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Resumen

Trichomonas vaginalis es un paréasito protozoario causante de la tricomonosis. Este
parésito se encuentra bajo la presion de diferentes factores microambientales
presentes en el tracto urogenital femenino y masculino. 7. vaginalis cuenta con un
repertorio de 123 genes que codifican para diferentes metaloproteasas (MP). Hasta
el momento se han descrito experimentalmente 5 MP. El objetivo de este trabajo fue
identificar y caracterizar el metaloproteoma de este parasito en dos aislados;
masculino (HGMNO1) y femenino (CNCD147). Metodologia: Se realizé un andlisis in
silico que nos ayudd a obtener las caracteristicas de las 123 metaloproteasas
reportadas en el genoma. Para identificar el niUmero de proteasas activas en T.
vaginalis se realizaron ensayos de actividad en 1- y 2D mediante geles de sustrato,
asi también para saber cuales de estas podian ser inmunoreconocidas con el suero
de un paciente con tricomonosis se realizaron ensayos de western blot en 2D
(WB-2D). Por ultimo se realizd un ensayo comparativo entre los resultados del
analisis in silico y los experimentales. Resultados: El andlisis in silico permiti¢
obtener un mapa protedmico con los pesos moleculares y puntos isoelectricos de
las 123 MP. Los ensayos de actividad en 1D demostraron que sélo una proteasa de
247 kDa era diferenciaimente activa entre los dos aislados, y que sélo una proteasa
de 53 kDa compartida fue inhibida por EDTA. El ensayo de actividad en 2D mostrd
que dos spofs de actividad fueron compartidos en ambos aislados, mientras que
para el aislado HGMNO1 tuvo seis spot de actividad propios vy el aislado CNCD147
solo 1. Ademas con el ensayo de WB-2D mostré que ninguna MP fue
inmunoreconocida por el suero. Sin embargo, el andlisis comparativo permitié sugerir
que las proteasas que se obtuvieron en 2D pertenecian a las familias M49, M8, M16
M20 y M67 agrupadas en los clanes M-, MA, ME, MH y MP respectivamente de
acuerdo a sus puntos isoelectricos y pesos moleculares, las cuales forman parte de
membrana y citoplasma. El andlisis de EST's demostré que la expresion de algunas
de estas proteasas ya ha sido observada en otras condiciones. Conclusiones: Se
concluyo que la actividad de metaloproteasas se encuentra modulada de acuerdo al

microambiente en el que se encuentre, asi como del aislado que se este trabajando
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1. Introduccién
1.1 Trichomonas vaginalis (T. vaginalis).

Trichomonas vaginalis es el agente causante de la tricomonosis humana, infeccion
que ocupa el lugar niumero uno dentro de las enfermedades de transmisién sexual
(ETS) (OMS, 1995). La clasificacion taxondmica de este parasito es la siguiente;
reino: Protista; filo: Metamonada; clase: Parabasalia; orden: Trichomonadida; género:
Trichomonas; especie: Trichomonas vaginalis. Este parasito tiene una forma de pera
en cultivo (Figura 1A), sin embargo, en contacto con células del epitelio vaginal (VEC
's) adopta una forma ameboide (Figura 1B) (Harp y Chowdhury 2011), y en células
prostaticas tiene apariencia similar a la de cultivo (Figura 1C) (Vazquez-Carrillo y
cols. 2011). Este tiene una longitud 10 ym y un ancho de 7 um (Petrin y cols. 1998).
Tricomonas se encuentra de manera extracelular con respecto al epitelio del tracto
genitourinario con un estilo de vida anaerdbico, y para que la infeccion ocurra, éste
tiene que superar la barrera mucosa (Lehker y Sweeney 1999), y asi colonizar el

epitelio vaginal.

El parasito contiene cinco flagelos en total, cuatro se encuentran en la porcion
anterior, y el quinto flagelo esta adosado a la membrana ondulante del parasito.
Estos en conjunto dan al parasito una motilidad temblorosa caracteristica. También
contiene un axostilo que puede cumplir tres funciones: (1) es una entidad de apoyo;
(2) participa en la division celular, proveyendo constriccidon de el nicleo durante la
cariocinesis (Benchimol 2004); y (3) participa en el anclaje de T. vaginalis a las células

VEC's (Petrin y cols. 1998).
1.2. Reproduccioén y ciclo de vida.

El ciclo de vida de tricomonas sucede en un unico hospedero (humano), por lo que
la transmision generalmente ocurre de hombre a mujer. Este parasito se reproduce
por fisidon binaria (Schwebke y Burgess 2004). En 2008 se reporté evidencia de
genes conservados que participan en meiosis, lo que sugiere una posible

reproduccion sexual de éste patdégeno (Malik y cols. 2008).

18






Aunado a lo anterior se reportan trabajos en donde existe la contaminacion y
transmision del parasito por fomites (Crucitti y cols. 2011), asi como de una
transmision de la madre al feto, la cual trae consecuencias respiratorias al neonato

(Carter y Whithaus 2008).

En condiciones de cultivo se ha observado que este parasito se divide en un

promedio de 5.6 horas (Gelbart y cols. 1990) (Figura 2).
1.3. Epidemiologia de Trichomonas vaginalis.

De acuerdo con los datos publicados por la OMS, anualmente se reportan cerca de
120-180 millones de nuevos casos en todo el mundo (OMS, 2001). En México hasta
la semana 36 del 2013 se reportaron 68,609 casos en todo el pais, de los cuales
66,726 son mujeres y 1,883 son hombres. Sin embargo, en la semana 36 del ano
2012 se reportaron 76,875 casos, la variacion que existe se puede deber a que en
nuestro pais no existe como tal un programa epidemiolégico bien establecido para la
captura de todos los pacientes que presenten esta enfermedad. Es importante
recordar que los varones son portadores asintomaticos, por o que, pasan
desapercibidos en esta recopilacion epidemioldgica. Los estados con mayor
incidencia son México, Puebla y Veracruz que en conjunto reinen un total de 23,204

casos representando cerca del 30% del total (SUIVE, 2013) (Grafica 1).

Otros paises como los Estados Unidos de Norteamérica tienen un correcto
programa epidemioldgico para enfermedades de transmision sexual, realizado por el
Centro de Control y Prevencion de Enfermedades en ingles Center for Disease
Control and Prevention (CDC), en febrero del 2013, éste centro publicd un boletin, en
el cual estiman que cada afio aparecen cerca de 20 millones de nuevos casos de
ETS, en donde la tricomonosis ocupa un 13% infectando mayormente a mujeres y

hombres de mas de 25 anos.

Se sabe que este tipo de enfermedades tiene repercusiones en el ambito econémico
con un estimado de $16 mil millones de dolares en costos médicos directos (CDC,
2013).
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En México no existe como tal un reporte completo como éste, por lo que se sugiere

el pronto desarrollo de un programa epidemiolégico correcto para la enfermedad.
1.4. Signos y sintomas.

La infeccion por tricomonas se da a nivel del epitelio escamoso en el tracto genital.
El periodo de incubacién es de 4 a 28 dias en el 50% de individuos infectados. De
acuerdo con la severidad de la infeccién, la tricomonosis puede ser clasificada en

aguda, cronica o asintomatica (Petrin y cols. 1998).

Los signos y sintomas de la tricomonosis en la mujer son: flujo vaginal, irritacion,
prurito. Donde los signos de la infeccion incluyen secrecion vaginal (42%), mal olor
(50%) y edema o eritema (22 a 37%). La descarga vaginal es clasicamente descrita
como espumosa (Figura 3A), pero la realidad es que solo 10% de los pacientes
presentan esta caracteristica. El color de la secrecion puede variar, por lo general, es

amarillo-verdosa.

El signo tipico de la tricomonosis es el cervix de fresa (colpitis macularis) que lo
presenta el 2% de las pacientes (Figura 3B), sin embargo, esta es detectada
solamente con especificidad por colposcopia y en raros casos durante un examen

de rutina 0 papanicolau.

Otras caracteristicas que se incluyen son elevado pH, disuria y dolor en el abdomen.

La uretra suele también ser infectada en la mayoria de las mujeres.

La gravedad de los sintomas puede estar determinada por la misma respuesta
inmune del huesped. Los factores que influyen en la respuesta inflamatoria del
huésped no se entienden bien aun, pero pueden incluir los niveles hormonales, la
flora vaginal coexistente, la cepa del microorganismo y relativa concentracion de los

organismos presente en la vagina.

El varén participa como portador asintomatico en la infeccion. Sin embargo, cuando
hay sintomas de por medio, como por ejemplo la uretriris, las descargas suelen ser

menos profusa y purulenta que la observada en una infeccién gonococcal, asi
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también puede haber presencia de disuria. Se ha observado que T. vaginalis es la
causa del 11% de todos los casos de uretritis no gonccoccal en hombres (Krieger
1995). Ademas se demostrd la presencia de éste parasito dentro de la glandula

prostatica (Gardner y cols. 1986).

Este parasito tiene una manera de infectar diferencialmente a sus huéspedes. De tal
manera que podemos pensar que algo en el microambiente del aparato
genitourinario de ambos huéspedes esta modulando dicha infeccion. Por lo que mas
adelante se describiran algunos de los factores microambientales que han sido

estudiados experimentalmente.
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1.5. Factores microambientales y su participacion en la patogenicidad de T.

vaginalis.
1.5.1. Hierro.

1.5.1.1. El hierro modula proteinas con funcién dual (adhesiéon y

metabolismo) en el parasito T. vaginalis.

El hierro es un micronutriente esencial para una variedad de procesos biologicos,
incluyendo el transporte de oxigeno, sintesis de DNA y transporte de electrones
(Sehgal y cols. 2012). En T. vaginalis se ha encontrado que éste cation es capaz de
modificar la expresién de proteinas relacionadas con el hidrogenosoma (Beltran y
cols. 2013).

Este organelo participa en el metabolismo de carbohidratos, donde después de
ciertas reacciones enzimaticas que sufre la glucosa, se obtienen como productos
finales; glicerol, lactato y etanol (en el citosol), asi como, ATP, Hz, CO2, y acetato
(producidos en el hidrogenosoma) (Muller y cols. 2012). Civersos farmacos han sido
desarrollados contra la tricomonosis utilizando a este organelo como blanco
terapéutico, tal es el caso del metronidazol, este entra por difusion pasiva y es
activado en el hidrogenosoma, aqui el grupo nitro del metronidazol es reducido
anaerobicamente por la piruvato-ferredoxin oxidoreduciasa (PFO), liberando asi
radicales nitro téxicos que rompen la doble cadena de DNA. (Petrin y cols. 1998). La
enzima PFO tiene una actividad dual, ademas de participar en el metabolismo
también se localiza en la membrana y ha sido identificada como una adhesina
(AP120). Ademas en el hidrogenosoma también se localizan otras cuatro proteinas:
APB5, AP51, AP33 y AP23 (enzima madlica, las subunidades a y 3 de la succinil-CoA
sintetasa respectivamente). Aunque no existe evidencia experimental, se sugiere que
la AP23 se trata de otra enzima metabdlica, como la triosafosfato isomerasa
(Figueroa-Angulo y cols. 2012). Todas estas enzimas han mostrado ser reguladas

por Fe2*, presente en el microambiente femenino (Tabla 1).
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La expresion de éstas se ha demostrado experimentalmente en altas
concentraciones de hierro (250 uM), las cuales son necesarias para su optimo
metabolismo 'y multiplicacion en cultivo. (Lehker y cols. 1991, Figueroa-Angulo vy
cols. 2012). Existen otras proteinas que se muestran en la tabla 1, las cuales
también participan en la adhesion del parasito y que son positivamente reguladas en

presencia de hierro.

1.5.1.2. El hierro confiere resistencia al complemento en el parasito T.

vaginalis.

Ha sido observado que T. vaginalis es rapidamente lisado por la activacion alternativa
del sistema del complemento, sin embargo los parasitos han logrado evadir esta via
de defensa empleada por el huésped. La resistencia al complemento ha mostrado
ser dependiente de la concentracion de hierro presente en el microambiente. El
pretratamiento de parasitos con altas concentraciones de hierro los cuales han sido
resistentes a la lisis por el factor C3 del complemento, y a los cuales posteriormente
se les adicion¢ inhibidores para cistein proteasas (CP's), rapidamente mostraron ser
degradados por dicha activacion. En este proceso ha sido sugerido que el hierro
esta involucrado modulando positivamente a las proteasas que juegan un papel

importante en la resistencia al complemento (Alderete y cols. 1995).
1.5.1.3. El hierro regula de manera negativa la expresion de CP’s.

