2 putative genes were localized in different contigs, both containing ORFs encoding proteins of 168
amino acids that share high sequence identity with elF-5A sequences from other eukaryotic organisms. A

léi{:r‘;,rg:lc eraiislation initiation fictor SA phylogenetic tree constructed with TvelF-5A1 and TvelF-5A2 from T. vaginalis and 13 other elF-5A
(eIF-5A) sequences of eukaryotic and archaebacterial origin revealed that both trichomonal TvelF-5As show the
Polyamines highest degree of similarity to bacteria. Using an anti-TvelF-5A antibody, we detected two protein bands
Hypusine and spots of 19 and 20 kDa with isoelectric points (pI) of 5.2 and 5.5, respectively, by one and two-

dimensional Western blot assays. In addition, we used reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) to demonstrate that both of these tveif-5a genes are expressed in T. vaginalis. Inmunofluorescence
assays showed that the TvelF-5A protein was dispersed throughout the parasite cytoplasm. In conclusion, T.
vaginalis has two eif-5a genes, and both genes are expressed as highly conserved proteins of 19 kDa, which

Trichomonas vaginalis

are localized in the cytoplasm of this parasite.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Trichomonas vaginalis is a protozoan parasite responsible for
trichomonosis, one of the most prevalent sexually transmitted
diseases worldwide (WHO, 2007). Trichomonosis is independently
associated with a variety of adverse health consequences in both
women and men, including increased human immuncdeficiency
virus (HIV) transmission (Guenthner et al., 2005), infertility (El-
Shazly et al., 2001), cervical cancer (Viikki et al., 2000) and
nongonoccocal urethritis and chronic prostatitis in men (Soper,
2004). This parasite lacks many of common metabolic pathways.
For example, it is unable to synthesize spermine de novo, and
instead it exchanges two molecules of putrescine for one of the

-host spermine, which is then back-converted to spermidine
(Yarlett et al., 2000). :

The spermidine is utilized for the post-translational hypusina-
tion of a single cellular protein, the precursor of eukaryotic
translation initiation factor 5A (elF-5A), formerly called elF-4D. In
archaea, this protein is called alF-5A and bacterial elongation factor
P, or EF-P (Park, 2006). Both elF-5A and EF-P are essential for the
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growth and viability of eukaryotic and prokaryotic organisms,
respectively. The eukaryotic protein, elF-5A, has longer N- and C-
terminal extensions than EF-P and other alF-5As (Aoki et al., 1997;
Hanawa-Suetsugu et al., 2004; Park, 2006). The elF-5A protein has
a molecular mass of 16.5-18.5 kDa and a slightly acidic pI of 5.1-
5.4 (Park, 1989). The spermidine-dependent hypusine modifica-
tion of eIF-5A is the most specific post-translational modification
of this protein currently known. Only the second lysine residue of
the elF-5A peptide chain is specically modified, and the sequence
around the hypusine residue is completely conserved in organisms
from archae to eukaryotes (Joe and Park, 1994}. _

The hypusine modification of elF-5A is catalyzed in a multi-step
reaction. In the first step, precursor elF-5A is modified by the
deoxyhypusine synthase (DHS). The DHS catalyzes the transfer of
the 4-amino-butyl moiety of the spermidine to the e-amino group
of the lysine residue, forming a deoxyhypusine residue in the elF-
5A precursor. The addition of this moiety to the Lys group creates a
long basic side chain in this loop (Park et al., 2003). In the second
step, the hydroxylation of the elF-5A precursor protein by the
deoxyhypusine hydroxylase (DOHH) enzyme forms active hypu- -
sinated elF-5A (Park et al., 2006). The lysine that undergoes the
hypusine modification is located at the tip of an exposed loop. The
amino acid sequence surrounding this modification site
(STSKTGKHGHAK) is very basic and hydrophilic.
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Hypusine modification of el[F-5A via spermidine is essential for
cell growth and protein synthesis (Joe and Park, 1994), and its
function is related to several biological processes. Initially, elF-5A
was characterized as a translation initiation factor in yeast;
however, the overall rate of protein synthesis in Saccharomyces
cerevisiae is not significantly changed by the complete intracellu-
lar depletion of elF-5A (Kang and Hershey, 1994; Schnier et al.,
1991). Recent studies indicate that elF-5A is not a global initiator
of protein translation; it may function as a nucleo-cytoplasmatic
shuttle protein of a subset of mMRNAs related to the G1/S cell cycle
transition and be required for cell viability and efficient
proliferation (Chan et al., 2002; Schrader et al., 2006), or it may
be involved in the degradation pathway of mRNA metabolism
(Wagner and Klug, 2007). The elF-5A protein binds to specific
sequences in the mRNA (Xu et al., 2004). Additionally, the
subcellular localization of elF-5A is mainly in the cytoplasm,
where elF-5A is associated with the endoplasmic reticulum; elF-
5A can also be found in the perinuclear region (Shi et al., 1996) as
well asin the nucleus (Parreiras-e-Silva etal., 2007; Rosorius et al.,
1999).

The research presented here focuses on the identification and
expression of elF-5A in T. vaginalis. We demonstrate that T.
vaginalis contains two eif-5a-like genes (tveif-5a1 and tveif-5a2),
and both are expressed as highly conserved 19 kDa proteins that
are localized in the cytoplasm of tricomonads.

2. Materials and methods
2.1. Parasite culture

The T. vaginalis CNCD 147 isolate was used in this study
(Alvarez-Sanchez et al., 2000). Trichomonads were cultured in
Diamond'’s trypticase-yeast extract-maltose (TYM) medium (Dia-
mond, 1957) supplemented with 10% heat-inactivated horse
serum (JSR, Lenexa, Kans) for 24 h at 37 °C. Organisms in the
logarithmic-growth phase were used for all assays.

2.2. Screening of databases and eif-5a sequence analysis

Sequences of the eif-5a genes from several organisms were
obtained from the Genbank database (http://www.ncbi.nlm.nih.-
gov/Genbank/). The search for the T. vaginalis eif-5a genes in the T.
vaginalis genome sequence was performed using the consensus
eukaryotic elF-5A sequence from Homo sapiens (Genbank No.
NP_001137232.1), Bombyx mori (Genbank No. AADK01003814),
and Plasmodium falciparum (Genbank No. 23496531), as a probe. To
deduce the amino acid (aa) sequence of the T. vaginalis eif-5a genes,
DNA sequence of these genes was translated using the EXPASY
translate tool (http://www.expasy.ch/tools/translate). These
sequences were aligned using the Clustal W program (http://
www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html). The predicted aa
sequence of T. vaginalis elF-5A was used to determine the
percentage of identity and E-values of related proteins by BLAST
(http://www.expasy.org/tools/blast/). The alignment with Clustal

W used gap penalties of 10 to minimize internal gaps. Structural |

domains and -sequence patterns were predicted by using the
ScanProsite (http://us.expasy.org/tools/scanprosite/), Motif Scan

(http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan), and Pfam (http://
www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml) programs.

2.3. Genome analysis

In order to establish the genomic organization for the putative
tveif-5a genes, a blast search using the cDNA sequence was carried
out against the T. vaginalis genome in TIGR. Splice Site Prediction
by Neiral Network (NNSSP) (http://restools.sdsc.edu/biotools/
biotools16.html) was used to predict potential splicing sites.
Analysis of G/C content and prediction of highly conserved
Initiation (Inr) sites were done using the DNasis package (LKB).

2.4. Phylogenetic analysis of TvelF-5A

The phylogenetic tree was constructed using the neighbor-
joining (NJ) program with JTT distances (Saitou and Nei, 1987) as
implemented in the MEGA 4.0 version (Kumar, 1996), using the
proteins from Escherichia coli and Marimona sp. EF-P, as an
outgroup, and the ribosomal 18s gene. The robustness of the
phylogenetic inferences was tested by bootstrapping, using 1000
replications of the data based on the criteria of 50% majority-rule
consensus.

2.5. RNA isolation and RT-PCR assays

Total RNA from 1 x 1¢7 parasites was extracted using the
TRIzol® reagent (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA) as
recommended by the manufacturer. For semiquantitative RT-PCR,
total RNA (1 pg) was reverse-transcribed using the Superscript
Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen) and an oligo (dT,g) primer. A
fragment of 504-bp corresponding to the tveif-5a1 complete ORF
was amplified by PCR using the sense primer elF5A1-S (5'-
CCGGATCCATGTCTTCAGCTGAAGAAGA-3') and elF5A1-AS (5'-
CCAAGC TTTTAGTTTGTGGACTTCTTGC-3"). The tveif-5a2 complete
ORF was amplified by PCR using the same sense primer elF5A1-S
and the antisense primer elF5A-As (5-CCCTCGAGTTAGTTTGTG-
GACTTCTTGC-3') (Table 1).

2.6. Cloning and sequencing of full length tveif-5a1 and tveif-5a2
cDNAs from T. vaginalis

The amplification of both tveif-5a genes from cDNA was
performed with the sense primer and antisense primer for the
tveif-5a1 and tveif-5a2 genes (Table 1). The two amplicons were
cloned into the TOPO TA vector (Invitrogen). The inserts of the
selected clones were sequenced by the dideoxy chain-termination
method (Sanger et al., 1977) in an Automatic Sequencer (AB3130
Applied Biosystems). The alignment of -two "genes tveif-5al
(Genbank Acc. No. Bankit 1294185) and tveif-5a2 Genbank Acc.
No. Bankit GQ489182), was performed with the Clustal W program
and edited by the BOXSHADE program.

2.7. Synthetic peptide design and antibody generation

Based on the multiple alignment of both amino acid TvelF-5A
sequence among different species, we selected the most divergent

Table 1 ) .
Primers used to obtain the tveif-5a1 and tveif-5a2 genes.
Gene Primer sense : Primer antisense Product bp
lvenf-Sal 5'-CCGGATCCATGTCTTCAGCTGAAGAAGA-3’ 5'-CCAAGCTTTTAGTTTGTGGACTTCTTGC-3" 504
HindIll BamHI 3
tveif-5a2 5'-CCCTCGAGTTAGTTTGTGGACTTCTTGC-3' 5'-CCAAGCTTTTAGTTTGTCGACTTCTTGC-3' . 504
Xhol BamHI .
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region to generate a synthetic peptide of fifteen aa residues
coupled to MAP8, which we used for mice immunization to
generate a monospecific polyclonal antibody (Francis et al., 1991).
Three-dimensional theoretical models of T. vaginalis TvelF-5A1 and
TvelF-5A2 proteins were generated using a model based on the
crystallized tertiary structure of the human EIF5A protein and
elF5A of Methanococcus jannaschii (Kim et al., 1998) as templates.
Structural manipulations and modeling were carried out by using
the PHYRE and PHYMOL programs.

2.8. Western blot assays

Total protein extract was obtained from parasites (2 x 107) by
10% trichloroacetic acid (TCA) precipitation as described (Alvarez-
Sanchez et al., 2007). Solubilized proteins were boiled in sample
buffer (Laemmli, 1970) before loading the gel (SDS-PAGE in a 15%
polyacrylamide gel) with an equivalent of 4 x 10° parasites per
row. After electrophoresis, proteins were transferred onto nitro-
cellulose membranes, blocked with 5% skim milk in PBS-0.1%
Tween 20 (PBST) for 18 h at 4 °C, and incubated with the anti-
synthetic peptide antibody (anti-TvelF-5A) (at 1:60,000 dilution)
for 18 h at 4 °C. Then, membranes were washed five times with
PBST, incubated with peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:3000 dilution) (Amersham) for 2 h at 25 °C, and developed by
chemiluminescence system (Sigma). Preimmune normal mouse
serum (NMS) was used as a negative control (at a 1:60,000
dilution).

2.9. Indirect immunofluorescence assays

For indirect immunofluorescence assays, parasites were fixed
with 4% paraformaldehyde for 1h at 37 °C, washed with PBS,
permeabilized with 1M HCI for 2 h at room temperature, and
blocked with 0.2 M glycine for 1h at 37 °C and with 0.2% fetal
bovine serum for 15 min. Next, trichomonads were incubated with
the anti-TvelF-5A antibody or NMS (1:20 dilution) for 18 h at 4 °C
and washed with PBS. Then, parasites were incubated with
fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-mouse immunoglobu-
lins (Jackson ImmunoResearch) (1:90 dilution) for 40 min at room
temperature, washed, mounted with Vectashield mounting solu-
tion (Vector Lab), and observed by laser confocal microscopy
(Leica, DMLS). ’

2.10. Protein extraction and purification

For protein extraction, parasites 1.8 x 10® were harvested,
washed three times with PBS pH 7, and directly lysed with 200 wl
Isoelectric focusing (1EF) buffer (7 M urea, 4% CHAPS, 70 mM DTT
and 2% IPG buffer 3-10, trace bromophenol blue; Bio-Rad). The
supernatant was centrifuged at 13 000 x g for 10 min at 4 °C to
remove insoluble material. The extracted proteins were used for
2D gel electrophoresis. ’

2.11. 2D gel electrophoresis

For IEF, aliquots of 120 pl (1.08 x 10® parasites) were then
applied to the IPG strips (7 cm, linear pH 4-7; Bio-Rad) by in-gel
rehydration. AH IEF took place on a Protean IEF cell (Bio-Rad) with a
surface temperature of 15 °C and a maximum current of 50 RA/
_strip. Focusing parameters were as follows: passive rehydration for
12 h; step 1—gradient from 1 to 200V over 35 min; step 2—
gradient from 200 to 3322 V over 220 min; step 3—gradient from
3322 to 10,148V over 270 min. Before running the second
dimension, the IPG strips were first reduced (10 mg/ml DTT)
and then alkylated (25 mg/ml iodoacetamide) in equilibration
buffer (6 M urea, 2% SDS, 300 mM Tris-HCl at pH 8.8, 20% glycerol)

for 15min at room temperature. Equilibrated IPG strips were
transferred to the second dimension gel (15% SDS-polyacrylamide)
and sealed with 0.5% (w/v) agarose in equilibration buffer
containing a trace of bromophenol blue. Gels were run at
35 mA/gel.

