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1.-RESUMEN

La Trichomonosis humana es una enfermedad de transmisidon sexual causada
por el protozoario flagelado Trichomonas vaginalis. La adhesion es el primer evento en
el desarrollo de una infeccién. En T. vaginalis es un proceso multifactorial en el que
participan al menos cinco adhesinas, AP120, AP65, AP51, AP33 y AP23. Estas
proteinas estdn reguladas coordinadamente a nivel de trascripcion y de traduccién por
concentraciones de hierro. Los genes para las adhesinas AP65, AP51, y AP33
mostraron homologia significativa con enzimas metabdlicas, como la enzima maélica o
lcs suouni dooks Ay dcelasuadnil Co A sintelcsa Redentemente, end Idoordaio se
ha identificado y caracterizado una nueva adhesina de 120 kDa (AP120). La secuencia
del extremo amino de la proteina AP120 reconocida por el anticuerpo que inhibe la
adhesion muestra homologia con la secuencia correspondiente al gen pfor a que codifica
para la enzima Piruvato ferredoxin oxidoreductasa (PFOR A) de T. vaginalis. Por ello
en este trabajo el gen pfor a se amplificé por PCR, se cloné en el vector PCR- II TOPO
y se secuencid. La secuencia deducida de aminoicidos mostré cinco diferencias con
respecto a la del gen pfor a reportado (Hrdy y Muller, 1995): los cambios modifican un
segmento transmembranal y algunos dominios de fosforilacién. El alineamiento
multiple entre las secuencias de PFOR A, B y esta nueva secuencia de PFOR mostr6
que otro de los 5 cambios que presenta, lo comparte con el gen pfor b, por lo que se
piensa que tenemos un gen distinto a los ya reportados. Dado que por el analisis de
doble dimensién y Western blot se detecta una proteina que s6lo aparece en altas
concentraciones de Fe’ 1la cual tiene homologia con PFOR-A y por
inmunofluorescencia indirecta se observa un aumento en la expresion de superficie de

una proteina con homologia a PFOR. Por lo que en este trabajo se analizé el efecto del
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hierro en la expresion del gen pfor a a nivel de transcripcién por RT-PCR utilizando
RNAm obtenido de pardsitos crecidos en diferentes concentraciones de Fe**
provenientes de dos aislados diferentes (CNCD188 y CNCD 147) de T. vaginalis. Estos
experimentos se realizaron utilizando como molde cDNA de los diferentes aislados y
oligonucleodtidos especificos para amplificar la region carboxilo terminal (1.1kb) de la
PFOR A, ya que esta es la regién reconocida por el anticuerpo anti-EhPFO, que
reconoce la superficie y organelos citopldsmicos de 7. vaginalis. Finalmente, también se
realizé un ensayo tipo Northern blot para determinar el tamafio del transcrito en las tres
condiciones de hierro. Al utilizar como sonda el fragmento de 1.1 kb en altas
concentraciones de hierro y se obtuvd un trascrito de 4.2 kb. Con estos resultados
podemos determinar que tenemos un tercer gen que codifica para PFOR A. Aunque se
requieren otros andlisis para determinar si la adhesina presenta solo homologia con la
PFOR A, de acuerdo al mapeo triptico y espectometria de masas realizado
anteriormente, o si este nuevo gen que tiene una identidad del 99% al de PFOR A se
comporta como una adhesina o es bifuncional dependiendo de la localizacién de la

proteina en el parasito.
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2.- INTRODUCCION

2.1.-Epidemiologia

Las enfermedades de transmisién sexual (ETS) representan uno de los
principales problemas de salud publica a nivel mundial, a pesar de los avances médicos
logrados en las dltimas décadas. Actualmente, se reconocen més de 30 enfermedades
bacterianas, virales y parasitarias que pueden transmitirse por via sexual
(www.saludpublica.com. 2000). Una de las ETS que se presenta con mayor frecuencia
principalmente en las mujeres, es la trichomonosis causada por Trichomonas vaginalis,
ya que existen alrededor de 180 millones de mujeres en el mundo afectadas por este
padecimiento cada afio (OMS, 2000). La prevalencia varia entre las poblaciones
estudiadas en un rango de 5-74% en mujeres y 5-29% en hombres (Anorlu y col.,

2001).

En México esta enfermedad se encuentra distribuida principalmente en la zona
centro y sur del pafs; el niimero de casos de trichomonosis registrados hasta Octubre
del 2004 es de 131,051. En la zona sur (Veracruz y Chiapas) se registra el mayor
nimero de casos con un porcentaje del 14.7% y 7.8%, respectivamente y en la zona
centro (Edo. de México) con un 7.7%, a diferencia de la zona norte, como en Baja
California que presenta solo un 0.2% (Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia
Epidemioldgica, SSA, 2004) (Fig. 1). Esta enfermedad prevalece en regiones de clima
célido, en mujeres de edad fértil, de vida sexual activa con multiples compafieros

sexuales e higiene personal pobre (Arroyo, 2000).
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Incidencia en México

Casos
registrados

Veracruz Chiapas Edo. México Baja
California
sur

Estados

Figura 1. Incidencia de casos registrados de pacientes con Trichomonosis en
México hasta Noviembre del 2004. Comparacion de los casos registrados entre

algunos estados de la Republica Mexicana.
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2.2.- Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacién de la trichomonosis en la mujer es de 5 a 30 dias. Esta
enfermedad puede ser asintomadtica, aguda o crénica, Los sintomas varian, empeorando
durante la menstruacién y el embarazo (Krieger y col., 1982a; 1982b). En la infeccién
crénica, los sintomas son leves, con prurito y dispareunia, aunque la secrecién vaginal
puede ser escasa y mezclada con moco. De un 25 a un 50% de mujeres infectadas son
asintomadticas, teniendo un pH normal de 3.8 a 4.2 y una flora normal en la vagina
(Spiegel, 1990). Sin embargo, la vaginitis es la manifestacion mds comun. La vagina y
el cérvix presentan edema y placas eritematosas que son descritas como ‘“cervix de
fresa”. Otras complicaciones asociadas con esta parasitosis son la predisposicion a la
endometritis, la infertilidad, los embarazos de alto riesgo, el cancer cérvico-uterino y la
susceptibilidad a la infeccion por VIH (Petrin y col., 1998). Ademas puede provocar
infecciones respiratorias en niflos recien nacidos de madres infectadas con

trichomonosis (Szarka y col., 2002 y Temesvari., 2002).

En el hombre, el cual es considerado un reservorio del parésito, este organismo
la mayoria de las veces se aloja en la uretra, aunque en ocasiones se localiza también en
la préstata y vesiculas seminales (Honigberg, 1990). Cuando se presentan sintomas se
puede observar una trichomonosis aguda caracterizada por una uretritis purulenta; o
como una enfermedad asintomadtica, la cual es clinicamente indistinguible de la uretritis

no gonoccocica (Krieger, 1995).
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2.3.- Tratamiento

Cada vez es mas frecuente encontrar aislados de 7. vaginalis resistentes a la
familia de los 5- nitroimidazoles, entre los que se encuentra el tinidazol y metronidazol.
Estos son antimicrobianos de amplio espectro que son los medicamentos comtinmente
utilizados para el tratamiento de algunas parasitosis como amibiasis, giardiasis y
trichomonosis. El metronidazol fue oginalmente sintetizado y aprobado para ser

utilizado contra la trichomonosis en 1959 (Durel y col., 1967).

La dosis de metronidazol por via oral recomendada es de 1.5 a 2 gr por un
periodo de 7 dias (Martinez, 2001). La concentracién minima letal de metronidazol es
25a317.51 g paadslaxs resistentes y 3.1 a12.51 g cemaronided paa
aislados susceptibles a la droga (Tachezy y Kulda, 1991). Otras vias de administracion,

es topica o intravenosa.

2.4.- Caracteristicas generales

2.4.1.-Agente etiologico y morfologia

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado que mide 10-201 mcelago,

aun cuando puede llegxy amedr hasta30 imy 7 I m e ddmetro. El organismo

presenta cuatro flagelos anteriores libres y uno recurrente a lo largo de la membrana

ondulante, el cual carece del extremo posterior libre.
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La membrana ondulante ocupa aproximadamente el tercio anterior del cuerpo.
El nicleo es excéntrico con la cromatina distribuida uniformemente. Ademads, en la
regién de la costa y del axostilo existen gran cantidad de granulos siderdfilos, entre los
que se encuentran los hidrogenosomas. El citostoma de esta especie es pequefio y poco

aparente (Tay, 1995) (Fig. 2).

2.4.2.-Biologia de Trichomonas vaginalis

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Protista

Phylum Protozoo

Subphylum Sarcomastigophora
Clase Zoomastigophorea
Subclase Zoomastigia

Orden Trichomonadida
Familia Trichomonadidae
Género Trichomonas

Especie Trichomonas vaginalis
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Ovoide Ameboide

Gonzalez Robles A.

Figura 2. Morfologia de Trichomonas vaginalis. Forma en la que se puede presentar
el parasito. A. Ovoide: a) axostilo f) flagelo, m) membrana ondulante. B forma de

costra
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2.4.3.- Ciclo de vida

El ciclo biolégico de T. vaginalis, es directo, ya que el parasito se transmite de
persona a persona por contacto sexual, en forma de trofozoito uninucleado y se
establece en la mucosa vaginal, uretra y prostata (Fig. 3). Este protozoario se
reproduce por fisién binaria que empieza con la divisién nuclear, después la del
blefaroplasto y resto de los organelos. Finalmente, se originan dos células hijas en las
que el citoplasma se separa en dos porciones (Gémez-Conde, Tesis de doctorado 2000;
Go6mez-Conde y col., 2000). No se conoce un estado de quiste. Aunque la formacién de
un seudoquiste ha sido descrita en células que han experimentado estrés ambiental

(Ribeiro y col., 2002).

La caracterizacion de la mitosis en 7. vaginalis ha demostrado la presencia de
las 5 fases: profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis (G6omez-Conde y col.,
2000). La cromatina de T. vaginalis experimenta diferentes grados de condensacion de
los cromosomas en metafase para condensar la cromatina en anafase (Brugerolle, 1975;

Petrin y col., 1998; Gémez- Conde, Tesis de Doctorado 2000).

Los parésitos se adhieren a la mucosa de la vagina y del exocérvix donde
permanecen a pesar de las condiciones adversas: a) pH 4cido; b) cambios hormonales
ciclicos; ¢) descamacion del epitelio; d) nutrientes escasos; e) presencia de lactobacilos;

g) flujo menstrual, entre otras.

21



A= Infective Stage
A\ = Uiagnostic Stage

Trichomanas vagiiahs

A

O ropnozoinein @) Muliles by fongitudinal @ Tropazoen
vaginal and prostatic Iinary fission vagina or orifice
secretions and urine of urethra

Figura 3. Ciclo de Vida de Trichomonas vaginalis. i: estado infectivo. d: estado de
diagnéstico.1: trofozoitos en secreciones prostaticas 2: fisidn binaria. 3: trofozoito en
vagina o en uretra. (Tomado de la base de datos: Introduction “The Trichomonas

vaginalis Genome Database”, www.tigr .or/tdb/e2k1/tvg/intro.shtml.)
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T. vaginalis se alimenta de componentes solubles, células del huésped, bacterias
y eritrocitos  (Honigberg, 1990). Son altamente sensibles a los cambios del
microambiente, como temperatura, pH, osmolaridad y potencial redox, por lo que
dificilmente sobreviven en el exterior de cuerpo humano y la infeccién por medio de
toallas contaminadas, en albercas o retretes contaminados es casi imposible (Honigberg,

1990).

2.4.4.- Metabolismo

Trichomonas vaginalis es un organismo protista eucariético primitivo. Aunque
es muy similar en muchos aspectos a otros eucariontes, es disimil en el metabolismo ya
que se parece mds a bacterias anaerdbicas primitivas, que carece de mitocondrias y
peroxisomas. Este protista aerotolerante anaerdbico contiene un organelo especializado
llamado hidrogenosoma (Johnson y col., 1993). Este organelo es andlogo a la
mitocondria de eucariontes superiores pero menos eficiente en la produccién de energia

(Arroyo, 2000).

Aunque hay marcadas diferencias entre la mitocondria y el hidrogenosoma, los
organelos son funcionalmente similares. Ambos organelos contienen rutas metabdlicas
implicadas en el proceso metabélico y la produccién de ATP (Fig. 4a). (Cavalier-Smith,

1987).

Este organelo tiene un didmetro de 0.5 a 1.0 T m, se encuentrarodsaco por 2

membranas y no contiene material genético (Muller, 1988). Se ha planteado varias
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teorias acerca del origen de éste. Estudios bioquimicos del hidrogenosoma han revelado
similitudes y diferencias en cuanto a algunas de las funciones entre este organelo y la
mitocondria. En cuanto al origen se considera que los hidrogenosomas son
modificaciones u organelos degenerados de las mitocondrias. Otra teoria sugiere que
los hidrogenosomas y las mitocondrias surgen de un ancestro comun (Johnson y col.,

1993).

Una tercera hipdétesis sugiere que los hidrogenosomas se originaron a través de
una endosimbiosis de una bacteria anaerébica con una célula eucariotica primitiva,
dandole la habilidad al hidrogenosoma para metabolizar en ausencia de oxigeno. Esta
ultima teoria es una de las mas aceptadas ya que de acuerdo a los andlisis de 2 proteinas
hidogencsomdes (faredoxina vy & succinil Co A sintetasa) se observan que hay
similitudes importantes entre la mitocondria y el hidrogenosoma sugiriendo que se

originaron de manera independiente (Johnson y col, 1993).

La fuente primordial de energia de 7. vaginalis son los carbohidratos y el
metabolismo de éstos ocurre tanto en el citoplasma como en los hidrogenosomas. En el
citoplasma la glucosa es convertida a fosfoenolpiruvato y subsecuentemente a piruvato
por la via Embden-Meyerhoff-Parnas. El piruvato se metaboliza en el hidrogenosoma
y con ayuda de la enzima Piruvato-feredoxin oxidoreductasa (PFOR) es descarboxilado
para formar Acetil Co A. El acetato es producido como producto final en la via de

transferencia de Co A a succinato.