Trichomonas vaginalis al encontrarse en un ambiente rico en hierro es capaz de
sobreeexpresar adhesinas, las cuales estan involucradas en la adhesion del parasito
hacia sus células blanco, asi también el hierro le confiere resistencia al complemento
mediante la sobreexpresién de CP’s. Alvarez Sanchez y colaboradores demostraron
que el hierro es capaz de reducir la actividad proteolitica, expresion y transcripcion
de CP65, afectando negativamente la citotoxicidad in vitro (Alvarez-Sanchez y cols.
2007). Del mismo modo ocurre con otros genes y CP’s que participan en
citotoxicidad, como lo es CP39 (Hernandez-Gutierrez y cols. 2003), los cuales se ha

demostrado que se hallan subexpresados por este micronutriente (Tabla 1).
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Es asi que el hierro juega un papel importante en la interaccion huésped-parasito,
promoviendo la citoadherencia y resistencia al complemento, pero reduciendo la

citotoxicidad frente a las células del huésped.
1.5.1.4. El hierro modula mecanismos de regulaciéon génica en T. vaginalis.

La regulacion transcripcional bajo condiciones donde en el medio existe hierro es
mediada por un elemento promotor encontrado en el extremo 5 de la regién no
traducida (UTR) del gen ap65, el cual es regulado positivamente por hierro (Tsai y
cols. 2002), asi como dominios de unién a proteinas MYB (Ong y cols. 2006). La
regulacion posttranscripcional es mediada por un sistema IRE/IRP-like. Este
involucra elementos de respuesta de tallo-burbuja {stem-loop iron regulatory
elements: IRE) encontrados en los extremos 5" o 3-UTR del RNAm blanco, y las
proteinas reguladoras de hierro (IRP-1/IRP-2-like proteins) que especificamente se
unen a las estructuras de tallo-burbuja en bajas concentraciones de hierro (Torres-
Romero y Arroyo 2009). Dependiendo de la localizacion del IRE, estas interacciones
pueden bloguear la sintesis de proteinas o estabilizar el RNAmM. Ejemplos de este
mecanismo de control son observados en la regulacion positiva del RNAm de tvcp4,
el cual tiene un elemento IRE en su 5-UTR; y el RNAmM de tvcp12 el cual es regulado

negativamente y muestra una estructura IRE en su 3-UTR.
1.5.2. Poliaminas.

Las poliaminas alifaticas 0 como comunmente se les conoce “poliaminas” (PA) son
una familia de moléculas policatidnicas derivadas de la descarboxilacion del
aminoéacido orinitina que comprende tres moléculas: putrescina, espermidina y
espermina. Estas se encuentran involucradas en varios procesos celulares, como
por ejemplo: estabilizacion de DNA, expresion génica y proliferacion celular. (Ramani

y cols. 2013).

En secreciones vaginales de mujeres sanas, los niveles de putrescina y diaminas son
indetectables. Sin embargo, durante la tricomonosis los fluidos vaginales muestran

altas concentraciones de putrescina (>2 mM), sugiriendo que tricomonas produce
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prutrescina durante la infeccion la cual es sintetizada a partir de espermidina que se

encuentra en el huésped. (Yarlett y cols. 2000).

Trichomonas vaginalis carece de la capacidad de sintetizar poliaminas de novo, por
lo que este adquiere espermidina de los eritrocitos y VEC's. La biosintesis de
poliaminas en este parasito comienza con la sintesis de ornitina por la arginina
hidrolasa y la putrescina se sintetiza por la ornitina descarboxilasa (ODC). De tal
modo que estas aminas policationicas se encuentran participando en la regulacién

de las propiedades de virulencia del parasito.

1.5.2.1. El metabolismo de poliaminas esta involucrado en la adhesion y

citotoxicidad de T. vaginalis.

La citoadherencia es un proceso critico para la sobrevivencia de T. vaginalis debido a
que tiene que entrar en contacto con las células del epitelio vaginal para poder

establecerse y posteriormente mantener la infeccion.

La inhibicion de la sintesis de poliaminas, mostré que T. vaginalis incrementaba su
adhesion hacia las VEC's, pero en cambio reducia su capacidad de citotoxicidad.
Estos experimentos pueden explicar lo que sucede in vivo al inhibir la sintesis de
putrescina, se produce la disminucion en la expresion de las cisteinproteasas CP65 y
CP39 las cuales le confiere propiedad de citotoxicidad al paréasito (Alvarez-Sanchez y
cols. 2008).

Es asi que este tipo de moléculas presentes en el microambiente femenino son

indispensables para la viabilidad del parasito y su biologia.
1.5.3. Zinc (Zn?*).

El Zn?* es el segundo micronutriente més abundante en el cuerpo humano después
del hierro. Este ayuda a catabolizar reacciones que tienen que ver con el
plegamiento de proteinas, asi como a regular la expresién genética. Principalmente
es utilizado como un cofactor para muchas proteinas, entre ellas las proteasas.

(Saper y Rash 2009).
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La deficiencia de este micronutriente trae como consecuencias: hipogonadismo, mal
funcionamiento del sistema cognitivo e inmune (Prasad 2009). El Zn?* se encuentra
el microambiente masculino en concentraciones que van de los 4.5 a los 7 mM, lo
que le permite participar como una de las primeras barreras de defensa contra
patdgenos (Krieger y Rein 1982). Este tiene un amplio espectro antimicrobiano que
incluye bacterias, hongos y virus (Krieger y Rein 1982). Sin embargo, se ha
encontrado que la baja concentracion de Zn?* (~0.8 mM) que existe en pacientes
con prostatitis bacteriana crénica no es tricomonicida (Fair y cols. 1976). Un estudio
en el que utilizaron diferentes concentraciones de Zn?*, llevd a revelar la minima
concentracion tricomonicida, la cual fue de 3.2 mM de Zn?*, por lo que los parasitos

podian crecer sin problema en 1.6 mM de Zn?*. (Krieger y Rein 1982).

1.5.3.1. La division celular de T. vaginalis se ve afectada por concentraciones

subletales de Zn?*.

Vazquez Carrillo y colaboradores utilizando la concentracion minima tricomonicida de
Zn?* (1.6 mM), evaluaron el desarrollo del parasito mediante curvas de crecimiento,
encontrando que aquellos parasitos crecidos en presencia de este catiéon en dicha
concentracion soélo se dividian una vez en 24 h. En cambio aquellos crecidos libres

de Zn?*, su divisién era de cuatro veces en 24h (Vazquez-Carrillo y cols. 2011).
1.5.3.2. El Zn?* modula el proteoma de T. vaginalis.

En 2009 Huang K., y colaboradores analizaron el proteoma de T. vaginalis por
protedmica en doble dimensién (2D), donde obtuvieron 247 spots en el estadio de
trofozoito. Por otro lado, Vazquez-Carrillo y colaboradores en 2011, actualizaron los
perfiles protedmicos en 2D, en presencia y ausencia de 1.6 mM de Zn?*.
Observando que en ausencia del catién el proteoma cbtenido incluia 170 spots en
comparacion de los 150 spots obtenidos en presencia de Zn?*. Estos spots iban en
un rango de pH de 4 a 7 y de peso molecular de 20 a 250 kDa. Sin embargo,
también hubo algunos spots que se sobreexpresaban en la condicion estudiada.

Entre ellos se encontré una metaloproteasa (MP) del tipo aminopeptidasa P-like, con
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un peso molecular de 50 kDa y con numero de acceso en la base de datos
MASCOT (gi|123445672).

Por lo que sugiri6 que el Zn?* puede modular la expresion de genes de manera

positiva y/0 negativa en éste parasito.
1.5.3.3. El Zn?* disminuye la actividad de cisteinproteasas.

La actividad de cisteinproteasas, se ha analizado mediante ensayos de ligando
proteasas con una linea celular de préstata (DU-145) en geles de actividad
(zimogramas). Cinco CP’s (TvCP70, TvCP65, TvCP39, TvCP25 y TvCP20)
interaccionaron con las células DU-145, sin embargo, la actividad proteolitica de

éstas disminuy6 en presencia de 1.6 mM de Zn?* (Vazquez-Carrillo y cols. 2011).

TvCP65 y TvCP39 son dos cisteinproteasas involucradas en la citotoxicidad, y dado
que su expresion se ve disminuida bajo la condicién de Zn?*, esto podria apoyar la
hipdtesis de la asintomatologia en los varones al momento de ser infectados con T.

vaginalis.
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1.6. Proteasas.

Como se describio en la seccién anterior, uno de los factores de virulencia
importantes en T. vaginalis son las proteasas. Se defne “proteasa” como aquella
enzima capaz de degradar proteinas por la escision hidrolitica de enlaces peptidicos.
De acuerdo al mecanismo catalitico, pueden pertenecer a una de las cinco clases
que existen (aspartico, cistein, metalo, serin o treonin). Ademés estas podran realizar
cortes proteoliticos de manera endopeptidasa o exopeptidasa (amino- 6
carboxipeptidasa) en la secuencia aminoacidica de las proteinas. Las proteasas son
importantes actores para lograr el perfecto control celular de procesos bioldgicos en
todos los organismos vivos, a través de la hidrdlisis altamente especifica de enlaces

peptidicos de algun tipo de sustrato.

Las proteasas, a través de su accién irreversible, regulan el destino y la actividad
apropiada de muchas proteinas mediante el control de su localizaciéon intra- 6
extracelular; como el transporte de proteinas hacia la superficie celular, la activacion

0 inactivacion de proteasas y otras enzimas.

Es por ello que las proteasas inician, modulan y culminan un amplio repertorio de
funciones celulares importantes, tales como la replicacion del DNA, la progresion del
ciclo celular, la proliferacion celular, la evasién de la respuesta inmune vy la apoptosis.

(Lopez-Ctin y Overall 2002).

1.6.1. Proteasas: Factores que degradan componentes de matriz

extracelular en sus huespedes.
1.6.1.1. Matriz Extracelular.

La matriz extracelular (MEC) es una estructura compleja que rodea a las células en
todos los tejidos del cuerpo. Su composicién bioguimica exacta varia un poco de
tejido a tejido. Esta proporciona propiedades de andamiiaje a las células. Entre las
funciones principales que lleva a cabo son: llenar el espacio que existe entre célula y

ceélula, proporciona una barrera que aisla a los tejidos entre si, proporciona las
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sefales que guian a las células migratorias, y también sefiales que alteran el

comportamiento de la célula. (Badylak 2002).

Los componentes de MEC son dos principales clases de macromoléculas:
proteoglicanos (PG) y proteinas fibrosas. Los PG son compuestos de
glicosaminoglicanos (GAG) ligados covalentemente a un core especifico de
proteinas. Estas cadenas de polisacéridos lineales incluyen al acido hialurénico,
sulfato de dermatén, sulfato de condroitina, heparina, heparan sulfato y sulfato de

gueratano.

Los GAG pueden interactuar con las proteinas (tales como la fibronectina proteina de
adhesion) de la MEC, y a través de esta interaccion permitir el anclaje a lugares
especificos, afectando asi su actividad bioldgica. Los PG también pueden servir
como co-receptores para factores de crecimiento, participar en la sefalizacion
celular, y ayudar a regular la actividad de muchas otras moléculas. Esta dinamica le
permite a los GAG y PG jugar un papel clave en la adhesién celular y la migracién.

(Davies J., 2001).

Las principales proteinas fibrosas de MEC son colageno, elastina, fibronectina y
laminina. Siendo el colageno la proteina fibrosa mas abundante dentro de MEC,
ocupando cerca del 30% de la masa total de proteina en un animal multicelular. Esta
proteina constituye el principal elemento estructural de los tejidos conectivos y
también proporciona resistencia, regula la adhesion celular, apoya la quimiotaxis y la
migracion, y dirige el desarrollo del tejido. Asociado al coldgeno se encuentra la
elastina, otra de las principales fibras de MEC. La elastina proporciona tensién a los
tejidos que se someten a estiramiento repetido. Una tercera proteina fibrosa,
fibronectina (FN), esta intimamente involucrado en la direccion de la organizacién de
la MEC intersticial y también juega un papel crucial en la adhesién y funcién de las
células. Ademas, la FN es importante para la migracion celular durante el desarrollo y
se ha implicado en la enfermedad cardiovascular y la metastasis del tumor. Por su
parte la laminina contiene varios sitios para la unién a receptores en la superficie
celular, y para otros componentes de la MEC, tales como coladgenos vy

proteoglicanos.
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1.6.1.2. Interaccién Huésped-Parasito.