3. Results
3.1. T. vaginalis has two eif-5a genes

The conserved region of human and Plasmodium eif-5a genes
was used to search for homologous genes in the T. vaginalis
genome. Two eif-5a hypothetical gene sequences, named tveif-5a1
and tveif-5a2, were identified. Both tveif-5a genes have the same
size of 504 bp, encoding 168 aa proteins with 98% identity, and
with a predicted molecular weight of 19 kDa. The DNAsis analysis
showed that both loci had a similar G + C pattern distribution. The
G + C content in both ORFs was 49.2%. These ORFs were separated
by an A + T rich region containing 20% G + C (data not shown). The
locus tveif-5a1 showed three ORFs in the same strand, which
encode a hypothetical protein, an elF-5A protein (TvelF-5A1), and a
protein with a SH3 domain (Fig. 1A). The second locus (tveif-5a2)
also showed three ORFs in the same strand, and they encode a
trichomonad hypothetical protein TLK, elF-5A protein (TvelF-5A2),
and a surface antigen (Fig. 1A).

Analysis of the 5" untranslated region (UTR) of the tveif-5a1 and
tveif-5a2 genes showed the typical Inr consensus sequence at —21
nt in tveif-5al and at —26 nt in tveif-5a2. Analysis of the 3'-UTR
region in both genes showed a putative polyadenylation sequence
(UAAA), at 29 nt downstream of the TAA stop codon in the tveif-5a1
gene and at 32 nt downstream of the TAA stop codon in the tveif-
5a2 gene (data not shown). Sequence analysis of the tveif-5a1 and
tveif-5a2 genes showed 38 differences at the nucleotide level, 36 of
which were silent substitutions, and two of which generated
changes in the usage of codons (data not shown).

3.2. The TvelF-5A1 and TvelF-5A2 proteins are highly conserved

Multiple alignment of amino acid sequences of elF-5A
demonstrated a high degree of conservation among different
species of mammals, plants, protozoa, yeast, and fungi, as well as
with the bacterial EF-P protein, especially in the residues
surrounding the lysine (Fig. 1B). This region contains a domain
of the 12 amino acid residues STSKTGKHGHAK, which undergoes
the modification corresponding to the loop region (domain ) and is
highly conserved in all analyzed sequences, except in the bacterial
protein. Thus, it is reasonable that the conformation adopted by
this loop is similar in all these proteins; even though the C-

‘terminal portion is less conserved.

BLAST analysis of the deduced amino acid sequence of TvelF-
5A1 and TvelF-5A2 showed that the highest values (7e—92 and
4e-92, respectively), to related eukaryotic elF-5A proteins. The
TvelF-5A1 and TvelF-5A2 protein sequences presented 38-98%
identity and 63-99% similarity to H. sapiens EIF-5A, S. cerevisiae
TIF51B, P. falciparum elF-5A, Entamoeba histolytica elF-5A, and
Arabidopsis thaliana AtelF5A (Table 2). These results suggest that
these elF-5A proteins may have a common ancestor with similar
function. Furthermore, in T. vaginalis, the TvelF-5A proteins also
have the highly conserved hypusination domain (K-58), suggesting
an early evolution for this protein and high conservation in the
evolutionary scale. ’

3.3. Molecular modeling of trichomonad elF-5A proteins

A 3D protein theoretical model generated for TvelF-5A isoforms
1 and 2 showed a structure that is homologous to the crystal
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Fig. 1. Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of putative T. vaginalis TvelF-5A1 and TvelF-5A2 with organisms from different phyla. (A) Maps of the tveif-5a
genes. The tveif-5a1 gene is in the locus TVAG_283020 and the tveif-5a2 gene is in the locus TVAG_361780 (http://trichbd.org). The three ORFs of the two genes are identified
by horizontal bars for tveif-5a1 (ORF1, hypothetic protein; ORF2, elF-5A1 gene; ORF3, domain SH3 protein), and tveif-5a2 {ORF1, hypothetical protein TLK; ORF2, tveif-5a2
gene; ORF3, surface antigen, partial sequence). (B) Sequences from Trichomonas vaginalis (TvelF-5A1 and TvelF-5A2), Saccharomyces cerevisiae (TIF51A), Plasmodium
falciparum (PfelF-5A), Schizosaccharomyces pombe (SpelF-5A), Mus musculus (MmelF-5A), Homo sapiens (EIF5A), Xenopus laevis (XlelIF-5A), Bombyx mori (BmelF-5A),
Toxoplasma gondii (TgelF-5A), Carica papaya (CpelF-5A), Drosophila melanogaster (DmelF-5AB), Oriza sativa (OselF-5A), Arcbidopsis thaliana (AtelF5A), Leishmania infantum
(LielF-5A), Entamoeba histolytica (EhelF-5A), Escherichia coli (ECEF-P), and Marimona sp. (MspelF-5A). Alignments were generated by the CLUSTAL W program and edited by
the BOXSHADE program. The black box shows homologous sequences, and the gray box denotes similar sequences. The black square shows the conserved region of 12 aa; the

lysine residue that can be hypusinated is marked with a *.

structure of elF-5A from bacteria (EF-P protein) and the EIF5A
human isoforms, with high similarity in the N-terminal domain
(Clement et al., 2003). These studies showed that TvelF-5A is
composed of two predominantly 3-sheet domains. Domain I is
“composed of six 3-strands and domain II is composed of six (3-
strands and one «-helix. Interestingly, the hypusinated lysine
residue is located in a loop turn in the N-terminal domain I of
TvelF-5A (data not shown).

3.4. Phylogenetic analysis of TvelF-5A amino acid sequences

Based on the elF-5A sequences from different organisms, a
phylogenetic analysis was performed. The elF-5A sequences form
distinct ‘groups: the archaeal group (I), which branches in two
subgroups encompassing yeast and fungi and (II) the group of

Table 2
Comparison of TvelF-5A with other eukaryotic elF-5A proteins.

Protein Organism Gene accession e-values S (%) 1(%)
name number?®

TvelF-5A1 T. vaginalis TVAG_283020 7e-92 99 98
TvelF-5A2 T. vaginalis TVAG_361780 4e-92 99 98
EIF5A - H. sapiens NP_001137232.1 5e-26 - 63 38
elF-5A P. falciparum ~ XP_001350451.1 3e-25 64 41
TIF51B S. cerevisiae AAA35155.1 le-27 63 38
elF-5A E. histolytica XP_651531.1 4e-25 63 39
AtelF5A A. thaliana le-23 63 38

NP_172848.1

S=similarity, I=identity.
? GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

eukaryotes and arthropods. The bacterial EF-P protein was
included as an outgroup. This phylogenetic tree shows that all
eukaryotic groups—yeast, fungi, arthropods, and protozoa—have a
common ancestor, althcugh each group underwent a process of
speciation and duplicaticn. We found that eIF-5A is highly
conserved along to its evolutionary scale among all organisms.
TvelF-5A1 and TvelF-5A2 were grouped into the bacterial branch
(Fig. 2). To determine the evolutionary origin of the tveif-5a genes,
we constructed a phylogenetic tree of the 18s gene, which is highly
conserved. The 18s of T. vaginalis is grouped with the E. histolytica
parasite, suggesting that tveif-5a genes came from a horizontal

gene transfer (data not shown).

3.5. Expression of tveif-5al and tveif-5a2 in T. vaginalis

Semi-quantitative RT-PCR was performed with primers designed
for each eif-5a gene (Fig. 3A, lane 1). Then, the RT-PCR product was
digested with Hind 11l and analyzed by agarose gel electrophoresis.
Three digestion fragments were obtained: a 504-bp corresponding
to the complete tveif-5a1 mRNA and two of 413 bp and 91 bp
corresponding to the complete tveif-5a2 mRNA (Fig. 3A, lane 2). The
tveif-5a gene sequences of multiple clones specific for each
gene were compared with the sequences reported in the draft of
the T. vaginalis genome, tveif-5a1 and tveif-5a2 (1VAG_283020,
TVAG_361780). These experimental sequences from 18 clones
(tveif-5a1) and 20 clones (tveif-5a2) differed in 38 nucleotides inside
the coding region, resulting in 98% identity and the appearance of a
new Hindlll site in the tveif-5a2 gene. The alignment of the two genes
tveif-5al and tveif-5a2 is shown in Fig. 3B.
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Fig. 2. Phylogenetic analysis of TvelF-5A T. vaginalis amino acid sequences. Amino
acid sequences of Trichomonas vaginalis (TvelF-5A1 and TvelF-5A2), Saccharomyces
cerevisiae (TIF51A), Candida glabrata (CgelF-5A), Schizosaccharomyces pombe (SpelF-
5A), Mus musculus (MmelF-5A), Homo sapiens (EIF5A), Xenopus laevis (XlelF-5A),
Caenorhabditis elegans (CrelF-5A), Babesia bovis (BbelF-5A), Bombyx mori (BmelF-
5A), Toxoplasma gondii (TgelF-5A), Carica papaya (CpelF-5A, CpelF-5A(2)),
Dictiostelium discoideum (DdelF-5A), Oriza sativa (OselF-5A), Arabidopsis thaliana
(AtelF5A), Gibberella zeae (GzelF-5A), Entamoeba histolytica (EhelF-5A), Escherichia
coli (EcEF-P), and Marimona sp. (MspelF-5A). The phylogenetic tree was constructed
with the MEGA 4.0 program based on a Clustal W alignment, using complete protein
sequences, with E. coli as an outgroup. Bootstrap values of 1000 replicates, the
number represent the bootstrap proportions (%). The scale bar represents 0.01
substitutions per site.

By Western blot assays, the anti-peptide TvelF-5A antibody
detected double band of 19 and 20kDa in parasite extracts,
corresponding to the expected size for the TvelF-5A protein of T.
vaginalis (Fig. 3C, lane 3). In the 2D-WB experiments, the anti-
peptide TvelF-5A antibody detected two spots: spot 1 at 19 kDa
and a pl of 5.2, and spot 2 at 20 kDa and a pI of 5.5 (Fig. 3D). The
NMS used as a negative control in 1D and 2D-WB gave no reaction
(Fig. 3C, lane 2 and data not shown, respectively).

3.6. The TvelF-5A protein is localized in the cytoplasm.of T. vaginalis

The localization of the TvelF-5A in T. vaginalis was analyzed by
indirect immunofluorescence assays, using fixed non-permeabi-
lized and permeabilized parasites. Fig. 4 shows that TvelF-5A is
localized in the cytoplasm of permeabilized trichomonads (panel
F). No fluorescence was seen in non-permeabilized parasites (panel
C), or parasites incubated with NMS, used as a negative control
(panel A). These data show that TvelF-5A is expressed as a
cytoplasmic protein in T. vaginalis.

4. Discussion

In this study, we have shown that T. vaginalis has two eif-5a
genes, each with an open reading frame of 504-bp. These genes
encode two putative e[F-5A proteins of 168 amino acids that are
localized in the trichomonad cytoplasm. Additionally, at least two

different size proteins of 19 and 20kDa and pI 5.2 and 5.5,
respectively, have been detected in T. vaginalis. Both genes are
expressed in T. vaginalis in the growth conditions used in this
study.

Our data are consistent with the literature. Other organisms
have also been shown to have more than one eif-5a gene. For
example, in A. thaliana, there are three isoforms of the AtelF5A
protein, each encoded by a separate gene and exhibiting distinct
expression profiles (Hopkins et al., 2008). Two eif-5a genes have
been described in S. cerevisiae (TIF51A and TIF51B), which encode
90% identical proteins that are differentially transcribed in
response to the presence of oxygen (Dias et al., 2008). In humans,
two genes of 84% identity (EIF5AT and EIF5A2) have been described,
and they have been reported to be differentially transcribed among
tissues and some tumor cell lines. Many eukaryotes have different
isoforms of eif-5a genes and nonfunctional pseudogenes (Clement
et al., 2003). Caenorhabditis elegans has two genes (iff-1 and iff-2)
which share 85% identity and are differentially expressed
(Hanazawa et al., 2004). Also, the tomato plant has four elF-5A
genes and the tetraploid potato has five genes (Wang et al., 2001).
Rice (Oryza sativa) has two elF5A genes (OselF5A-1 and OselF5A-2).
These genes exhibited a similar expression pattern during leaf
development and senescence (Chou et al., 2004).

The two eif-5a genes in T. vaginalis showed 98% identity and
high homology to elF-5A from multiple organisms: human, P.
falciparum, L. infantum and others (Molitor et al., 2004; Kaiser et al.,
2007).

No introns were found in the tveif-5a genes. Analysis of the
transcriptional start sites showed the typical short 5’-UTR, including
the Inr element previously characterized in this parasite (Liston and
Johnson, 1999), and the putative polyadenylation signal (Espinosa
et al., 2002) were also found at the 3’-UTR of both genes.

The 3D theoretical model we generated for TvelF-5A is
homologous to the model of the human EIF5A isoforms 1 and 2
and the crystal structure of eIF-5A from Leishmania (Kissinger et al.,
2003). The high B-sheet content and one alpha helix in the N-
terminal region are typical of this protein. The TvelF-5A secondary
structure is highly conserved. It shows a two-domain protein in
which domain I is composed of six 3-strands and domain II is
composed of five B-strands and one «-helix. This structure is
similar to the proposed 3D model for the human EIF5A protein.
These data suggest that the elF-5A protein is highly conserved
among eukaryotes. It has been proposed that proteins containing
this type of alpha-helix structure are involved in transporting a
variety of RNA from the nucleus to the cytoplasm, such as the HIV
RNA Rev (Schatz et al., 1998). TvelF-5A has two motifs that are
highly conserved with other eukaryotes, like P. falciparum (Molitor
et al.,, 2004), P. vivax (Kaiser et al., 2007), Leishmania major (Cano
et al.,, 2008), and Toxoplasma gondii (Cano et al., 2008; Kissinger
et al., 2003), while the EF-P of bacterial has three highly conserved
motifs. The difference between TvelF-5A and EF-P is the absence of
the third domain, the lack of which may be relevant for TvelF-5A
and other elF-5A proteins in mRNA transport and/or binding and
stabilization (Park, 2006).

Moreover, the hypusine modification site in T. vaginalis is highly

- conserved and is located at lysine 58. The presence of this amino

acid in TvelF-5A suggests that it is conserved in evolution and
could be used for basic functions. The exposed hypusine loop in the
N-terminal domain I of TvelF-5A may be the critical point of
interaction between TvelF-5A and its downstream effectors. In
humans, EIF5A may adopt an ordered conformation that might
contribute to its functionality during the interaction with other
molecules, such as deoxyhypusine synthase or nucleic acids (Lee
et al.,, 1999).

