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1 RESUMEN

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomonosis, infeccion de
transmision sexual que afecta el tracto urogenital. Este parasito depende del
hospedero para obtener los nutrientes necesarios para su scbrevivencia.

T. vaginalis presenta propiedades y factores de virulencia que le permiten
establecer la infeccion, una de estas propiedades es la citotoxicidad y uno de
los factores involucrado en la citotoxicidad es la cistein proteasa de 39 kDa
(TvCP39).

TvCP39 esta regulada positivamente por poliaminas a nivel de transcrito y
proteina, y se encontré que presenta en su extremo 3'UTR una secuencia
denominada ERE (elemento de respuesta a elF-5A) en forma de tallo-burbuja.
En T. vaginalis se ha propuesto que elF-5A conocida como TvelF-5A pueda
estar involucrada en un mecanismo postranscripcional del RNAm de tvcp39
que presenta la secuencia ERE el cual forma una estructura de tallo- burbuja
en el extremo 3'UTR, este mecanismo se ha propuesto para el RNAm de
COX-2.

Recientemente se ha comprobado que TvelF-5A madura es capaz de unirse a
la secuencia ERE, sin embargo es importante conocer si esta proteina
presenta una interaccion especifica de secuencia. Es por ello que en este
trabajo realizamos mutaciones puntuales en la secuencia ERE del 3'UTR del
RNAm de tvep39, cabe destacar que nos interesé conservar la estructura tallo-
burbuja, para lo cual se realizaron analisis in silico de cada una de las
mutantes, una vez disefiados nuestras sondas de realizaron ensayos de
retardamiento que nos permitieron observar si el cambio de nucleétido
presente en la secuencia ERE disminuye y/o inhibe la interaccion de TvelF-5A

lo cual nos da un panorama de como podria estar regulandase este RNAm.
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2 INTRODUCCION

2.1 Tricomonosis

La tricomonosis es una infeccidn de transmision sexual ocasionada por el
parasito Trichomonas vaginalis que infecta el tracto genitourinario. Las
personas enfermas pueden presentar sintomas o ser asintomaticos. La
mayoria de las mujeres desarrollan sintomas de 4 a 28 dias después de una
relacion sexual con una persona infectada. Estos sintomas se manifiestan
como descargas vaginales liquidas y espumosas, amarillo-verdosas y con olor
desagradable, comezon, ardor y dolor vaginal, irritacion o enrojecimiento
vaginal y dolor durante la relacion sexual. Solo 2% de las pacientes presentan
el signo tipico de la tricomonosis conocido como cérvix de fresa (Colpitis
macular). Debido a la inflamacion que produce el parasito en el cuello del
cérvix se presentan hemorragias localizadas en forma de puntilleo que
generalmente solo se observan por colposcopia.

Uno de los problemas para el diagnéstico clinico de la tricomonosis es que
hasta 50% de las mujeres infectadas con tricomonas son asintomaticas (Petrin
y col.,, 1998; Schwebke y Burgess, 2004) sin embargo para aquellas que
presentan la infeccion ha sido ligado a una amplia gama de secuelas en la
salud reproductiva de la mujer incluyendo: ruptura de las membranas
amniédticas lo cual ocasiona partos prematuros y/o neonatos de bajo peso, e
incluso con infertilidad (Schwebke., 2004). Existe una predisposicion al
desarrollo de cancer cervical debido a la destruccion del epitelio vaginal lo cual
permite el establecimiento del virus del papiloma humano y su replicacion
(Mason y col., 1990, Boyle y col. 2003) se ha asociado también con incremento
en el riesgo de contraer el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), como
resultado del proceso inflamatorio crénico (Guenthner y col., 2005).

En el caso de los hombres infectados hasta el 90% llegan a ser asintomaticos

por lo que se les ha atribuido el papel de portadores de la infeccion.
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En los pocos casos en los que la infeccion prevalece estos pueden presentar
sintomas como prostatitis y uretritis, caracterizadas por descargas uretrales y
sensacion de ardor al orinar (Petrin y col., 1998; Schwebke y Burgess, 2004,
Schwebke y Hook, 2003), una infeccion persistente puede praducir prostatitis o
epididimitis (Krieger y col. 1993) y, debido al dafio causado en las células por la
expresion de genes proinflamatorios, puede causar dafo a las células
epiteliales provocando una renovacién celular, si este proceso no se controla
puede llevar a la hiperproliferacion de las células prostaticas. Asi como regular
la expresion de genes anti-apoptéticos y evitar la apoptosis en las células
dafadas. Por todo esto se ha propuesto una predisposicion al cancer de
prostata (Sutcliffe y col., 2006).

2.2 Diagndstico

El diagnostico de la tricomonosis se puede deducir por la presencia de los
signos y sintomas clinicos ya mencionados, sin embargo hasta el momento se
realizan varias técnicas de diagndstico entre las cuales se encuentra la
visualizacion directa del parasito, el estandar de oro utilizado es el cultivo de
Diamond (Lossick y col., 1991) el cual confiere un alto grado de sensibilidad y
especificidad (Heine y col., 1993); la desventaja es el tiempo de incubacion (2 a
7 dias). Existen otros métodos diagndsticos menos sensibles como la tincion
de Papanicolaou y técnicas de amplificacion por PCR (Swygard y col. 2004) del
gen de la B-Tubulina 9/2 y AP65 A/B (Madico y col., 1998).

Recientemente se han utilizado las pruebas de amplificacion de acidos
nucleicos (NAATs Nucleic Acid Amplification Tests) que han sido validadas en
mujeres sintomaticas y asintomaticas, son pruebas comerciales, con alta
sensibilidad donde se utilizan muestras de orina, exudados vaginales y
endocervicales. El ensayo APTIMA TV es una prueba cualitativa de
amplificacion del acido nucleico in vitro que utiliza captura de blanco,
hibridacion de sonda quimioluminiscente y el sistema TIGRIS DTS
automatizado para detectar el RNA ribosomal (rRNA) de Trichomonas vaginalis
(Tabla 1).
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El diagnoéstico de T. vaginalis es mas dificil en los pacientes masculinos,

obteniendo mejores resultados los cultivos de exudados uretrales y sedimento

urinario.

Tabla 1. Métodos de diagnéstico para la deteccion de T. vaginalis

Categoria Prueba Rango de Rango de Ventajas
sensibilidad | especificidad
(%) (%)
Microscopia | Observacion 44-68 100 Resultados el
directa en fresco mismo dia
Barato
Cultivo Medio 44-75 100 Mejor
Diamond’s sensibilidad
modificado o que la
InPouch microscopia
Pruebas Affirm VPIII 64 100 Resultados el
moleculares Prueba de mismo dia es
no- hibridacion posible
amplificadas de acidos Se incluye la
nucleicos deteccion para
Gardnerella 'y
levaduras
NAATs APTIMA TV 88-100 98-100 Alta
sensibilidad y
especificidad
Inhouse PCR 76-100 96-100 Funciona bien
con
especimenes
de hombre

(Hobbs y col., 2013)

2.3 Tratamiento

El tratamiento de la tricomonosis es a base de nitroimidazoles como el

metronidazol, tinidazol, ornidazol, carnidazol y nimorazol; siendo el

metronidazol el medicamento mas utilizado para el tratamiento de la

tricomonosis, su dosis via oral es de 2 g. en una sola dosis, o bien, 500 mg.
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cada 8 hrs por 5 a 7 dias. Las parejas sexuales deben ser también tratados
(Muzny CAy col., 2013).

Estos medicamentos son reducidos en los hidrogenosomas provocando
desestabilidad en el DNA del parasito, sin embargo durante los ultimos anos se
ha reportado resistencia al tratamiento con metronidazol (Swygard, Sena 'y col.;
2004).Las causas que se han descrito para esta resistencia son: la falla en la
actividad enzimatica de la Piruvato Ferredoxin Oxidoreductasa (PFO), una
conformacién alterada del hidrogenosoma, ferredoxina (Fd) con un potencial
redox excepcional, cantidades reducidas de ferredoxina intracelular (Vazquez y
col., 2001), una mutacion puntual en la region que flanquea al extremo 5'del
gen Fd, resultando en una disminucion en la transcripcion del gen Fd (Dunne y
col. 2003). Para infecciones resistentes a metronidazol, se utiliza el Tinidazol
(Schwebke, 2004).

2.4 Epidemiologia

La tricomonosis es la infeccion no viral de transmision sexual nimero uno en el
mundo. Tiene una incidencia a nivel mundial de méas de 250 millones de casos
al ano (reporte de la OMS, 2010).

En México hasta la semana 44 del 2013 se reportaron un total de 86, 647
casos de tricomonosis en donde el 97% de los casos se reportaron en mujeres
y 3% en hombres (Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia
Epidemiologica SUIVE 2013).