Los microorganismos interaccionan con sus huéspedes en una gran variedad de
formas. Es decir la mayoria de los mamiferos estamos ante un constante peligro por
infecciones provocadas por patégenos, tales como virus, hongos, bacterias ¢
parasitos. La respuesta de los huéspedes hacia estas infecciones esta dada por un
sistema inmunoldgico excelente en reconocer estos agentes extrafios (Olano J.,
2008) y discriminarlos de aquellos que estan dentro de nosotros formando una

simbiosis mutualista.

Sin embargo, como defensa muchos parésitos han evolucionado en la forma de
contrarrestar la accion del sistema inmunolégico del huésped para poder sobrevivir.
De tal manera que estos microorganismos emplean un gran repertorio de moléculas
de secrecion ¢ ancladas a membrana para poder atacar a las células de los
mamiferos. Muchas de estas moléculas son especializadas en poder procesar vias
de senalizacion tanto del huésped como del patdgenc mismo (Urban 2013). Entre
las principales moléculas que llevan a cabo estos procesos y las cuales son
mayormente estudiadas son las “PROTEASAS”. Dado que los parasitos invaden,
migran y residen en una variedad de tejidos y érganos, las proteasas son empleadas
en establecer, mantener y exacerbar la infeccion en sus huéspedes. Sin embargo el
tejido conectivo y membrana basal del huésped representan las principales barreras
hacia los parasitos para evitar su invasion, diseminacidon y acceso a nutrientes

esenciales. (Dowse y cols. 2008).

Hasta la fecha se han realizado estudios en la mayoria de parésitos que causan
enfermedades en los humanos, en los cuales se han caracterizado proteasas que
participan durante la infeccion. En la tabla 2 se muestra un listado de estos
parasitos asi como las proteasas que han sido identificadas, su localizacion celular y
aquellos componentes de matriz extracelular que pueden degradar. De tal modo
podemos observar que las proteasas tienen la capacidad de degradar una amplia
variedad de sustratos, por lo que hace que la invasién hacia sus huéspedes sea mas
facil si pensamos que estos presentan alguna deficiencia en su mecanismos de

defensa (Netea y cols. 2004).
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1.7. Proteasas en T. vaginalis.

En el afo 2007 un grupo de investigadores logro reportar el genoma completo de T.
vaginalis (Carlton y cols. 2007), demostrando que este contenia un tamano de 160
Mb, siendo un genoma muy grande para un parasito. El numero de genes
codificantes para proteina es de ~60,000. De manera interesante el degradoma de
este organismo esta compuesto por 446 genes que codifican para distintos tipos
cataliticos de proteasas (Aspartico, Serin, Cistein, Treonin y Metalo proteasas) las

cuales se muestran el la tabla 3.

Hasta la fecha aquellas proteasas que han sido mayormente estudiadas
experimentalmente en este parasito son del tipo cistein. Estas han sido implicadas
en procesos bioldgicos tales como: citotoxicidad y citoadherencia, como se vid en
las secciones anteriores. (Ramon-Luing Lde y cols. 2011, Rendon-Gandarilla y cols.
2013). Sin embargo algunas han mostrado ser inmunogenicas lo que sugiere que
estas pudieran ser candidatas a posibles biomarcadores (Ramon-Luing y cols.
2010). Ademas, también se ha encontrado una serinproteasa del tipo de las

subtilisinas (Hernandez-Romano y cols. 2010).

De manera interesante pudiéramos pensar que distintos organismos de una especie,
tienen el mismo numero y patron de actividad de algunas proteasas, sin embargo
esto no ocurre asi, dado que aislados diferentes de la misma especie tienen un
patron de actividad distinto (Neale y Alderete 1990), por lo que el estudio de

proteasas se vuelve un poco complicado. (Figura 4).

No obstante, las metaloproteasas que ocupan el segundo lugar con mayor numero
de proteasas en el genoma de T. vaginalis han sido poco estudiadas hasta la fecha.
Por lo que estas proteasas seran el motivo central de este trabajo, y mas adelante se
tocaran temas relacionados con su expresion y participacion tanto en T. vaginalis

COMO €en otros organismos.

43



55 60 65 70




1.8. Metaloproteasas.

Las metaloproteasas son un diverso grupo de proteasas, las cuales para llevar a
cabo su actividad necesitan de un ion metdlico (Zn2*, Mg2*, Ca2* y otros) y una
molécula de agua para hidrélizar los enlaces peptidicos de las proteinas blanco.
Estas pueden ser clasificadas de acuerdo a su mecanismo catalitico, substratos y
productos o su homologia estructural (Figura 5). Otra manera de clasificar a las
metaloproteasas puede ser respecto a la posicién en donde corta su sustrato
(endopeptidasa y exopeptidasa, la cual, a su vez, se divide en aminopeptidasa y
carboxipeptidasa). Aquellos aminoécidos que coordinan al ion metalico pueden ser:
His (H), Glu (E), Asp (D), o Lis (K), y al menos otro aminoé&cido es requerido para
llevar a cabo la catalisis el cual juega un rol electrofilico. Las posiciones de estos
cuatro residuos claves suelen estar conservadas entre los miembros de un clan y se
pueden deducir a partir de un alineamiento de secuencias 0 mas exacto, a través del

estudio de estructuras 3D.

Entre las funciones que realizan estas enzimas, solo por mencionar algunas, son la
de regular el ciclo celular (Peer 2011), adhesién celular y degradacién de MEC (Pina-

Vazquez y cols. 2012).

Estas enzimas pueden ser estudiadas por medio del uso de agentes quelantes, los
cuales participaran secuestrando el ion catalitico del sitio de unién a la enzima.

Dichos agentes pueden ser el 1,10-fenantrolina, EGTA 6 EDTA (Nagase 2001).
1.8.1. El motif HExxH y sus variantes.

El motif de unién a zinc méas conservado en metaloproteasas es la secuencia HExxH.
En este motif las histidinas participan coordinando al ién y el acido glutamico actia
como el aminoacido catalitico. En general esta estructura caracteriza al clan MA el
cual tiene dos subclanes y cuarenta familias. También este motif se encuentra en el
clan MM de metaloproteasas ancladas a membrana, las cuales participan en un
sistema de transduccion de sefales denominado ‘regulacion de protedlisis

intramembrana”.
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Metaloproteasas

Co-catalitico

Subclan MA (E)
de gluzincinas
HExxH + E

Subclan MA (M)
de aspzincinas
HExxH + D

Subclan MA (M)
de metzincinas
HExxH + M

Clan MM de
anclaje a
membrana
HExxH + D

HExxH variante

Clan ME de
inverzincinas
HxxEH

Clan MC de
carboxipeptadasas
HxxE + H

Clan MD de
carboxipeptidasas
H-(x)e-D + H

Clan MP de
endopeptidasas
E + HxH(x)10D

Clan MO de
endopeptidasas
HxxxD + HxH

Clan MK de

O-sialoglicoproteinas
peptidasas

Clan MH de
exopeptidasas

Clan MF de leucin
aminopeptidasas

Clan MN de
D-aminopeptidasas

Clan MJ de atipica
dipeptidasas

Otros metales

Co2+, Mn2+

}

Clan MG de
metionil

aminopeptidasas
I

Clan MQ de
aminopeptidasa T




denomind inverzincinas. Dentro de este clan existe una familia que se encarga de
procesar proteinas de mitocondria, y que de manera interesante se ha encontrado

en organismos procariontes (Ugalde y cols. 2010).
1.8.2. Metaloproteasas Co-cataliticas.

Los dos grupos de metaloproteasas mencionados anteriormente se caracterizan por
unir un unico ion zinc en su centro activo, sin embargo existe otra clase de
metaloproteasas denominadas dizincinas capaces de coordinar dos iones zinc.
Encontrando agrupados a los clanes MF, MH y MN, los cuales tienen la caracteristica

de ser exopeptidasas (Nagase 2001).

Existe tambiéen otro grupo de metaloproteasas co-cataliticas, las cuales pueden unir
iones diferentes al zinc, tales como, Mn?*, Co?*, o Fe?* para su actividad, integrado

por los clanes MQ y MG. (Ugalde y cols. 2010).
1.8.3. Metaloproteasas en el genoma del parasito T. vaginalis.

De acuerdo con el reporte del genoma de este parasito (Carlton y cols. 2007), se
sugiere que contiene 124 genes que codifican para metaloproteasas, y estas

integran catorce familias que se encuentran agrupadas en ocho clanes (Tabla 4).

La familia con mayor numero de proteasas es la familia 8 del clan MA, denominada
leismanolisina. Estas metaloproteasas también se encuentran presentes en otros
parasitos tales como, Entamoeba histolytica (Teixeira y cols. 2012), Leishmania
(Kulkarni y cols. 2008), y Trypanosoma cruzi (Cuevas y cols. 2003). Se le ha dado
una funcion de adhesion, asi como que participa en estadios especificos durante la

invasion al huésped.

El segundo lugar lo ocupa la familia M24 del clan MG, y el tercer lugar la familia M14
del clan MC. Entre estas tres familias componen cerca del 63% del total de

metaloproteasas en T. vaginalis.
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1.8.4. Metaloproteasas descritas experimentalmente en T. vaginalis.

Hasta el momento sélo se han descrito experimentalmente cinco metaloproteasas
en el parasito protozoario T. vaginalis. Dos de alto peso molecular (142 y >220 kDa)
reportadas por Bdzner en 1990 (Bozner y cols. 1992). La actividad optima de estas
dos proteasas fue a pH de 8. Ademéas se demostré su mecanismo catalitico de

metaloproteasa, bajo la presencia de 10 mM de EDTA.

Una metaloproteasa de ~47 kDa detectada mediante inmunotincion, se observé que
co-localiza en el hidrogenosoma de T. vaginalis, ademas de encontrarse en ella una
subunidad B homdloga a la de la peptidasa de procesamiento mitocondrial (PPM).
Sin embargo se ha observado que la PPM necesita de la subunidad a 'y 3 para llevar
a cabo el procesamiento proteolitico de sus blancos, mientras que la peptidasa de
procesamiento hidrogenosomal (PPH) solo requiere de la subunidad B (Brown y cols.
2007).

En 2010 se describid otra metaloproteasa que pertenece a la familia M8 del clan MA,
la cual es del tipo leismanalisina, la cual se sugiere que participa en la citotoxicidad y
probablemente en la adherencia del parasito hacia las células del huesped. Se
demostrd que esta metaloproteasa es altamente expresada y colocaliza en la
superficie de dos aislados (T106 y 30236). También se evalud que su actividad frente
a células Hela es fuertemente inhibida por el agente quelante 1-10 fenantrolina, y no
asi por el EDTA. Por lo que se sugiere que algunas metaloproteasas presentes en T.
vaginalis pueden ser diferencialmente inhibidas por diferentes agentes quelantes (Ma
y cols. 2011).

Otra metaloproteasa del clan MG, con un peso molecular de 50 kDa fue descrita
(Vazquez-Carrillo y cols. 2011); su expresion es modulada por la presencia de 1.6
mM de Zn?*. Esta es inmunogénica ya que es inmunoreconocida por el suero de
pacientes masculinos con la infeccion, mientras que el suero de pacientes femeninos
con tricomonosis y el suero de personas sanas no reconocieron a esta proteasa
(Quintas-Granados y cols. 2013). Es importante recalcar que ésta es la primera

proteasa que se estudia bajo las condiciones microambientales que estan presentes
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en la infeccion masculina. Con estos Ultimos resultados se puede entender mas la

biologia y el comportamiento que tiene el parasito en el microambiente del huésped.

1.9. Importancia de seguir con el estudio de las metaloproteasas en T.

vaginalis.

