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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado que parasita los tractos
urogenitales de los seres humanos, este parasito es el agente causal de la
tricomoniasis, una infeccion de transmision sexual (ITS). La tricomoniais es una de
las ITS mas frecuentes en el mundo. En México estd dentro de las veinte
principales causas de enfermedades transmisibles. Por otra parte, T. vaginalis
debe adaptarse a los tractos genitourinarios femenino y masculino los cuales son
fisiolégica y anatomicamente distintos. El tracto genitourinario femenino esta
enriquecido en hierro mientras que el masculino en zinc, concentraciones de este
cation >1.6 mM tienen efecto tricomonicida. Existen proteinas llamadas
metalotioneinas (MT), las cuales tienen la funcién de quelantes biolégicos y cuya
induccion de la expresion de sus genes se ve incrementada por la presencia de
cationes divalentes. En diversos patdgenos se ha encontrado la presencia de
metalotioneinas, las cuales contribuyen a su supervivencia ante Ia presencia de
cationes metalicos perjudiciales para estos organismos y facilita el establecimiento
de la infeccion. En este trabajo se identifico una metalotioneina-like de T. vaginalis
aislado HGMNO1 (TvMT). Lo anterior se realizo a través de la busqueda de genes
codificantes para MTs en el genoma del parasito, posteriormente se identificaron
dominios conservados caracteristicos de estas proteinas y el desorden intrinseco
en su secuencia. También se analizd la expresion del gen codificante de
metalotioneina en T. vaginalis (tvmt), para ello se cultivaron parasitos en presencia
y ausencia de diversos cationes divalentes (Zn?*, Fe?*, Cd?* y Mn?*),
observandose un incremento en la induccion de la expresion de tvmt en presencia
de estos iones metdlicos. Anticuerpos anti-TvMT inmunoreconocieron a una
proteina de 9.6 kDa, lo cual es coincidente con lo reportado para la

metalotioneina-like de T. vaginalis.



INTRODUCCION

Trichomonas vaginalis es un parasito eucarionte flagelado que presenta dos
morfologias, la forma de trofozoito que presenta un nado libre, flagelado, con
forma de pera, y la forma ameboide, similar a la morfologia de una amiba
caracterizado por un importante incremento en la superficie de contacto. Algunas
células forman pseudoquistes los cuales pueden ser inducidos in vitro bajo la
exposicion de los trofozoitos a bajas temperaturas, sin embargo el significado de
esta forma durante el proceso de infeccion es aiin desconocida [1]. Este patogeno
parasita la via urogenital y varia de tamafio entre 7 y 10 ym, es muy similar en
muchos aspectos a otros eucariontes unicelulares, pero difiere en su metabolismo
energético y muestra una remarcada similitud con bacterias anaerdbicas al tener
un metabolismo fermentativo de los carbohidratos. Una diferencia en este
organismo con respecto a otros eucariontes es la presencia del hidrogenosoma, el
cual es una estructura analoga a la mitocondria y lleva a cabo muchas de las
mismas funciones metabdlicas, como la produccion de ATP por fosforilaciéon a
nivel de sustrato, sin embargo en el hidrogenosoma no se encuentran los

citocromos presentes en la mitocondria [2].

T. vaginalis causa la tricomoniasis humana, una infeccion de transmision
sexual, la cual tiene relevancia médica y social con implicaciones econdmicas.
Durante la tricomoniasis se puede presentar vaginitis en la mujer y uretritis y/o
prostatitis, en el hombre; las consecuencias a esta infeccién pueden ser: partos
prematuros, infantes de bajo peso al nacer e incremento en la mortalidad infantil,
predispone a la adquisicion de VIH/SIDA y al desarrollo de cancer cervical o de
prostata. Este parasito infecta principalmente a la mujer, mientras la mayoria de
los hombres son capaces de contrarrestar la infeccion rapidamente, sugiriendo
que los diferentes microambientes del tracto urogenital afectan en la patobiologia
del parasito. En el caso de la mujer el microambiente vaginal es rico en hierro y en
el caso del hombre en el microambiente prostatico existen altas concentraciones
dezincde4.5a7 mM |2, 3].



El zinc es un elemento con actividad antimicrobiana. Una concentracion en
el tracto urogenital masculino menor a 1.6 mM de zinc puede propiciar prostatitis
crénica debida a infeccién por T. vaginalis, concentraciones mayores a 1.6 mM de

zinc han mostrado un efecto tricomonicida [3].

La colonizacion de las membranas mucosas por T. vaginalis y el
mantenimiento de la infeccion estan favorecidas por la existencia de proteinas que
participan en diversos mecanismos de virulencia, que incluyen unién y
degradacion de la mucosa, y componentes de la matriz extracelular (EMC),
adherencia y citotoxicidad en células del epitelio vaginal, cervical y de la prostata,
fagocitosis, control y destruccion de células del sistema inmune, entre otros. Una
expresion diferencial de estas proteinas en T. vaginalis, ha evidenciado ser
regulada por la presencia de iones metalicos como el hierro y zinc, lo que muestra

la importancia de factores presentes en el microambiente del tracto urogenital [3].

Por otra parte, existen proteinas llamadas metalotioneinas, encargadas de
unirse a iones metalicos esenciales como el zinc (Zn) y cobre (Cu), y algunos
metales no esenciales como mercurio (Hg), oro (Au), plomo (Pb) y cadmio (Cd).
Las metalotioneinas (MT) constituyen un grupo de proteinas ampliamente
distribuidas en los organismos, las cuales se caracterizan por tener un alto
contenido de grupos sulfhidrilos provenientes del aminoacido cisteina capaces de
unir metales. Para estas proteinas se han propuesto las siguientes funciones:
detoxificacion de metales pesados, regulacion del metabolismo del zinc y el cobre,
estabilizacion de membranas celulares, activacién de apoenzimas, captura y
eliminacion de radicales libres, asi como modulacion de la expresion de algunos

genes [4].

En diversos patogenos se ha encontrado la presencia de metalotioneinas, las
cuales les ayudan a tolerar concentraciones de iones metalicos que les resultarian
toxicos o letales, facilitando de esta manera la supervivencia de estos organismos

ante un ambiente que les resultaria perjudicial. Ademas, en algunos de estos



patégenos se ha encontrado una correlacion entre la expresion de metalotioneinas
y la de factores de virulencia. Debido a la sintesis de la metalotioneina Il (MT-II)
Candida glabrata puede crecer en un medio que contenga una concentraciéon 1mM
de CuSOs, de otra manera esa concentracion seria letal para esta levadura
patdgena [5]. Cryptococcus neoformans es un patogeno flngico que infecta los
pulmones de seres humanos y cuenta con diversas proteinas que participan en la
detoxificacion de cobre, ademas de ser cruciales para la virulencia de este hongo,
en la cual participan metalotioneinas [35]. Por otra parte, en una biblioteca
genomica de Mycobacterium tuberculosis se identificd un pequeno marco de
lectura (MT0196) que codifica para una proteina rica en cisteinas de 4.9 kDa.
Tanto el cobre como el cadmio y compuestos que generen Oxido nitrico o
superoxido inducen la expresion de estos genes. La proteina nativa se une a
cobre, por lo que parcialmente puede proteger a M. tuberculosis de la toxicidad por
este metal. Por lo anterior se propone que el gen MT0196 codifica para una

metalotioneina de Mycobacteria (MymT) [33].

W



|. ANTECEDENTES GENERALES

1.1 Tricomoniasis

Como ya se menciond, Trichomonas vaginalis es el agente causal de la
tricomoniasis humana. A pesar de ser una infeccién de transmision sexual (ITS)
faciimente diagnosticable y tratable, regularmente no todos los casos son
reportados por las diversas instituciones de salud, situacidn que se vive
principalmente en los paises subdesarrollados, sin embargo tltimamente el control
de esta infeccion ha recibido un mayor énfasis por parte de los programas de
salud en el control de infecciones de transmision sexual. Recientemente, se ha
incrementado su interés y relevancia debido a que se han presentado altas tasas

de enfermedades asociadas a esta infeccion [9].

En el hombre se ha observado una asociacién positiva entre la
tricomoniasis y el riesgo de padecer cancer de préstata y la falta de una
sintomatologia especifica puede facilitar que la infeccién se mantenga persistente
e indetectable. T. vaginalis tiene una gran oportunidad de ascender a la prostata
comparado con otros agentes infecciosos transmitidos sexualmente. La prostata
posiblemente puede actuar como un reservorio del parasito, esto con base en que
se ha encontrado a este parasito en fluidos prostaticos de parejas de mujeres que
padecen de tricomoniasis. Adicionalmente, estudios anteriores han propuesto que
la causa de prostatitis crénica es debido a la presencia de T. vaginalis lo cual
desencadena el desarrollo de hiperplasia epitelial la cual podria estar involucrada
en la carcinogénesis de prostata. Otro mecanismo mediante el cual se hipotetiza
que T. vaginalis puede contribuir a la carcinogénesis de prostata incluye el dafio al
epitelio urogenital, inhibicion de la apoptosis y un posible cambio del nivel local en
la concentracion de poliaminas afectando el crecimiento y desarrollo de las células
prostaticas [10].



1.2 Epidemiologia

La OMS calculé que mas de 200 millones de personas al afio se infectan
por T. vaginalis. En los paises en vias de desarrollo, los casos de tricomoniasis
son mas frecuentes en individuos con una conducta sexual riesgosa. Las tasas de
prevalencia entre las mujeres que residen en paises en vias de desarrollo
ascienden al >15%, cifra que indica que la tricomcniasis es una de las

enfermedades de transmision sexual mas comunes [11].

En México en el afio 2014 se presentaron un total de 78,220 casos nuevos
de tricomoniasis urogenital. En México la tricomoniasis urogenital esta dentro de
las veinte principales causas de enfermedades transmisibles [12-14]. Hasta la
semana 48 del afio 2015, la Direccion General de Epidemiologia (DGE) ha
registrado cerca de 72,000 casos en el pais [14].

1.3 Estructura y ciclo de vida

T. vaginalis, posee cinco flagelos, cuatro de los cuales estan localizados en
la porcién anterior del parasito. El quinto flagelo se encuentra incorporado con la
membrana ondulante, el flagelo y la membrana ondulante le dan su caracteristico
movimiento titilante. T. vaginalis puede adoptar una forma redondeada
internalizando el flagelo. Algunos creen que esta forma puede ser un
pseudoqusite, pero es mas similar a una forma degenerada de T. vaginalis [2]. La
forma celular de pseudoquiste puede ser inducida in vitro por la exposicion del

trofozoito a bajas temperaturas y otros agentes estresante como son los farmacos

[1].

El citoesqueleto de T. vaginalis estd compuesto de tubulina y fibras de
actina. Por otra parte, el nucleo en T. vaginalis esta localizado en la porcion
anterior y como en otros eucariontes, se encuentra rodeado por poros nucleares

de la envoltura [2, 3]. También posee granulos los cuales son organelos catalasa



negativos, indicando que no son peroxisomas . La produccion de moléculas de
hidrogeno se lleva a cabo en los hidrogenosomas y son importantes en el
metabolismo llevando a cabo la produccién de ATP mediante fosforilacion a nivel
de sustrato [2,15]. Los granulos de glucégeno también estan presentes en T.
vaginalis y estos pueden ser observados por microscopia de transmisién de
electrones. T. vaginalis también tiene actividad hidrolasa y tiene estructuras

similares a lisosomas y fagosomas [2].

El ciclo de vida de T. vaginalis es simple, el trofozoito se divide por fision
binaria y es la forma infectiva que coloniza los tractos urogenitales de los seres
humanos [9]. El trofozoito es transmitido a través del coito y no ha sido reportada

la forma de pseudoquiste en la transmision de la infeccion [9].



Figura. 1. Cambios morfologicos de T. vaginalis.

A) T. vaginalis en cultivo tiene la forma tipica de una pera. B) Morfologia ameboide de T.
vaginalis que se caracteriza por un importante incremento en la superficie de contacto con
células del epitelio vaginal.

Fuentes: https://www flickr.com/photos/cinvestav/6967 159496
https://sites.google.com/site/patriciajohnsonlabucla/




1.4 Patogénesis

Aunque la patogénesis y virulencia de la tricomoniasis en humanos no es
completamente comprendida, se han hecho progresos en identificar productos del

parasito que puedan causar dafio a las células y tejidos del tracto genitourinario.

1.41 Factores de virulencia y mecanismos moleculares de

patogénesis

1.4.1.1 Adhesinas

La adhesion es una de las propiedades de virulencia mas importante
durante la tricomoniasis, se han identificado diversas moléculas de adhesion (Ad)
en la superficie del parasito (AP65, AP51, AP33 y AP23) [9, 3]. Evidencia de la
funcion de las adhesinas en la patogénesis se ha derivado de experimentos en los
cuales anticuerpos contra adhesinas causan una adhesiéon reducida de los
parasitos y el subsecuente efecto citopatico en las células del huésped. El
contacto de T. vaginalis con células diana de mamiferos causan una sobre-
regulacion de adhesinas [9]. Estas adhesinas también participan en el mimetismo
molecular, mecanismo que esta involucrado en la evasién de la respuesta del
sistema inmune [3]. EI control de la expresién de adhesinas se encuentra bajo la
influencia de hierro, por lo que la induccion de la transcripcion de ap65-1 (un gen
que codifica a una proteina de adhesiéon de 65,000 Da) fue reportado que esta
regulado por elementos de respuesta a hierro en el DNA (secuencia:
AGATAACGA), sin embargo es el unico gen en el que ha sido encontrado esta
secuencia. Estos hallazgos sugieren que la adhesion de T. vaginalis facilita un
eficiente mecanismo de citotoxicidad hacia las células prostaticas y del epitelio
vaginal de mamiferos, que involucran probablemente complejas interacciones

similares a interacciones célula-célula, como es el caso de los leucocitos [9].



1.4.1.2 Cistein proteinasas.

Las cistein proteinasas (CPs) parecen ser necesarias para una eficiente
adhesion de los parasitos a sus células diana [9]. Existen CPs localizadas en |a
superficie del parasito como TvCP30 y TvCP62, en la superficie de
lipofosfoglucano (TVLPG), y diversos receptores de la matriz extracelular (EMC)

[3].

1.4.1.3 Hidrolasas.

Una variedad de hidrolasas han sido descritas en T. vaginalis, en donde las
cistein proteinasas con pesos moleculares (PMs) de 20 a 110 kDa son las que
particularmente prevalecen y son liberadas de las células. Reportes en otros
parasitos describen a estas proteinas como factores de desprendimiento celular
que son liberados por los parasitos. La liberacién de factores de desprendimiento
celular y proteinasas de T. vaginalis, claramente implica que este parasito genera
productos que pueden degradar proteinas como la laminina, vitronectina y otros

componentes de la matriz extracelular [9].

1.4.1.4 Moléculas citotoxicas.

Evidencia reciente sugiere que T. vaginalis puede producir moléculas que
son liberadas a sus células diana y mediar la citotoxicidad a través del dafio de la
membrana plasmatica de la célula blanco [9]. Una de estas moléculas produce
poros en las membranas de los eritrocitos que son detectados por microscopia
electronica, es asi como estas moléculas muestran una actividad similar a la de

las perforinas.

Una molécula adicional con capacidad de causar dafio en la membrana

celular es el factor litico (LF), éste es liberado por T. vaginalis y puede causar la



destruccién de células nucleadas y eritrocitos, degradando especificamente

fosfatidilcolina [9].