Subsecuentemente, la ferredoxina (Fd) acepta los electrones generados por la

PFOR. La ferredoxina es reoxidada por la hidrogenasa (HYD) produciendo hidrégeno
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molecular como producto final en la cadena transportadora de electrones dentro del
hidrogenosoma (Fig. 4a) (Dunne y col.,, 2003). En condiciones limitantes de
carbohidratos se ha comprobado que ciertos aminodcidos, esencialmente arginina,
treonina y leucina, en ausencia de maltosa, favorecen el crecimiento y la sobrevivencia

del parésito (Petrin y col., 1998).

En organismos aerébicos, la misma reaccién es catalizada por el complejo
multienzimatico de aproximadamente 10° kDa de la piruvato deshidrogenasa (PDH)
(Weiland, 1983). Los mecanismos cataliticos de PFOR y la PDH son diferentes (Fig.
4b). La tunica propiedad que tienen en comin ambas es la presencia de tiamina
pirofosfato (TTP) (Kerscher y Oesterhelt, 1982). Este grupo prostético de 200 — 300
kDa, es usado como un cofactor por los “cluster” Fe-S y estd implicado en la

ruptura de los enlaces carbono-carbono (Schonheit y Schafer, 1995).

Existen 3 tipos de PFOR, la PFOR en algunos organismos como en algunos
protozoarios y bacterias es un dimero o proteina tetramérica de aproximadamente 240
kDa. En otros organismos como Halobacterium halobium, la PFOR que tiene 2
subunidades, de 86 y 42 kDa, mientras que en Pirococcus furiosus, Thermotoga
maritima y Archaeglobus fulgidus 1a PFOR se compone de 4 subunidades: 47, 32,25 y

13 kDa (Kunow y col., 1995).
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Metabolismo de Carbohidratos en el
hidrogenosoma
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Figura 4a Metabolismo de Trichomonas vaginalis. Representacioén de la estructura
del hidrogenosoma en 7. vaginalis y los mecanismos que utilizan diferentes moléculas
en el metabolismo. a) Descarboxilacion del piruvato por la PFOR (Piruvato ferredoxin
oxido reductasa). b) Reoxidacién de la ferredoxina. ¢) hidrégeno molecular, producto
final de la cadena transportadora de electrones. SCS: succinil Co A sintetasa, ME:
enzima malica, ASCT: acetato succinato Co A transferasa, RNO2: metronidazol

(Tomado de Land col., 2004).
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Metabolismo de Carbohidratos en la
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Figura 4b Metabolismo de eucariontes superiores. Representacion de la estructura de
la mitocondria y representacidon de los mecanismos que utilizan diferentes moléculas en
el metabolismo. a) Descarboxilacién del piruvato por la PDH (piruvato
deshidrogenasa). b) Descarboxilacion del piruvato. Ciclo de Krebs c) ATP, producto

final de la cadena transportadora de electrones.
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La PFOR se encuentra en pocos grupos protistas amitocondriados, como
Giardia lamblia (Ellis y col., 1993), Entamoeba histolytica (Rodriguez y col., 1996) y
en T. vaginalis. En estos protistas se encuentran formadas por dos subunidades

homoélogas de aproximadamente 120 kDa cada una (Hrdy y Muller, 1995).

La PFOR de T. vaginalis estd localizada en el hidrogenosoma, un organelo
limitado por una doble membrana (Muller, 1993); es el primer miembro de un sistema
de transferencia de electrones que tiene una corta cadena y usa protones como aceptor
de electrones. Esta enzima reduce un “cluster” [2Fe-2S] de la ferredoxina, el cual es
subsecuentemente reoxidado por una hidrogenasa (ferredoxin: H, oxidoreductase)
(Hrdy y Muller, 1995). La ferredoxina de 7. vaginalis es una proteina hidrogenosomal
de 12 kDa, que participa en la activacién del metronidazol en un compuesto téxico y es
el aceptor natural de electrones para la PFOR. Estd codificada por un gen unico sin
intrones y en los aislados de T. vaginalis que presentan resistencia al metronidazol, su
expresion se encuentra reducida hasta en un 50%, tanto a nivel de traduccién como de
trascripcion, disminuyendo la capacidad de la célula para activar al metronidazol (Quon

y col., 1994).

2.4.5.- Mecanismos de accion del metronidazol

Como se sabe, en las rutas metabdlicas que se realizan en la célula, el
hidrogenosoma juega un papel importante en la activacién del metronidazol. Esta droga
entra por difusidn pasiva tanto a la célula como también a este orgdnelo como una
prodroga y compite con una enzima terminal llamada hidrogenasa como un aceptor de

electrones donados por la ferredoxina. La activacion de la droga ocurre cuando un
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electrén es transferido a un grupo nitro formando un nitro-radical téxico (Upcroft y
Upcroft 2001; Kulda, 1999). En ausencia de la droga, los protones normalmente deben

ser reducidos a hidrégeno molecular por accién de la hidrogenasa (Fig 4a).

La importancia de la PFOR y la ferredoxina en la activacion de la droga ha sido
sustentada por aislados de T. vaginalis que pueden hacerse resistentes a la droga al
alterar la actividad de cualquiera de las dos proteinas (Brown y col., 1999; Cerkasovova

1984; Kulda y col., 1993; Quon y col., 1992; Upcroft y Upcroft, 1999).

El nimero de aislados de T. vaginalis clinicamente resistentes han aumentado
(Sobel y col., 1999) y poco se conoce acerca de las bases moleculares de la resistencia
al metronidazol. En estos organismos se ha observado una relacién directa entre la
expresion del gen de la ferredoxina y la resistencia a la droga. Aunque por anélisis
moleculares como el reemplazamiento del gen de la ferredoxina, midiendo la
concentracién minima letal del metronidazol confirma que esta molécula no es la
responsable de la resistencia de los diferentes aislados a este fairmaco. Esto quiere decir
que hay mecanismos atin desconocidos para explicar la resistencia de los aislados de T.

vaginalis (Kirkwood y col., 2004).

A la fecha, se han clonado dos genes para la PFOR de T. vaginalis (pfor-a y
pfor-b) con un tamafio de 3,665 pb con un marco de lectura abierto de 3,473 pb para
ambos, que codifican para 1157 aa y una proteina de aproximadamente 120 kDa. Al
comparar la secuencia deducida de aminodcidos presentaron 95% de identidad (Hrdy y

Muller, 1995). Estos genes difieren en 211 nucledtidos resultando 5.5% divergentes.
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Ambos genes son ricos en A+T tanto en las regiones codificantes como en las no

codificantes.

2.5.-Patogénesis

2.5.1-Cistein proteinasas

Este pardsito tiene proteasas de tipo cistein y metaloproteasas, la mayoria de las
cuales son cistein proteinasas (CPs). Algunas de las CPs participan en la virulencia de
T. vaginalis y son consideradas como factores liticos en la hemdlisis de eritrocitos, en
la adherencia y en la citotoxicidad de 7. vaginalis a células epiteliales (Arroyo y
Alderete, 1989), en la degradacién de inmunoglobulinas Ay G (IgAelgG) yenla

resistencia al complemento (Provenzano y Alderete, 1995).

Se han identificado aproximadamente 23 CPs por electroforesis de sustrato en
geles de dos dimensiones. Algunas CPs ya se han identificado y caracterizado. Una de
ellas es la CP de 30 kDa (CP30), la cual participa en la adhesién ademds de degradar
sustratos como fibronectina y coldgena IV a pH 4cidos, de manera que puede degradar
proteinas de matriz extracelular (Arroyo y Alderete, 1989; Arroyo, 1995; Mendoza-
Lépez y col., 2000). Otra CP que se ha demostrado que participa en citoadherencia es la
de 62 kDa mediante el uso de anticuerpos monoclonales en contra de esta proteina.
Ademads confiere proteccion a los ratones inmunizados con este antigeno (Herndndez y

col., 2004).
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2.5.2.-Evasion de la respuesta inmune

A la fecha se ha mostrado una relacién muy compleja huésped-parasito en la
trichomonosis, lo cual se evidencia por los mecanismos que 7. vaginalis utiliza para
sobreponerse a las barreras naturales de defensa del huésped. La respuesta inmune del
huésped es neutralizada por numerosas enzimas proteoliticas y por la variacidén
fenotipica que poseen las trichomonas infectadas por el virus de RNA de doble cadena
(dsRNA) (TVV) (Alderete y col., 1986, Khoshnan y Alderete, 1994; Provenzano y
Alderete, 1995). Este virus regula la expresion de la proteina de superficie de 270 kDa
(p270) que le confiere variacién fenotipica. Otro evento para evadir la respuesta
inmune del huésped es la degradacion de anticuerpos en secreciones de pacientes con
trichomonosis observandose CPs y anticuepos en contra de éstas (Alderete y col., 1991;
Bozner y col., 1992). Estas CPs son capaces de degradar los anticuerpos generados por
el huésped y evitar la proteccién a la infeccion (Provenzano y Alderete, 1995). El
mimetismo molecular es otra manera de evadir la respuesta inmune utilizando la

homologia que existe entre las adhesinas y enzimas metabdlicas.

2.5.3.-Citotoxicidad

El mecanismo de citopatogenicidad de 7. vaginalis es un proceso multifactorial,
en el que el primer evento es la adhesion del parasito a la célula blanco, seguida por el
dafio progresivo de ésta. Este dafo se inicia por un redondeamiento celular seguido por
la muerte y la fagocitosis, para que finalmente ocurra la desintegracién celular

(Alderete y Pearlman, 1984; Krieger y col., 1985; Arroyo, 2000)
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En este proceso participa una proteinasa de 65 kDa, que presenta afinidad a la
superficie de las células Hel.a y se encuentra ausente en los aislados de 7. vaginalis no
citotoxicos. La actividad de la CP65 es modulada negativamente por concentraciones
de zinc similares a las encontradas en las secreciones prostiticas (e1.6 mM) de
pacientes masculinos con prostatitis crénica (Alvarez-Sdnchez, Tesis de doctorado
2001).

Otra CP implicada en citotoxicidad es la CP39, que se une a las células HeLa y
degrada sustratos como coldgena I, IIl y V, hemoglobina, fibronectina ademds es
secretada por el pardsito in vivo e in vitro y se encuentra activa en un rango amplio de
pH (3.6-9.0) (Hernandez—Gutiérrez y col., 2004) y su actividad se ve afectada
negativamente por hierro (Herndndez-Gutiérrez y col., 2003). Sin embargo se identificd
otra CP que se ha demostrado que degrada sustratos como dimeros y mondmeros de
hemoglobina; inmunoglobulinas IgG e IgA; esta CP es considerada como una enzima

acida (Duk-Young y col .,1998).

2.5.4.-Regulacion por Hierro

En el huésped, el hierro estd unido a moléculas especificas como transferrina y

lactoferrina, las cuales son glicoproteinas con una afinidad muy elevada por este i6én y

estdn presentes en el suero y en la mucosa vaginal, respectivamente.

En T. vaginalis, la adquisicién de hierro es mediada por receptores que

reconocen de manera especifica lactoferrina, hemoglobina, citocromo c, ferritina y

extractos de células HelLa (Lehker y col., 1990; Dailey y col., 1990). EI hierro esta
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implicado en la regulaciéon de una serie de mecanismos que le permite al pardsito
subsistir en el huésped gracias a la inducciéon de la sintesis de diferentes proteinas

dependiendo de la concentracion de este i6n en el medio.

De manera especifica, en altas concentraciones de hierro de induce la expresién
de la ferredoxina, de la succinil CoA sintetasa, de la PFOR y las adhesinas AP65,
AP51, AP33, AP23, AP120 (Arroyo y col., 1992; Lehker y col., 1991; Yafiez- Gémez,
1999 Tesis de maestria; Moreno-Brito y col., 2005). La regulacién de algunas de estas
proteinas se lleva a cabo a nivel transcripcional y traduccional; tal es el caso de las
adhesinas cuya expresion es inhibida utilizando actinomicina D o cicloheximida en el

medio suplementado con hierro (Lehker y col., 1991).

La disponibilidad del hierro es necesaria para procesos metabdlicos y el
crecimiento de este pardsito. Ademads en la citoadherencia de este organismo a la célula
huésped, el hierro regula la expresién de genes que codifican para las adhesinas y la
cistein proteinasa CP30; por lo que se ha postulado que este i6n es esencial para la

sobrevivencia de este protozoario.

2.5.5.-Citoadherencia

El parasitismo y la colonizacién del epitelio vaginal por 7. vaginalis se realiza
por medio de la unién especifica del pardsito a las células epiteliales (VECs) a través de
proteinas de superficie del pardsito (adhesinas) las cuales interactian con moléculas de
la superficie de las célula hospedera (receptores) (Alderete y Garza, 1985; 1988;

Arroyo y col., 1992).
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El mecanismo de citoadherencia de 7. vaginalis es complejo, dependiente de pH
y temperatura (Alderete y Garza, 1985) e involucra una serie de eventos entre los que se
incluyen transduccién de sefiales transmembranales (Arroyo y col., 1993), ademas de la
participacion de moléculas como adhesinas (Arroyo y col., 1992), una cistein
proteinasa de 30 kDa, CP30 (Arroyo y Alderete, 1989; 1995, Mendoza-Lépez y col.,
2000) y glicoconjugados de superficie con actividad receptora para proteinas de matriz

extracelular como laminina (Silva Filho y col., 1988).

Este parésito presenta un sofisticado sistema de transduccién de sefiales con el
cual controla la expresion de genes de virulencia como los que codifican para las
adhesinas (Arroyo y col., 1993). A la fecha, se han identificado y caracterizado cinco
proteinas de superficie, como adhesinas AP65, AP51, AP33, AP23 y API120,
involucradas en la adhesion de 7. vaginalis a las células epiteliales (Alderete y Garza,
1985; 1988, Arroyo y col., 1992; Yanez-Gomez, Tesis de Maestria 1999; Moreno Brito
y col., 2005). La expresion de los genes de las adhesinas se encuentra regulada a nivel
de trascripcién y en forma coordinada, por condiciones ambientales, tales como la
concentracién de Fe* en el microambiente de la vagina (Lehker y col., 1991) y por

contacto con las células del epitelio vaginal (Arroyo y col., 1993; Garcia y col., 2003).