Por lo anterior, las metaloproteasas son enzimas importantes que participan en
diversos procesos bioldgicos. Dado que estas ocupan el segundo lugar en cuanto a
numero de proteasas en el genoma de T. vaginalis y el poco estudio que se ha
realizado semejando condiciones del microambiente masculino durante la infeccion,
es importante seguir con el estudio y conocer cuantas metaloproteasas mas son

expresadas por este parasito.
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2. Justificacion.
2.1. Justificacion.

La tricomonosis ocupa el primer lugar en enfermedades de transmision sexual no
viral en México. La secuenciacion del genoma mostré que este parasito posee 123
posibles metaloproteasas, hasta el momento solo se han descrito cinco

experimentalmente.

Dado que las metaloproteasas participan en diferentes procesos bioldgicos como
degradacion de proteinas de matriz extracelular, autoactivacién de proteasas,
reciclamiento de aminoacidos y muchos otros procesos, resulta interesante e
importante la caracterizacion e identificacion del metaloproteoma de este parasito y

con ello contribuir a dilucidar su papel durante la infeccion por Trichomonas vaginalis.
2.2. Objetivo general.

|dentificar y caracterizar el metaloproteoma de Trichomonas vaginalis.

2.3. Objetivos particulares.

1. Obtencién y andlisis in silico del metaloproteoma de T. vaginalis.

2. Protedmica de la actividad diferencial del metaloproteoma de T. vaginalis en

aislados de hombre y mujer en geles de sustrato.

3. Obtencion del inmunometaloproteoma de T. vaginalis.






3. Metodologia.
3.1. Andlisis in silico del metaloproteoma de T. vaginalis.

Los accesos a las secuencias de cada una de las 123 metaloproteasas reportadas
en el genoma completo de T. vaginalis, se utilizaron para introducirlas en la base de

datos UniProtkB (http://www.uniprot.org/help/uniprotkb). De esta pagina se

obtuvieron caracteristicas de cada una de las metaloproteasas, tales como: clan al
que pertenecen, familia, longitud de la proteina, cofactor que une, funcién molecular,
proceso bioldgico. Esta informacion se depositd en una hoja de calculo para facilitar

la busqueda de alguna metaloproteasas.

Se complementd también la informacién con la blusgueda en la base de datos

MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), donde se obtuvo la localizacién celular para

las 14 familias de metaloproteasas presentes en el genoma de T. vaginalis.
3.2. Cultivo de T. vaginalis.

Trofozoitos de T. vaginalis aislado masculino (HGMNO1) y femenino (CNCD147)
fueron cultivados por 24 h en medio TYM pH 6.2 con 10% de suero de caballo

inactivado (Gibco, USA) y suplementado con ¢ sin 1.6 mM de ZnClz (Sigma).
3.3. Extraccion de proteasas para ensayos de actividad en 1D.

Para la extraccion de metaloproteasas se tomaron 20x108 parasitos en presencia y
ausencia de 1.6 mM de Zn?* de ambos aislados. Se lavaron 3 veces con PBS pH
7.0 frio y centrifugados a 14000 xg por 3 minutos a 4°C. La lisis se llevd a cabo con
PBS pH 8.0 en presencia de un detergente suave (deoxicolato de sodio al 10%), se
dejé incubd por 20 minutos a 4°C. Posteriormente el lisado se colocd sobre un
colchon de sacarosa al 10%, y se centrifugd a 14000 xg 30 minutos a 4°C. En
seguida se cargd el sobrenadante en columnas cromatograficas Bio-gel P6 Micro

Bio-Spin (Bio-Rad). Las proteasas posteriormente fueron eluidas en Tris-HCI, pH 7.5.
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3.4. Inhibidores.

Para analizar y determinar la actividad de metaloproteasas se utilizaron inhibidores
para cisteinproteasas (E64; 250 uM/ug de proteina), serinproteasas (TLCK; 1mM/ug
de proteina y Leupeptin; 0.5 mM/ug de proteina), asi como agentes quelantes
(EDTA; 100 mM y 1,10 fenantrolina; 50 mM) para inhibir la actividad de tipo
metaloproteasa. Estos inhibidores se cargaron con 20 pg de proteina en geles SDS-

PAGE al 9% co-polimerizados con colagena tipo IV.
3.5. Ensayos de Actividad en 1D.

Los ensayos de actividad se llevaron a cabo con 20 pg de proteina en geles SDS-
PAGE al 9% co-polimerizados con 0.15% de colagena tipo IV, estos se corrieron a
110 v por 2 h en un bano de hielo. Después de la corrida el SDS fue removido con
dos lavados de 20 minutos cada uno a temperatura ambiente con una solucion de
Triton X-100 al 2.5% (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, U.S.A.). En seguida uno de
los geles fué colocado en 50 ml del buffer de activacion para metaloproteasas (Tris-
HCI 50mM pH 7.5, 0.15 M NaCl, 0.02% NaNs, y 10 mM de ZnClz) por 18 ha 37 °Cy
otro en 50 ml de buffer de activacion para cisteinproteasas (100 mM acetato de
sodio pH 4.5, 0.1 % de B-mercaptoetanol) por 12h a 37°C. Los geles fueron tefidos
con azul de Coomassie, aquellas bandas claras fueron muestra de actividad de

proteasas (Quintas-Granados y cols. 2013).
3.6. Cuantificacion de la actividad mediante el programa Image J 1.47v.

La actividad que se obtuvo en los geles se determind por el uso del programa Image
J 1.47v. Primeramente los geles fueron fotografiados en el equipo ChemiDoc™ MP
System con el uso de luz blanca. Posteriormente se exportaron las fotos en un
formato TIFF de 300 dpi. En seguida se procedié a realizar la cuantificacion del
numero de pixeles de cada banda de actividad de acuerdo como lo describe el
manual de usuario. Por ultimo los datos obtenidos se graficaron en una hoja de

calculo (Hu y Beeton 2010).
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3.7. Ensayos de Actividad en 2D.

Los ensayos de 2D se llevaron acabo a partir de 60x10° parésitos que fueron lisados
con 200 pl del buffer de 2D (4M de urea, 4% CHAPS, 70mM DTT, 2% IPG pH 4-7, y
azul de bromofenol; Bio-Rad), la muestra fué aplicada en tiras de IPG (7cm, pH lineal
de 4-7; Bio-Rad), y rehidratada de manera pasiva por 12h. El isoelectroenfoque se
llevo a cabo en el sistema Protean IEF (Bio-Rad) con los siguientes pasos: Paso 1-
gradiente de 1 a 225 V durante 35 minutos; paso 2- gradiente de 250 a 2479 V por
185 minutos; paso 3- gradiente de 2466 1 15,434 V por 210 minutos. Después la
segunda dimension, las proteinas fueron reducidas (10mg/ml de DTT) y alquiladas
(25mg/ml de iodoacetamida) paso por paso, 15 minutos cada uno, en buffer de
equilibrio (6M urea, 2% SDS, 300mM Tris-Cl, pH 8,8, 20% glicerol, y 0,002% de azul
de bromofenol) a temperatura ambiente. Posteriormente la segunda dimension se
llevd a cabo en geles SDS-PAGE como se describié para los ensayos de actividad

en 1D (Quintas-Granados y cols. 2013).
3.8. Western blot en 2D (WB-2D)

La primera dimension se realizd como se describid en la seccion anterior. Para la
segunda dimension las tiras IPG se corrieron en geles SDS-PAGE al 9% a 110 v por
dos horas en bafio de hielo. Posteriormente las poteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare, USA). Estas fueron blogueadas con
una solucién PBS-leche 5% pH 7 durante toda la noche a 4 °C en agitacion
constante. Posteriormente se realizaron tres lavados de 15 minutos con PBS y en
seguida se agrego el suero de un paciente con tricomonosis en una dilucién 1:100
incubando 18 h a 4 °C en agitacion constante (Ramon-Luing y cols. 2010). En
seguida se dieron tres lavados de 15 minutos con PBS y por ultimo se agregd un
anticuerpo secundario anti-lgG de humano acoplado a peroxidasa en una dilucion
1:3000, incubando por dos horas a 25 °C. Estas fueron reveladas por

quimioluminiscencia mediante el uso de ChemiDoc™ MP System.
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3.9. Analisis mediante PDQuest 2-D Analysis Software™.

El analisis para el empalme de las imagenes obtenidas de los ensayos de actividad y
westernblot en 2D se realizé con el programa PDQuest 2-D Analysis Software™ de

acuerdo como lo describe el manual de usuario.
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4. Resultados.
4.1. Obtencion y analisis in silico del metaloproteoma de T. vaginalis.

Para cumplir con el primer objetivo de este trabajo, se realizé el anélisis in silico de
las 123 secuencias reportadas en el genoma de este parasito en 2007. En un primer
abordaje en la base de datos UniProtKb se obtuvieron caracteristicas como: clan,
familia, longitud de la secuencia de aminoacidos, cofactor, funcién molecular,

componente celular, punto isoeléctrico y peso molecular (Apéndice).

Se realizd un mapa proteémico con el punto isoelectrico y masa molecular de cada
una de las metaloproteasas (Figura 6). Este mapa protedmico nos mostré que la
mayoria de las metaloproteasas se encuentran agrupadas en un rango de 30 a 80
kDa y en un punto isoeléctrico de 4 a 7. También se demastré que cincuenta y ocho
metaloproteasas se encuentran en membrana y que solo tres se localizan de manera

intracelular (Apéndice).

Para complementar esta informacion se realizé la busqueca de la localizacion celular
para las 14 familias de metaloproteasas de T. vaginalis en la base de datos
MEROPS. En la figura 7 se muestran los resultados de esta busqueda siendo que,
10 familias de 14 (10/14) se encontraron en citoplasma, 6/14 en membrana y 1/14

es secretada.

Con estos resultados se apoyo la decision sobre las tiras de pH que fueron utilizadas

al momento de correr las electroforesis en 2D.
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4.2. Protedmica de la actividad diferencial del metaloproteoma de T.

vaginalis en aislados de hombre y mujer en geles de sustrato.

Para cumplir con el segundo objetivo se analizé la actividad de metaloproteasas en
los aislados HGMNO1 y CNCD147 en presencia y ausencia de Zn* en geles de

sustrato. Como control se realizd la activacion de cisteinproteasas (Figura 8).

En la figura 8A se muestra la actividad del aislado HGMNO1, en los carriles “a” y “b”
se observa la actividad de cisteinproteasas en ausencia de los inhibidores de ambas
condiciones, donde hubo la actividad de cinco proteasas (115, 77, 47, 37, 30 kDa).
En los carriles “c” y “d” se observd como la actividad de las cinco proteasas
disminuyd en presencia de los inhibidores para cisteinproteasas y serinproteasas
(E64, TLCK, Leupeptin). En Ia"figura 8B se muestra el analisis semicuantitativo de la

actividad en ausencia y presencia de los inhibidores del aislado HGMNO1.

En la figura 8C se muestra la actividad del aislado CNCD147, en los carriles “a” y
“b” se observd la actividad de seis proteasas en ausencia de los inhibidores (115,
100, 77, 55, 37 y 30 kDa). En los carriles “c” y “d” en donde existe el uso de
inhibidores se observé como disminuyo también la actividad de estas proteasas. En
la figura 8D se muestra el andlisis semicuantitativo de la actividad para el aislado
CNCD147.

De manera interesante las proteasas de 115, 77, 37 y 30 kDa fueron activas en
ambos aislados. Mientras que la proteasa de 47 kDa fue Unicamente activa en el
aislado HGMNO1, y las proteasas de 100 y 55 fueron uUnicamente activas en el

aislado CNCD147.

También se observd que en presencia de los inhibidores en ambos aislados aparecio
una banda de actividad de 33 kDa. Ademas la actividad de la proteasa de 115 kDa

se mantuvo en presencia de los inhibidores.
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Una vez que se analizo la actividad para cisteinproteasas, se realizé los ensayos para

obtener la activdad de metaloproteasas en ambos aislados (Figura 9).

En la figura 9A se muestra la actividad en presencia y ausencia de Zn2* para el
aislado HGMNO1, donde se observd que la actividad de metaloproteasa no fue tan
remarcada como se Vio para cisteinproteasas. En los carriles “a” y “b” se muestra la
actividad de tres proteasas (156, 115 y 53 kDa). Para confirmar la identidad de
metaloproteasa se uso el agente quelante mostrado en los carriles “c” y “d”, donde

la actividad de la proteasa de 53 kDa se vio disminuida.