En nuestro pais la tricomonosis se encuentra distribuida principalmente en la
zona centro y sur del pais, los estados de la republica mexicana mas afectados
son: Veracruz (12.5%), Estado de México (10.9%), Puebla (10.6%), Chiapas
(5.3%), Oaxaca (5.1%) y Guanajuato (4.9%); y los estados con menor

incidencia son Querétaro (0.20%) y Baja California Sur (0.24%).
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2.5 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis es un parasito protozoario de forma ovoide, que mide
entre 10-20 um de largo y 7 pm de diametro, con un nucleo excéntrico que
contiene seis cromosomas.

Este protozoario es moévil debido a la presencia de cuatro flagelos anteriores y
un quinto flagelo adosado a la membrana ondulante, presenta un axostilo;
prolongacion que atraviesa al parasito y se proyecta en el extremo opuesto a
los flagelos como una espicula (Alderete y col., 2004; Pefrin y col., 1998;
Schwebke y Burgess, 2004). Este parasito es un anaerobio microaerofilico que
prefiere un pH de 6.0 para su crecimiento y metabolismo (Alderete y col.,
2004).

A diferencia de la mayoria de los eucariontes, T. vaginalis carece de
mitocondrias y en su lugar utiliza al hidrogenosoma para llevar a cabo el
metabolismo de carbohidratos usando al hidrogeno como aceptor de
electrones. El hidrogenosoma parece tener un ancestro comun con la
mitocondria basados en su similitudes en el importe de proteinas. Sin embargo,
existen diferencias entre ellos ya que el hidrogenosoma no cuenta con
citocromos, enzimas de la cadena respiratoria ni tiene DNA. (Schwebke y col.,
2004).El citoesqueleto de este parasito contiene actina, tubulina, y esta
formado por microtibulos que lo distunguen de otros protozoarios por
estructuras poco comunes como la costa, la pelta y el axostilo. Los
microtibulos son esenciales para el mantenimiento, la forma celular y su
organizacion, para el transporte citoplasmico, motilidad y division en todas las
células eucarioticas. (Ribeiro y col., 2000).

T. vaginalis presenta dos morfologias, la forma ameboide encontrada en
biopsias de pacientes con tricomonosis, que se da al estar en contacto con
células del epitelio vaginal (VECs) (Figura 1) y la forma ovoide que se ha
encontrado en flujo uretral y vaginal, orina y semen de pacientes infectados.
(Lehker y col. 1991; Arroyo y col. 1993; Moreno-Brito y col., 2003).
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Figura 1. Microscopia de barrido de Trichomonas vaginalis mostrando la

morfologia ameboide al entrar al contacto con VECs (Marlene Benchimol).

2.6 Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. vaginalis es simple, no existen formas libres de este
microorganismo, no tiene huéspedes intermediarios ni es transmitido por
vectores solo se presenta en forma de trofozoito (Schwebke y col., 2004). La
transmision es de persona a persona mediante el contacto sexual con
personas infectadas. Los parasitos se adhieren a las mucosas de la vagina y
del exocérvix donde permanecen a pesar de las condiciones adversas (pH
acido, cambios hormonales ciclicos, descamacion del epitelio, presencia de
lactobacilos y de acticuerpos anti-tricomonas). T. vaginalis también puede ser
transmitido de madre-hijo(a) durante el parto por una transmision vertical, esto
se da cuando el neonato pasa por el canal vaginal. En este caso, T vaginalis
puede afectar tanto las vias respiratorias, como el tracto genital del recién
nacido (Smith, Wang y col.; 2002; Carter y Whithaus 2008). T. vaginalis se
multiplica por fision binaria que empieza con la division nuclear, para generar

dos células hijas. (Gomez-Conde y col., 2000).
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. Transmisién sexual

Trichomonas vaginalis

Figura 2. Ciclo de vida de T. vaginalis. Tomado del libro Gendémica de
Parasitos. Aspectos Moleculares, Genémicos, Proteémicos y de Virulencia.
Alvarez Sanchez Maria Elizbeth, Azuara Elisa; 2012.

2.7 Genoma de T. vaginalis

El genoma de T. vaginalis presenta un tamafio de 160 Mb, con 60,000 genes
que codifican para proteinas y 65 de ellos contienen intrones. El gran tamario
del genoma se debe a que contiene una gran cantidad de secuencias repetidas
que pueden ser clasificados como: transposones, retrotransposones, y que
representan aproximadamente dos tercios del genoma, lo que refleja una
reciente expansion masiva de material genético (Carlton y col., 2007).

El genoma presenta genes que codifican para proteinas que son capaces de
realizar el procesamiento de corte y empalme denominado “splicing” (Pestota y
col., 2001; Vanacova y col., 2005; Carlton y col., 2007).

El genoma de este parasito también presenta genes que codifican para RNA
de transferencia (RNAt) de los 20 aminoacidos y 250 genes codificantes para
RNA ribosomales (DNAr).
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De manera interesante, T. vaginalis contiene genes Dicer, argonautas y DEAD-
DEAH-box, asi como genes que codifican para helicasas, sugiriendo la
existencia de una via para la formacion de RNA interferente (RNAI).

El elemento promotor Inr se encontrd6 en aproximadamente el 75% de las
regiones no traducidas 5° (UTR) apoyando su papel central en la expresion

geénica. (Carlton y col. 2007).

La RNA polimerasa Il de T. vaginalis es inusual, es resistente a alfa-amanitina
en un 50%, y se sugiere que solo esta polimerasa es responsable de la
transcripcion en este parasito (Liston y Johnson., 1998). Otra RNA polimeresa
que ha sido descrita es la RNA pol Il la cual transcribe el gen que codifica para
el gen 5Sr (Torres-Machorro y col., 2006).

I. vaginalis contiene genes que codifican para actina y tubulina, proteinas que
permiten el remodelamiento de su forma ovoide a ameboide. De igual forma
presenta genes que participan en la respuesta al dafio al DNA como Rad51,
Dmc1, XPC/Rad4/mus101/TopBP1. También se identificaron 800 proteinas de
superficie que pueden estar involucradas en la citoadherencia y citotoxicidad
del parasito en las células del hospedero. T. vaginalis contiene un amplio
degradoma de méas de 400 peptidasas haciéndolo uno de los degradomas mas
complejos. Ademas, presenta 138 posibles genes involucrados en el
metabolismo energético y vias de transporte de electrones asi como genes
implicados en la respuesta al dafo y reparacion del DNA, reestructuracion de la

cromatina y meiosis. (Carlton y col. 2007).

2.8 Propiedades de virulencia

Durante el proceso de infeccion, T. vaginalis se encuentra expuesto a
condiciones adversas como: pH &cido, presencia de lactobacilos, cambios
hormonales ciclicos, descamacion del epitelio, flujo menstrual, nutrientes
escasos y fluctuaciones en las concentraciones de hierro. Por esto, para

establecer una infeccion crénica, requiere de multiples propiedades de

11
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virulencia como la adhesion, la citotoxicidad, la fagocitosis, diversas estrategias
para la evasion de la respuesta inmune y la induccion de apoptosis a las
células blanco (Alderete y col., 2004; Klemba y Golberg, 2002; Petrin y col.,
1998; Schwebke y Burgess.,2004).

Algunos factores microambientales del huésped tales como Fe?*, Zn*,
poliaminas, pH y temperatura pueden regular alguna de estas propiedades de

virulencia.

2.8.1 Adhesion

La adhesion de T. vaginalis a la célula blanco es uno de los principales
mecanismos para el establecimiento de la infeccion. En la adhesion de T.
vaginalis a las células del epitelio urogenital participan diversas moléculas
como adhesinas (Alderete y Garza, 1998, Arroyo y col., 1992; Moreno-Brito y
col., 2004), Las adhesinas involucradas en esta propiedad son cinco: APG5,
AP51, AP33, AP23 (Arroyo, y col., 1992) y AP120 (Moreno-Brito, y col. 2005).
Ademas presenta dos cistein-proteinasas (CPs) involucradas en la adhesion,
CP30 (Mendoza-Lépez y col. 2000) y CP62 (Hernandez y col., 2004). En este
proceso también participan receptores especificos para componentes de la
matriz extracelular (Alderete JF y col., 2002). El hierro regula positivamente la
sintesis de adhesinas en T. vaginalis, reflejando que el parasito necesita mayor

adherencia debido al flujo menstrual (Arroyo y col., 1993).

