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RESUMEN

La tricomoniasis es la infeccidn de transmision sexual causada por el parasito
protozoario Trichomonas vaginalis. En el microambiente urogenital masculino se han
identificado iones metélicos como el Zn?* y el Cd?*. Se sabe que la presencia de estos
metales en concentraciones excesivas en el ambiente celular puede dar lugar a la
generacion de radicales libres, ocasionando estrés oxidativo en las células induciendo
rupturas de DNA de doble cadena. T. vaginalis debe contar con mecanismos para
reparar los dafios en su material genético y permitirle mantener una infeccién crénica.
El objetivo de este trabajo fue estudiar la expresién de la recombinasa RAD51 de T.
vaginalis a nivel de RNAm y de proteina como respuesta a la reparacion de dafio del
DNA mediante recombinacién homologa por la presencia de cationes tales como Zn?*
y Cd?*. Los resultados del andlisis bioinformatico mostraron que este parasito contiene
un gen que codifica a la TVRAD51 y otro que codifica para la recombinasa especifica
de meiosis TvDMCL1. Ademas, existe la presencia de un pseudogen para TVRAD51 y
un gen paralogo de TvDMCL1. Los datos indicaron que la proteina TVRAD51 de T.
vaginalis conserva motivos y dominios presentes en otras proteinas RAD51 de otros
organismos, lo que sugiere que conserva propiedades y funciones bioquimicas
similares. En el genoma de T. vaginalis se encontraron 11 genes que codifican para
proteinas involucradas en la recombinacién homologa, de las cuales, 8 interaccionan
con la recombinasa TVRAD51. Ademas, de manera interesante identificamos una
mutacion puntual en TVvRAD51 que podria explicar el por qué no hay interaccion de
esta proteina con TVRAD54. Esto podria sugerir la participacion de la recombinasa
TvDMC1 en el mecanismo de recombinacién homéloga de T. vaginalis al interaccionar
directamente con la recombinasa TVRAD51. Los resultados bioinformaticos muestran
que T. vaginalis podria contar con un mecanismo de RH hibrido (bacteriano y
eukariota). Finalmente, los analisis experimentales mostraron que la presencia de
cationes metdlicos, como Zn?* y Cd?*, induce la sobreexpresion de TVRAD51 de T.

vaginalis a nivel de RNAm y de proteina.



ABSTRACT

Trichomoniasis is the sexually transmitted infection caused by the protozoan parasite
Trichomonas vaginalis. Metals such as Zn?* and Cd?* have been identified in the male
urogenital microenvironment. It is known that the presence of metals in excessive
concentrations in the cellular environment can lead to the generation of free radicals,
causing oxidative stress in cells, inducing double-stranded DNA breaks, so this parasite
must have mechanisms to repair the damage in its genetic material and allow you to
maintain a chronic infection. The objective of this work was to study the expression of
the T. vaginalis RAD51 recombinase at the transcript and protein level in response to
DNA damage repair by homologous recombination (HR) by the presence of cations
such as Zn?* and Cd?*. The results of the bioinformatic analysis showed that this
parasite contains one gene that codes for TVRAD51 and one that codes for the meiosis-
specific recombinase TvDMC1. The TvRADS51 protein from T. vaginalis preserves
motifs and domains present in other RAD51 proteins, suggesting that it retains similar
biochemical properties and functions. In the genome of T. vaginalis we find 11 genes
that code for proteins involved in HR, of which 8 interact with the TvRADS51
recombinase. We identified a point mutation in TvRADS51 that could be the cause of the
non-interaction of this protein with TvRAD54 and to compensate for this deficiency,
TvDMC1 recombinase could participate in the HR mechanism of T. vaginalis,
interacting directly with TvRAD51 recombinase. The bioinformatic results show that T.
vaginalis could have a hybrid HR mechanism (bacterial and eukariota). Finally, in the
experimental analyzes, it is realized that the presence of metal cations, such as Zn?*
and Cd?*, induces the overexpression of TVRAD51 of T. vaginalis at the transcript level

and at the protein level.



1. INTRODUCCION

1.1 Tricomoniasis

La tricomoniasis es una infeccion de transmision sexual (ITS) causada por el parasito
protozoario flagelado Trichomonas vaginalis. Su nombre se forma combinando los
vocablos Tricho (pelo) y -Monas (movimiento) basandose en sus caracteristicas
morfolégicas al microscopio (Barbier, 1979; Campbell, 2001), y vaginalis haciendo
referencia a la localizacion anatémica de la que se aislo por primera vez (Thorburn,
1974). Siguiendo la taxonomia segun Dyer (Dyer y cols., 1990), T. vaginalis se
clasifica en: Reino: Protista, Orden: Trichomonadida, Subreino: Protozoa, Familia:
Trichomonadidae, Phylum: Zoomastigina, Geénero: Trichomonas, Clase:

Parabasalia, Especie: vaginalis.

Los sintomas de la tricomoniasis se desarrollan entre 4 y 30 dias después de haber
adquirido al parasito (Rein y Miiller, 1990). Los signos y sintomas de esta parasitosis
son mas frecuentes en las mujeres, siendo los mas comunes: prurito vulvar, ardor,
irritacion genital dolorosa, vaginitis, cervicitis, secreciones vaginales malolientes y
dolor abdominal; también se pueden presentar complicaciones severas que incluyen:
infertilidad o partos prematuros, bebés de bajo peso al nacer, colpitis macularis (cérvix
de fresa) que consiste en lesiones puntiformes hemorragicas en la mucosa del cérvix,
ademas de que aumenta el riesgo de desarrollar cancer cervical (Botero y Restrepo,
1992).

En los hombres la mayoria de las veces la infeccion es asintomatica y pasa
desapercibida, aungue en pocos casos puede causar uretritis, prostatitis, epididimitis,
predisposicién al cancer de prostata e incluso afectar la motilidad y viabilidad de los
espermatozoides (Dao, 1963). Ademas, tanto en hombres como en mujeres la
infeccion esta asociada a un incremento en el riesgo de infeccion por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) y Virus del Papiloma Humano (VPH) (Sutcliffe y
cols., 2009).

14



1.2 Epidemiologia

La incidencia de la tricomoniasis es de aproximadamente 156 millones de casos
anuales, segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS:
https://www.who.int/bulletin/volumes/97/8/18-228486-ab/es/). En el 2020 se
presentaron 39,375 casos en toda la Republica Mexicana (DGEPI, semana 53 de
2020: https://lwww.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/605105/sem53.pdf). Sin

embargo, estas cifras podrian estar subestimadas, ya que aproximadamente el 3% de
las mujeres infectadas no presentan los signos y sintomas caracteristicos de la
enfermedad y el 75% de los hombres infectados son portadores asintomaticos
(Santos-Diéguez, 2014).

La tasa de la tricomoniasis en México es de 108 casos por cada 100,000 habitantes
(Petrin y cols.,1998). Los estudios epidemiologicos coinciden en que el mayor nimero
de casos se presentan en mujeres en edad reproductiva (Johnston y Mabley, 2008;
Satterwhite y cols., 2013), pudiendo llegar hasta quintuplicar el nUmero de pacientes

en comparacion con el nimero de infecciones en varones (Bachmann y cols., 2011).

1.3 Morfologia

T. vaginalis mide aproximadamente 10 ym de longitud y 7 um de ancho (Honigberg y
Brugerolle, 1990). Este parasito se caracteriza por presentar cuatro flagelos anteriores
y uno recurrente adosado a la membrana ondulante. Cada flagelo est4 anclado a un
cinetosoma mediante su extremo anterior. Los cuatro cinetosomas de los flagelos
anteriores se disponen rodeando a un quinto que da origen al flagelo posterior o
recurrente (FR). La membrana ondulante esta soportada por una costa delgada no
contractil, y junto con los flagelos, es la responsable del movimiento ondulante del

pardsito.

T. vaginalis tiene un nucleo ovalado, de gran tamafio, excéntrico y localizado en el
extremo anterior, su citoplasma es rico en carbohidratos y contiene un gran niamero
de vacuolas que incluyen liposomas, ademas de una estructura hialina tipo varilla

denominada axostilo, que divide longitudinalmente al parasito, desde el nucleo hasta
15
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el extremo contrario, terminando en una punta afilada, por lo que se ha propuesto que
esta estructura sea la responsable del anclaje al epitelio genitourinario (Costamagna
y Prado-Figueroa, 2001; Alderete y cols., 2001). Este parasito adquiere una forma
piriforme en los medios de cultivo liquidos (Nielsen y Nielsen, 1975; Gonzalez-Robles
y cols., 1995); una forma ameboide cuando se encuentra adherido a células del
epitelio vaginal (Santos-Diéguez, 2014), y cuando se encuentran en contacto con
células DU-145 (células de cancer de prostata derivadas del sitio metastasico de
cerebro), los parasitos muestran una forma ovalada y forman pseudépodos, pero no
adquieren la forma ameboide (Quintas-Granados y cols., 2013).

Hasta el momento no se conoce una forma de resistencia o quiste de T. vaginalis
(Sorvillo y cols., 2001), aunque se han descrito formas pseudoquisticas que se
caracterizan por la internalizacion de los flagelos y de la membrana ondulante
(Pereira-Neves y cols., 2003) cuando el parasito se encuentra en ambientes
desfavorables o cultivos agotados, pero se ha visto que este estado es reversible en
cuanto el parasito vuelve a encontrarse en un medio adecuado Yy rico en nutrientes

(Pereira-Neves y cols., 2003).

Figura 1. Morfologia de T. vaginalis. A) Forma piriforme, donde se observan los
flagelos, la membrana ondulante y el axostilo (Arroyo y cols., 1993). B) Forma
ameboide al contacto con células del epitelio vaginal (Arroyo y cols., 1993). C) Forma
ovalada al contacto con células del epitelio prostéatico (Vazquez-Carrillo y cols., 2011).
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1.4 Ciclo biologico

El ser humano es el Unico hospedero natural de T. vaginalis, su reproduccion es de
tipo asexual y se lleva a cabo en la mucosa genitourinaria del hombre y la mujer
mediante pleuromitosis (Latif y cols., 1987). Este tipo de fision binaria longitudinal se
caracteriza por el mantenimiento de la membrana nuclear durante la mitosis y la
formacién de un huso microtubular o spindle de localizacion externa al nudcleo
(Benchimol, 2004). La transmision de T. vaginalis ocurre durante el contacto sexual
sin proteccidon con personas infectadas (Schwebke y cols., 2004) debido a que el
transporte del parasito se lleva a cabo entre las mucosas de la zona genital femenina
y masculina, como el flujo vaginal, el liquido preseminal y el semen (Santos-Diéguez,
2014). La etapa de diagnéstico de la tricomoniasis es cuando el parésito se localiza
en la vagina o en el orificio uretral, y la etapa infecciosa ocurre cuando la presencia
del parasito se extiende a la orina y las secreciones prostaticas (Santos-Diéguez,

2014).

“‘ Trichomonas vaginalis
e CICLO DE VIDA

Transmision
por contacto
- Sexual
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fision binaria

Trofozoito j
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prostaticas o * 13
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Figura 2. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. Tomado de Galeria
Cinvestav.https://conexion.cinvestav.mx/multimedia/Galer%C3%ADa/emodule/395/e
gallery/1565

17



1.5 Caracteristicas génicas de T. vaginalis

El genoma de T. vaginalis tiene un tamafio de 160 Mb y estad organizado en 6
cromosomas (Carlton y cols., 2007). Los datos de secuenciacion del genoma de este
parasito, muestran que existen ~ 60,000 genes codificadores de proteinas y ~39 Mb
del genoma esta compuesto por familias génicas repetidas como los transposones,
retrotransposones, virus, y secuencias codificantes para proteinas homologas
presentes en bacterias (Carlton y cols., 2007), por lo que se cree que ocurrieron
fendbmenos de adquisicion e incorporacion de material genético mediante
transferencia horizontal de genes o mediante fagocitosis seguido de una fision binaria
(Koning y cols., 2000).

Aproximadamente el 65% de los genes de T. vaginalis tienen intrones con un sitio de
splicing conservado de 12 nucledtidos en la region 3’ del RNAm. Alrededor de 30,000
genes codifican proteinas que se expresan bajo diferentes circunstancias (Huang y
cols, 2000), concluyendo que este parasito puede expresar diferencialmente sus
genes, dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre (Huang
y cols, 2000).

1.6 Metabolismo

T. vaginalis es un organismo que carece de citostoma, por lo que capta los nutrientes
mediante pinocitosis y fagocitosis, formando vacuolas alimenticias. Su fuente esencial
de energia es la glucosa que estimula fuertemente su crecimiento, aunque también
puede utilizar la arginina como sustrato para sintetizar putrescina por la enzima
ornitina descarboxilasa mediante la via de arginina hidrolasa para la produccion de
energia (Alvarez-Sanchez y cols., 2008), mientras que la galactosa y la lactosa, no
parecen ser utlizados por este parasito. La cavidad vaginal tiene altas
concentraciones de glucégeno y glucosa, lo que favorece la multiplicacion del parasito

en esta region anatémica.
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T. vaginalis es incapaz de sintetizar acidos grasos saturados e insaturados, colesterol
y poliaminas, por lo que su adquisicion la lleva a cabo a través de su hospedero (Lee
y cols., 2011). El colesterol y la hemoglobina la obtiene al lisar los eritrocitos cuando
se adhiere a ellos mediante los carbohidratos D-lactosa y N-acetil-B-D-glucosamina
presentes en su superficie celular (Cadenay cols., 2006). La obtencion de poliaminas
la realiza mediante un sistema antiporter putrescina/espermina, en donde se introduce
una molécula de espermina por cada dos moléculas de putrescina que son secretadas

(Alvarez-Sanchez y cols., 2008).

Una caracteristica distintiva de T. vaginalis, es que es uno de los protozoarios que
poseen hidrogenosomas, estructuras que son muy similares a las mitocondrias pero

que no contienen DNA y tienen una funcién inusual:

1) En anaerobiosis producen hidrogeno molecular por oxidacion del piruvato o
malato, produciendo cantidades equimoleculares de CO2, H2 y acetato de
piruvato por actividad de la enzima piruvato: ferrodoxina oxidorreductasa (PFO)
con formacion de ATP (Lindmark y Miller, 1976; Muller 1993).

2) En aerobiosis no se forma Hz y se consume oxigeno que es rapidamente
inactivado, lo que indica su toxicidad para estos organelos (Lindmark y Muller,
1976).

3)

El papel de los hidrogenosomas in vivo es participar en el metabolismo general de la
célula, y representaria una ventaja selectiva para vivir en nichos con poco oxigeno,
por lo que T. vaginalis es caracterizado como un organismo microaerofilico (Lindmark
y Miiller, 1976).

1.7 Propiedades de virulencia

El nicho ecologico de T. vaginalis esta sometido a intensas fluctuaciones ecologicas y
fisiol6gicas, como son: cambios hormonales, alteracién de pH, concentracién de
poliaminas, oxigeno, glucosa, hierro y otros metales que se encuentran en el tracto

urogenital tanto masculino como femenino; asi como el sistema inmune del
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hospedero, la microbiota natural de la region genital que va a competir por el mismo
nicho, la interaccion con diferentes células del hospedero y otros factores
desconocidos (Lee y cols., 2011). Por esta razon, este parasito ha desarrollado
numerosos mecanismos que le han permitido sobrevivir y colonizar el tracto urogenital

humano. Los mecanismos de patogenicidad de T. vaginalis se dividen en dos clases:

1.7.1 Mecanismos dependientes de contacto:

Citoadherencia: Este mecanismo se refiere a la unién entre el parésito y la célula
epitelial. La adherencia del parasito a la célula estd mediada por adhesinas presentes
en la membrana plasmatica de T. vaginalis, como son: AP120, AP65 (Lee y caols,
2011), AP51, AP33 y AP23 (Arroyo y cols., 2011), las cuales actian de un modo
especifico en la union receptor-ligando (Arroyo y cols., 1993).

Los genes que codifican a cuatro de las cinco adhesinas presentan homologia de
secuencia con enzimas metabdlicas: la AP65 con la enzima malica, una enzima
localizada en los hidrogenosomas (Alderete y cols., 1995); la AP33 y la AP51 con la
enzima succinil-CoA-sintetasa subunidad alfa y beta respectivamente (Engbring y
cols., 1998a; Arroyo cols., 1992; Alderete y cols., 1995); y la AP120 con la
piruvato:ferroxidin 6xido-reductasa, responsable de la descarboxilacion oxidativa del
piruvato a acetil-CoA, localizada en la membrana de los hidrogenosomas y
recientemente en la superficie del parasito (Moreno-Brito y cols., 2005; Meza-

Cervantes y cols., 2011).

La superficie de T. vaginalis también presenta lipofosfoglucano (LPG) y cisteina-
proteinasas (CP), que le permiten adoptar una forma ameboide tras la adherencia a
laminina y fibronectina de la matriz extracelular (Silva-Filho y cols., 2002) con la
finalidad de aumentar su superficie de contacto con la célula. Hasta el momento, se
conocen 11 CP que intervienen en el proceso, de las cuales, una de ellas también se

encuentra involucrada en la apoptosis de la célula epitelial (Arroyo y cols., 2011).
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Hemolisis:

La actividad hemolitica de T. vaginalis es un mecanismo sumamente importante para
la nutricion del parasito y muestra cierta correlacion con la virulencia (Krieger y cols.,
1983), lo que explicaria en parte el por qué durante la menstruacion las
manifestaciones clinicas de la infeccion se ven aumentadas. Debido a que la mucosa
vaginal constituye un entorno nutricional pobre para el parasito, los lipidos y el hierro
son nutrientes importantes para T. vaginalis y se pueden adquirir por la via de lisis de

los eritrocitos (Levi y cols., 1996).

La hemolisis se lleva a cabo en al menos cuatro pasos: adhesion del parasito a los
eritrocitos, liberacion de proteinas formadoras de poros (posiblemente CP),

separacion del parésito y finalmente, la lisis del eritrocito (Petrin y cols., 1998).

Las CP ademas de participar como factor litico en la hemodlisis de eritrocitos, también
estan involucradas en la degradacion de inmunoglobulinas G, My A (IgG, IgM e IgA)
presentes en la vagina; asi como en la adhesion del parésito a células epiteliales
(Provenzano y Alderete, 1995; Yadav y cols, 2007). Recientemente, se ha sugerido
qgue la proteinasa de 62 kDa es un factor de virulencia importante, ya que se ha
encontrado una mayor cantidad de estas enzimas en el grupo de pacientes
sintométicas en comparacion con las asintométicas (Hernandez-Gutierrez y cols.
2004).