En la figura 9B se muestra el andlisis semicuantitativo para la actividad de estas tres
proteasas en el aislado HGMNO1. Cabe mencionar que para este ensayo y para el
de el aislado CNCD147 en todas las condiciones se usarcn inhibidores (E64, TLCK y
Leupeptin), esto para obtener sélo la actividad de metaloproteasa, y esta no fuera

enmascarada con alguna del tipo cistein.

En la figura 9C se muestra la actividad en presencia y ausencia de Zn?* para el
aislado CNCD147. En los carriles “a” y “b” se observa que hubo la actividad de
cuatro proteasas (247, 156, 115 y 53 kDa). En los carriles “c” y “d” donde se uso el
agente quelante se muestra que la actividad de la proteasa de 53 kDa se vio
inhibida. En la figura 9D muestra el analisis semicuantitativo para la actividad de las

cuatro proteasas en el aislado CNCD147.

Aquellas proteasas que fueron activas en ambos aislados fueron la de 156, 115y 53
kDa. Mientras que la Unica proteasa que mostré ser diferencialmente activa fue la de
247 kDa del aislado CNCD147. Es interesante que solo aquella proteasa de 53 kDa

fue inhibida por el agente quelante, mientras que las otras mantuvieron su actividad.

Para tener una mejor resolucion de la actividad de estas proteasas se propuso llevar
a cabo geles de sustrato en 2D. Por lo que un primer ensayo fue analizar como se

comportaba la actividad de cisteinproteasas bajo el protocolo de 2D (Figura 10).
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En la figura 10A se muestra por primera vez el degradoma de cisteinproteasas en
presencia de Zn?* para los aislados HGMNO1 y CNCD147. Algunas de estas
proteasas concuerdan con el degradoma realizado por Ramén-Luing en 2010. En la
figura 10B se observa el andlisis por PDQuest™ el cual muestra la actividad de 36
proteasas; 12 fueron diferenciaimente activas en ambos aislados y 24 fueron
compartidas. Ademas existieron proteasas las cuales aumentaron su actividad de un
aislado a otro (recuadro amarillo 1), asi como, proteasas que en un aislado

tuvieron actividad mientras que en el otro no (recuadro amarillo 2).

Con estos resultados pudimos observar que la actividad de cisteinproteasa no se vio

afectada por el proceso de 2D, por lo que se procedié a realizar el ensayo para

metaloproteasas en 2D (Figura 11).

En la figura 11A se muestran los geles de actividad para metaloproteasa en 2D de
los aislados HGMNO1 y CNCD147. Para el aislado HGMNO1 se obtuvo un patrén de
ocho spots de actividad, y para el aislado CNCD147 tres. De acuerdo con el analisis
de PDQuest™ (Figura 11B) se obtuvo que dos proteasas son compartidas entre
ambos aislados, mientras que para el aislado HGMNO1 se obtuvieron seis proteasas

diferenciales, y para el aislado CNCD147 se obtuvo una.

Lo siguiente que se realizé fue analizar el mapa protedmico en conjunto con los

datos obtenidos de los experimentos de actividad en 2D (Figura 12).

Lo primero que se hizo fue buscar la concordancia de los pesos moleculares y los
puntos isoeléctricos del andlisis in silico y observar si coincidian con los obtenidos
por el analisis de PDQuest™ (Figura 12A). Lo que se vid fue que para el aislado
HGMNO1 seis de los ocho spots coincidian con el mapa proteémico. Para el aislado
CNCD147 dos de los tres spots coincidieron también con el mapa protedmico
(Figura 12B).
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Figura 11. Degradoma de metaloproteasas de los aislados HGMNO1
'y CNCD147. |
| |
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4.3 Obtencion del inmunometaloproteoma de T. vaginalis.

Para cubrir el siguiente objetivo se realizé la electroforesis de proteinas separadas
por 2D y su posterior electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa, esto con la
finalidad de buscar proteasas del tipo metalo que fueran reconocidas por el suero de
un paciente con tricomonosis en los aislados HGMNO1 y CNCD147. Posteriormente

se realizo el empalme de las imagenes para el andlisis por PDQuest™,

En la figura 13 se muestra el andlisis por PDQuest™ del aislado CNCD147. Los
resultados que obtuvimos fueron los siguientes: Para los geles tefiidos con plata se
obtuvo un total de 230 spots (Figura 13A); para el western blot 9 spots fueron
inmunoreconocidos (Figura 13B); para los geles de cisteinproteasas 36 spots
tuvieron actividad (Figura 13C); y por ultimo en los geles de metaloproteasas 3

spots tuvieron actividad (Figura 13D).

En la figura 14 se muestra el analisis por PDQuest™ del aislado HGMNO1. Los
resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: Para los geles tenidos con plata
se obtuvo un total de 237 spots (Figura 14A); para el western blot 15 spots fueron
inmunoreconocidos (Figura 14B); para los geles de cisteinproteasas 36 spots
tuvieron actividad (Figura 14C); y por ultimo en los geles de metaloproteasas 8

spots tuvieron actividad (Figura 14D).

El empalme de las imagenes para los dos aislados mostrd que ninguna
metaloproteasa tuvo inmunoreconocimiento por el suero del paciente con
tricomonosis. Sin embargo, para el aislado CNCD147 una proteasa de tipo cistein si
fue inmunoreconocida, mientras que para el aislado HGMNO1 hubo dos proteasas

de tipo cistein que si fueron inmunoreconocidas.
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%F igura 13. Andlisis por PDQuest™ 2-D Analysis Software deI% |
aislado CNCD147.

83



Txsor v pleta Wenterr bict

Cntesngroteasss

Metaloprataasas
Cmtergectaasas

‘Wasten tice

Proteasas activadas con
buffer para Metalos.

Proteasas activadas con WEB
buffer para Cisten.



gFigura' 14 Anadlisis por PDQuest ™ 2-D Analysis Software del
aislado HGMNOT. |
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4.4. Posibles metaloproteasas candidatas presentes en los aislados
HGMNO1 y CNCD147.

Aungue el analisis por WB no resulto favorable para la identificacion de al menos una
metaloproteasa, lo siguiente fué tomar los datos obtenidos del andlisis comparativo
de los resultados in silico y experimentales a partir de los pl y MW de las

metaloproteasas que tuvieron actividad.

De acuerdo con esto obtuvimos que dos metaloproteasas (TVAG_494490,
TVAG_000880) pertenecen al clan MA agrupado en la familia M8, de acuerdo a su
localizacion celular se encuentran en membrana. Otras dos del clan MP
pertenecientes a la familia M67 (TVAG_015750, TVAG_124160) estas se encuentran
en citoplasma. Una mas del clan ME agrupada en la familia M16 localizada en
citoplasma (TVAG_484640), todas estas se encuentran presentes en el aislado
HGMNO1. Aquellas que estédn en aislado CNCD147 es una metaloproteasa que
pertenece al clan ME y a la familia M16 que se encuentra en citoplasma
(TVAG_317610). Sin embargo aquella que es compartida en ambos aislados, como
se menciond anteriormente, se encuentran localizadas dos metaloproteasas que
difieren poco con respecto a su pl y PM. Una de ellas pertenece al clan MH y a la
familia M20 (TVAG_433790) y la otra no tiene asignado un clan hasta el momento
pero pertenece a la familia M49 (TVAG_032280). (Tabla 5)

A todas estas se les realizé una busgueda de EST's (expression sequence tags) en la

base de datos TrichDB (http://trichdb.org/trichdb/) para saber si en alguna condicién

se habia logrado observar el transcrito de dichas proteasas. Los resultados que se

obtuvieron se muestran en la tabla 6.
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Tabla 5. Posibles metaloproteasas candidatas presentes en los aislados HGMNO1 y CNCD147

No de spot No de Clan Familia Localizacion Peso Punto Aislado
acceso celular Molecular ' Isoelectrico
1 TVAG_484 ME M16 Citoplasma 113.6 6.22 HGMNO1
640
2 TVAG_494 MA M8 Membrana | 76.45 | @ 6.12 HGMNO1
490
3y8 TVAG_032 M- M49 . Citoplasma 59.03 5.6 HGMNO1 y
280 CNCD147
3y8 TVAG_433 MH M20 Citoplasma 59.52 5.61 HGMNO1 y
790 CNCD147
4 TVAG_000 MA M8 Membrana 48.27 4.79 HGMNO1
880
(5} TVAG_015 MP M67 Citoplasma {3493 4.89 HGMNO1
750
6 TVAG_124 MP M67 Citoplasma 33.83 5.16 HGMNO1
160
74 TVAG_317 ME M16 Citoplasma 110.66 5.54 CNCD147
610

Tabla 6. Analisis de EST's de las metaloproteasas candidatas

No de spot No de acceso Clan Familia Estadio de
expresion
1 TVAG_484640 ME ' M16 ‘ 0 ‘ :
2 TVAG_494490 MA M8 3 Ameboide
Fase G1/S
3y8 TVAG_032280 M- M49 10 Pseudoquiste
Desconocido
3y8 TVAG_433790 MH M20 3 i Cultivo
4 TVAG_000880 MA M8 12 Cultivo
5 TVAG_015750 MP M67 0 -
6 TVAG_124160 MP M67 : 9 Pseudoquiste
Fase G1/S
7 TVAG_317610 ME M16 8 Cultivo
Fase G1/S
Ameboide
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5. Discucion.

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomonasis, la cual provoca cerca
de 120-180 millones de nuevos casos en todo el mundo {OMS 2001). Este parésito
cuenta con distintos factores de virulencia los cuales le otorgan propiedades tales
como, citoadherencia y citotoxicidad. La citotoxicidad es empleada por diversos
parasitos para poder obtener los nutrientes necesarios para su supervivencia dentro
del huésped, para ello, hacen uso del repertorio de proteasas con que cuentan
(Pina-Vazquez y cols. 2012). El genoma de T. vaginalis cuenta con 446 genes que
codifican distintos tipos cataliticos de proteasas (Carlton y cols. 2007) entre ellas las
del tipo metaloproteasas. De acuerdo con los resultados que se obtuvieron después
de introducir las 123 secuencias correspientes a las metaloproteasas en las bases
de datos UniProtkKB (http://www.uniprot.org/help/uniprotkb) y MEROPS  (http:/

merops.sanger.ac.uk), encontramos que la mayoria de las proteasas se hallan
ubicadas en la superficie del parasito y pertenecen a la familia M8 del clan MA
denominadas leismanolisinas. Esta familia también ha sido reportada en otros
parésitos tales como: E. histolytica (Teixeira y cols. 2012), Leishmania (Kulkarni y
cols. 2006), y Trypanosoma cruzi (Cuevas y cols. 2003). Lo que sugiere que su
participacion es importante durante la patogenesis e invasion al huesped (Isnard y
cols. 2012, Olivier y cols. 2012). Sin embargo también con los datos obtenidos
como lo fue el punto isoelectrico y el peso molecular de las 123 metaloproteasas se
logré construir un mapa proteémico. Esto fue novedoso ya que dentro de la literatura
no se encontrd reportado algo semejante, es decir no habia algin trabajo en el cual
se hayan tomado las caracteristicas del metaloproteoma de algin organismo vy
mucho menos realizar un mapa como este. Ademas este mapa resultd también de
mucha ayuda al momento de elegir las tiras de pH a utilizar. Proponemos como
perspectiva de este objetivo que se incremente dicha tabla y dicho mapa con el
resto de las demas proteasas de los distintos tipos cataliticos. Esto nos daria un
panorama de la distribucion de estas con respecto a su localizacion celular, asi como

localizacion en un perfil protedmico en doble dimension.
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En el segundo objetivo se obtuvo la actividad para cisteinproteasas en 1D lo que de
manera interesante se pudo observar que existié la actividad diferencial de proteasas
entre ambos aislados, esto concuerda con otros reportes los cuales muestran la
actividad diferencial en distintos aislados (Neale y Alderete 1990). Lo cual sugiere una
heterogeneidad en la expresion de estas segun corresponda a cada aislado. Por otro
lado se obtuvo por primera vez el degradoma en 2D de cisteinproteasas para un
aislado masculino (HGMNO1) y uno femenino (CNCD147) en presencia de Znz. Esto
pudiera complementar un reporte anterior en el cual se realizd el degradoma de
cisteinproteasas en condiciones normales del aislado CNCD147 (Ramon-Luing v
cols. 2010). Sin embargo se observé que la actividad de cisteinproteasa en 2D
obtenida en el aislado CNCD147 en presencia de Zn2 fue menor que la que presenta
en condiciones normales, esto concuerda con el reporte de Vazquez-Carrillo y cols.
2011. Ademas en comparacion con el aislado HGMNO1, este ultimo parecid tener

una mayor actividad que la de CNCD147.