1.5 Efecto de iones metalicos en la expresion de factores de virulencia

en T. vaginalis

T. vaginalis responde a cambios en su ambiente (por ejemplo: temperatura,
microflora, pH, hierro, poliaminas, zinc, respuesta inmune del huésped y otros
factores desconocidos) a través de cambios en su perfil protedmico [3]. Los
microambientes de los tractos genitourinarios femenino y masculino son fisiologica
y anatomicamente distintos, por lo que este parasito debe adaptarse a ellos para
poder asegurar su supervivencia. El tracto genitourinario femenino esta
enriquecido en hierro mientras que el masculino en zinc, lo que genera como
respuesta en el parasito una expresion diferencial en sus factores de virulencia,
fendmeno que queda evidenciado a través de cambios en el proteoma de T.
vaginalis al hacer crecer al pardsito en presencia y ausencia de estos iones

metalicos [15, 16].

A continuacion se presenta informacién de hallazgos encontrados al hacer

crecer a T. vaginalis en presencia y ausencia de estos dos cationes (hierro y zinc).

1.5.1 Hierro.

T. vaginalis requiere de 300 uM de hierro para efectuar sus funciones
metabdlicas en un nivel optimo que le permite una adecuada multiplicacién en
cultivo [3]. Diversos reportes han mostrado recientemente que el hierro puede
regular una variedad de propiedades en T. vaginalis, como es la sintesis de
adhesinas, capacidad de citoadherencia, la expresion de genes de inmunogenos
de superficie y la resistencia y lisis del complemento como evasién de la respuesta
inmune del huésped. Diversos datos demuestran que la virulencia de T. vaginalis

se encuentra reducida en condiciones de ausencia de hierro (tabla 1) [3].
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Estudios morfolégicos y proteémicos en T. vaginalis cultivada en presencia
y ausencia de hierro han mostrado cambios en el perfil protedmico, dependiendo
de la concentracion de hierro. Aproximadamente de 600 a 640 y de 540 a 570
spots fueron detectados en geles que contenian muestras de proteinas de T.
vaginalis crecida en condiciones ricas de hierro y en ausencia de hierro
respectivamente. De las proteinas que fueron expresadas diferencialmente de los
parasitos crecidos en ausencia de hierro, 12 fueron sobre-reguladas, 19

desreguladas y de 11 fue abolida su expresion [3].

En un analisis del proteoma del hidrogenosoma de T. vaginalis cultivada en
presencia de hierro a una concentracion de 86 uM y en ausencia de este ion
metalico fueron identificadas 179 proteinas, de las cuales 58 fueron
diferencialmente expresadas. La deficiencia de hierro lleva a una sobre-regulacion
de proteinas involucradas en el ensamblaje de agrupamientos hierro-sulfurados y
en una desregulacion de enzimas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos. Interesantemente, el hierro afecta la expresién de solamente
algunas de multiples proteinas paralogas, mientras que la expresion de otras
fueron independientes de hierro. Estos hallazgos indican una estricta regulacion
de la expresion diferencial de multiples copias de genes en respuesta a cambios

en la disponibilidad de hierro exdgeno [15].

1.5.2 Zinc.

El contenido de zinc en las secreciones prostaticas es una defensa
importante de tipo no especifica contra infecciones del tracto genitourinario. El
espectro antimicrobiano del zinc incluye bacterias, virus y hongos. Las
concentraciones de zinc encontradas en el fluido prostatico normal del ser humano
son de 4.5 a 7 mM y tienen efecto tricomonicida, lo cual puede ayudar a limitar o

resolver la infecciéon en hombres. Concentraciones de zinc inferiores a 1.6 mM en
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los fluidos prostaticos no tienen un efecto tricomonicida y se presenta prostatitis

cronica [17].

En el afio 2011, Vazquez y cols., demostraron que el zinc altera la virulencia
de T. vaginalis incrementado la expresion de cistein proteinasas involucradas en la
citotoxicidad hacia células prostaticas, afectando ademas su morfologia. El
proteoma y la expresion de diversos factores de virulencia cuando se cultiva T.
vaginalis en células prostaticas DU145 y 1.6 mM de zinc muestra una menor
multiplicacion y la existencia de 27 proteinas expresadas diferencialmente en
estas condiciones (tabla 1). Dos fimbrinas y una metaloproteinasa de 50 kDa se
sobre-expresaron en presencia de zinc. Esta expresion diferencial puede ser clave
en la supervivencia de este organismo en el ambiente adverso del tracto

genitourinario masculino [3].
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Tabla 1. Factores de virulencia de T. vaginalis expresados diferencialmente en
presencia de hierro y zinc, mecanismo de virulencia y tipo de regulacion.

Regulacion
Proteina Factor de Propiedad de Hierro Zinc  Nivel de
virulencia virulencia regulacion
AP23 Adhesina Citoadherencia T % Transcripcional
AP33 Adhesina Citoadherencia 3 ¥ Traduccional
Subunidad a de
succinil Co A
sintetasa
AP51 Adhesina Citoadherencia & % Transcripcional
Subunidad B de Traduccional
succinil Co A
sintetasa
AP65-1 Adhesina Citoadherencia + + Transcripcional
Traduccional
AP120 Adhesina Citoadherencia + ND Transcripcional
Piruvato Postraduccional
ferredoxin
oxidoreducatasa
BspA-like Adhesina Citoadherencia +/- ND Transcripcional
Evasion de la
respuesta
inmune
P270 Molécula de Variacion - ND Postraduccional
membrana fenotipica
TvCP4 CP de superficie Hemolisis + ND Postranscripcional
TvCP12 CP de superficie Citotoxicidad - ND Postranscripcional
TvCP30 CP de superficie Citoadherencia - ND ND
Proteina de
degradacion
TvCP39 CP de superficie Citotoxicidad - - Postranscripcional
Degradacion
de Igs
TVCP65 CP de superficie Citotoxicidad - - Postranscripcional
CP2, CP3, CPs secretadas Apoptosis - ND ND
CP4y CPT
TvGAPDH Proteina de Citoadherencia * ND Transcrpcional
union a Fn
Gliceraldehido-
3-fosfato
deshidrogenasa
TVvLEGU-1 CP de superficie Citoaherencia * ND Transcripcional
Postranscripcional

(+) Sobre-regulada
(-) Desregulada
ND: No determinada

Fuente: Figueroa y cols. 2012



1.6 Aspectos fundamentales sobre metales y metaloproteinas

Algunos metales (como Cu, Zn, Mg, Mn, Fe, Co, Na y K) desempenan
funciones imprescindibles para los seres vivos, contribuyen a la estabilizacion de
estructuras y moléculas biolégicas, o funcionan como cofactores en multitud de
reacciones enzimaticas. Por ello son esenciales para el metabolismo y crecimiento
celular, aunque se requieran en concentraciones muy bajas. En cambio, otros
(como Cd, Hg, Ag, Pb y Pt) no tienen funciones biolégicas conocidas, son
considerados como no esenciales, y son muy téxicos incluso a concentraciones

muy bajas [18].

Las células no son soluciones ideales y cuentan con diversos factores
dinamicos que pueden dominar la distribucion de metales, por ejemplo, cuando los
metales son liberados por metalochaperonas. Por lo que también implica el
contexto del ambiente celular, que involucra el estado redox y concentracion del

metal, y de las proteinas expresadas en la célula [19].

Las metaloproteinas no son moléculas rigidas debido a que pueden adquirir
una geometria alternativa inducida por un ion metalicc mas competitivo. Por
ejemplo, la glioxalasa de Clostridium acetobutylicium (Glxl) es activada mediante
niquel o cobalto, asumiendo con ambos una conformacion geométrica octaédrica,
mientras que con zinc se une con una menor afinidad, adquiriendo una
conformacion de dos piramides trigonales e inactivando a esta enzima [19]. Sin
embargo, existen proteinas alin mas versatiles que la anterior, por ejemplo, las
metalotioneinas son proteinas capaces de ligar tanto metales esenciales como no
esenciales. Cuando se saturan con sales de zinc o cadmio, fijan 7 atomos del
metal por molécula de proteina. Los metales se agrupan en dos dominios; el
dominio denominado a (C-terminal), contiene 11 cisteinas capaces de fijar 4
atomos de metal, el dominio B (N-terminal) con 9 cisteinas, fija 3 atomos de metal.
Los iones metalicos divalentes como el zinc y el cadmio se coordinan

tetraédricamente con 4 cisteinas [4].
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1.7 Metales en el aparato reproductor masculino

Estudios realizados en seres humanos, en animales e in vitro, sugieren que
la presencia de metales pesados puede tener impactos adversos en la salud
reproductiva masculina, aunque se exponga a niveles relativamente bajos de ellos.
Los metales pesados pueden afectar el aparato reproductor masculino, a través de
alteraciones en el eje hipotalamico-pituitario o directamente en la

espematogeneésis, resultando perjudicial en la calidad del semen [20].

En la siguiente tabla se pueden apreciar las concentraciones de algunos

iones metalicos presentes en el plasma seminal de hombres sanos:

Tabla 2. Concentraciones de diversiones iones metalicos
presentes en el plasma seminal de hombres sanos.

lon metalico Tipo de Concentracion Referencia
muestra
Plomo Plasma seminal 29 ug/L [20]
Cadmio Plasma seminal 0.8 ug/L [20]
Mercurio Plasma seminal 11.5 pg/L [20]
Magnesio Plasma seminal 12.62 mg/dL [24]
Cobre Plasma seminal 173.29 ug/mL [24]
Manganeso Plasma seminal 0.7 ug/L [23]
Hierro Plasma seminal 28.7 p.p.m [25]
Zinc Plasma seminal  154.6 mg/L [21]
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1.8 Metalotioneinas

1.8.1 Estructura

Las metalotioneinas generalmente estan conformadas por 60 a 68
aminoacidos, caracterizadas por la ausencia de aminoacidos aromaticos, en su
secuencia primaria pueden encontrarse hasta 20 cisteinas. Son proteinas que no
poseen un alto grado de estructuracion originado por la carencia de estructuras
secundarias rigidas. Las metalotioneinas adoptan su estructura tridimensional en
funcion al ion metalico al que se unen, por lo cual este tipo de estructura es

altamente heterogénea [28].

El elemento clave para la unién de estos metales son los residuos de
cisteinas que en condiciones fisiolégicas se encuentran reducidos y coordinando
con los atomos metdlicos. Mediante diversas técnicas espectrofotométricas se ha
podido determinar en las MT-l y MT-Il de mamiferos su estructura espacial.
Existen dos agrupamientos diferenciados en los cuales cada atomo metalico
divalente esta coordinado con cuatro cisteinas. El agrupamiento mas cercano al
extremo N-terminal es capaz de coordinar 3 iones metalicos mientras que el mas
cercano al C-terminal une 4 iones. Cada uno de estos agrupamientos se
encuentra localizado en un dominio globular denominados dominio By a
respectivamente, unidos por un bucle flexible. Esta independencia se manifiesta
también en su formacién y en la dinamica de los metales. Asi. el primer dominio en
formarse es el a que a su vez posee mayor resistencia a ceder los atomos
metalicos que el B. Las MTs estan formadas por dos dominios practicamente
idénticos con un centro metalico alrededor del cual se estructura la cadena
polipeptidica en forma de giros helicoidales hacia la derecha en el caso del

dominio B y hacia la izquierda en el caso del a (figura 2) [27, 28].

Las moleculas de MT-1 y MT-II, poseen cierta plasticidad estérica debido a

la presencia del bucle que une los dos dominios. La estructura flexible de las MTs
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les permite aceptar atomos de diferentes tamafios. Adicionalmente a la
variabilidad estérica, las MT-l y —Il son moléculas dinamicas puesto que pueden
intercambiar su contenido metalico con el medio, con otros ligandos o con otras
MTs. Este hecho podria ser de especial relevancia para desarrollar sus funciones

y/o sobre los factores de transcripcion que puedan interaccionar con ellas [27].

Dominio-f
Dominio-a

Figura 2. Representacion esquematica de una metalotioneina (MT)
Estructura que muestra los dos dominios de una MT en una geometria simplificada.

Dependiendo del ion metalico unido diferentes estequiometrias son mostradas: Zn;MT,
CutMT y CdaZnsMT.
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1.8.2 Clasificacion

Con base en las caracteristicas estructurales de las MTs se definen tres clases:

La clase | comprende a las MTs aisladas de los mamiferos, e incluye a

todos aquellos polipéptidos con las siguientes caracteristicas:

e Alto contenido de metales (4-12 atomos/mol), unidos a las proteinas
exclusivamente por enlaces sulfhidrilo y formando dos agrupamientos o
dominios metalicos.

e Alto contenido de cisteinas (tipicamente del 23 al 33%), con una
localizacion constante en la secuencia primaria de los aminoacidos de la
proteina, ausencia de aminodacidos aromaticos e hidrofébicos.

e Baja masa molecular, menor a 10, 000 Daltones.

* Homologia estructural o funcional relacionada con las MTs aisladas de los
mamiferos.

e En general, las MTs de clase | comparten las siguientes caracteristicas: son
péptidos con 61 a 62 aminoacidos, 20 de ellos corresponden al aminoacido
cisteina, 6 a 8 lisinas, 7 a 10 serinas y una metionina acetilada en el
extremo amino terminal, no se ha descrito la presencia de histidinas ni de

aminoacidos aromaticos [4].

La clase Il comprende a las MTs con una secuencia de aminoacido
diferente en su distribucion a la presentada por las MTs aisladas de mamiferos. En
esta clase, la distribucion de los aminodcidos cisteina no corresponde a la
localizacion de las cisteinas en las MTs de clase |. Estas MTs han sido
encontradas en eucariontes unicelulares como las levaduras y ciertos procariontes

como las cianobacterias [4].

Las MTs de la clase | y Il se caracterizan por ser proteinas que no forman

oligbmeros.
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Las MTs de clase Il son polipéptidos formados por la repeticion de 2 a 11
unidades glutamil-cisteinil y reciben el nombre de fitoquelatinas cuando el
aminoacido carboxilo terminal corresponde a la glicina, u homofitoquelatinas,
cuando el aminoacido terminal corresponde a la B-alanina. Las fitoquelatinas son
sintetizadas a partir del glutation mediante la enzima fitoquelatina sintetasa. Estas
MTs son estructuras oligoméricas formadas por 2 6 mas cadenas polipeptidicas de

longitud variable [4].

1.8.3 Genes que codifican a metalotioneinas

En el caso de las MTs, existen genes funcionales que normalmente se
encuentran agrupados en un mismo cromosoma y en algunas especies también
encontramos pseudogenes dispersos por el genoma. Estos Ultimos pueden ser de
dos tipos diferentes: i) aquellos que tienen estructura de intrones y exones pero
que debido a la presencia de mutaciones no pueden producir ningun tipo de
proteinas y i) pseudogenes sin estructura de intrones y exones que
probablemente provienen de mRNA procesados como fragmentos durante su
transcripcion y que han sufrido transcripcion reversa, posteriormente insertandose

el producto en el genoma [27].

1.8.4 Mecanismos de regulacion

A continuacion se presentan los mecanismos de regulacion de las MTs, la
mayoria del conocimiento aqui presentado es referente a estudios realizados en

mamiferos y a las isoformas | y I, debido a que a partir de ellas han surgido los

mayores datos experimentales.

12



1.8.4.1 A nivel de la cromatina.

Los genes codificantes para la MT-I y MT-II tienen un patron de expresion
muy similar y parecen responder de manera coordinada a diferentes estimulos
[27]. Debido a esto Palmiter y cols., en 1992 propusieron que a pesar de situarse
todos los genes en el mismo locus, los correspondientes a las dos isoformas
ubicuas estarian en un dominio de cromatina independiente. Este dominio podria
estar estructurado de manera diferente a los adyacentes condicionando asi la
expresion de los genes contenidos en él o sufrir cualquier tipo de regulacion a gran
escala de manera independiente al resto de genes del locus. Esto podria
conseguirse gracias a la presencia de regiones control del locus (LCR), es decir
regiones que controlan la actividad transcripcional de un segmento de DNA que
pueden contener varios genes. Flanqueando los genes de la MT-I y —Il se han
descrito regiones hipersensibles a la DNasa |, que generalmente se consideran
indicativas de la presencia de LCR. En algunos experimentos se ha comprobado

que estas zonas podrian comportarse como LCR [27].