The region near Lys-31 in the elF-5A homolog of E. coli and
Marimona sp. is modified by an unusual group of 148 + 1 Da. This
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Fig. 3. Expression of tveif-5a in T. vaginalis. (A) Semi-quantitative RT-PCR analysis to detect the tveif-5a transcript using total RNA from T. vaginalis parasites separated on 1.5%
agarose gel electrophoresis and ethidium bromide staining. Expression of tveif-5at and tveif-5a2 (lane 1), digestion of the RT-PCR product with the Hindlll enzyme (lane 2) and
negative control of RT- (lane 3). (B) tveif-5a1 and tveif-5a2 nucleotide sequences were aligned by the Clustal W program and edited by the BOXSHADE program. The black box
shows the identical sequences, and the white box denotes the different nucleotides between the two sequences. In the square is shown the restriction site of the Hindlll
enzyme for tveif-5a2. (C) Western blot assays with total extract of trichomonads from T. vaginalis isolate CNCD 147 separated by SDS-PAGE (lane 1, CBB) and Coomassie
brilliant blue-stained or blotted onto nitrocellulose membranes and probed with an anti-TvelF-5A serum (lane 3) prepared against a synthetic peptide of TvelF-5A.
Preimmune normal mouse serum (NMS) was used as a negative control (lane 2). Both sera were used at a 1:60,000 dilution. kDa, molecular mass markers in kilodaltons. (D)
Total extract of T. vaginalis. The gel was obtained after separation of the proteins by 2D (first dimension: IEF with IPG strips with pH range 4-7, second dimension: 15% gel,
SDS-PAGE), blotted onto nitrocellulose membranes, and probed with the anti-TvelF-5A serum (1:100 dilution). The arrowheads indicate bands or spots recognized by the
antibody of 19 and 20 kDa. Preimmune NMS was used as a negative control (data not shown).

group differs from hypusine but may also be essential for the activity
and stability of the native protein. The Lys-31 region has special motif
VKPGK that is conserved in the elF-5A sequences of many different
bacteria and M. jannaschii (Kim et al., 1998). The presence of this
amino acid in TvelF-5A suggests the acquisition or maintenance of a
specific biochemical pathway during evolution that is responsible for
hypusine formation. -

A comparison of elF-5A sequences from a phylogenetic point of

view reveals high conservation of this protein in mammals, yeast,
fungi, and some protozoa including P. falciparum, and Leishmania
(Molitor et al., 2004; Kissinger et al., 2003). However, this study
further revealed that TvelF5A is more closely grouped with the
bacterial EF-P such as those found.in E. coli and Marimonas sp. This
phylogenetic tree suggests that the trichomonand eif-5a gene
probably arose from a horizontal transfer from bacteria (Sjélander,
2004). P

In our 2D Western blots, we detected two spots in total T.
vaginalis extracts using the anti-peptide elF-5A antibody. We
interpret these data as follows: spot 1 may represent the
precursor elF-5A protein and spot 2 may correspond to the
mature elF-5A protein after some post-translational modifica-
tions, such as hypusination, phosphorylation, and/or glycosyla-
tion (Wolff et al, 2007). Hypusination and N-terminal

phosphorylation have been observed for homologs of these
proteins (Kang et al., 1993; Kang and Hershey, 1994). In fact,
modifications like these might be responsible for the 1kDa
difference between these two proteins.

The anti-peptide antibody used for the 1D and 2D Western blot
assays detecting the TvelF-5A protein in T. vaginalis was designed
using N-terminal region TvelF-5A2, which is identical to that of
TvelF-5A1. For this reason, the antibody should not distinguish
between the TvelF-5A1 and TvelF-5A2 proteins. Based on the
expression of the mRNA transcripts (Fig. 3A), both proteins can be
expressed at the same time.

Although others have reported the presence of elF-5A protein in
the nucleus and cytoplasm in different organisms (Shi et al., 1996;
Rosorius et al., 1999; Parreiras-e-Silva et al., 2007), in T. vaginalis
TvelF-5A was localized only in the cytoplasm. No protein was
observed in the nucleus, though we do not rule out the possible
presence of this protein in the nucleus under different growth
conditions. However, it does not possess the putative nuclear
localization signals (NLS) identified in the eukaryotic elF-5A N-
terminal sequences (Parreiras-e-Silva et al., 2007), suggesting that
the TvelF-5A is located only in the trichomonad cytoplasm.

Based on these results, the characterization of other proteins
that interact and modify (especially those that hypusinate) the
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Fig. 4. Expression and localization of TvelF-5A in T. vaginalis. |

escence
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Y

is of fixed, non-permeabilized (a-c) and permeabilized (d-f) parasites incubated

with the polyclonal mouse anti-TvelF-5A serum at a 1:20 dilution, followed by a secondary anti-mouse conjugated to fluorescein isothiocyanate (Jackson) antibody at a 1:90
dilution and counterstained with propidium iodide. Indirect immunofluorescence (c, f, i), and the corresponding phase contrast microscopy at 60x magnification (a, d, g) and
1.58 zoom (b, e, h). As a negative control, permeabilized parasites were incubated with NMS (g-i) at a 1:20 dilution.

elF-5A protein, such as DHS or DOHH, as well as the regulatory
mechanisms of TvelF-5A hypusination mediated by polyamines
would be of great future interest. These experiments might explain
the effect of polyamines as another environmental signal for
regulation of the cytotoxicity levels of T. vaginalis (Alvarez-Sanchez
et al., 2008). Studies in this direction are in progress.
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Our investigation focused on the study of the proteome, morpholo-
gy, and cytotoxicity of T. vaginalis during interactions with prostatic
DU-145 cells. The results suggest that approximately 37 different
proteins are expressed in the presence of Zn*', which also down-
regulates the protein and transcriptional levels of TvCP65. The re-
sult is a negative effect on trichomonal cytotoxicity. The differential-
ly expressed proteins were identified by mass spectrometry analysis.

Keywords: Trichomonas vaginalis; DU-145 prostatic cells; morphol-
ogy; Zn** proteome; cytotoxicity; TvCP65.

1. Introduction

Trichomonas vaginalis is the causative agent of trichomoni-
asis, a common worldwide infection associated with im-
portant public health problems [1] and implicated as a
cofactor in the transmission of the human immunodeficiency
virus [2]. This infection causes infertility [3], low birth weight
infants and preterm delivery [4], and a predisposition to cer-
vical neoplasia [5]. Infections in women cause vaginitis, cer-
vicitis, urethritis, a malodorous seropurulent vaginal
discharge and infertility [3, 6]. The cytopathogenicity of T.
vaginalis begins with cytoadherence to target cells, which is
mediated by ligand-receptor type interactions [7-8]. After
adherence to vaginal epithelial cells (VECs), T. vaginalis suf-

fers a dramatic change from ellipsoid to amoeboid [9]. Five.

adhesins (AP65, AP51, AP33, AP23, and AP120) [10-12] and
two cysteine proteinases (CPs) (TvCP30 and TvCP62) [1, 13-
15] participate in trichomonal adherence. Following adher-
ence, a cytotoxic effect on the VECs cells, due to two CPs

ABSTRACT

(TvCP65, 65 kDa, [16-17] and TvCP39, 39 kDa, [18-19]), is
observed before the target cells are phagocytized by the para-
site [20]. In addition, other processes are involved in host
colonization and target cell damage, such as hemolysis [21],
immune evasion [22-23], signal transduction [9], and apopto- -
sis induction [24]. '

Studies about female trichomoniasis indicate that iron
(Fe?*), which is a component of the vaginal microenviron-
ment, is also an essential element up- regulating numerous
trichomonad genes. The Fe*' concentration in the female
microenvironment changes during the menstrual cycle,
which modulates the expression of crucial metabolic enzymes
and several pathogenic properties, and also leads to the mul-
tiplication and cytoadherence of T. vaginalis [25]. Not only is
adhesin synthesis positively regulated by Fe?* [26], but some
proteinases involved in C3b complement component degra-
dation [22] and immune evasion through the regulation of

*Corresponding author: Elizbeth Alvarez-Sanchez. Email Address: elizbethalvarezsanchez@yahoo.com.mx.
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P270 phosphorylation [27] are also regulated by this cation.
Furthermore, Fe*' down-regulates proteinases involved in
trichomonal cytotoxicity, TvCP65 and TvCP39, which also
participate in the interaction between the parasite and host,
e.g., HeLa cells and VECs [1, 18]. In particular, TvCP65 de-
grades collagen IV and fibronectin in a broad pH range [16].
In contrast, TvCP39 degrades collagens (I, III, IV, and V),
fibronectin and hemoglobin, and human IgA and IgG [18].
Interestingly, the proteolytic activities of TvCP39 [19] and
TvCP65 [28] are negatively regulated by Fe*', the transcript
and protein expression levels of TvCP65 agree with this de-
creased proteolytic activity [28].

Although trichomoniasis affects men, most are asympto-
matic [29]. However, mild cases of urethritis, chronic prosta-
titis, and epididymitis have been associated with this infection
[30]. T. vaginalis has several consequences in men’s health,
such as reduced sperm cell motility due to cell surface inter-
actions between the parasite and the head or tail of the sperm
as well as due to the flagella of parasites [31], which leads to
male infertility [32]. During male infections, T. vaginalis ac-
cesses the microenvironment of the prostate, which is the
gland that surrounds the posterior urethra of a man and,
along with the seminal vesicles, produces prostatic and semi-
nal fluids. In this environment, Zn?* is an important compo-
nent of prostatic fluids, is present at high concentration (4.5
to 7 mM), and has been found to be critical in spermatogene-
sis [33]. Prostatic secretions are primary components of the
antimicrobial defenses of the male genitourinary tract [32].
Zn, in particular, is principal to prostate defense due to its
ability to prevent pathogen establishment in the male repro-
ductive tract [33] and has, indeed, been found to have an
antimicrobial spectrum towards bacteria, viruses, chlamydiae,
and fungi [34]. This antimicrobial effect also affects T.
vaginalis, which is sensitive to relatively low concentrations of
Zn** chloride and sulfate, giving a minimal trichomonicidal
concentrations (MTC) of 1.6 mM for both [33]. Nevertheless,
a Zn** concentration of about 0.8 mM, obtained in patients
with chronic bacterial prostatitis, is not trichomonicidal [35].
In these cases, T. vaginalis may persist for longer periods of
time in the male genitourinary tract, and possibly progress to
the prostate. T. vaginalis has been observed to infect the pros-
tatic epithelium, cause chronic- prostatitis, and elicit an in-
flammatory immune response [36]. Thus, T. vaginalis has
been observed in prostate tissue near inflamed areas and epi-
thelial hyperplasia, which suggests that T. vaginalis might be
involved in prostate carcinogenesis [37].

Furthermore, Zn** plays an important role in the metabo-
lism of parasites. It interferes in the function of the hy-
drogenosome, an organelle involved in the metabolism of

. pyruvate. The hydrogenosome is the main site of the initial

Zn?** effect in the pathogenic protozoan Tritrichomonas foetus
(38]. ' :

The purpose of the present study was to investigate the
morphology of T. vaginalis and the proteinases involved in its
interaction with DU-145 prostatic cells and to examine the
Zn?**-dependent changes on the cytotoxicity and protein pro-

file of T. vaginalis. The Zn*" effect on the protein and tran-
script levels of TvCP65 and the identification of differentially
expressed proteins were of particular interest.

2. Material and methods

2.1 T. vaginalis and cells culture.

Trophozoites of T. vaginalis isolate CNCD 147 were axen-
ically cultivated for 24 h in trypticase-yeast extract-maltose
(TYM) medium pH 6.2 with 10% heat-inactivated horse se-
rum (Gibco) and supplemented with or without 0.25 mM, 1.0
mM, and 1.6 mM ZnCI2 (Sigma). Samples were taken at sev-
eral time points up to 24 h for parasite counting using a
Neubauer-counting chamber, and viability was measured by
the trypan blue exclusion method [28]. Cytotoxicity assays
and proteomic profiles were performed with parasites culti-
vated under the same conditions.

Immortalized HeLa ATCC cells were grown in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Life Technologies) sup-
plemented with 10% horse serum and 10% penicillin-
streptomycin (Gibco) at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere for
24 h until confluent cell monolayers were obtained. DU-145
ATCC cells were grown in low glucose DMEM (pH 7.2) sup-
plemented with 10% fetal bovine serum and 10% penicillin-
streptomycin (Gibco) at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere for
24 h until confluent cell monolayers were obtained.

2.2 2D gel electrophoresis.

For proteomic maps, we used a previously reported proto-
col [39] with modifications. T. vaginalis (1.2 x 108) grown in
the presence or absence of 0.25 mM, 1.0 mM, and 1.6 mM
Zn2+ were collected by centrifugation at 900 g for 5 min at 4
°C and washed three times with PBS pH 7.0. For the first
dimension, parasites were lysed in a final volume of 200 pl
rehydration solution (7 M urea, 4% CHAPS, 70 mM DTT, 2%
IPG buffer pH 4-7, trace bromophenol blue; Bio-Rad). The
supernatant was centrifuged at 13000 g for 10 min at 4 °C to
remove insoluble material, and samples of 120 pl (corre-
sponding to 7.2 x 107 parasites) were applied to an IPG strip
(7 cm, pH 4-7 linear; Bio-Rad) for passive rehydration for 12
h. All isoelectric focusing took place on a Protean IEF system
(Bio-Rad) as follows: step 1-gradient from 1 to 225 V over 35
min; step 2 — gradient from 250 to 2479 V over 185 min; step
3—gradient from 2466 to 15,434 V over 210 min. Before the
second dimension, proteins were reduced (10 mg/ml DTT)
and alkylated (25 mg/ml iodoacetamide) step-wise, 15 min
for each step, in equilibration buffer (6 M urea, 2% SDS, 300
mM Tris-Cl pH 8.8, 20% glycerol, and 0.002% bromophenol
blue) at room temperature. Equilibrated IPG strips were sep- -
arated on 12% SDS-PAGE gels (7 cm'x 8 cm x 1.0 mm) using
the MiniProtean II Cell vertical system (Bio-Rad) and stand-
ard Tris/glycine/SDS buffer. Gels were run at 35 mA/gel at
room temperature until the tracking dye left the gel and
stained with Coomassie Brilliant Blue G-250 following pro-
cedures described by the manufacturer. Finally, gels were
documented using Gel Doc EQ (Bio-Rad). Image analysis was

performed using the pDQuest software (Bio-Rad). Three
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independent protein preparations, each obtained from an
independent parasite culture, were performed for compari-
sons of 2-DE maps. Differentially expressed proteins were
determined by a tridimensional analysis using Melanie 7
Software and identified by tandem mass spectrometry analy-
sis (MS/MS).