Con respecto al degradoma de metaloproteasas se obtuvo que en 1D se
compartieron tres (247, 156 y 115 kDa) entre ambos aislados. Su actividad mostré
ser sostenida aun en presencia de los diferentes inhibidores y agentes quelantes
(E64, TLCK, Leupeptin y EDTA), sin embargo cabe mencionar que no son los Unico
inhibidores que existen, por lo que una perspectiva para este punto es realizar
nuevos ensayos utilizando diferentes inhibidores para caracterizar a este tipo de
proteasas (Overall y Blobel 2007). Por otro lado se encontrd que la proteasa de 53
kDa presente en ambos aislados fue inhibida por el uso de EDTA. Existe un reporte
de una metaloproteasa de 50 kDa que esta presente en T. vaginalis la cual es
inmunoreconocida por el suero de pacientes masculinos con la infeccion y no asi por
el suero de pacientes femeninos con la infecciéon ni tampoco los sanos (Quintas-

Granados y cols. 2013). Por lo que se sugiere que se trate de la misma proteasa.

Los ensayos de actividad en 2D mostraron un cambio con respecto a la actividad de
proteasa en 1D, ya que en estos ensayos hubo una diferencia en las manchas de
actividad por parte de los dos aislados, esto se puede deber a las condiciones

desnaturalizantes que lleva el buffer 2D. Recién se publicdé un estudio para la
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deteccion de enzimas proteoliticas en hojas de trigo por ensayos de zimogramas en
1-y 2D, en donde se utilizaron dos buffers; 1) desnaturalizante-no reductor, y 2) no
desnaturalizante-no reductor. Ellos obtuvieron una actividad reducida en el primer
buffer, mientras que en el segundo se observé un incremento en las machas de
actividad (Grudkowska y cols. 2013), por lo que concluyen que esta diferencia se
debe a los compuestos de cada uno de los buffers. Es por eso que nosotros
sugerimos que el cambio en el patron de nuestra actividad en los zimogramas en 2D
tambien se vieron afectados por los componentes del buffer que utilizamos. Sin
embargo se propone como perspectiva analizar el uso de los buffers reportados por

Grudkowska y cols., y evaluar la actividad en nuestras muestras.

Los resultados obtenidos en el tercer objetivo no fueron lo que esperabamos, ya que
ninguna metaloproteasa resulto ser inmunoreconocida por el suero de paciente con
tricomonosis, esto probablemente puede ser explicado ya que el suero que se utilizd
provino de una paciente femenina con la infeccién, lo que apoyaria el reporte de
Quintas-Granados y cols. que habla sobre la inmunodeteccién de una
metaloproteasa con el suero de paciente masculino con la infeccién. Por otro lado en
el aislado HGMNO1 fueron inmunoreconocidas dos cisteinproteasas mientras que
para el aislado CNCD147 solo una. En el reporte del degradoma tambien se
realizaron incubaciones con sueros de pacientes femeninos donde aquellas
cisteinproteaéas inmunoreconocidas fueron cuatro del tipo papaina y una del tipo
legumaina (Ramon-Luing y cols. 2010), por lo que sugerimos que probablmente
aquellas proteasas que estén participando mayormente y siendo reconocidas por el
sistema inmune del huesped sean las del tipo cistein, como se observa en otros

parasitos (Saravia y cols. 2006).

De acuerdo con el andlisis comparativo entre el mapa proteémico y los resultados
experimentales pudimos sugerir la identidad de las proteasas que tuvieron actividad
en 2D (Figura 12). Por lo que se observo que estas pertenecian a las familias M8,
M16, M20, M49 y MB7 las cuales se agrupan en los clanes MA, ME, MH, M-y MP
respectivamente. De acuerdo con el andlisis de EST's aquellas familias que

presentaron mayor numero de EST's fueron la M8, M16, M49, M67. Estas familias
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tienen una localizacion celular tanto en membrana como en citoplasma. Las
proteasas de la familia M8 comprenden metaloproteasas del tipo leismanosinas las
cuales se encuentran en membrana (Ma y cols. 2011), de hecho estas muestran ser
expresadas en presencia de fibronectina  (Huang y ecols. 2012) y las cuales
contribuyen a la adherencia del parasito (Teixeira y cols. 2012). De acuerdo con un
andlisis transcriptomico bajo condiciones de hierro, ellos observan también la
presencia de seis metaloproteasas entre ellas una de la familia M49 (Horvathova y
cols. 2012) diferente a la que nosotros obtuvimos, lo que refuerza la posibilidad de
que en la condicién de Zn= también se encuentren expresadas proteasas de esta
familia. Otra proteasa que resultd interesante pertenece a la familia M16 la cual se
encarga de procesar proteinas citoplasmicas que posteriormente son translocandas
al hidrogenosoma como se ha observado para Giardia y Trichomonas (Dolezal y cols.

2005) lo cual da sustento a nuestro trabajo.

Cabe mencionar que debido a la basta existencia de peptidasas de diferentes
especificidades de sustrato y que se expresan en momentos muy diferentes en
diversas condiciones ambientales, es dificil establecer patrones y aun observar la
actividad de cada una de estas. Sin embargo resulta interesante e importante
conocer mas sobre acerca de estas proteasas y asi dilucidar su papel dentro de

Trichomonas vaginalis.
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7. Apéndice.

Tabla de las 123 metaloproteasas de T. vaginalis.

Secuence Cofactor
length

(aa)

Proteins names Genes names Biological

process

679

Clan M-, family M49,
dipeptidylpeptidase lll-like
metallopeptidase

Clan M-, family M49,
dipeptidylpeptidase lll-like
metallopeptidase

Clan MA, family M1,
aminopeptidase N-like
metallopeptidase

Clan MA, family M1,
aminopeptidase N-like
metallopeptidase
Clan MA, family M1,
aminopeptidase N-like
metallopeptidase

i TVAG_106750 Proteolysis

: TVAG_032280

Proteolysis

Proteolysis

Proteolysis

i Metal binding, Zinc :

Binds 1 zinc

oligopeptidase A-like
metallopeptidase

| ATP binding,
i Nucleotide binding

Protein catabolic
process,
Proteolysis

Clan MA, family M41, FtsH
endopeptidase-like :
metallopeptidase

Clan MA, family M48,
Ste24 endopeptidase-like
metallopeptidase

Binds 1 zinc
i ion per subunit

Clan MA, family M48, 1 TVAG_077490 410 Binds 1zinc |
Ste24 endopeptidase-like : i ion per subunit |
metallopeptidase H :

Clan MA, family M48, i TVAG_024200 | 413 | Binds1zinc
Ste24 endopeptidase-like : 1 ¢ ion per subunit !
metallopeptidase : :

Clan MA, family M8, i TVAG_595020 Cell adhesion,
leishmanolysin-like H Proteolysis
metallopeptidase

Clan MA, family M8,
leishmanolysin-like
metallopeptidase

: TVAG_579240

Cell adhesion,
Proteolysis

i TVAG_562500 !

Clan MA, family M8, Cell adhesion,

leishmanolysin-like Proteolysis
metallopeptidase

Clan MA, family M8, i TVAG_550840 Cell adhesion,
leishmanolysin-like : : Proteolysis
metallopeptidase

Clan MA, family M8, ¢ TVAG_494490 Cell adhesion,
leishmanolysin-like : : Proteolysis
metallopeptidase

Clan MA, family M8, + TVAG_493930 : Cell adhesion,
leishmanolysin-like H H Proteolysis
metallopeptidase

Clan MA, family M8,
leishmanolysin-like
metallopeptidase

Clan MA, family M8,

! TVAG_493860 !

Cell adhesion,
Proteolysis

Cell adhesion,

i TVAG_454520

leishmanolysin-like Proteolysis
metallopeptidase

Clan MA, family M8, i TVAG_453650 Cell adhesion,
leishmanolysin-like H Proteolysis

metallopeptidase

Clan MA, family M8,

i TVAG_437440 : Cell adhesion,
leishmanolysin-like H ! Proteolysis
metallopeptidase
Clan MA, family M8, : TVAG_424820 Cell adhesion,
leishmanolysin-like : H Proteolysis
metallopeptidase

Clan MA, family M8,
leishmanolysin-like
metallopeptidase

¢ TVAG_407980

Cell adhesion,
Proteolysis

Clan MA, family M8, i TVAG_400860 Cell adhesion,
leishmanolysin-like : Proteolysis
metallopeptidase
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Celular
compone
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Molecular function pl

Dipeptidyl-pepticase activy | Cytoplasm |

Dipeptidyl-peptidase activity

| Cytoplasm |

Aminopeptidase activity,
Metallopeptidase activity, Zinc ion
binding

Aminopeptidase activity,
Metallopeptidase activity, Zinc ion
binding

Aminopeptidase activity,
Metallopeptidase activity, Zinc ion

binding
: Metal ion binding,
: Metalloendopeptidase activity

ATP binding, Metalloendopeptidase
activity, Nucleoside triphosphatase
activity

{ Membrane

i Membrane

7.7 1 4177

{837} 47.28

i Metalloendopeptidase activity, Zincion : Membrane | 5.42 :
: binding ! H H

i Metalloendopeptidase activity, Zinc ion
: binding H

i Metalloendopeptidase activity, Zinc ion
: binding :

Membrane

(5861

i Metalloendopeptidase activity, Zincion ; Membrane : 6.67 | 41.74
: binding ; i i

: Metalloendopeptidase activity, Zincion : Membrane : 6.12 : 76.45
H inding H : H

i Metalloendopeptidase activity, Zinc ion :
: binding H

Membrane

1604 ;

: Metalloendopeptidase activity, Zinc ion
: binding :

Membrane : 8.21 !

i Metalloendopeptidase activity, Zinc ion :
: binding :

Membrane

i 541 ¢

i Metalloendopeptidase activity, Zincion
: binding :

Membrane

{555

i Metalloendopeptidase activity, Zinc ion
H binding !

Membrane

1647

i Metalloendopeptidase activity, Zinc ion
: binding :

: Metalloendopeptidase activity, Zinc ion
H binding i

Membrane ! 5.19 !

i Metalloendopeptidase activity, Zinc ion !
: binding i

Membrane | 5.39 !