Los genes para tres de las cinco adhesinas se clonaron con lo que se confirmé la
regulacién de la trascripcién de los genes de las adhesinas por hierro (Arroyo y col.,
1995). De manera inesperada, se encontrdé que las tres adhesinas presentan homologia
significativa con enzimas metabdlicas hidrogenosomales, pero ubicadas en la superficie

del parésito (Arroyo, 2000; Garcia y col., 2003).
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Al comparar los genes de estas adhesinas AP65, AP51 y AP33, mostraron
homologia significativa con enzimas metabdlicas como la mdlica, una enzima
localizada en los hidrogenosomas que participa en la produccién de ATP, presentando
una identidad del 78%, con la AP65. Lo mismo ocurre con las subunidades oy B de la
succinil-Co A sintetasa con la AP33 y la APS51, respectivamente, mostrando una
identidad la AP51 del 44.2% con la subunidad [, mientras que los tres genes de la
AP33 tienen una identidad de 53.8%, 54.5% y 54.9% con la subunidad o de la succinil

— CoA sintetasa (Engbring y col., 1996).

En el estudio de seis aislados mexicanos de 7. vaginalis se determiné el efecto
de altas concentraciones de hierro en el medio de cultivo sobre la expresion de las
adhesinas y los niveles de adhesion. En el patrén de adhesinas se observo la aparicion
de una banda de 120 kDa con afinidad a la superficie de las células Hela (Yéaiez-
Go6mez, Tesis de licenciatura, 1998). Enseguida, se demostrd que esta proteina es una
nueva adhesina de 7. vaginalis (Yanez-Gémez, Tesis de Maestria, 1999) que de acuerdo
con el peso molecular podria corresponder a la PFOR de 120 kDa (Hrdy y Muller,
1995) o al receptor para laminina de 118 kDa (Silva Filho y col., 1988) de T. vaginalis.
Por lo que esta adhesina, AP120, podria presentar homologia con una enzima
metabdlica hidrogenosomal, aunque localizada en la superficie del pardsito, como la

AP65, AP51 y AP33 (Engbring y col., 1996).

La AP120 se caracteriz6 determinando el niimero de manchas que forman a la
proteina de 120 kDa en extractos de proteinas totales de 7. vaginalis crecidas en

diferentes concentraciones de hierro, 20 y 250 uM, comparadas en electroforesis de
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2-D. Por ensayos de “Western blot” con el anticuerpo anti-TvAP120, que inhibi6 la
adhesién de 7. vaginalis a monocapas de células HelLa (Ydafiez-Gémez, Tesis de
Maestria, 1999), se observé un patréon diferencial entre las proteinas de parasitos

. . .. . L. . 2
crecidos en diferentes condiciones de cultivo. En pardsitos crecidos en 20 UM de Fe “*

se observaron 2 manchas en la regién de 120 kDa y en parasitos crecidos en 250 UM de
hierro se observaron 3 manchas. EI anticuerpo anti-TvAP120, reconocié a la mancha
numero 1 que solo se encontré en pardsitos crecidos en alto hierro. Esta mancha podria
corresponder a la AP120. (Moreno-Brito y col., 2005). De esta mancha se realiz6 el
mapeo triptico (MALDI-TOF MS-“peptide mass mapping”) y los espectrogramas
muestran las masas de 59 péptidos. Las masas de 22 de 59 péptidos coincidieron con las
masas de los péptidos  generados tedricamente de la piruvato flavodoxin
deshidrogenasa de 7. vaginalis, conocida como Piruvato ferredoxin oxidoreductasa
(PFOR, mostrando que la adhesina de superficie AP120 presenta homologia con la
PFOR hidrogenosomal del pardsito (Moreno-Brito, Tesis de Doctorado, 2004; Moreno-

Brito y col., 2005).

Debido a éllo se realizaron ensayos de “Western blot” e inmunolocalizacién
con un anticuerpo anti- EhPFO preparado contra un fragmento recombinante de 648
aa de la parte carboxilo- terminal de la PFOR de E. histolytica (del nucledtido 1,260 a
3,408 del gen pfor). Las PFOR de estos dos parasitos presentaron una identidad del 45%
(Rodriguez y col., 1998). Ademas, en este fragmento se encontraron 11 de los 22
péptidos identificados de la mancha no. 1 correspondiente a la AP120 (Moreno-Brito

y col., 2005).
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3.-JUSTIFICACION

La identificacion y caracterizaciéon de una nueva adhesina de 120 kDa (AP120),
mostré que hay otra proteina de 7. vaginalis que sélo se induce en altas
concentraciones de hierro que el parasito utiliza para adherirse al epitelio vaginal y que
tiene homologia con la PFOR una enzima hidrogenosomal que participa en el
metabolismo de este organismo, repitiendo el patrén de las otras adhesinas ya antes
reportadas. Por ello, es de interés amplificar, clonar y expresar a la PFOR A para su
posterior localizacién y determinacion de su funcidn para confirmar si hay un gen que
tenga dos funciones (adhesina y enzima metabdlica) o si estdn codificadas por dos genes

distintos que comparten cierta homologia.
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4.-HIPOTESIS

Dado que la AP120 comparte péptidos de masas iguales con la secuencia
deducida del gen pfor a, se sugiere que la AP120 presenta homologia a la PFOR A de
Trichomonas vaginalis, o que se trate de un homdlogo del gen pfor a con algunas
modificaciones que le permitan realizar una funcién diferente y localizarse en la

membrana plasmética del parésito.

5.-OBJETIVOS

5.1.-OBJETIVO GENERAL

Clonar y expresar el gen de la PFOR A de Trichomonas vaginalis

5.2.-OBJETIVOS PARTICULARES

Clonar el gen pfor a de T. vaginalis

Determinar el efecto del Fe ** a nivel de transcripcion del gen pfor a .

Buscar genes tipo pfor en el genoma de 7. vaginalis.
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Estrategia

6.1.-Clonacion del gen pfor a

Extraccion de DNA
genomico
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iniciadores
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Clonacién en el
Vector PCR II-TOPO
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del gen —>
pfor a
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6.2.- Determinar el efecto del Fe ** a nivel de transcripcion del
gen pfor a.

Parasitos
Crecimiento

*Digrilo©)i M Extraccién de Sintesis Cuantificacion

*Narmd (20) i M — | RNatotal | ——pp| decDNA |[—P>| (OD260)

*Altohiero(250)i M

Purificacion
de RNA RT-PCR
poliA+
Northern
Blot Analisis
denstometrico

por el programa
(Quantity One)
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6.3.-Analisis in silico del genoma de T. vaginalis

Busqueda de secuencias en
el TIGR

)

Obtencion de secuencias

Alineamientos multiples

I

Construccion de
Dendrogramas
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7.-METODOLOGIA

7.1.-CULTIVO DE Trichomonas vaginalis

El aislado CNCD 188 de T. vaginalis, se cultivé en medio TYM (trypticase-
yeast extract-maltose) con 10% de suero de caballo (SC) (JSR, Lenexa, Kans)
inactivado por calor por 24 h a 37 °C, para obtener pardsitos en fase logaritmica de

crecimiento (Diamond, 1957).

Antes de la extraccion de RNA total, los cultivos de pardsitos se suplementaron
con altas concentraciones de hierro, al agregar sulfato ferroso amoniacal (250 uM final)
al medio TYM. Para concentraciones bajas de hierro al medio se agregd 2-2 dipirilo
(150 uM final), el cual es un agente quelante de hierro. Estos compuestos se agregaron

24 h antes de hacer la resiembra de parasitos.

7.2.-EXTRACCION DE DNA GENOMICO

La extracciéon de DNA gendmico del parasito, se realizé por medio de la técnica
de fenol—cloroformo (Chou y Tai, 1996) modificada (Espinosa y col., 2001) a partir de

1.5%x 10 parasitos.

Cultivos de T. vaginalis en cajas de 75 cm?, en 100 ml de medio se cosecharon
en fase logaritmica de crecimiento, por medio de centrifugacion a 1,800 rpm por 5 min
a 4°C y se lavaron 3 veces con 20 ml de PBS, pH 7.4. El botén celular se resuspendi6

en 2 ml de PBS y se transfirieron a 2 tubos Eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente, a cada
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tubo se ayegaon 300 1| de amortiguadar ce lisis (Aéndice) y 300 11 ce Ferd
(equilibrado con Tris-HCI, pH 8.0), se agit6 suavemente por 30 seg y se centrifugd a
13,000 rpm por 3 min a 4°C en microcentrifuga. La fase superior se tomo
cuidadosamente, sin tocar la interfase, se colocé en un tubo Eppendorf nuevo con 300
1l deFed y300i| cedadoamod 100%, seag1o y se centrifugd de la misma forma
que en el paso anterior. La fase superior se colocd en un tubo Eppendorf nuevo con 500
i dedadfamoal 100%, se agit6 y se centrifugd. Posteriormente, la fase superior se
colocé en otro tubo Eppendorf nuevo y el DNA se precipité con 1 ml de Etanol al 100%
y 4011 ce asetdo cesodo 3M (2.5 vdidmenes de etanol absoluto y 1/10 volumen de
acetato de sodio 3 M), a -20°C durante 2 h y se centrifugé a 13,000 rpm durante 15 min
para obtener los dcidos nucléicos. Se retird el sobrenadante y el botén de dcidos
nucléicos se lavo con 1 ml de etanol al 70%, se retiré el etanol y la pastilla se secdy se
resuspendi6 en 50 1 | de amorfiguodr TE (Aéndice). Finalmente, se agregé 0.5 11 de
ribonucleasa A (2 mg/ml) y se incubé durante 30 min a 37°C. El DNA se analiz6 en

geles de agarosa al 1% en TAE 1X y se almacen6 a 4°C.

7.3.-DISENO DE INICIADORES PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN pfor a.

A partir de la secuencia de DNA reportada del gen de la pfor a de T. vaginalis
del aislado ATCC 30001 (no. de acceso U16822) se disefaron oligonucleétidos en
sentido (PFDAS5”) y en antisentido (PFO A REVERSE). Incluyendo el codén de inicio

y el codén de paro, respectivamente (Fig. 5; Tabla 1).
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Figura. 5 Esquema del gen pfor a del aislado ATCC30001. Ubicacion de los
iniciadores utilizados para amplificar el gen pfor a de Trichomonas vaginalis del aislado

CNCD 188.
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7.4.-AMPLIFICACION DE LA REGION CONSERVADA DE CPs

Al comprobar que los iniciadores estdn ubicados de manera que pueden
amplificar. Una forma de probar que todos los reactivos estin trabajando eficazmente en
la reaccién de PCR, como control se utilizé una amplificaciéon de la regién conservada
de CPs de T. vaginalis. Los iniciadores utilizados son especificos para CPs de tipo
papaina de T. vaginalis. Como molde se utiliz6 el DNA genémico de T. vaginalis, [4.3
1ol 111, elos indodores CP5”: 5°-CCG AAT TCC ARG GIC ART GYG GIW
SIT GYT GG-3° y CP3":5"-CCC TCG AGC CAI SWR TTY TTI ACD ATC CAR
TA-3 (10 prdesfil) sediadieron 311 ceTagpdimeaasaPakin Elma), 111 ce
DNA genémico, 1 il 0.6 11 ANTP’s 10 mM, 2.7 il Mgd, 80 mM, 3 1l ce
anortiguadar e PCR 10x, 12.211 H,0, dando como resultado una reaccién de 3011 a
los que se les agregd la misma cantidad de aceite de silicona. Las condiciones para
amplificar fueron: la desnaturalizacién, 94°C 2 min, para alinear 44°C 30 seg y
extension 61°C 45 seg 35 ciclos; y las condiciones de extension final: 61° C 7 min, 1
ciclo. Para visualizar los resultados, se corrié un gel de agarosa al 1%, utilizando un

amortiguador TAE 1x (Fig. 6).
7.5.-AMPLIFICACION DEL GEN pfor a.

Para amplificar el gen de pfor a, se consideré el tamafio del gen y las
temperaturas de fusion de los iniciadores disefiados para la desnaturalizacidn, extension
e hibridacidn; asi como también el niimero de ciclos suficientes para amplificar este gen

de aproximadamente 3.4 kb, para establecer condiciones reproducibles. En un tubo
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Eppendorf estéril 500 1 | , con paedss ddgaxs, seadoo 111 od inidadx PFDAS”
5’-CGG GAT CCC ATG CTC CGC AGC TTC GGC AAG-3° (TpghD) y Til del
iniciador PFO Reverse: 5’-GGG GTA CCC ACT TAC TGT GTT TCG TGG ATC
TTC-3 (1 pg/ul) (Tabla 1). Estos iniciadores permiten amplificar el gen pfor a
completo. Como control negativo se prepar6 una reaccién de 50 ul sin DNA genémico,
se puso una segunda reaccidén con el mismo volumen que la anterior a la cual se le
agregd 1 pul de DNA gendmico y una tercera que a la cual se le adicion6 0.5 pl de
DNA genémico (4.3 ug/ul). La mezcla de PCR contiene 1ul de Taq Polimerasa (Perkin
Elmer) 7.5 pg/ul, 9 ul de MgCl, (25 mM), 5 ul de amortiguador para PCR (1x) y 1ul
de deoxirribonucleétidos trifosfatados 0.2 mM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP). Las
condiciones de PCR fueron: para desnaturalizar: 94°C por 2 min, 1 ciclo, 35 ciclos de
94 °C 1 min, 56 °C 35 seg, 72°C 4 min y las condiciones de extensién final 72 °C 7
min 1 ciclo. Para visualizar los productos, se corrié un gel de agarosa al 1%, utilizando

un amortiguador TAE 1x (Fig. 7).

Tabla 1. Secuencia y ubicacion de los oligonucledtidos para amplificar fragmentos del gen que codifica
para la pfor a.