2.3 LC-ESI-MS/MS.

The MS/MS analysis of each fraction obtained from the of-
fline separation steps was carried out on a 3200 Q TRAP hy-
brid tandem mass spectrometer (Applied Biosystems/MDS
Sciex, Concord, ON, Canada) equipped with a nanoelec-
trospray ion source (NanoSpray II). The instrument was cou-
pled online to a nanoAcquity Ultra Performance LC system
(Waters Corporations, Milford, MA). Samples were desalted
by injection onto a Symmetry C18 UPLC trapping capillary
column (180 um x 20 mm, Waters Corporations) and washed
with 0.1% formic acid in 100% MilliQ water at a flow rate of
15 pl/min. After 3 min, the trap column was switched in line
with a capillary analytical column. Peptides were separated
on an ethylene-bridged hybrid, C18 UPL column (75 pm x
100 mm, Waters Corporations) using a linear gradient of 2-
70% acetonitrile, 0.1% formic acid over a 60 min period at a
flow rate of 0.25 pul/min. Spectra were acquired in automated
mode using Information Dependent Acquisition (IDA). Pre-
cursor ions were selected in Q1 using the enhanced MS mode
with a scan range of m/z 400-1500 and 4000 amu/s. Selected
ions were subjected to an enhanced resolution scan at a low
speed of 250 amu/s over a narrow (30 amu) mass range and,
then, to an enhanced product ion scan (MS/MS). Precursor
ions were fragmented by collision activated dissociation
(CAD) in a Q2 collision cell using rolling collision energy.
The generated fragment ions were captured and mass ana-
lyzed in a Q3 linear ion trap.

2.4 Database search.

For protein identifications, the molecular mass of each
tryptic fragment was used as query at the National Center for
Biotechnology nonredundant database using the MASCOT
search algorithm (Matrix Science, London, UK, available at
http://www.matrixscience.com). Monoisotopic mass values,
mass tolerance (peptide + 1.2 Da and fragment + 0.6 Da),
possible methionine residue oxidation, and deamidation and

carbamidomethylation at cysteine residues were considered-

as variable modifications. A"maximum of one missed tryptic
cleavage per protein was allowed, and no taxonomic re-
strictions were considered in the database search. For positive
identifications, MASCOT individual ion scores >56 indicated
identity or extensive homology (p <0.05).

- 2.5 Cell-binding assay.

The cell-binding assay to detect proteinases with affinity to
the host cell surface was performed as previously described
[15]. Briefly, a clarified detergent extract from 2 x 107 para-
sites, which was grown in the presence or absence of 0.25
mM, 1.0 mM, or 1.6 mM Zn*, was incubated for 18 h at 4 °C
with 1 x 10° fixed HeLa or DU-145 cells. Then trichomonad

proteinases bound to the surface of fixed cells were eluted in
Laemmli buffer [40] for 20 min at 37 °C. Released proteinases
were loaded onto a 10% SDS-PAGE gel copolymerized with
2% gelatin and run at 35 mA/gel. Gels were washed with 10%
Triton X-100 for 10 min with gentle agitation. Finally, pro-
teinase activation was performed in 100 mM sodium acetate
buffer pH 4.5 with 0.1% B-mercaptoethanol for 18 h at 4 °C,
25 °C, 37 °C, and 43.5 °C. The gels were further stained with
Coomassie Brilliant Blue for a visualization in which clear
bands against a dark background indicate proteolytic activity.
Densitometry analyses of activity bands were performed in
triplicate using the software Quantity One ver. 4.6.3 (Bio-
Rad).

2.6 Cytotoxicity assay.

The cytotoxicity assay was carried out using confluent
HeLa and DU-145 cells monolayers in 48-well microtiter
plates with 3.5 x 10* HeLa or 5.5 x 10* DU-145 cells/well,
respectively. Briefly, parasites (2.75 x 10°) grown with or
without 0.25 mM, 1.0 mM, and 1.6 mM Zn?* were resuspend-
ed in TYM-DMEM medium without serum, added to conflu-
ent cell monolayers of HeLa or DU-145 cells at a ratio of 5:1
(parasites:host cell), and incubated for several time points, up
to 24 h, at 37 °C under a 5% CO, atmosphere. Monolayer
destruction was assessed using a colorimetric method and
quantitated spectrophotometrically at 570 nm [14, 16, 28].
Each sample was performed in triplicate, and experiments
were performed at least twice with similar results.

2.7 Western blot assay.

Total protein extract from parasites (2 x 107), which were
grown in the presence or absence of 1.6 mM Zn*', were ob-
tained by TCA-precipitation as previously described [16, 28,
41]. Solubilized proteins were resuspended in Laemmli buffer
[40], boiled, and loaded onto a 10% polyacrylamide gel with
an equivalent of 4 x 10° parasites/lane. Protein extracts were
blotted onto nitrocellulose membranes and blocked with 5%
skim milk in PBS (pH 7.0) for 18 h at 4 °C. Membranes were
incubated for 18 h at 4 °C with anti-TvCP65 primary anti-
body as reported [16], and an anti-a-tubulin monoclonal
antibody (1:1000 dilution, Invitrogen) was used as a loading
control. Then the blotted membrane was washed five times
with a PBS pH 7.0-0.1% Tween 20 buffer. The primary anti-
body was detected with a secondary goat anti-mouse-IgG
(H+L) horseradish peroxidase conjugate (1:3000 dilution,
Invitrogen). The membrane was washed with PBS pH 7.0-
0.1% Tween 20 and visualized using an enhanced chemilu-
minescence ECL Plus Western Blotting Detection System
(GE Healthcare) according to the manufacturer's instruc- ’
tions.

2.8 RNA extraction and cDNA synthesis.

A sample containing 2 x 107 parasites grown with or with-
out 0.25 mM, 1.0 mM, and 1.6 mM of Zn** was collected by
centrifugation at 900 g for 5 min at 4 °C (Allegra™ X-22 Cen-
trifuge, Beckman Coulter). The pellet was suspended in 1 ml
of TRIzol* reagent (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
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CA), and the total RNA was extracted as recommended by
the manufacturer. RNA concentration was determined spec-
trophotometrically using a NanoDrop 2000 (Thermo Scien-
tific). All 260/280 ratios were between 1.8 and 2.1. Finally, 1
ug of total RNA was reverse-transcribed using the Superscript
Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen) and the oligo-dT
(dTus) (10 pmol/pl) primer.

2.9 Analysis of gene expression by semi-quantitative RT-PCR.

PCR was performed in 50 pl reactions containing 50 ng of
cDNA, 10 pmol of each primer pair, and 0.25 U of Tag DNA
polymerase (Invitrogen). PCR was carried out in a GeneAmp
PCR System 9700 thermal cycler (Applied Biosystems). We
used the following primer pairs to amplify: 370 bp of the
tvep65 gene (accession number AY463696), forward: 5'-
ACGCGATTACATCTGGAGAACTC-3, and reverse: 5'-
ATAAGAGGAGCGTGATGGCACAT-3'; and 112 bp of the
B-tubulin gene as reported [42]. The amplified products were
analyzed on 2% agarose gels and visualized by ethidium bro-
mide staining. Gene expression densitometry analyses were
performed using the Quantity One Software (Bio-Rad). Data
from densitometry quantification of the housekeeping gene
(B-tubulin) were used to normalize the results.

2.10 Real-time qRT-PCR analysis of specific T. vaginalis tvcp65
and -tubulin genes.

Quantification of tvep65 expression was performed by real-
time qQRT-PCR. Oligonucleotide primers for real-time qRT-
PCR were designed wusing Primer3 version 3.0
(www.primer3.sourceforge.net) and commercially synthe-
sized (Instituto de Biotecnologia, UNAM). To specific ampli-
fy 100 bp of the tvcp65 gene, the forward: 5'-
AATGTTGTTGAAGGCGATGAAA-3, and reverse: 5'-
CTACAGCAGCTGGGCCATTT-3' were used, and previous-
ly reported primers were used to amplify 112 bp of the B-
tubulin gene [42]. Each reaction was carried out in a total
volume of 25 pl with 1 pl of cDNA (50 ng), 12.5 pl Maxima™
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x) kit (Fermentas), 1
ul of each primer (10 pmol/pl), and 9.5 pl of molecular biolo-
gy grade water. qRT-PCR was performed using a 7500 Fast
Real-Time PCR machine (Applied Biosystems). PCR condi-
tions for tvcp65 were as follows: 15 min at 95°C followed by
up to 40 cycles of 95°C for 30 s, 57°C for 30 s, and 72°C for

30 s, and, finally, 95°C for 15 s, 60°C for 30 s, and 95°C for

15 s. The “housekeeping” B-tubulin gene was selected for a
reference gene study because it did not vary in the presence of
any of the tested Zn** concentrations. Standardization of
tvep65 messenger RNA (mRNA) expression was performed
by dividing the value of each gene at different Zn** concentra-

_tions by the value of the housekeeping gene found for all

sample.

2.11 Indirect immunofluorescence assays.

Parasites were fixed using 4% paraformaldehyde for 1 h at
37°C and washed with PBS pH 7.0. Half of the fixed parasites
were permeabilized using 1 M HCI for 2 h at room tempera-
ture. Parasites were then blocked with 0.2 M glycine for 1 h at

37°C followed by 0.2% fetal bovine serum for 15 min. Then
trichomonads were incubated with polyclonal mouse anti-
TvCP65 antibody (1:100 dilution) [16] or preimmune sera
(PI) for 18 h at 4°C. Next, parasites were incubated with fluo-
rescein isothiocyanate-conjugated anti-mouse immunoglobu-
lins (1:90 dilution, Jackson ImmunoResearch) for 40 min at
room temperature. Finally, Vectashield-DAPI mounting
solution (Vector Lab) was added, and laser confocal micros-
copy was performed (Leica, DMLS).

2.12 Scanning electron microscopy.

Parasites cultivated in TYM media for 24 h at 37°C were
incubated for different periods of time with DU-145 cell
monolayers. Glutaraldehyde-fixed samples were dehydrated
with increasing concentrations of ethanol, critical-point dried
using a Samdri 780 apparatus (Tousimis, Rockville Maryland,
USA), coated with gold using a JEOL JFC-1100 ion-
sputtering device, and examined using a XL-30 ESEM scan-
ning electron microscope (FEI Company, Eindhoven, The
Netherlands).

2.13 Statistical analysis.

All data are the means + standard error of triplicate sam-
ples. A statistically significant change between means was
determined by ANOVA (p) using Sigma Plot 11.0 Software.

3. Results

3.1 Growth kinetics of T. vaginalis.

To investigate the effects of Zn** on T. vaginalis develop-
ment, we first performed growth kinetics in the presence or
absence of 0.25 mM, 1.0 mM, and 1.6 mM Zn*" (Fig. 1). After
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Figure 1. Effect of Zn** on the growth of T. vaginalis. Parasites were
counted in a Neubauer-counting chamber at different time points (6,
12, and 24 h) after incubation at 37 °C in TYM medium supplement-
ed with (0.25 mM, 1.0 mM, and 1.6 mM) or without Zn** (control).
In addition, parasite viability, as measured by trypan blue exclusion,
was about 98% under all conditions. Each point indicates the mean
of three experiments, and error bars indicate standard deviation.
There were no statistically significant differences for data corre-
sponding to 0.25 mM (p=0.970) and 1.0 mM Zn**(p=0.960) com-
pared to the control. In contrast a statistically significant difference
were found for 1.6 mM Zn** data (p=0.01) (*) compared to the
control.
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24 h, the parasites cultivated without Zn** (control) had four
duplications, while the parasites grown with 0.25 mM, 1.0
mM, or 1.6 mM Zn?' had three and a half, three, and one
duplication, respectively. Furthermore, viability for all sam-
ples was ~98%. Experiments were performed in triplicate
with the same results. These findings indicate that Zn** had
no effect on T. vaginalis viability, and trichomonad growth
was only diminished in 1.6 mM Zn?*.

3.2 T. vaginalis Zn®* proteomic map.

Images of three representative 2-DE gels obtained from
three independent experiments using parasites grown in the
presence and absence of 0.25 mM, 1.0 mM, and 1.6 mM Zn**
were analyzed by pDQuest software (data not shown), and it
was found that most of the protein profile changes were ob-
tained with 1.6 mM Zn?'. Therefore, we selected this specific
concentration for further analyses. The 2-DE protein spot
profiles were highly reproducible in terms of both the total
number of protein spots and their relative positions and in-
tensities. Coomassie Brilliant Blue G-250 stained gels showed
approximately 150 spots in the presence of 1.6 mM Zn*" (Fig.
2B) compared to 177 spots in its absence (Fig. 2A). Proteins
detected in pI 4-7 had molecular masses between 20 and 250
kDa. The gels showed remarkable changes in protein profiles
for parasites grown in the presence of Zn*'. Indeed, we found
at least 27 proteins that were differentially expressed in the

Control

presence of Zn**. The major differences in expression protein
profiles were obtained from 50 to 100 kDa.

Interestingly, we found some spots over-expressed in the
presence of Zn** (Figs. 2C and 2D, spots 1, 3, 8) that corre-
spond to fimbrin (gi|123493533), adenosylhomocysteinase
(gi|123499896), and aminopeptidase P-like metallopeptidase
(gi|123445672) (Table 1). Otherwise, the expression levels of
several spots were diminished in the presence of Zn** (Fig. 2C
and 2D). Spots 2, 4, 5, 6, and 7 correspond to fimbrin
(gi|123397260) (spots 2 and 4, probably due to degradation),
two  adenosylhomocysteinases  (gi|123499896  and
gi|123488577), and asparaginyl endopeptidase-like cysteine
peptidase (gi|123408789) (Table 1). These findings suggest
that Zn** had both positive and negative effects on the expres-
sion levels of ~27 proteins and no effect on 111 proteins. In-
terestingly, the asparaginyl endopeptidase-like cysteine
peptidase (gi|123408789) and the adenosylhomocysteinase
(gi|123499896) had already been identified in the active
degradome of T. vaginalis [39].