2.8.2 Citotoxicidad

En la citotoxicidad de T. vaginalis hacia las células epiteliales, se requiere del
contacto con la célula blanco, asi como de la participacion de diversas
moléculas como porinas, toxinas, factores de desprendimiento celular,
fosfolipasas (Alderete y col., 2004) y CPs como la CP65 (Alvarez-Sanchez y
col., 2003; Hernandez-Gutierrez y col., 2004). Estas CPs tienen afinidad por la

12
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superficie de las células del cérvix y de la vagina y son capaces de degradar
diversos sustratos como fibronectina y colagena | y 1V, asi como
inmunoglobulinas (Alvarez-Sanchez y col., 2000; Hernandez-Gutierrez y col.,
2004). La actividad proteolitica de estas moléculas se modulan
diferencialmente por hierro (Alvarez-Sanchez y col., 2007; Hemandez-Gutierrez
y col., 2003).

Varias de estas moléculas son inmunogénicas durante la infeccion, ya que se
encuentran anticuerpos especificos en el suero en las secreciones de
pacientes con tricomonosis (Alderete y col. 2004; Alvarez-Sanchez y col., 2000;
Hernandez-Gutierrez y col., 2004; Mendoza-Lopez y col., 2000), por lo que se
pueden considerar posibles blancos para el diagnéstico.

TvCP39 y TvCP65 son inmunogénicas en pacientes con tricomonosis, se
encuentran en secreciones vaginales, son activas en el pH y temperatura que
se encuentra en la vagina durante la infeccion, degradan proteinas del
ambiente vaginal como colagena |V vy fibronectina, requieren poliaminas para
su expresion y su expresion es sub-regulada por hierro y zinc. (Figueroa
Angulo y col. 2012).

2.8.3 Mecanismo de evasion de la respuesta inmune

Durante la menstruacion existen cambios en la vagina, macromoléculas de la
sangre se encuentran en el epitelio vaginal, encontrandose factores del
complemento in vivo, que se conocen como tricomonicidas y que ocasionan la
lisis del parasito debido a la activacion de la via alterna del complemento (Gillin
y col., 1981; Demes y col., 1988).

T. vaginalis presenta variaciéon fenotipica como parte de un mecanismo de
evasion inmune (Alderete y col., 1987). Dos inmunogenos de superficie (P270 y
P230) estan involucrados en este mecanismo. Para P230, la variacion
fenotipica se basa en cambios en la accesibilidad del epitopo de uniéon de
anticuerpos. En contraste, la expresion en la superficie de P270 se relaciona
con la presencia de un virus de doble cadena (dsRNA), la concentracion de

hierro y fosforilacion (Lehker M y col., 2000).
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Asi mismo T. vaginalis es capaz de evadir la respuesta inmune; a través de la
degradacion de inmunoglobulinas humanas (Igs): IgA, IgG e IgM por la accién
de CPs (Provenzano y col,. 1995). Una CP de 60 kDa cumple un doble rol para
la supervivencia del parasito, degrada las inmunoglobulinas y suministra
nutrientes al parasito mediante la degradacién de hemoglobina (Lehker M y
col., 2000).

El mimetismo molecular también se presenta en T. vaginalis, por la decoracién
de la membrana del parasito con moléculas homoélogas a proteinas del
hospedero, tales como varias de las adhesinas del parasito (AP65, AP51 y
AP33) que son homologos a enzimas metabdlicas del hospedero. (Alderete J.
Y col., 2001).

2.8.4 Hemolisis

La actividad hemolitica de T. vaginalis depende de un contacto directo entre el
parasito y la superficie del eritrocito (Polamianos y col., 1992}, este mecanismo
es importante para la obtencién de nutrientes como fierro y lipidos, los cuales
pueden ser obtenidos mediante la lisis de los eritrocitos.(Krieger y col. 1983,
Leviy col., 1996).

Durante la hemolisis se da la formacion de poros en la membrana del eritrocito,
en este proceso se encuentra participando probablemente una cistein proteasa
de 30 kDa (Fiori y col., 1993) o cistein proteasas denominadas porinas (Dailey
y col., 1990).

2.8.5 Fagocitosis

T. vaginalis puede fagocitar células que se encuentran comunmente en el
microambiente de la vagina como lactobacillus de Doderlein’s, células del
epitelio vaginal, leucocitos, eritrocitos, levaduras, espermatozoides y células

prostaticas (Pereira- Neves Ay col., 2007).
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Aunque el mecanismo de fagocitosis no ha sido completamente elucidado, se
han descrito al menos dos vias: 1) la via utilizada por los fagocitos
profesionales en los cuales los pseuddpodos se extienden hacia la célula
blanco y 2) un proceso de hundimiento sin extension de la membrana.

Se han sugerido que diferentes proteinas estan involucradas en este proceso
(Lehker My col., 1990).

2.8.6 Apoptosis

T. vaginalis induce apoptosis a neutréfilos de humano y VECs a través de un
incremento en la actividad de la caspasa 3 y reduccion de la expresion de la
proteina antiapoptética McL 1 en los neutrofilos (Kang y col., 2006).Por otra
parte, también induce la apoptosis de macrofagos mediante la activacion de la
via citocromo c/caspasa 3/ MAPK p38, causando anergia de la respuesta
inmune local. Sin embargo, aun se desconoce si el contacto directo con el
parasito o la liberacion de un factor, estan involucrados. El rol de p38 como un
gjecutor final de la apoptosis de macrofagos por 7. vaginalis es Unico (Chang
JH. Y col., 2006).

2.9 Poliaminas

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina son aminas alifaticas
imprescindibles para la vida en todos los eucariontes. Estas se caracterizan por
ser moléculas sencillas de un tamario similar a los aminoacidos y encontrarse
presentes en concentraciones importantes (en un rango de 0.1- 2.29 mM),
regulando procesos vitales para el mantenimiento y el crecimiento celular

como: apoptosis, division, diferenciacion y crecimiento celular.
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Las poliaminas se unen a los acidos nucleicos por medic de interacciones
electrostaticas para influir en la transcripcion y la traduccién (Tabor y col., 1985:
Pegg, 1988; Schubery col., 1989).

A pH fisiologico, las poliaminas estan protonadas, es decir poseen cargas
positivas, a mayor nimero de grupos amino la carga neta de la molécula seré
mayor. Aunque se ha demostrado que las poliaminas se unen tanto a DNA
como a RNA, sus interacciones con el RNA son considerablemente mas

robustas. (Gerner y col., 2002).

2.9.1 Poliaminas en T. vaginalis

I. vaginalis es un parasito obligado debido a que depende de su hospedero
para su sobrevivencia. El parasito, carece de muchas vias metabdlicas de
novo, las cuales las obtiene directamente del hospedero, por lo que se vale de
diferentes mecanismos que le va a permitir sobrevivir en el microambiente de la
vagina.

T. vaginalis es incapaz de sintetizar espermina de novo por lo que adquiere
esta molecula del hospedero. El metabolismo de poliaminas de T. vaginalis es
diferente con respecto de otros eucariontes. Este parasito lo realiza mediante
un sistema antiporte putrescina/espermina, en el cual se excretan dos
moléculas de putrescina para introducir una molécula de espermina. En T.
vaginalis la putrescina es sintetizada por la enzima ornitina descarboxilasa
(ODC) mediante la via de la arginina-hidrolasa, mientras que la espermina es
procesada dentro de los hidrogenosomas y convertida a espermina via
espermidina N' acetiltransferasa (SSAT) acoplado a la via de la poliamina
oxidasa (Yarlett y col., 2000)

El' metabolismo de poliaminas se encuentra ligado a la capacidad de
adherencia de T. vaginalis a las VECs, la ausencia de poliaminas regula
negativamente la adherencia del parasito a las células VECs; ya que se ha
demostrado que cuando se agrega putrescina exdgena disminuye la adhesion
a la célula blanco. Estos datos sugieren que el metabolismo de poliaminas, asi

como la secrecion de putrescina interfieren en el reconocimiento y unién del
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parasito a las VECs (Garcia y col., 2005). Las poliaminas regulan la expresion
del gen tvcp65 debido a que en ausencia de poliaminas los niveles de
expresion de tvep65 disminuyen, al igual que la actividad proteolitica y la
cantidad de proteina (Alvarez Sanchez y col., 2008)

Existe una proteina dependiente de poliaminas llamada factor de inicio de la
traduccion 5A. (eiF-5A). En T. vaginalis esta proteina se encuentra regulada
positivamente por las poliaminas ya que cuando se crecen los parasitos en un
ambiente carente de poliaminas la expresion del RNAm y la cantidad de la
proteina disminuye sin embargo se recupera cuando se adiciona putrescina
exodgena al medio ( Carvajal-Gamez y col., 2011).

T. vaginalis tiene la capacidad de modificar el ambiente acido de la vagina al
secretar poliaminas que contribuyen al mal olor de las secreciones vaginales

tipicas de la tricomonosis (Yarlett et al., 2000)

2.10 elF-5A

La proteina elF-5A es altamente conservada entre archaea y eucariontes y es
la Unica conocida que posee el aminoacido hipusina, el cual es esencial para
que elF-5A lleve a cabo su funcién en la proliferacion, diferenciacion y
sobrevivencia de la célula. Esta proteina sufre una modificacion
postraduccional llamada hipusinacion (Xu y col., 2004).