La amplificacion génica, es decir la aparicién de un numero adicional de
copias de un gen, puede incrementar la presencia de proteina sin afectar a la tasa
de transcripciéon de cada gen individual. Este fendémeno se ha observado para los
genes codificantes de la MT-I y Il en cultivo de células de ratén, bajo presion
selectiva por dosis subletales de cadmio. No obstante, no se conoce si este

mecanismo se produce in vivo y en condiciones fisiologicas [27].
1.8.4.2 Transcripcional.
En el caso de las MTs de mamifero éste es el principal mecanismo de

regulacion, ya que ha sido observado que la acumulacién de la proteina es

proporcional a la induccién del mRNA [27].
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En la region promotora de los genes de MTs de diversos organismos se han
identificado multiples secuencias cortas similares entre si, denominadas MREs
(elementos de respuesta a metal). Al parecer los MREs cuya secuencia consenso
es TGC(G/A)CNC (donde N es cualquier nucleotido de DNA), estan implicados en
la expresion basal y activacion de la transcripcion por algunos metales y estrés
oxidativo [18]. Los MREs ejercen su accion independientemente de su posicion y
orientacion, aunque son mas activos mientras mas cerca del sitio del inicio de la
transcripcién se encuentren y la presencia de varios MREs genera efectos
sinérgicos. Estos sitios realizan su funcién gracias a la unién de determinados
factores de transcripcion de los cuales el mas importante es el factor de

transcripcion de respuesta a metal (MTF-1).

MTF-1 es un factor que se encuentra en el ndcleo y citoplasma, en la
ausencia de tratamiento con metal se encuentra predominantemente en el
citoplasma. Durante exposiciones a metales pesados o estrés celular, MTF-1 se

transloca al nucleo, donde regula la expresion de metalotioneinas y otros genes.

Diferentes concentraciones de zinc pueden afectar el grado de afinidad con
el que MTF-1 se une a los MREs, sugiriendo la existencia de MREs individuales
en cada gen que puede cada uno tener una contribucion especifica al total de Ia
funcion regulatoria por MTF-1 [30].

MTF-1 tiene como genes blanco aquellos que son inducidos en respuesta a

diversos metales como cobre y cadmio, y no solamente a zinc (211

Todos los metales inductores de las MTs ejercen su accion a través de
MTF-1 lo que se ha demostrado en células knockout (KO) para esta proteina o
tratados con mRNA antisentido de MTF-1 donde no se incrementa la sintesis de
MTs en respuesta a ningun metal. MTF-1 se activa gracias a la disociacién de un

inhibidor que probablemente actie como sensor de zinc. No obstante, no se
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pueden descartar otros mecanismos como la ruta via ARE/USF observada para el

cadmio a través de estrés oxidativo secundario [27].

Los elementos de respuesta antioxidante (ARE, por sus siglas en inglés) se
han encontrado en la zona proximal del promotor de los genes que codifican para
MT-Iy —Il. Los ARE son elementos que intervienen, como su nombre lo indica, en
la respuesta a sustancias oxidantes, aunque no se puede descartar que sean
inducidos por algunos metales diferentes del zinc, como el cadmio. La presencia
de metales redox, como el cobre y el hierro, pueden producir especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en la célula, lo que causaria un dafio al
DNA'y a las estructuras celulares. MTF-1 y el factor estimulador de union (USF)

interaccionan bajo ciertas circunstancias con los ARE [29, 27].

En seres humanos, la diferencia en sélo 4 aminoacidos de las MTs parece
producir una preferencia diferencial por el ion metalico al que se unen las dos
isoformas de MTs. MT-I se une preferentemente a cadmio y MT-Il a zinc. El nivel
de la transcripcion de los genes codificantes para estas dos isoformas es 5 veces
mayor para MT-I/A que para MT-IA, aunque el promotor del gen igualmente

contiene una secuencia que es estimulada por zinc y cadmio [26].

Los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE, por sus siglas en
inglés) son los responsables de la respuesta a glucocorticoides y se les une el
receptor activado de estas hormonas, estos elementos fueron descubiertos en el

promotor de MTs humanas a principios de la década de los 80 y recientemente en
el ratéon [27].

Ademas de todos los anteriores encontramos sitios de union para los
factores de transcripcion Sp1 'y Ap-2, que podrian participar en la expresion basal
de estos genes [4].
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1.8.4.3 Postranscripcional

Al cabo de una hora después de la induccion se suelen encontrar niveles
elevados de mRNA de MT-I y-Il que unidos a una rapida eliminacién (vida media
de 2 horas) produce un nivel estable a las 6-8 horas. La vida media del mRNA es
baja lo que hace suponer que la estabilidad de éste contribuye en la regulaciéon de
la expresion de las MTs. La estabilidad del RNA mensajero depende del tipo de

estimulo inductor, pudiendo influir por tanto en la cantidad de proteina total [27].

Por otra parte, se ha observado que dependiendo del estado de la célula y
del estimulo inductor puede variar la vida media de las MTs por ejemplo, en
cultivos de hepatocitos de rata la vida media de estas proteinas es inversamente
proporcional al contenido de zinc celular y varia su estabilidad en funcién del ion
metalico inductor siendo mayor la vida media en presencia de cadmio que en zinc,
y @ su vez que con cobre. Lo anterior podria ser un reflejo de la eficacia de los

sistemas de degradacion segun el ion metalico unido a estas proteinas [27].

1.8.5 Inductores de la sintesis de metalotioneinas

Ademas de la induccion de la sintesis de las MTs por diferentes metales,
una gran variedad de factores fisioldgicos y experimentales han mostrado ser
inductores de la sintesis de las MTs. Algunos de estos inductores se muestran en
la tabla 3.



Tabla 3. Factores fisiologicos y experimentales que inducen la sintesis de
metalotioneinas

e lones metdlicos: Cd, Zn, Ca, Hg, Etanol
Au, Ag, Co, Ni, Bi. e Cloroformo
e Glucoccorticoides Tetracloruro de carbono

e Progesterona e |nanicion
e Estrégenos e Infeccién
e Glucagén e Inflamacion
e Catecolaminas e Laparatomia
e Interleucina 1 o Estreés fisico
e |Interferén e Irradiacion por rayos X
e Butirato ¢ Alta tension de oxigeno
o Esteres de forbol e Especies reactivas de oxigeno vy
e Endotoxinas nitrogeno
e Diabetes

Fuente: Colombres y cols. 1999

Los genes que codifican a las MTs son activados cuando las células se
exponen a la presencia de iones metalicos divalentes (M?*) como el cadmio, zinc,
cobre, etc. Esta activacién como se menciond, requiere de secuencias de bases
especificas, que se han denominado elementos de respuesta a metal (MRE). Las
secuencias estan constituidas por repeticiones de aproximadamente 17 pares de
bases [4].

En el afo de 1981, Karin y Hershman demostraron que los glucocorticoides
promueven la biosintesis de las MTs en cultivos de células HelLa por un
mecanismo independiente al de los metales, aunque al igual que éstos ultimos, la
induccién ocurre a nivel del inicio de la transcripcion. EI modelo de induccion
parece iniciarse con la unién de la hormona a su receptor, el cual a su vez,
estimula la transcripcion de la MTs mediante una interaccion directa con las
secuencias de control contenidas en el DNA nuclear. Otras hormonas importantes
en la regulacion de la sintesis de novo de las MTs son la epinefrina y la

norepinefrina [4].

24



Recientemente han aparecido una serie de trabajos que describen la
induccion de las MTs por interleucinas (IL-1 elL-6), factor de necrosis tumoral
(TNF), interferon (IFN) y otros mediadores de la inflamacion. Ain no se ha descrito
si estas citocinas favorecen la sintesis de las MTs por una interaccion directa con
los genes de las MTs, o si actian de manera indirecta. Con ayuda de diferentes
modelos de inflamacion experimental, se ha puesto de manifiesto que la IL-1 y el
TNF promueven la liberacion de IL-6 a partir de macréfagos y células
polimorfonucleares en el sitio de la inflamacion, al parecer esta IL-6 induce

finalmente la sintesis de las MTs [4].
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Figura 3. Regulacion de la expresion génica de las MTs

El promotor de la MT tiene muchos elementos de respuesta que sobre-regulan la
transcripcion. Estos incluyen: Elementos de respuesta a metal (MRE), el cual es
activado mediante MTF-1; Elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE);
elementos activados por STAT (transductores de sefales y activadores de la
transcripcion) que actuan a través de citosinas; Elementos de respuesta antioxidante
(ARE) activados en respuesta del estado redox. La metilacion puede desregular la

expresion en algunas células tumorales.

Fuente: Modificado de Ruttkay-Nedecky y cols. 2013.
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Transcripcion

DNA

Figura 4. Respuesta a cadmio por MTF-1

MTF-1 responde a cadmio indirectamente, como una funcién de acceso a zinc. El
cadmio se une a la metalotioneina (MT) mas fuertemente que con el zinc. El zinc
liberado de la metalotioneina es captado por los dedos de zinc de MTF-1, el cual
interacciona con elementos de respuesta a metal en el DNA, para efectuar la

transcripcion de los genes blanco a través de proteinas adaptadoras.

Fuente: Modificado de Waldron y cols. 2009.
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1.8.6 Funciones de las metalotioneinas

1.8.6.1 Homeostasis, reservorio y detoxificacion de metales

Se acepta generalmente que las MTs participan en la homeostasis de
metales esenciales como el zinc y cobre aunque no se conocen los mecanismos
concretos. Estos metales son fisioldgicos, pero cuando se encuentran a elevadas
concentraciones pueden resultar toxicos. Una de las propuestas supone que las
MTs podrian evitar los efectos perjudiciales del exceso de zinc y/o cobre
manteniéndolos en forma no toxica (no iénica). El exceso de zinc y cobre se
podria acumular junto con las MTs en forma de agregados insolubles en los
lisosomas, de esta manera las MTs podrian contribuir a mantener la concentracién

de zinc y cobre dentro de un rango fisioldgico [27, 32].

Dependiendo del metal presente en la molécula de las MT, éstas pueden
desempenar mas de una funcién. El cadmio es altamente toxico y no es un metal
esencial. El cobre idnico, no obstante su elevada toxicidad, es requerido como un
cofactor para la actividad de algunas enzimas. El zinc es un metal esencial,
relativamente no téxico, con importantes funciones de estabilizacion estructural en
mdltiples proteinas y es cofactor de una gran cantidad de enzimas relacionadas

con la mayoria de los procesos metabdlicos [4].

Los complejos MT-metal muestran diferentes constantes de disociacion, lo
cual depende del metal presente en las MTs. La estabilidad del complejo MT-Cu
es aproximadamente 100 veces mayor que la exhibida por el complejo MT-Cd, a
su vez, la constante de estabilidad del complejo MT-Cd es1000 veces mayor que
la del complejo MT-Zn [4].

Con base en lo anterior, se ha postulado que las MTs pueden desempefiar

al menos tres funciones distintas (homeostasis, reservorio de metales y
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detoxificacién) en los sistemas bioldgicos, las cuales dependen del metal

contenido en las MTs.

Cobre. En los sistemas biologicos el cobre es mas abundante que el
cadmio, ademas tiene funciones esenciales al actuar como cofactor de algunas
enzimas involucradas en reacciones de 6xido reduccion. Debido a que en su
forma ionica el cobre es un elemento muy téxico, se ha propuesto que las MTs
tienen una funcién importante al fijar cobre idnico y asi mantener baja su
concentracion intracelular. Bajo condiciones de alta exposicion a cobre, las MTs
sintetizadas de novo pueden funcionar como un sistema efectivo de detoxificacion,

dada su elevada afinidad por los iones cobre libres [4].

Zinc. El zinc es un bioelemento ampliamente distribuido en los sistemas
biolégicos, este metal es considerablemente menos reactivo y toxico que el cobre
y el cadmio. Las enzimas dependientes de zinc catalizan un ndmero
considerablemente mayor de reacciones, que las enzimas dependientes de cobre.
Las metaloenzimas dependientes de zinc estan involucradas en una gran cantidad
de procesos de anabolismo, catabolismo y transferencia de informacion genética.
El mecanismo supone que las bajas constantes de afinidad entre las MTs y el zinc
permiten que este complejo funcione como una fuente labil de zinc, permitiendo
que el metal sea utilizado para la activacién de apoenzimas en diferentes organos.
La activacion enzimatica puede ocurrir de manera directa con apoenzimas

inactivas, o directa mediante la regulacion del zinc libre en el interior celular [4].

Cadmio. Los metales como el cadmio se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, lo que hace que se acumule a través de toda la
cadena alimenticia, teniendo una vida media de 10 afios. Las MTs tienen una
funcion fundamental como un sistema de proteccion celular contra la toxicidad del
cadmio, la elevada afinidad de las MTs por el cadmio y la vida media prolongada
del complejo, hacen que estas proteinas sean sumamente adecuadas para esta

funcién. Las MTs también son capaces de fijar otros metales no esenciales como:
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hafnio (Hf), plomo (Pb), bismuto (Bi), plata (Ag), oro (Au), platino (Pt), etc. Al igual
que con el cadmio, las MTs funcionarian proporcionando un sistema de proteccion

en los tejidos de animales expuestos a metales pesados [28, 4].

Lineas celulares que carecian de MTs fueron sensibles a concentraciones
de cadmio en el medio de cultivo que resulté inocuo para células normales. Por el
contrario, las células que sobreexpresaron MTs fueron mas resistentes al cadmio
[27].

Otra de las propuestas fue considerar a las MTs como reservorios de zinc o
cobre. No obstante no parece probable que intervengan en el almacenaje a largo
plazo de estos metales puesto que su vida media es relativamente corta y su
union al zinc es labil. Ademas debemos afadir que su union a los metales es
dinamica y se ha demostrado intercambio tanto inter como intramolecular de
atomos metalicos en dimeros de MTs. Por tanto parecen mas adecuadas para
constituir un depésito dinamico de zinc que proporcione este metal en
determinadas condiciones a los constituyentes celulares que lo necesiten en cada
caso [27].

1.8.6.2 Metalotioneinas y modulacién de la expresion génica

Las MTs son moléculas dinamicas que tienen la capacidad de intercambiar
metales entre los dominios de la misma molécula, transferir metales a estructuras
quimicas como el glutation y las tioneinas y captar metales de otras proteinas.
Esta variabilidad quimica depende de las constates de afinidad entre el metal y la
tioneina, siendo sumamente util en el control de muchos procesos bioquimicos.
Las tioneinas pueden desplazar al zinc en varios factores de transcripcion (SP1 y
TFIIA) y donar el metal a otros. Lo anterior ha llevado a suponer que la presencia
de tioneinas y las MTs pueden modular algunos procesos genéticos activando o
inactivando factores de transcripcion por medio de la redistribucion del zinc entre

estas proteinas [4].



1.8.6.3 Metalotioneinas y estrés oxidativo

Los radicales libres son particulas quimicas que contienen uno o mas
electrones sin aparear, los cuales pueden ser parte de la molécula. Esto causa
que la molécula sea altamente reactiva. Los radicales libres son conocidos por
tener funciones duales en los sistemas bioldgicos, lo que los puede hacer

benéficos o perjudiciales en los sistemas vivos [29].

Numerosos reportes indican que las MTs protegen a la célula de la
exposicion de agentes oxidantes y electrofilicos, las cuales pueden reaccionar
rapidamente a través de sus grupos sulfhidrilo. Ademas las MTs tienen una
funcion clave en la regulacién de los niveles de zinc y su distribuciéon en el espacio
intracelular [29, 32].