Nombre Secuencia (5 3)) Long.( nt) Posicién (aa)

PFDAS’ 5°CGG GAT CCC ATG CTC CGC AGC TTC GGC AAG ¥ (30 1-7
BamHI

PFOREV 5°GGG GTA CCC ACT TAC TGT GTT TCG TGG ATC TTC 3’ (33) 1150-1157

PFOAS’ 5°GGA TCC CGG CAA GAG AATTCC AGGAGA ¥ 27) 5-12
BamHI

PFOA3’ 5°GCG GCC GCA TCT TCT TGT AGC CCT CGT AA 3 (29) 1145-1153
Not I

PFORS’ 5°GAA GAG GGC AAGAACTGGGA ¥ (20) 759-767

PFOR3’ 5°CCC AAC CAT CAC CAC CGA CG 3’ (20) 949-956

46



7.6.-CLONACION DE PRODUCTOS DE AMPLIFICACION EN EL VECTOR

pCRII-TOPO (Invitrogen) DEL GEN pfor a

Para clonar el producto de PCR del gen pfor a se tomaron 6 pl de la reaccién de
amplificacion y se agregé 1 ul de Taq polimerasa (Perkin Elmer) y se dejé a 50 °C por
5 min, esto fue para recuperar las adeninas perdidas por el tiempo que transcurrié
después de la amplificacidn, esto fue después de 2 dias, ya que la técnica para clonar en
el vector PCR II TOPO (Invitrogen) requiere la muestra fresca. Posteriormente, para la
ligacién del producto de PCR en el vector, se mezcl6 0.5 pl del vector PCR II -TOPO
(Invitrogen), se agreg6 0.5 ul de H,O, 111 desdes contenids end Kit dd vedar csi

como también 4 1 | de la reaccion de PCR, por 5 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, se transformaron bacterias quimicamente competentes (E coli
TOP 10), addonancdb 411 celamezda ce ligxdén, se incubd por 30 min en hielo,
posteriormente se dio un choque térmico (42°C por 30 seg), e inmediatamente se pasé a
hielo. Después se agregaron 250 1| demedo SOC (Apéndice), se agité a 200 rpm a
37°C por 1 h. Enseguida se plaqueron 2 cajas con medio LB + ampicilina (100 mg/ml)
y 40 11 ce X-Gal (40 mg/ml), se agregd 75 6 100 11 od adtivo acxxajay se
incubaron a 37°C por 18 h. Finalmente, se contaron las colonias blancas y azules y las
colonias blancas se sembraron en una caja “master” donde cada una de las clonas se
enumerd para su posterior andlisis por restriccion, previa extracciéon del DNA

plasmidico por “Miniprep”.
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7.7.-EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

Una colonia de bacterias se colocé en un tubo de vidrio estéril de 20 ml con
tapa, que contenia 5 ml de medio LB con 51| ce Amadlina(100 mg/ml) y seincubd a
37°C durante 16-18 h en agitacién a 200 rpm. Las bacterias se empastillaron en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml, por centrifugaciéon a 13,000 rpm por 2 min, se retir6 el
sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en 100 1| delasdudén I (Apéndice) fria, se
agit hasta resuspender la pastilla. Enseguida, se agregaron 200 ul de la solucién 11
recién preparada (Apéndice), se mezcld suavemente por inversion, después se agregaron
150 pl de Solucién III fria (Apéndice), se mezcld suavemente por inversién y se incubd
en hielo durante 5 min. Posteriormente, se centrifugd a 13 000 rpm durante 5 min a 4°C,
el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se agregd un volumen igual de la mezcla
de fenol-cloroformo 1:1, se agité y se centrifugé de la misma manera que en el paso
anterior. La fase superior se transfirié (sin tomar la interfase) a un tubo limpio, se
agregaron 2 volimenes de etanol al 100% frio y se dejé precipitar por 2 h a — 20 °C.
Luego se centrifugd a 13 000 rpm durante 20 min a 4°C, la pastilla obtenida se lav6 3
veces con etanol al 70% frio y luego se sec6 a temperatura ambiente. Finalmente, la
pastilla se resuspendié en 50 pl de agua estéril bidestilada, después se agregd
Ribonucleasa A (10 mg/ml) y se incubd por lh. El DNA plasmidico obtenido se
analiz6 por electroforesis en geles de agarosa al 1%, para determinar la calidad del
DNA. La extraccion de DNA plasmidico a gran escala (maxiprep) se hace 10 veces

2

mas.
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7.8.-MAPA DE RESTRICCION

El DNA plasmidico de cada una de las colonias candidatas se analizd por
restriccion con Kpn [, para linearizar y se incubd por 1 ha 37 °C . Laenzima Bstx [ se
utiliz6 para liberar el inserto y la digestion se realiz6 a 55 °C por 1h. La enzima BamHI,
se utiliz6 para conocer el sentido en el que se clond el inserto y el DNA plasmidico se
dej6 digiriendo por 1h a 37 °C. Para confirmar que se trataba del gen pfor a se utilizé la
enzima Xho I, ya que sélo cortara al gen pfor a, el cual contiene un sitio de corte en la

secuencia de este gen y pfor b no tiene este sitio (Fig. 8).

7.9.-PURIFICACION DE DNA POR GENE CLEAN (Q.BIOgene)

Para purificar DNA plasmidico de la clona que contiene el fragmento de 3,400
pb que codifica para la PFO A, obtenido del maxiprep, se partié de 100 ul de DNA
plasmidico. Posteriormente, se agregd 3 volimenes de Nal y se dej6 a 50°C por 5 min,
se agregaron 5 ul de ‘Glassmilk™, se agit6 por 30 min, a temperatura ambiente. Se
centrifugé a 13,000 rpm por 2 min, se decantd el sobrenadante y se lavé la pastilla 3
veces con 500 pl de ‘New Wash”, por centrifugacién a 13,000 rpm por 5 min a
temperatura ambiente. La pastilla se secd, se resuspendié en 100 ul de H,O estéril
bidestilada, se incubé a 55°C por 10 min, se centrifugé a 13,000 rpm por 2 min, el
sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendoft nuevo y se determind la concentracion

de DNA en el espectrofotémetro.
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7.10.-CONGELACION DE CLONAS DE E. coli RECOMBINANTE

La clona candidata se inocul6 en 5 ml de medio LB con 5 pl de ampicilina (100
mg/ml) y se incubéd en agitacion (200 rpm) a 37° C por 18 h. Después, se agregé 4.5
ml de glicerol - LB (1:1) estériles, al tubo de cultivo de bacterias, se mezcld y se
alicuotaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles, en presencia de mechero.
Posteriormente estos tubos se almacenaron a —70° C. Se guardaron cinco alicuotas con

el nombre PFOR?7 (Tabla 3).

7.11.-SECUENCIACION DE DNA

Para confirmar que el producto de PCR clonado corresponde a la secuencia del
gen pfor a, reportada por Hrdy y col., 1995 se realizé la secuenciaciéon del DNA
plasmidico de la clonas seleccionadas por el Método de Sanger (Sanger y col., 1977)
con iniciadores universales (T7 promotor y M 13 reverse) especificos para el vector PCR
II-TOPO. La secuenciacién se realizé con el secuenciador automatico del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM. Posteriormente, se disefiaron oligonucledtidos
especificos en ambos sentidos (Tabla 2), mediante el programa OLIGO 4 (MAC). La
traduccién tedrica de la secuencia se realizO con el programa Translate tool

(http://us.expasy.org/) (Fig. 9).
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Tabla 2. Secuencia y ubicacion de los oligonucleétidos disefiados para secuenciar la clona que contiene
el gen pfora

Nombre Secuencia (5°-3) Longitud. (nt) Posicioén (aa)
PFOR25’ 5> CAC CTC ACA ACT ATC CAC ¥ (18) 159-165
PFOR35’ 5’ GTT GCT GCT GCT CTC ATT GG ¥ (20) 344-351
PFOR33’ 5’ATA GCT GTT TCA CCG CAT CC 3’ (20) 801-808
PFOR23’ 5’ TCC TTC TTA GCC TTT GTG 3’ (18) 1009-1015

7.12.-REAMPLIFICACION DEL FRAGMENTO PFO 2.9

Para reamplificar un fragmento de 2,900 pb, del gen pfor a. Se preparé una
mezcla en un tubo Eppendorf de 0.5 ml con paredes delgadas. Esta mezcla contiene
lul e Tag pdimarasa (Pakin Elme) 751901, 911 de Mgd, @5 mM), 511 ce
amortiguador de PCR (10x) y 111 de dsoxirribonudéestidos trifosfatados 10 mM
(dATP, dTTP, dGTP y dCTP). A esta mezcla se le agregé 1.5 11 dd indodor en
sentido PFOAS” : 5°GGA TCC CGG CAA GAG AAT TCC AGG AGA-3’ que las
primeras 9 bases son parte del sitio de corte para BamHI localizado entre los
nucleétidos 15-36 y del iniciador antisentido PFOR3”: 5° -CCC AAC CAT CAC CAC
CGA CG-3' (ligil) (Tabla 1), localizado entre los nucleétidos 2849-2869. Como
molde se utiliz6 1 11 de DNA dcsmidico de la clona CNCD 188 PFOR A (O.71 gi D).
Ademds, se agregdé HyO estéril bidestilada para un volumen total de 5011y 80711 ce
aceite de silicona. El control negativo que se preparé fue la misma reaccidén; pero sin
DNA plasmidico. Las condiciones de PCR utilizadas fueron: Para desnaturalizar: 94°C
por 2 min 1 ciclo, 35 ciclos de 94 °C 1 min, 53°C 35 seg, 72°C 4 min y las condiciones

de extensidn final a 72 °C 7 min 1 ciclo. Para visualizar los resultados, se corrié un gel
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de agarosa al 1%, utilizando un amortiguador TAE 1X tefiido con Bromuro de etidio al
0.5 mg/ml. Posteriormente se realizé un mapa de restriccion en el que solo se utilizaron

las enzimas Kpnl, BstxI y BamHI siguiendo el protocolo anterior. Después se clono en

el vector PCR II-TOPO. Se almacenaron a -70°C, con el nombre PF02.9 (Tabla 3).

7.13.-ANALISIS DEL DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Para amplificar un fragmento de 3,400 pb sin el codén de inicio (ATG) y sin el
codén de paro (TAA) del gen pfor a, se disefiaron otros oligonucleétidos, para
subclonar el gen en el vector pET38b(+) de expresiéon ya que tiene la bandera para su

purificacién en el lado carboxilo.

7.14.-REAMPLIFICACION DE UN FRAGMENTO DE 3.4 kb SIN CODON DE

PARO

Para amplificar el gen de pfor a, se considerd el tamafio del gen y las
temperaturas de fusién de los iniciadores disefiados para la desnaturalizacidn, extension
e hibridacidn; asi como también el nimero de ciclos suficientes para amplificar este gen
de aproximadamente 3.4 kb, para establecer condiciones reproducibles. En un tubo
Eppendorf estéril, con paredes delgadas, se colocé 111 o inidador PFOAS": 5-GGA
TCC CGG CAA GAG AAT TCC AGG AGA-3’ (1 pg/ug) (Tabla Dy 117l cd
iniciador PFOA3” 5°-GCG GCC GCA TCT TCT TGT AGC CCT CGT AA-3’
(1ug/ul). Estos iniciadores ayudaran a amplificar el gen pfor a completo sin el codén
de paro. Como control negativo se prepard una reaccién de 50 ul sin DNA gendmico, se

puso una segunda reaccién con el mismo volumen que la anterior a la cual se le agregd

52



1ul de DNA gendémico y una tercera a la cual se le adicioné 0.5 pul de DNA genémico
(2.5 pg/ul). La mezcla de PCR contiene 1 pl de Taq Polimerasa (Perkin Elmer) 7.5
pg/ul, 9 ul de MgCl, (25 mM), 5 ul de amortiguador para PCR  (Ix) y
deoxirribonucledtidos trifosfatados 10 mM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP) 1ul. Las
condiciones de PCR fueron: 94°C por 2 min, 1 ciclo, 35 ciclos de 94 °C 1 min, 65 °C
35 seg, 72°C 4 min y las condiciones de extension final 72 °C 7 min 1 ciclo. Para
visualizar los resultados, se corrié un gel de agarosa al 1%, utilizando el amortiguador
TAE 1x. Después se cloné en el vector PCR II TOPO y la transformacién se realiz6 en
bacterias competentes (E. coli TOP 10). Posteriormente, se alicuotaron y se guardaron a

—70°C y se rotularon con el nombre de PFOs-TOPO (Tabla 3).

7.15.-SELECCION DE CLONAS POR “PCR COLONY” ANIDADA

Para seleccionar las clonas candidatas que contengan el fragmento de DNA de
interés, se realiz6 una ‘PCR colony” anidada, con un oligonucleétido PFOR3’ que se
encuentra disefiado en la parte interna de la secuencia y el iniciador PFOAS’ (Tabla 1)
con el objeto de reamplificar un fragmento de 2,900 pb. Se prepard una mezcla de
reaccion de PCR para 50 ul vdumen find. Esta mezda seleageg 1.511 e cod
uo celcs indadores Tagpdimeasa (Pekin Elme) 751901, 911 de Mg, (25
VD), 511 ceamartiguadr dePCR (10x) y 111 dedeoxirribonudestidos trifosfatados
10 mM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP), ademads se agregé H,O para un volumen total
e80T, ytarbién se agregé 501 | deaodtedesilicona en un tuo Egoendorf ae 0.5
ml con paredes delgadas. Como control positivo se utilizé una porcién de una colonia

de bacterias que contiene el fragmento de 3.4 kb con codones de inicio y de paro que
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codifica para el gen pfor a. El control negativo se preparé de la misma manera, pero
sin templado. Se prepararon reacciones iguales que las anteriores excepto por que el
templado utilizado fue una porcién de cada una de las clonas. Las condiciones de PCR
utilizadas fueron: 94°C por 2 min, 1 ciclo, después 35 ciclos de 94 °C 1 min, 53°C 35
seg, 72°C 4 min 35 ciclos y las condiciones de extensién final 72 °C 7 min 1 ciclo.
Para visualizar los resultados, se corrié un gel de agarosa al 1%, utilizando un
amortiguador TAE 1X. Para confirmar que la clona positiva por ‘PCR colony”
contiene el fragmento de interés, se realizé una extraccion de DNA plasmidico
(Miniprep) y posteriormente se realizaron digestiones con enzimas Kpnl, BamHI y

Bstxl.