Esta reaccion requiere de dos pasos enzimaticos para formar la proteina activa
o madura: en el primer paso, la enzima Deoxihipusina sintetasa (DHS)
transfiere un carbono 4-aminobutil de la espermidina a un residuo de lisina
especifico de elF-5A. Posteriormente es hidrolizado por la enzima
Deoxihipusina hidroxilasa (DOHH) (Park y col., 2000).

No se conoce una funcion especifica de esta proteina; sin embargo, se han
descrito mecanismos en los cuales puede estar participando. Mediante
inmunofluorescencia indirecta se demostré6 que elF-5A es una proteina de
transporte nucleo- citoplasmatico de RNAs (Rosorius y col., 1999)

Por otra parte, se ha propuesto que elF-5A madura participa en un mecanismo

de regulacién postranscripcional en el RNAm del gen cox-2 que presenta
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secuencias denominadas “elementos de respuesta a elF-5A" (EREs) en su
extremo 3'UTR las cuales forman una estructura de tallo-burbuja (Parker y col.,
2002). Debido a la falta de correlacion con la sintesis de proteinas en general,
se ha sugerido que elF-5A puede no ser un factor de inicio de la traduccion.
(Kang y col., 1994).

2.11 Deoxihipusina sintasa (DHS)

Es una proteina esencial encontrada en todos los eucariontes que cataliza la
sintesis de deoxihipusina [N ‘ -(4-aminobutil)-lisina), el primer paso en la
sistesis postraduccional del aminoacido inusual hipusina [N* -(4-amino- 2-
hidroxibutil)-lisina].

Esta enzima utiliza dos sustratos, espermidina (donador de butilamina) y elF-
5A precursora (aceptor de butilamina) y requiere como cofactor a NAD.

La inhibicion de la actividad de DHS en células de mamiferos provoca la
detencion del crecimiento, muerte celular asi como diferenciacion tumoral (Xu y
col., 2004).

Trabajos previos donde realizaron una hipusinacion in vitro utilizando a DHS de
T. vaginalis (TvDHS) y TvelF-5A precursora como sustrato sugieren que
TvDHS es suficiente para llevar a cabo la modificacion postraduccional de

hipusinacion en el parasito T. vaginalis (Quintas-Granados y col., en proceso).

2.12 Deoxihipusina hidroxilasa (DOHH)

Deoxihipusina hidroxilasa cataliza el paso final de la sintesis postraduccional
de hipusina. Esta enzima convierte a elF5A intermediaria que contiene
deoxihipusina a la forma madura que contiene la hipusina.

Estudios recientes han mostrado han mostrado que DOHH solo es
indispensable para la hipusinacién en eucariontes superiores y no para

levadira, arqueas y eubacterias (Park y col., 2010).
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2.13 TvelF-5A en Trichomonas vaginalis

T. vaginalis presenta dos genes tveif-5a (tveif-5al y tveif-5a2), cada uno
codifica para una proteina de 19 kDa. Ambos genes se expresan de manera
constitutiva y son regulados positivamente por las poliaminas. Mediante
ensayos de Western blot utilizando anticuerpos anti-péptido (anti-TvelF-5A) se
inmunodetectaron dos proteinas de 19 y 209 kDa con un pl de 5.2y 5.5, en
extractos proteicos de T. vaginalis que correspondian a la proteina precursora
y madura respectivamente. La localizacion de esta proteina en T. vaginalis es

en el citoplasma (Carvajal-Gamez y col., 2010).

2.14 TvCP39

La proteinasa de 39-kDa es una proteinasa de superficie secretada durante la
infeccion con Tricomonosis y se encuentra activa bajo las condiciones
microambientales de la vagina. Es capaz de unirse a células epiteliales Hela,
VECs y células de cancer prostatico humano (DU-145) (Hernandez-Gutiérrez y
col., 2004).

TvCP39 es una proteinasa de tipo papaina que corresponde a una sola
mancha proteolitica de 39 kDa y un p/ de 4.5. Degrada varias proteinas de la
matriz extracelular incluyendo fibronectina, distintos tipos de colagena (LIILIV,y
V), IgG, IgA y hemoglobina. Es inmunogénica y tiene actividad proteolitica a
37°C en un amplio rango de pH, similar a las condiciones encontradas durante
la infeccion en mujeres y hombres. (Ramon-Luing y col., 2011).

TvCP39 es expresada, secretada e involucrada en el dafio a tejido durante la
infeccion, por lo que se le ha encontrado estar involucrada en la citotoxicidad
de T. vaginalis (Hernandez-Gutiérrez y col., 2004).

Reportes recientes indican la regulacion positiva mediada por el metabolismo
de poliaminas en TvCP39, en los niveles de transcrito, cantidad y localizacion
de la proteina. La caracterizacion del 3"UTR de tvep39 presentd una secuencia
ERE que forma una estructura tallo-burbuja como el reportado el 3'UTR de

cox-2 ( Carvajal-Gamez en proceso y Parker y col., 2002).
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3 JUSTIFICACION

Recientemente se ha determinado la interaccion de la proteina TvelF-5A con
un elemento tallo-burbuja denominado elemento de respuesta a elF-5A (ERE)
localizado en el extremo 3" UTR del gen tvep39 involucrado en la citotoxicidad
del parasito, pero no se conoce los nucleotidos del ERE de tvcp39 que podrian

estar participando en la interaccion con la proteina TvelF-5A.

4 OBJETIVO GENERAL

Determinar los nucleétidos del ERE del RNAm de tvep39 que participan en la

interaccion con TvelF-5A en T. vaginalis

5 OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar mediante analisis in silico las estructuras EREs de la region

3'UTR del RNAm de tvcp39 con mutaciones puntuales.

2. Determinar mediante ensayos funcionales los nucledtidos del ERE del
RNAm de tvcp39 que participan en la interacciéon con TvelF-5A en T.

vaginalis.
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6 METODOLOGIA

6.1 Anadlisis in silico de las estructuras EREs del 3°'UTR de tvcp39

Para el analisis de las secuencias EREs que contienen las mutaciones
puntuales se  utilizd el programa  “mfold” version 2.5

(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/rna-folding-form) para analizar las

estructuras tallo-burbuja y determinar el valor de AG, ambos parametros se han
reportado como una de las caracteristicas de elementos regulatorios.

El software “mfold” es un servidor utilizado para el plegamiento de acidos
nucleicos y para la prediccion de hibridacion utilizando parametros

termodinamicos, fue desarrollado por el Dr. Michael Zuker ( Zuker ., 2003).

6.2 Expresion de proteinas recombinantes (TvelF-5A y TvDHS)

Para inducir la expresion de las proteina recombinantes primero se crecié un
preinoculo de las clonas de TvelF-5Ar y TvDHSr (Tesis de doctorado Carvajal-
Gamez 2011) en medio LB-ampicilina a 200 rpm/ 37°C/ O.N. y posteriormente
se resembro en el mismo medio y se cultivd a 200 rpm a 37°C hasta alcanzar
una O.D de 0.6. La expresion de la proteina se indujo con 1 pg/ml isopropil-
beta-D-tiogalactopiranoésido (IPTG) de SIGMA-ALDRICH a 200 rpm/ 37°C/ 4 hr.
Una vez transcurrido ese tiempo se centrifugé el medio a 8000 rpm/ 30 min/
4°C se decant6 el sobrenadante y se conservo con la pastilla.

Para observar la induccién de la proteina se adicioné amortiguador de carga 2x
y se analizé en geles SDS-PAGE al 12 % tefidos con Azul de Coomassie.

Una vez inducida la proteina se agregaron 5 ml de amortiguador de union a la
pastilla, 150 pyl de PMSF 100 mM, 50 pl de Triton X-100 y 200 pl del coctel de
inhibidores (Roche), se sonicd la muestra por 3 min con un pulso de 10 seg de
sonicacion con 10 seg de descanso y una amplitud de 85%, se centrifugd a
8000 rpm/ 45 min/ 4°C se recolecté el sobrenadante y se filtr6 con membrana

de 0.22 um para proceder a su purificacion.
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Nota: Los tubos Falcon de 15 y 50 ml se trabajaron con el rotor Heraeus con
las siguientes caracteristicas; velocidad maxima 8500 rpm y carga maxima de
6x130g.

Los tubos eppendorf de 1.5 ml se trabajaron con el rotor Heraeus cuya

velocidad maxima es de 14000 rpm y la carga maxima de 24 x 4g.