La estructura de las MTs provee las bases quimicas, las cuales mediante
las cisteinas pueden funcionar de ligando que le otorgan propiedades de
oxidorreduccion, lo cual constituye el ciclo redox de una MT. La hipotesis de las
funciones antioxidantes de las MTs contra especies reactivas de oxigeno y
nitrdgeno esta basado en un gran soporte experimental de muchos estudios in
vitro. Estudios que han utilizado sistemas libres de células han demostrado la
capacidad de las MTs como neutralizadoras de radicales libres. Las MTs
neutralizan radicales hidroxilo in vitro debido a los grupos sulfhidrilo de sus

cisteinas [29].

Las MTs neutralizan especies reactivas de oxigeno. La presencia de
metales redox, como el cobre y el hierro, en la célula pueden producir especies
reactivas de oxigeno (ROS) que pueden ocasionar un dafic al DNA y a estructuras
celulares. La célula se protege a si misma utilizando diversas moléculas como
neutralizadoras de radicales libres. Una de las vias cruciales en la célula para
neutralizar radicales es el complejo glutation redox. Sin embargo los grupos

sulfhidrilo (SH) libres de las MTs pueden también estar involucrados en la
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neutralizacion de ROS a través del ciclo redox de la MT. Bajo condiciones
fisiologicas el zinc se une a la MT y es liberado a través de la oxidaciéon de los
grupos sulfhidrilo cuando en el ambiente existen condiciones de oxidacién. La
formacion de MT-disulfuro podria estar sujeta a degradacion, sin embargo cuando
existe un ambiente oxidativo este complejo se reduce, por ejemplo un incremento
en la proporcion de glutation (GSH)/glutation disulfuro (GSSG) y MT-disulfuro es
reducida a MT-sulfhidrilo. El proceso de reduccion es mucho mayor en presencia
de selenio. En presencia de zinc, la MT es rapidamente reconstituida. Este
proceso constituye el ciclo redox de la MT, el cual tiene una funcién crucial en la

funcion biologica de la MT [29].



Il. ESTADO DEL ARTE

En el 2007 Diaz y cols., realizaron la identificacion y caracterizacion de dos
nuevos genes de metalotioneinas (mft3 y mtt5) en el protozoario ciliado
Tetrahymena thermophila, los cuales eran inducidos por metales pesados como el
cadmio y cobre [6]. Por otra parte, en Daphnia pulex (pulga de agua) se llevd a
cabo la caracterizacion de metalotioneinas bajo diversas condiciones de estrés
ambiental como: cobre, niquel, cadmio, hidroxiecdisona (20E), paraquat (herbicida
cuaternario de amonio) y el estrés oxidativo de cianobacteria (Microcystis

aeruginosa) [7].

En algunos organismos patogenos como Candida glabrata la expresion de
metalotioneinas y su relacién con la resistencia al cobre que presenta este
patdgeno ha sido estudiada. La sintesis de la MT-Il en C. glabrata se vio inducida
por la presencia de CuSO4 1mM en el medio, el cual a esta concentracion puede
resultar toxico para esta levadura, del mismo modo se vio inducida la sintesis de
una hemolisina like (HLP), por lo cual se sugiere que MT-I| y HLP estan reguladas
bajo un “interruptor” a nivel transcripcional, permitiendo asi sobrevivir a C. glabrata
en presencia de CuSO4y desencadenando la expresion de genes vinculados con
la virulencia como lo es HLP [5, 8]. Un mecanismo similar ha sido encontrado en el
patdgeno Cryptoccocus neoformans que infecta los pulmones de seres humanos.
Este hongo posee metalotioneinas que participan en la detoxificacion de cobre
que es crucial para la virulencia y establecimiento del patégeno fungico. En cepas
mutantes de C. neoformans a las que se les deleto la expresion de genes
codificantes de MTs o que expresaron variantes defectivas se vio severamente
afectada la virulencia de este hongo y se redujo la colonizacién pulmonar [35]. Por
otra parte, en bacterias patdgenas ha sido evidenciada Ia presencia de
metalotioneinas, tal es el caso de Mycobacterium tuberculosis en la cual se
identifico el gen MT0196 que codifica para una proteina rica en cisteinas de 4.9
kDa (MYMT), capaz de unir iones de cobre y cadmio. Por lo anterior, se propuso

que MYMT es una metalotioneina de Mycobacterium y que es capaz de proteger a



esta bacteria de la toxicidad originada por estos iones [33]. En el patéogeno de
plantas Maganaporthe grisea se encontr6 un gen que codifica para una
metalotioneina formada por 22 aminoacidos con 6 residuos de cisteina (MMT1), la
cual es capaz de unir iones de zinc y actuar como un potente antioxidante; al
inhibir la sintesis de MMT1 en M. grisea este ascomiceto es incapaz de causar
enfermedad en las plantas y también de formar apresorics que le permiten llevar a
cabo la penetracion de la cuticula de las hojas. Estos hallazgos indican que MMT1
puede tener una funciéon esencial en la bioquimica de la pared celular de este

hongo que es requerida para la virulencia [34].

En Trichomonas vaginalis el gen que codifica para la metalotioneina
continia anotado como putativo en el genoma, por lo que adn queda por confirmar
su expresion asi como su funcién en este parasito y de esta manera en un futuro
poder conocer si esta proteina contribuye en el establecimiento de la
tricomoniasis.
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ll. JUSTIFICACION

Las metalotioneinas participan en la detoxificacion de cationes divalentes
(toxicos o letales) neutralizando el estrés oxidativo en los organismos. Dado el
microambiente del tracto genitourinario humano en el que vive T. vaginalis resulta
importante dilucidar si este parasito posee metalotioneinas que puedan estar
contribuyendo en su supervivencia ante la presencia de diversos cationes
divalentes, ademas podria encontrarse en un futuro si esta proteina se encuentra
involucrada en un posible “interruptor” génico que permita la expresion de factores
de virulencia involucrados en el establecimiento de la tricomoniasis, en una forma
similar a la que otros patégenos lo hacen para el establecimiento de la infeccion

en su huésped.
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IV. HIPOTESIS

* Trichomonas vaginalis posee metalotioneinas cuya expresion es modulada
por la presencia de cationes que se encuentran en el microambiente del

tracto urogenital humano.

V. OBJETIVOS

5.1General

e ldentificar e inmunodetectar una metalotioneina de Trichomonas
vaginalis

5.2Especificos

1. Realizar el andlisis in silico de las metalotioneinas en el genoma de T.
vaginalis

2. Analizar la expresion del transcrito de una metalotioneina en presencia
de cationes divalentes (Zn?*, Fe?*, Cd?*y Mn2*)

3. Inmunodetectar a la metalotioneina de T. vaginalis.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Identificacion de una metalotioneina de

Trichomonas vaginalis.

1. Andlisis in silico, para busqueda en el

genoma de metalotioneinas en
T. vaginalis

Cultivar a T. vaginalis, aislado de

hombre (HGMNO1) en presencia

y ausencia de cationes divalentes
(Zn**, Fe**, Mn*" Cd?")

Determinacion de viabilidad

\

A2

Realizar la extraccion de DNA
de los parasitos cultivados en
presencia o ausencia del cation
divalente

Realizar la extraccion de RNA
de los parasitos cultivados en
presencia o ausencia del cation
divalente.

V

Sintesis de cDNA

Amplificacion del gen candidato de
T. vaginalis mediante PCR

\

2. Analisis de expresion y
seleccion

V

3. Inmunodeteccion

!

Obtencion de anticuerpos

Western blot <

anti-metalotioneina

> Clonacién

Secuenciacion

\

Disefio de péptido
sintético
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Analisis Bioinformatico

7.1.1 Busqueda de genes codificantes para metalotioneinas (tvmt’s) en

Trichomonas vaginalis

Con el objetivo de identificar si T. vaginalis posee en su genoma genes
codificantes para metalotioneinas, se llevoé a cabo un analisis en la base de datos
trichdb.org. La busqueda se realizd6 mediante Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) e
introduciendo directamente el nombre de la proteina, la informacion encontrada en
trichdb.org se contrastd con la base de datos UniProtkB, y de esta forma se

completd la informacién acerca de la descripcion y funcion de esta proteina.

7.1.2 Obtencion de las secuencias de genes y proteinas

En este trabajo se buscaron secuencias de genes y proteinas
pertenecientes a metalotioneinas de T. vaginalis y otros organismos. Las
secuencias de los genes y proteinas se obtuvieron para T. vaginalis en
trichdb.org y para los otros organismos en la base de datos del National Center for

Biotechnology Information (NCBI), asi como de la base de datos de UniProtKB.

7.1.3 Alineamiento de secuencias

Con la finalidad de localizar zonas variables y conservadas en la secuencia
de la metalotioneina-like de T. vaginalis cepa G3 y aislado HGMNO1, asi como de
otros organismos, se realizaron alineamientos multiples mediante el programa
ClustalWW  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msalclustalw2) y posteriormente fueron

editados con Boxshade (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).
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7.1.4 Busqueda de dominios conservados

A través de una busqueda en trichdb se encontr6 la secuencia de un gen
codificante para una metalotioneina-like en T. vaginalis, posteriormente se realizd
una busqueda de dominios conservados en el CDD (Conserved Domains
Database) de NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml); es importante mencionar que la
busqueda se realizo utilizando la secuencia del gen de la metalotioneina-like (tvmt)
obtenida del aislado HGMNO1 y con el cual fue realizado este trabajo, esta
secuencia fue traducida a aminoacidos y posteriormente introducida al CDD para

la busqueda de dominios.

7.1.5 Perfiles de desorden intrinseco

En este andlisis se utilizé la secuencia de la metalotioneina-like del aislado
HGMNO1 (TvMT), asi como la secuencia de la metalotioneina Il del ser humano y
una secuencia mas correspondiente a C. virginica obtenida en el analisis del CDD.
El analisis se realizé con el programa SPINE D (http://sparks-lab.org/SPINE-D),
del cual se obtuvieron los valores de desorden y con ellos se elaboraron los

graficos comparativos.

7.1.6 Analisis filogenético

La reconstruccion filogenética se realizé utilizando la secuencia de
aminoacidos de metalotioneinas de diferentes organismos, mediante el programa
Mr. Bayes (http:/mrbayes.sourceforge.net/index.php), para la construccion se
utilizaron 5 millones de generaciones con muestreo cada 100 generaciones,
descartando las primeras 25,000 generaciones, con los arboles restantes se
construy6 un consenso con la regla de la mayoria, ademas del modelo evolutivo
de Dayhoff y enraizado con Escherichia coli UM146.
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7.2 Extraccion de DNA gendémico

A partir de 20 x 10° parasitos se hizo la extraccion de DNA gendmico, para
ello se centrifugaron los parasitos a 543 x g/15 min/4°C, se lavaron 3 veces con
PBS estéril pH 7.0, y se resuspendieron en 2 ml de PBS, se transfirieron a tubos
de 1.5 mly adicionaron 300 pl amortiguador de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, SDS
0.2%, MnCl2 100 mM, EDTA 10 mM), posteriormente se agregaron 300 ul de fenol
y se agitd por inversion durante 30 s. La muestra se centrifugd a 22,673 x g/5
min/4°C, la fase acuosa se transfirié a un tubo de 1.5 ml nuevo y se le adicionaron
300 pl de fenol y 300 pl de cloroformo, se mezclé suavemente y se centrifugo a
22,673 x g/5 min/4°C, posteriormente se paso la fase acuosa superior a un tubo
nuevo y se cuantifico el volumen, se incub6 a -20°C/2 h y se centrifugd a 22,673 x
9/15 min. El sobrenadante se retird, la pastilla se lavé con etanol frio al 70% y se
centrifugd a 22,673 x g/15 min; la pastilla se secé a temperatura ambiente (TA) y
posteriormente se resuspendié en 50 pl de agua inyectable y la cuantificacion se
realizo por espectrofotometria mediante un NanoDrop®. La muestra se almaceno
a-20°C.

7.3 Amplificacién por PCR del gen tvmt de T. vaginalis aislado
HGMNO1

Para la amplificacion del gen, se disefiaron los iniciadores a los cuales se
les agrego el sitio de corte para las enzimas de restriccion EcoR/ y Xhol. Para la
reaccion de PCR se utilizaron: amortiguador 10x, 10 pmol de oligonucleétidos
sentido y antisentido, dNTPs 0.2 uM, MgCl2 1.5 mM, cDNA del aislado HGMNO1
de T. vaginalis, Taq polimerasa y agua inyectable.
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Los iniciadores que se utilizaron para la amplificacién del gen tvmt fueron:

INICIADOR + SITIO DE RESTRICCION Y + COLA PARA ENZIMA DE RESTRICCION
Sentido: 5°G GAA TTC ATG TCT GCT CAAGAAACATGC C 3’

Longitud: 29 nt

Antisentido: 5°CCG CTC GAG TTAATG ATC ACAATG GCAATCTGG T ¥

Longitud: 34 nt

El programa que se utilizé para la amplificacion del gen fue el siguiente: 1
ciclo de 2 min a 94°C; 30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 30 s a 72°C; 1 ciclo
de 7 min a 72°C y finalizando a 4°C a

7.4 Purificacion de bandas de DNA

Una vez obtenidos los productos de PCR, se procedi6 a realizar la
purificacion de las bandas mediante el kit QIAEX Il, para esto se escindi6 la banda
de DNA del gel de agarosa, depositando estos cortes de 250 mg de agarosa en
tubos de 1.5 ml, se le agregaron 3 volumenes del amortiguador QX1 a un volumen
de gel (100 mg), se resuspendié con 10 pl de QIAEXII (resina) y se agitd con
vortex durante 30 s; se incubd a 50°C/10 min para solubilizar la agarosa y unir el
DNA a la resina, durante este tratamiento se agit6 con vortex cada 2 min (el color
de la muestra debe mantenerse amarillo); se centrifugd la muestra durante 30 s y
cuidadosamente se removid el sobrenadante con una pipeta; la pastilla se lavd y
se resuspendié con 500 ul del amortiguador QX1 y posteriormente se centrifugd
durante 30 s. La pastilla se lavo 2 veces con 500 pl del amortiguador PE, se
resuspendio y se centrifugd 30 s, el sobrenadante se removié y la pastilla se dejo

secar hasta tener un aspecto blanquecino. Para eluir el DNA, se agregaron 20 pl
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de de Tris-Cl 10 mM pH 8.5 o agua inyectable y se resuspendié con voértex,
posteriormente se incubo a temperatura ambiente por 5 min, se centrifugd 30 s. El
sobrenadante obtenido contiene el DNA purificado, se cuantificd por

espectrofotometria mediante un NanoDrop® y se almacené a -20 °C hasta su uso.

7.5 Clonacion del gen tvmt

7.5.1 Preparacion de células competentes E. coli DH5a y Top10

De 1 a 3 colonias se picaron a partir de la Ultima resiembra de Ia cepa
deseada (DH5a o Top10, crecida en medio LB a 37°C durante 16 h) ésta se
inoculd en 10 ml de medio LB, se crecié durante toda la noche con agitacion (200
rpm, 37°C), y se inoculé en 30 ml de medio LB con 5 ml del cultivo anterior, se
incubd a 37°C con agitacién durante 2 h o hasta alcanzar una densidad optica
(D.0O) de 0.3; se inocularon 200 ml de medio LB con 5 mi del medio anterior, se
incubaron a 37°C hasta una D.O de 0.3 a 0.4, las células se transfirieron a tubos
de 50 ml y se centrifugaron a 2,146 x 9/5 min/4°C, posteriormente se decanto el
sobrenadante; se resuspendié cuidadosamente el pellet en 16 ml del amortiguador
I (100 mM RbCl2, MnCl2 50 mM, CaClz 10 mM, glicerol 15%) (4ml de amortiguador
por cada tubo de 50 ml), se centrifugaron nuevamente las células a 2,146 x g
durante 5 min a 4°C y se decanto cuidadosamente el sobrenadante; las células se
resuspendieron en 5 ml del amortiguador Il (MOPS 10 mM, RbCl> 10 mM, CaClz
75 mM, glicerol 15%) e incubaron en hielo durante 10 min. Finalmente se hicieron

alicuotas de 200 pl en tubos de 1.5 ml y se almacenaron a -80°C.