1.7.2 Mecanismos independientes de contacto:

Factor de desprendimiento celular:

El factor de desprendimiento celular (CDF, por sus siglas en inglés) es una sustancia
soluble que al ponerse en contacto con monocapas de células en cultivo “in vitro”
provoca el desprendimiento de estas células (Garber y Lemchuk-Favel, 1990). Esta
sustancia podria ser responsable de la produccién del eritema visto en la mucosa
vaginal durante la infeccidbn aguda, por lo que se considera que puede ser un
importante marcador de virulencia de esta parasitosis (Garber y Lemchuk-Favel,
1990).
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Citotoxicidad:

Las CP de T. vaginalis no sélo estan involucradas en la adherencia del parasito a la
célula hospedera, sino que también se encuentran en los lisosomas y membrana
plasmatica, ademas de que pueden ser secretadas a través de exosomas y mediar la
citotoxicidad. En las secreciones vaginales de pacientes con tricomoniasis aguda, se
han encontrado CP que tienen caracter inmunogénico, como la CP65 que lleva a cabo
la degradacion de colagena IV y fibronectina; sin embargo, esta reportado que las
concentraciones de hierro disminuyen su concentracion y su actividad proteolitica,
afectando negativamente la citotoxicidad de T. vaginalis (Alvarez-Sanchez y cols.,
2007).

Una de las CPs reguladas por hierro que que participan en el mecanismo de
citotoxicidad es la CP39, capaz de degradar colagenal, Ill, IV y V, fibronectina humana

e inmunoglobulinas Ay G. (Herndndez-Gutierrez y cols., 2004).

Hasta el momento, se han descrito cinco CP implicadas en la interaccion entre
parasitos y células prostéaticas DU-145: CP70, CP65, CP39, CP25y CP20 (Hernandez-
Gutierrez y cols., 2004), ademas de la MP50, una molécula que pertenece a la
subfamilia A de metaloproteinasas de tipo aminopeptidasa, y se ha demostrado que
interviene en el mecanismo de citotoxicidad con actividad proteolitica y que es capaz
de causar dafio a las células del hospedero (Villalpando y cols., 2017).

MP50 es regulada por la accion del factor de transcripcion MTF-1, por lo que su
expresion responde a la presencia de iones metalicos en el medio, principalmente Zn?*
(Villalpando y cols., 2017).

Evasion de la respuesta inmune:

La principal via de evasion de la respuesta inmune de T. vaginalis es la degradacion
de la porcion C3 del complemento por accion de algunas CP. Este mecanismo es
dependiente de concentraciones elevadas de hierro (Alderete y cols., 1995). Este
parasito también puede llevar a cabo una variacion fenotipica como mecanismo de

evasion inmunolodgica.
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En la superficie del parasito, se han encontrado dos clases de marcadores que se
expresan de forma alternativa: la proteina altamente inmunogénica P270; y las
adhesinas AP23, AP33, AP65 y AP51 (Alderete y cols., 1992).

P270 es una glicoproteina que presenta el epitope repetido DREGRD, importante para
la union de la 1gG vaginal a los parasitos vivos (Dailey y cols., 1990), mientras que las
adhesinas parecen poder imitar la estructura de la enzima malica de las células
vaginales, lo que parece ser la causa de su baja inmunogenicidad (Alderete y cols.,
1995). Esta imitacién molecular es otro ejemplo de como T. vaginalis puede escapar

al sistema inmune del hospedero (Engbring y cols., 1998b).

Otro inmunogeno que esta presente en la superficie del parasito es P230, proteina
que sufre cambios conformacionales que le permiten evadir el anticuerpo vaginal
(Alderete y Garza, 1988). La IgG vaginal que reconoce la proteina P230 de T.
vaginalis, no produce ningun efecto citolitico, aun cuando el complemento esta
presente (Alderete y cols., 1991). Ademas, la respuesta del anticuerpo esta restringida
a pocos epitopes de la proteina de 230 kDa, lo que permite al organismo evadir el

proceso de opsonizacion (Alderete y cols., 1991).

T. vaginalis también tiene la capacidad de secretar CP que degradan IgG, IgM e IgA
(Yadav y cols., 2007), asi como de secretar grandes cantidades de antigenos solubles,
altamente inmunogénicos. Una liberacion continua de estos antigenos podria
neutralizar linfocitos T citotéxicos o anticuerpos y de esta manera bloquear los
mecanismos de defensa especificos del sistema inmune contra T. vaginalis (Alderete
y Garza, 1984).

T. vaginalis secreta una proteina pro-inflamatoria (TVvMIF) que es un 47% similar al
factor inhibidor de la migracion de macréfagos humanos (HUMIF). La proteina TvMIF
es capaz de unirse con alta afinidad al receptor de HUMIF, ocasionando un aumento
en el crecimiento y la invasion de células prostéticas, tanto benignas como cancerosas
(Twu y cols., 2014).
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Ademas, T. vaginalis puede inducir la apoptosis de macrofagos mediante la activacion
de la proteina kinasa P38 presente en estas células efectoras, lo que constituye un
mecanismo de evasion del ataque de macréfagos (Chang y cols., 2006). Otro
mecanismo de evasidn del parasito consiste en cubrirse con proteinas del plasma del
hospedero, lo que le impide al sistema inmune reconocerlo como extrafio (Peterson y
Alderete, 1982). Se ha postulado que los mecanismos, tanto dependientes como
independientes de contacto que regulan la interaccion parasito-hospedador, influyen
decisivamente en las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Hernandez y cols.
2014).

1.8 Funcidn biolégica de los metales

Algunos metales juegan un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis en el
ciclo celular actuando como cofactores enzimaticos, estabilizadores de estructuras y
moléculas bioldgicas o reguladores de funciones vitales como la sintesis de ATP o de
DNA. Estos iones metélicos son considerados como bioelementos y los mas
importantes para el metabolismo y crecimiento celular, aunque se requieran en

concentraciones muy bajas son: Na?*, K*, Cu?*, Mn?*, Mg?*, Ca?*, Fe?*y Zn?*,

En el ambiente celular también existen trazas de metales no esenciales, mejor
conocidos como metales pesados (llamados asi porque tienen una densidad mayor o
igual a 5g / cm?), debido a que los iones metdlicos que requiere el organismo para
llevar a cabo sus funciones metabdlicas se encuentran mezclados con otros metales

como consecuencia de las actividades que realizan los humanos en la vida cotidiana.

Los iones de metales pesados que se encuentran en el ambiente celular son
principalmente: Cr3*, Cu?*, Mn?*, y Cd?*. Estos iones metalicos son muy téxicos incluso
a concentraciones muy bajas (Bertin y Averbeck, 2006). Una vez en el organismo, los
metales pueden interactuar entre si de forma aditiva, antagdénica o sinérgica,

dependiendo de los estados de valencia y su biodisponibilidad (Preston y cols., 2000).
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1.8.1 El Zn?* en la célula

El Zn?* es uno de los metales esenciales mas abundantes en los organismos vivos
después del hierro, debido a que es necesario para mas de 300 enzimas (Buracco y
cols., 2018). Comprende el centro catalitico y estructural de una gran variedad de
proteinas que intervienen en las principales funciones fisioldgicas como son: sintesis
de DNA y RNA, crecimiento celular, sintesis proteica, metabolismo energético,
defensa antioxidante celular, desarrollo cerebral, formacién 6sea y el correcto

funcionamiento del sistema inmune.

Ademas, el Zn?* también es el componente estructural de diversos reguladores de la
transcripcion que se unen al DNA (Kumar y Arya, 2018) y esta involucrado en la
apoptosis de células cancerosas de mamiferos, sugiriendo que este metal juega un
papel fundamental en el mantenimiento de los mecanismos celulares de sobrevivencia
(Saini y cols., 2017).

1.9 Dafio al DNA por metales en células de mamiferos

La presencia de metales en concentraciones excesivas en el ambiente extracelular y
celular puede dar lugar al dafio de membrana, causando el desbalance de trafico de
iones y la generacion de radicales libres, ocasionando estrés oxidativo, es decir,
alterando el estado de equilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes en las células

induciendo genotoxicidad (Hirschi y cols., 2000, Puchta, 1999).

La principal causa del elevado nivel de toxicidad es que los metales pesados poseen
una gran capacidad para unirse con moléculas organicas, debido a que tienen gran
afinidad por grupos sulfhidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo (Martinez
y cols., 2006). El resultado de estas uniones ligando-metal puede ser muy perjudicial
para la célula, ya que puede ocasionar la peroxidacion lipidica inhibiendo su actividad
o modificando su estructura, la disminucion de defensas antioxidantes (por ejemplo:

metalotioneinas, las enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation-reduclasa (GR),

25



glutation peroxidasa (GPX), catalasa (CAT) y peroxiredoxinas) y la catélisis de
reacciones de generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS), como son: el ion
superoxido (O2’), peroxido de hidrogeno (H203), radical hidroxilo (OH) y lipoperoxidos;
o radicales libres que provocan fendmenos de estrés oxidativo y, por tanto, ocasionan
genotoxicidad (Martinez y cols., 2006).

El dafio que se origina en el DNA por radiacion ionizante, ultravioleta, rayos X,
radicales libres y especies reactivas de oxigeno son los rompimientos de doble cadena
(DSB) y pueden ser reparados por tres procesos independientes: la recombinacion
homodloga (HR, de las siglas en inglés “homology recombination”), la unién de
extremos no homoélogos (NHEJ, de las siglas en inglés “non homologous end
joining”) y el alineamiento de cadenas simples (SSA, de las siglas en inglés “single
strand annealing”), mecanismo que se lleva a cabo cuando ha ocurrido la delecion

de una gran seccion de DNA (Ogra y Suzuki, 2000).

La HR es la via de reparacion de las DSB mas frecuente en eukariotas inferiores
como los protozoarios y es la forma mas conservativa de reparacion del DNA,
mientras que la NHEJ se asocia con la pérdida o ganancia de nucleétidos y ocurre

frecuentemente en eukariotas superiores (Katakai y cols., 2001).

1.10 Recombinacion homodloga

La recombinacion homadloga (HR) es un mecanismo de reparacion de alta fidelidad de
roturas de doble hebra de DNA (DSB), enlaces cruzados entre hebras y horquillas de
replicacion estancadas o colapsadas en células que se dividen mitdticamente (Seitz y
cols., 2000), mientras que, en la meiosis, la RH estéa involucrada en la recombinacion
genética (Neale y Keeney, 2006). Este mecanismo se define por la blisqueda de
homologia seguido por el apareamiento, el intercambio y la regeneracion entre
cadenas homologas de DNA. El intercambio esta asociado con la variabilidad
genética y la regeneracion con la reparacion de la doble cadena (Katakai y cols.,
2001).
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Se ha identificado toda una maquinaria molecular especializada en HR, que
incluye: sensores de dafio al DNA como el complejo MRN compuesto por
MRE11/RAD50/NBS1 (NBS1/Nibrina/NBN en Homo sapiens y XRS2 en S.
cerevisiae), proteinas accesorias por ejemplo el factor de replicacion A (RPA) y
recombinasas especificas que tienen actividad ATPasa dependiente de DNA y
poseen la capacidad de promover reacciones de transferencia de cadenas y
apareamiento de DNA homdélogo, como las recombinasas RAD51 y DMCL1 (Ariza'y
cols., 2005) de la familia RAD51 / DMC1 / RADA, B (CDD: cd01123).

Las recombinasas RAD51 son proteinas que catalizan una reaccion de recombinacion
similar a la de RecA, usando actividad de unién de DNA dependiente de ATP y una
ATPasa dependiente de DNA. Sin embargo, esta reaccion es menos eficiente y
requiere proteinas accesorias como RAD55 y RAD57. Se sabe que RecA y RAD51
se expresan durante todo el ciclo celular, mientras que la recombinasa DMC1, se

expresa solo durante la meiosis (Bishop y cols., 1992).

RAD51 y DMC1 comparten aproximadamente el 45% de identidad de aminoé&cidos
(Brown y Bishop, 2014; Lin y cols., 2006; Story y cols., 1993), se ensamblan en
filamentos helicoidales estructuralmente similares en DNA monocatenario (SSDNA)
(Sheridan y cols., 2008; Sehorn y cols., 2004), y tienen propiedades bioquimicas
similares (Neale y Keeney, 2006; Brown y Bishop, 2014).

A pesar de estos muchos puntos en comun, DMCL1 es la recombinasa responsable de
realizar la invasion de cadenas durante la meiosis (Cloud y cols., 2012), mientras que
RADS51 asistida por una serie de proteinas accesorias, incluidos los paralogos de
RAD51 (RAD51B, RAD51C, RAD51D y XRCC2) (Da Ines Oy cols., 2013) desempefia
el papel catalitico central en la recombinacién mitética (Cloud y cols., 2012). Sin
embargo, también se ha demostrado que RAD51 se convierte en una proteina
accesoria que regula la actividad catalitica de DMC1 en las células meiéticas (Brown
y Bishop, 2014), ya que promueve la formacion de focos de DMC1 (Cloud y cols.,
2012; Bishop. 1994).
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Figura 3. Mecanismo de recombinacion homéloga en eucariontes (tomado de
Rivera-Martinez, 2007). (A) EI DSB en el DNA, (B) es detectado por MRE11 y RAD50,
generando colas de DNA de cadena sencilla, (C) la proteina RPA se une al extremo
3’ de la hebra sencilla de DNA, (D) BRCA2 se une a RPA y (E) recluta a RAD51.
(F) RAD52 estimula la formacion del filamento de RAD51 y este reemplaza al
filamento de RPA. (G-H) Una vez formado el nucleofilamento las proteinas
accesorias RAD55 y RAD57 favorecen la busqueda de homologia y (I) se forma
un D-loop. (J) Por ultimo, se inicia la sintesis de la nueva cadena de DNA. De esta
manera la HR repara el DNA con fidelidad usando la cromatida hermana como un

templado para la sintesis de una nueva cadena de DNA intacta.
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1 Regulacién génica en T. vaginalis

Durante la infeccion, T. vaginalis necesita adaptarse rapidamente a los cambios
ambientales, regulando su expresion génica a nivel transcripcional, postranscripcional,
traduccional y postraduccional, a través de la dinamica y la estabilidad de la formacién
altamente regulada de complejos de DNA o RNA que determinaran qué genes deben

ser expresados o silenciados.

T. vaginalis ha generado casi 100,000 marcadores de secuencia expresada (EST) a
nivel transcripcional a partir de parasitos cultivados en siete condiciones definidas
relacionadas con ciclo celular, crecimiento, inanicion y patogénesis. Analisis de estos
datos sugiere que la expresion génica de este parasito esta altamente regulada
mediante estrictos controles de tasa de transcripcion diferencial, incluso para genes

de mantenimiento (Figueroa-Angulo y cols, 2012).

En cuanto a los mecanismos postranscripcionales, la sintesis proteica generalmente
esta mediada por interacciones especificas entre proteinas reguladoras y RNA
(sistema IRE/IRP) (Solano y cols., 2006).

En la regulacion traduccional, se sabe que el genoma de T. vaginalis codifica al menos
dos proteinas Argonauta que contienen dominios especificos de Argonauta Piwi
(Carlton y cols., 2007), y que la expresion del gen Tv_AGOL1 es significativamente
mayor que la expresion del gen Tv-AGO2, lo que sugiere la existencia de una

maquinaria funcional de miRNA en T. vaginalis (Wei-Chen y cols., 2009).

En T. vaginalis, se han identificado nueve candidatos de miRNA que pueden
desempeniar un papel importante en la regulaciéon de genes que codifican para las
Cistein proteinasas y las proteinas de superficie similares a BspA, caracterizadas por

presentar una repeticion rica en leucina (Figueroa, 2012).
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El mecanismo de regulacion postraduccional estd mediado por Cistatinas: inhibidores
endodgenos de cisteina proteinasas que pueden ayudar a controlar la actividad

proteolitica de este parasito (Figueroa, 2012).

T. vaginalis presenta una gran plasticidad genética que le permite responder a
cambios ambientales drasticos en los que se ve involucrada la temperatura, la
microbiota y el pH del tracto urogenital, concentraciones de hierro, poliaminas y zinc,
asi como a las respuestas inmunes del hospedero, los cuales modulan la expresion
de multiples genes, incluidos aquellos que codifican factores de virulencia y que son
necesarios para mantener una infeccion crénica (Lehker y Alderete, 1999; Alvarez-
Sanchez y cols., 2007)

En T. vaginalis, se ha estudiado el papel que juegan las poliaminas como reguladores
de determinados factores de virulencia asociados al parasito. Se sabe que el
metabolismo de estas moléculas, concretamente el de la putrescina, esta implicado en

procesos de citoadherencia y citotoxicidad.

Se ha observado que la inhibicion de la sintesis de putrescina en T. vaginalis, ocasiona
un aumento en la capacidad de adhesion a células del epitelio vaginal, pero se inhibe

la citotoxicidad mediada por contacto (Garcia y cols., 2005).

También se sabe que la inhibicion de la putrescina provoca la disminucion de la
expresion de CP65 y, por ende, de la cantidad de proteina sintetizada implicada en la
accion citotoxica del parasito (Alvarez-Sanchez y cols., 2008). Por otra parte,
(Figueroa-Angulo y cols., 2012) también han confirmado el papel regulatorio de las
poliaminas en la expresién a nivel post-transcripcional de CP39, implicada en la

citotoxicidad.
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T. vaginalis presenta una proteina de dedo de zinc (TvZNF1) que es regulada
positivamente por la presencia de Zn?*. Esta proteina tiene 8 motivos clasicos de dedo
de zinc (C2Hz (C2Hz -ZNFm), con residuos que pueden estar implicados en la
estabilidad estructural de los motivos de union al DNA.

Ademas, se ha demostrado in vitro que la proteina TvZNF1 recombinante se une a la
firma MRE, lo que sugiere que T. vaginalis presenta un mecanismo conservado de

regulacion génica mediado por ZNF (Villalpando y cols., 2017).

En genes sensibles al Zn?* de T. vaginalis, se han encontrado seis motivos de
secuencia de respuesta a metales, sobrerrepresentados altamente conservados
(TVMRES), que comparten similitud con otros MREs eukaryotas. Algunos de estos
TVMREs se ensamblan como complejos divalentes, ya sea como dos TvMRE
estrechamente espaciados o como dos TvMRE superpuestos que forman una
secuencia de tipo palindromico: TGCC (N3) GGCA. Estos resultados apoyan un
mecanismo novedoso utilizado por T. vaginalis para la regulacion transcripcional de
genes que responden al zinc a través de un sistema similar a MTF1 / MRE (Torres-
Romero y cols., 2020).
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2.2 lones metalicos en el tracto urogenital masculino

Diversos estudios han demostrado la presencia de metales tanto esenciales como no
esenciales en el tracto urogenital masculino, y se sabe que, principalmente los metales
no esenciales tienen efecto en la salud reproductiva alterando directamente el proceso

de espermatogénesis (Mendiola y cols., 2011).