Clan MA, family M8, TVAG_399920 651 | . : 3 ! Colladhesion, | Metalloendopeptidase activity, Zincion | Membrane | 552 | 73.4
leishmanolysin-like i ; i Proteolysis ! binding i :
metallopeptidase $

Clan MA, family M8, TVAG_391100 - Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane : 5.07 70.18
leishmanolysin-like i Proteolysis ! binding :
metallopeptidase

Clan MA, family M8, Cell adhesion, : Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane
leishmanolysin-like Proteolysis ! binding
metallopeptidase H

Clan MA, family M8, TVAG_388230 : i Cell adhesion, | Metalloendopeptidase activity, Zincion | Membrane : 7.28 i 72.11
leishmanolysin-like H : Proteolysis ~ : binding H
metallopeptidase

Clan MA, family M8, TVAG_387200 J - Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane 4.81 58.57
leishmanolysin-like ; ; Proteolysis binding ; i
metallopeptidase

Clan MA, family M8, Cell adhesion, : Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane 578 72.04
leishmanolysin-like Proteolysis ~ : binding H H
metallopeptidase :

Clan MA, family M8, TVAG_369290 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane 5.09 56.83
leishmanolysin-like Proteolysis ~ : binding !
metallopeptidase :

Clan MA, family M8, TVAG_369280 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane | 5.34 62.6
leishmanolysin-like Proteolysis binding H
metallopeptidase H

Clan MA, family M8, TVAG_367130 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane : 6.45 70.64
leishmanolysin-like Proteolysis | binding i
metallopeptidase H

Clan MA, family M8, TVAG_355630 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane : 8.89 75.1
leishmanolysin-like Proteolysis binding H
metallopeptidase i

Clan MA, family M8, TVAG_305870 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane
leishmanolysin-like Proteolysis ! binding
metallopeptidase

Clan MA, family M8,
leishmanolysin-like

TVAG_295740

Cell adhesion, i Metalloendopeptidase activity, Zinc ion
Proteolysis ! binding

Membrane

metallopeptidase

Clan MA, family M8, TVAG_271800 Cell adhesion, : Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane
leishmanolysin-like Proteolysis ! binding
metallopeptidase H

Clan MA, family M8, TVAG_271790 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane | 4.95 | 69.06
leishmanolysin-like Proteolysis binding ;
metallopeptidase

Clan MA, family M8, TVAG_271780 Cell adhesion, | Metalloendopeptidase activity, Zincion | Membrane | 533 | 46.52
leishmanolysin-like Proteolysis binding H
metallopeptidase

Clan MA, family M8, TVAG_256110 : : : ion, : Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane 65.33
leishmanolysin-like & $ H i . binding !
metallopeptidase

Clan MA, family M8, TVAG 226600 | 658 | - : Metalloendopeptidase activity, Zincion | Membrane | 4.84 | 73.9
leishmanolysin-like H : : binding H
metallopeptidase H

Clan MA, family M8, TVAG_226590 | 637 ! = i Metalloendopeptidase activity, Zincion | Membrane | 6.63 | 71.16
leishmanolysin-like H H : binding H
metallopeptidase :

Clan MA, family M8, TVAG_219460 | 616  : ) : - i Celladhesion, i Metalloendopeptidase activity, Zincion | Membrane : 5.48 : 70.21
leishmanolysin-like H : : { Proteolysis : binding :
metallopeptidase

Clan MA, family M8, TVAG_216800 3 | Celladhesion, | Metaloendopeptidase activity, Zincion | Membrane | 525 | 57.56
leishmanolysin-like i Proteolysis ! binding ;
metallopeptidase

Clan MA, family M8, TVAG_216430 Cell adhesion, | Metalloendopeptidase activty, Zincion | Membrane | 5.07 | 72.16
leishmanolysin-like Proteolysis ~ : binding 2
metallopeptidase E

Clan MA, family M8, TVAG_206210 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc ion Membrane
leishmanolysin-like Proteolysis binding
metallopeptidase H

Clan MA, family M8, TVAG_195440 ¢ Celladhesion, ! Metalloendopeptidase activity, Zinc ion

leishmanolysin-like {  Proteolysis : binding
metallopeptidase :

Clan MA, family M8, TVAG_194330 = i Celladhesion, : Metalloendopeptidase activity, Zincion | Membrane | 8.64 | 7595
leishmanolysin-like Proteolysis ! binding :
metallopeptidase :
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mMC

ClanMA, famiy M8, | TVAG_190000 Cell adhesion, | Metalloendopeptidase activity, Zinc | Membrane

leishmanolysin-like Proteolysis ion binding
metallopeptidase
Clan MA, famiy M8, |  TVAG_160010 Cell adhesion, | Metalloendopeptidase activity, Znc | Membrane | 82 ! 67.32
leishmanolysin-like : Proteolysis ion binding H :
metallopeptidase
Clan MA, family M8, TVAG_156760 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc Membrane
leishmanolysin-like Proteolysis ion binding H
metallopeptidase
ClanMA, famiy M8, |  TVAG_106650 Celladhesion, | Metalloendopeptidase activty, Zinc | Membrane | 5.01 | 68.34
leishmanolysin-like H Proteolysis ion binding : :
metallopeptidase
ClanMA, famiy M8, | TVAG_104240 Cell adhesion, | Metalloendopeptidase activity, Znc | Membrane | 6.01 | 72,59
leishmanolysin-like ; Proteolysis ion binding : i 3
metallopeptidase
Clan MA, family M8, TVAG_074250 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc Membrane
leishmanolysin-like : Proteolysis ion binding H
metallopeptidase
Clan MA, family M8, Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc Membrane
leishmanolysin-like Proteolysis @ ion binding
metallopeptidase :
Clan MA, family M8, Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc : Membrane
leishmanolysin-like : ion binding H
metallopeptidase
Clan MA, family M8, Metalloendopeptidase activity, Zinc Membrane
leishmanolysin-like : ion binding
metallopeptidase
Clan MA, family M8, i Metalloendopeptidase activity, Zinc
leishmanolysin-like : ion binding
metallopeptidase
Clan MA, family M8, Metalloendopeptidase activity, Zinc
leishmanolysin-like : ion binding Y
metallopeptidase
Clan MA, family M8, Metalloendopeptidase activity, Znc | Membrane | 5.42 | 69.43
leishmanolysin-like : ion binding : : :
metallopeptidase
Clan MA, famiy M8, | Metalloendopeptidase activity, Zinc | Membrane | 7.15 | 70.28
leishmanolysin-like Proteolysis ion binding : i E
metallopeptidase
Clan MA, famiy M8, Cell adhesion, | Metaloendopeptidase activity, Zinc | Membrane | 4.92 | 49.91
leishmanolysin-like Proteolysis ion binding $ H
metallopeptidase i
ClanMA, family M8, |  TVAG_025060 Celladhesion, | Metalloendopeptidase activity, Zinc | Membrane
leishmanolysin-like H Proteolysis ~ : ion binding 4
metallopeptidase ¥
Clan MA, family M8, Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc | Membrane
leishmanolysin-like Proteolysis ion binding H
metallopeptidase

Clan MA, family M8, TVAG_018910 Cell adhesion, Metalloendopeptidase activity, Zinc
leishmanolysin-like Proteolysis ion binding H
metallopeptidase :

Membrane

Clan MA, family M8, . i Celladhesion, | Metalloendopeptidase actiity, Znc | Membrane | 4.79 | 48.27
leishmanolysin-like Proteolysis ! ion binding H : H
metallopeptidase :
Clan MC, family M14, Zinc | TVAG.483870 | 578 ' - i g | Proteolysis | Metallocarboxypeptidase activity, . {7.02 6564
carboxypeptidase-like H i ; i i Zinc ion binding i : :
Metallopeptidase
Clan MC, family M14, Zinc Metallocarboxypeptidase activity,
carboxypeptidase-like Zinc ion binding
Metallopeptidase

Clan MC, family M14, Zinc

Metallocarboxypeptidase activity,

carboxypeptidase-ike i i i i i Zinc ion binding
Metaliopeptidase : { H : ! i
ClanMC, family M14,Zinc | TVAG_253610 | 581 | 2 i . | Proteolysis | Metallocarboxypeptidase activty, | . | 656 | 66.62
carboxypeptidase-like : : : : : i Zinc ion binding H :
Metallopeptidase : : i : i ;
Clan MC, family M14, Zinc |  TVAG_247150 Metallocarboxypeptidase activty, = | 6.41 (6574
carboxypeptidase-like : Zinc ion binding H ! H

Metallopeptidase

"y ity TVAG_075740 - Proteolysis Metallocarboxypeptidase activity, -
carboxypeptidase-like H Zinc ion binding
Metallopeptidase
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Clan MC, family M14,Znc | TVAG.045700 | 600 | : : Proteolysis | Metalocarboxypeptidase activity, | - | 9.23 |68.36
carboxypeptidase-like H H H H Zinc ion binding H H H
Metallopeptidase : : H : H
Clan MG, family M14, Znc | TVAG 040480 | 525 : - | Metalocarboxypeptidase activt, | - | 9.31 | 6056
carboxypeptidase-like : : H Zinc ion binding H H
Metallopeptidase ! H |
Clan MC, family M14, Zinc i TVAG_027310 576 - i - i Metallocarboxypeptidase activity, 5 6.47 1 65.07
carboxypeptidase-like : : i Zinc ion binding i g
Glan MG, family M14, Zin TVAG_021370 ! Metallocarboxypeptidase activity, . 494 16794
carboxypeptidase-like : H Zinc ion binding :
Metallopeptidase : :
Clan MC, family M14, Zinc TVAG.004620 | 484 - : Proteolysis | Metallocarboxypeptidase activity, e i 001 5525
carboxypeptidase-like H Zinc ion binding H H
Metallopeptidase : H
Clan ME, family M16, 2 - Proteolysis | Metalloendopeptidase activity, Zinc - i 6.22 11136
insulinase-like H : ion binding : : H
metallopeptidase H : ;
Clan ME, family M16, Proteolysis | Metalloendopeptidase activity, Zinc . | 5.61 1108.83
insulinase-like : ion binding : :
metallopeptidase 3
Clan ME, family M16, TVAG_317610 i Proteolysis | Metalloendopeptidase activity, Zinc - 5.54 111066
insulinase-like H H ion binding H
metallopeptidase :
Clan ME, family M16, TVAG_233350 . - Proteolysis | Metalloendopeptiase activity, Zinc | - |
insulinase-like : ion binding : ;
metallopeptidase H
Clan ME, family M16, TVAG_151080 : : Proteolysis | Metalloendopeptiase activity, Zinc | - |
insulinase-like : : ion binding H H
metallopeptidase H H
Clan ME, family M16, TVAG_119710 . 5 Proteolysis | Metaloendopeptidase activty, Zinc | -
insulinase-like H ion binding : H
metallopeptidase H
Clan ME, family M16, | Metalloendopeptidase activity, Zinc | - i
insulinase-like : ion binding :
metallopeptidase H
Clan ME, family M16, i H | Metalloendopeptidase activity, Zinc - i
insulinase-like : : : ion binding i :
metallopeptidase H : : : :
Clan MG, family M24, | TVAG_476160 | 414  : Binds2 cobalt Gobalt, Metal Gellular process, | Aminopeptidase activity, Metal ion - i 586 14614
aminopeptidase P-ike © ions per binding Proteolysis inding, : :
metallopeptidase i i subunit ! Metalloexopeptidaseactivity :
Clan MG, familly M24, | TVAG_437930 458 Binds 2 Manganese, Metal- | Cellular process Aminopeptidase activity, . i 5.46 {5207
aminopeptidase P-like manganese binding Manganese ion binding i i
metallopeptidase ; ions per H i
: subunit H H H
Clan MG, familyM24, | TVAG410220 | 413 | Binds2cobalt |  Cobalt Metal | Celularprocess, | Aminopeptidase activity,Metalion | - | 551 4592
aminopeptidase P-like : ¢ ions per binding :  Proteolysis ! bindi : H
metallopeptidase H : : subunit H : :
Clan MG, familly M24, mp50 i 43 ! Binds2 Manganese, Metal- | Cellular process Aminopeptidase activity, - i 534 149.99
aminopeptidase P-like H H ! manganese binding Manganese ion binding H H
metallopeptidase : H H ions per H i
: : : subunit
Clan MG, familly M24, | TVAG_ 386080 : 458 |  Binds2 Aminopeptidase activity, i
aminopeptidase P-like H H ! manganese Manganese ion binding H
metallopeptidase : H H ions per H
H H : subunit : d
Clan MG, family M24, | TVAG_321430 | 447 |  Binds2 Manganese, Metal- Cellular process Aminopeptidase activity, S i 528 i 507
aminopeptidase P-ike ! i manganese binding Manganese ion binding :
metallopeptidase H : ions per
: subunit
Clan MG, familly M24, TVAG_317020 416 Binds 2 cobalt Cobalt, Metal Cellular process, Aminopeptidase activity, Metal ion - 6.1 :46.06
aminopeptidase P-like : ions per : binding Proteolysis binding,
metallopeptidase subunit Metalloexopeptidaseactivity
Clan MG, familly M24, TVAG_255940 439 Binds 2 Manganese, Metal- Aminopeptidase activity, - 4.99 :48.88
aminopeptidase P-like {  manganese binding Manganese ion binding
metallopeptidase : ions per H
i subunit b
Clan MG, familly M24, i  TVAG_227590 383 | Binds2 Manganese, Metal- | Cellular process Aminopeptidase activity, 5 i 6,67 43.13
aminopeptidase P-like ! manganese binding Manganese ion binding H
metallopeptidase ions per
subunit
Clan MG, familly M24, TVAG_212800 - - Cellular process : Aminopeptidase activity H - : 5.22 :109.21
aminopeptidase P-like H ; 4
metallopeptidase
Clan MG, familly M24, TVAG_190580 411 | Binds2cobalt |  Cobalt, Metal Cellular process, | Aminopeptidase activity, Metal ion = | 578 14575
aminopeptidase P-like H ions per binding Proteolysis indi H H