7.5.2 Clonacién del gen tvmt en pJET 1.2/blunt

Reaccion de “blunting”: se colocaron 10 bl del amortiguador 2x en un
tubo de 1.5 ml, se le agregaron 1.5 (15 ng banda de 300 pb) y 1.1 ul (10 ng
banda de 200 pb) del producto de PCR purificado (la reaccién inserto-vector

recomendada es 3:1), se adicion6 1 pl de enzima DNA “blunting” y se agreg6 agua
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hasta un volumen final de 18 pl, se agito con vértex y centrifugd, se incubaron
durante 5 min a 70°C, y se enfriaron en hielo durante varios segundos.

Reaccion de ligacion: para la ligacion de los productos de PCR se agregé 1 ul de
vector PJET/blunt (50 ng/ul) y se le agrego 1 upl de DNA ligasa T4 (50 U/ul),
posteriormente se mezclé mediante vortex y se centrifugd e incubé durante 5 min
a22°C.

La transformacion de las células se realizd como se describe a continuacion:

Se tomaron 50 pl de células competentes y se le agregaron 5 pl de la
reaccion de ligacion, se incubaron en hielo durante 15 min y después en un bafio a
42°C durante 45 s, se transfirieron rapidamente a hielo durante 2 min; se
agregaron 300 ul de medio LB (sin ampicilina) y después se incubaron a 37°C con
agitacion a 200 rpm durante 1 hora, se plaquearon 100 pl por cada placa de agar

LB-ampicilina y se incubaron a 37°C durante toda la noche.

7.5.3 Extraccion de DNA plasmidico por Miniprep de Roche®

El volumen de medio de cultivo utilizado donde crecié E. coli fue de 4 ml
conuna D.Ode 1.5a5.0 por ml.

A la pastilla de bacterias se le agregaron 250 ul del amortiguador de
suspension + RNasa, después fue resuspendida la pastilla y se agregaron 250 pl
del amortiguador de lisis, mezclandose por inversion, se incubd durante 5 min a
temperatura ambiente y agregaron 350 ul del amortiguador de unién frio, lo
anterior fue mezclado por inversion e incubé en hielo durante 5 min, se centrifugd
a 13,000 x g durante 10 min, posteriormente fue colocado un filtro de alta
purificacion dentro del tubo colector y transferido por completo el sobrenadante
dentro del filtro del tubo y se centrifugd durante 1 min a alta velocidad: el tubo del
filtro colector fue removido, se desecho el liquido y reinserto el filtro del tubo en el

mismo tubo colector; las células fueron lavadas agregando 700 pl del



amortiguador Il de lavado en el deposito superior del filtro del tubo, se centrifugd
durante 30-60 s a alta velocidad y se deseché el liquido, la centrifugacién se
repiti6 nuevamente durante 1 min. Para eluir el DNA se agregaron 100 pl del
amortiguador de elucion en el deposito del filtro y centrifugd durante 1 min a alta
velocidad. Los tubos de microcentrifuga (1.5 ml) contenian el DNA plasmidico

eluido, se cuantifico por espectrofotometria en un NanoDrop® y almaceno a -20°C.

7.5.4 Clonacion del gen tvmt en el vector pCR 4-TOPO TA

Para la clonacién se utilizaron 4.5 pl del producto de PCR purificado, 1.0 pl
de solucion de sales y 0.5 pl del vector TOPO TA; se mezclé la reaccion
gentiimente e incub6 durante 5 min a temperatura ambiente, después se puso la

reaccion en hielo y se procedié a la transformacion de las células competentes.

7.5.5 Extraccion de DNA plasmidico por Miniprep

A partir de 2 ml de medio de cultivo de bacterias se centrifugaron a 2,146 x
g durante 5 min. Posteriormente fueron agregados 150 ul del buffer de extraccion,
el pellet fue desprendido de las paredes del tubo con la punta de la pipeta sin
liberar el buffer de extraccion. Posteriormente el buffer de extraccion fue agregado
al pellet y resuspendido. La suspension bacteriana fue incubada a 65°C durante 5
min y luego fue centrifugada a 26,295 x g durante 10 min o hasta que se formo el
pellet. Después el pellet fue removido con un mondadientes. Posteriormente
fueron agregados 120ul de isopropanol, se mezclaron y centrifugaron a 6,574 x g
durante 10 min a temperatura ambiente. El DNA usualmente forma precipitados
que se adhieren a las paredes del tubo y que son invisibles en solucién de
isopropanol. Después fue descartado el sobrenadante y el DNA fue centrifugado
despues de agregarle etanol al 70%. El etanol fue removido, se dej6 secar y el

pellet fue resuspendido en 20 pl de agua libre de DNAsas.
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La composicion del buffer de extraccion fue: 5% de sacarosa, 50 mM de
EDTA, 50 mM Tris pH 8, 0.75 M NH4Cl, 0.5% de Triton X-100, lisozima 100 pg/ml
y RNasa 25 pg/ml y 50 mM de CaClz, el cual reduce la extraccion de DNA

cromosomico en el buffer y facilita la de DNA plasmidico.

7.6 Secuenciacion

El DNA plasmidico obtenido de las clonas positivas para los fragmentos de
interés fue utilizado como molde y se agregd una cantidad de 350-500 ng con la
cual se prepar6 una reaccion con el primer forward y otra con el reverse, y se
marcaron con el siguiente programa de secuenciacion: 40 ciclos de 6 min a 96°C,
1052 96°C, 5sa50°C, 4 mina60°C, 10 s a60°C y finalizando a 4°C a

Posteriormente fueron purificadas con las columnas DyeEX 2.0 spint kit.
Lo colectado se llevo al equipo de secado por vacio, se colocd durante 40 min
hasta evaporar todo, se cubrieron de la luz y se almacenaron a -20°C hasta la

inyeccion en el equipo.

7.7 Andlisis de expresion

7.7.1 Cultivo de T. vaginalis en presencia de cationes divalentes

Teniendo como antecedente que la expresion de genes de metalotioneinas
puede ser inducida por la presencia de cationes divalentes en el medio, se cultivd
a T. vaginalis aislado HGMNO1 en presencia de diversos cationes: zinc (Zn2+),

hierro (Fe?*), manganeso (Mn?*) y cadmio (Cd?*).

El' cultivo del parasito se hizo en medio TYM (tripticasa-extracto de
levadura-maltosa), complementado con 10% de suero de caballo inactivado por
calor (30 min a 56°C) por 24 h a 37°C en presencia y ausencia de los cationes

mostrados en la siguiente tabla:
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Tabla 4. Concentraciones de cationes en los que fue cultivada T. vaginalis

Cation Concentracion
Zn%* 1.6 mM

Fe?* 0.25mMy 1.6 mM
Cd* 0.1 mM

Mn?* 0.25 mM
Putrescina (NH2(CH2)sNH>) 40 mM

Como controles se utilizé el cultivo del parasito en medio TYM sin la adicién
de ningun cation y el cultivo en presencia de putrescina la cual es un polication de

origen no metalico.

La viabilidad de los parasitos fue evidenciada mediante tincién con azul de tripano.

7.7.2 Extraccion de RNA total de los parasitos por el método de Trizol

A partir de 20 x 10° parasitos: se centrifugaron los parasitos y lavaron con 1
ml de PBS estéril a pH 7.0, se volvieron a centrifugar a 543 x g/5 min, se descartd
el sobrenadante y se adicion6 1 ml de trizol (Invitrogen®). Las muestras se

almacenaron a -80°C para su uso posterior.

Para hacer uso de las muestras congeladas de trizol fue necesario incubar
durante 30 min a 4°C. Una vez descongeladas las muestras se procedio a realizar
la extraccion de RNA como se menciona a continuaciéon: Se afadieron 200 pl de
cloroformo (Sigma-Aldrich®) por cada ml de trizol, se mezclé durante 15 s a
temperatura ambiente y centrifugd a 13,416 x g durante 15 min a 4°C. Del paso
anterior se recuperé la fase acuosa en un tubo nuevo, se afiadi® 1 ml de
isopropanol (Sigma-Aldrich®) por cada 10x10° parasitos, se mezclé e incubd a
temperatura ambiente durante 15 min. Se centrifugd a 13,416 x g durante 15 min a
4°C, el sobrenadante fue descartado y se lavo la pastilla 2 veces con etanol al
75% en agua DEPC o inyectable (600ul de etanol en cada lavado). La pastilla fue

centrifugada nuevamente a 13,416 x g durante 5 min a 4°C (no resuspender en
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cada lavado), el secado de la pastilla fue a temperatura ambiente y posteriormente

resuspendida en 60ul de agua DEPC. Se cuantificé y almacend a -80°C.

7.7.3 Sintesis de cDNA

Antes de iniciar con la sintesis de cDNA, al RNA extraido se le dio un
tratamiento con DNasa | (Promega®), para esto a 5 ug del RNA se le afadio 1
de amortiguador 10x y 1 pl de DNasa | (1U-1ug de RNA) agua c.b.p 10 pl.
Posteriormente se incubd durante 30 min a 37°C (si se utiliza una menor cantidad
de enzima, incubar durante un tiempo mas prolongado), se adiciond 1l de
solucion de paro de DNasa | e incub6 a 65°C durante 10 min y se cuantificd por

espectrofotometria en un NanoDrop® el RNA tratado.

A partir de los 5 ug de RNA tratado con DNasa |, se utilizo1ug para la
sintesis de cDNA.

A 1 pg de RNA se le adicion6 1 pl de oligo dT y c.b.p 12.5 pl de agua
DEPC, después se incubd a 65°C durante 5 min y se colocd en hielo,
posteriormente se le agregaron 2 pl de dNTPs 10 mM, 4 pl de amortiguador 5x, se
agreg6 1 pl de transcriptasa reversa (Revert Aid®) y agua DEPC c.b.p 20 pl, se
mezclo y centrifugd brevemente (microcentrifuga) e Incubé la mezcla a 42°C

durante 60 min y a 70°C durante 10 min.

Para la amplificacion del gen de la B-tubulina, el cual fue utilizado como
control de carga para las diferentes condiciones, se utilizaron los siguientes

iniciadores:

Sentido: BTUB9 5'CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT 3°

Antisentido: BUTB2 5’GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT 3°
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Para la reaccién de PCR se utilizaron 10 pmol de los iniciadores sentido y
antisentido, dNTPs 0.2 pM, MgCl2 1.5 mM, cDNA del aislado HGMNO1 de T.
vaginalis crecida en presencia y ausencia de cationes, Tag polimerasa y agua

inyectable.

El programa que se utilizo para la amplificacion del gen fue el siguiente: 1
ciclo de 2 min a 94°C; 30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 48°C, 30 s a 72°C: 1 ciclo
de 7 min a 72°C y finalizado a 4°C a

7.7.4 Amplificacion por PCR del gen tvmt de T. vaginalis aislado
HGMNO1

Para el analisis del transcrito del gen tvmt, se disefiaron los siguientes

iniciadores:

Sentido: 5'TGC TCA AGA AAC ATG CCAGTG 3’
Longitud: 21 nt
Antisentido: 5’TGC AGC CTT CGT TGC ATT T 3’

Longitud: 19 nt

Para la reaccion de PCR se utilizaron: amortiguador 10x, 10 pmol de los
iniciadores sentido y antisentido, dNTPs 0.2 uM, MgCl2 1.5 mM, cDNA del aislado
HGMNO1 de T. vaginalis crecido en presencia y ausencia de cationes, Taq

polimerasa y agua inyectable.

El programa que se utilizé para la amplificacion del gen fue el siguiente: 1
ciclo de 2 min a 94°C; 30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 59°C, 30 s a 72°C: 1 ciclo
de 7 min a 72°C y finalizado a 4°C a
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7.7.5 Analisis densitométrico

El analisis densitométrico se efectus midiendo la intensidad de cada una de
las bandas correspondientes a cada condicion, para ello se utilizd el programa
Image Lab de Bio-Rad®, la medicion se hizo considerando como el 100% Ia
expresion de tvmt en la condicién normal (cultivo no tratado con cationes), los

datos fueron normalizados con respecto a la expresion del gen de B-tubulina.

7.8 Disefio de péptido sintético

Se disefid un péptido sintético con la finalidad de inmunizar ratones y
obtener anticuerpos para realizar la inmunodeteccion de la metalotioneina-like en

el parasito.

Para el disefio del péptido se tomd como templado la secuencia del gen
tvmt del aislado HGMNO1 obtenida en la secuenciacion y se hizo la traduccion a
aminoacidos, se analizaron los sitios que potencialmente podian ser epitopos
mediante los servidores ABCpred (www.imtech.res.in/raghava/abcpred) y Bepipred
(www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred). Se obtuvieron distintos péptidos candidatos
de los cuales se descartaron los de menor inmunogenicidad, mayor inestabilidad
fisicoquimica, menor identidad y menor reconocimiento por el MHCII de ratdn.
Algunos de los péptidos candidatos se muestran en la figuras 24 y 25, los picos
amarillos pertenecen a aquellos aminoacidos con mayor potencial antigénico y los
picos verdes a los de menor. A través del servidor Protscale
(http://web.expasy.org/protscale/) se realizaron los analisis de hidrofobicidad para
poder determinar cudles eras las regiones mas expuestas del polipéptido y por
tanto las de mayor potencial antigenico. (figs. 26 y 27). También se consideraron
las metalotioneinas presentes en el raton, por lo que se llevé a cabo un
alineamiento entre dichas secuencias, utilizando ClustalW y posterior edicion con
Boxshade (fig. 22).
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7.9 Produccion de anticuerpos policlonales anti-TvMT

La inmunizaciéon se hizo en 5 ratones Balb/c machos, de 4 semanas. Se
obtuvo el suero preinmune previo a la inmunizacion. La inmunizacion se realizé via
intraperitoneal utilizando como adyuvante TiterMax® en una relacion 1:1 con el

antigeno administrado.

Tabla 5. Esquema de inmunizacion

Semana Cantidad de TiterMax® Sangrado

antigeno ul
pg/ratén

1 100 100

2 100 100 X

3 100 100

4 100 100 X

5 100 100

6 100 100 X

7.10 Ensayo de Western Blot

El aislado HGMNO1 de T. vaginalis fue cultivado en medio TYM, se
centrifugaron los parasitos a 543 x g durante 5 min a 4°C, la pastilla obtenida se
lavé 5 veces con PBS pH 7.0, se centrifugd a 543 x g durante 5 min. A la pastilla
obtenida se le adicionaron 900 ul de PBS pH 7.0 y 100 pl de acido tricloroacético
al 100% (TCA), se dejé durante toda la noche a 4°C y al dia siguiente se lavo la
pastilla con PBS pH 7.0 durante 5 veces y se centrifugd a 543 x g a 4°C, se
descart el sobrenadante, posteriormente se agregaron 400 pl del amortiguador
de carga 1x, se resuspendi6 la pastilla y se hirvié durante 3 min, la muestra se
corrié en un gel de poliacrilamida al 12% a 100 V, durante 60 min, terminada la
corrida el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa. Se verifico la
transferencia de las proteinas tifiendo con rojo de Ponceau, después se lavo 5
veces con PBS pH 7.0 y se bloque6 la membrana con PBS-Tween 20 al 0.1%, con

leche al 5% a 4°C durante toda la noche. Al siguiente dia se lavaron las
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membranas con PBS-Tween al 0.1% pH 7 y se incubo con el suero preinmune en
una dilucion 1:500. Al siguiente dia se incubaron los sueros inmunes en una
dilucion 1:500, con agitaciéon durante toda la noche a 4°C, al siguiente dia se lavd
la membrana con PBS-Tween al 0.1% pH 7, 5 veces durante 5 min y se incubd
con el anticuerpo secundario (conejo anti-ratdn) conjugado a peroxidasa de
rabano (HRP) en una dilucién 1:3000, se incubd durante 2 h en agitacion,
posteriormente se realizaron 5 lavados durante 5 min con PBS-Tween al 0.1% pH

7. El revelado se realizé por quimioluminiscencia en el equipo ChemiDoc de Bio-
Rad.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Analisis bioinformatico

Con base en la busqueda realizada, introduciendo directamente el nombre
de la proteina se encontré un gen codificante para metalotioneina-like en el
genoma de T. vaginalis cepa G3, cuyo gen esta identificado con el nombre
TVAG_220940 en la base de datos Trichdb. Este ORF tiene un tamario de 267 pb
y se encuentra flanqueado por genes que codifican a proteinas hipotéticas como

se pueden observar en la figura 5, panel A (contorneado en amarillo).