Magnesio 12.62 mg/dL
Zinc 154.6 mg/L
Metales esenciales —= Cobre 173.29 pg/mL
Manganeso 0.7 ug/L
- Hierro 28.7 p.p.m
Plomo 29 pg/L Metales NO
Mercurio 11.5 pg/L ]
Cadmio 0.8 ug/L esenciales

Tabla 1. Concentraciones de iones metdlicos en el plasma seminal de hombres
sanos (Mendiolay cols., 2011; Abdul-Rasheed, 2010).
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2.2.1 Presencia de Zn?* en el fluido prostatico

El Zn?* esta presente en el fluido prostatico del hombre a una concentracién que oscila
entre 4.5y 7 mM, y tienen un efecto tricomonicida que ayuda a limitar o resolver la
infeccion (Willmott y cols., 1983). Sin embargo, en los pacientes diagnosticados con
prostatitis crénica por tricomoniasis, la concentracion de Zn?* es menor a 1.6 mM, lo
que indica que el catibn no tiene efecto tricomonicida (Krieger y Rein, 1982),

permitiendo su asentamiento.

El efecto tricomonicida del Zn?* en el tracto urogenital masculino podria ser la razén
por la cual esta infeccion cursa de forma asintomatica en la mayoria de los varones
(Krieger y Rein, 1982).

2.2.2 Presencia de Cd?*en el fluido prostatico

El Cd 2* es un metal pesado que se acumula en el ambiente como resultado de las
actividades industriales, ocasionando contaminacion de los rios y de las tierras de
cultivos debido a que es capaz de combinarse con otros elementos y formar
compuestos tales como cloruros, 6xidos, sulfuros y de esta manera unirse fuertemente

a las particulas del suelo (Farkas y cols., 2007; Pan y cols., 2010).

El Cd 2* se encuentra en los fluidos prostaticos a una concentracion aproximada de
0.8 pg/L debido a su ingesta en la dieta, ya que se presenta generalmente como
impureza en los minerales de Zn ?* o por contaminacién del ambiente (humo de

tabaco, contaminaciéon aérea y agua) (Waalkes y cols., 1992).
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2.3 Factores de virulencia de T. vaginalis regulados por Zn?*

Se sabe que el Zn?* modula la expresion de multiples genes en T. vaginalis, incluidos
aguellos que codifican factores de virulencia como la citotoxicidad y capacidad de
adhesion (Lehker y Alderete, 1999; Alvarez-Sanchez y cols., 2007), por lo que la
expresion diferencial del proteoma de T. vaginalis en presencia de este catién puede
jugar un papel clave en su supervivencia en el entorno adverso del tracto urogenital
masculino (Quintas-Granados y cols., 2013), lo que podria explicar el curso de la

infeccién de forma asintomaética en el hombre.

Se ha estudiado el proteoma, la morfologia, y citotoxicidad del aislado masculino
HGMNO1 de T. vaginalis en presencia de Zn?*, encontrandose diferencias de
expresion en aproximadamente 37 proteinas, de las cuales, 6 estan involucradas en
la citotoxicidad de este parasito y se regulan negativamente en presencia de este
cation (CP20, CP25, CP39, CP65 Y CP70), (Vazquez-Carrillo y cols., 2011). Por otra
parte, se han identificado 4 proteinas que se regulan positivamente en presencia de
Zn%*, como son: Fimbrina, Adenosil-homocisteinasa, Asparaginil-endopeptidasa y
TvMP50.

TvMP50 es una metaloproteinasa aminopeptidasa P miembro de la familia M24, tiene
un peso de 50 kDa y ocasiona citotoxicidad hacia las monocapas de células DU145
prostaticas (Vazquez-Carrillo y cols., 2011), por lo que fue identificada como un
nuevo factor de virulencia del parasito mediado por Zn 2* que esta presente durante la
tricomoniasis masculina, posiblemente explicando la supervivencia de T. vaginalis en
las condiciones adversas del microambiente urogenital masculino (Puente-Rivera y
cols., 2017). Ademas, se ha visto que TvMP50 es secretada por el parasito en
presencia de Zn 2* siendo activa proteoliticamente, provocando citotoxicidad a células
DU145.
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Cuando los niveles de MP50 aumentan excesivamente, es contenida en estructuras
similares a vesiculas o vacuolas, pero conserva su actividad proteolitica, al igual que

cuando es secretada (Puente-Rivera y cols., 2017).

También se ha identificado una proteina de unién a DNA con 8 motivos de dedo de
zinc (C2H2-ZNF) en T. vaginalis (TvZNF1l) que puede actuar como factor
transcripcional y esta implicada en la activacion de respuesta al estimulo ambiental

por biometales como el Zn?* (Villalpando y cols., 2017).

Se ha demostrado que los C2H2-ZNF interactian con RNA/DNA y algunas proteinas
de reparacion de dafio del DNA en parasitos (Gopalakrishnan y cols., 2017). Ademas,
TvZNF1 reconoce al elemento de respuesta a metales tipo 2 (MRE2) y este a su vez,
es reconocido por MTF1 (un factor de transcripcion regulado por Zn?*), lo que sugiere
gue su participacion en la regulacion de la expresion génica de T. vaginalis esta
mediada por Zn?* (Villalpando y cols., 2017). Por otra parte, se han identificado 8
miembros de la familia de genes ZIP en T. vaginalis, que codifican transportadores de
membrana (permeasas) que pueden ser responsables de la adquisicion de Zn?*y Fe?*

del ambiente extracelular (Fernandez-Martin y cols., 2017).

35



2.4 Factores de virulencia de T. vaginalis regulados por Cd?*

Las metalotioneinas (MTs) son una familia de proteinas de bajo peso molecular
(aproximadamente 7 kDa) que no presentan puentes disulfuro y aunque sus funciones
no estan totalmente esclarecidas, es bien sabida su participacion en la detoxificacién

de metales pesados (Suzuki y cols., 1988).

Los genes que codifican las metalotioneinas se regulan positivamente a nivel
transcripcional por la presencia de ciertos metales como son: Cu?*, Cd?*y Zn?*y en
respuesta a estimulos como el estrés oxidativo y los glucocorticoides (Heuchel y cols.,
1994; Radtke y cols., 1995).

El Cd ?* presenta competencia con el Zn 2* y el Cu ?*, lo que produce afeccién de la
homeostasis de estos metales en la sangre y tejidos, en donde se pueden ver
afectados diversos sistemas enzimaticos, tales como el citocromo oxidasa, superoxido

dismutasa, uricasa, entre otros (Thomas, 1999).

El genoma de T. vaginalis codifica al menos una metalotioneina (TvMT-1) regulada
positivamente por Cd?*, la cual podria participar en las vias involucradas con la
detoxificacion de metales y de respuesta al estrés oxidativo presente en el tracto
urogenital masculino. Por otro lado, se han encontrado otros tres genes homadlogos
de TvMT-1cuya expresion podrian ser reguladas por Cd?* (Netzahualcoyotzi, y cols.,
2019).
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2.5 Dafio al DNA por Zn?*y Cd?*

El Zn?*y el Cd?* en exceso pueden causar genotoxicidad directa al unirse a los grupos
nucleofilicos de la desoxirribosa y de las bases nitrogenadas de la molécula de DNA
produciendo una modificacion quimica (Waalkes y cols., 1992) y como consecuencia,
dafar la molécula (Achanzar y cols., 2001). Ademas, pueden dafiar el material
genético de manera indirecta al inducir la acumulacion de EROS y radicales libres
(Achanzary cols., 2001). También se ha demostrado que el Cd?* puede reemplazar al
Zn?* en p53, inhibiendo su actividad de unién al DNA y evitando la detencién del ciclo

celular después del dafio del material genético (Méplan y cols., 1999).

Por otra parte, el Cd?* es capaz de ocasionar la disminucion en el contenido de GSH
y de activar diferentes cascadas de sefializacion que son sensibles a la acumulacién
de EROS como: la fosfolipasa C (PLC), proteina cinasa C (PKC), las cinasas activadas
por mitbgenos (MAPK), cinasa serina/treonina mTOR, cinasa S6K1, cinasa |l
dependiente de calmodulina/calcio (CaMKIl), cinasa dependiente de RNA ligada al RE
(PERK), proteina reclutadora de inositol 1 (IRE1) y la cinasa trifosfato inositol/proteina
cinasa B (PI3K/Akt) (Martinez y cols., 2006).

Cuando existe un dafio en la mitocondria o estrés en el reticulo endoplasmico, las
cascadas de sefalizacion favorecen la activacion de diversos factores de transcripcion
como el factor de transcripcion-1 que responde a metales (MTF-1), el factor de
transcripcion de choque térmico 1 (HSF-I), el transductor de sefial y activador de la
transcripcion-3 (Stat-3), la proteina activadora-1 (AP-1), el factor nuclear-KB (NF-KB),
el activador del factor de transcripciéon 6 (ATF-6), el factor de transcripcién Chop
(proteina homdloga a C/EBP), el factor de iniciacién de la traduccion eucariotica 2 a
(elF2 a), el factor inductor de apoptosis (AlIF) y p53 que inducen la transcripcion de
genes blanco que participan en varios procesos celulares tales como sobrevivencia,

proteccion, cancer o muerte celular (Zhang y cols., 2010).
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2.6 Recombinasas RAD51 y DMC1

Aunque T. vaginalis se ha clasificado como un organismo unicelular asexual, en su
genoma se han identificado 27 de 29 principales genes meidticos conocidos hasta el
momento (dentro de los que se encuentra el gen que codifica a la recombinasa
especifica de meiosis DMC1), por lo que se sugiere que la capacidad de realizar
meiosis estaba presente en el dltimo ancestro comun de T. vaginalisy que la
magquinaria molecular para la recombinacion meiotica estaba bien establecida antes
de que ocurriera la divergencia del ultimo ancestro comun de los eukariotas con

meiosis (Malik y cols., 2007).

Estudios in vitro, han demostrado que los nucleofilamentos formados por la proteina
DMC1 son menos estables que los nucleofilamentos formados por la proteina RAD51,
debido a que su tasa de nucleacion es mas lenta a causa de su baja afinidad a DNA
de cadena sencilla (ssDNA), la cual esta dada por su conformacion estructural (Wei-

Hsuan y cols., 2020).

También se ha observado que DMC1 se localiza principalmente en la union de ssDNA
con DNA de doble cadena (dsDNA) en polaridad 5 -> 3’, y su polimerizacion se
estimula por la presencia de segmentos cortos de RAD51(Wei-Hsuan y cols., 2020).
Por otra parte, se ha demostrado in vitro que la nucleacion de RAD51 depende de la
longitud del ssDNA, mientras que la nucleacion de DMCL1 es independiente de la

longitud de la lesion (Wei-Hsuan y cols., 2020).

Algunas observaciones in vitro sugieren que RAD51 y DMC1 pueden formar
complejos de recombinacién mixta por interacciones directas entre las dos proteinas
(Malik y cols., 2007), sin embargo, diversos estudios han demostrado evidencias de
que las proteinas RAD51 y DMC1 colocalizan en ambos extremos de los DSB
meidticos, sugiriendo que las recombinasas forman filamentos separados en el mismo
ssDNA (Brown y cols., 2015), pero aun se desconoce el mecanismo por el que este

fenébmeno se lleva a cabo.
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Hasta hace algunos afios, se sabia que las dos recombinasas tienen mediadores
distintos, RAD52, que promueve el ensamblaje de filamentos RAD51 (Sung, 1997,
Newy cols., 1998), mientras que MEI5 / SAE3 promueven el ensamblaje de filamentos
DMCL1 (Ferrari y cols., 2009). Por esta razon, es probable que RAD52 y MEI5 / SAE3
dirjan el ensamblaje de filamentos RAD51 y DMC1 en ubicaciones
especificas. Alternativamente, las recombinasas podrian formar filamentos separados

sin necesidad de ayuda de cofactores reguladores adicionales.

Para probar estas hipotesis, se han realizado estudios en donde se encontré que
RAD51 y DMC1 pueden auto-segregarse espontaneamente en filamentos
homopoliméricos en ssDNA, produciendo una disposicion de lado a lado que recuerda
la organizacion de RAD51 y DMCL1 observada in vivo (Neale y Keeney, 2006; Brown
y Bishop, 2014). Este hallazgo sugiere que las dos recombinasas tienen una
capacidad intrinseca para formar filamentos espacialmente distintos, lo que muestra
la posibilidad de que no se requieran otros cofactores para dirigir la segregacion de
los filamentos, sino que, la informacion necesaria para crear filamentos de
recombinasa auto-segregados esta codificada dentro de las propias recombinasas,
sin necesidad de la participacién de otros factores accesorios. Esto argumenta en
contra de la posibilidad de que proteinas mediadoras, como RAD52 y MEI5 / SAE3
(Sung, 1997; Ferrari y cols., 2009), sean responsables de dirigir el ensamblaje de
filamentos RAD51 y DMC1 segregados que se observan in vivo.

La presencia de los mediadores puede mejorar la carga de proteinas recombinasas,
ayudar a reforzar su segregacion y / o regular la longitud de los nucleofilamentos
resultantes (Crickard y cols., 2018).

También se han observado evidencias bioquimicas en la comunicacion entre
filamentos de recombinasa. Esta comunicacion se ha identificado con una
estabilizacion mejorada de RAD51 cuando se agota el ATP y DMC1 esta presente;
ademas de una mayor disociacion de RAD51 en ausencia de DMC1 (Crickard y cols.,
2018).
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Se sabe que, durante la meiosis, se requiere la presencia de RAD51 para la formacion
eficiente de focos DMC1 (Bishop, 1994; Shinohara y cols., 1997), pero RAD51 no

realiza la actividad de intercambio de hebras (Cloud y cols., 2012), sugiriendo que

RADS51 funciona principalmente para estimular el ensamblaje de filamentos DMC1

(Brown y Bishop, 2014; Cloud y cols., 2012). Por lo tanto, las evidencias bioquimicas

sugieren gue este efecto estimulante también puede funcionar en la direccion inversa

(Crickard y cols., 2018); es decir, DMC1 podria jugar un papel regulatorio en la

formacion y estabilizacion de los nucleofilamentos de RAD51 adyacentes para reparar

las lesiones en el DNA mediante recombinacion homologa en células mitéticas.

2.7 Diferencias funcionales entre RAD51 y RECA

RADS51 cataliza la hidrolisis de ATP con una velocidad de 35 a 40 veces
mas bajo que la de RECA (Detlef, 2000).

RAD51 no requiere de hidrdlisis de ATP durante el intercambio de cadenas
de DNA, mientras que RECA si. (Detlef, 2000).

RECA polimeriza la cadena sencilla de DNA con una polaridad 5> 3’. Esta
direccidon asegura que el extremo 3’ de la cadena sencilla, sea cubierta por
la proteina RECA vy, por lo tanto, se active el apareamiento homalogo. Esta
preferencia bioquimica por el extremo 3’, es considerada como una
desventaja, porque este extremo podria servir como cebador para iniciar la
recombinacién dependiente de la replicacién y la reparacién de la ruptura
de la doble cadena de DNA (Mazin y cols., 2000).

RAD51 muestra una preferencia por la polaridad 3'> 5’ para la extensién del
heteroduplex. Aunque la formacién del nucleofilamento protegen al extremo 5’
de la cadena sencilla de DNA mejor que el 3’ de la degradacién de las
exonucleasas, el intercambio con la doble cadena de DNA puede ser
promovido por cualquiera de los extremos (Mazin y cols., 2000).
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e La reaccion de intercambio en levadura y humano es muy sensible a la
concentracion de la proteina RAD51, un exceso de proteina inhibe el
intercambio (Mazin y cols., 2000).

2.8 RAD51 en parasitos

La recombinacion homoéloga ademas de resguardar la integridad del genoma, apoya
la versatilidad y plasticidad genomica (Toshihiko y cols., 2005). En muchos
organismos patogénicos, la recombinacion puede ser una estrategia para
sobrevivir al enfrentarse a la presion inmunoldgica del hospedero y adaptarse a
los factores condicionados por el ambiente (Bhattacharyya y cols., 2004). Por lo
gue la caracterizacion tanto de los eventos de recombinacion, asi como de la
expresion y participacion de la proteina RAD51 en diferentes organismos
parasitos ha sido objeto de muchos estudios, en particular en los parasitos

protozoarios.

En Leishmania major se observé que LmRAD51 se une al DNA y tiene actividad
de ATPasa dependiente de DNA, que son caracteristicas de las recombinasas
mencionadas anteriormente. Recientemente, se encontré la participaciéon de
LmRAD51 en los eventos de recombinacidon entre secuencias repetitivas que
flanquean los genes MDR (por sus siglas en inglés “multi drug resistance”) que
conllevan a la amplificacion y sobrexpresion del transportador PGP, que confiere

al parasito el fenotipo de resistencia adrogas (McKean y cols., 2001).

En el parasito Trypanosoma brucei, se demostré que la recombinacién homodloga
mediada por TbRADS51 produce la expresion alternativa de diferentes
glucoproteinas de superficie o VSG (de sus siglas en inglés “variant surface
glucoproteina”) (Conway y cols., 2002).
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En Plasmodium falciparum también se ha identificado un homologo de PfRAD51,
lo que ayudd a demostrar que la variacion antigénica en este parasito esta
asociada a la proteina RAD51 al participar en los rearreglos de recombinacion del
DNA (Bhattacharyyay cols., 2004).

En el genoma de E. histolytica, se identificd un gen que codifica para una proteina
homologa a las proteinas de la familia RECA/RAD51: EhRAD51. Ensayos
funcionales in vitro han demostrado que la expresion del gen Ehrad51 aumenta
durante la fase S del ciclo celular y en los trofozoitos irradiados con luz ultravioleta,
lo que sugiere que la proteina podria participar en eventos relacionados con la

reparacion del DNA (Lopez Casamichana y cols, 2008).

Ademas, la proteina rENRAD51 es capaz de unirse tanto al DNA de cadena
sencilla como al DNA de doble cadena y de promover el apareamiento entre
cadenas homologas de DNA, formando el D-loop. Por lo que se concluyo que esta
proteina posee las caracteristicas moleculares y funcionales de una recombinasa
de la familiaRECA/RAD51 (L6pez Casamichana y cols, 2008).
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3. JUSTIFICACION

La disminucién en las concentraciones de Zn%*y Cd?* en el fluido prostatico favorecen
la adhesion y colonizacion de T. vaginalis en el tracto urogenital masculino, aun cuando
estos cationes pueden ocasionar dafios al DNA del parasito; por lo que T. vaginalis
podria contar con un mecanismo de reparacion de dafio del DNA mediante
recombinacién homéloga donde esté involucrada TVRAD51, permitiéndole adaptarse

y sobrevivir en el microambiente del tracto urogenital masculino.

4. HIPOTESIS

T. vaginalis expresa moléculas involucradas en un mecanismo de reparacion de dafio
del DNA por recombinacién homdéloga, como RAD51 ante la presencia de Zn?*y Cd?*

durante la tricomoniasis masculina.
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5. OBJETIVOS

GENERAL:

e Estudiar la expresion del gen tvrad51 y de la proteina TVRAD51 en T. vaginalis
como respuesta a la reparacion de dafio del DNA por la presencia de cationes
tales como Zn?* y Cd?*.