6.3 Purificacion de proteinas recombinantes

6.3.1 Purificacion de TvelF-5A recombinante

La proteina soluble TvelF-5Ar se purificd utilizando una columna de afinidad a
GST de 1 ml (GE Life Sciences) con el cromatografo AKTA prime plus
(Amersham Biosciences) usando el método manual. Primero se lavd la
columna con 30 ml de agua filtrada y desgasificada para eliminar el etanol al 20
% con el que es almacenada, utilizando un flujo de 1 ml/min, la columna se
equilibré con 50 ml del amortiguador de unién pH 7.6 con 1 ml/min de flujo, se
paso la muestra previamente filtrada (20 ml) utilizando un flujo de 0.5 mi/min, al
terminar el pase de la muestra se realizaron lavados con 250 ml del
amortiguador de union y se eluy6 con el 100% del amortiguador de elucion que
contiene 10 mM de Glutation reducido de SIGMA-ALDRICH y se colectaron las
fracciones de 1 ml cada una, 20 pl de estas se corrieron en geles SDS-PAGE

al 12% tenidos con Azul de Coomassie para verificar la purificacion.

6.3.2 Purificacion de TvDHS recombinante

La proteina soluble TvDHSr se purificd utilizando una columna de afinidad a
histidinas de 1 ml (GE Life Sciences) con el cromatégrafo AKTA prime plus
(Amersham Biosciences) usando el método manual. Primero, la columna se
lavo con 30 ml de agua filtrada y desgasificada para eliminar el etanol al 20 %

con el que es almacenada, utilizando un flujo de 1 ml/min, se equilibré la

22



Posgrado en Ciencias Genomicas. UACM

columna con 50 ml del amortiguador de lavado pH 8.0 con 1 ml/min de flujo, se
pasa la muestra previamente filtrada (20 ml) utilizando un flujo de 0.5 ml/min.

Una vez pasada la muestra por la columna se hicieron lavados con 250 ml del
amortiguador de lavado, se eluyo con gradientes de 0 a 100% del amortiguador
de eluciéon que contiene 250 mM de imidazole y se recolectaron las fracciones
de 1 ml cada una de ellas, las cuales 20 pl de estas fueron corridas en geles
SDS-PAGE al 12% tefiidos con Azul de Coomassie para verificar la

purificacion.

6.4 Hipusinacion in vitro

Para convertir a la proteina recombinante TvelF-5A precursora en su forma
madura se realizé una hipusinacién in vitro la cual consistié en adicionar en un
tubo eppendorf de 1.5 ml los siguientes reactivos: 173 pl de Amortiguador
Glicina-NaOH 0.1 M pH 9.5, 200 ul de DTT 1 mM, 1000 pl de la proteina TvelF-
5Ar precursora previamente purificada, 387 pl de la proteina TvDHS también
previamente purificada, 200 pl del cofactor NAD 1mM y 40 ul de espermidina 1
mM. Una vez agregados todos los reactivos se colocé el tubo eppendorf en el
incubador/agitador a 220 rpm durante 1 hora a 37°C.

Después de trascurrido ese tiempo se adiciond la solucion de paro que
consiste en agregar 100 pl de fosfato de potasio 1M y 800 pl de espermidina 60
mM.

6.5 Electroforesis en doble dimension

Para corroborar que la proteina TvelF-5A se encontraba hipusinada se corrid
un gel en doble dimensién de la siguiente manera:
1 ml de la reaccién de hipusinacion in vitro se precipitd con 100 ul de TCA O.N

a 4°C y se lavo con acetona fria. La pastilla se resuspendi6 en 100 pl de
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amortiguador de hidratacion (0.02 g de CHAPS, 0.21 g de Urea 7TM y 0.0154 g
de DTT).

Se tomo6 una alicuota de 40 pl de la reaccion y se le adicion6 1 pl de Azul de
bromofenol, 3 pl de anfolinas y 81 ul de amortiguador de hidratacion para tener
un total de 125 ul que se cargaron en una tira IPG de 3-10 de 7 cm para
proceder a la hidratacion.

Posteriormente, se realizd la hidratacion pasiva durante 16 h. Al dia siguiente
se realizo el isoelectroenfoque utilizando el siguiente programa:

Paso 1 250 V Rampa: L  Tiempo 00:40

Paso 2 4000 V Rampa: L  Tiempo 03:00

Paso 3 4000 V Rampa: R Vhora 10000

Una vez terminado el isoelectroenfoque se equilibraron las tiras IPG con 5 ml
del amortiguador de equilibrio que contenia 15 mg/ml de DTT durante 15
minutos para el primer lavado y 5 ml del amortiguador de equilibrio con 37.5
mg/ml de IAA por otros 15 minutos para el segundo lavado. Una vez
transcurrido el periodo de equilibrio se corre la segunda dimension en un gel
SDS-PAGE al 15% que fue corrido a 100 V. Posteriormente el gel se tifid con
plata y el gel espejo es transferido a una membrana de nitrocelulosa en una
camara semi-seca (Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad) durante 20
mina 20 V.

6.6 2D-Western Blot

A la membrana de nitrocelulosa se le adicion6 50 ml de leche al 5% y se dejo
O.N. a 4° C para su bloqueo. A la mafnana siguiente se removio la leche y se
lavé la membrana con PBS pH 7.0, en total fueron 4 lavados de 5 minutos cada
uno con agitacion rapida. Una vez terminados los lavados se procedio a
adicionar el anticuerpo primario a TvelF-5A de conejo en una dilucion 1:1000 y
se dejo en agitacion suave durante 2 horas. Después el anticuerpo primario fue

removido y se dieron lavados con PBS-Tween 0.1%.
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Se agregd el anticuerpo secundario Cabra anti conejo HRP en una dilucion
1:3000 y se incub6 durante 1 hora a T.A. Posteriormente se dieron 5 lavados
con PBS pH 7.0- Tween-20 al 0.1%. Por ultimo, la membrana fue revelada por
quimioluminiscencia usando el kit ECL de GE Healthcare Life Sciences y

utilizando el fotodocumentador QuemiDoc (Biorad).

6.7 Obtencion de extractos citopldsmicos de T. vaginalis y células Hela

100 x 10° parasitos 6 células Hela se centrifugarén a 1800 rpm durante 5 min a
4°C y se desecho el sobrenadante. La pastilla se resuspendio con 1 ml de PBS
pH 7.0 frio y se pas6 a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se realizaron 2 lavados
mas con 1 ml de PBS pH 7.0 y se centrifugaron por 5 minutos a 18000 rpm a
4°C en cada lavado. Se volvio a dar un spin de 14000 rpm por 1 minuto para
eliminar el PBS restante. Se agregd 400 pl de amortiguador A frio (10 mM
HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM

PMSF) se pipeteo suavemente hasta homogenizar y se incubaron por 15 min a
4°C. Una vez transcurrido el periodo de incubacion se adiciond 25 pl de
Nonidet P-40 (USB®) al 10% mas 2 pl de coctel de inhibidores 25x (Roche), se
homogenizaron y se centrifugaron durante 1 min a 14000 rpm.

El sobrenadante, el cual contenia las proteinas citoplasmicas fue transferida a
un tubo eppendorf nuevo. Para observar la integridad de los extractos se corrid

un gel SDS-PAGE al 12% que fue tefiido con Azul de Coomassie.

6.8 Transcripcion in vitro

Se preparé una mezcla utilizando los siguientes reactivos: 2 pyl Amortiguador
10x, 2 yl ATP, 2 pyl GTP, 2 pl CTP, 1.5 pl UTP (sin marca), 0.5 pl UTP
(biotinilado), 8 pl de DNA producto de la hibridacion, 2 pl de la enzima T7 la
cual fue adicionada en hielo. La mezcla preparada es incubada durante 37 °C
por un periodo de 4 horas. Una vez terminada la incubacion se adicion6 1 pl de
DNasa y se incub6 a 37 °C durante 20 minutos.

Posteriormente, se precipitd el RNA utilizando los siguientes reactivos:

25



Posgrado en Ciencias Genémicas. UACM

15 pl de Acetato de Sodio

115 pl de H,0 del kit Ambion

300 pl de etanol grado molecular

Después, se mezclo por inversion leve y se dejo precipitar O.N. a -70 °C. Al dia
siguiente la mezcla se colocé en hielo para su descongelacion y se centrifugé a
13 000 rpm durante 25 min a 4°C, el sobrenadante se decanto y la pastilla se
dejo secar a T.A, se resuspendio en 20 pl de agua libre de RNAsa previamente
calentada a 65 °C por 10 min. Por ultimo, la camara de electroforesis se tratd
con benzal para evitar la degradaciéon del RNA y se preparé un gel de agarosa
al 3 % con TBE 1x y H,O DEPC utilizando como amortiguador de corrida TBE
0.5x H,O DEPC.

6.9 Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

Para determinar si la proteina TvelF-5A es capaz de unirse a todas las
mutantes del extremo 3'UTR del RNAm de tvcp39 se realizaron ensayos de
cambio de movilidad electroforética.