Utilizando como sonda la secuencia encontrada en trichdb (TVAG_220940)
se hizo un Delta-blast para poder identificar otras posibles metalotioneinas-like
ademas de la encontrada en trichdb. Adicional a la metalotioneina-like anotada
(TVAG_220940) se encontraron otras tres proteinas similares a la metalotioneina
putativa en T. vaginalis: TVAG_485930 con un score de 101, cobertura 100%,
valor de “expect” (E)= 4e-24; TVAG_486210 score de 97.1, cobertura 97%, E= 5e-
22 y TVAG_182840 con un score de 99.4, cobertura 100%, E= 7e-24. ProtoNet
indica que estas secuencias son muy similares a la proteina A2EEG8 de T.
vaginalis con base en su funcion, la cual estda anotada que pertenece a la familia
de las metalotioneinas. Un alineamiento realizado con las secuencia de la
metalotioneina putativa de T. vaginalis y las otras probables metalotioneinas
mostraron una identidad del 75.00 al 76.39% respectivamente (fig. 6), en el
alineamiento se encontr6 una region conservada entre las secuencias, que se
localiza aproximadamente en la parte media y se extiende hacia el extremo

carboxilo (fig. 6).

Una busqueda en el CDD (Conserved Domain Database) de NCBI
utilizando como sonda la secuencia de la metalotioneina-like de T. vaginalis
aislado HGMNO1 con un valor de E= 0.02, dio como resultado dominios de
metalotioneinas pertenecientes a organismos marinos como ostras (Crassostrea

virginica), ranas (Xenopus laevis) y cangrejos (Potamon potamius), entre otros
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(con un valor de E=1.51e-13). Un alineamiento con estas secuencias y la del
aislado HGMNO1 muestran que la mayor similitud entre ellas son los aminoacidos

cisteina, algunas lisinas, serinas y treoninas (fig. 7).

Las metalotioneinas son proteinas desordenadas, por lo que esta
caracteristica puede ser utl para la comparacién de metalotioneinas ya
caracterizadas y la identificacion de otras que se encuentran en este proceso. Por
lo anterior se realizaron analisis de desorden intrinseco con la secuencia de la MT
de ser humano, la MT-like del aislado HGMNO1 de T. vaginalis y de la cepa G3 y
la de un organismo marino (C. virginica) derivado del analisis de dominios
conservados. Las secuencias fueron analizadas mediante SPINE-D y se
elaboraron los graficos a partir de los datos obtenidos. Un primer perfil
comparativo entre la MT-like del aislado HGMNO1 de T. vaginalis y la MT-like de Ia
cepa G3, muestran un grado de desorden muy similar, encontrandose una mayor
tendencia al desorden en los extremos amino y carboxilo, siendo la parte media la
que guarda un mayor orden en la secuencia (fig. 8). Para el caso de la MT-like del
aislado HGMNO1 y la del ser humano, es igualmente apreciable una mayor
tendencia al desorden en los extremos amino y carboxilo, presentandose en la
parte central de las secuencias un mayor grado de orden, siendo aiin mayor para
la MT de humano. En el perfil comparativo con la MT de C. virginica la tendencia
de desorden sigue apreciandose igualmente en los extremos de las secuencias,
sin embargo en la parte central de éstas, la correspondiente a C. virginica muestra

una mayor tendencia al desorden que la del aislado HGMNO1.

Como podemos observar en la figura 12 correspondiente al analisis
filogenético, los distintos organismos se agruparon en clados pertenecientes a
plantas, mamiferos y organismos marinos. También se formaron clados
pertenecientes a las secuencias de metalotioneinas de un mismo organismo, tal
es el caso de Entamoeba invadens, Candida glabrata y Trichomonas vaginalis. La
MT-like de T. vaginalis analizada es este trabajo con nimero de secuencia
XP001304130.1 se agrupé con la XP001321197, con un valor de soporte de 1. Es
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importante mencionar que esta proteina se encuentra anotada en la base de datos
UniprotKB como perteneciente a la familia de las metalotioneinas. Otras
secuencias de proteinas de T. vaginalis agrupadas en el clado, pero en otro
subnodo fueron la XP001584034.1 y XP001321169.1, con un valor de soporte de
0.71; estas secuencias surgieron como otras posibles MT-like de T. vaginalis a
través de un analisis in silico en el cual se utilizo como sonda la MT-like con la que
se trabajo en esta investigacion (XP001304130.1).
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Figura 5 Localizacion del gen codificante de metalotioneina-like (tvmf) en el
genoma de T. vaginalis

En el panel A se muestra la ubicacion en el genoma del gen codificante para la
metalotioneina putativa de T. vaginalis (tvmt), éste se encuentra identificado con el
nombre TVAG_ 220940 y tiene un tamafo de 267 pb (remarcado en amarillo), esta
rodeado por un gen que codifica a una proteina hipotética de repetidos ricos en
leucina en el mismo sentido de la transcripcion que tvmt y en el sentido contrario se
encuentra un gen que codifica para una proteina hipotética. En el panel B se
muestra un esquema que representa el gen codificante de la metalotioneina
putativa y los genes flanqueantes.
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TABLA 6. Caracteristicas de posibles metalotioneinas de T. vaginalis

Acceso
NCBIl/UniProtKb

ID
Trichdb

Nombre

Descripcion

XP_001304130.1/
A2FV64

XP_001321169.1/
A2EEEQ

XP_001584034.1/
A2D922

XP_001321197.1/
A2EEGS

TVAG_220940

TVAG_485930

TVAG_182840

TVAG_486210

Metalotioneina
putativa

Proteina putativa
sin caracterizar

Proteina putativa
sin caracterizar

Proteina de la
familia de las
metalotioneinas

Tamanfo: 9.66 kDa
Funcién molecular:
unién de iones
metalicos

Familia: superfamilia de
las metalotioneinas

Tamano: 23.699 kDa
Funcion molecular:
unién de iones
metalicos

Muy similar con la
superfamilia de las
metalotioneinas

Tamafio: 16.527 kDa
Funcién molecular:
unién de iones
metalicos

Muy similar con la
superfamilia de las
metalotioneinas

Tamafo: 32.588 kDa
Funcién molecular:
unién de iones
metalicos

Familia: superfamilia de
las metalotioneinas
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TVAG_182840
TVAG_220940
TVAG_485930
TVAG_ 486210

% de identidad

Secuencia | TVAG_220940 TVAG_182840 TVAG_485930 TVAG_486210
TVAG_220940 100 73.86 76.39 75.00

Figura 6. Posibles metalotioneinas codificadas en el genoma de T. vaginalis

La secuencia de la metalotioneina-like de T. vaginalis (TVAG_220940) fue utilizada
como sonda para encontrar otras posibles metalotioeinas-like codificadas en el
genoma de T. vaginalis; se realizé un alineamiento con las secuencias obtenidas y se
identificé la zona mas conservada entre ellas (enmarcada en rojo), en la figura se
muestra la parte del alineamiento donde se encontré la mayor similitud entre estas
secuencias. La tabla que se encuentra debajo del alineamiento muestra el % de

identidad de cada secuencia con respecto a la metalotioneina putativa de T. vaginalis.
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Figura 7. Busqueda de dominios conservados

que son idénticos y en minusculas aquellos que son similares.

La busqueda en la base de datos de dominios conservados de NCBI (CDD) utilizando
como sonda la secuencia de la MT-like T. vaginalis aislado HGMNO1 dio como resultado
dominios de metalotioneinas pertenecientes a organismos marinos como ostras (C.
virginica), ranas (X. laevis) y cangrejos (P. potamius) como se puede observar en el panel
A. Por otra parte en el panel B se muestra el alineamiento de las secuencias y la
correspondiente a T. vaginalis aislado HGMNO1, los aminoacidos sombreados en negro
son aquellos que son idénticos en la secuencia y en gris aquellos que son semejantes,

en azul se muestra la secuencia consenso estando en mayusculas aquellos aminoacidos
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Figura 8. Perfil de desorden intrinseco de MT-like de T. vaginalis aislado
HGMNO1 y cepa G3.

En el grafico se muestran los perfiles de desorden para las MTs-like de ambos
aislados, en azul el correspondiente a la cepa G3 y en rojo el de HGMNO1. El perfil
se observa muy similar para ambas secuencias, considerando que un score mayor
a 0.5 es indicativo de desorden para dicho aminoacido en la secuencia proteica. El
mayor grado de desorden es presentado en los extremos de la proteina,

manteniéndose la parte central de la secuencia con una mayor tendencia al orden.
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Figura 9. Perfil de desorden intrinseco de MT-like de T. vaginalis aislado
HGMNO1 y de H. sapiens

En azul se muestra la secuencia de la MT correspondiente al humano y en rojo a
la de T. vaginalis aislado HGMNO1. Un score mayor a 0.5 es indicativo de
desorden para dicho aminoacido. Los perfiles de desorden son similares para
ambas secuencias, presentandose ligeramente un mayor grado de desorden en el
extremo amino terminal con un valor maximo de 0.87 para la MT-like de HGMNO1
y 0.73 para la de humano, en el extremo carboxilo terminal con un score de 0.80 y
0.65 respectivamente. En la parte central de las secuencias es donde se observa

una mayor tendencia al orden, siendo aun mayor para la MT de humano.
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Figura 10. Perfil de desorden intrinseco de MT-like de T. vaginalis aislado
HGMNO1 y de C. virginica

La secuencia de la MT de C. virginica guarda similitud con la del aislado HGMNO1
por lo que se compararon los perfiles de desorden para ambas secuencias. Un valor
mayor a 0.5 es considerado como desorden para dicho aminoacido. El mayor grado
de desorden para ambas secuencias se puede observar en los extremos y con
valores de desorden muy similares entre ellos, sin embargo en la parte central de las
secuencias, la correspondiente a C. virginica muestra una mayor tendencia al
desorden que la del aislado HGMNO1.
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Figura 11. Elementos MREs y AREs en el promotor de tvmt de T. vaginalis

En la imagen se muestran los elementos de respuesta a metal (MREs) que son el sitio de
union para el factor de transcripcion MTF-1 y los elementos de respuesta antioxidante
(AREs) que es una via secundaria activada por estrés oxidativo para la transcripcion de
tvmt. Los numeros en las cajas punteadas muestran la posicion de cada una de estas
secuencias con respecto al sitio de inicio de la transcripcion del gen. La secuencia
consenso de los MREs generalmente comprende de siete nucleétidos, de los cuales en
tvmt se conservan cuatro. Los AREs también cuentan generalmente con siete nucleotidos
de los cuales cinco son los mas conservados y que son los mismos que se encuentran en

tvmt.
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Figura 12. Analisis filogenético de las MTs-like de T. vaginalis y de diversos
organismos

El arbol filogenético se construyd con las secuencias de las MTs-like de T. vaginalis y
las de diversos organismos, se incluy6 a Candida glabrata el cual es otro patégeno del
tracto urogenital de humanos, asi como otro parasito protozoario: Entamoeba
invadens. También se incluyen organismos marinos como Crassostrea Vvirginica,
Mytilus galloprovincialis, Crassostrea rhizophorae, Hyriopsis cumingii y Rudipates
philippinarum; mamiferos como Homo sapiens y Mus musculus; plantas: Arabidopsis
thaliana, Arabidopsis lyrata, Brassica juncea, Eutrema halophilum, Capsella rubella y
Noccaea caerulescens asi como un organismo procarionte: Escherichia coli.

En las ramas se muestran los valores de probabilidad posterior obtenidos, expresados
en decimales.

Frente al nombre de cada organismo aparecen los nombres de acceso de NCBI para

cada secuencia.
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8.2 Amplificacion mediante PCR y RT-PCR del gen tvmt de T. vaginalis
aislado HGMNO1

Utilizando como molde DNA gendmico de T. vaginalis aislado HGMNO1 se
procedio a la amplificacion del gen de interés, para ello se utilizaron los iniciadores
que se disenaron a partir de la secuencia de la metalotioneina putativa de T.
vaginalis cepa G3 (TVAG_220940), esperando un amplicon de 267 pb. Se corrid
un gel de agarosa al 2% y se observaron 2 bandas, con un tamafio aproximado de
200y 300 pb (fig. 13). Para poder descartar la presencia de intrones se realizd una
RT-PCR utilizando los mismos iniciadores, presentandose nuevamente las dos
bandas, de 200 y 300 pb (fig. 13).

8.3 Clonacion y secuenciacion del gen tvmt de T. vaginalis aislado
HGMNO1

Los fragmento para la clonacion se obtuvieron mediante amplificacion por
PCR utilizandose como molde DNA genémico de T. vaginalis aislado HGMNO1.
Como se menciond anteriormente, en la amplificacion mediante PCR se
presentaron dos bandas (200 y 300 pb) por lo que se procedié al corte y
purificaciéon de cada una de ellas, se corrobord la correcta purificacién de los
fragmentos corriendo un gel de agarosa al 2% (fig. 14). Una vez obtenidas las
bandas purificadas se procedié a la clonacion de cada uno de los fragmentos, el
vector utilizado fue pJET 1.2/blunt. Este vector contiene un sistema de seleccion
positiva en el cual la expresion de un gen letal es interrumpida cuando el inserto
de DNA de interés es ligado dentro del sitio de clonacién, como resultado
solamente las células que contienen el plasmido recombinante podran propagarse.
La seleccion de clonas positivas se realizd mediante PCR-colony, identificandose
clonas para cada uno de los fragmentos de 200 y 300 pb (fig. 15), estas clonas se

propagaron y posteriormente se extrajo el DNA plasmidico el cual fue purificado.
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Para conocer la secuencia del gen y verificar que se encontraba en marco
de lectura, se secuencié el DNA plasmidico de cada uno de los fragmentos (200 y
300 pb), en el secuenciador Genetic Analyser (Applied Biosystem), las secuencias

obtenidas fueron analizadas utilizando el programa Bioedit.

El fragmento clonado de aproximadamente 300 pb tuvo un tamario real de
267 pb, esto obtenido mediante secuenciacién, sin embargo, este fragmento
presento una secuencia invertida que no alineaba con la de T. vaginalis cepa G3
(fig. 16, panel A). Se realizd el cambio de esta secuencia a la reversa
complementaria y se obtuvo una secuencia casi idéntica a la de T. vaginalis cepa
G3 pero presenté cambios en dos nucleédtidos, uno en la posicion 110 y otro en la

posicion 208 (fig. 16, panel B).

El fragmento clonado de 200 pb tuvo un tamafio real de 177 pb, es decir
100 pb menos con respecto a la de T. vaginalis cepa G3, realizando un
alineamiento de esta secuencia con la de la cepa G3 pudimos observar que la
secuencia de nucledtidos en la que alinearon fue idéntica a excepcion de que la
del aislado HGMNO1 es una secuencia mas corta en 100 pb con respecto a la de
la cepa G3 (fig. 17).