PARTICULARES:

e Andlisis comparativo in silico de TvRAD51 de Trichomonas vaginalis con
RAD51 de otros organismos.

e Determinar in silico las posibles proteinas que interaccionan con TVRAD51 en
Trichomonas vaginalis.

e Determinar la expresion del gen tvrad51 y de la proteina TVRAD51 en
Trichomonas vaginalis bajo tratamiento con luz UV-C, presencia y ausencia de
Zn%* o0 Cd?*.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Andlisis in-silico

7.1.1 Analisis de secuencias

Se realiz6 la busqueda del gen tvrad51 y la secuencia de amino&cidos de la proteina
RAD51 de Trichomonas vaginalis (TVRAD51) (ID TrichDB: TVAG_204070) en la base
de datos TrichDB (https://trichdb.org/) (Aurrecoechea y cols., 2009). Se obtuvo la

secuencia de aminoacidos de la proteina RAD51 de Saccharomyces cerevisiae
(ScRAD5S1) (ID GenBank: CAA45563.1) y Homo sapiens (HSRAD51) (ID GenBank:
NP_002866.2). También se obtuvieron las secuencias de las proteinas RAD51 de
Acanthamoeba castellanii (AcRAD51) (ID GenBank: ACA1 201650), Entamoeba
histolytica (EhRAD51) (ID AmoebaDB: EHI5A 123500), Giardia lamblia (GIRAD51) (ID
GiardiaDB: DHA2_13104), Leishmania mexicana (LmRAD51) (ID TriTrypDB:
LmxM.28.0550), Naegleria fowleri (NfRAD51) (ID AmoebaDB: NF0007900),
Plasmodium falciparum (PfRAD51) (ID PlasmoDB: PF3D7_1107400) y Trypanosoma
brucei (TbRAD51) (ID TriTrypDB: Th427_090054300) mediante una busqueda de
secuencias con el software BLAST (en las plataforma on-line del NIH-NCBI: National
Institute of Health and National Center for Biotechnology Information y TrichDB:
Trichomonas Database) con valor de expectativa 10 (predeterminado) utilizando la
proteina HSRAD51 como Query. Posteriormente, se utilizé la plataforma InterPro-

EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Blum y cols., 2021) para poder identificar

los motivos y dominios presentes en estas proteinas y realizar las representaciones
esquematicas. También se realizé un alineamiento multiple de las secuencias de
aminoacidos de las proteinas RAD51 de los 10 organismos mencionados y de las
secuencias de nucledtidos del gen y el pseudogen tvrad51 de T. vaginalis en el
software Clustal O (1.2.4) de EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

(Sievers y Higgins, 2014) utilizando los pardmetros predeterminados. En el

alineamiento multiple de las secuencias proteicas de RADS51, se identificaron
mutaciones puntuales que se han observado en ScRAD51 mediante estrategias
mutagénicas de doble hibrido que afectan en la interaccion de esta recombinasa con

las demas proteinas del grupo epistatico RAD52 (Krejci y cols., 2001; Rivera-Martinez,
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2007), confiriendo un fenotipo de sensibilidad al agente alquilante metil

metanosulfonato (MMS) (Rivera-Martinez y cols., 2007).

7.1.2 Construccién de modelos por homologia de TVRAD51, TvDMC1y TvRAD54
Se realizé el modelado por homologia de las proteinas TvRAD51, TvDMC1 vy
TVRAD54, utilizando los softwares Phyre?: Protein Homology/analogY Recognition

Engine V 2.0 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cqi?id=index) (Kelley y

cols., 2015) y Swiss-Model (http://www.expasy.ch/swissmod/ (Schwede y cols., 2003).

La fiabilidad de los modelos se evalu6 mediante graficos de Ramachandran utilizando
el servidor PROCHECK (https://saves.mbi.ucla.edu/) (Laskowski y cols., 1996) y

mediante valoracién de divergencia estructural por sobreposicion y valores de RMSD
respecto al modelo templado utilizando el software Chimera 1.14 (Pettersen y cols.,
2004). En este software también se realiz6 una sobreposicion de las estructuras
modeladas por homologia de TVRAD51 y TvDMCL1 en la estructura molecular del
complejo RAD51 presinaptico humano (PDB: 5H1B). Se model6 un filamento de tres
mondmeros de TVRAD51 utilizando el PDB 5H1B como referencia y colocando las
coordenadas del archivo PDB del modelo de TvRAD51 obtenido en Swiss-Model con
el software EditPad Lite 8 (EditPad Lite - Free Text Editor for Windows). Se realizo

una sobreposicién estructural con el filamento de tres monémeros de HsRAD51 en el
software Chimera 1.14. Se model6é un filamento mixto de dos mondomeros de
TVRAD51 y un monomero de TvDMCL1 utilizando el PDB 5H1B como referencia y
colocando las coordenadas del archivo PDB del modelo de TvRAD51 y TvDMC1
obtenido en Swiss-Model con el software EditPad Lite 8 y se visualiz6 en software
Chimera 1.14.

7.1.3 Andlisis de acoplamiento molecular (docking)

Para evaluar los posibles sitios de enlace de DNA de TvRAD51 y de las regiones de
reconocimiento entre esta y sus homologas TvDMC1 y TVRAD54, se realizaron los
siguientes analisis de acoplamiento molecular, también conocido como docking

molecular:
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Acoplamiento molecular del modelo de TVRAD51 con las bases nitrogenadas adenina,
timina, citosina y guanina, ademas de una prueba con un desoxi-nucleotido de citosina
(desoxi-citidilato 5’monofosfato, dCMP). De los archivos de coordenadas descargados
de la base de datos del PDB (ID: 2G1Z, 6YMJ y 11T7) se extrajeron, mediante edicion
con el software EditPad Lite 8, las coordenadas de las moléculas correspondientes a:
adenina, timina, citosina, guanina y desoxi-citidilato 5’monofosfato. Las coordenadas
en formato .pdb fueron convertidas a formato .mol2 en el software OpenBabel Gui

v2.3.1 (The Open Babel GUI — Open Babel v2.3.1 documentation). Posteriormente,

se realizaron dockings moleculares de TVRAD51 (utilizando el archivo PDB del modelo
obtenido en Swiss-Model) con cada una de moléculas generadas (utilizando los

archivos .mol2) con el software on-line Swissdock (http://www.swissdock.ch/ ;

Grosdidier y cols., 2011). Las 20 mejores predicciones de acuerdo a los valores de
Fullfitness fueron visualizadas en el software Chimera 1.14 (Pettersen y cols., 2004).
También se realizaron los acomplamientos moleculares o dockings a la proteina
TVvRADS1 con la proteina TVRAD54 (archivo pdb obtenido en Swiss-Model convertido
a .mol2) y a la proteina TVvRAD51 con TvDMC1 (archivo pdb obtenido en Swiss-Model
convertido a .mol2) y se visualizaron en el software Chimera 1.14 (Pettersen y cols.,
2004).

7.1.4 Analisis de interaccién de redes de la proteina TVRAD51

Se llevd a cabo la busqueda de los elementos que integran el grupo de epistasis
RAD52 en T. vaginalis a partir de ortélogos utilizando la herramienta BLASTp (Altschul
y cols., 1990) de la base de datos TrichDB utilizando el valor de expectativa 10
(predeterminado) y se analizaron las interacciones de redes de proteina-proteina
mediante  STRING (Protein-Protein Interaction Networks Functional Enrichment
Analysis; https://string-db.org/) (Mering y cols., 2003).

7.2 Analisis de expresion del gen tvrad51

7.2.1 Cultivo de T. vaginalis en presencia de cationes metalicos
30x106° parasitos del aislado HGMNO1 de T. vaginalis se cultivaron a 37°C/10 min en
medio triptona-extracto de levadura-maltosa (TYM) suplementado con 10% de suero
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de caballo inactivado (SC) y Zn?* a una concentracion final de 1.6 mM o Cd?* a una
concentracion final de 0.1 mM. Como control, se utilizo el cultivo del aislado HGMNO1
de T. vaginalis en medio TYM en ausencia de cationes metalicos (CN: condiciones

normales).

7.2.2 Extraccion de DNA gendmico

A partir de 20x10° parasitos de T. vaginalis HGMNO1 crecidos en condiciones
normales, se centrifugé a 1800 rpm/5 min/4 °C, se decanté el sobrenadante y se lavo
3 veces la pastilla con PBS 1x pH 7.0 frio. La pastilla se resuspendi6 con PBS 1x pH
7.0 frio, se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mly se centrifug6 a 13000 rpm durante
1 minuto a 4°C. Posteriormente, a la pastilla se le agregaron 300 ul de buffer de lisis y
300 pl de fenol, se mezclo por inversion durante 30 segundos y se centrifugd a 13000
rpm/ 3 min/4°C. Se recupero la fase acuosa y se colocé en un tubo Eppendorf nuevo
de 1.5 ml, enseguida, se agregaron solventes organicos en relaciéon 1:1:de fenol
cloroformo, se agit6 en vortex durante 30 segundos y centrifugd a 13000 rpm/3
min/4°C. Se volvié a recuperar la fase acuosa, se coloc6 en tubo Eppendorf nuevo y
se afiadié 1 volumen de cloroformo, se agité en vértex durante 30 segundos y se
centrifugd a 13000/3 minutos/4°C. Se recuperd la fase acuosa nuevamente y se pasoé
a un tubo Eppendorf nuevo, posteriormente se afiadié 1ml de etanol al 100% + 50 pl
de acetato de sodio 3M y se incubd a -70°C/1 h. Se dejé aclimatar la muestra a
temperatura ambiente y se centrifugd a 13000 rpm/15 min/4°C. Se decanté el
sobrenadante y se lavo la pastilla (sin resuspender) con 1ml de etanol al 70% frio. Se
elimind el etanol y se centrifugd solo la pastilla a 13000 rpm/5 min/4°C y se desecho
el posible sobrenadante. La pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente durante 5
minutos y se afadieron 30 pl de agua libre de DNAsas para resuspender la pastilla
suavemente. Se incub6 con 2 pl de RNasa A (2mg/mL) a 37°C/1 h. EI DNA gendmico
se cuantificd y se midio la pureza utilizando el equipo NanoDrop 2000, y se visualizé

por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con GelRed® (Biotium).

7.2.3 Exposicion de parasitos a luz UV-C
Se verificé la viabilidad del cultivo del aislado HGMNO1 de T. vaginalis en CN por

observacion microscopica. Se transfirieron aproximadamente 30x10° parasitos a 4
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tubos cénicos y se agregaron 15 ml de medio preparado para tricomonas (TYM+SC).
Se encendid el equipo UV-Stratalinker (UV Crosslinker) y se precalenté durante 2
minutos. Una vez finalizado el precalentamiento del equipo, se colocaron 3 de los
tubos que contienen los parasitos dentro del equipo, se programé a 150 J/m? de
energia y se inicio la irradiacion. Después del tratamiento, se agreg6 el medio faltante
para llevar los tubos a 30 ml y se incubaron a 37°C a diferentes tiempos (Tubo CNy 1
tubo con tratamiento UV-C: 10 minutos; un segundo tubo con tratamiento UV-C: 30

minutos y finalmente un tercer tubo con tratamiento con luz UV-C: 60 minutos).

7.2.4 Extraccion de RNA total de T. vaginalis en condiciones normales, bajo
tratamiento con luz UV-C y presencia de cationes Zn?* o Cd?*

Para cada tratamiento, se utilizaron 30x108 parasitos crecidos en medio TYM. Se
realizaron 3 lavados con PBS 1x pH 7.0 frio centrifugando a 1800 rpm/5 min/4°C. Las
pastillas se resuspendieron con 1mL de TRIzol® (Ambion, Invitrogen) y se incubaron
a -70°C/1h. Posteriormente, las muestras se descongelaron en hielo y se centrifugaron
a 13000 rpm/20 min/4°C. Se lavo la pastilla con etanol al 75% en agua DEPC y se
centrifugé nuevamente a 10000 rpm/5min/4°C. Se dej6 secar la pastilla a temperatura
ambiente y se resuspendié6 en 60 pl de agua DEPC. Para eliminar el DNA
contaminante, se agregd 1 pl de DNAsa | por cada 3 pg de RNA total, se incub6 a
37°C/1 h y posteriormente se inactivé a 65°C/10min. EI RNA total se cuantificé y se
midio su pureza por espectrofotometria en el Nanodrop 2000. Se verific su integridad

mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con GelRed® (Biotium).

7.2.5 Sintesis de cDNA

Se tom6 1ug de RNA tratado con DNAsa y se coloco en un tubo Eppendorf® de 1.5
ml. Se adicioné 1pul de Oligo dT (1 pg / pl) y agua DEPC para obtener un volumen final
de 12ul y se desnaturalizé a 70°C/15 min. Posteriormente, el tubo se incubé a 4°C/5
min y se le adicion0 la siguiente mezcla: 4 pl de buffer “first-strand” 5X Thermo
Fisher®: S4991, 2 ul de DTT 0.1M y 2ul de dNTPs 10 mM (dATP, dTTP, dGTP y
dCTP). Se incubd a 42°C/2 min y se adiciond 1ul de RT (Retrotranscriptasa Reversa).
Se incubdé nuevamente a 42°C/ 50 min y se inactivd a 70°C/10 min. El producto

obtenido se cuantifico6 en Nanodrop.
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7.2.6 Amplificacion por PCR semicuantitativa

Los oligonucleotidos se disefiaron especificos para la secuencia de tvrad51. A partir
de DNAg se realiz6 una PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) para un volumen
final de 25 pl con las siguientes condiciones (12. 5ul de Master Mix (Sigma aldrich:
11636103001), 10 pmol del oligonucle6tido sentido, 10 pmol del oligonucledétido anti
sentido, 100 ng de cDNA y 9.5 ul de Agua).

Los iniciadores para el analisis del RNAm de tvrad51 fueron los siguientes:

Sentido: 5-CGGGATCCCGATGGATACTGAAGT-3" Long: 24 nt. TM: 55.7 °C
Antisentido: 5"-CCCAAGCTTGGGACTGATGCTGAATAA-3" Long: 27 nt TM: 60.8 °C

Amplicon: 990 pb

Se amplificé utilizando los siguientes parametros para el termociclador
(GeneAmp*PCR System 9700):

E ; 30
94°C | 94°C | .
2min | 1min 72°C| 72°C |
55°C i ';
! 1 min 2min {7 min
| | ' 40C

Como control de carga se utilizé la amplificacion de la fraccion de B-tubulina.

Iniciadores utilizados:

Sentido: TUB9 5" -CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT- 3" Long: 26 nt. TM: 64.3 °C
Antisentido: TUB2 5" -GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT- 3" Long: 24 nt.TM: 68.8 °C

Amplicon: 112 pb
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Parametros para la amplificacion:

94 °C 94 °C

2 min 1 min 72 °C

48 °C 30s

Imin

o0

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8% tefiido con GelRed® (Biotium). Para el andlisis densitométrico se midié la
intensidad de pixeles de cada una de las bandas obtenidas en cada condicion
utilizando el programa Image Lab de Bio-Rad v6.1(Bio-Rad Laboratories, Inc). La
medicion se efectud considerando como valor de 1 la expresion del gen tvrad51 en la
condicién normal y los datos se normalizaron con respecto a la expresion del gen -
tubulina.

7.3 ldentificacion de TVRAD51 en T. vaginalis

7.3.1 Extraccion de proteinas totales del aislado HGMNOL1 de T. vaginalis en
condiciones normales, bajo tratamiento con luz UV-C y presencia de cationes
Zn?* o0 Cd?* por precipitacién con acido tricloroacético (TCA al 10%).

A partir de 20x10° parasitos del aislado HGMNO1 de T. vaginalis, que fueron crecidos
en condiciones normales, y parasitos expuestos a los tratamientos, se centrifugaron a
1800rpm / 5min / 4°Cy se lavaron tres veces con 1ml de PBS pH 7 frio. Se resuspendio
la pastilla en 900 ul de PBS pH7 frio y 100ul de TCA al 10%, se homogeneizé por
inversion durante 10 segundos y se incubaron a 4°C/18h. Finalizado el tiempo de
incubacion, se centrifugo a 13 000 rpm /5 min / 4°C y la pastilla se lavd 5 veces con
PBS pH 7 frio. La pastilla se resuspendié en 400 ul de Buffer de Muestra (BM) 1x con
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5% de B-mercaptoetanol, se hirvi6 3 min y se centrifugd a 13 000/5 min/4°C para
eliminar el material no solubilizado. Posteriormente, se cargaron 15 pl/carril de los
extractos de proteinas totales obtenidos de cada condicion en dos geles de

poliacrilamida al 15%.

La electroforesis se realiz6é a 80 volts a temperatura ambiente, se transfirio uno de los
geles a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 um (Merck millipore) a 20 volts / 40
min. Se tifid con Rojo de Ponceau para corroborar la eficiencia de la transferencia.
Posteriormente se realizaron cinco lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween
20 al 0.1% y se bloqued la membrana con leche (Svelty) al 5% disuelta en PBS-Tween

20 al 0.1% en agitacion constante a 4°C/ON.

Se realizaron 5 lavados con 10 ml de PBS-Tween 20 al 0.1 % cada 10 min, se incubé
a 4°C/ON con el anticuerpo monoclonal a-RAD51 (3C10): sc-53428 (Santa Cruz
Biotechnology) a una dilucién 1:500 en un volumen final de 3 ml de PBS-Tween 20 al
1%.

Después de la incubacion, se realizaron cinco lavados con PBS-Tween 20 al 0.1%
cada 10 min seguido de la incubacion a temperatura ambiente durante 2 horas con el
anticuerpo secundario policlonal a-lgG de ratén (H+L) conjugado con peroxidasa de
rabano picante (HRP) (115-035-062, Jackson Immuno Research Laboratories, INC.) a
una dilucién 1:3000 en leche Swelty al 2.5% en PBS-Tween 20 al 0.1% protegido de
la luz. Posteriormente, se realizaron cinco lavados con 10 ml de PBS-Tween 20 al
0.1% cada 10 min y se reveldé por quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo SCIENTIFIC) utilizando el equipo ChemiDoc de
Bio-Rad. Para el analisis densitométrico se midi6 la intensidad de pixeles de cada una
de las bandas obtenidas en cada condicién utilizando el programa Image Lab de Bio-
Rad. La medicion se efectud considerando como valor de 1 la expresion de la proteina
TvRAD51 en la condicion normal y los datos se normalizaron con respecto a la

expresion de la proteina B-tubulina.
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8. RESULTADOS

8.1 Andlisis in- silico

8.1.1 Analisis de secuencias (busqueda de secuencias, alineamientos, motivos

y dominios)

Al realizar la busqueda del gen rad51 de T. vaginalis (tvrad51) en la base de datos
TrichDB, se obtuvieron dos entradas como resultado: TVAG_ 204070 vy
TVAG_021820. EI ID TVAG_204070 corresponde a un gen localizado en el Contig
DS114121 de la cadena de DNA que va en direccion 5’>3’.