3.3 Proteinases involved in the interaction of T. vaginalis and
prostatic cells.

We performed ligand-protease assays using parasites
grown in the presence or absence of 0.25 mM, 1.0 mM, and
1.6 mM Zn*" to detect possible T. vaginalis proteinases inter-
actions with DU-145 cells. We observed differences between

Figure 2. Zn** proteomic map of T. vaginalis. The total proteins of T. vaginalis grown in the A) absence or B) presence of 1.6 mM Zn** were
separated in the first dimension by isoelectric focusing over a pH range from 4.0 to 7.0 followed by 12% SDS-polyacrylamide gel electrophore-
sis. Protein spots were Coomassie Brilliant Blue G-250 stained. Enlarged images of the gels shown in A or B and three-dimensional analyses of
8 differentially expressed proteins in parasites cultivated in the absence C) or presence D) of Zn*". The left panel shows a representative image
of a Coomassie Brilliant Blue G-250 gel, whereas the right panel shows a landscape representation of spots. Numbers 1, 3, and 8 indicate spots
that are over-expressed in the presence of Zn?*, while numbers 2, 4, 5, 6, and 7 indicate spots that are down-regulated in the presence of Zn*".
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the proteinases that interact with DU-145 cells in comparison
with those that interact with HeLa cells. [16]. Fig. 3A shows
the activities of all proteinases from protein extracts of T.
vaginalis grown in the absence (Fig. 3A, lane 1) or presence
(lane 2) of 1.6 mM Zn**. These extracts interacted with fixed
DU-145 cells, and the zymograms show the activities of at
least five trichomonad proteinases (TvCP70, TvCP65,
TvCP39, TvCP25, and TvCP20) bound to the surfaces of
fixed DU-145 cells in the absence (Fig. 3B, lane 1) or presence
(lane 2) of 1.6 mM Zn*'. Interestingly, the proteolytic activity
profile of proteinases that interact with prostatic cells was
similar at all temperatures analyzed (data not shown), which
suggests that these proteinases may be active up to 43.5 °C.
Nevertheless, the best resolution of proteinase activity bands
was obtained with activation at 4 °C (Fig. 3B). According to

the densitometry analyses of the TvCP70, TvCP65, TvCP39,
TvCP25, and TvCP20 activity bands bound to the DU-145
cells (Fig. 3C), reductions of ~12%, 16%, 13%, 25%, and 11%,
respectively, were observed when the parasites were grown in
the presence of 1.6 mM Zn*" in comparison to the activity
bands of untreated contrel parasites (taken as 100%). Inter-
estingly, the activities of CPs involved in cytotoxicity
(TvCP65 and TvCP39) were reduced in the presence of Zn*
however this reduction was minimal. This result may be re-
lated to the reduction in trichomonal cytotoxicity observed in
the presence of this cation. We also performed Western blot
and indirect immunofluorescence assays and real-time PCR
experiments to corroborate if the expression levels of these
CPs were affected by Zn*".

Table 1. Zn** differentially expressed proteins 1dent1ﬁed by mass spectrometry from clinical isolate T.vaginalis CNCD 147 were identified by
searching the National Center for Biotech

sing the MASCOT search algorithm

Pm’teia .
49 K.LSPEQILLR.W 67,839
Fimbrin gi[123493533 1 120 3. RLLKPGETLADLLK.L 5 i
39 K. IVNLTNHPELEFR L
41 K.LSPEQILLR.W 50,761
Fimbrin gi|123397260 2 125 43 R.LLKPGETLADLLK.L 73 1643
41 K.TVNLTNHPELFR L
37 RALTWPDGK.G
37 RASDVMIGGK.T
58 KHLDEEVAR.L
48 R HSLIDGINR.A
57 K.EMPGLMVLR E
22 KEMPGLMVLR.E
52 K.SPEGAPFEYR.I 54,064
3 574 49 K.TALVMGYGDVGK.G 30 1561
73 RIADINLHVLGR K
55 RIADINLHVLGRK
39 R.LHLGSLDVHLTK.L
56 K.LLEPAINVNDAVTK.S
26 K.GFEFENAGAVPDPQK.G
25 K.GDNYEYTCVLAVLK.Q
43 K.GPQQIVDDGGDATLLIQK.G
31 K.VYTLPK.H
44 KHLDEEVARL
32 K.SPEGAPFEYR.I
Adenosylhomocystel 11190896 69 K.TALVMGYGDVGK.G 54064
nase 4 402 66 RIADINLHVLGRK 22 1561
31 R.LHLGSLDVHLTK.L
65 K.LLFPAINVNDAVTK.S
27 K.EGTPEKPAGIPVFAWK.G
39 K.GPQQIVDDGGDATLLIQK.G
36 RALTWPDGK.G
53 K.HLDEEVAR.L
32 RHSLIDGINR.A
40 K.FDNIYGCR.H
60 K.SPEGAPFEYR.I
31 K.TALVMGYGDVGK.G
5 575 59 RIADINLHVLGRK 2 54,064
66 RJIADINLHVLGR.K /5.61
24 RLHLGSLDVHLTK.L
54 R.LHLGSLDVHLTK.L
62 K.LLFPAINVNDAVTK.S
28 K.QADYINVPVEGPYK.S
45 K EGTPEKPAGIPVFAWK.G
39 K.AIVGNIGHFDNEIDTEGLK.N
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*NCBInr database.
® Spot number in agreement with Figs. 2A and 2B.

“ Jon score is -10¥Log(P), where P is the probability that the observed match is a random cvent. Individual ion scores > 56 indicate identity or extensive
homology (p<0.05). Protein scores are derived from ion scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

45 R.VIITEVDPICALQAAMEGYQVR.R
35 K.VYTLPK.H
26 K.KVYTLPK.H
45 RASDVMIGGK.T
39 RALTWPDGK.G
43 KIILDEEVAR.L
24 RIISLIDGINR A
47 K.EDNIYGCR.11
30 K.EMPGLMVLR.E
59 K.SPEGAPFEYR.I
53 K.TALVMGYGDVGK.G 54,064
6 850 69 RIADINLHVLGR.K 48 1561
35 K. TALVMGYGDVGK.G
34 R.LHLGSLDVHLTK.L
73 K.LLFPAINVNDAVTK.S
2 K.QADYINVPVEGPYK.S
53 K.GFEFENAGAVPDPQK.G
30 K.GETLPEYWENTYR A
32 KEGTPEKPAGIPVFAWK.G
42 K.GPQQIVDDGGDATLLIQK.G
37 K.AIVGNIGHFDNEIDTEGLK.N
Al 67 R.VIITEVDPICALQAAMEGYQVR.R
A 44 K.HLDEEVAR.L
O 37 R.HSLIDGINR.A
N ‘ 22 K.EMPGLMVLR.E
Adenosylhomocystei gi|123488577 q 265 34 K.SPAGAPFEYR.I 8 53,873
(D nase 60 RIADINLHVLGR.K /5.53
29 R.LHLGSLDVHLTK.L
O 37 K.LLFPAINVNDAVTK.S
— 36 R.VIITEVDPICALQAAMEGYQVYR.R
z 42 K.VVAGVPK.L
Clan CD, family 57 K.VTATNFYK.V
' O Cl;asparsgluyl i[123408789 7 T 38 RSLDHLNVYPGRA g 43,916
sos— endopeptidase-like 36 RSLDHLNVYPGR. /5.95
-) cysteine peptidase 36 K.QSHVMEYGDTSLK.T
28 K.IILMCYDDIVNDAENPFK G
61 K.LADEVGGIR.I
(D Clan MG, familly 38 KEVTGVDNVKF
U) M24, 37 RNVYSILLEK.Q 50416
Lu aminopeptidase P- piji2sudssr2 ) e 23 K.TPYEIEQIKK B /5.34
like metallopeptidase 41 ERVAGALDQIRN
m 38 K.AAELTSEAITHVMK.N
D_ 39 K.AAELTSEAIIHVMK N
.
—

“M = methionine modified by oxidation; N= dcamidated; C = cystcine modificd by carbamidomethyl.
fo%Coverage indicates the protein sequences or parts of these sequences that were identified by MS/MS.

Type of search:

MS/MS Ion scarch
Enzyme: trypsin
Mass values: Monoisotopic
Protein Mass: Unrestricted
Peptide Mass Tolerance: +1.2Da
Fragment Mass Tolerance: +0.6 Da
Max Missed Cleavages: - 1
Instrument type: ESI-4SECTOR

3.4 T. vaginalis interaction with DU-145 prostatic cells.

Using scanning electron microscopy, we evaluated the
interaction between T. vaginalis and DU-145 prostatic.cells at
several incubation time points (Fig. 4A). The morphology of
the parasites in contact with the DU-145 cell monolayer was

similar to that of the parasites in contact with HeLa cells.

However, their morphology was different in comparison to

those in contact with VEC cells [43). We observed rounded
parasite morphology but never a complete amoeboid
transformation during interactions with DU-145 cells (Fig.
4A). After 5 min of incubation, T. vaginalis showed
adherence to DU-145 cells (Fig. 4A, b). Parasites displayed an
oval form with a rough surface, four anterior flagella, an
undulating membrane, and posterior axostyle. At the 15 and
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Figure 3. Proteinases involved in the interaction of T. vaginalis with prostatic cells. A) Zymograms correspond to trichomonad lysates from
parasites cultivated in the absence (lane 1) or presence of 1.6 mM Zn?** (lane 2). B) Lysates from parasites cultivated in the presence or absence
of Zn* were used for ligand-proteinase assays and activated at 4 °C as described in the Malerials and Methods section. Proteinase palterns
correspond to the trichomonad proteinases with affinity for DU-145 cell surface from parasites cultivated in the absence (lane 1) or presence
of 1.6 mM Zn?* (lane 2). Arrows show clear bands of the proteolytic activities of 70, 65, 39, 25 and 20 kDa (TvCP70, TvCP65, TvCP39,
TvCP25, and TvCP20), respectively. C) Densitometry analyses of each activity band from three different gels activated at 4 °C. Bars indicate
the mean intensity of activity bands, and error bars represent the standard deviations p=0.01 (*). D) The Zn** effect on the amount of TvCP65
and o~ tubulin. Total protein extracts from T. vaginalis grown in the absence (lane 1) or presence of Zn** (lane 2) were blotted onto
nitrocellulose membranes for a Western blot assay with anti-TvCP65 and anti-o-tubulin (control) antibodies. Arrow indicates the
immunodetected protein for each antibody employed. Asterisk indicates a higher sized band also recognized by the anti-TvCP65 antibody
that might correspond to immunodetection of the TvCP65 precursor band.

30 min time points, we observed parasites in close proximi-
proximities to the same target cells (Fig. 4A, c-d), which was
probably due to a chemotaxis effect. After 60 min, we further
observed empty areas that became progressively larger after
90 min, which corresponded to monolayer disruptions (Fig.
4A, e). After 90 min, we observed T. vaginalis pseudopods
forming at the contact site (Fig. 4A, f). Interestingly,
amoeboid trophozoites were not observed in contact with
DU-145, however amoeboid trophozoites have been observed
in contact with VECs [43]. In addition, the integrity and
appearance of DU-145 prostatic cells without trichomonads
did not change (Fig. 4A, a). We then kinetically analyzed the
cytotoxicity of T. vaginalis towards DU-145 cells at several
different time points (Fig. 4B). With scanning electron
microscopy, we observed T. vaginalis attached to DU-145
cells after 5 min of incubation (Fig. 4B, b). After 15 min, the
monolayer of DU-145 cells began to suffer damage,-which
might have been due to contact-dependent mechanisms (Fig.
4B, c). After 30 and 60 min, we observed irreversible cell
damage due to the trichomonads (Fig. 4B, d, e). The no
trichomonad control showed no changes in the appearance of

DU-145 cells (Fig. 4B; a).

3.5 Cytotoxicity.

First, we determined the Zn*' effect on trichomonal
cytotoxicity towards HeLa or DU-145 cells. After 1 h, the
cytotoxicity exhibited by parasites, which were cultivated
with 1.6 mM Zn*', towards HeLa cells was 98% of that
exhibited by parasites cultivated in absence of Zn** (Fig. 5A).
However, trichomonal cytotoxicity towards DU-145 cells was
only 20% of what was seen with HeLa cells, and the presence
or absence of Zn* had no effect (Fig 5A). These findings
suggested that Zn** had no effect on T. vaginalis cytotoxicity

" towards HelLa cells; however, trichomonal cytotoxicity

towards DU-145 cells at this same time point was 80% less in
comparison to HeLa cells (Fig. 5A). We then determined the
cytotoxicity of T. vaginalis towards prostatic DU-145 cells at
different time points and found 100% cytotoxicity after 8 h
(Fig. 5B), which suggested trichomonal cytotoxicity was
different for HeLa compared to DU-145 cells. In addition, we
analyzed the effects of 0.25 mM, 1.0 mM, and 1.6 mM Zn*
on the cytotoxicity of DU-145 cells and found that major
cytotoxic differences were obtained with 1.6 mM Zn** (data
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Figure 4. Interaction of T. vaginalis trophozoites with DU-145 prostatic cell monolayers. Morphological appearance of T. vaginalis in contact
with DU-145 prostatic cells at different time points, and kinetic studies of the cytotoxicity of T. vaginalis towards DU-145 cells. A)
Trophozoites were incubated with DU-145 cells for b) 5 min, ¢) 15 min, d) 30 min, ¢) 60 min, and f) 90 min. a) DU-145 prostatic cells before
interacting with T. vaginalis. The majority of parasites attached to DU-145 cells retain a pear-like shape with four flagella, an undulaling
membrane, and axostyle. Some showed a few pseudopods (panel d-e). After 5 min of interaction, the lytic activity of the parasites is evident
as seen by the disruption of the cell monolayer. B) Kinetics of T. vaginalis cytotoxicity towards DU-145 cell monolayers. Parasites were added
to confluent DU-145 cell monolayers and observed under low magnification by scanning electron microscopy at different time points. Cells
show a similar lytic activity at b) 5 min, ¢) 15 min, d) 30 min, and e) 60 min, as previously described. a) Control DU-145 cells without

parasites.

not shown). The kinetic data show that cytotoxicity was 20%
at 1 h for parasites cultivated with or without 1.6 mM of Zn**
(Fig. 5B). After 8 h, the cytotoxicity of parasites cultivated
with 1.6 mM of Zn?' was 72% (Fig. 5B), while in the absence
of Zn** the cytotoxicity was 100%. These findings suggested
that Zn* had some negative effect on trichomonal
cytotoxicity towards DU-145 cells.