Dentro del procedimiento de clonacién en el vector pJET 1.2/blunt se realiza
una reaccion de “blunting” (por medio de la enzima DNA-blunting) previo al paso
de ligacion; para corroborar que el fragmento de 177 pb no habia sido afectado
por este tratamiento se clon6é nuevamente, ahora en el vector pCR 4-TOPO TA,
para la clonaciéon en este vector no es necesario llevar a cabo la reacciéon de
“blunting” e implica basicamente la mezcla del producto de PCR con la solucion de
sales incluidas en el kit y el vector; igualmente se seleccionaron las clonas
positivas, se extrajo el DNA plasmidico y se secuencio. El resultado de la
secuenciacion fue nuevamente el de una secuencia de 177 pb que alineaba en
forma idéntica con la secuencia de referencia (T. vaginalis cepa G3) con la

diferencia de las mismas 100 pb menos (figs. 18y 19).
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Una vez realizada la traduccion de nucledtidos del fragmento de 177 pb a
aminoacidos de la MT-like del aislado HGMNO1, se obtuvo una secuencia de 58

aminoacidos, que fueron 30 aminoacidos menos con respecto a la de la cepa G3
(fig. 20).
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500 pb —>

300 pb —>

200 pb —>

B tvmt-S
> +22
+25 <
tvmt-AS

Figura 13. Amplificacion del gen tvmt de T. vaginalis aislado HGMNO1

Las amplificaciones de tvmt se hicieron a partir de DNA genomico y cDNA con el objetivo
de verificar la presencia de intrones en este gen.

A) Carriles: 1) Marcador de 100 pb, 2) Amplificaciéon de tvmt a partir de DNA genémico,
3) Control negativo de la reaccién, 4) Amplificacion de tvmt a partir de cDNA, 5) RT- de la
reaccion, 6) Amplificaciéon de tvelF-5A a partir de DNA genémico, 7) Amplificacion de
tvelF-5A a partir de cDNA, 8) RT- de la reaccion. B) Esquema que representa la posicion
de los iniciadores sentido (S) y antisentido (AS) disefiados a partir de la secuencia de la

metalotioneina putativa de T. vaginalis cepa G3.
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1000 pb —>

300pb —>

200pb —>

Figura 14. Bandas purificadas, obtenidas de la amplificacion del gen tvmt de T. vaginalis
aislado HGMNO1.

Las bandas obtenidas en las amplificaciones utilizande los iniciadores disefiados a partir de la
secuencia de la metalotioneina putativa de T. vaginalis cepa G3 fueron purificadas y corridas
en un gel de agarosa al 2%. En el carril 1) Marcador de 100 pb, 2) Banda de 300 pb, 3) Banda
de 200 pb.
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Figura 15. PCR-colony para la verificacion de clonas positivas, usando el vector
pJET 1.2/blunt

Celulas DH5a fueron transformadas utilizando como vector de clonacion el pJET
1.2/blunt. Las clonas positivas fueron verificadas mediante PCR-colony. En el panel A)
carril 1) Marcador, carriles 2-10) clonas positivas y negativas para el inserto de 300 pb,
carriles 11-17) clonas positivas y negativas para el inserto de 200 pb. En el panel B)
carril 1) Marcador de 100 pb, 2) Control positivo de la reaccién, 3) Control negativo de la

reaccion.
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tvmt53 1 Tc *ﬂ-fw TG

tVmtHGMNG 1 1 cie GC r TT r T cis CAT
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CVRCHGMNOL 238 cf-TGWAWT cleCLRETT cr ”AGAC 267

tvmtG3 1 CTGC CAAGAAACATGCCAGTGCAALAAGCAATCCTCAGAGAACTGCCACTGTGAT
tVmtEGMNG 1 1 GTCTGCTCAAGAAACATGCCAGTFCAACAAGCAATCCTCAGAGAACTGCCACTETGAT
tvmtG3 51 uuTuAuTGCAAGTGICATCAGAAPGAnTPCAAATGCAACGAAGG TGCAM
el el S S A Wl - G T GAGT GCAAGTG TCAICAGAAFGAATGCAAATGCAACFAAGGCTGCA’

tvmtG3 121 CTGCACAAAAGACAACAAATGCICACCAGATTPCCATIGTGGAGAAFGCTGC
tVmMtHGMNOI 121 GCACAAAAGACAACAAATGCTCnCCAGATTGCCATTGTGPAGAAFGCTGC
tvmtG3 SR AN C A TTGCAACGAAGGCTGCAAGTGTGRA AWGATTGCCACTGCACAARAGACAACARATGC]
el kR - A T T GCAACGARGGCTGCAAGT GTGOAR WGATTGCCACTGCACAARAGACAACAAATGC
tvmtG3 ST CACCAGATTGCCATTGTGATCATTAL ITE

R e N T CACCAGATTGCCATTGTGATCATTAL DR

Figura 16. Alineamiento de secuencias de tvmt de T. vaginalis cepa G3 y fragmento de
267 pb del aislado HGMNO1.

Las secuencia perteneciente al gen tvmt de T. vaginalis cepa G3 (tvmtG3) y la secuencia
obtenida del aislado HGMNO1 (tvmtHGMNO1) fueron alineadas. En el panel A se muestra la
secuencia original obtenida del aislado HGMNO1, la cual esta invertida. Al hacer el cambio
en esta secuencia a la reversa complementaria como se muestra en el panel B, se puede
apreciar que dichas secuencias (tvmtG3 y tymtHGMNO1) difieren por 2 nucleétidos.

Dentro de los alineamientos los nucleétidos idénticos se muestran en negro y los nucleétidos

divergentes en blanco.
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tvmtG3 1 TGCTCARGARACATGCCAGTGCAACAAGCAATCCTCAGAGARCTGCCACTGTGAT)
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tvmtG3 LR GG T GAGT GCARGTGTCATCAGRAAGGAAT GCARAT GCAACGAAG SR eI e cler YNy
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Figura 17. Alineamiento de secuencias de tvmt de T. vaginalis cepa G3 y fragmento de
177 pb del aislado HGMNO1.

Se alinearon las secuencias pertenecientes a tvmt de T. vaginalis cepa G3 (tvmtG3 de 267
pb) y a la secuencia obtenida de 177 pb del aislado HGMNO1 (tvmtHGMNO1). Dentro del
alineamiento los nucleétidos idénticos se muestran en negro y los nucleétidos divergentes
en blanco.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 18. PCR-colony para la verificacion de clonas positivas, usando el vector
pCR 4-TOPO TA

Células Top10 fueron transformadas con el fragmento de 177 pb utilizando como vector
de clonacion el pCR 4-TOPO TA. Las clonas positivas fueron verificadas mediante PCR-
colony. Carril 1) Marcador, carriles 2-13) clonas positivas y negativas para el inserto de

177 pb, carril 14) Control positivo de la reaccién, 15) Control negativo de la reaccion.
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Figura 19. Alineamiento de secuencias de tvmt de T. vaginalis cepa G3 y fragmento de
177 pb del aislado HGMNO1, clonado en vector pJET 1.2/blunt y pCR 4-TOPO TA.

En la figura se muestra un alineamiento hecho con las secuencias pertenecientes a tvmt de
I. vaginalis cepa G3 (tvmtG3 de 267pb) y la secuencia del fragmento de 177 pb del aislado
HGMNO1, clonado en el vector pJET 1.2/blunt (tvmtHGMNO1pjet) y en el vector pCR 4-
TOPO TA (tvmtHGMNO1top). Dentro del alineamiento los nucleétidos idénticos se muestran
en negro y los nucleétidos divergentes en blanco.

Como se puede observar, aunque el fragmento haya sido clonado en distintos vectores es

idéntico en tamafio (177 pb) y en secuencia.
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MtG3 1 MSAQETCQCNKQSSENCHCDGECKCH
MtHGMNO1 1 MSAQETCQCNKQSSENCHCDGECKCH

QKECKCNEGCMCGNDCHCTXDNXCSPDCHCGEGC

QKECKCNEG=————m——mmmm—m——m—m o —— e

MEG3 61 HCNEGCKCGNDCHCTXDNKCSPDCHCDH 88
MTtHGMNO1 36 ————= CKCGNDCHCTKDNKCSPDCHCDH 58

Figura 20. Alineamiento de secuencias de las MTs-like de T. vaginalis cepa G3 y del
aislado HGMNO1.

A partir de la secuencia del fragmento de 177 pb del aislado HGMNO1 se hizo la traduccion a
aminoacidos y se hizo un alineamiento con la de T. vaginalis cepa G3. En este alineamiento
se pueden apreciar en color rojo los aminoacidos que son idénticos entre las secuencias,
destacando las cisteinas en color azul. La diferencia de aminoacidos entre las secuencias es
de 30, pero conservandose en su mayoria las cisteinas que son parte del sitio activo de

estas proteinas.

74




8.4 Expresion del transcrito de tvmt en presencia de cationes

divalentes

Para el analisis de expresion del transcrito de tvmt en presencia de cationes
divalentes se disefid un nuevo par de iniciadores, con la finalidad de obtener una
sola banda. El tamafo del fragmento esperado fue de 104 pb, se realizo la
amplificacion mediante PCR y se corrié un gel de agarosa al 2% para verificar el

tamanio del amplicon (fig. 21).

I. vaginalis se cultivé en presencia de los siguientes cationes: Zn2* [1.6
mM], Fe** [0.25 mM] y [1.6 mM], Cd?* [0.1 mM], Mn?* [0.25 mM], putrescina
(NH2(CH2)aNH2) [40 mM]. Como controles se utilizé el cultivo del parasito en medio
TYM sin la adicién de ningun cation y el cultivo en presencia de putrescina la cual
es un polication de origen no metalico. La viabilidad de los parasitos para cada
una de las condiciones fue confirmada mediante la prueba de azul de tripano,
siendo esta del 99 al 100%. Se extrajo el RNA de estos parasitos por el método de
trizol, se sintetizd cDNA y se realiz6 la amplificacion del gen por PCR. Los datos
fueron normalizados contra los valores obtenidos con el gen control usando (-

tubulina.

Mediante el analisis densitométrico por medio de la intensidad de cada una
de las bandas correspondientes a cada condicion y utilizando el programa Image
Lab de Bio-Rad® se hizo la medicién considerando como el 100% la expresion de

tvmt en la condicién normal (sin cationes).
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La tendencia en los niveles de expresion relativa de tvmt bajo las

condiciones descritas fue la siguiente:

Un mayor nivel de induccién con Cd?* [0.1 mM] seguido de Fe?* [1.6 mM],
Zn2*[1.6 mM], Fe?*[0.25 mM], Mn2*[0.25 mM] (fig. 22).

Cd?*[0.1 mM] > Fe?*[1.6 mM] > Zn?* [1.6 mM] > Fe?* [0.25 mM] > Mn2*[0.25 mM|]

La induccién con Cd?* [0.1 mM] fue 6.2 veces mayor con respecto a la
condicién normal, con Fe?* [1.6 mM] 1.2 veces mayor, con Zn2?*[1.6 mM] 0.8 veces
mas, con Fe?* [0.25 mM] 0.7 veces mas, con Mn?* [0.25 mM] 0.2 veces mas. La
putrescina utilizada como control por ser un polication no metalico no presento

ningun incremento con respecto a la condicion normal.
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Figura 21. Amplificacion del gen tvmt del aislado HGMNO1 (104 pb)

Panel A. Se disenaron iniciadores del gen tvmt del aislado HGMNOQ1 para obtener
un amplicon de 104 pb. Carril 1) marcador de 100 pb, 2) amplicon de 104 pb. Estos
iniciadores fueron los que se utilizaron para hacer el analisis de expresiéon de este
gen.

En el panel B se puede apreciar la ubicacion de los inicadores, encontrandose
estos en una posicion mas interna de la secuencia del gen tvmt del aislado
HGMNO1.
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Figura 22. Expresion del gen tvmt en presencia y ausencia de cationes divalentes.

Panel A. Expresion del gen tvmt en presencia y ausencia de distintos cationes divalentes. Carril 1)
Zn 1.6 mM, 2) Cd 0.1 mM, 3) Mn 0.25 mM, 4) Fe 1.6 mM, 5) Fe 0.25 mM, 6) putrescina 40 mM, 7)
control (ausencia de cationes divalentes). Panel B. Control de carga con el gen B-tubulina,
carriles: 1) Zn 1.6 mM, 2) Cd 0.1 mM, 3) Mn 0.25 mM, 4) Fe 1.6 mM, 5) Fe 0.25 mM, 6) putrescina
40 mM, 7) control (ausencia de cationes divalentes). Panel C. Densitometria de la expresion del
gen tvmt. Las barras azules representan el nivel de expresion relativa respecto al cultivo control
no tratado con cationes (barras rojas), y normalizados respecto a la expresion del gen de B-

tubulina.
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8.5 Inmunodeteccion de TVMT

Los anticuerpos anti-TvMT se obtuvieron inmunizando ratones Balb/c con el
peptido sintético disefiado (secuencia: TKDNKCSPDCHCDH-MAP4). Una vez
obtenidos los sueros preinmunes e inmunes se procedié a realizar los ensayos de
western blot, usando membrana de nitrocelulosa y con extractos totales de
proteinas de T. vaginalis.

En los ensayos de western blot se aprecia el reconocimiento por
anticuerpos anti-TvMT de una proteina de aproximadamente 9.6 kDa (fig. 29), el
peso de esta proteina es coincidente con el reportado para la metalotioneina
putativa de T. vaginalis. Otras proteinas reconocidas por los anticuerpos anti-
TVvMT es una que tiene un peso aproximado de 32.6 kDa y otra de 35 kDa (fig. 29).
En los analisis in silico para la busqueda de otras posibles metalotioneinas en T,
vaginalis (tabla 4) se encontré un gen que codifica para una proteina que esta
identificada pertenece a la superfamilia de las metalotioneinas y tiene un peso de
32.6 kDa, este hallazgo es coincidente con la inmunodeteccion y sugerente que
ademas de la metalotioneina putativa de T. vaginalis, este parasito probablemente

posea otras isoformas de esta proteina.
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sp(P02802|MTL MOUSE 1
3p|P02798 |MT2 MOUSE 1
3p|P28184|MT3 MOUSE 1
3p|P47945(MT4 MOUSE 1
MTHGMNO1 - 1
sp|P02802|MTL MOUSE 53
3p|P02798 MT2 MOUSE 53
sp(P28124 MT3 MOUSE 58
sp|P47945/MT4 MOUSE 54
MTHGMNOL 53

Figura 23. Alineamiento de secuencias de metalotioneinas de ratén y del aislado
HGMNO1.

En el alineamiento se muestran las secuencias de las metalotioneinas presentes en el
raton y la del aislado HGMNO1. Los aminoacidos similares se encuentran sombreados
en gris y los idénticos en negro, como se puede observar la mayor similitud que existe
entre las secuencias del ratén y la de HGMNO1 son las cisteinas, mostrando divergencia

en la mayor parte de la secuencia.
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Secuencia analizada:
MSAQETCQCNKQSSENCHCDGECKCHQKECKCNEGCKCGN
DCHCTKDNKCSPDCHCDH
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Figura 24. Andlisis de antigenicidad de MT-like del aislado HGMNO1
mediante Bepipred Linear Epitope Prediction.