El gen tvrad51 tiene una longitud de 990 pb, su posicién en el genoma va de 9677 a
10666 pb y esta flanqueado por un gen paralogo de una transposasa tipo mariner y
un gen que codifica una proteina hipotética conservada (Figura 4A). El 1D
TVAG_021820 corresponde a un pseudogen duplicado parcialmente de tvrad51
(Figura 5) (tvrad51-1), el cual se encuentra en el Contig DS113200 de la cadena de
DNA que va en direccion 3> 5’. tvrad51-1 tiene una longitud de 348pb, su
localizacion es de la posicién 221473 a 221820 pb y esta flanqueado por un gen
paralogo de la recombinasa especifica de meiosis DMC1 (tvdmcl-p) y una proteina
hipotética conservada (Figura 4B). La proteina codificada por el tvdmc1-p tiene una

longitud de 153 aa y un peso molecular de 17 kDa.

También se encontré el gen que codifica a la recombinasa DMC1 (tvdmcl) (Figura
4C), identificado con el ID TVAG_155030. Este gen se localiza en el Contig
DS114127 de la cadena negativa, su longitud es de 1017 pb, su localizacion es de la
posicion 12574 a 13590 y esta flanqueado por un gen que codifica una proteina
hipotética conservada y un gen que codifica para una hipotética proteina homologa a
la maltasa glucoamilasa. tvdmcl codifica para la proteina TvDMC1 que consta de

338 aa y un peso molecular de 37 kDa.
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Identificamos las proteinas ortélogas a HSRAD51 en T. vaginalis, A. castellanii, E.
histolytica, G. lamblia, L. mexicana, N. fowleri, P. falciparum y T. brucei mediante
BLAST. En todos los organismos, se obtuvo una cobertura con la secuencia Query
(HsRAD51) mayor al 90% y las identidades estan por encima del 50% (Tabla 2).

Al realizar la busqueda de motivos y dominios presentes en la proteina RAD51 de
T. vaginalis (TVRAD51) (Figura 8A) y compararla con los motivos y dominios de las
proteinas RAD51 de otros organismos (Figura 8B-J), se observa que TVRAD51
comparte un dominio central altamente conservado desde bacterias hasta el humano
gue consta de aproximadamente 230 aa y recibe el nombre de dominio RECA / DMC1
/ RAD51 (IPR033925) y se ha descrito como dominio ATPasa (Yu y cols., 2001). Este
dominio esta dividido en dos subdominios: RECA_2 (PS50162) y RECA 3 (PS50163).
En el subdominio RECA_2, TVRAD51 contiene los motivos Walker A, Walker B y
loopl, y en el RECA 3 el motivo loop2, también contiene en el extremo N-terminal el
dominio HhH_5 que portan las RAD51.

Esta proteina también presenta una firma que caracteriza a muchos plegamientos de
proteinas homologas de unién a nucleétidos denominado P-loop (bucle P)
(IPR027417) que abarca la mayor parte de los subdominios RECA 2 y RECA 3,
formando una superfamilia homologa donde se incluye a las recombinasas DMC1 y
RAD51 (IPR011941). Ademas, las RAD51 presentan un dominio en el extremo N-
terminal poco caracterizado llamado DNA repair_Rad51/TF_NusA a-hix
(IPR010995) que aparece en otras proteinas en el extremo C-terminal, por lo que
también se le conoce como subdominio C-terminal de exonucleasas 5'a 3' (5'to 3'
exonuclease, C-terminal subdomain, HhH_5) constituido por hélices alfa con un

motivo clasico HhH (helix-hairpin-helix) y un pseudo HhH (Figura 8).

Al realizar la representacion esquemaética de la proteina TVRAD51 codificada por el
pseudogen tvrad51-1, observamos que tiene una longitud de 115 aminoacidos. En el
N-terminal presenta el dominio HhH_5 y un fragmento del subdominio RECA 2 sin los

motivos Walker A y Walker B, y no contiene el subdominio RECA_3 (Figura 6).
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En el alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de RAD51 (Figura 7)
de S. cerevisiae, H. sapiens, T. vaginalis y otros parasitos protozoarios, encontramos
86 residuos de aminoacidos conservados. Se identificaron, el dominio N-terminal
HhH_5, el motivo B-zip, los subdominios RECA_2 (conteniendo los motivos Walker A,
Walker B y loopl) y RECA_3 (conteniendo gran parte del motivo loop2) en todas las
proteinas RAD51 incluidas en el alineamiento. Interesantemente, identificamos en
TVvRAD5S1, GIRAD51, NfRAD51 y TbRAD51 un cambio puntual de Serina por Prolina
en la posicion correspondiente al residuo de aminoacido 231 de ScRADS51. Este
cambio se ha visto relacionado con la interrupcion de la interaccion de SCRAD51 con
ScRAD54 in vitro (Rivera-Martinez, 2007).

8.1.2 Valoracién de los modelos generados por homologia

El modelo de TVRAD51 obtenido por homologia en el software Phyre? se realiz6 de los
residuos 80 a 329 de la secuencia de la proteina RAD51 de T. vaginalis. Tuvo un 72%
de identidad y un valor de RMSD (por sus siglas en ingles root mean square desviation:
raiz de la desviacion cuadratica media de las posiciones atomicas) de 0.324 A con el
modelo templado (PDB: 5NWL: Estructura cristalina de un filamento de RAD51-ATP
de H. sapiens) (Figura 9A). El modelo de TVRAD51 obtenido por homologia en Swiss-
Model se realizo de los residuos 11 a 329 de la secuencia de la proteina RAD51 de T.
vaginalis. Este modelo tuvo un 71% de identidad y un valor de RMSD de 0.865 A con
el modelo templado (PDB: 5NWL) (Figura 9B). El modelo obtenido en Swiss-Model
fue el que se utilizé en los analisis posteriores puesto que contempla una mayor
cantidad de residuos y el valor de RMSD es mayor que el del modelo obtenido en
Phyre?.

La validacion de los modelos por homologia de las estructuras terciarias de las
recombinasas TVRAD51, TVRAD54 y TvDMC1 mediante graficos de Ramachandran,
muestran mas del 80% de los residuos de aminoacidos en las regiones mas
favorables, mientras que en las regiones permitidas adicionales se encontr6 entre el 9
y 14% de los residuos (Figura 11). Estos porcentajes fueron parecidos a los obtenidos
en la validacion de la estructura obtenida por difraccion de rayos X de la recombinasa
HsSRADS51 (DOI: 10.2210/pdb5NWL/pdb), que presentd el 81.8% de residuos en las
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regiones mas favorables y 14.3% en las regiones permitidas adicionales. Por otra
parte, la  validaciéon de la estructura  terciaria de ScRAD51
(DOI: 10.2210/pdb3LDA/pdb), mostré un 91% de residuos en las regiones mas
favorables y 8.4% en las regiones permitidas adicionales (Figura 11, tabla 3).

Al comparar los modelos de las recombinasas SCRAD51 (DOI: 10.2210/pdb3LDA/pdb)
y HSRAD51 (DOI: 10.2210/pdb5NWL/pdb), se observa que tienen un plegamiento muy
similar, obteniendo un valor RMSD de 1.017 A (Figura 12).

Al realizar la representacion esquematica del modelo tridimensional de TvRAD51
obtenido en Swiss-Model, observamos que esta estructura conserva la arquitectura
clasica de una proteina RAD51 de eucariontes: el extremo N-terminal tiene un dominio
de union a DNA compuesto de hélices-a, de la a1 a la a2 para la estructura modelada
con Phyre?y de la a1 a la a8 en la estructura modelada en Swiss-Model. EI motivo
Walker A tiene una estructura conformada por la hebra-3 1 —loop— hélice-a 10 (Figura
14), el motivo Walker B se localiza en la hebra-f 3 y el motivo de polimerizacién B-zip

se encuentra en el loop que une a la a6 con la a7 (Figura 15).

8.1.3 Andlisis de la region de unién de TvRAD51 a DNA

De los dockings moleculares realizados de la proteina TvRAD51 con adenina, timina,
citosina, guanina, y dCMP se obtuvieron 43, 42, 44, 45 y 36 predicciones,
respectivamente. De cada docking, se utilizaron las 20 mejores predicciones de
acuerdo a los valores de Fullfitness: la energia libre de Gibbs del 30% de los mejores

sitios de union ligando-proteina (Tabla 4).

Al visualizar los clusters de las mejores predicciones en el software Chimera 1.14,
encontramos que la probable regién de enlace a DNA de TvRADS51 incluye a los
residuos de aminoacidos de las posiciones 12 a 39, que corresponden al dominio
HhH_5 del N-terminal, los residuos 119 a 123, que se localizan en el motivo Walker A
y los residuos 271 a 288 que forman parte del loop 2 (Figura 16). Por otra parte, al
analizar la estructura del complejo HsRAD51 presinaptico (PDB: 5H1B), se observa

que la proteina HSRADS51 se une al DNA mediante el loop 1y el loop 2 (Figura 17).
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8.1.4 Analisis de interaccion de redes de la proteina TVRAD51

Al realizar la busqueda de las redes de interaccion de las proteinas putativas
involucradas en el mecanismo de RH en T. vaginalis, con excepcién de TVRAD51 que
comparte suficiente identidad con otras RAD51, se encontraron algunos genes que
podrian codificar para las siguientes proteinas: RAD50, RAD54, MRE11, XRCC3,
RPA, BRCAL, BRCA2, ATM o PIKK, XCRR2 y EXO1. Se obtuvo que TvRAD51 tiene
una identidad del 71% con la recombinasa HSRAD51, mientras que la identidad con
EhRADS51 es de 65%. Para TvDMCL1 una identidad del 56 y 62% respectivamente con
HsDMC1 y EhDMCL. Las restantes proteinas putativas en T. vaginalis identificadas
tienen identidades bajas con sus homologas de H. sapiens y E. histolytica (26-42) sin
embargo, las anotaciones de las bases de datos sugieren que estas son las proteinas
ortdlogas de T. vaginalis respecto a H. sapiens (Tabla 5).

Al analizar las redes de interacciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales) entre
TVvRADS51 y otras proteinas que podrian estar involucradas en el mecanismo de
recombinacion homdloga (Figura 20), encontramos que, hay evidencias
experimentales de que proteinas homélogas a TvRAD51 interaccionan con las
proteinas RAD50, MRE11, RPA, PIKK, DMC1, BRCA2, XRCC3y EXO1 (Jonesy cols.,
2014; Hinch y cols., 2020; Syed y Tainer, 2018). Ademas, también se identifica a
TVvRADS51, TvDMC1 y TvXRCC3 como proteinas homologas que se co-expresan y se
puede predecir su interaccién por la co-ocurrencia de los genes que las codifican. Por
otra parte, se observa que TVRAD54 y TvBRCAL no interaccionan con ninguna de las
proteinas que podrian formar parte del mecanismo de RH en T. vaginalis. El resultado
del docking molecular entre el modelo por homologia de la proteina TVvRAD51 y

TVvRAD54 (Figura 21) mostrd que no hay interaccién entre ellas.

Por otra parte, el docking molecular entre TVRAD51 y TvDMC1 (Figura 22), mostro
una probable interaccion fisica entre estas recombinasas, aunque también podria
tratarse de la interaccion de TvRAD51 con alguna proteina asistente de la familia
RAD51/DMC1 como la proteina homdloga a DMC1/LIM15 (TVAG_155030) presente

en T. vaginalis.
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Al realizar la sobreposicion estructural del filamento de TVvRAD51 en la estructura del
complejo pre-sinaptico de HsRAD51 (DOI: 10.2210 / pdb5H1B / pdb) (Figura 19), se
observdé que TvRADS51 puede unirse a ssDNA de manera similar a HsRAD51

(probablemente a través de los loopl). Es probable que TvDMCL1 pueda interaccionar
con TVRAD51 durante la formacion del complejo presinaptico de RH en T. vaginalis
(Figura 29) ayudando a la estabilizacion del filamento de TvRAD51 o formando
filamentos mixtos TVRAD51/TvDMC1. De acuerdo con los resultados de BLASTp y
STRING, se propone la maquinaria de reparacién de dafio al DNA por recombinacion

homologa en T. vaginalis (Figura 23).
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A) tvrad5] Contig: DS114121 (+) strand

5' — tvmt-p Il> AT:.MQ—{ tvchp >_ 3’

979... 1878 930 bp 16476... 18233
9677...10666

B) tvrad51-1 Contig: DS113200 (-) strand

y —tdmerh L) (e — s

220828...221285 pr 222760..223038
221473,..221820

C) tvdmel Contig: DS114127 (-) strand

y ety L) (e ) v

6342..6037 T?hp 14273... 15583

12574 ... 13530

Figura 4. Localizacién gendmica del gen tvrad51, el pseudogen tvrad51-1y el
gentvdmcl. A. tvrad51: Esta presente en el Contig DS114121 de la cadena positiva,
su longitud es de 990 pb, su localizacién es de la posicion 9677 a 10666 y esta
flanqueado por un gen paralogo de una proteina transposasa tipo mariner (tvmt-p) y
un gen que codifica una proteina hipotética conservada (tvchp). B. tvrad51-1: Esta
presente en el Contig DS113200 de la cadena negativa, su longitud es de 348 pb, su
localizacion es de la posicion 221473 a 221820 y esta flanqueado por un gen paralogo
de la recombinasa dmcl (tvdmcl-p) y un gen que codifica una proteina hipotética
conservada (tvchp). C. tvdmc1l: Esta presente en el Contig DS114127 de la cadena
negativa, su longitud es de 1017 pb, su localizacién es de la posicién 12574 a 13590
y esta flanqueado por un gen que codifica una proteina hipotética conservada (tvchp)

y un gen paralogo de una proteina maltasa glucoamilasa (tvmga-p)
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CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment tvrad5l-1 348pb
tvrad5l 990pb

tvrad5l 00— GCRTIMTGIAAGTTG GAAGEINECAGOINGGAMCAGMMITGA 46
tvrad51-1 ATGGGAAGTCACAACHTCRGIN®ACIRIGCAG ———ACJNECTC CCOTTSIQRICCG 57
* * kK Kk kK * K * K

* * Kk x * * * Kk Kk Kk

tvrad5l TACARAGINC T TENEC ARG G T AT GC T{e)NeRNVNNORV-V:V:V:V-NHE C on:V:Xerv:Ne C T(eleCupNen vy 106
tvrad51-1 CTGGIRG®IRGC [/ ipNele T(eloele CAGATATCAAAAAACTINCAAGAAGESGCGINTACAA T
* K * *

* Kk x KAk AkAkhkkA kA kA khk* K*hkkk k)% Xk KAk kkKk

tvrad5l ACOGTINGAATCENE TN CRARGAAG-——————— GCHMNAT T ARRCREVNE[E TENNCIN®T 158
tvrad51-1 AC| WGAATC(® TINCIRACCAAAAAACTAGTAGINNGCAGENT IRV VXEECLYN 177
* x * kkkkk kX * * x * K

* Kk kK Kk kK *kkkk kK KKk

tvrad5l GAAGCI@AAAGCAGATAA OATGGCEGCTGCIGCOIOrNEC T TiWA T elelCHN T NN il ee- 212
tvrad51l-1 GAAGCHAAAGCAGATAAATIATGGCIRGCTGCIA GCASMMNGTINCCAANNGGGATTTE®T 237
* Kk K * *

kAKhkkhkhkk KEhkkhkkkhkkkkhkkhkhkkhkk K(Kk Kkhkkhkkik kkhkkkk k% * K

tvrad5l i [CINIICOCAGTAGAAGCAAATINOGAAACGGAGATGGCTIATATCT TINCIAACAGGHNT C CIACEEAAY]
tvrad5l-1 TCINGEC ABNT AWANIRCAAATOIAGAAAINGAINATGGTINTAT CT TINCIRACAGGIAT C CHNCommzacN
* ok x kK kk kx Kk okokok

A\
kkxkkkhk hk kkhkkkhkk khkkkhkkk x kkkkk xkk K

tvrad5l ACINCCE@TA-—————————————————— CLRV:VAGINE/E[OUNS T CRRPNOINCINAA TATTCGGT 311
tvrad5l-1 G TAGATAAATTACTCGGAGGAGGT IMAAACAGGCTCIAGT TACAINA A bbb 348
* Kk *

Kk Ak hkAkhkAkhkkAkk Khkhkkrk kK

Figura 5. Alineamiento de la secuencia del gen tvrad51 y el pseudogen tvrad51-
1. Cajas negras: nucledtidos conservados. Los numeros a la derecha son relativos a

la posicion inicial en cada secuencia.
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la proteina TVvRADS51 codificada por el

A) TvRADS1

HhH Walker & Walker B
Domain Motif Motif

vy

NH1_| l CDUH

1 89 260 267 329aa
92 P-loop 327
75 RAD5S1 328
| 16 DMC1 323}
35 kDa
B) TvRAD51-1
HhH
Domain
NH? _ COOH
1 — 50 115 aa

76 RAD51 115

|

12 kDa

J

Figura 6. Representacién esquematica de las proteinas TvRAD51 codificadas
por el gen tvrad51 y el pseudogen tvrad51-1. Los numeros debajo de cada
representacion esquematica indican el tamafo en aminoacidos (aa) de cada proteina.

Entre corchetes se indica el peso molecular (kDa). A) representacion esquematica de

TVAG_204070). B) representacion esquematica de la proteina TVRAD51 codificada

por el pseudogen (nimero de acceso TrichDB: TVAG_021820).
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Tabla 2. Proteinas ortélogas a HSRAD51 de H. sapiens en parasitos protozoarios.