3.6 The effect of Zn** on the amount of TvCP65.

By Western blot analysis, an anti-TvCP65 antibody [16]
immunodetected two bands that correspond to a precursor
(Fig. 3D, lane 1 asterisk) and active TvCP65 enzyme (Fig. 3D,

" lane 1 arrow) in total protein extracts from parasites grown

without Zn?". In contrast, parasites grown in the presence of
Zn?* lacked these bands (Fig. 3D, lane 2), while an anti-a-
tubulin antibody detected a single band with the same
intensity in the absence (Fig. 3D, lane 1) or the presence of
Zn?** (lane 2). As expected, the amount of a-tubulin was not
changed in the presence of Zn*, which indicated the Zn**
effect was specific for the TvCP65 protein level. These
observations suggest that the amount of TvCP65 was reduced
in the presence of Zn?, which could be related to the
réduction in the cytotoxicity level.

To confirm the decrease in TvCP65 protein level in T.
vaginalis, indirect immunofluorescence assays were

performed using permeabilized and non-permeabilized fixed
parasites. Fig. 6 shows a reduction of fluorescence intensity
from surface (panels k and 1) and cytoplasmic (panels h and i)
TvCP65 in Zn*'-treated trichomonads compared to the
control trichomonads, which show fluorescence on the
surface (panels e and f) and in the cytoplasm (panels b and c).
No fluorescence was observed from trichomonads treated
identically but incubated with PI serum, a negative control
(panels n and o). These data strongly suggested that the
presence of Zn** affects the amount of TvCP65, which
resulted in a reduction in the TvCP65 proteolytic activity.

3.7 The effect of Zn*' on tvcp65 mRNA.

We then performed semi-quantitative and quantitative RT-
PCR (Fig. 7) using cDNA from parasites grown in the
presence or absence of Zn*' to determine the effect of Zn** on
the expression of the TvCP65 transcript. We obtained a 370-

bp amplicon using ¢cDNA from parasites grown in the

absence (Fig. 7A, lane 1) or presence of 1.6 mM Zn* (lane 2).
Based on densitometry analyses (data not shown), an 80%
reduction, compared to the no Zn** control, was observed for .
tvecp65 transcript. The 112-bp B-tubulin RT-PCR product was
used as an internal control. As expected, the quantity of this
transcript was not affected by the Zn** concentration (Fig. 7B,
lanes 1-2). No detectable PCR product from DNasel-treated
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Figure 5. Zn** effect on T. vaginalis cytotoxicity. Kinetic cytotoxicity
of parasites cultivated in the presence or absence of 1.6 mM Zn*". A)
Cytotoxicity of T. vaginalis cultivated in the presence and absence of
Zn* towards HeLa and DU-145 cells after 1 h, p=0.056 (*). B) Data
from trichomonal cytotoxicity towards DU-145 cells after 8 h
without Zn?* were normalized to 100% for comparison. Cytotoxicity
of T. vaginalis cultivated with 1.6 mM Zn?* was reduced 30%. Bars
indicate the percent cytotoxicity of three experiments with triplicate
samples, and error bars represent standard deviations, p=0.050 (*).

RNA from parasites cultivated in the presence or absence of
Zn* was obtained in the negative controls (RT(-)
experiments)(Figs. 7A and 7B, lanes 3-4), which showed that
amplicons from tvcp65 and B-tubulin genes corresponded to
the quantity of mRNA of each gene. Consistent with these
findings, the qRT-PCR results indicated that the tvcp65
transcript was reduced 80% in the presence of Zn** (Fig. 7C).

4. Discussion

Zn*" is a catalytic component of over 300 enzymes [44].
This metal is an essential nutrient and plays a crucial role in
several biological functions in the male microenvironment.
Zn* is a part of several proteins as both a structural and
catalytic component, such as DNA-binding proteins, which

contain Zn*" fingers, and the CCCH-type Zn** finger protein,
which participates in the adenylation and export of metazoan
nuclear mRNAs [45]. Moreover, Zn** has many functions in
proteins, which include metalloregulation and Zn** signaling
[46]. Human prostatic fluid from healthy men and men with
chronic bacterial prostatitis or trichomoniasis has different
Zn** concentrations [34]. Indeed, Zn?* levels found in the
prostate could be important in resolving trichomoniasis in
men [29, 34].

Our results with human DU-145 prostatic cells showed
morphological and molecular changes of T. vaginalis that
might contribute to understanding how this parasite causes
damage to men. We analyzed different Zn** concentrations
and found that the major differences in cytotoxicity,
duplication, and protein profile were obtained at 1.6 mM
Zn*, which is the minimum trichomonicidal concentration
(MTC) [34] for T. vaginalis. In fact, survival of parasites in
the presence of Zn® was proportional to the Zn*
concentration. Nevertheless, parasite viability was not
affected by Zn*". As pointed out by Krieger and Rein, normal
human prostatic fluid Zn* concentrations kill T. vaginalis in
vitro and may limit or solve trichomoniasis in most infected
men [34]. Studies indicate that T. vaginalis survival in canine

Normal NP

a-CP65

Zn**

Zn**

Figure 6. Expression and localization of TvCP65 in the presence of
Zn**. Immunofluorescence analyses of fixed, non-permeabilized
(NP; d-f, j-1) and permeabilized (P; a-c, g-i) parasites grown in the
presence (g-1) or absence (a-f, m-o0) of 1.6 mM Zn?, incubated with
the anti-TvCP65 antibody (a-1) or preimmune sera (PI; m-o)
followed by a secondary anti-mouse conjugated to a fluorescein
isothiocyanate (Jackson) antibody (1:90 dilution), and mounted
with Vectashield-DAPI. Indirect immunofluorescence (b, e, h, k),
and the corresponding phase contrast microscopy at 60x
magnification (a, d, g j) and 1.58 zoom (c, f, i, 1). As a negative
control, permeabilized parasites were incubated with PI (m-o) at a
1:20 dilution.
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ABSTRACT

Recently, we found that Trichomonas vaginalis contains a eukaryotic translation initiation factor 5A (TvelF-
5A) with unknown function in this parasite. elF-5A is the only cellular protein dependent of polyamines
to form a hypusine residue, an unusual basic amino acid that is post-translationally formed by modifi-
cation of a single specific lysine residue in an elF-5A precursor protein. The purpose of this study was
to determine the effect of a putrescine analogue, 1,4-diamino-2-butanone (DAB), on tveif-5a mRNA and
TvelF-5A protein expression. TvelF-5A protein expression'was reduced by inhibition of putrescine biosyn-
thesis, and tveif-5a mRNA levels were reduced ~90%, as shown by western blot and immunofluorescence
assays. Cycloheximide treatment reduced the amount of mature TvelF-5A protein at 4h and decreased
the tveif-5a transcript level at 2 h, according to western blot, RT-PCR and qRT-PCR analyses. Actinomycin D
treatment showed that the tveif-5a mRNA had half-life of ~2.5 h in DAB-treated parasites. The half-life of
tveif-5a mRNA was ~4.5 h under exogenous putrescine conditions. These results suggest that putrescine
is required for tveif-5a mRNA stability, and it is necessary for the expression, stability and maturation of

TvelF-5A protein.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

. 1. Introduction

Trichomonas vaginalis is a flagellated protozoan responsible
for trichomoniasis. This infection is associated with many seri-
ous health complications [1,2] and with increased risk of human
immunodeficiency virus infection 3], pelvic inflammatory disease
[4], and adverse pregnancy outcomes [5]. T. vaginalis relies upon
exogenously supplied polyamines to meet its requirements [6].
The parasite produces and excretes large amounts of putrescine
via an energy-generating arginine dihydrolase pathway [7,8]. The
excreted putrescine is used to drive the uptake of host sper-
mine via a putrescine: spermine antiporter system in a 2:1
molar ratio [6]. Putrescine is synthesized by the trichomonad
enzyme ornithine decarboxylase (ODC). Inhibition of ODC results
in inhibition of putrescine biosynthesis, making it unavailable
to cotransport exogenous spermine into the cell [9]. T. vaginalis
growth is inhibited by 20mM 1,4-diamino-2-butanone (DAB);
however, the organism maintains motility, and the trichomonads
[is rescued by adding 40 mM putrescine into the culture medium

* Corresponding author. Tel.: +52 5536912000x15306; fax: +52 555575 5805.

E-mail address: elizbethalvarezsanchez@yahoo.com.mx (M.E. Alvarez-Sanchez).

0166-6851/$ - see fron.t matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molbiopara.2011.07.003

[9]. 20mM DAB approximately reduced 90% amount of intracel-
lular putrescine can prevent cotransport of exogenous spermine
[9,10]. The ability of putrescine to reverse the growth-inhibitory
effect of DAB is similar to its competition with DAB for trans-
porting spermine into the cell and the resultant restoration of
putrescine: spermine antiporters [10,11]. During trichomoniasis
infection, the vaginal fluid presents high levels of putrescine (up to
2mM), while spermine and spermidine are in low concentrations
(less than 3.75 uM) [12]. Polyamines (putrescine, spermidine, and
spermine) are ubiquitous polycations in prokaryotic and eukary-
otic cells, except in Methanobacteria and Halobacteria [13,14].
Polyamines carry a positive charge at physiological pH and can bind
to various cellular macromolecules, such as DNA, RNA, phospho-
lipids, chromatin, and proteins, by electrostatic charges, regulating
important cellular processes [14-17]. Polyamines regulate the
expression of various genes and proteins at the levels of repli-
cation, transcription, translation, post-translational modification,
protein activation, membrane stability, and ion channeling [15]. In
eukaryotic organisms, spermidine has an independent function as
the source of the 4-aminobutyl portion of hypusine [N¢-(4-amino-
2-hydroxybutyl)-lysine], an unusual amino acid necessary for the
activity of the eukaryotic translation initiation factor (elF-5A), an
essential cellular protein [18].
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elF-5A, a polyamine-dependent protein, was first characterized
asatranslationinitiation factorin yeast[19]. However, data suggest
that elF-5A acts as a nucleo-cytoplasmic shuttle protein of a specific
subset of mRNAs related to the cell cycle and is involved in cell
viability and proliferation [20,21].

T. vaginalis.has two eif-5a-like genes (tveif-5al and tveif-5a2),
differentiated by the presence of a Hindlll restriction site only in the
tveif-5a2 gene; however, both of them encode a highly conserved
19-kDa protein. The N-terminal sequence of the 19-kDa protein has
been analyzed to design a specific peptide for antibody production
[22]. As expected, the anti-synthetic peptide antibody (anti-TvelF-
5A)recognizes either precursor (19-kDa) or mature (20-kDa) TvelF-
5A protein. These forms can only be differentiated by molecular
weight and isoelectric point. In this study, we demonstrate that
putrescine is necessary for tveif-5a expression due to changes in
tveif-5a mRNA stability and TvelF-5A protein maturation.

.2. ‘Materials and methods
2.1. Culture and growth of T. vaginalis

The T. vaginalis isolate CNCD 147 was used in this study [23],
~and the absence of mycoplasms and ureaplasms was assessed by
culture. Briefly, T. vaginalis 24 h culture was centrifuged, and the
supernatant was filtered through a 0.45 p.m-pore size filter mem-
brane (MF-Milipore MCE Membrane), and incubated in H-agar by
M. hominis and U-agar for U. urealyticum, as described elsewhere
" [24]. These results were confirmed by PCR using specific primers
for each microorganism as follow. Total DNA was obtained from
2 x 107 parasites using the Wizard Genomic Kit (Qiagen) as recom-
mended by the manufacturer, and subjected to PCR to assess the
. presence of genus-specific mycoplasm DNA, using the RNAH1 and
RNAH2 primers for M. hominis, and U5 and U4 primers for U. ure-
alyticum. DNA from M. hominis and U. urealyticum were used as PCR
positive controls. Amplification conditions were applied accord-
ing to the protocols previously described using a commercial kit
(Strategene Mycoplasma PCR Primer Set, Stratagene, La Jolla, CA,
USA) [25-27]. Parasites were grown up to two weeks by daily pas-
sage in Diamond’s trypticase-yeast extract-maltose (TYM) medium
[28] supplemented with 10% heat-inactivated horse serum (TYM-
serum) for 24 h at 37 °C. Trichomonad growth kinetic experiments
were performed with an initial density 1 x 10* parasites and with
20,10, 5, 1, 0.5, or 0.25 mM DAB (Sigma) added to normal culture
media for 24 h at 37 °C[29]. For putrescine metabolism restoration,
" DAB-treated parasites were harvested after 24 h growth, washed
with sterile PBS and transferred to TYM-serum medium supple-
mented with 40, 20, 10, 5, 1, 0.5, or 0.25 mM putrescine or 50, 25,
or 15 wM spermine or spermidine (Sigma). Control trichomonads
were grown in normal medium and transferred to medium with
40mM exogenous putrescine or spermine or spermidine at 50,
25 or 15 M (Fig. 1C). The amounts of putrescine, spermine, and
spermidine added to media were based on previously published
reports in T. vaginalis [9]. Concentrations of spermine and spermi-
dine greater than 50 and 25 M, respectively, were toxic to the
parasites, and less than 50 and 25 wM did not rescue trichomonal
growth. Parasite viability after these treatments was verified by
the trypan blue (Sigma) exclusion method. Logarithmic-phase par-

_ asites were used for all assays.