En este grafico se muestra el andlisis de antigenicidad de la secuencia
completa de la MT-like del aislado HGMNO1, para la elaboracion de este grafico
se consideraronn parametros de hidrofobicidad, flexibilidad, accesibilidad,
superficie expuesta, polaridad y antigenicidad de la cadena polipeptidica. Los
picos mostrados en amarillo pertenecen a una secuencia de aminoacidos con
posibilidad de ser potenciales epitopes (aminoacidos marcados en azul en la
secuencia completa) y los verdes a los de menor; en cada pico amarillo se
muestra la secuencia de aminoacidos a la que pertenece asi como su posicion

en el polipéptido.
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A Analisis de antigenicidad de MT-like de HGMNO1 con ABCpred y NetMHCII

Rank Sequence Start Score Score Score
position H-2-1Ab H-2-1Ad
1 KCGNDCHCTKDNKCSP 37 0.94 0.0141 0.0259
2 HCTKDNKCSPDCHCDH* 43 0.90* 0.0293 0.0434
3 HQKECKCNEGCKCGND 26 0.88 0.0116 0.0597
4 QSSENCHCDGECKCHQ 12 0.79 0.0084 0.0212
5 ETCQCNKQSSENCHCD 5 0.72 0.0279 0.0428

B Secuencia analizada:

MSAQETCQCNRQSSENCHCDGE CKCHQRECKCNEGCKCGNDCHCTRDNKCSPDCHCDH

———————————————————————————————————— KCGNDCHCTRDNKCSP-—-——-
————————————————————————————————————————— ~HCTKDNKCS PDCHCDH]
————————————————————————— HOKECKCNEGCKCGND-—————=——————=——-
——————————— QSSENCHCDGECKCHQ—-———=—=—=—= === === —mmm e ——
~———ETCQCNKQSSENCHCD—— === === === mmmmmm e

Figura 25. Analisis de antigenicidad mediante ABCpred y NetMHCII

En el panel A se muestra la tabla con los valores del andlisis de antigenicidad para la MT-
like del aislado HGMNO1 mediante ABCpred, también se realizé el analisis para el complejo
mayor de histocompatibilidad de ratén mediante NetMHCII, la secuencia marcada con
asterisco (enmarcada con rojo en el panel B) indica al péptido candidato que es coincidente
con el andlisis realizado con Bepipred Linear Epitope Prediction. En el panel B se
despliegan en color azul las secuencias de aminoacidos correspondientes a las enlistadas

en la tabla del panel A.
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Secuencia analizada:

TKDNKCSPDCHCDH
N
10
o
o 05
3
00
-05
0 20
Position
B
Sequence Start Score Score Score
position H-2-1Ab H-2-1Ad
TKDNKCSPDCHCDH 45 0.80 0.025 0.021

Figura 26. Analisis de antigenicidad de péptido sintético.

En el panel A se muestra el analisis de antigenicidad hecho con Bepipred Linear Epitope
Prediction., los aminoacidos con mayores valores de antigenicidad son mostrados en amarillo en
el grafico y en color azul en la secuencia. En el panel B se muestran los valores del anélisis de
antigenicidad obtenidos con Bepipred Linear Epitope Prediction y del complejo mayor de

histocompatibilidad de ratén con NetMHCI|I.
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Figura 27. Analisis de hidrofobicidad en la escala Hopp & Woods

La secuencia de la MT-like del aislado HGMNO1 fue analizada en la escala de
hidrofobicidad de Hopp & Woods, aminoacidos con valores mayores a cero son
hidrofilicos y por consiguiente probables de estar expuestos en la superficie de
una proteina en su conformaciéon nativa. La porciéon correspondiente al péptido

sintético se encuentra marcada con linea punteada roja.
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ProtScale output for user sequence

T T
Hphob. 7 Kyte & Doolittle

e e

16 2a 38 40 5@
Position

Figura 28. Analisis de hidrofobicidad en la escala Kyte & Doolittle

La secuencia de la MT-like del aislado HGMNO1 fue analizada en la escala de Kyte &
Doolittle, aminoacidos con valores mayores a cero indica que son hidrofébicos y los
menores a cero hidrofilicos. Con linea punteada roja se encuentra sefalada la

secuencia correspondiente al péptido sintético.
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Figura 29 Ensayo de western blot

Panel A. SDS-PAGE al 12 % correspondiente a los extractos totales de proteinas
de T. vaginalis. Panel B. Ensayo de western blot en membrana de nitrocelulosa
con extractos totales de proteinas de T. vaginalis, revelado por
quimioluminiscencia. Carriles: 1) Incubado con el suero preinmune; 2) Incubado

con el anticuerpo anti-TvMT (dilucion 1:500); 3) Marcador de peso molecular.
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IX. DISCUSION

Todos los metales, especialmente los no esenciales, tienen efectos toxicos
sobre los seres vivos. Por esta razén la célula presenta una serie de mecanismos
de detoxificacion y homeostasis en la concentracion de estos iones metalicos. Uno
de estos mecanismos seria la quelacién del ion metalico esencial en exceso o de
aquellos que son altamente téxicos, como el cadmio. La existencia de
biomoléculas quelantes como las metalotioneinas son una forma eficiente de

resguardar a la célula del dafio ocasionado por estos iones.

Con base en los andlisis in silico realizados encontramos que T. vaginalis
cepa G3 tiene un gen codificante de metalotioneina-like, identificado con el
numero de acceso TVAG_220940. Algo caracteristico de estas proteinas es la
diversidad de isoformas que pueden existir, las MTs de humanos presentan el
polimorfismo genético mas complejo, se ha descrito la existencia de al menos 12
genes que dan origen a diferentes isoformas, algunas de ellas caracteristicas de
algun tejido en particular [4]. Sin embargo este polimorfismo no sélo es aplicable
para seres humanos; diversos estudios realizados en el protozoario ciliado
Tetrahymena, revelan que aunque existe homologia entre secuencias éstas
pueden diferir en su tamafio en la misma especie y con otras especies del mismo
genero. Por ejemplo, T. rostrata presenta dos isoformas de MTs, el ORF de MT1
es de 342 pb que corresponden a una proteina de 113 a.a. (11.5 kDa); ORF de
MT2: 237 pb y una proteina de 78 a.a. (8.2 kDa). Otra especie de este género es
T. termopila, la cual presenta 5 isoformas de MTs, la MT1 es una proteina de 162
a.a. (16.757 kDa) y la MT2 de 108 a.a. (11.200 kDa) [18].

Al parecer el tamarfios de las MTs no es un determinante para que lleven a
cabo su funcion, la metalotioneina del patégeno flngico Magnaporthe grisea,
agente causal de la piricularia en plantas de arroz, tiene tan sélo 22 aminoacidos y
una masa de 2.112 kDa [34].
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Teniendo en consideracion que no sélo en los mamiferos existen diversas
isoformas de esta proteina se puede plantear la existencia de otras isoformas en
T. vaginalis. Los analisis in silico mostraron otros tres posibles genes codificantes
de MTs en el genoma de T. vaginalis, lo cual es coincidente con lo previamente

reportado para estas proteinas dada su diversidad de isoformas.

Al hacer una busqueda de dominios conservados en el CDD de NCBI
usando como sonda la secuencia de la MT-like del aislado HGMNO1, se despliega
como resultado la superfamilia de las metalotioneinas. En términos bioldgicos el
dominio de una proteina hace referencia a una regién que define su estructura o
funcion, sin embargo las metalotioneinas son proteinas desordenadas por lo que
la repetida aparicion de cisteinas en las secuencias obtenidas del CDD son un

indicio de su funcién como quelantes bioldgicos.

Como se mencion6 previamente las MTs son proteinas desordenadas,
caracteristica que quedd evidenciada por los analisis de desorden intrinseco.
Todas las secuencias de MTs mostraron un grado de desorden en los extremos
amino y carboxilo. Las proteinas desordenadas poseen una elevada flexibilidad
estructural y, por tanto, reconocen diversos ligandos conservando la especificidad
en el reconocimiento de los mismos [38]. Esta reportado que las metalotioneinas
son moleculas versatiles, capaces de unir diversos iones metalicos cuyo tamafio
del atomo es distinto, por ejemplo la MT de delfin puede unir un total de siete
atomos de zinc (Zn7MT) y si son atomos de cobre puede unir once (Cu1tMT). La
tioneina (apoenzima) no presenta una estructura secundaria definida y adopta su
estructura tridimensional después de unirse al ion metalico, estas estructuras han
sido descritas como agrupamientos de sulfhidrilos tri o tetranucleares unidos con
el ion metalico divalente, estos complejos estan caracterizados por una alta
estabilidad termodinamica, mientras que los iones metalicos en el agrupamiento
de sulfhidrilos se encuentran en un estado dindmico con una redistribucion
continua de los iones metalicos dentro de la MT, favorecido por la no rigidez de

estas proteinas [28]. En las metalotioneinas generalmente el agrupamiento de
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sulfhidrilos mas cercano al extremo amino es capaz de coordinar 3 atomos
metalicos mientras que el mas cercano al extremo carboxilo une 4 atomos. Cada
uno de estos agrupamientos se encuentra localizado en un dominio globular
denominado dominio B y a respectivamente [27]. Cada dominio esta totalmente
separado del otro y se unen entre si por un bucle flexible; de acuerdo con los
analisis de desorden intrinseco estos extremos son los que mayor grado de
desorden presentan, siendo coincidente con lo reportado de que es en estos sitios
en donde se presenta la mayor actividad de union a iones metalicos; la parte
media de las MTs analizadas son las zonas que presentan menor tendencia al
desorden y deben corresponder por lo tanto al sitio que forma el bucle flexible
encargado de separar los dominios By a, y que se encuentra en un menor grado

encargado de la union a iones metalicos.

En el analisis filogenético se incluyd la secuencia de la MT-like de T,
vaginalis y a las otras tres posibles isoformas de esta proteina. Las MTs-like de T.
vaginalis se agruparon dentro de un clado, por lo cual podemos sugerir que estas
proteinas aunque codificadas por diferentes genes podrian estar participando en la

misma funcién celular.

Para la amplificacion del gen tvmt se disefiaron iniciadores que permitieran
la obtencion del fragmento completo (267 pb), sin embargo se obtuvo como
resultado un fragmento de menor tamario y otro completo pero con la secuencia
invertida, por lo que es probable que en el proceso de amplificaciéon del gen se
generaran estructuras secundarias, homodimeros o heterodimeros que dieron
como resultado estos amplicones y que no pudieron ser evidenciados en los

analisis in silico realizados para estos iniciadores.

El analisis de expresion de genes codificantes para MTs en células S2 de
Drosophila mostré que el cambio de un solo nucleédtido en la secuencia consenso
de elementos de respuesta a metal (MRE) en la expresion del gen MtnA es

dependiente del tipo de ion metalico, por lo que muchos de estos mecanismos de
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regulacion ocurren a nivel de la transcripcion y que la proteina mayoritariamente
responsable es el factor de transcripcion de respuesta a metal (MTF-1), el cual se
une bajo diferentes situaciones de estrés y exposicion a metales. A través de
analisis con inmunoprecipitacion de la cromatina, microarreglos, alineamientos y
consulta en base de datos, se pudo determinar que la secuencia consenso
TGCRCNC (donde R es G o Ay N es cualquier nucleétido de DNA) del MRE
puede tener variantes de un solo nucledtido y esta variante determina la
especificidad de respuesta al ion metalico al que se haya expuesto, asi ante una
exposicion a cobre el MRE fue TGCACAC vy para el cadmio fue TGCACCC, por lo
que MTF-1 se une a regiones que pueden variar en un nucleétido con respecto a

la secuencia MRE consenso dependiendo del metal al que se fue expuesto [39].

En el analisis de expresién realizado en este trabajo para el gen tvmt del
aislado HGMNOQ1 se observé que el mayor incremento lo indujo el cadmio, siendo
hasta 6.2 veces mayor con respecto a la condicién control: Hillel y cols., en el 2012
demostraron que los niveles de induccién entre cobre y cadmio, correspondian a
una secuencia preferencial en los MREs y que la variacién de un solo nucleétido
en la secuencia consenso del MRE tiene una funcion clave en la especificidad del
ion metalico y los genes regulados por MTF-1. Con base en estos hallazgos se
puede sugerir un comportamiento similar para el gen tvmt del aislado HGMNO1 en
el cual variantes en la secuencia de respuesta de unién a metal sean
preferenciales para cadmio y pueda facilitar la unién de coactivadores que
permitan el inicio y aumento en la tasa de la transcripcion para este gen. Otra
propuesta a este incremento en la expresion por cadmio es que las
metalotioneinas ya expresadas que hayan quelado iones de zinc, lo liberaran,
ahora se unira el cadmio en lugar del zinc quedando éste Ultimo disponible para
ser captado por los dedos de zinc de MTF-1, el cual interaccionara con los
elementos de respuesta a metal en el DNA, para efectuar la transcripcion de los
genes blanco a través de proteinas adaptadoras [31]. Como se habia mencionado
anteriormente, puede existir una secuencia preferencial para la union de

coactivadores y proteinas adaptadoras al DNA y de esta forma se inicie la
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transcripcion del gen de la metalotioneina, sin embargo los promotores de los
genes de las MTs tienen muchos elementos de respuesta que sobre-regulan la
transcripcion y no solo aquellos por metales, también cuenta con elementos ARE
(elementos de respuesta antioxidante) y que son activados en respuesta del
estado redox de la célula. Aun aquellos metales que son esenciales para la célula
(como hierro, zinc y manganeso), en exceso pueden generar radicales libres; por
ejemplo, en células J774 que fueron expuestas a 100 uM de zinc durante 12 y 24
h resulté en una substancial sobre-regulacién de MTs y un incremento en la
resistencia a estrés oxidativo que ocasionaba muerte celular por apoptosis [32].
Por lo que no se pueden descartar otros mecanismos de activacion en la
expresion de MTs, como la via ARE/USF observada para el cadmio y otros

metales, a través de estrés oxidativo secundario [27].

En la inmunodeteccion anticuerpos anti-TVMT reconocieron a una
metalotioneina-like con un peso aproximado de 9.6 kDa, lo que es coincidente con
la anotada en T. vaginalis cepa G3. Otras proteinas reconocidas por estos
anticuerpos fueron una de aproximadamente 35 kDa y otra de 32.6 kDa, siendo
esta ultima coincidente con nuestra prediccion in silico para las posibles isoformas
de MTs-like en T. vaginalis, sin embargo esto requiere una mayor caracterizacion
para poder determinar si exhiben un comportamiento similar al de Ila

metalotioneina-like analizada en esta investigacion.
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X. CONCLUSIONES

1. T. vaginalis posee un gen codificante para metalotioneina-like (tvmt) que se
encuentra identificado con el nombre TVAG_220940 en el genoma. Existen
otras secuencias de genes (TVAG_485930, 18240 y 486210) que codifican
para proteinas relacionadas con la metalotioneina-like de T vaginalis

(TvMT) con una identidad de al menos 75%.

2. TVMT posee dominios pertenecientes a la superfamilia de las

metalotioneinas.

3. El andlisis de desorden intrinseco muestra que TvMT del aislado HGMNO1
sigue una tendencia de desorden en sus extremos terminales,

comportamiento similar al de metalotioneinas de mamiferos.

4. La induccién de la expresion del gen tvmt del aislado HGMNO1 es
producida por cationes divalentes, principalmente cadmio, coincidente con

lo previamente reportado para genes que codifican estas proteinas.

5. La tendencia de induccion de la expresion del gen tvmt con los cationes

divalentes empleados en este trabajo fue la siguiente:
Cd?*[0.1mM] > Fe?* [1.6mM] > Zn?* [1.6mM] > Fe?*[0.25mM] > Mn2* [0.25mM]

6. T. vaginalis posee una metalotioneina-like que es inmunoreconocida por

anticuerpos anti-TvMT, con un peso de 9.6 kDa.

92



Conclusion

Podemos decir que T. vaginalis posee un gen (tvmt) que codifica para una
metalotioneina-like (TvMT) de 9.6 kDa. TvMT tiene un alto contenido de cisteinas
(27%), es una proteina desordenada lo cual es apreciable en sus extremos amino
y carboxilo. Por otra parte, la expresion del gen tvmt es inducida por cationes
divalentes (Zn?*, Fe?*, Cd?* y Mn?*), coincidente con lo reportado para genes que

codifican estas proteinas.



Xl. PERSPECTIVAS

o Clonary expresar el gen tvmt de Trichomonas vaginalis
e Inmunolocalizar a la metalotioneina-like (TvMT) de T. vaginalis
e |dentificar las posibles isoformas de TvMT

e Determinar la participacion de TvMT en el establecimiento de la

tricomoniasis
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