HSRAD51
ID GENBANK:

Proteina NP __002866.2

Query Cover e-value
(%) Identidad (%)

ScRADS51
ID GENBANK:

CAA45563.1 98% 5e - 165 67%

TvRADS1
ID TRICHDB:

9 - 0,
TVAG_204070 96% 4e -176 71%

AcRAD51 ID
GenBank:

9 0,
ACA1_201650 94% 0.0 83%

EhRAD51
ID AmoebaDB:

EHI5A_123500 93% 3e -165 70%

GIRAD51
ID GiardiaDB:

9 - 0,
DHA2_ 13104 93% 3e - 117 55%

LmRAD51
ID TriTrypDB:

9 - 0
LmxM.28.0550 95% 2e -159 72%

NfRAD51
ID AmoebaDB:

9 - 0,
NF0007900 95% 2e -138 61%

PfRAD51
ID PlasmoDB:

9 - 0,
PF3D7_1107400 95% 2e -149 65%

TbRADS51
ID TriTrypDB:

Th427_090054300 92% 2e -129 58%
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Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de RAD51 en

parasitos protozoarios, S. cerevisiae y H. Sapiens

Los nimeros a la derecha indican la posicion. Los guiones indican gaps introducidos
para maximizar la similitud. Con espirales y flechas se representa la estructura
secundaria de  ScRAD51 previamente identificada  experimentalmente

(DOI: 10.2210/pdb3LDA/pdb). Los espirales rojos representan los residuos de

aminoacidos que se sabe que tienen conformacion de a-hélice; en verde y con flecha,
se representan las hebras B-plegadas y de negro se muestran los residuos que forman
coils. En la caja verde se indica el subdominio RECA 2y en la caja roja el subdominio
RECA_3. Los residuos de aminoacidos en azul representan los motivos Walker A y
Walker B. Los residuos que corresponden al dominio HhH se encuentran dentro del
caja color negro, en rosa se sefiala el loop 1y el loop2, la caja morada indica el dominio
B-zip y los residuos sombreados en amarillo son los residuos cataliticos del dominio
ATPasa. En cada motivo y dominio se identifican los residuos cataliticos. (*)
secuencias idénticas, (.) mutaciones puntuales en donde se conservan las
propiedades bioguimicas pero el residuo cambia. En amarillo se muestran los residuos
hidrofébicos criticos para la formacion del nucleofilamento de RAD51. Con flechas de
colores se muestran las mutaciones que afectan las interacciones proteina-proteina:
las que interrumpen la interaccién con RAD54 se muestran en azul; en rojo con RAD52;
negro con RAD54 y RAD52 simultineamente; en verde con RAD54 y RAD55
simultdneamente; las amarillas son mutaciones que incrementan significativamente la

interaccion con RAD51.
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Figura 8. Representacion esquematica de la proteina RAD51 de T. vaginalis, H.
sapiens, S. cerevisiae y otros parasitos protozoarios. Los nimeros debajo de cada
representacion esquematica indican el tamafio en aminoacidos (aa) de cada proteina.
Entre corchetes se indica el peso molecular (kDa). A) TVRAD51 presenta los
subdominios RECA 2 y RECA 3, asi como la region denominada recombinasa
RADS51, el dominio Helix-Loop-Helix (HhH) en el extremo N-terminal y los motivos
Walker A y Walker B. Estos motivos y dominios los comparte con las demas proteinas
RAD51 mostradas en esta imagen. B) SCRAD51 y D) AcRAD51 son la estructura
RAD51 mas simple. C) HsSRAD51 tiene dos sitios de fosforilacion (uno cerca de un
sitio de acetilacién en el extremo N-terminal, y otro dentro del dominio RECA_3),
también tiene regiones de interacciéon con PALB2 y BRC2 ubicadas en el dominio
RECA_2. A), E) EhRAD51, F) GIRAD51, G) LmRADS51, H) NfRAD51, I) PfRAD51 y J)
TbRAD51 tienen un bucle P que contienen las nucledsido trifosfato hidrolasas. (A, F,
H y J) tienen una region denominada recombinasa DMC1. H) es la Unica especie que

contiene una regién de recombinasa RADA.
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A) TVRADS51

HhH  walker A Walker B
Domain  Motif Motif

NH; I.. RECA_2 I EECRES COOH
1 89

260 267 329aa
92 P-loop 327
75 RAD51 328
\ 16 DMC1 328}
35 kDa
C)HsRAD51
Interaction
Walker B with BRCA2
Motif
Interaction .
Phosphorylation \with PALB2 Phosphorylation
site site

Acetylation

NH2 COOH
1 98 269 276 339 aa
25 RADS1 339

37 kDa
E) EhRAD51
HhH Walker A walker B

Motif Motif

Domain

23 294 302 365 36baa
125 P-loop 364
( 110 RADS51 362 )
40 kDa
G) LmRAD51

HhH  Walker A walker B
Domain  Motif Motif

1) PfRAD51

HhH Walker o Walker B
Domain  Motif Motif

NH l.l RECA_2 I RECA_3 I COOH
2
1 108 279 286 349 350aa
111 P-loop 347
( 95 RAD51 346 |
39 kDa

B) ScRAD51
Walker B

HhH Walker A .
Domain Motif Motif

327 334 397 400aa

(83 RAD51 397
43 kDa
D) AcRAD51
HhH_ Walker A Walker B
Domain  pjotif Motif
NHE COOH
1 100 271 279 342aa

104 RAD51/DMC1/RADA 338J

37 kDa

F) GIRAD51

HhH Walker A walker &
Domain Motif Motif

173 P-loop 404
159 RAD5S1 405
99 DMC1 405
( ] J
45 kDa
H) NfRAD51
HHH

Domain

1 111 282 285 352aa
113 P-loop 349
98 RADS51 350
38 DMC1 350
\ 45 RADA 349 )
39 kDa
J) TbRAD51

HhH  \walker o Walker B
Domain  potif Motif

1 108 279 286 349%aa
109 P-loop 347
95 RAD51 347
( 35 DMC1 347J
38 kDa
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A) Phyre? B) Swiss-Model

Figura 9. Modelado por homologia de la estructura tridimensional de la proteina
TvRADS51. Estructura modelada en A) Phyre? y B) Swiss Model. Ambos softwares
utilizaron como molde a la proteina HSRAD51 (5NP7).
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TvRAD54

B) Swiss-Model

TvDMC1
C) Phyre? D) Swiss-Model
T
4 ) "
) \ff«%g
\ ‘\;) >4 P
S 10y 0\

SN WD Jﬁ
{A}(“E,{jﬂ/ :

Figura 10. Modelado por homologia de la estructuratridimensional de la proteina
TVvRAD54 y TvDMCI1. Estructura de TvRAD54 modelada en A) Phyre? y B) Swiss
Model (ambos modelos utilizaron como molde el archivo PDB 3MWY: Estructura
cristalina de la porcion cromodominio-ATPasa del remodelador de cromatina de
levadura Chd1). Estructura de TvDMC1 modelada en C) Phyre? y D) Swiss Model
(ambos modelos utilizaron como molde el archivo PDB 5NP7: Estructura CryoEM de
Human RAD51 en DNA monocatenario).
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Figura 11. Graficos de Ramachandran. Se muestran los angulos de torsion Phi y
Psi para todos los residuos de cada una de los modelos obtenidos por homologia. A)
estructura tridimensional de TvRAD51 obtenida en Swiss-Model, B) estructura
tridimensional de TvRAD51 obtenida en Phyre?, C) estructura de ScRAD51
(DOI: 10.2210/pdb3LDA/pdb), D) estructura de HsSRADS51
(DOI:10.2210/pdb5NWL/pdb), E) estructura de TvRAD54 obtenida en Swiss-Model, F)
estructura de TVRAD54 obtenida en Phyre?, G) estructura de TvDMC1 obtenida en

Swiss-Model, H) estructura de TvDMC1 obtenida en Phyre?. Los residuos de glicina se
identifican por separado mediante triAngulos, ya que no estan restringidos a las
regiones de la grafica apropiadas para los otros tipos de cadenas laterales.
Las areas de color rojo corresponden a las regiones “centrales” que representan las
combinaciones mas favorables de valores Phi-Psi, las areas de color amarillo oscuro
representan las areas permitidas adicionales, las areas amarillo claro son las regiones
generosamente permitidas y las areas blancas representan las combinaciones

desfavorables de valores Phi-Psi.
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B) TVRAD51 Phyre?
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RMSD: 1.017A

Figura 12. Comparacion de la estructura tridimensional de las proteinas RAD51
de H. sapiens, S. cerevisiae y T. vaginalis. A) Se muestran la sobreposicion
estructural de HsSRAD51 (DOI:10.2210/pdb5NWL/pdb) (cian) con ScRAD51
(DOI: 10.2210/pdb3LDA/pdb) (rojo), B) HSRAD51 (cian) con TVRAD51 modelada en
Phyre? (verde) y C) HsRAD51 (cian) con TvRAD51 modelada en Swiss-Model

(magenta).
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TVRAD54

A) B) RMSD: 0.970A
RMSD: 0.826A

TvDMC1

C) D)
RMSD: 0.865A RMSD: 0.982A

Figura 13. Evaluacién de los modelos de TVRAD54 y TvDMC1 obtenidos por
homologia. Se muestra la sobreposicion estructural del modelo templado ScCHD1
(PDB: 3mwy) (café) con el modelo de TVRAD54 obtenido por homologia (azul) en A)
Phyre? y B) Swiss-Model. Se muestra la sobreposicion estructural del modelo templado
HsRAD51 (PDB: 5np7) (cian) con el modelo de TvDMCL1 obtenido por homologia
(amarillo) en C) Phyre? y D) Swiss-Model.
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Tabla 3. Valoracion de los modelos de TVRAD51, TvRAD54 y TvDMC1 obtenidos
por homologia.

Modelo TVRAD51 TVRAD54 TVvDMC1 ScRAD51 | HsRAD51
(PDB) (PDB) (PDB) (PDB: 3LDA) | (PDB:5NWL)
Swiss Swiss Swiss
2 2 2 - -
Software Phyre Model Phyre Model Phyre Model
tz"r::;;'c‘l’o SNWL 3IMWY 5NP7 ; ;
RMSD 0.324A  0.865A 0.826A  0.970A | 0.865A 0.982A - -
nf::::::;s 80a329 11a329|12a820 185a708 |11a329 21a335 ; ;
Cobertura (%) | 94.0%  97.0% | 58.0%  61.0% | 92.0%  94.0% 0.0% 0.0%
Identidad (%) | 72.0%  71.0% | 32.0%  56.0% | 56.0%  62.0% 0.0% 0.0%
o ans
& Ma(Zfa;c’L')ab'es 89.5%  83.3% | 87.3%  83.2% | 90.0%  89.5% 91.2% 81.8%
% Permitidas
Adicionales 9.0%  135% | 10.4%  15.6% | 89%  9.9% 8.4% 14.3%
(a, b, 1, p)
%
Ge::::’nsi:g::te 1.4% 2.3% 1.6% 0.8% 0.0%  1.4% 0.4% 2.5%
(Nal Nbl ~II ~p)
% No permitidas | 0.0% 0.9% 0.6% 04% | 11%  0.0% 0.0% 1.4%
Residuos No
glicina y No 277 215 490 430 280 280 261 280

prolina (100%)
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Figura 14. Motivos funcionales en la estructura de la proteina TvRAD51

modelada con Swiss-Model.
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A) B-ZIP

B) LOOP 1

Figura 15. Motivos de polimerizacion en la estructura de la proteina TVRAD51
modelada con Swiss-Model. En zoom se muestran los residuos de aminoacidos
cataliticos de A) B-zip (Phe77, Ala78 y Ala80) y B) Loop 1 (Thr221 y Arg226).
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Tabla 4. Predicciones de Docking. Valores de Delta G (DG) y Fullfitness (FFN)
de las 20 mejores predicciones

, . Numero de Delta G .
Proteina Ligando sechadtones | Tl Fullfitness (kcal/mol)
ADENINA 43 -7.80a-8.18| -1,896.52 a -1,894.84
TVRADS1 TIMINA 42 -5.87a-7.99-1,899.72 a - 1,888.48
CITOSINA 44 -6.42 a-6.56| -1,922.92 a-1,921.67
GUANINA 45 -8.04 a -8.65 | -1,930.06 a -1,923.45
desoxi-citidilato 5’monofosfato 36 -7.57a-9.40| -2,035.83 a-2,032.76
Walker A Walker A

Residuos 119 - 123 Residuos 119 - 123

Emameaane ;. N 0000 g e

ADENINA "\g F A ﬁ.‘a UA

..
TVRAD51 Regiones putativas TVRAD51

de unién a DNA

Residuos Loop 2
239-241 - % " Residuos 271 - 288

CITOSINA TIMIN{\

WalkerA " === Walker A

TVRAD51 Residuos 119 - 123 Residuos 119 - 123 THRARaR
R =
s k “
Desoxi-citidilato S5ur®™” ’ "'
5 monofosfato‘ s % 0}

" HhH

Residuos 12 - 15

Figura 16. Sitio putativo de unién de TVRAD51 a DNA. Se muestran las 20 mejores
predicciones de union de las bases nitrogenadas y del desoxi-nucleotido de citosina
en la estructura de la proteina TVRAD51 modelada en Swiss-Model. En zoom se

observan los residuos de aminoacidos que incluye la regién putativa de unién a DNA.
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Loop 1
ssDNA (9 Timinas)

Walker B

Figura 17. Estructura del complejo presinaptico de recombinacion homéloga en
H. sapiens. En cian y azul se representan 3 monomeros de HSRAD51 formando un
filamento sobre un fragmento de ssDNA compuesto por 9 timinas (rojo) (Estructura del
complejo RAD51 presinaptico humano, DOI: 10.2210/pdb5H1B/pdb). En zoom se

muestran los motivos y dominios que estan clasificados como sitios de union a DNA.
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Figura 18. Filamento putativo de tres mondmeros de TVRAD51. En rosa y magenta

se representan 3 monémeros de TVvRAD51 formando un filamento.
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Figura 19. Sobreposicion del filamento de tres monémeros de TVRAD5S1 en la
estructura del complejo presinéptico de recombinacion homologa en H. sapiens.
En cian y azul se representan 3 monémeros de HSRAD51 formando un filamento sobre
un fragmento de ssDNA compuesto por 9 timinas (rojo) (Estructura del complejo
RAD51 presinaptico humano, DOI: 10.2210/pdb5H1B/pdb). En rosa y magenta se

representan 3 mondmeros de TVRAD51 formando un filamento. En zoom se muestran
las regiones de interaccion de HsRAD51 y los probables sitios de interaccién de
TvRAD51 con el DNA.
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XP_001579818.1

XP_001311080.1 XP_001328927.1
TVRADS1 XP_001324760.1
X :

XP_001325288.1

TvDMC1 |

XP_001326267.1

-

Figura 20. Red de interaccion putativa del grupo epistatico RAD52 en T.
vaginalis. Las interacciones o conexiones fisicas y funcionales se representan
por lineas que unen los nodos. Las lineas de color lila representan la homologia de
proteinas, las azules corresponden a interacciones predichas por co-ocurrencia de
genes, las lineas magenta muestran las interacciones identificadas
experimentalmente en proteinas homélogas putativas, las negras hacen referencia
a las proteinas coexpresadas. Los nodos aislados significan ausencia de interaccion.
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. Pro164

Figura 21. Docking molecular de TVRAD51 con TVRAD54. Se muestra la estructura
de TVRAD51 (magenta) y TVRAD54 (azul) modeladas en Swiss-Model. En zoom se
observa la mutaciéon puntual de S164P presente en TVRAD51 que probablemente sea

la responsable de la no interaccion de estas proteinas.
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Figura 22. Docking molecular de TvRAD51 con TvDMC1. Se muestra la estructura
tridimensional de TvRAD51 (magenta) y TvDMC1 (amarillo) modeladas por homologia
en Swiss-Model. En zoom se observan las regiones que podrian ser el sitio de

interaccion entre ambas recombinasas.
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Figura 23. Propuesta de la maquinaria de reparacion de DSB mediante
recombinacion homodloga en T. vaginalis. El heterodimero RAD50/MRE11 actua
como sensor del dafio y estabiliza los dos extremos de DNA, se recluta PIKK y una
vez en el sitio de dafio se activa por autofosforilacion. A continuacion, PIKK fosforila a
la histona H2A cercana al sitio de la lesion para activar a MRE11 y que realice su
funcibn de exonucleasa generando ssDNA, que sera recubierto por RPA.
Posteriormente, la histona H2A se ubiquitina para reclutar a BRCA2 y este a su vez a
XRCC3. El siguiente paso es el reclutamiento de las recombinasas RAD51 y DMC1
para formar un nucleofilamento y realizar el recambio por RPA. Se invade la cadena
homologa formando una estructura de Holliday. Finalmente se resuelve la estructura

y se repara el dafo.
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8.2 Andlisis de expresion del gen tvrad51 en el aislado HGMNO1 de T. vaginalis.

El DNA gendmico extraido con la técnica de Fenol-Cloroformo, se utilizé como
templado para el control positivo en la amplificacion del gen tvrad51 utilizando
oligonucledtidos especificos para su secuencia. La integridad del DNA gendmico se
visualizé previamente mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 24).
Se utiliz6 1ug de RNA total (Figura 25) de las 3 condiciones analizadas (control,
parasitos expuestos a luz UV-C y parasitos expuestos a Zn?* 1.6 mM o Cd?* 0.1 mM)
obtenido mediante la técnica de TRIzol para la sintesis de cDNA y la posterior PCR
de tvrad51 utilizando 100 ng de cDNA como templado y obteniendo un amplicon de
990pb. Como control de carga, se utilizé un fragmento de 112pb del gen B-tubulina
(Figura 26). Se realizo el andlisis densitométrico midiendo la densidad de las bandas
obtenidas en la electroforesis en gel de agarosa. La expresion de tvrad51 a los 10
minutos posteriores a la irradiaciéon con 150 J/m?, es muy parecida a la expresion del
gen en las condiciones de cultivo normales (condicién control), mientras que, a los 30
y 60 minutos posteriores a la irradiacién, la expresion aumentd 2.46 y 2.87 veces,
respectivamente. En los parasitos expuestos durante 10 minutos a Zn?* 1.6 mM Cd?*
0.1 mM, la expresion de tvrad51 aument6é 2.54 y 3.19 veces, respectivamente. La
medicion se realizé normalizando la expresion de tvrad51 con la expresiéon de B-
tubulina y considerando como 1 la expresion de tvrad51 en condiciones normales
(Figura 27).
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Figura 24. DNA gendmico y RNA total del aislado HGMNO1 de T. vaginalis. A) Se
muestra la banda correspondiente al DNA gendémico de T. vaginalis, obtenida mediante
el revelado de la electroforesis de un gel de agarosa al 0.8% tefiido con GelRed®.
Carriles: 1) marcador de 1kb, 2) DNA genomico. B) Verificacion de la integridad de
RNA total de T. vaginalis en las 3 condiciones de estudio mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0.8% tefido con GelRed®. Carriles: 1) RNA en condiciones
normales, 2) RNA a los 60 minutos posteriores a la irradiacion con luz UV-C, 3) RNA
a los 30 minutos posteriores a la irradiacion con luz UV-C, 4) RNA a los 10 minutos
posteriores a la irradiacion con luz UV-C, 5) RNA de parasitos expuestos durante 10
minutos a Zn?* 1.6 mM, 6) RNA de parasitos expuestos durante 10 minutos a Cd?* 0.1
mM.
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Figura 25. Expresiéon del gen tvrad51 y B-tubulina del aislado HGMNO1 de T.
vaginalis en condiciones normales, bajo tratamiento con luz UV-C y presencia
de cationes. A) Las bandas corresponden al amplicon de 990pb de tvrad51 y 112pb
de B-tubulina obtenido mediante RT-PCR. Carriles: 1) Control (+) con DNAg, 2) control
(), 3) cultivo en condiciones normales, 4) cultivo a los 10 min posteriores a irradiacion
UV-C, 5) cultivo a los 30 min posteriores a irradiacion UV-C, 6) cultivo a los 60 min
posteriores a irradiaciéon UV-C, 7) cultivo expuesto 10 min a Zn?* 1.6 mM, 8) cultivo
expuesto 10 min a Cd?* 0.1 mM, 9) control negativo de RT. B) Expresion relativa de
tvrad51 obtenida mediante densitometria del ensayo de PCR semicuantitativa. Se
normalizé con los valores de expresion de B-tubulina considerando como 1 el valor

obtenido en el cultivo en condiciones normales.
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8.3 Inmunodeteccion de TVRAD5S1 en el aislado HGMNOL1 de T. vaginalis.