2.2. Indirect immunofluorescence assays

For indirect immunofluorescence assays, parasites grown in
the absence or presence of 20mM DAB for 24 h, and DAB-treated
parasites were transferred 40 mM exogenous putrescine medium
for 30min at 37°C, and in TYM medium (as a control), were
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Fig. 1. Growth kinetics of trichomonads grown in the presence and absence of
polyamines. (A) T. vaginalis isolate CNCD 147 treated with 20 mM DAB (M-); treated
with 20 mM DAB and transferred to 40 mM exogenous putrescine (®); and under
normal growth (¢). (B) DAB-treated trichomonads transferred to 40 mM exogenous
putrescine (®) as a control; transferred to different exogenous spermine (spm)
concentrations: 50 .M (M), 25 pM (v), and 15 uM (V); or transferred to different
exogenous spermidine (spd) cencentrations: 50 WM (¢), 25 M (0), and 15 uM
(0). (C) The controls were trichamonads grown in normal medium and transferred
to medium with 40 mM exogenous putrescine (M) trichomonads grown in normal
medium and transferred to medium with spermine concentrations: 50 WM (#¢), or
25 M (-4@-), or 15 uM (®); and trichomonads grown in normal medium and trans-
ferred to medium with different exogenous spermidine concentrations: 50 wM (O),
or 25 uM (0), or 15 uM (O ).
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Fig. 2. Immunolocalization of TvelF-5A in trichomonads grown in the presence or absence of putrescine. Column 1: phase contrast microscopy at 63 x magnification. Column
2: FITC channel. Column 3: merge of FITC and DAPI channels. Inmunofluorescence analysis of trichomonads that were untreated (N) (a-c), DAB-treated (D) (d-f), or DAB-
treated and transferred to medium containing 40 mM exogenous putrescine for 30 min (D-P) (g-i). Untreated parasites incubated with preimmune (PI) serum at a 1:5000
dilution were used as a negative control (PI) (j-1). Parasites were fixed, permeabilized, and incubated with the polyclonal mouse anti-TvelF-5A (a-i) or PI (j-1) serum at
a 1:5000 dilution followed by anti-mouse IgG conjugated with fluorescein isothiocyanate (Jackson) at a 1:90 dilution (a-1). Photographs were taken under laser confocal

microscopy (Leica, DMLS).

fixed, blocked, and permeabilized as previously described [22]. Tri-
chomonads were incubated with the anti-peptide TvelF-5A mouse
serum (anti-TvelF-5A) or preimmune (PI) serum as a negative
control (both at a 1:5000 dilution) for 12 h at 4°C [22]. Then para-
sites were incubated with fluorescein isothiocyanate-conjugated
anti-mouse immunoglobulins (Jackson Immuno Research) at a
1:90 dilution for 1 h at room temperature, washed, mounted with
Vectashield-DAPI mounting solution as a counterstain and to dif-
ferentiate nuclei (VectorLab, Burlingame, CA), and observed with a
laser confocal microscope (Leica, DMLS).

2.3. Western blot assays

Parasites (2 x 107) were grown in the absence or presence of
20mM DAB in TYM medium for 24 h, and DAB-treated parasites
were transferred to 40 mM exogenous putrescine incubated for
30min at 37°C. The control was parasites grown in TYM medium

for 24 h. The parasites were precipitated with 10% trichloroacetic
acid (TCA) to obtain total protein extracts [23]. Solubilized pro-
teins were boiled in sample buffer before loading the gel (SDS-PAGE
with 15% polyacrylamide) with an equivalent of 4 x 10* para-
sites per row. After electrophoresis, proteins were transferred
onto nitrocellulose membranes, blocked with 5% skim milk in
PBS-0.05% Tween 20 (PBS-Tween) for 18 h at 4-C, incubated with
the anti-TvelF-5A antibody (1:60,000 dilution) for 18h at 4°C,
washed five times with PBS-Tween, incubated with a peroxidase-
conjugated secondary antibody (1:3000 dilution) (Bio-Rad) for 2h
at25"C, and developed using an enhanced chemiluminescence ECL
Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare), accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Pl serum was used as a
negative control (1:60,000 dilutions). As a loading and internal
control, an anti-a tubulin monoclonal antibody («-TUB) was used
at a 1:100 dilution (Zymed Laboratories, South San Francisco,
CA).

Biochem Parasitol (2011), doi: 10.1016/j.molbiopara.2011.07.003
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2.4. RNA isolation, semi-quantitative RT-PCR and real-time
qRT-PCR analyses

Total RNA from 1x 107 parasites grown in the presence or
absence of 20mM DAB was extracted using TRIzol® (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA) as recommended by the man-
ufacturer. For semi-quantitative RT-PCR, total RNA (1 g) was
reverse-transcribed using the Superscript Il reverse transcriptase
kit (Invitrogen) and an oligo (dT'8) primer. Then 1 wg cDNA from
each condition was used to amplify a 504-bp fragment correspond-
ing to the tveif-5a complete ORF using the sense primer elF5A1-S
(5'-CCGGATCCATGTCTTCAGCTGAAGAAGA-3’) and the antisense
primer  elF5A1-AS  (5'-CCAAGCTTTTAGTTTGTGGACTTCTTGC-
3’) (10pmol each) [22]. As an internal control, a 112-bp
fragment of the T. vaginalis P-tubulin (B-tub) tran-
script  was amplified using the BTUB9 sense primer
(5'-CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT-3') and the BTUB2 anti-

~sense primer (5'-GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT-3') [30].
Quantitative RT-PCR was performed using an ABIPRISM 7300
Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA). Briefly,
RT-PCR amplification mixtures (25 pl) contained 1 g cDNA from
each condition, 10 pmol of each specific primer for tveif-5a (sense
primer TRStveif-5a 5-TTTGTTGACCGTTCCGATTATG-3' and anti-
sense primer TRAStveif-5a 5'-TTGCCCTCTGGTGGAAGATC-3') and
2x SYBR Green I PCR Master Mix (12.5 pl) buffer (Applied Biosys-
tems). The cycling conditions comprised 10 min of polymerase
activation at 95 °C and 25 cycles at 95 *C for 30, 55 "C for 30's and
72 °Cfor 30s.

Each assay (in triplicate) included a standard -curve of eight
1/10 serial dilution points of tveif-5a or S-tub cDNA (1 g of each
tested cDNA) and a no-template control. All PCR efficiencies were
over 95%. The results obtained by the Sequence Detection Software
‘(version 1.3; Applied Biosystems) were exported as tab-delimited
text and imported into Microsoft Excel for further analysis. To con-
firm the amplification specificity, PCR products were subjected to
a standard curve analysis. The level of tveif-5a mRNA was quanti-
fied by qRT-PCR analysis using S-tub mRNA as an internal control
with the Applied Biosystems analysis software (version 1.3). The
B-tubulin mRNA levels were used as loading and normalization con-
trols. Expression of f-tubulin mRNA is not affected by polyamines
[29].

‘ 2.5. Transcriptional blockage by actinomycin D

tveif-5a mRNA stability was monitored in DAB-treated and
untreated parasites using the transcriptional inhibitor actinomycin
"D (Sigma). Trichomonads were incubated with 10 wg/ml actino-
mycin D in dimethyl sulfoxide [31] at 37 °C. Parasites (2.0 x 107)
were taken at different time-points (0, 1, 2, 3, 6, 8, 12, and 24 h).
Total RNA from trichomonads was extracted by TRIzol®, followed
by semi-quantitative RT-PCR analysis to detect the presence and
stability of tveif-5a mRNA [22]. The tveif-5a and B-tub mRNA lev-
els were analyzed on ethidium bromide-stained agarose gels and
quantified by densitometric analysis with Quantity One software
(Bio-Rad). The pixels produced by the S-tub transcript in tri-
chomonads cultured without treatment (ty) were defined as 100%
for each condition to determine the stability time of tveif-5a. The
tveif-5a mRNA levels were normalized with respect to S-tub mRNA.
. The experimental tveif-5a mRNA half-life (the time at which 50% of
mRNA molecules remained intact) was determined by the quan-
tity of tveif-5a mRNA at different times. The theoretical half-life of
tveif-5a mRNA was obtained from the logarithmically transformed
best-fit line by linear regression analysis using the decay equation
t'2 =1n2/K, where K corresponds to the decay constant, using the
Sigmaplot program.
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Fig. 3. DAB treatment reduced the amount of the mature TvelF-5A protein. (A)
Western blot analysis of TCA-precipitated total trichomonad proteins of the fol-
lowing: lane 1, untreated parasites grown in normal medium (positive control) (N);
lane 2, DAB-treated parasites (D); lane 3, DAB-treated trichomonads transferred to
medium containing 40 mM exogenous putrescine (D-P); lane 4, DAB-treated tri-
chomonads transferred to normal medium without putrescine (control) (D-N); and
lane 5, trichomonads grown in normal medium transferred to medium with 40 mM
exogenous putrescine (N-P). All were probed with specific anti-TvelF-5A serum
[23] at a 1:60,000 dilution. (B) Control anti-a-tubulin (a-TUB) antibody at a 1:100
dilution used as an internal loading control. Arrowheads show the positions of the
precursor (19kDa) and mature (20 kDa) TvelF-5A and the «-TUB (55 kDa) protein
bands.

2.6. Influence of putrescine in the protein synthesis of TvelF-5A
and the mRNA level of tveif-5a after inhibition of putrescine
biosynthesis with DAB and cycloheximide

Protein synthesis inhibition in trichomonads cultured in normal
and DAB-treatment conditions was obtained by adding 10 p.g/ml of
cycloheximide (Sigma) into the culture medium at time 0 of growth
at 37°C [31] and monitored at different time-points (0, 1, 2, 4, 8,
12, and 24). Normal and DAB-treated parasites were transferred
to putrescine-, spermine-, or spermidine-containing medium and
incubated at 37 °C for extra time (15, 30, and 60 min). After that,
total protein extract was obtained from 2 x 107 parasites by 10%
TCA precipitation as previously described [26]. Solubilized proteins
were boiled in sample buffer [32] before loading the gels (SDS-PAGE
ina 15% polyacrylamide gel). After SDS-PAGE, gels were transferred
onto nitrocellulose membranes, and western blot assays were per-
formed to detect TvelF-5A using the anti-TvelF5A antibody [23].
The anti-f3 tubulin antibody was used as a loading control. Total
RNA was obtained at different time-points (0, 1, 2, 4, 8, 12, and
24h) from 2 x 107 parasites cultured in normal or DAB medium.
DAB-treated parasites were transferred to putrescine-, spermine-,
or spermidine-containing medium and incubated at 37 C for 15,
30, or 60 min. tveif-5a mRNA levels were measured by RT-PCR and
qRT-PCR. Three independent experiments were performed for each
time interval, and each measurement was executed in duplicate.

2.7. Statistical analysis

All data were expressed as the means + S.D. from three samples.
qRT-PCR experiments were repeated three times. The significance
of the difference between means was determined by ANOVA with
Prisma Firewall 1.53 software. The level of significance was also
determined by the Bonferroni multiple comparisons test.

3. Results

In order to test the presence of intra and extracellular
mycoplasms and ureaplasms, in the trichomonad isolate used in
this study because these organisms strongly influence polyamines
metabolism. We analyzed the presence of M. hominis and U. ure-
alyticum using specific culture method and PCR screening of these
organisms. The results indicated that both organisms were absent
in the parasite culture supernatants and in association with the
trichomonad cells (data no shown).

To establish the effects of DAB treatment on T. vaginalis, we ana-
lyzed the parasite’s growth with different concentrations of DAB
(data not shown). Parasites grown in normal culture had four dupli-
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Fig.4. Effect of inhibition of putrescine biosynthesis on TvelF-5A protein synthesis. (A) Inhibition of protein synthesis in trichomonads grown in the presence (N) or absence
of putrescine (D). Trichomonads were treated with 10 p.g of cycloheximide and monitored at different times (0, 1, 2, 4, 8, 12, and 24 h). (B) Parasites grown in the absence of
putrescine were transferred to 40 mM exogenous putrescine, spermine (15 and 25 M) or spermidine (15 and 25 jLM) at different times (15, 30 and 60 min). TvelF-5A and
a-tubulin were detected by western blot using anti-TvelF-5A (dilution 1:60 000) or anti a-tubulin (dilution 1:100) antibody. (C) RT-PCR analysis performed with total RNA
from trichomonads treated with 10 g of cycloheximide and monitored at different times (0, 1, 2, 4, 8, 12, and 24 h). Untreated parasites grown in normal medium (positive
control) (N); DAB-treated parasites (D). (D) DAB-treated parasites and transferred to 40 mM exogenous putrescine (D-P), spermine (15 and 25 M) (Spm) or spermidine (15
and 25 uM) (Spd) at different times (15, 30 and 60 min). (E) qRT-PCR using total RNA from parasites as described in parts C and D to determine the differences in the levels
of tveif-5a mRNA in trichomonads after cycloheximide treatment and inhibition of putrescine biosynthesis with DAB {bar D) and after adding 40 mM exogenous putrescine
to DAB-treated parasites (bar D-P). Untreated parasites were grown in normal medium (positive control) (bar N). The S-tubulin gene was selected as a reference, based on
its absence of variation in the presence or absence of putrescine, other polyamines, and cycloheximide.

cations; 20mM DAB-treated parasites had one and a half. After
24h of growth in DAB, trichomonads could be rescued by addition
of 40 mM exogenous putrescine to the culture medium, and they
exhibited three duplications (Fig. 1A). However, neither spermine
nor spermidine at 50, 25, or 15 .M rescued the growth of T. vagi-
nalis (Fig. 1B). For subsequent experiments, 20 mM DAB was chosen
because 100% of the organisms retained motility and 98-99% via-
bility, as previously reported [29].

performed indirect immunofluorescence assays. Fig. 2 shows that
the TvelF-5A protein was detected in the cytoplasm of permeabi-
lized parasites [panel N (a-c)], as previously reported [22]. The
fluorescence intensity in DAB-treated trichomonads was strongly
reduced [panel D (d-f)]. A partial recovery of the fluorescence inten-
sity was observed after adding 40 mM exogenous putrescine to
DAB-treated parasites [panel D-P (g-i}]; untreated parasites trans-
ferred to medium with 40 mM exogenous putrescine showed a
similar intensity as normal-medium parasites (data not shown).

3.1. Inhibition of putrescine biosynthesis reduces the expression
of the TvelF-5A protein in T. vaginalis

To identify potential changes in the normal subcellular distri-
bution of TvelF-5A by ‘inhibition of putrescine biosynthesis, we

Thus, the addition of putrescine partially restored fluorescence,
but no fluorescence recovery was observed in DAB-treated para-
sites transferred to normal medium without putrescine (data not
shown). Trichomonads incubated with PI serum as a negative con-
trol did not show fluorescence [panel PI (j-1)].

Q‘l 1), doi:10. 1016/j. molblopara.Zm 1.07. 003"

is mcle in press aS' Carvajal—Gamez BI et al Putrescme is requxred t'or the expressnon of eif- Sa m Tnchamonas vaginalis. Mol




3.2. DAB treatment decreases the level of mature TvelF-5A in T.
vaginalis

Western blot assays were carried out using total protein extracts
and anti-TvelF-5A or anti-« tubulin antibody (Fig. 3). Interestingly,
DAB-treated parasites did not show any mature TvelF-5A protein
(Fig. 3A, lane 2) compared to the control, normal-grown parasites
(Fig. 3A, lane 1). The addition of 40 mM exogenous putrescine after
30 min restored the mature TvelF-5A protein (Fig. 3A, lane 3). These
results show that the presence of 40 mM exogenous putrescine is
necessary for formation of mature TvelF-5A.