7.16.-ANALISIS DE LOS DOMINIOS (motifs) EN EL GEN pfor a

Para determinar la presencia de dominios tipicos de PFOR se realizé un
alineamiento multiple de la secuencia deducida en aminodcidos entre la nueva secuencia
obtenida del aislado CNCD 188 de 7. vaginalis, y con los genes ya reportados de 7.
vaginalis (Fig.10), asi como con PFORs de bacterias y otros protozoarios (Fig. 13),
para confirmar si los cambios encontrados afectan los dominios que caracterizan a la
pfor a. Esta busqueda se realiz6 por medio del programa Prosite (http://us.expasy.org/)
en el cual se analizan cada una de las secuencias para saber el tipo y la posicidn de cada
uno de los ‘motifs”. También se realizd un alineamiento entre las mismas secuencias
pero en nucledtidos. Estas secuencias reflejaran mayores diferencias que desaparecen
aunque en la traduccién de los codones, ya que varios codifican para un mismo
aminodcido. Por lo que existirian en menos cambios entre la PFOR a nivel de

aminodcidos comparado con la secuencia en nucleétidos
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7.17.-EXTRACCION DE RNA TOTAL DE Trichomonas vaginalis

La extraccion de RNA total se realizé a partir del aislado CNCD 188. Los
pardsitos se crecieron en tres diferentes condiciones: normal, dipirilo y alto hierro. Para
cada condicién se cosecharon 1.4 x 10 parasitos, se lavaron 2 veces con PBS pH 7.0,
se centrifugaron a 1,800 rpm por 5 min a 4 °C y se lisaron por inversién con 7 ml de
TRIzol (GIBCO BRL). Las muestras se dejaron incubando por 5 min a temperatura
ambiente para permitir una disociacién completa de complejos nucleoprotéicos.
Enseguida, se agregd 0.2 ml de cloroformo y se mezclé por inversién durante 15 seg, se
incubé a temperatura ambiente por 3 min y las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm
durante 15 min a 4°C. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo, se precipit6 con 0.5
ml de alcohol isopropilico, se incubd a temperatura ambiente por 20 min, se centrifugd
a 13,000 rpm durante 20 min a 4°C y se eliminé el sobrenadante. Las pastillas de RNA
se lavaron con 1 ml de etanol al 70%, se dejaron secando a temperatura ambiente y se
resuspendeaon en 100 1|1 de H,O DEPC y se almacenaron a — 70°C. Finalmente se

cuantificé por medio del espectrofotémetro.

7.18.-SINTESIS DE ¢DNA T. vaginalis (First- Strand ¢cDNA Synthesis) PARA

ENSAYOS DE RT-PCR.

A partir de RNA total de pardsitos crecidos en bajas, normales y altas
concentraciones de hierro, se sintetizd el cDNA con el kit ‘SuperSript II RNasa H"
RevaseTrasaipicse” (Straagene). En un tubo Epgoendorf de 1.5 m seagegaon b1 g

de RNA total, a cada tubo se le agreg6 111 de Oligo dT y H,O DEPC hasta completar
12 ul de reaccidn, se desnaturalizé durante 10 min a 70°C y se enfri6 rdpidamente sobre

hielo por 5 min. Durante los 5 min en hielo se agregaron 5 il de amortiguador 5x ‘first
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strand buffer”, 2 ul de DTT 0.1 M, 2 pl de una mezcla de dNTPs (10 mM de cada uno:
dATP, dCTP, dTTP y dGTP), se mezclé suavemente y se centrifugd. Enseguida, la
mezcla se incubd durante 2 min a 42°C, se agregd 1 pl de SuperScript II- RT y se
incub6 50 min a 42 °C y la enzima se inactivé durante 15 min a 70°C . Para amplificar
productos mayores de 1 kb se utiliz6 2U de RNAsa H para remover el RNA
complementario al cDNA. Se hizo la cuantificacién del cDNA de las tres condiciones

de hierro.

7.19.-RT-PCR

Para amplificar un fragmento de 1.1 kb del extremo carboxilo de la PFOR A se
utilizé como templado 111 (11 9 de ADNA celos dslados CNCD 188 y ONCD 147
de T. vaginalis, en diferentes condiciones de hierro: normal, dipirilo y alto hierro. Para
éllo se utilizaron los oligonucleétidos PFOR5’ 5° -GAA GAG GGC AAG AAC TGG
GA-3’ ubicados en el sitio 2,277 al 2,299 y PFOA3’ 5’ -GCG GCC GCA TCT TCT
TGT AGC CCT CGT AA-3’ (Tabla 1) diseiiado del sitio 3,436 a 3,457, a una
concentracién de 10 pmol/i | paaandifica un fragmento de goroaximacomente 1.1 kb,
Para cada condicién se preparé6 unamedaacon 1.511 celos digonudedtids, 111 de
Tagpdimerasa (nvifrogen), 311 de Mg, (25 mMD), 511 de aratiguadar ae PCR
(10x), 11l e deoxirribonudéastidos trifosfatados 10 mM (dATP, dTTP, dGTP y
dCTP), se agreg6 H,O para un volumen totd de80 1| y tartdén se agregé 5011 ce
aceite de silicona. El control negativo que contenia todos los componentes de la

reaccidn, pero sin cDNA.
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Como control de cantidad se amplificé un fragmento de 112 pb del gen para [3-
tubulina de 7. vaginalis (Madico y col., 1998) con el iniciador en sentido BTUB9 (5’-
CAT TGA TAA CGA AGC TCT TTA CGA T-3’) disenado de las bases 850 a 874 y en
antisentido BTUB2 (5’-GCA TGT TGT GCC GGA CAT AAC CAT-3’) disefiado de
las bases 961 a 938. Las condiciones de PCR para pfor a fueron: 94°C por 2 min, 1
ciclo, 35 y 30 ciclos de 94 °C 1 min, 62°C 35 seg, 72°C 2 min y la extensioén final a
72 °C 7 min 1 ciclo. Las condiciones de PCR para Gtubulina fueron 94°C por 2 min, 1
ciclo, 25 ciclos de 94 °C 1 min, 48°C 1 min, 72°C 30 seg y la condicién de extension
final a 72 °C 7 min 1 ciclo. Para visualizar los resultados, se corrié un gel de agarosa al
1%, en amortiguador TAE 1x. En la temperatura de alineamiento, se utilizaron
diferentes nimeros de ciclos debido a la gran diferencia obtenida en la primera RT-
PCR realizada con 30 ciclos para el gen pfor a. Las amplificaciones de 1.1 kb de
ambos aislados se clonaron en el vector PCRII-TOPO y se secuenciaron. Ademas de la
seleccion por ‘PCR colony” se realizé un mapa de restriccion solo para la clona no. 2
cortando con las enzimas BamHI y Not I, para linearizar y para liberar inserto
respectivamente. Después el fragmento amplificado de los aislados CNCD 188 y CNCD
147 se clonaron en el vector PCR II TOPO, se encuentran almacenados a -70°C con el

nombre de PFO1.1 (Tabla 3).

Tabla 3 . Lista de pldsmidos obtenidos mediante clonacién en el vector PCR I TOPO.

Nombre de la | # de alicuotas | Tamaiio (kb) Region de Origen Condicion de
clona PFOR (nt) crecimientode
T. vaginalis
Gen completo ‘. Condiciones
PFOR / 5 34 1-3471 DNA genémico normales
Sin coddn de
PFO3.4s 10 34 inicio y de paro | DNA plasmidico | =~ --------
15-3457
PFO1.1188 10 L1 2077-3457 cDNA Alto Fe*
PFOI.1 147 10 L1 20773457 cDNA Alto Fe*
PFO2.9 10 2.9 96-2964 DNA plasmidico | --------

57




7.20.-PURIFICACION DE RNA poli A+

A partir de RNA de pardsitos crecidos en diferentes concentraciones de hierro se
obtuvo RNA poli A+ para ensayos tipo Northern. A una serie de tubos Eppendof nuevos
y estériles, se les agreg6 70 1 g RNA tofd aun vdumen find 2600 11 con TES
(Tris-HCI 10 mM, pH 7.6; EDTA 1 mM, pH 7.5; SDS 0.1%). Los tubos se calentaron a
65°C por 10 min y después se enfriaron rdpidamente hasta O °C en hielo, se agregaron
7511 deNdd 5 M aaxkmusstray 80 mg ce "Aigo dI' Cdulicse” (Invitrogen,
capacidad de unién: > 60.0 OD unidades/g) equilibrado con el amortiguador de lavado
de absorcién (TES con NaCl 0.5 M ) y los tubos se incubaron en agitacién suave a
temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente, se centrifugaron a 2500 rpm por 2
min en una microcentrifuga a temperatura ambiente, el sobrenadante se transfirié a
tubos nuevos y se incubaron en hielo. A las pastillas de oligo dT remanentes se les
agregd 1 ml de amortiguador de lavado de absorcion, se mezcld por inversion, los tubos
se incubaron por 2 min en agitacidn a temperatura ambiente, se desecharon los
sobrenadantes y las pastillas de Oligo dT remanentes se les dio el mismo tratamiento
dos veces. Las pastillas de Oligo dT se resuspendieron en 0.4 ml de agua DEPC y los
tubos se centrifugaron por 2 min a 4°C. El sobrenadante se removié y el RNA poli A+
se recuperd resuspendiendo las pastillas de Oligo dT en 0.4 ml de agua DEPC e
incubando por 5 min a 55°C y después centrifugando los tubos por 2 min a 4°C. Los
sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos y el tratamiento para recuperar el RNA
poli A+ se repitié 2 veces. Para precipitar el RNA poliA(+) de los sobrenadantes, se
agregaron (.2 volimenes de acetato de ammonio (10 M) y 2.5 voliimenes de etanol y se

incubé a -20°C por lh. El RNA poliA+ se recuperd por centrifugacion a maxima
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velocidad por 15 min en una microcentrifuga a 4°C, las pastillas se lavaron con etanol

al 70%, se secaron al aire y se resuspenderonen 101 | ceaguaDEPC.

7.21.-MARCAJE RADIOACTIVO DE SONDAS DE DNA

El fragmento de DNA purificado (200 ng) de DNA se desnaturalizaron a 100°C
por 5 min e inmediatamente se transfirieron a hielo. Mientras tanto, se preparé 111 de
dCTP 500 1M, 111 dedaTP800TM, 111 ced TP 800TM, 2011 delasdudén
‘Random primer” (Gibco) 2.5 X, 51 | e &P? dATP (3000 Ci/mmol Amersham) y agua
dsstilad paa comdea un vdumen ce 49 11, A sstamezdase le ayeg el DNA
desnaturalizado, se adicion6 1 11 de la ezima Klenow (40 U/f 1), se mezdé
suavemente, se centrifugd 30 seg y se incubé 1 h a 37 °C. A continuacién, se
addonaon 5 11 e lasdudoén de paro (Gibco-BRL), se agegaon 145 11 e
amortiguador TE pH 8.0 y se mezcl6 suavemente. Enseguida, se tomé 111 celamezda
anterior el cual se colocé en liquido de centelleo (como control inicial) para cuantificar
la cantidad de radiactividad total en un contador de centelleo (canal P32). Para eliminar
lamaaalitre, 19911 delareondén se pasaron por una columna de Sephadex G-50 de 1
ml, se tomé nuevamente 1 1| e estasdudon y se colocé en 3 ml de liquido de
centelleo (control final) y se cuantificd la cantidad de radiactividad incorporada y no

incorporada en un contador de centelleo (canal P32).

7.22.-ENSAYO TIPO NORTHERN BLOT

El RNA poliA(+) del aislado CNCD 188 en 3 condiciones de hierro purificado
se separd por tamafio molecular en un gel de agarosa-formaldehido al 1.0%. Las

musstras a2 3.5 Tg & RNA pdi A(+), se pgoaaon an res volimenes de
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amortiguador de muestra 6x (Apéndice) y 1 1| celromuro cedido ( 0.5 mgim), se
mezclaron bien y se incubaron a 65 °C por 15 min. Inmediatamente después, los tubos
se colocaron sobre hielo y se cargaron en el gel de agarosa-formadelhido al 1% , el cual
se corrid a 40 V por 3 h. Se tom¢ la foto del gel en el transiluminador y con una regla

para luz UV (con los ceros a la altura de los pozos).

La transferencia del RNA a membranas de nylon se realizé por capilaridad. Para
ello, el gel se colocd en agua tratada con DEPC, después en SSC 20X y se dej6é en
agitacién muy lenta por 40 min. El papel filtro (24 x 11 cm) se humedecié en SSC 20x,
se coloco en la camara de transferencia (previamente desinfectada con benzal 1:1, toda
Ia noche), se colocé el SSC 20x en la parte inferior de la cimara; se colocé otro pedazo
del papel filtro (del tamaio del gel) previamente humedecido, se retiraron las burbujas
utilizando un tubo cénico estéril nuevo (deslizandolo sobre el papel) y se colocé el gel
con los pozos hacia abajo (se le corta la esquina izquierda antes del pozo). Enseguida,
se colocd la membrana de nylon (Zeta-Probe, Bio-Rad) del tamaiio del gel (previamente
humedecida en SSC 20x), se colocd otro trozo de papel filtro del tamafo del gel
(previamente humedecido en SSC 20X) y se colocaron cuatro pedazos de ‘parafilm”
para que las sanitas no absorbieran el material de la membrana. Finalmente, la pila de
sanitas se colocd encima del gel, se puso 1.5 kg toda la noche a temperatura ambiente
Al dia siguiente, se retiraron las sanitas, los filtros en la membrana de nylon, se
marcaron los pozos del gel con una pluma, se identificé la parte marcada de la
izquierda, la membrana se lavé con SSC 2X, se dejé secar por 1 h a temperatura
ambiente sobre papel filtro seco y se fij6 por 30 seg con luz UV (12,000 Joules) en el

entrecruzador de UV (UVP).
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Enseguida, la membrana de prehibridé durante 2 h a 42 °C con 10 ml de
solucién de prehibridacidon (Apéndice). Después, la membrana se hibrid6 con 2 sondas
marcadas radiactivamente una del fragmento 1.1 kb del gen pfor a amplificado de
cDNA del aislado 188 en altas concentraciones de Fe** y un fragmento de Gtubulina
(112 pb) como control de cantidad (previamente marcadas con o P2 ATP) por 18 h a
42 °C. A continuacién, la membrana se lavé dos veces con SSC 2%, 0.5% de SDS
durante 30 min a 42 °C y la autoradiografia se realizé por exposicién de la membrana

de nylon sobre pelicula X- Omat KXK-1 de Kodak por 48 h a -70 °C (Fig. 22).