Se realiz6 la extraccion de proteinas totales de T. vaginalis por precipitacion con TCA.
Se cargaron 10 ug de proteinas totales por carril. Se observo que el patron de bandeo
es similar en los parasitos expuestos a luz UV-C y a cationes (Figura 28). Se realizé
un alineamiento de las secuencias TVRAD51 y HSRAD51 en el software Protein BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), obteniéndose un 71% de identidad entre ambas
secuencias (Figura 29). Para el Western Blot (Figura 30) se utilizd6 anticuerpo
comercial a-TVRAD51 de Homo sapiens (3C10): sc-53428 Santa Cruz Biotechnology,
INC. a una dilucion de 1:500. La abundancia de TvRAD51 se midi6 mediante
densitometria. Se observé que TVRAD51 aumenta a mayor tiempo post exposicion a
luz UV-C y en presencia de Zn?* y Cd?*, en comparacién con los parasitos cultivados
en condiciones normales (Figura 31). Ademas, en el western blot se detectdé una
segunda banda de aproximadamente 37 kDa (Figura 30). Para analizar si la segunda
banda detectada pudiera ser TvDMC1, se realiz6 el alineamiento de estas secuencias
en el software Protein BLAST, obteniendo un 62% de identidad (Figura 32) y una
comparacién estructural de los modelos obtenidos por homologia de TvRAD51 con

TvDMC1, observando que tienen un plegamiento similar (Figura 33).
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Figura 26. Extracto de proteinas totales del aislado HGMNO1 de T. vaginalis. Se
muestra el patron proteico de los extractos totales de proteinas de T. vaginalis en las
diferentes condiciones de estudio. Gel de poliacrilamida al 12% tefiido con azul de
Coomassie. Carriles: 1) marcador de peso molecular, 2) cultivo en condiciones
normales, 3) cultivo a los 10 minutos posteriores a irradiacion UV-C, 4) cultivo a los 30
minutos posteriores a irradiacion UV-C, 5) cultivo a los 60 minutos posteriores a
irradiacion UV-C, 6) cultivo expuesto durante 10 minutos a Zn?* 1.6 mM, 7) cultivo

expuesto durante 10 minutos a Cd?* 0.1 mM.
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Figura 27. Expresion de TvRAD51. A) Inmunodeteccion de TvRAD51 mediante
Western Blot con anticuerpos especificos. Carriles: 1) control (-), 2) cultivo en
condiciones normales, 3) cultivo a los 10 min posteriores a irradiacion UV-C, 4) cultivo
a los 30 min posteriores a irradiaciéon UV-C, 5) cultivo a los 60 min posteriores a
irradiacion UV-C, 6) cultivo expuesto 10 min a Zn?* 1.6 mM, 7) cultivo expuesto 10 min
a Cd?* 0.1 mM. B) Expresion relativa de TVRAD51. La expresion de TVRAD51 es
mayor a la expresion de B-TUBULINA aun en condiciones normales. A los 10 minutos
posteriores a la irradiacion con 150 J/m?, la expresion de TVRAD51 es muy parecida a
la expresion de la proteina en la condicién normal, mientras que, a los 30 y 60 minutos
posteriores a la irradiacion, la expresibn aumenté 96.48 y 153.8 veces,
respectivamente. En los parasitos expuestos durante 10 minutos a Zn?* 1.6 mM Cd?*

0.1 mM, la expresion de TVRAD51 aumento 22.72 y 38.23 veces, respectivamente.
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Figura 28. Comparacion de las recombinasas TvRAD51 y TvDMC1 de T.
vaginalis. A) Alineamiento de las secuencias de aminoacidos. Cajas negras: residuos
conservados; cajas grises: residuos con propiedades bioquimicas similares. Los
nameros a la derecha son relativos a la posicion de la metionina inicial en cada
proteina. B) sobreposicion de las estructuras 3D de TvRAD51 (rosa) y TvDMC1

(amarilla) modeladas en Phyre?. RMSD: 0.793A en 279 residuos.
92



TvDMC1
A \_{®
) R

\br 3 r%“ ’. ‘/
(»} - ‘ // “’ /-r:
L ;//’ /:}Y_J(» 7

of o - AN

', ;)’ " ‘d” é
v

TvRADS1

B)

Figura 29. Complejos presinapticos putativos de recombinacion homologaen T.
vaginalis. A) filamento de tres monémeros de TVRAD51 (rosa y magenta) y TvDMC1
(amarillo) modeladas en Swiss-Model, unidos a ssDNA (9 timinas). B) flamento mixto
compuesto por dos monomeros de TVRAD51 y un mondmero de TvDMCL1 unidos a

SsDNA.
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9. DISCUSION

T. vaginalis es un tricomonadido que esta expuesto a las condiciones cambiantes del
tracto genitourinario humano durante la infeccion. Se sabe que en el microambiente
urogenital masculino existe la presencia de diferentes cationes metalicos,
principalmente de Zn?*y Cd?*, los cuales podrian ocasionar dafios directos e indirectos
al DNA (principalmente DSB) del parasito dificultando su sobrevivencia, por lo que
éste, debe desarrollar estrategias que le permitan adaptarse a las condiciones
adversas de su nicho ecologico. Los DSB son reparados principalmente mediante RH,
cuyo mecanismo se basa en la busqueda de homologia, seguido por el
apareamiento, el intercambio y la regeneracién entre cadenas homologas de DNA
(Katakai y cols., 2001). Las reacciones de invasion de hebras son catalizadas por las
recombinasas de DNA de la familia RAD51/RECA (Kowalczykowski, 2015; Bianco y
cols., 1998). Esta familia incluye a la proteina RECA bacteriana, la proteina arqueal
RADA, y la proteina eucariota RAD51 (Bianco y cols., 1998; Lin y cols., 2006).

En E. histolytica, se ha reportado la maquinaria de reparacion de dafio del DNA
mediante RH (LOpez-Casamichana y cols., 2008). Sin embargo, en T. vaginalis, solo
se sabe que existen genes que estan involucrados en la reparacion del DNA (Carlton
y cols., 2007), pero no se ha realizado una busqueda a profundidad de los genes que
podrian estar participando en el mecanismo de RH. Por esta razon, realizamos la
busqueda de las proteinas putativas que podrian estar involucradas en la maquinaria
de RH en T. vaginalis, ademas de estudiar la proteina principal de esta via: la

recombinasa RAD51.

La presencia del gen tvrad51 (Figura 4A) es evidencia de que T. vaginalis puede
contar con un mecanismo de RH, mientras que la presencia de tvdmcl (Figura 4C),
sugiere que la capacidad de realizar meiosis estaba presente en el ultimo ancestro
comun de este parasito (Malik y cols., 2007). Ademas, el pseudogen de tvrad51 y el
gen paralogo a tvdmcl (tvdmcl-p) (Figura 4B), indican que probablemente, T.
vaginalis tenia mas de un gen gue codifica para ambas recombinasas, sin embargo,

pudieron haberse perdido a lo largo de la evolucion.
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Las proteinas RAD51 de eucariotas tienen una organizaciéon molecular muy similar,
conservada a través de la escala evolutiva (Ogura y cols., 2001). Poseen un dominio
muy conservado formado por dos motivos del tipo hélice-horquilla-hélice (HhH) que
tiene la funcién de union ssDNA y dsDNA en el extremo N-terminal, sin embargo, en
la proteina RecA de bacterias, este dominio HhH se localiza en extremo C-terminal (Yu
y cols., 2001). Estas proteinas también poseen un dominio de ATPasa muy
conservado. Este dominio contiene a los subdominios RECA 2 y RECA 3y ha sido
encontrado en la FOF1-ATPsintasa y en diversas helicasas, lo que sugiere que estas
proteinas divergen de un ancestro comun (Yu y cols., 2001). Ademas, dentro del
dominio ATPasa, se encuentran varios motivos funcionales: el motivo Walker A, que
se ha identificado como sitio de unién a ATP (Ogura y cols., 2001); las regiones que
reciben el nombre de Loop 1y Loop 2 localizadas en el extremo C-terminal, y el motivo
Walker B que se han identificado como motivos de unidon a DNA y el motivo B-Zip que
junto con el motivo Loop 1 forman una region de polimerizacion (Shin y cols., 2003).
Como se puede observar en el alineamiento multiple (Figura 7), la proteina TVRAD51

conserva estos motivos funcionales en su secuencia de aminoacidos.

En la proteina TVRAD51, los motivos HhH se localizan en los residuos Gly23, lle24,
Ala25 y Gly56, lle57, Ser58 con una secuencia GIA y GIS respectivamente, que
coinciden con la secuencia consenso caracteristica de este motivo: GXG/T/N/S donde
X es un residuo hifrofébico (Isoleucina, leucina o Valina) que es el encargado de la
interaccion con el DNA. La union de la proteina al DNA a través del motivo HhH ocurre
mediante la formacion de puentes de hidrogeno entre los nitrdgenos del esqueleto de

la proteina y los grupos fosfatos del surco mayor del DNA (Shanahan y cols., 2004).

En T. vaginalis, el dominio ATPasa (RECA / RAD51) de TvRAD51 también contiene
dos motivos altamente conservados: el motivo Walker A y el motivo Walker B, que
estan presentes en las ATPasas y confieren actividades de union e hidroélisis de ATP
y de unién a Mg?*y DNA, respectivamente (Walker y cols., 1982) (Figura 8). Como se
aprecia en el alineamiento (Figura 7) la secuencia consenso del motivo Walker B en
las proteinas de la familia RECA/RAD51, consiste en una regién altamente hidrofébica

con dos residuos polares conservados: Acido aspartico (aminoacido cargado
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negativamente) y Serina (aminoacido sin carga). Se ha sugerido que la funcion de este
motivo en proteinas homdlogas como en la proteina RADA de Pyrococcus
furiosus (PfRADA) es aumentar la superficie de contacto cuando esta proteina se une
al DNA (Shin y cols., 2003) debido a la interaccion de estos residuos con el grupo
fosfato del DNA mediante la formacion de puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der
Walls (Doherty y cols., 1996), que representan el 65% del total de las interacciones
proteina-DNA y ocurren principalmente con la desoxirribosa y los grupos fosfatos. En
la proteina TVRAD51 esta interaccion podria ser con los residuos Leu210, lle211,
Val212 y Asp213, que junto con Ser214 podrian formar puentes salinos y de hidrégeno
respectivamente con los grupos fosfatos (Doherty y cols., 1996; Luscombe y cols.,
2001).

El motivo Loopl (Figura 14), es un motivo de unién a DNA, ya que tiene los residuos
consenso: Gly/Arg/Gly, donde Arg es un residuo muy conservado en proteinas
homologas de otros organismos, y que participa en el contacto primario con el DNA,
pues la interaccion DNA-RAD51 mutante disminuye considerablemente (Shin y cols.,
2003). En HSRAD51 se han reportado hallazgos similares al eliminar la Tyr136.
(Matsuo y cols., 2006). En la proteina TVRAD51, tanto la Tyr223 como la Arg226, se
encuentran conservados. El residuo Arg226 podria interactuar con el DNA al formar
puentes salinos y de hidrégeno con los grupos fosfatos, la desoxirribosa y la guanina,
mientras que el residuo Tyr223 podria interactuar a través de fuerzas de Van der Walls

o mediante fuerzas hidrofobicas (Luscombe y cols., 2001).

Ademas de ser un sitio de union a DNA, loopl1 es un motivo de polimerizacion. Se ha
observado que, cuando RAD51 se encuentra formando anillos, el sitio de unién de ATP
gueda oculto de tal modo que al interactuar el Loop 1 con el DNA, permite que exista
un cambio conformacional al moverse ligeramente Phel140 del P-loop de PfRADA (en
T. vaginalis este residuo corresponde a Phel120) de modo que el sitio de union a ATP
se exponga y se active (Shin y cols., 2003). En TVRAD51, el motivo loop2 en conjunto
con el motivo Walker B, podria aumentar la superficie de contacto con el DNA, mientras

que el motivo de unibn a ATP, Walker A, tiene la secuencia consenso:
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[A/IGIxxxGL[S/T]. En el alineamiento multiple se observa que este motivo esta

altamente conservado en las proteinas de la familia RECA/RAD51.

En TvRAD51, los residuos que podrian desempefar esta funcion son: Lysl124 e
His285. Estudios de microscopia electronica de la proteina RADA de P. furiosus
(Komori y cols., 2000), confirman la presencia de anillos heptamericos, en donde el
dominio ATPasa esta colocado como si fuera un prisma y el Loop 1 queda al interior
del anillo (Shin y cols., 2003). El motivo de polimerizacién (B-zip es el encargado de la
formacion de anillos en la proteina de P. furiosus. En la proteina TVRAD51, el posible

dominio B-zip corresponde a los residuos 76-82 con la secuencia GFASASD.

Ademas, al realizar las representaciones esquematicas de las proteinas RAD51, de
manera interesante observamos que la proteina RAD51 que estd compuesta por un
mayor nimero de elementos es la de H. sapiens, conteniendo sitios de interaccion con
otras proteinas involucradas en el mecanismo de recombinacion homéloga como
BRCA2 y PALB2 (Figura 8), asi como sitios de acetilacion y fosforilacion, los cuales le
permiten una mayor regulacion durante los mecanismos de replicacion y reparacion
de dafio del DNA, debido a que se ha observado que las proteinas de los vertebrados
suelen tener mayor complejidad en sus regiones de regulacion que en los protozoarios.
La gran similitud entre las secuencias de TVRAD51 y de la proteina RAD51 de otros
parasitos, con la secuencia de ScRAD51, sugiere que la estructura secundaria y
terciaria de la recombinasa RAD51 de T. vaginalis y de los demas parasitos analizados

en este trabajo, es muy parecida o similar y compartiendo el mismo tipo plegamiento.

Para valorar de forma inicial la calidad de las estructuras obtenidas mediante modelado
por homologia, se tom6 en cuenta la raiz de la RMSD que se calcula al sobreponer la
estructura modelada con la estructura del templado, este debe estar dentro de un
intervalo de 1 a 1.5 A (Baker y Sali 2001; Vitkup y cols., 2001; Cothia y Lesk 1986).

El modelo de TVRAD51 obtenido en Phyre?, muestra un 72 % de identidad con el
modelo templado y el valor de RMSD es de 0.324 A, mientras que el modelo de

TvRADS1 obtenido en Swiss-Model, tiene 71 % de identidad con el modelo templado
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y un valor de RMSD de 0.865 A. Los valores de RMSD indican es que estas estructuras
son muy parecidas a sus modelos origen, ya que entre estructuras homologas lo
valores de RMSD son, por lo general entre, 1y 1.5 A. Por lo tanto, esto sugiere que el
modelo de Swiss-Model parece estar mejor elaborado que el de Phyre? al tener un
RMSD mayor de separacion con el modelo origen, por lo que este fue el que se utilizé

en los analisis posteriores.

Aunque ambos modelos son muy similares, existen diferencias que se pueden apreciar
en la sobreposicion de estructuras, principalmente la ausencia de gran parte del
extremo amino terminal en el modelo realizado en el software Phyre?. EIl modelo de
Phyre? no modela todas las hélices alfa correspondientes al dominio N-terminal, solo

de a1 a la a2, mientras que el modelo de Swissmodel modela las hélices a1 a la a8.

El modelo de TVRAD51 construido con el programa Swissmodel es el mejor elaborado,
ya que contempla no solo una mayor proporcion de la estructura, sino que es el mejor
trabajado desde el punto de vista del método de modelado. Al realizar la
representacion esquematica del modelo tridimensional de TvRAD51 obtenido en
Swiss-Model, observamos que esta estructura conserva la arquitectura clasica de una
proteina RAD51 de eucariontes. En el modelo también se observa que el dominio
ATPasa esta constituido por una hoja-p plegada, formada por hebras-f (de la 1 a la

B9) en su mayoria paralelas rodeadas por hélices-a y conectadas por loops.

El motivo Walker A tiene una estructura conformada por una hebra-B—loop— hélice-a
(Figura 14), el motivo Walker B es una hebra- y el motivo de polimerizacion B-zip se
encuentra en el loop que une a la a6 con la a7 (Figura 15).

También valoramos la calidad de las estructuras tridimensionales de TvRAD51
obtenidas por modelado por homologia mediante graficos de Ramachandran. En este
analisis se evaltan los angulos dihedros psi (y) respecto a phi (¢) de cada una de los
residuos de aminoéacidos, indicando si la combinacion de estos angulos es
estéricamente favorable para los diferentes aminoacidos y elementos de la estructura

secundaria, lo que permite saber si se encuentran espacialmente localizados de forma
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correcta en los modelos (con el mejor empacamiento explorado) y que esa disposicion
es posible en la estructura real de la proteina. El enlace peptidico que es considerado
un enlace doble parcial de geometria trigonal plana (angulo Q, [OC-NH]-Ca-[OC-NH])
y de libertad restringida, sus atomos enlazan a ambos lados de los carbonos alfa por
medio de enlaces simples sigma, los cuales tienen libertad de giro de 180 grados, a
los &ngulos de giro se les denomina ¢ (Ca-N) y v (Ca-C). Asi observamos dos unidades

rigidas en torno a los Ca donde sus enlaces son los que aportan la capacidad de giro.

Tedricamente ¢ y y puede tener cualquier valor entre +180° y —180°, lo que significa
gue cada uno tiene 360° de rotacion. Sin embargo, en la realidad, no todas las
combinaciones son posibles debido a la interferencia estérica de los atomos de la
cadena lateral.

La mayoria de las areas del grafico de Ramachandran, es decir, la mayoria de las
combinaciones de ¢ y y) representan conformaciones no posibles de una cadena de
polipéptidos debido a colisiones estéricas entre cadenas laterales y cadenas
principales (Morris y cols., 1992). Las &areas no permitidas son aquellas en donde
cualquier distancia interatbmica es menor que sus correspondientes radios Van der
Waals. Estas regiones son estéricamente no permitidas para todos los aminoacidos

excepto para la glicina, ya que su cadena lateral corresponde a un hidrégeno del Ca.

Las regiones permitidas corresponden a conformaciones donde no hay interferencias
estéricas. La mayoria de los valores ¢ y vy de una cadena de polipéptidos se
encuentran dentro de estas regiones permitidas del grafico de Ramachandran, pero
hay algunas excepciones: la glicina, el aminoacido con una cadena lateral mas
pequefia, esta mucho menos restringido que otros residuos de aminoacidos, por lo
tanto, su rango permitido de ¢ y wy cubre un area mas grande del gréfico. En los
residuos de glicina, las cadenas de polipéptidos frecuentemente asumen

conformaciones que no se permiten estéricamente a otros residuos.