3.3. Putrescine is necessa'ry for TvelF-5A maturation

To examine TvelF-5A stability, we analyzed total TvelF-5A pro-
tein (precursor and mature) in trichomonads grown in the presence
or absence of putrescine and treated with cycloheximide by west-
‘ernblotassay (Fig.4A and B). In normal culture conditions, TvelF-5A
protein (precursor and mature) was present up to 4 h (Fig. 4A, lane
7); after that, only the precursor protein was observed (Fig. 4A, lanes
9, 11, 13). In contrast, in DAB-treated parasites the mature pro-
tein was absent at the 4 h time-point, while the precursor protein
remained until 24 h after cycloheximide treatment (Fig. 4A, lanes
8,10, 12, and 14). Parasites grown in DAB medium and transferred
to medium containing putrescine at 15, 30, and 60 min showed
the precursor and mature TvelF-5A proteins (Fig. 4B, lanes 1, 6
and 11); however, DAB-treated parasites transferred to medium
with spermine or spermidine never showed recovery of the mature

- form (Fig. 4B, lanes 2-5, 7-10, 12-15). The results suggest that
putrescine but not spermine or spermidine is necessary for mat-
uration of TvelF-5A after DAB treatment. Then we compared the
effects of cycloheximide on tveif-5a mRNA in parasites grown in

_the presence or absence of putrescine using RT-PCR and qRT-PCR.
The results show that the tveif-5a mRNA level in parasites grown in
normal culture medium and treated with cycloheximide progres-
sively diminished from 2 to 8 h after treatment (Fig. 4C, lanes 3-5);
in contrast, in DAB-treated parasites treated with cycloheximide,
tveif-5a mRNA decreased after 2 h (Fig. 4C, lane 3). This effect was
reversed in 24 h DAB-treated parasites by the addition of 40 mM
exogenous putrescine at 15, 30 and 60 min (Fig. 4D, lanes 2 and
3). Spermine or spermidine did not completely recover the tveif-5a
mRNA level (Fig. 4D, lanes 4-9). The qRT-PCR analysis showed that
inhibition of putrescine biosynthesis decreased the tveif-5a mRNA
level at 8 h by ~70% (p <0.05) (Fig. 4E, bar D), and the expression
of tveif-5a mRNA was progressively recovered by ~78, 83 and 90%

" by 40 mM exogenous putrescine (p<0.05) at 15, 30 and 60 min,
respectively (Fig. 4E, bars D-P).

3.4. Putrescine regulates the expression of the tveif-5a genes

The effect of inhibition of putrescine biosynthesis on tveif-5a
mRNA level was determined by both RT-PCR and qRT-PCR. Inhibi-
tion of putrescine biosynthesis decreased the level of tveif-5a mRNA
recovered after addition of 40 mM exogenous putrescine in a RT-
PCR assay (Fig. 5A, lanes 2 and 3) compared with the untreated
control parasites (Fig. 5A, lane 1). In DAB-treated parasites trans-
ferred to normal medium without putrescine, no recovery of mRNA
expression was observed (Fig. 5A, lane 4). To determine whether
tveif-5a mRNAs from the two coding genes were affected by inhi-

" bition of putrescine biosynthesis, the RT-PCR product was digested
with Hindlll and analyzed by agarose gel electrophoresis. Both
genes were down-regulated in the inhibition of putrescine biosyn-
thesis condition (data not shown). The qRT-PCR analysis showed
that inhibition of putrescine biosynthesis by DAB reduced tveif-5a
expression by 90+ 0.98% (p<0.0005) at the mRNA level (Fig. 5C,
bar D). The addition of 40mM exogenous putrescine increased
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Fig. 5. tveif-5a expression after inhibition or restoration of cellular putrescine. (A
and B) Semi-quantitative RT-FCR analysis performed with total RNA from lane 1,
untreated parasites grown in normal medium (positive control) (N); lane 2, DAB-
treated parasites (D); lane 3, DAB-treated frichomonads transferred to medium
containing 40mM exogenous putrescine (D-P); lane 4, DAB-treated trichomon-
ads transferred to normal medium without putrescine (control) (D-N); and lane
5, trichomonads grown in normal medium and transferred to medium with 40 mM
exogenous putrescine (N-P). f-Tubulin (B-tub) was used as a quantity control. (C)
qRT-PCR to quantify the differerces in the levels of tveif-5a mRNA in trichomon-
ads after inhibition of putrescine biosynthesis with DAB (bar D) and after adding
40 mM exogenous putrescine to DAB-treated parasites (bar D-P) using total RNA
from parasites as described in parts A and B.

tveif-5a mRNA to ~250 + 2% (p <0.0005) (Fig. 5C, bar D-P), whereas
the control parasites transferred to 40 mM exogenous putrescine
showed an expression of tveif-5a mRNA of 90+ 1% (p<0.0005)
(Fig. 5C, bar N-P) of the untreated control (Fig. 5C, bar N). Inhi-
bition of putrescine bicsynthesis did not alter the expression of
B-tubulin, which was used as a loading control (Fig. 5B). These data
show that inhibition of putrescine biosynthesis reduces tveif-5a
mRNA, which is consistent with the reduction of the TvelF-5A pro-
tein (Fig. 3A), suggesting that putrescine is necessary for tveif-5a
expression.

3.5. Inhibition of putrescine biosynthesis affects tveif-5a mRNA
stability

To test whether the decrease in tveif-5a mRNA level by inhibi-
tion of putrescine biosynthesis was influenced by changes in mRNA
turnover, the tveif-5a mRNA half-life was measured in the presence
or absence of putrescine after transcription blockage with actino-
mycin D. Fig. 6 shows that tveif-5a mRNA stability progressively
diminished from 3 to 8 h after the transcriptional blockage (Fig. 6A,
panel N). The tveif-5a mRNA half-life was estimated to be ~5h
in parasites grown in normal culture medium (Fig. 6B, normal).
The transcript was nearly gone after 3 h in DAB-treated parasites
(Fig. 6A, panel D), and the half-life of tveif-5a mRNA under DAB
treatment was calculated to be ~2.5h (Fig. 6B, 20 mM DAB). The
DAB-treated parasites transferred to normal medium were used as
a control (Fig. 6A, panel D-N). Interestingly, tveif-5a mRNA stability
was restored by 40 mM exogenous putrescine, as the tveif-5a tran-
script was detected after actinomycin D blockage (Fig. 6A, panel
D-P) and the tveif-5a mRNA half-life was to ~4.5 h (Fig. 6B, 40 mM
D-P). No changes were observed in normal control parasites after
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Fig. 6. Effect of inhibition of putrescine biosynthesis on tveif-5a mRNA stability. (A) Levels of tveif-5a mRNA by semi-quantitative RT-PCR analysis using total RNA from the
same parasites grown in the presence or absence of putrescine and treated with actinomycin D and harvested after 0, 1, 2, 3, 6, 8, 12 and 24 h of treatment for analysis. PCR
products were separated by 1.5% agarose gel electrophoresis and stained with ethidium bromide. Panel N, trichomonads grown in normal medium under basal conditions;
panel D, DAB-treated trichomonads; panel D-P, DAB-treated trichomonads transferred to medium containing exogenous putrescine; panel D-N, DAB-treated trichomonads
transferred to normal medium; panel N-P, trichomonads grown in normal medium and transferred to medium with 40 mM exogenous putrescine. The internal control was
the 112-bp B-tubulin (S-tub) amplicon. (B) The half-life of tveif-5a, assessed by transcription blockage using actinomycin D. Trichomonads grown in normal medium (4).
DAB-treated trichomonads (M). DAB-treated trichomonads transferred to medium with 40 mM exogenous putrescine (®). DAB-treated trichomonads transferred to normal
medium (a). Trichomonads grown in normal medium and transferred to medium with 40 mM exogenous putrescine (M). (C) qRT-PCR to quantify the differences in the
‘levels of tveif-5a mRNA in actinomycin D-treated trichomonads that were treated with DAB (bar D), parasites treated with DAB and 40 mM exogenous putrescine (bar D-P),
trichomonads grown in normal medium under basal conditions (bar N), DAB-treated trichomonads transferred to normal medium without putrescine (control) (bar D-N),
and trichomonads grown in normal medium and transferred to medium with 40 mM exogenous putrescine (bar N-P), using total RNA from parasites as described in part
A. Total cellular RNA was isolated, and the levels of remaining tveif-5a and S-tub mRNA were measured by qRT-PCR. Values are the means + SE from duplicate samples.

*p<0.00014 compared with trichomonads grown in the presence or absence of putrescine.

40 mM exogenous putrescine (Fig. 6A, panel N-P and Fig. 6B N-
P). T. vaginalis 3-tub mRNA, used as an internal control, had a
half-life longer than 24 h, and its expression was not affected in
the different culture conditions tested (Fig. 6A). The no-template
control reaction (RT-) was also used as a negative control (data
not shown). These results were confirmed by qRT-PCR. This anal-
ysis showed that inhibition of putrescine biosynthesis by 20 mM
DAB in actinomycin D-treated parasites inhibited tveif-5a expres-
sion by ~97 4+ 0.88% (p <0.05) at the mRNA level after 6 h (Fig. 6C,
bar D). This effect was reversed by 40 mM exogenous putrescine,
which increased the expression of tveif-5a mRNA to ~80 + 0.092%
(p<0.05) after 3h (Fig. 6C, bar D-P). Inhibition of putrescine
biosynthesis did not alter the expression of f-tubulin, which was
used as a loading control. These data show that the amount of
tveif-5a mRNA is reduced in a time-dependent manner in acti-
nomycin D/DAB-treated trichomonads, suggesting that putrescine

_ could regulate tveif-5a expression by modulating the stability of its
transcript.

4. Discussion

In this study, we investigated the effect of inhibition of
putrescine biosynthesis on the expression of the tveif-5a genes,
which showed 99% of identity and encoding 168 aa highly con-
served protein with 98% identity previously reported by us [22].
We showed that the inhibition of ODC (the enzyme involved
in putrescine biosynthesis) by DAB (a competitive inhibitor of
ODC) and the inhibition of putrescine biosynthesis, which is
then unavailable to cotransport exogenous spermine into the cell,
resulted in reductions of tveif-5a mRNA stability and the amount
of mature TvelF-5A protein. tveif-5a mRNA and protein expression
were restored to higher than basal levels by 40 mM exogenous
putrescine, likely due to the capacity of putrescine to reverse the
inhibitory effect of DAB by competing to transport spermine into
the cell and the restoring of the putrescine: spermine antiporter.
Although the concentration of putrescine (40mM) used in this
study is 20 times more than the concentration found during the tri-
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.chomoniasis infection, this concentration was necessary to reverse

the effects of DAB (20 mM) that decreased the amount of intra-
cellular putrescine by ~90% and arrested parasite growth [9,10].
However, neither spermine nor spermidine at similar concentra-
tions was able to reverse this effect. These findings strongly suggest
that putrescine is required for the expression of tveif-5a in T. vagi-
nalis.

Our data are consistent with the effects of polyamines on the
regulation of the expression of several genes. Polyamines can pos-
itively or negatively regulate the expression of genes such as c-fos,
c-jun, p53, p21, and c-myc [33-37], whereas polyamine inhibition

" decreases mRNA levels by repressing gene transcription [37]. Cel-
lular polyamines are also implicated in the regulation of toll-like
receptor 2 (TLR2) expressions. In polyamine inhibition, TLR2 mRNA
and protein levels significantly decrease in cells treated with the

- inhibitor of polyamine biosynthesis bL-a-difluoromethylornithine
(DFMO). Moreover, 40 mM exogenous putrescine restores TLR2
mRNA and protein levels [38], as occurs with TvelF-5A in T.
vaginalis. Polyamine inhibition with DMFO in mouse mammary
carcinoma FM3A cells decreases the level of elF-5A protein [39],
as occurs with likely due to TvelF-5A in T. vaginalis. Additionally,
the inhibition of S-adenosylmethionine decarboxylase of Plasmod-
ium falciparum results in decreased parasitemia, possibly due to
suppression of the mature elF-5A [40,41].

The mechanism involved in gene regulation by polyamines
is still unknown. Polyamine inhibition by DFMO down-regulates
cox-2 mRNA due to destabilization of its 3’-UTR by a mature
elF-5A-mediated post-transcriptional mechanism in a human

" colon adenocarcinome cell line [42]. The most important role of
polyamines in translation regulation may be due to the fact that
the majority of polyamines bind to RNA [39] and that spermidine
is required for activation of elF-5A [42].

Our results show that inhibition of putrescine biosynthesis
using 20 mM DAB decreased the stability of the tveif-5a mRNA and
reduced the amount of the mature TvelF-5A protein, which were
restored by the addition of 40 mM exogenous putrescine.

elF-5A is called a polyamine-dependent protein because
polyamines are required for its unique hypusination modification
[18,43] and for regulating tveif-5a mRNA level. In cycloheximide-
treated parasites, 40 mM exogenous putrescine was necessary to
establish the antiporter system and obtain the TvelF-5A hypusina-

. tion. In P. falciparum, low levels of polyamines decrease the mature
elF-5A protein [41]. Studies in FM3A cells cultured with fetal bovine
serum and treated with 2 pg/ml cycloheximide did not show
changes in the quantity of the elF-5A protein. In contrast, cyclo-
heximide’s inhibition of TvelF-5A protein synthesis showed that
the mature and precursor TvelF-5A in trichomonads are present
at different times. However, in inhibition of putrescine biosynthe-
sis, mature TvelF-5A decreased and was only restored by 40 mM
exogenous putrescine [39].

In protozoan parasites, there is a high demand for polyamines in
pathogenesis [44]. Therefore, inhibition of polyamine biosynthesis
with inhibitors of ODC has been proposed as a chemotherapeu-
tic target [14,16,17,41,44]. In trichomonads, polyamines regulate
some of the molecules involved in T. vaginalis pathogenicity. The
level of cytoadherence in DAB-treated trichomonads increases up

. to 20-fold, with no differences in the amount of adhesins between
normal and DAB-treated organisms [9]. In contrast, the level of
trichomonal cytotoxicity decreased due to reductions in tvep65
mRNA and the quantity and proteolytic activity of TvCP65, a cys-
teine proteinase involved in T. vaginalis cytotoxicity [23]. The effect
of inhibition of putrescine biosynthesis on TvelF-5A is consistent
with that observed for TvCP65 [29]. Thus, our work shows that
putrescine regulates tveif-5a gene expression and TvelF-5A synthe-
sis, possibly due to anautoregulatory mechanism in which TvelF-5A
modulates the stability of its own transcript. However, the reg-
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ulatory mechanism implicated is still unknown, and work is in
progress to elucidate it.
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