metallopeptidase

subunit
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Clan MG, familly M24, 438 | Binds2 Manganese, Metal- | Celular process | Aminopeplidase activity, Manganese ion | {463 (50,07
aminopeptidase P-like i manganese ions binding ; binding H H H
metallopeptidase per subunit
Clan MG, familly M24, 383 Binds 2 Manganese, Metal- | Cellular process | Aminopeptidase activity, Manganese ion {76 4343
aminopeptidase P-like ions binding : binding H : H
metallopeptidase per subunit
Clan MH, family M18, aspartyl TVAG_ 412 - Metal binding, Zinc Proteolysis Aminopeptidase activity, 1 5.96 45.96
aminopeptidase-like 1 490070 : : Metallopeptidase activity, Zinc ion i
metallopeptidase H H binding
Clan MH, family M18, aspartyl | TVAG_ | 421 ! % Metal binding, Zinc Proteolysis Aminopeptidase activity, 55 147.07
aminopeptidase-like 1467260 : Metallopeptidase activity, Zinc ion H
metallopeptidase H H binding
Clan MH, family M18, aspartyl | TVAG_ | 403 2 Metal binding, Zinc Proteolysis Aminopeptidase activity,
aminopeptidase-like 1392410 Metallopeptidase activity, Zinc ion
metallopeptidase : : binding
Clan MH, family M18, aspartyl TVAG_ 422 - Metal binding, Zinc Proteolysis Aminopeptidase activity, 6.38 47.07
aminopeptidase-like 161610 Metallopeptidase activity, Zinc ion i
metallopeptidase H binding
Clan MH, family M18, aspartyl | TVAG_ 02 | . Metal binding, Zinc Proteolysis Aminopeptidase activity, 541 144.75
aminopeptidase-like 115460 ; Metallopeptidase activity, Zinc ion 3
metallopeptidase binding
Clan MH, family M18, aspartyl | TVAG 42 i 5 Metal binding, Zinc Proteolysis Aminopeptidase activity, 6.39 54.77
aminopeptidase-like H ¢ Metallopeptidase activity, Zinc ion :
metallopeptidase binding

Metal ion binding, Succinyl-

ly Lysine biosynthetic
peptidase T-like : diaminopimelate desuccinylase activity
metallopeptidase
Clan MH, family M20, y Hydrolase activity
peptidase T-like i
metallopeptidase i
Clan MH, family M20, | TVAG_ | 511 - - Proteolysis Hydrolase activity
peptidase T-like i 385820
metallopeptidase H
ClanMH, family M20, | TVAG. | 426 ' - - Peptide metabolic Metallopeptidase activity, Tripeptide {4739
peptidase T-like 379940 process, i aminopeptidase activity, Zinc ion binding : {
metallopeptidase Proteolysis : ;
ClanMH, family M20, | TVAG_ | 474 | : - < Hydrolase activity 516
peptidase T-like . H
metallopeptidase
Clan MH, family M20, 474 - - - 5.03 {51.37
peptidase T-like H
metallopeptidase
Clan MH, family M20, ! TVAG_ 493 ! = 3 Proteolysis Hydrolase activity i 531 {5457
peptidase T-like 090090 : : i
metallopeptidase
Clan MH, family M20, i TVAG_ | 574 i - * Proteolysis Hydrolase activity i 6.41 165.14
peptidase T-like : : : i
metallopeptidase ]
Clan MH, family M20, : s Proteolysis Hydrolase activity | 565 5453
peptidase T-like : 056190 H :
metallopeptidase : H
Clan MH, family M20, TVAG. | 372 = s . Hydrolase activity 555 :41.88
peptidase T-like 050870 ! ¢
metallopeptidase H
Cian MH, family M28, VAG | 748 " = Proteolysis Aminopeptidase activity 8.36 |
aminopeptidase S-like 470700 : !
metallopeptidase
Clan MK, familly M22, i TVAG_ 325 - - Proteolysis Metalloendopeptidase activity 6.26 :
sialoglycoprotein 185400 : i
endopeptidase-like H
metallopeptidase
Clan MP, family M67, Poh- | TVAG. | 296 . . : {404 i3207
like metallopeptidase 1 472140 :
Clan MP, family M67, Poh1- TVAG_ 305 - - -
like metallopeptidase 469140
Clan MP, family M67, Poh1- | TVAG_ | 301 5 = -
like metallopeptidase i 454400
Clan MP, family M67, Poh1- | TVAG_ | 300 - 5 {621 3354
like metallopeptidase 159580 3 y
Clan MP, family M67, Poh1- i TVAG_ | 301 - - i 5.16 |33.83
like metallopeptidase 124160 : i
Cian MP, family M67, Poh1- | TVAG_ | 300 . = i 548 | 341
like metallopeptidase ; 077600 : i H
Clan MP, family M67, Poh1- | TVAG 3 i . - A - {289 3493
like metallopeptidase H H :

i 015750 |
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PBS 1X

NaCl (MERCK) 849
KCl 8¢
NazPO4 0.65¢g
KH2PO4 02¢g

Se ajusto el pH a 7.4 con NaOH o HCI se afora a 1 litro con agua destilada y se

esteriliza por autoclave.

Amortiguador de lisis

SDS (Sigma) 0.2%

NaCl 100 mM

EDTA 100 mM, pH 8.0
Tris-HCI 10 mM, pH 8.0

Etanol 70%

Para 50 ml

Etanol al 100% 35 %

H-O destilada 15 %
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Acrilamida al 30 %/bisacrilamida al 0.8 %

Acrilamida 29.2 g

Bisacrilamida 08¢

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

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

Tris-base (sigma) 9.08 g

SDS (Sigma) 029

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

Aforar a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucion almacenar a
26°C.

Tris-HCI/SDS 4x,pH 6.8 (1.5 M Tris-Cl, 0.4 % SDS)

Tris-base (sigma) 3.025¢g

SDS (Sigma) 029

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH a 6.8 con HCI.

Aforar a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucién almacenar a
26°C.

Persulfato de amonio al 10%

10 mg (0.01 g) en 1 ml de agua destilada
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TEMED (Bio Rad)

0.01 ml (10 )

SDS-amortiguador 2x

Tris-base (sigma) 1524

SDS (Sigma) 29

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar a pH 6.8 . posteriormente
Adicionar:

Glicerol 20 ml

Agua destilada (aforar a 100 ml)

Amortiguador de muestra 1X (BX 1x)

SDS-amortoguador 2x 500
- mercaptoetanol 5% 50 pl
azul de bromofenol 50 ul

(stock 10 mg/ml)
Agua destilada 400 pl
Agua destilada (aforar a 100 ml)

Amortiguador de muestra 2x (BX 2x)

SDS-amortoguador 2x 400 pl
B- mercaptoetanol 5% 50
azul de bromofenol 50 pl
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(stock 10 mg/ml)
Agua destilada 400

Amortiguador de electroforesis 5x

Glicina (sigma) 72 9
Trizma-sigma (Sigma) 15,1 g
SDS (Sigma) 509

Amortiguador de electroforesis 1x

Amortiguador de electroforesis 5X 100 ml

Agua destilada 400 ml

Solucién colorante de proteinas (AZULBRILLANTE DE Coomassie) 0.05%
Metanol 500 ml

Acido acético glaciar 100 ml

Agua destilad'a 400 ml

Azul de Coomassie 05¢g

Disolver toda la noche. Filtrar con papal filtro “Whatman” No. 1 Almacenar a

temperatura ambiente

Solucién decolorante de geles de poliacrilamida

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

Almacenar a temperatura ambiente.
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Actividades realizadas durante la maestria 201 1-2013

Participante en el Seminario de Investigacion Cientifica y Tecnolégica en el
X Aniversario de la UACM.
Del 6 al 8 de abril de 2011.

Participante en la presentacidn de proyectos de investigacién de la UACM.
Del 18 de octubre al 8 de noviembre de 2011 en los planteles de la
Universidad Auténoma de la Ciudad de México.

4° Diplomado en Ciencias Genémicas impartido por el posgrado en
Ciencias Gendmicas de la UACM.
Con duracion de septiembre de 2010 a junio de 2011.

Curso Tedrico-Practico “La tipificacion de microorganismos mediante
Electroforesis de Campos Pulsantes en minigeles (miniECP)".
Del 30 de julio al 3 de agosto de 2012, con duracién de 40 horas.

Curso de Farmacogenomica.
Realizado el 19 de abril de 2012, en las instalaciones del INMEGEN.

Capacitacion en el manejo del fotodocumentador Pharos FX Plus para la
adquisicion de imagenes y del software Quantity One para el andlisis de
imdgenes realizado en la Universidad de la Ciudad de México.

México, D.F. el 05 de febrero de 2013. Duracién 4 horas.

Capacitacién en el manejo del fotodocumentador ChemiDoc MP realizado
en la Unversidad de la Ciudad de México, en el laboratorio #1.
México, D.F. el 22 de febrero de 2013.

5° Diplomado en Ciencias Gendmicas impartido por el posgrado en
Ciencias Gendmicas de la UACM.
Con duracién de septiembre de 2012 a junio de 2013.

XXIX Congreso Nacional de Bioquimica del 11 al 17 de Noviembre de
2012 en Oaxaca, Oax.

Asistencia y participacion como co-autor del trabajo: “Identificacion por
LC/MS/MS de proteinas de T. vaginalis inmunoreconocidas reconocidas
por el anticuerpo a-TvMP50".

Ingreso a la SMB-Sociedad Mexicana de Bioquimica A.C., como miembro
estudiante.
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Metanol 20% 200 ml

Disolver primero el Trizma y la glicina. Una vez disueltos, agregar el metanol y

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

PBS 1x

NaCl (MERCK) 89
KCl 8¢
NazPO4 0.65¢g
KH2PO4 02g

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

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

NH4CI/PBS 1 x pH 7.0 50 mM

Se pesa 0.27 g de NH4Cl y se disuelven en 90 ml de PBS 1X vy despues se afora
a100 ml con PBS 1x.

HCI/PBS 1x pH7.0 1M

Se toman 96.4 ml de PBS 1 x y se agregan 3.6 ml de HCI concentrado.
Glicina 0.5M/PBS 1x pH7.0

Pesar 0.375 g dissolver en 90 ml de PBS 1x y aforar a 100 ml con PBS 1X.
Suero fetal bovino 1%/ PBS 1x pH 7.0

Se agrega 1 ml de suero fetal bovino a 99 ml de PBS 1x pH 7.0.

Suero fetal bovino al 0.2%/ PBS 1x pH 7.0

Se agregan 200 pl de suero fetal bovino a 9800 pl de PBS 1x pH 7.0

12



Preparacion de gelatina al 9%

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

4.50 ml poliacrilamida/bisacrilamida al 30%
3.75 4x Tris-CI/SDS pH 8.8

6.75 ml gelatina al 9 %

50 pl persulfato de amonio al 10%

10 yl de TEMED

Gel concentrador

0.65 ml poliacrilamida/bisacrilamida al 30 %
1.25 ml 4x Tris-Cl/SDS pH 6.8

3.05 ml Agua

25 pl persulfato de amonio al 10%

5 pl de TEMED

Tritén X-100 al 2.5%

Triton X-100 25 ml

H20 destilada cbp 1000 ml
Amortiguador de transferencia
Trizma-base 25 mM 3.03g

Glicina 190 mM 14.25g
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TESIS URGENTES

REF. DE CUBA No. 99 DESF. 23-A
CENTRO HISTORICO MEXICO, D.F.
Tel. 55-12-84-69
Part. 26-19-07-42
PRESUPUESTOS DE 9:30 A 7:00 P.M.
SABADOS DE 9:30 A.M. A 3:00 P.M.

impresosahumada@hotmail.com






Jurado evaluador

El jurado designado por la Universidad Auténoma de la Ciudad de México aprobd
esta tesis el dia 27 de enero de 2014, en la Ciudad de México D.F. para optar al

Grado de Maestro en Ciencias Gendmicas, al Q.F.B. Carlos Alberto Galicia Silva.

Dra. Marfa Elizbeth Alvarez Sanchez

Dra. Minerva Camacho Nuez

Dr. José de Jesus Olivares Trejo

Dra. Rosalia Lira Carmona

Dra. Mavil Lépez Casamichana
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