La cadena lateral ciclica de la prolina limita su rango de valores de angulos ¢ en
alrededor de los 60° y -60°, por lo que es el residuo de aminoacido mas restringido en
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conformacién estructural. Las regiones permitidas adicionales, corresponden a la
conformacion que tiene limite externo entre las distancias de Van der Waals, es decir,
los atomos pueden acercarse un poco mas sin impedimento estérico (Kumar y Arya,
2018).

El modelo de TVvRAD51 generado con el software Swiss-Model, tiene un mayor
porcentaje de residuos en las areas mas favorables y menos en areas no permitidas,
en comparacion al modelo obtenido en Phyre? (Tabla 3), lo que indica que la prediccién
del plegamiento realizada en Swiss-Model es mas confiable y que el modelo esta mejor
empacado. Ademas, los graficos de Ramachandran también permiten predecir la
estructura secundaria de una proteina, puesto que, el cuadrante superior izquierdo
representa las hojas 3, el cuadrante superior derecho e inferior izquierdo se localizan

las hélices-a que giran a la izquierda y derecha respectivamente (Wetzer y cols., 2012).

Los resultados de los acoplamientos moleculares mostraron que los sitios putativos de
union de TVRADS51 al DNA se encuentran en el dominio HhH localizado en el extremo
N-terminal, en el motivo Walker Ay en el loop2 (Figura 16).

Como sabemos, para llevar a cabo su funcién, ademas de unirse al DNA, RAD51 debe
interactuar con proteinas que pertenecen al grupo epistatico RAD52; principalmente
RAD52, RAD54 y RAD55. En T. vaginalis, se identificaron 11 proteinas putativas que
podrian estar participando en el mecanismo de RH en T. vaginalis: RAD50, RAD51,
RAD54, MRE11, XRCC3, RPA, BRCAL, BRCA2, ATM/PIKK, DMC1y EXO1 (Tabla5).

RADS50: proteina que forma parte del complejo MRN (MRE11-RAD50-NBN/NBS1),
gue junto con RAD52 y MRE11, localizan el sitio de la lesion en el DNA, ademas regula

la actividad nucleasa de MRE11 (Syed y Tainer, 2018).

RADS51: Proteina que tiene accion recombinasa dependiente de ATP y que lleva a

cabo la invasion de cadenas de DNA homdlogas (Gonzalez-Prieto y cols., 2013).
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RADS54: una proteina multifuncional que cataliza la migracion de ramas (BM) de las
uniones de Holliday (HJ), ademas de que puede interactuar fisicamente con
RAD51 (Bouazoune y cols., 2002), estabilizar y estimular su actividad de intercambio

de cadenas de DNA (Zegerman y cols., 2002).

MRE11: proteina de union a DNA que contiene motivos Nucleasa-MRE11-
Metalofosfatasa-N-terminal, que coordinan dos iones Mn?*, responsables de la
actividad nucleasa del complejo MRN (MRE11/RAD50/NBS1) (Syed y Tainer, 2018).
MRE11 también tiene actividad endonucleasa de cadena sencilla, y exonucleasa 3’ ->
5 de doble cadena, ademas de una débil actividad de desenrollamiento del DNA
(Assenmacher y Hopfner, 2004). La actividad nucleasa de MRE11 es dependiente de
Mn?* (Syed y Tainer, 2018).

XRCC3: Es una de las 5 proteinas paralogas de RAD51 en vertebrados (Tebbs y cols.,
1995 ; Liu y cols., 1998). Actia en el rompimiento del DNA de doble cadena e
interactla y estabiliza a RAD51. Ademas, XRCC3 se une a la interseccion de los
cuatro brazos duplex de la unién de Holliday (HJ) y a los cruces de horquillas de

replicacion (Girard, y cols., 2013), terminando el proceso de RH.

RPA: Es una proteina que se une al DNAss, formando un complejo de nucleoproteina
que impide que el DNA sea degradado por exonucleasas (Liu y cols., 2006). El
complejo RPA protege el DNA monocatenario de las nucleasas, previene la formacion
de estructuras secundarias que interferirian con la reparacion y coordina el
reclutamiento y la partida de diferentes factores de mantenimiento del genoma (Shiy
cols., 2010).

BRCAL: una proteina que tiene actividad ubiquitina ligasa que media especificamente
la formacion de cadenas de poliubiquitina unidas a Lys6 y juega un papel central en la
reparacion del ADN al facilitar las respuestas celulares al dafio del DNA (Yarden y
cols., 2002).
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BRCA2: Es una proteina que activa a la nucleasa MRE11 e interactia con RAD52. En
ratones y humanos se ha visto que esta involucrada en la regulacion de la localizacion
intracelular de la recombinasa RAD51 y su capacidad de union al DNA (Gorodetska y
cols., 2019).

ATM/PIKK: actia como regulador de vias de respuesta al dafio de DNA
(Shimobayashi y Hall, 2014).

DMC1: Es una proteina recombinasa especifica de meiosis. Su funcion es
ensamblarse en los sitios de DSB y llevar a cabo la busqueda de secuencias de DNA

alélicas ubicadas en cromatidas homologas (Shinohara y cols., 1997).

EXOL1: Al inicio del mecanismo de RH, EXO1 actia como nucleasa de dsDNA en
direccién 5> 3' para llevar a cabo la reseccion de los extremos del DSB y mas
adelante en el proceso de recombinaciéon, EXOL facilita la resolucion de las HJ (Lee y
cols., 1999).

En T. vaginalis no se encontré a las proteinas RAD52, NBS1 y RAD55 y RAD57 (Tabla
5).

RAD52: Proteina que se une a los extremos de DNA monocatenario y media la
interaccibn  DNA-DNA necesaria para la reseccibn de cadenas de
DNA complementarias, ademas interactiia con la recombinasa RAD51 estimulando su
nucleacion, sugiriendo su participacion en la reparacion del DNA mediante
recombinacién homéloga (Li y cols., 2002).

NBS1: Proteina que forma parte del complejo MRN en eukariotas. NBS1 activa la
nucleasa MRE11-RAD50 a través de interacciones fisicas directas con MRE11. En
ausencia de NBS1, el complejo MRE11-RAD50 exhibe una actividad nucleasa mas
débil (Anand y cols., 2019).
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RAD55 y RADS7: proteinas paralogas de RAD51 que forman un heterodimero que al
interaccionar con RAD51, estimulan su ensamblaje y la estabilidad del filamento
(Godin y cols., 2013).

En T. vaginalis, se identific6 una mutacion (S164P) que interrumpe la interaccion entre
TVvRADS51 y TvRAD54 (Figura 7). Este resultado concuerda con la ausencia de
interaccion entre TVRAD51 y TVRAD54 observada en el docking molecular (Figura
21). La ausencia de interaccidn entre estas proteinas podria deberse a una probable
modificacion estructural en TvRAD51 debido al cambio de serina por prolina en la
posicion 164, ya que la prolina tiene un carbono alifatico como grupo lateral, pero a
diferencia de todos los demas aminoéacidos, su grupo amino es secundario y también
es parte de un anillo de pirrolidina. La rigidez de este anillo disminuye los grados de
libertad conformacional y hace que el enlace amida que se forma cuando esta en una

cadena polipeptidica no tenga libertad de rotacion (Herrera y Sferco, 2004)

In vitro, RAD54 aumenta significativamente el intercambio de cadenas mediado por
RAD51 (Petukhovay cols., 1998) y estabiliza la union del filamento de nucleoproteina
al ssDNA (Cloud y cols., 2012). La evidencia de que TVRADS51 presente una mutacion
gue impide la interacciéon con TVRAD51, podria sugerir la participacion de TVRAD54
en el mecanismo RH de T.vaginalis no es esencial o quiz4, durante la evolucion, otra

proteina asumio el rol de TVRAD54 y realiza su funcion.

La proteina XRCC3 podria actuar en lugar de RAD52, interactuando directamente con
la recombinasa RAD51 y ayudando a su estabilizacion, puesto que, se ha observado
que los paralogos de RAD51 pueden haber asumido roles importantes de RAD52 en
la RH durante la evolucién (Fujimori y cols., 2001). También se sabe que, en células
de vertebrados, XRCC3 sustituye casi por completo la falta de RAD52, mientras que
RAD52 solo puede sustituir parcialmente la falta de XRCC3 (Fujimori y cols., 2001).
Por otra parte, se ha observado que la proteina BRCA2 sustituye a RAD52 en ratones
y humanos, mediando la regulacién de la localizacién intracelular de la recombinasa

RAD51 y su capacidad de unién al DNA (Gorodetska y cols., 2019). T. vaginalis
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codifica para la proteina XRCC3 y BRCA2, por lo que estas podrian sustituir a RAD52

y hacer su funcion.

Para compensar la ausencia de TVRAD55 y TVRAD57, asi como la no interaccion de
TVvRADS51 con TVRAD54 en T. vaginalis, TvDMC1 podria regular la estabilizacion del
nucleofilamento de la recombinasa TVRAD51, debido a que se sabe que se requiere
RAD51 para estimular el ensamblaje de filamentos DMC1 durante la recombinacion
meidtica (Brown y Bishop, 2014; Cloud y cols., 2012). Ademas, hay evidencias
bioquimicas que sugieren que este efecto estimulante también puede funcionar en la
direccién inversa (Crickard y cols., 2018); es decir, DMC1 podria jugar un papel
regulatorio en la formacion y estabilizacion de los nucleofilamentos de RAD51 para
reparar las lesiones en el DNA mediante RH en células mitéticas, por lo que esto podria
estar ocurriendo en el mecanismo de RH en T. vaginalis, ya que es muy probable que
estas recombinasas interaccionen entre si (Figura 22) permitiéndole llevar a cabo la

invasion de cadenas y completar el mecanismo de RH.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los andlisis in silico, la cascada de
activacion de la maquinaria de reparacion de dafio al DNA mediante RH que se
propone en T. vaginalis es la siguiente: Como primer paso, el heterodimero
MRE11/RAD50 actiua como sensor del DSB, como el complejo ortélogo bacteriano
SbcC-SbceD que tiene una actividad de endonucleasa monocatenaria y exonucleasa
3'->5' bicatenaria. Ademas, este complejo sensor de dafio podria incluir a la nucleasa
EXOL, puesto que, se ha demostrado que en E. coli, las nucleasas ShcC-SbcD y EXO1
procesan intermedios de DNA en sitios donde convergen las bifurcaciones de
replicacion y son necesarias para que la replicacion cromosémica se complete
normalmente (Wendel y colsl., 2018). Estos hallazgos sugieren que EXO1 podria estar
realizando la funcion de NBS1, ya que, en ausencia de esta proteina, el complejo
MRE11-RAD50 exhibe una actividad nucleasa mas débil (Anand y cols., 2019).

El complejo MRE11/RAD50/EXOL1 se localiza en los extremos 5 de la regién dafada,
se recluta a PIKK (proteina quinasa de la familia PIKK) en el sitio de la lesion y se

activa cataliticamente mediante una serie de autofosforilaciones, pasando de un
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estado dimérico a uno monomérico, lo que expone su dominio quinasa (Crickard y
cols., 2018; Brown y Bishop, 2014). PIKK fosforila a la histona H2A cercana al sitio de
la lesion, dando lugar a yH2A (H2A fosforilada en serina 139). Debido a la modificaciéon
de la histona, la condensacion del DNA disminuye, aumentando su accesibilidad para
las proteinas involucradas en la reparacion de los DSB, por lo que yH2A actia como
sitio de anclaje de las proteinas que participan en la reparacion por recombinacion

homologa.

El siguiente paso es la ubiquitinacion de yH2A para reclutar a BRCA2 (Breast Cancer
Type 2 susceptibility protein), la cual activa la nucleasa MRE11 y procesa los extremos
del DSB dando lugar a la formacion de extremos 3’ de cadena sencilla, los cuales seran
recubiertos inmediatamente por RPA (Replication Protein A) para evitar la formacion
de estructuras secundarias. Posteriormente, se recluta a la recombinasa RAD51 para
realizar la sustitucion de RPA. La estabilidad de RAD51 en el ssDNA se ve favorecida
por BRCA2, XRCC3y DMCL1. El nucleofilamento de RAD51 (también se podrian estar
formando filamentos mixtos de RAD51/DMC1), inicia la invasién a las cadenas
homologas, dando lugar a la formacién de la estructura de Holliday. Una vez iniciada
la recombinacion, se degradan las moléculas de RAD51 y se recluta XRCC3, proteina
pardloga de RAD51 que resuelve la estructura de Holliday, trabajando en conjunto con
helicasas y con DNA polimerasas para sintetizar las nuevas hebras de DNA.
Finalmente, proteinas ligasas unen los extremos y completan la reparacion del material

genético.

En los ensayos de PCR se observéd una mayor expresion del RNAm de tvrad51 en los
parasitos cultivados en presencia de Cd?*, seguida de los parasitos cultivados en
presencia de Zn?* (Figura 25). Esto podria deberse a que el Zn?*y el Cd?* en exceso
pueden dafiar el material genético de manera indirecta, provocando un descenso
intracelular del contenido de glutation y reduciendo la actividad de los enzimas
antioxidantes, SOD, peroxidasa y catalasa permitiendo la acumulacion de ROS y
radicales libres (Achanzar y cols., 2001), lo que da lugar a DSB vy la activacion de la

reparacion de dafio mediante RH en donde participa la recombinasa RAD51.

105



Estos resultados coinciden con el aumento en los niveles de expresion de TVRAD51 a
nivel de proteina en los cultivos expuestos a Zn?*y Cd? (Figura 26). Sin embargo, la
expresion de la proteina es menor a la expresion del RNAm. La razon por la que esto
ocurra, podria ser que la presencia de los cationes metalicos en el ambiente celular,
esté activando algunas metaloproteasas, ya que se sabe que para que estas proteinas
funcionen, necesitan de ciertos metales como el Zn?*y Ca?* (Sternlicht y Werb, 2001).
Se sabe que el Cd?* compite con los metales esenciales como el Cu?*, Zn?*, Ca?*y
Fe?*, por lo que también podria estar activando a las metaloproteasas (Fotakis y
Timbrell, 2006) y estas estén ocasionando la protedlisis de TVRAD51.

En peso molecular de la segunda banda identificada en el Western Blot (37 kDa)
(Figura 27) coincide con el peso molecular de la proteina TvDMCL1. Se realizd un
alineamiento de las secuencias de aminoacidos de TVRAD51 y TvDMC1 en el software
Protein BLAST, obteniendo un 62% de identidad (Figura 28), por lo que la segunda
banda detectada pudiera ser TvDMC1, sugiriendo que esta recombinasa actle quiza
como un factor de estimulacion y estabilizacion para el nucleofilamento de TVRAD51,
supliendo la funcion de TvRAD52 y TVRAD54 o incluso, se podrian estar formando

filamentos mixtos de RAD51/DMC1 para la invasion de la cadena de DNA homologa.
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10. CONCLUSIONES

La proteina TVRAD51 de T. vaginalis conserva motivos y dominios funcionales de
la familia RECA/RAD5S1.

La proteina TVRAD51 de T. vaginalis es muy similar a las proteinas RAD51 de
otros parasitos protozoarios, S. cerevisiae y H. Sapiens, sugiriendo propiedades y

funciones bioquimicas similares.

La proteina TvXRCC3 podria sustituir a TvRAD52 en el mecanismo de RH en T.

vaginalis.

La recombinasa TvDMCL1 podria participar en el mecanismo de RH de T. vaginalis

interaccionando directamente con la recombinasa TVvRAD51.

T. vaginalis podria contar con un mecanismo de RH hibrido (bacteriano y

eukariota), sugiriendo un sistema intermedio antes de la aparicion de NBS1.

La presencia de cationes metdlicos, como Zn?* y Cd?*, induce la sobreexpresion
de TVRAD51 de T. vaginalis a nivel de RNAm y de proteina.
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11.PERSPECTIVAS

Identificar in vitro las proteinas involucradas en la maquinara de RH de T. vaginalis.

Verificar in vitro la sustitucion de RAD52 por XRCC3.

Verificar in vitro la formacién del complejo MRE11/RAD50/EXOL y analizar sus

propiedades bioquimicas funcionales.

Determinar la existencia de rupturas de doble cadena en el DNA de T. vaginalis

por la presencia de cationes tales como Zn?* y Cd?* mediante ensayos de TUNEL.

Obtener las proteinas recombinantes rTvRAD51 y rTvDMCL1.

Obtener anticuerpos a-TvRAD51 y a-TvDMCL1.

Colocalizar a TvRAD51 y TvDMCL1 en T. vaginalis bajo tratamiento con luz UV-C,

presencia y ausencia de Zn?* y Cd?* mediante microscopia confocal.
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Apéndice

Amortiguador de transferencia para membrana de nitrocelulosa

Tris-base 25 mM 3.03¢g
Glicina 0.2 M 150149
Metanol absoluto 200 ml
Agua destilada cbp 2000 ml

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.0

NaCl (Merck) 137 mM 8.00¢g
KCI (Merck) 2.7 mM 0.20¢
Na2HPO4 (Merck) 4.3 mM 1.15¢
Agua destilada cbp 1000.00 ml

Amortiguador de muestra 1 x (BM 1X)

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

(stock 10 mg/ml)

Amortiguador de acetatos 100 mM (amortiguador de activacion de proteasas)
Acetato de Sodio (Sigma) 13.60 g

Agua destilada 800 ml

Ajustar al PH deseado (4.5, 5.0 y 6.0) con acido acético glacial (Merck). Al momento

de agregar B-mercaptoetanol al 0.1%.

Tris-CI/SDS pH 6.8 4x Tris-CI/SDS pH 8.8 4x
Tris-base (Sigma) 5mM 6.05¢ Tris-base (Sigma) 15 mM 18.6 g
SDS (Sigma) 0.13 mM 0.40¢ SDS (Sigma) 0.13mM  0.40¢g

Disolver en 20 ml de agua destilada, ajustar el pH y aforar a 100 ml
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SDS-amortiguador 2x

Trizma-base 1.52¢

SDS 2.00g

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8. posteriormente aforar a
100ml.

Solucion Colorante de proteinas (Azul brillante de Coomassie)

0.05% 0.2%
Metanol 500 ml 500 ml
Acido Acético glacial 100 ml 100 ml
Agua destilada 400 ml 400 ml
Azul de Coomassie R250 0.50 ml 2.00g

Tapar perfectamente el matraz y disolver toda la noche. Filtrar con papel “Whatman”

no. 1y proteger de la luz. Almacenar a temperatura ambiente.

Amortiguador TBE 10x

Triz base (Sigma) 108 g
Acido Bérico (Merck) 559
EDTA (Sigma) 9349
Agua destilada cbp 10009

Amortiguador de lisis (extraccién de DNA gendémico)

SDS (Sigma) 0.2%

NaCl 100 mM

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