7.23.-ANALISIS IN SILICO DEL GENOMA DE T. vaginalis EN BUSCA DE

OTROS GENES pfor

Estos andlisis se realizaron por medio de la herramienta CLUSTAL W
(http://workbench.sdsc.edu/) para realizar los alineamientos, comparar secuencias y
construir dendrogramas. La secuencia de 1.1 kb del aislado 188 obtenida de manera
experimental se utiliz6 como sonda para la bisqueda de otras secuencias que
codifiquen para genes PFOR en la secuencia del genoma TIGR de T. vaginalis (The

Trichomonas vaginalis Genome Sequencing Project) (Fig. 23).
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8.-RESULTADOS

8.1.-AMPLIFICACION DE LA REGION CONSERVADA

El DNA gendémico utilizado como templado para la amplificacién del gen pfor a,
primeramente se probd en la amplificacidon de un fragmento de la regién conservada de
CPs de T. vaginalis. En la Figura 6 se observo que el DNA genémico de T. vaginalis
amplificé el fragmento de 570 pb (linea 3), correspondiente al tamaio esperado con las
condiciones de PCR prestablecidas para CPs de tipo papaina. En el control de reaccion,

sin molde no se observé amplificacion (linea 2).

8.2.-AMPLIFICACION POR PCR PARA EL GEN pfor a

Para la amplificacién del gen pfor a por PCR se utilizaron dos concentraciones
de DNA gendmico, con los iniciadores PFDAS’ y PFOA REV. Cuando se utiliz la
menor concentracién de DNA (2.1ug/ul) se obtuvieron 2 productos uno de 3,400 pb y
otro de 600 pb (Fig.7, linea 4), de este dltimo se desconoce su relacién con pfor a. Con
el doble de concentracion de DNA (4.3 pug/ul) se produjo un barrido (Fig. 7, linea 3).

En el control sin DNA no se obtuvé amplificado alguno (Fig.7 linea 2).

8.3.-CLONACION DEL PRODUCTO DE PCR DEL GEN pfor a

La amplicon de 3.4 kb se clon6 en el vector PCRII-TOPO se obtuvieron 42

colonias blancas y 4 azules las cuales se analizaron por restriccién del DNA plasmidico

en geles de agarosa al 1% en TAE 1x (datos no mostrados). Solo el DNA plasmidico
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linearizado de la clona no. 7 mostré un fragmento de mayor tamano 7,355 pb (Fig. 8,

linea 3) respecto al plasmido control (3,900) (Fig. 8, linea 2).

Para comprobar que la clona no. 7 contiene el fragmento de DNA clonado
correspondiente al gen pfor a, se realizaron digestiones con diferentes enzimas de
restriccién para obtener un mapa y compararlo con el mapa tedrico de la secuencia
del gen reportado (Hrdy y Muller, 1995). Con la enzima BstxI se obtuvieron 3
fragmentos de 3,907, 2,588 y 910 pb (Fig. 8, linea 5). Con la enzima BamHI para
confirmar el sentido en que el fragmento de DNA se clond, ya que tanto el vector

como el iniciador (PFDAS’) contiene un sitio de restriccién para esta enzima (linea 4).

Para confirmar que se trataba del gen pfor a se utiliz6 la enzima Xho I, la cual
gener6 fragmentos de 4,610 y 2,795 pb (linea 6). Esta enzima en particular sirve para
diferenciar entre el gen pfor a y pfor b, que aunque las secuencias de estos 2 genes
conservan identidad del 95%, el gen pfor b no tiene sitio de corte para esta enzima. Este
mapa de restriccién nos permitié corroborar que el fragmento clonado en este vector

corresponde al gen pfor a y que no esta direccionado en el vector PCR II-TOPO.
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Figura 6. Amplificacion por PCR de un fragmento de DNA de la region
conservada de cistein proteinasas de 7. vaginalis. Amplificacién de un fragmento de
570 pb a partir de DNA genémico obtenido del aislado CNCD 188 de T. vaginalis, con
iniciadores para la regién conservada de las CPs. Carril 1: Marcadores de 100 pb. Carril

2: Control de reaccién sin DNA gendémico. Carril 3: Reaccién con DNA gendmico.
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Figura 7. Amplificacion del gen pfor a por PCR. La reaccién de PCR se realiz6 con
diferentes concentraciones de DNA del aislado CNCD 188 de T. vaginalis. Carril 1:
Maacodoes &Hind III. Carril 2: Control de reaccién sin DNA genémico. Carril 3:
reaccién de PCR con 4.3 pg/ul de DNA gendémico. Carril 4: Reaccién de PCR con
2.1ug/ul de DNA gendmico. Los productos amplificados se separaron en geles de

agarosa al 1% en TAE 1X, obteniéndose fragmentos de 3471 y 600 pb.
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Figura 8. Mapa de restriccion de la clona candidata. Digestién de DNA plasmidico
de la clona que contiene el inserto de 3.4 kb. A) Los productos se separaron en un gel
de agarosa al 1% en TAE 1x. Carril 1: Marcadores A Hind IIl. Carril 2: DNA
plasmidico del vector PCRII-TOPO utilizado como control, linearizado con Kpnl Clona
azul utilizada como Control, que da un fragmento del tamafio del vector 3,900 pb. Carril
3: Digestién con Kpn I de la clona candidata. Carril 4: Digestién con la enzima BamHI.
Carril 5: Digestién con la enzima Bstxl. Carril 6: Digestiéon con Xho [I. Carril 7:
Marcadores de 100 pb. B) Esquema representando el mapa de restriccién del gen pfor a,

donde se muestran la posicion de las enzimas utilizadas a escala.
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8.4.-SECUENCIACION DEL GEN pfor a DEL AISLADO CNCD 188 Y SU
ANALISIS COMPARATIVO CON pfor a.

El fragmento de DNA de 3,471 pb, amplificado a partir del DNA del aislado
CNCD 188 de T. vaginalis correspondiente al gen pfor a se secuencié por el método
de Sanger (Sanger, 1977). La secuencia de DNA de 3,471 nucledtidos se analiz6 en el
BLAST, en el cual la nueva secuencia codifica para 1157 aminodcidos (Fig. 9) del

mismo tamafo que el gen pfor a ya reportado.

Enseguida, se realiz6 un alineamiento multiple en amino4cidos y en nucledtidos
con ayuda del programa CLUSTAL W (http://workbench.sdsc.edu/). Este alineamiento
se hizo entre los genes pfor a y pfor b ya reportados y la nueva secuencia pfor a del
aislado CNCD 188 a nivel de DNA y proteina (Fig. 10 y 11). Los datos obtenidos
confirman que las secuencias tienen una homologia del 99% y un identidad del 98%
con PFOR A de Trichomonas vaginalis ya reportada. A nivel de DNA se observaron
mads diferencias como lo son en los sitios 336, 1389, 3072, 3462 y 3465 en nucledtidos
presentando una homologia del 98% y un identidad del 97% del gen pfor a CNCD 188
amplificado con respecto al gen pfor a reportado (Fig. 10). A nivel de proteina, solo se
observaron 5 cambios entre la PFO A y PFOR A CNCD 188 las posiciones 112, 463,

1024, 1154 y 1155 (Fig. 11).

Al observar el alineamiento multiple el cambio que confirma diferencias reales
entre la nueva secuencia y los genes ya reportados se encuentra en la posiciéon 1024, R
por K debido a que este cambio coincide con la K del gen pfor b, confirmando asi que

este cambio es parte de la nueva secuencia. Sin embargo cuatro de los cambios
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presentados atn no se confirman, ya que no se ha encontrado una secuencia idéntica en

el genoma de 7. vaginalis (Fig 11).
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Figura 9. Secuencia en nucledtidos y aminoacidos del gen pfora del aislado CNCD
188. Secuencia del gen completo obtenida a partir de DNA genémico. En color se
muestra los oligonucleétidos utilizados para amplificar y secuenciar este gen. T
PFDA5’ y PFOA REV T PFOA5’ y PFOA3’ T PFOR25’y PFOR23’ T PFOR35’

y PFOR33" PFORS’ y PFOR3’.
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Figura 10. Alineamiento multiple en nucleétidos de las diferentes secuencias de
los genes pfor de T. vaginalis. Alineamiento entre las diferentes secuencias de los
genes pfor por medio del programa CLUSTAL W (http://workbench.sdsc.edu/).

Cambios en la secuencia del gen pfor a del aislado CNCD 188 con respecto a los
genes reportados.  Cambios en la secuencia del gen pfor a del aislado 188 que

comparte con pfor b.

70



Figura 11. Alineamiento multiple en aminoacidos de las diferentes PFOR de T.

vaginalis. Alineamiento entre las diferentes secuencias de PFOR por medio del
programa CLUSTAL W (http://workbench.sdsc.edu/).  Cambios en la secuencia de

PFOR A del aislado CNCD 188 con respecto a los genes reportados. Cambios en la

secuencia de PFOR A del aislado 188 que comparte con PFOR B.
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8.5.-ANALISIS DE LOS DOMINIOS (motifs)

Enseguida, se realizé un andlisis por alineamiento multiple de las secuencias de
aminodcidos de PFOR de T. vaginalis, ya reportadas con la nueva secuencia obtenida
del aislado CNCD 188. Los productos de los genes pfor a'y pfor b de T. vaginalis y la
secuencia del gen pfor a CNCD 188 muestran un tamafio de 1157 aa (Fig. 12). Los
dominios tipicos que identifican una PFOR son dos ‘Cluster Fe -S”, localizados en los
sitios 695 al 707 y 752 al 763 en las PFOR reportadas y el sitio de union a Tiamina
Pirofosfato localizado entre los residuos 976 al 979. Ademas, se ha demostrado que es
una proteina glicosilada y que puede presentar sitios de fosforilacion, la estructura de

los dominios se muestra en la Tabla 4 .

En cuanto a los segmentos transmembranales hay grandes diferencias. En
especial que en el caso de las secuencias de los genes de PFOR encontrados en este
trabajo para T. vaginalis con respecto a la nueva secuencia en esta desaparece un

segmento transmembranal en el sitio 110 y 127 aa (Fig. 12).

Se comparé la PFOR-A CNCD 188 con PFOR de bacterias anaerobias
(Clostridium pasterianum, Termotoga tengconge y Desulfovibrio africanus) y
protozoarios amitocondriados como E. histolytica (Fig. 13). Cada uno de los dominios y
sitos de posibles modificaciones post-traduccionales (Tabla. 4) se ubicaron en las

secuencias de acuerdo a la posicion en la que se encuentran.
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Después se identificaron las diferencias entre las PFORs, como: el tamafio de las
secuencias deducidas de aminoacidos, en bacterias como D. africanus tiene un tamafio
de 1232 aa, C. pasterianum, y T. tengconge presentan un tamafio muy similar de 1175
y 1173 aa respectivamente (Fig. 13). En el protozoario amitocondriado E. histolytica,
tiene un tamafno de 1165 aa. Por lo que las PFOR de otros organismos son mas
grandes con respecto a la PFOR A de T. vaginalis, tomando como ejemplo el nuevo

gen descrito en este trabajo.

Al realizar esta comparacion nos pudimos dar cuenta que los 2 “Cluster Fe-S”
en todos los organismos incluyendo bacterias, se encuentran en la misma posicién al
igual que el sitio de unién a Tiamina pirofosfato (Fig. 13). Hay diferencias en cuanto al
nimero de sitios de glicosilacién, segmentos transmembranales y fosforilacion. Por
ejemplo C. pasterianum presenta 7 sitios de glicosilacién, T. tengconge 'y D. africanus
solo tienen 4, E histolytica solo tiene 3. Las PFORs de T. vaginalis tienen 5 sitios de
glicosilacion incluyendo la secuencia obtenida del aislado CNCD 188 en la cual los
cambios con respecto a los genes reportados no influyen (Fig. 13). Esto sucede con los
segmentos trasnmembranales ya que 7. tengconge, C. Pasteurianum solo tienen 1, D.
africanus tiene 4, E. histolytica solo tiene 3 y la PFOR A CNCD 188 de T. vaginalis
solo tiene 2. Cabe aclarar que 3 de los diferentes organismos (E. histolytica, D.
Africanus y T. vaginalis) que 1 segmento transmembranal se presenta en la misma

posicién.

En cuanto a los sitios de fosforilacidn, el niimero y la posicién es muy diversa

entre bacterias y protozoarios; pero en cuanto a la comparacién entre los genes de 7.

vaginalis ya reportados y la nueva secuencia no hay diferencias, los cambios ya antes
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sefialados no modifican estos dominios. Aunque uno de éllos de ve modificado en un
amino4cido, el cual no altera el dominio de fosforilacién que se encuentra en el sitio 112

(Fig. 13).

74



Tabla 4. Caracteristicas de los ‘motifs” enco ntrados en las secuencias de 7. vaginalis

Nombre

“Motif”

Tamaio
(aa)

Funciéon

N- glicosilacién

N-{P}-[ST]-{P}

Sitio de unién de un
azucar en el nitrégeno
amida de residuos Asn

Proteina cinasa C

[ST]-x-[RK]

Sitios de unién para
proteinas de sefial
intracellular, forman
parte del receptor
(PKC). Fosforilan en
serina o treonina.