La concentracion de proteinas fue considerada como 20 pg/pl para TvelF-5A
recombinante madura y 50 ug/ul para TvelF-5A recombinante precursora y 20
pg/ul de extractos citoplasmicos de T. vaginalis y 30 pg/ul de células Hel a.

Las proteinas fueron incubadas durante 10 minutos a T.A junto con un
amortiguador de unién (BB5x), después se adicionaron las sondas obtenidas
en la transcripcion in vitro en una concentracion de = 300 ng, las mezclas son
incubadas durante 25 minutos a 4°C. Posteriormente, se adicion6 1.3 pl de
heparina (100 mg/ml) a cada muestra y se incubé por 10 minutos a T.A, se
agregod 4 ul del amortiguador de muestra EMSA (“amortiguador de carga” del
kit Ambion) con el colorante para acidos nucleicos RedGel a cada tubo para su
visualizacion. Las muestras fueron analizadas en geles de agarosa al 1.35%.
La electroforesis se realizé en una camara vertical, previamente tratada con
benzal, a 100 V hasta acabar la corrida en amortiguador TBE/DEPC 0.5x pH

7.5. El gel se visualizé en el fotodocumentador QuemiDoc utilizando la luz UV.
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7 RESULTADOS

7.1 Analisis in silico de los EREs del 3'UTR de tvcp39 mutantes

Para conocer el efecto de las mutaciones puntuales en cada uno de los
nucleodtidos que conforman el ERE del 3'UTR de tvcp39, se realizd un analisis
bioinformatico utilizando el programa “mfold” donde se analizaron las
estructuras secundarias de tallo-burbuja y se determiné el valor de AG de cada
una de ellas.

De todas las mutaciones ensayadas solo cuatro de ellas conservaron las
estructura de tallo burbuja asi como una AG negativa. Se decidid conservar
estas cuatro mutantes ya que sus valores son similares al de la estructura tallo-
burbuja del ERE del 3'UTR de tvcp39 nativo y queriamos conservar la misma

estructura secundaria para no tener variaciones en nuestro estudio. (Fig. 3).
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Figura 3 Analisis del ERE del 3'UTR de tvcp39 y sus mutantes.

Modelajes de la secuencia ERE del 3'UTR de tvcp39 y sus mutantes utilizando
el programa “mfold” donde se muestran las estructuras tallo-burbuja asi como
la AG que presentan cada una de ellas.

Panel A) Estructura de tallo-burbuja del ERE de tvecp39 nativo cuya AG es de -
2.34 Kcal/mol B) Estructura de tallo-burbuja de la primer mutante del ERE de
tvep39 con una AG de -2.34 Kcal/mol C) Estructura de tallo-burbuja de la
segunda mutante del ERE de tvcp39 con una AG de -2.34 Kcal/mol D)
Estructura de tallo-burbuja de la tercer mutante del ERE de tvep39 con una AG
es de -2.41 Kcal/mol E) Estructura de tallo-burbuja de la cuarta mutante del
ERE de tvep39 con una AG es de -3.49 Kcal/mol.
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tvcp39 nat
AG=-2.34 Kcal/mol
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tvep39A1
AG=-2.34 Kcal/mol

tvcp39A2
AG=-2.34 Kcal/mol
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tvep39A3
AG=-2.41 Kcal/mol

tvep39A4
AG=-3.49 Kcal/mol

31



Posgrado en Ciencias Genémicas. UACM

7.2 Disefio de oligonucleétidos de los EREs de la region 3'UTR del

RNAm de tvcp39 con mutaciones puntuales

Una vez que identificamos las mutantes que utilizariamos en nuestro trabajo se
procedio al disefio de oligonucleotidos, los cuales fueron disefiados con las
siguientes caracteristicas: son 100 % complementarios, para que al hibridarios
se lograra una doble cadena de DNA necesaria para realizar la transcripcion in
vitro; presentan una secuencia promotora minima necesaria para llevar a cabo
la transcripcion y contiene repetidos de Guanidinas recomendado en el Kit
MEGAshortscript (Ambion) para aumentar la eficiencia de la transcripcion
(Tabla 2).

Estos oligonucledtidos fueron primero hibridados en buffer TE (10 mM Tris-Cl
pH 7.5, 1mM EDTA) y se utilizaron como templados en la transcripcion in vitro
para poder obtener los RNAm que fueron utilizados como sondas en los

ensayos de movilidad electroféretica (EMSA).
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Tabla 2. Oligonucleétidos o iniciadores de los EREs de la region 3’'UTR

del RNAm de tvcp39 con mutaciones puntuales.

Iniciadores Secuencia

tvep39 nativo | S | 5TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG TTT| AGA ATT TCC AAT AA 3’
A [ 3'ATT ATG CTG AGT GAT ATC CCC AAATCT TAAAGG TTATT 5

tvep39A1 S | 5TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG TTT| AGA TCCAAT AA 3’
A | 3’ATT ATG CTG AGT GAT ATC CCC AAA TCT TAAAGG TGATT 5

tvep3942 S | 5fTAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG TTT| AGA AT|G| TCC AAT AA 3
A | 3'ATT ATG CTG AGT GAT ATC CCC AAATCT TAAAGG TTATT 5

tvep39A3 S | 5[TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG TTT|AGA ATT CC AAT AA 3
A | 3'ATT ATG CTG AGT GAT ATC CCC AAA TCT TAAAGG TTATT 5

tvep39A4 S | 5[TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG TTT|AGA ATT TCEAAT AA 3’
A | 3'ATT ATG CTG AGT GAT ATC CCC AAATCT TAAAGG TTATT 5’

S. Sentido, A. Antisentido

El recuadro con la base 1 a la 24 muestra la secuencia promotora minima

necesaria para la transcripcion in vitro y el recuadro pequefio con una sola

base indica la mutacion.

33



Posgrado en Ciencias Genémicas. UACM

7.3 Purificacion de proteinas recombinantes TvelF-5A y TVDHS

Después, se llevé a cabo la purificacion de las proteinas recombinantes TvelF-
SA 'y TvDHS. La primera fue utilizada directamente en su forma precursora en
los ensayos de retardamiento y la segunda fue necesaria para lograr a la
proteina TvelF-5A en su forma madura mediante una hipusinacion in vitro ya
que es la enzima que cataliza la modificacion postraduccional en Trichomonas
vaginalis.

La clona BL21 recombinante para TvelF-5A y BL21 (DE3) recombinante para
TvDHS fueron cultivadas en medio LB a 37 °C e inducidas con 1 mM de IPTG
por 4 horas. Transcurrido el tiempo de induccion las bacterias fueron lisadas, el
lisado y el sobrenadante se analizaron en geles SDS-PAGE al 12 % tefidos
con azul de Commassie para observar la induccién (Fig. 4y 7).

Una vez comprobada la induccion se procedié a la purificacion de las proteinas
recombinantes utilizando la técnica de cromatografia de afinidad usando el
cromatografo AKTA prime plus (Amersham Biosciences). El cromatograma nos
permitio observar el pico cromatografico que correspondia a la proteina TvelF-
SAr (Fig.5) y a la proteina TvDHSr (Fig. 8) y saber en cuales eluciones se
encontraban las proteinas purificadas. Las eluciones fueron corridas en geles
SDS-PAGE al 12% los cuales fueron tefiidos con azul de Commassie
obteniéndose una proteina de 46 kDa correspondiente a TvelF-5A (Figura 6
carriles 1,2 y 3) y una proteina de 43 kDa en el caso de TvDHS (Figura 9
carriles 1,2,3,4,5 y 6). Ambas presentando una pureza aceptable para proceder

con los demas ensayos.
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Figura 4. Induccién de la proteina recombinante TvelF-5A
Analisis por electroforesis en SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de coomassie.

Carriles: 1) extracto total no inducido 2) extracto total inducido
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Figura 5. Cromatograma de la purificacion de la proteina recombinante
TveiF-5A

Cromatograma de la purificacion de TvelF-5Ar donde el eje X muestra el
tiempo de retencion representados en minutos, y el eje Y la concentracion de
proteina en unidades de mili-absorbancia (mAu).

El pico cromatografico que corresponde a la proteina purificada se indica con

una flecha.
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Figura 6. Analisis de la pureza de la proteina recombinante TvelF-5A
Analisis por electroforesis en SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de coomassie.
Carriles: 1) primera elucion de 2) segunda elucién 3) tercera elucién 4) cuarta

elucion 5) quinta elucion.
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Figura 7. Induccion de la proteina recombinante TvDHS
Analisis por electroforesis en SDS-PAGE al 12% tenido con azul de coomassie.