Caseina cinasa II

[ST]-x (2) -[DE]

Sitios de unién para
proteinas de sefial
intracellular, fosforilan
en serina o treonina

Tirosina cinasa

[RK]-x (2,3) - [DE] —x (2,3) -Y

8-9

Sitios de unién a
proteinas de sefial
intracellular, que se
fosforilan en una
tirosina (forman parte
del receptor RTK).

Tiamina pirofosfato

GDG

Grupo prostético sitio
de union a cluster Fe-S
(cofactor)

Sitio de unién
citocromo ¢

C - {CPWHF} - {CPWR} -C-H - {CFYW}

Sitio de unién para el
complejo de transporte
de electrones

Segmentos
transmembranales

Aminodacidos hidrofébicos

Variable

Sitios de unién a
membrana. Para
proteinas integrales o de
superficie.

Cluster 4Fe- 4S

C-x(2)-C-x(2)-C-x-(3)-C-[PEG]

12

Sitios iniciadores de la
cadena trasportadora de
electrones
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Figura 12. Comparacion de los motifs de las PFOR-A de T. vaginalis. Las
secuencias de aminodcidos de las diferentes PFOR reportadas y la obtenida en este
trabajo se sometieron a un andlisis por medio del programa Prosite

(http://us.expasy.org/). Ademds se presenta el tamafio de cada una de las PFOR y la

simbologia utilizada para ubicar cada uno de los ‘motifs”.
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Figura 13. Comparacion de los “motifs” de PFOR de diversos organismos. Las
secuencias de aminoacidos de diversos organismos Clostridium pasteurianum,
Termotoga tengconge, Desulfovibrio africanus, Entamoeba. histolytica y Trichomonas
vaginalis se sometieron a un andlisis por medio del programa Prosite

(http://us.expasy.org/). Ademads se presenta el tamafio de cada una de las PFOR y la

simbologia utilizada para ubicar cada uno de los ‘motifs”.
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8.6.-EXPRESION DEL GEN pfor a (CNCD 188) EN DIFERENTES

CONDICIONES DE HIERRO

Dado que la PFOR de T. vaginalis se regula positivamente por hierro a nivel de
proteinas se procedié a analizar la expresion del gen pfor a CNCD 188 al nivel de
transcripcién por RT-PCR. Para éllo se utiliz6 RNA total de los aislados CNCD 188 y
CNCD 147 crecidos en bajo, normal y alto hierro; se obtuvieron los siguientes

concentraciones D=4.71 gl | N=29371gi| Fe=3.0471 g/l |.

Solo en altas concentraciones hierro se obtuvo un fragmento de 1.1 kb del gen
pfor a de los aislados CNCD 147 y CNCD 188 cuando se utilizaron 30 ciclos de
amplificacion (Figs. 14Aa y 15Aa). Al aumentar a 35 ciclos de amplificacién se
observo el fragmento de 1.1 kb aunque muy débil en bajo hierro. Estas diferencias se
confirmaron por densitometria, fue mas intenso en normal y la cantidad se duplicé en
alto Fe™(Figs. 14Ab y 15Ab). Este comportamiento fue similar en ambos aislados
(Figs. 14B y 15B). Estos resultados muestran que hay un gen tipo pfor a que se
trascribe mejor en pardsitos crecidos en alto hierro. Como control de cantidad se utiliz6

el amplificado del gen de & tubulina (FigAcy 16 Ac).

Se clonaron los fragmentos de 1.1kb de ambos aislados de 7. vaginalis en el
vector PCRII-TOPO, la manera en que se seleccionaron las clonas, fue por ‘PCR
colony” y posteriormente el DNA plasmidico se corto con BamHI para linearizar y con
la enzima Not I, tanto para el aislado CNCD 147 y CNCD 188 se observa un
amplificado de 1.1 kb en las clonas 1-4 y no en la 5, en la cual nos dice que no hay

inserto (Figs. 16A y 17A).
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De las clonas que se analizaron y resultaron positivas se escogio la no. 2, de la
cual se corté el DNA plasmidico con BamHI se observa una banda de 5, 100 pb, para
linearizar y para liberar inserto con Nofl observdndose la banda correspondiente al
vector 3,900 y la banda de 1,100 pb del fragmento amplificado por RT-PCR (Figs. 16B

y 17B).

8.7.-SECUENCIACION DEL FRAGMENTO 1.1 kb

Los fragmentos de 1.1 kb de pfor amplificados por RT-PCR a partir del RNA
obtenido de los aislados CNCD 188 y CNCD 147 de T. vaginalis crecidos en altas
concentraciones de hierro, se clonaron en el vector PCR II TOPO (Figs. 16 y 17). Se
secuenciaron por el método de Sanger utilizando los oligonucleétidos universales M13
y T7. La secuencia de DNA de los fragmentos de 1.1 kb de pfor de ambos aislados
corresponde al gen de la PFOR A y solo presentiron 6 cambios (Figs. 18 y 19). De
estos 6 cambios 3 corresponden a los ya reportados en el gen pfor a deCNCD 188; dos
solo se observaron en el fragmento de 1.1 kb del aislado 147 y uno es exclusivo del
fragmento de 1.1 kb del aislado CNCD 188. Las secuencias deducidas de aminoacidos
mostraron 2 cambios del aislado CNCD 147 en las posiciones 1014 y 1027 de K por E
y I por T en la secuencia deducida de aminodcidos y 2 cambios del aislado CNCD 188
en las posiciones 1104 y 1024 de R por K y T por I con respecto a la PFOR A
reportada. Esto podria deberse a la variabilidad de aislado aunque todavia no se conoce

la secuencia de este gen hacia el extremo amino (Fig. 19).

A partir del alineamiento multiple tanto en nucleétidos como en secuencia
deducida en aminodacidos entre las PFORs reportadas y las obtenidas experimentalmente

se construyé un dendrograma para cada alineamiento (Figs. 20 y 21) y se observé que
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los genes de pfor de T. vaginalis se separan en 3 grupos distintos: el primer grupo lo
constituye la secuencia obtenida a partir de DNA genémico del aislado CNCD 188 que
es comparado con un subgrupo constituido por el gen pfor a reportado y por el
fragmento del aislado CNCD 188 obtenido de cDNA en altas concentraciones de hierro.
El segundo grupo, aunque con una mayor distancia entre los grupos, esta formado por la
secuencia que codifica para el gen pfor b reportado. El tercer grupo estd compuesto por
la secuencia del fragmento del aislado CNCD 147 obtenido a partir de cDNA en altas

concentraciones de hierro (Fig. 20).

Sin embargo, cuando este mismo alineamiento se realiza con la secuencia
deducida de aminoécidos de las diferentes PFORs de T. vaginalis, la estructura del
dendrograma es distinta ya que como se menciond anteriormente existen menos
diferencias (Fig. 21). Se siguen estructurando 3 grupos en los que la secuencia obtenida
de DNA genémico del aislado CNCD 188 tiene similitud con la secuencia del
fragmento de 1.1 kb obtenido de cDNA del aislado CNCD 147. Un segundo grupo lo
integra los genes ya reportados pfor a y pfor b aunque entre ellos se marca una gran
diferencia. El tercer grupo lo integra la secuencia del fragmento 1.1 kb obtenido de

cDNA del aislado CNCD 188 (Fig. 21).
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Figura 14. Amplificacion por RT-PCR del fragmento de 1.1 kb del aislado CNCD
147 de T. vaginalis. Como molde se utiliz6 cDNA sintetizado a partir de RNA total de
pardsitos crecidos en diferentes concentraciones de hierro. Como control de cantidad se
utiliz6 el gen de & tubulina para obtener un fragmento de 112 pb. Los productos
amplificados se separaron en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X. Panel A:
Amplificacién en las 3 condiciones de hierro del aislado CNCD147, a) Amplificacién
del fragmento de 1.1 kb de pfor a, con 30 ciclos. b) Amplificacién del fragmento de
1.1 kb de pfor a, con 35 ciclos. ¢) control de cantidad, (& tubulina). B) Representacién
grifica de la cuantificacién de la intensidad de las bandas de los fragmentos
amplificados, en las 3 condiciones de hierro comparados con el control de cantidad con

el programa Quantity One.
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Figura 15. Amplificacion por RT-PCR del fragmento de 1.1 kb del aislado CNCD

188 de T. vaginalis. Como molde, se utiliz6 cDNA sintetizado a partir de RNA total de
parésitos crecidos en diferentes concentraciones de hierro (0, 20 y 250 I M) el cual se
utiliz6 como molde para la PCR. Como control de cantidad se utilizé el gen de &
tubulina para obtener un fragmento de 112 pb. Los productos amplificados se separaron
en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X. Panel A: Amplificacién en las 3 condiciones de
hierro del aislado CNCD 188, a) Amplificacién del fragmento de 1.1kb de pfor a, con
30 ciclos. b) Amplificacién del fragmento de 1.1 kb de pfor a, con 35 ciclos. c) control
de cantidad, (& tubulina). B) Representacion grafica de la cuantificacion de la
intensidad de los fragmentos amplificados, en las 3 condiciones de hierro comparados

con el control de cantidad, por medio del programa Quantity One.
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Figura 16. Selecciéon por “PCR colony”. Las clonas analizadas que contienen el
fragmento 1.1 del aislado 147 que se expresa en altas concetraciones (0, 20, 2501 M) ce
hierro. A) gel de agarosa al 1% en TAE Ix. M: Marcadores &Hind IIl. Carril (-):
Control de reaccién sin templado. Carril (+): Amplificacién del control positivo
utilizando DNA plasmidico del gen pfor a, utilizandose los oligonucledidos PFORS’ y
PFOA3Z’. Carril 1-4: Amplificacién de un fragmento de 1.1 kb utilizando una porcion de
la clona correspondiente. Carril 5: colonia que no amplificé por PCR. B) Restriccion de
la cona 2 que se reamplifico por ‘PCR Colony”. Carril 1: Marcadores &-Hind IIl. Carril
1: Restriccion de la clona Azul con BamHI. Carril 2: Restriccién de la clona 2 con

BamH]I, para linearizar. Carril 3: Restriccion de la clona 2 para liberar inserto con Not 1.
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Figura 17. Selecciéon por “PCR colony”. Las clonas analizadas que contienen el
fragmento 1.1 kb del aislado CNCD 188 que se expresa en altas concentraciones de
hierro (250 mM). A) gel de agarosa al 1% en TAE 1x. M: Marcadores & Hind III.
Carril (-): Control de reaccién sin templado. Carril (+): Amplificacién del control
positivo utilizando DNA plasmidico del gen pfor a, utilizandose los oligonucleotidos
PFORS’y PFOA3’. Carril 1-4: Amplificacién de un fragmento de 1.1 kb utilizando una
porcion de la clona correspondiente. Carril 5: colonia que no amplificé por PCR. B)
Restriccidn de la clona 2 que se reamplific6 por ‘PCR Colony”. Carril 1: Marcadores &
Hind I1l. Carril 1: Restriccidn de la clona Azul con BamHI. Carril 2: Restriccién de la
clona 2 con BamHI, para linearizar. Carril 3: Restriccién de la clona 2 para liberar

inserto con Not 1.
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Figura 18. Alineamiento entre los fragmentos de 1.1 kb con las PFOR reportadas
en nucledtidos de 7. vaginalis. Alineamiento multiple entre las diferentes secuencias
de pfor utilizando el programa CLUSTAL W (http://workbench.sdsc.edu/).

4 Cambios de la secuencia PFOR A (188)' Cambios en la secuencia del fragmento
1.1 kb del aislados CNCD 147* Cambios en las secuencia del fragmento de 1.1 kb

del aislado CNCD 188.
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Figura 19. Alineamiento entre los fragmentos de 1.1 kb con las PFOR deducidas de
aminoacidos de 7. vaginalis. Alineamiento multiple entre las diferentes secuencias de
PFOR utilizando el programa CLUSTAL W (http://workbench.sdsc.edu/). € Cambios
de la secuencia PFORA del aislado CNCD 188. ¥ Cambios en la secuencia del
fragmento 1.1 kb del aislado CNCD 147. * Cambios en la secuencia del fragmento

de 1.1 kb del aislado CNCD 188.
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Figura 20. Dendrograma para 5 secuencias que codifican para pfor de T. vaginalis .
El dendrograma construido con la secuencia en nucleétidos de los fragmentos 1.1 kb
localizados en el sitio 2279-3457 de los dos aislados CNCD 147 y CNCD 188, la nueva
secuencia del gen completo del aislado CNCD 188 y los genes ya reportados usando el

programa CLUSTAL W (http://workbench.sdsc.edu/).
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Figura 21. Dendrograma para 5 secuencias que codifican para pfor de T. vaginalis.
El dendrograma fue construido con la secuencia deducida de aminodcidos de los
fragmentos 1.1 kb localizados en el sitio 759- 1153 de dos aislados CNCD 147 y
CNCD 188, la nueva secuencia de PFOR A completa del aislado CNCD 188 y las
secuencias de las proteinas ya reportados, usando el programa CLUSTAL W

(http://workbench.sdsc.edu/).
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8.8.-ENSAYO TIPO NORTHERN BLOT

En el ensayo de Northern blot se observé un patrén similar al de la RT-PCR,
solo se detectd el trascrito de 4.2 kb en el RNAm de paréasitos crecidos en alto hierro
(Fig. 22). A pesar de que en el gel tefiido con Bromuro de Etidio se observé una
cantidad similar en las 2 condiciones de hierro (Datos no mostrados). El transcrito es
de mayor tamaio que los genes de PFOR ya reportados y el nuevo descrito aqui de 3.4

kb.

8.9.- ANALISIS IN SILICO DEL GENOMA DE T. vaginalis EN BUSCA DE

OTROS GENES pfor a.