Carriles: 1) extracto total no inducido 2) extracto total inducido
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Figura 8. Cromatograma de la purificacion de la proteina recombinante
TvDHS

Cromatograma de la purificacién de TvDHSr donde el eje X muestra el tiempo
de retencion representados en minutos, y el eje Y la concentracion de proteina
en unidades de mili-absorbancia (mAu).

El pico cromatografico que corresponde a la proteina purificada se indica con

una flecha.
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Figura 9. Analisis de la pureza de la proteina recombinante TvDHS.
Analisis por electroforesis en SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de
Coomassie. Carriles: 1) primera elucion de 2) segunda elucién 3) tercera

elucion 4) cuarta elucion 5) quinta elucion 6) sexta elucion.
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Figura 9. Analisis de la pureza de la proteina recombinante TvDHS.
Anadlisis por electroforesis en SDS-PAGE al 12% tedido con azul de
Coomassie. Carriles: 1) primera elucién de 2) segunda elucion 3) tercera

elucion 4) cuarta elucion 5) quinta elucién 6) sexta elucion.
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7.4 Hipusinacion in vitro para la obtencion de la proteina TvelF-5A

madura

Una vez purificadas las proteinas recombinantes se realizé la hipusinacion in
vitro para obtener a la proteina recombinante TvelF-5A con la modificacion
postraduccional de hipusinacion porque como ya se sabe esta modificacion le
confiere funcionalidad a la proteina y ademas, se ha demostrado que solo la
proteina TvelF-5A madura o funcionalmente activa es capaz de interaccionar
con el elemento ERE ubicado en el extremo 3'UTR del RNAm de tvcp39
(Carvajal-Gamez y col. en proceso) y ya que nosotros queriamos observar
cuanto afectaban las mutaciones puntuales en algunos de los nucleotidos del
elemento ERE del gen tvcp39 en esta interaccion era necesario realizar la
hipusinacién in vitro.

Para corroborar la correcta hipusinacion de la proteina TvelF-5A se realizd una
electroforesis en doble dimension de la reaccion de hipusinacion,
aprovechando la diferencia en punto isoeléctrico que le confiere la modificacion
postraduccional de hipusinacion como fue reportado por Carvajal-Gamez y col.
en el 2010.

El resultado que nosotros obtuvimos fue la deteccion de dos manchas de 46 y
47 kDa con un pl de 5.26 y 5.46 respectivamente, las cuales corresponden a
TvelF-5A precursora y TvelF-5A madura (Fig. 10).

Para confirmar que las manchas obtenidas se trataran de la proteina TvelF-5A
se realizé un Western Blot de 2D en donde un gel espejo fue transferido a una
membrana de nitrocelulosa y utilizando anticuerpo especifico anti-TvelF-5A se
inmunodetectaron las mismas dos manchas con lo que corroboramos que es la

proteina TvelF-5A, y que efectivamente se encuentra hipusinada (Fig. 11).
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Figura 10. Electroforesis en doble dimensién de TvelF-5A hipusinada.
Analisis por electroforesis en SDS-PAGE en 2D utilizando tiras de pH de 3-10
al 15% tenido con plata, en donde se muestra dos manchas de diferente punto

isoeléctrico que corresponden a las proteinas TvelF-5A precursora y madura.
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Figura 11. Inmunodeteccion de TvelF-5A hipusinada.
2D- Western blot utilizando anticuerpo especifico anti-TvelF-5A para demostrar

la presencia de TvelF-5A precursora y madura.
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7.5 Ensayo de movilidad electroforética del ERE de cox-2 e IRE-fer

Para proceder al primer ensayo de retardamiento que se realiz6 como control
primero se tuvieron que obtener extractos citoplasmicos tanto de celulas Hela
como de Trichomonas vaginalis. Los extractos fueron analizado en geles SDS-
PAGE al 12% tefidos con azul de Commassie para verificar su integridad (Fig.
12). Estos extractos fueron utilizados como controles en el ensayo de
retardamiento debido a que habra la formacién de complejos.

Después se procedié a realizar la transcripcion in vitro de las sondas que
fueron usadas en el ensayo de movilidad electroforética que fue utilizado como
control, las cuales fueron el RNAm de cox-2 ya que presenta estructuras EREs
en su extremo 3'UTR al igual que tvep39 y el gen IRE-fer ya que también se
conoce que interacciona con proteinas de respuesta a hierro. Ambos genes
fueron utilizados como controles positivos (Fig. 13).

El ensayo de movilidad electroforética control se realizé en gel de agarosa al
1.3 % tefiido con SYBR green donde se puede observar la formacion de dos
complejos con la sonda de cox-2 y extractos citoplasmicos de células Hela
(Fig, 14 carril 2).

También se da la formacion de complejos al contacto de cox-2 con extractos
citoplasmicos de T. vaginalis (Fig. 14 carril 3).

Al igual que lo reportado por Carvajal-Gamez en el 2011 la proteina TvelF-5A
precursora no fue capaz de interaccionar con el RNAm de cox-2 (Fig. 14 carril
4) pero si con la proteina TvelF-5A madura, es decir aquella que presenta la
modificacion postraduccional de hipusinacion (Fig 14 carril 5).

También se probo utilizando el RNAm del IRE-fer donde podemos observar la
formacion de complejos tanto con extractos citoplasmicos de T. vaginalis asi

como con extractos de células Hela (Fig. 14 carriles 6y 7).
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7.6 Ensayo de movilidad electroforética de ERE con las mutaciones

puntuales

Una vez teniendo el control se realizd la transcripcion in vitro de las sondas
ERE del 3'UTR de tvcp39 y sus mutantes para obtener los RNAs que se
utlizaria en el ensayo final, estos RNA fueron verificados mediante un gel de
agarosa al 3% tefiido con red gel (Fig 15)

Por Gltimo se realizdé un ensayo de movilidad electroforética del ERE con las
mutaciones puntules.en gel de agarosa al 1.35 % el cual fue tefiido con Red
Gel donde se observé la formacion de complejos en el ERE de tvcp39 nativo
con la proteina TvelF-5A madura (Fig. 16 carril 4) como era de esperarse, asi
como en los EREs de las mutantes tvep39A1 y tvep39A2 (Fig. 16 carriles 7'y
10). En el caso de la mutante tvcp39A3 aunque sigue habiendo interaccion se
puede observar una pequefa disminucion en esta, tal vez debido a un cambio
en la afinidad de union (Fig 16. Carril 13).

De manera interesante, la interaccion se vio abatida en la mutante tvep39A4
(Fig 16 carril 16) sugiriendo una participacion especifica de secuencia para la

interaccion con la proteina TvelF-5A.
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Figura 12. Extractos citoplasmicos de células HelLa y T. vaginalis.

La integridad de los extractos citoplasmicos se corroboré con geles SDS-PAGE
al 12% tedidos con azul de coomassie. Panel A. Carril: 1) Extractos
citoplasmicos de células Hela. Panel B. Carril: 1) Extractos citoplasmicos de T.

vaginalis.
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Figura 13. Transcripcion in vitro de controles positivos cox-2 e IRE-fer
Electroforesis en gel de agarosa al 3 % tefiido con red gel en donde se puede
observar la integridad de RNA. Carriles: 1) marcador de tamafio molecular en
pb 2) sonda del RNAm de cox-2, 3) sonda del RNAm de IRE-fer.
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Figura 14. Ensayo de movilidad electroforética del ERE de cox-2 e IRE-fer
EMSA en gel de agarosa al 1.3 % tefiido con SYBR Green.
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Figura 15. Transcripcion in vitro del ERE del 3'UTR de tvcp39 y sus
mutantes.

Electroforesis en gel de agarosa al 3 % tenido con red gel en donde se puede
observar la integridad del RNA. Carriles: 1) marcador de tamafio molecular en
pb 2) sonda del RNAm de 3'UTR de tvcp39 nativo, 3) sonda del RNAm
tvep39A1, 4) sonda del RNAm tvep39A2, 5) sonda del RNAm tvep39A3 y 6)
sonda del RNAm tvcp39A4.
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Figura 16. Ensayo de movilidad electroforética del
mutaciones puntuales.

EMSA en gel de agarosa al 1.35 % tenido con Red Gel

ERE con

las
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8 DISCUSION

La regulacion de la expresion génica presenta varios mecanismos de control,
uno de los cuales se presenta a nivel post-transcripcional involucrado en el
procesamiento y estabilidad del RNAm, los elementos regulatorios involucrados
en este mecanismo son aquellos elemento estructurales que presenta el RNAm
y proteinas especificas, mediante la uniéon de estos se puede lograr la
estabilidad del RNAm y por lo tanto su eficiente traduccién. En el RNAm se
han caracterizado elementos de la secuencia que se encuentran en las
regiones no traducidas (UTR) los cuales se encuentran en el extremo 3" 0 5,
se sabe que estas regiones pueden presentar varias conformaciones
estructurales y/o secuencias especificas que seran reconocidas por proteinas.
Los elementos que ya se han caracterizado en organismos eucariontes son
elementos ricos en AU (AUBPs) y proteinas de unién AREs (ABPs), asi como
elementos de respuesta a hierro (IRE) y proteinas reguladoras de hierro (IRB),
estos mecanismos se dan debido al reconocimiento de la secuencia presente
en el RNAm, asi como su estructura tipo tallo burbuja respectivamente.

La existencia de este tipo de regulacion post-transcripcional en Trichomonas
vaginalis ha sido respaldado por la presencia de un elemento de respuesta a
hierro conocido como IRE de tipo tallo y burbuja en el extremo 5'UTR del
RNAm del gen tvcp4 y su interaccion con proteinas de tipo IRP (Solano-
Gonzalez y col., 2007).

Las constantes interacciones entre el RNAm vy las proteinas en los distintos
niveles de control en la regulacion génica controlan cada aspecto y etapa de
maduracion del RNAm a nivel de transporte, localizacion, estabilidad lo cual se
reflejara en la eficiente traduccion de la proteina, en este caso nos referimos a
la proteina TvCP39, la cual es un factor de virulencia que participa en la
citotoxicidad de T. vaginalis, el reconocimiento de la secuencia especifica
RNAm de esta proteina que interacciona con la proteina TvelF-5A es
importante para tratar de comprender cual es el proceso de regulacion génica

de este gen en particular.
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Mediante mutaciones en el extremo 3'UTR se ha demostrado que puede
afectar la expresion del gen del cloroplasto el cual presenta una secuencia y
estructura tallo-burbuja en el extremo 3'UTR la cual interacciona con proteinas
especificas, en estudios realizados en la planta de tabaco donde utilizaron
reporteros que carecen de esta estructura observando que afecta la union de
estos dos elementos in vitro, lo cual afecta el metabolismo de la planta (in vivo),
planteando la posibilidad de que esta interaccion podria influenciar en el

rendimiento transcripcional (Monde y col. 2000).
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9 CONCLUSION

El presente trabajo nos permitid tener una idea mas clara de que nucleotidos
presentes en la secuencia ERE del RNAm de tvcp39 pudieran estar
participando en la interaccion con la proteina TvelF-5A en T. vaginalis.

La mutacion puntual en la secuencia de tvep39A3 que presentaba el cambio en
el nucledtido T por G en la burbuja presentd una disminucién en la interaccion
con la proteina TvelF-5A madura.

La mutacién puntual en la secuencia de tvep39A4 que presentaba el cambio en
el nucledtido C por T en el tallo, afecto la interaccién con la proteina TvelF-5A.
Esto sugiere que estos nucledtidos se encuentran participando directamente en
la interaccién con la proteina TvelF-5A, por lo tanto el nucledtido C en la
secuencia AGA ATT TCC AAT AA del 3'UTR ERE del RNAm de tvcp39 es

indispensable para la interaccion con la proteina TvelF-5A en T. vaginalis

10 PERSPECTIVAS

1. Realizar mutaciones de secuencia en el 3'UTR ERE del RNAm de
tvep39 para determinar de manera mas especifica los nucleotidos que

participan en la interaccion con TvelF-5A.

2. Determinar cualitativamente la afinidad de union de las mutantes del

ERE del RNAm de tvcp39 que presentan las mutaciones puntuales.
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12 APENDICE

Medio Luria Bertani (LB)
Medio LB 209
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar con autoclave.

Ampicilina 100 mg/ml

Ampicilina 01g

Agua inyectable 1 mi

Se filtra con membrana de 0.22 ym para esterilizarse.

Se almacena a -20 °C y se protege de la luz.

Isopropiltio- B galactopiranésido 1 M (IPTG)

IPTG 0.238 g

Agua inyectable 1 mi

Se filtra con membrana de 0.22 um para esterilizarse.

Se almacena a -20 °C y se protege de la luz.

Complete 25x
1 pastilla

Agua inyectable 2 mi

Amortiguador de union (para GST)
NagHPO4 2.84 g
NaCl 8.76 g

Se ajusta el pH a 7.6. Se afora a 1 It con agua destilada.

Filtrarlo por 0.22 um y desgasificarlo
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Amortiguador de elucion (para GST)

50 mM Tris-HCI 7.88¢

10 mM GST reducido 3.073 g

Ajustar el pH a 8.0 . Se afora a 1 It con agua destilada.
Filtrarlo por 0.22 pm y desgasificarlo

Se almacena a 42C protegido de la luz.

Amortiguador de lavado (para His)

5mM NaH;PO4 6.90 g
300 mM NaCl 17.54 g
20 mM Imidazole 1.36 g

Ajustar el pH a 8.0 . Se afora a 1 It con agua destilada.

Filtrarlo por 0.22 pm y desgasificarlo

Amortiguador de elucién (para His)

50 mM NaH,;PO4 6.90 g
300 mM NaCl 17.54 g
250 mM Imidazole 17.00 g

Ajustar el pH a 8.0 . Se afora a 1 It con agua destilada.

Filtrarlo por 0.22 ym y desgasificarlo

Amortiguador de Glicina-NaOH 0.1 M pH 9.5
Glicina 0.3753 g
Ajustar el pH a 9.5 con NaOH. Aforar a 50 ml.

Filtrar con membrana de 0.22 ym y almacenar a T.A.

Acrilamida 30% / Bisacrilamida 0.8%
Acrilamida 29¢g

N-N" Metilenbisacrilamida 1g

Aforar a 100 ml con agua destilada.
Filtrar con papel Whatman

Almacenar a 4°C protegido de la luz.
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Tris-HCI/SDS 4x pH 8.8 (1.5 M Tris-Cl, 0.4% SDS)
Tris-base 18.165 g

SDS 0449

Ajustar el pH a 8.8

Aforar a un volumen de 100 ml con agua destilada.

Tris-HCI/SDS 4x pH 6.8 (1.5 M Tris-Cl, 0.4% SDS)
Tris-base 6.055g

SDS 049

Ajustar el pH a 6.8

Aforar a un volumen de 100 ml con agua destilada.

Persulfato de Amonio al 10 % (PSA)
PSA 10g
Agua destilada 10 ml

Almacenar a -20 °C protegido de la luz

Buffer de corrida 10x (Stock)

Tris base 30.3 g
Glicina 144 g
SDS 109

Disolver en 1 It de agua destilada.

Almacenar a T.A.
Buffer de corrida 1x
Buffer de corrida 10x 100 ml

Agua destilada 900 ml

Solucion colorante de proteinas (Azul brillante de Coomassie) 0.05%

Metanol 500 ml
Acido acético glacial 100 ml
Agua destilada 400 ml
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Azul de Coomassie 05¢g
Disolver toda la noche. Filtrar con papel Whatman

Almacenar a T.A.

Solucion decolorante de geles de poliacrilamida

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

Almacenar a T.A.

PBS pH 7.0 10x

NaCl 80 g
KCI 29
Na;HPO4 6.5¢g
KH,PO4 29
Se ajusta pH a 7.0 y se afora a 1 Lt con agua destilada. Se esteriliza por
autoclave.

PBS pH 7.0 1x

NaCl 89
KCI 02g
Na;HPO4 0.65g
KH2PO4 02g

Se ajusta pH a 7.0 y se afora a 1 Lt con agua destilada. Se esteriliza por

autoclave.

Lecha al 5 %
Leche o5g
PBS 1x pH 7.0 100 ml
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PBS 1x pH 7.0 / Tween .1 %
Tween 100 % 500 pl
PBS 1xpH 7.0 500 ml

Buffer A (Extractos citoplasmicos)
10 mM HEPES pH 7.9

10 mM KCL

0.1 mM EDTA

0.1 mM EGTA

1 mMDTT

0.5 mM PMSF

Almacenar a 4°C

Nonidet-P40 al 10%
Nonidet P-40 100 pl
Buffer A 900 pl

Almacenara T.A

Glicerol al 80%
Glicerol 8 ml
Agua inyectable 2ml

Se esteriliza por autoclave y se almacena a T.A.

Amortiguador de hidratacion 2D

CHAPS 0.02g
UREA 7M 0219
DTT 0.0154 g

Amortiguador de Equilibrio

UREA 6M 36.036 g

Glicerol 30% 30 ml

Tris pH 8.8 50 mM 3.33 ml stock 1.5 M
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SDS 2% 29
Azul de bromofenol 0.002% 20 ml

Amortiguador de Transferencia

25 mM Tris base 6.06 g
192 mM Glicina 28.83 g
20% Metanol 400 mi
Aforar a 2 It

Almacenar a 4 °C

TBE 10X

Tris base 121.1 8
Acido Borico 61.8g
EDTA 744

Se ajusta pH a 8.3 y se afora a 1 Lt con agua destilada.
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