Al realizar una biisqueda in silico en el banco de T. vaginalis (The Trichomonas
vaginalis Genome Sequencing Project, TIGR), utilizando como sonda la secuencia que
codifica para el fragmento de 1.1 kb obtenido a partir de cDNA del aislado CNCD 188,
se encontraron diferentes clonas ademads de las ya reportadas. Una de éllas que tiene un
86% de homologia con el fragmento de 1.1 kb, se puede ubicar con el no. de contiguo
1055608 la cual tiene un tamano de 50,315 bases. Esta secuencia se encuentra entre los
nucledtidos 2,615 y 5,315 correspondiente a un marco de lectura abierto de 3471 pb
que codifica para 1157 aa, tiene el mismo tamafio que los genes de pfor a y pfor b ya
reportados. En la secuencia amino terminal presenta algunas diferencias en algunos aa
con respecto a PFOR A y PFOR B. En esta misma blisqueda se encontraron otras
secuencias que muestran una homologia del 61% y 63% con respecto al fragmento de
1.1 kb. La secuencia con el 61% de homologia, se puede ubicar en el contiguo no.
1055608, de un tamafio de 36,775 pb. Esta secuencia se encuentra entre los nucleétidos

7046 y 3515 correspondiente a un marco de lectura abierto de 1189 aa. En cambio la

89



secuencia que tiene 63% de homologia con respecto al fragmento de 1.1 kb, el contiguo
no. 1055704 tiene un tamafio de 25, 647 bases. Esta secuencia se encuentra entre 10s
nucleétidos 2181 y 5822 correspondiente a un marco de lectura abierto de 1213 aa. Al
hacer la comparacién de la PFOR A CNCD 188 con los ‘motifs” de las nuevas
secuencias tipo PFOR se observé que las clonas con 86 y 63% de homologia,
comparten 2 ‘cluster Fe-S” en la misma posicioén, el dominio de unién a tiamina
pirofosfato, un sitio de fosforilacién para casein cinasa II, para tirosin cinasa y uno sitio
de glicosilaciéon. Lo mds sorprendente es que la clona que tiene homologia del 61%
tiene unicamente el segundo ‘cluster” Fe -S, y presenta un segmento transmembranal
Unico; ademds de que es la Unica secuencia que tiene un dominio para citocromo
oxidasa. Por otro lado, es interesante resaltar que la clona que presenta homologia del
63% no tiene segmentos transmembranales y tiene menos sitios de fosforilacién por
protein cinasa C (PKC) que el resto de los genes pfor; aunque como se menciond
anteriormente, presenta algunos de los dominios tipicos de PFOR A. Cabe sefalar que
los genes tipo PFOR con menor homologia clona 63 y 61 son de mayor tamafo que el
resto de los genes tipo PFOR (Fig. 23). Estos datos sugieren que existen al menos 6
diferentes genes completos para PFOR con diferentes dominios lo que indica que
podrian tener diferente localizacién y funcién en 7. vaginalis y posiblemente se

expresen bajo diferentes condiciones ambientales.

Al saber que tenemos varios genes de pfor con diferencias significativas entre
ellos se construy6 un dendrograma con las secuencias de los genes que codifican para la
PFOR tomando en cuenta las ya reportadas, las secuencias de otros organismos, la
secuencia del aislado CNCD 188 y las secuencias encontradas en el TIGR. En este

andlisis se observa que existen menores diferencias entre las secuencias que codifican
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para las PFOR ya reportadas y la PFOR A del aislado CNCD 188; asimismo junto con
la Clona 86 que se encontr6 en el TIGR pertenece a este grupo. El segundo grupo lo
constituyen las secuencias que codifican para la Clona 63 y la Clona 61. En el dltimo
grupo se encuentran las secuencias que codifican para la PFOR de diferentes

organismos (Fig. 24) en la que se incluye a la de E. histolytica.
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Figura. 22. Ensayo tipo Northern Blot de la expresion del gen pfor a de T.
vaginalis. A) Expresion del transcrito del gen pfor a del aislado CNCD 188. Carril 1:

en asendacehiaro. Caril 2: Conddones dias cdehiaro (2501 M).
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Figura 23. Comparacion de los “motifs” de nuevas secuencias que codifican para
PFOR A. Las secuencias de aminoacidos de diversos contiguos que codifican para
PFOR A de T. vaginalis encontrados en el banco del genoma de 7. vaginalis por TIGR
se sometieron a un andlisis por medio del programa Prosite. Ademds se presenta el
tamafio de cada una de las PFOR y la simbologia utilizada para ubicar cada uno de los
“motifs”. Como sonda in silico se us6 la secuencia del fragmento de 1.1kb del gen pfor

a del aislado CNCD 147.
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Figura 24. Dendrograma para las secuencias completas que codifican para pfor.
El dendrograma fue construido con la secuencias completas deducida de aminodcidos
de las PFOR de los diferentes organismos analizados, del aislado CNCD 188, las
reportadas de 7. vaginalis y las obtenidas in silico en el genoma de 7. vaginalis

(TIGR), usando el programa CLUSTAL W (http://workbench.sdsc.edu/).
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9.-DISCUSION

La banda protéica de 120 kDa inducida en altas concentraciones de hierro y con
afinidad a la superficie de las células HeLa identificada y caracterizada por Yafiez-
Gomez (1998; 1999) y Moreno Brito (2004) es una nueva adhesina de 7. vaginalis con
homologia a PFOR A que se transcribe mejor en altas concentraciones de hierro
(Moreno Brito y col., 2004). Dado que el mapeo triptico de la mancha que solo aparece
en altas concentraciones de hierro confirmé que dicha mancha mostré la identidad de la
AP120 con PFOR A. En este trabajo nos propusimos clonar y caracterizar el gen pfor a
del aislado CNCD 188 de T. vaginalis a partir de oligonucleétidos especificos
disefiados con base a la secuencia reportada por (Hrdy y Muller, 1995). Por PCR se
amplific6 una fragmento de aproximadamente 3.4 kb y un fragmento de 600 pb. El
primer fragmento coincide con el tamafio de la secuencia que codifica para el gen pfor
a. Del segundo fragmento amplificado se desconoce su relacién, dado que los
oligonucledtidos son especificos para el fragmento de 3.4 kb. Ademads, se confirmé por
restriccién con la enzima Xhol que se trata del gen pfor a y no del gen pfor b ya que
este gen pfor b no tiene sitios de restriccion para esta enzima. La nueva secuencia del
fragmento de 3.4 kb amplificado a partir del DNA del aislado CNCD 188 mostré una
identidad del 99% con respecto a la secuencia de pfor a ya reportada Hrdy y Muller,
1995). Sin embargo, esta nueva secuencia (pfor a CNCD 188) presentd 5 diferencias a
nivel de aminoécidos con de los genes pfor a y pfor b. Sorprendentemente el 3° cambio
localizado en el aminodcido 1024, es diferente al gen pfor a pero igual al gen pfor b,
esto nos hace suponer que la nueva secuencia tiene tanto caracteristicas del gen a como
del b y que no es un error en la polimerasa o una mutacién y que se trate de un tercer

gen tipo pfor a.
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Cuando se hizo una comparacion entre las diferentes PFOR de otros
protozoarios y bacterias anaerébicas, con las PFORs de T. vaginalis se localizaron los
‘motifs” més importantes funcionalmente. De ahi se observd los tres segmentos
transmembranales que posee el gen pfor a reportado. La secuencia del gen pfor a
CNCD 188 solo presenta 2; el 1 cambio se localiza en el sitio 112 correspondiente al
sitio transmembranal, el cual deja de considerarse como un segmento transmembranal
que podria modificar su conformacién tridimensional y por ende la funcién de la
proteina. Notablemente, los 5 cambios de aminodcidos encontrados en este gen no se
encuentran entre los seis genes encontrados en el genoma de 7. vaginalis que confirme
que estos 4 cambios son reales. A diferencia de lo que sucede en el cambio que
comparte con pfor b. Por otro lado, estas 4 diferencias podrian deberse a la variabilidad
entre aislados ya que el gen obtenido en este trabajo pertenece al aislado CNCD 188 y

la secuenciacion del genoma se realiza del aislado ATTC30001..

Como parte de la caracterizaciéon de la AP120 Moreno Brito y col., 2004
localizaron con un anticuerpo anti-EhPFO a la AP120 en la superficie del parasito en el
citoplasma y asociada a organelos citopldsmicos que pueden ser hidrogenosomas.
Esto nos hace pensar que se pudiera tratar de una proteina con caracteristicas de PFOR
y de adhesina (‘moonlighting protein” Jeffery 1999; 2003). El anticuerpo que se utilizé
para este experimento se prepard contra un fragmento recombinante de 648 aa de la
parte carboxi-terminal de la PFOR de Entamoeba histolytica (del nucléotido 1260 a
3498 del gen pfor a) (Rodriguez y col., 1996; 1998). El alineamiento miiltiple entre los
fragmentos (648 aa) de la PFO de E. histolytica y T. vaginalis mostré una identidad y

homologia del 44.1% y 65%, respectivamente. Ademds 11 de los 22 péptidos
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identificados en la AP120 con identidad de PFOR se encontraron en este fragmento de

648 aa (Moreno-Brito y col., 2004).

Tomando en cuenta estos antecedentes, se diseharon oligonucleétidos que
amplificaran por RT-PCR un fragmento de 1.1 kb comprendido de este fragmento.
Cuando se utilizaron 30 ciclos de amplificacién se observé la expresion diferencial del
transcrito de pfor a en los parasitos de dos aislados de 7. vaginalis crecidos en
diferentes concentraciones de hierro. Solo hubo expresiéon del transcrito en altas
concentraciones de hierro. Estos datos correlacionan directamente con lo observado a
nivel de proteinas para la mancha numero 1 correspondiente a la adhesina AP120 que
se induce en altas concentraciones de hierro y se relocaliza a la superficie del pardasito
en estas concentraciones de hierro (Moreno-Brito y col., 2004), como ocurre con la
AP65 (Garcia y col., 2003). Sin embargo, es incomprensible que PFOR A siendo una
enzima del metabolismo energético del pardsito de expresion constitutiva, esta deberia
expresarse continuamente atin en condiciones normales de cultivo (20 uM), aunque no
lo hiciera en ausencia de hierro. De ahi que decidimos extender los ciclos de
amplificacién de la PCR a 35 ciclos. Bajo estas condiciones, el patrén de expresion
cambia, observdndose una baja expresién de PFORs en ausencia de hierro que aumenta
en condiciones normales y se duplica en condiciones de alto hierro. Aunque este patrén
es mdis complejo, es mas comprensible por lo descrito anteriormente. Debido a la alta
identidad que existe entre las secuencias de PFORs ya reportadas con las nueva
secuencia en este fragmento de 1.1 kb y ya que los oligonucleétidos utilizados se
localizan en una region muy conservada entre los diferentes genes de PFOR, existe la
posibilidad que los oligonucledtidos utilizados pueden pegar especificamente en las

demads secuencias de PFORs vy el patron que se observa incluya la transcripcién de los
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diferentes genes conocidos o que puedan existir otros ain no identificados, ya que

todavia no se termina de secuenciar el genoma de 7. vaginalis.

En estos experimentos de expresion también se pudo comparar la variabilidad
que hay entre aislados (CNCD 188 y CNCD147) en relacién al gen pfor a ya que la
amplificacion a partir de cDNA fue una manera de tener una evidencia mas de que estos
genes se estan expresando en el parésito, al menos a nivel transcripcional. La
comparacion de las secuencias de los fragmentos de 1.1 kb de los dos aislados, mostré
que hay 2 cambios en la secuencia de este fragmento de 1.1 kb entre los 2 aislados
respecto a los genes ya reportados, sugiriendo un grado de variabilidad de estos genes
entre aislados. El aminodcido 1024 de este fragmento se pudo comparar con la nueva
secuencia de 3.4 kb y presenta el mismo cambio. Este dato sugiere que podrian existir
mas genes PFOR en T. vaginalis ademas de los identificados, ya que las secuencias
aunque tiene alta homologia entre ellas, una de las pocas modificaciones que tienen
entre ellas son suficientes para que se estructuren como proteina de diferente

conformacién por lo que su funcién podria ser distinta.

Los dendrogramas construidos mediante la secuencias tanto en nucletidos como
de amino4cidos reflejan la presencia de tres grupos de genes PFOR en T. vaginalis, ya
que existen mds diferencias en la secuencia de DNA, que en la secuencia traducida de
aminodcidos. Esto pudiera explicar la necesidad de mantener la estructura y funcién de
los productos de los diferentes genes de PFOR en este parasito ademas de las posibles
funciones alternativas de algunos de ellos, como el caso de la AP120 con identidad a

PFOR A.
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La expresion a nivel de transcripcién en los ensayos tipo Northern Blot apoya
lo observado por RT-PCR que este gen tipo pfor a CNCD 188 se trasncribe mejor en
presencia de altas concentraciones de hierro. Ademas, el tamafio del transcrito (4.2 kb)
es mayor al tamafo del gen pfor a (3.4 kb), lo cual sugiere que presenta una cola larga
de poliadeninas y que no corresponde a los genes tipo pfor de mayor tamafio ya que la

secuencia de cDNA es diferente a la de los genes de mayor tamafo.

A partir del dendrograma en el cual se compararon las secuencias los 6 genes y
las secuencias del otros organismos se observaron tres grupos de genes; donde el
primer grupo lo integran las PFOR del mismo tamafo como lo son las PFOR
reportadas, la PFOR A del aislado CNCD 188, la clona 86 la cual podria ser un gen
distinto al gen pfor a y pfor b. El segundo grupo lo integran las clonas que son de mayor
tamafio encontradas en el TIGR (Clona 61 y 63) esta diferencia con respecto al grupo
anterior se debe a que no presentan todas las caracteristicas tipicas de PFOR. El tercer
grupo esta constituido por organismos distintos a 7. vaginalis que se agrupan de esta
manera ya que aunque tienen todas las caracteristicas de una PFOR tienen tamafios
distintos entre ellas. Asi mismo en este ultimo grupo se pueden observar las diferencias
entre un organismo amitocondriado y las bacterias. Sin embargo llama la atencién que
en el grupo de las bacterias anaerobias se encuentre el gen pfo de Entamoeba
histolytica, un protozoario amitocondriado que no posee hidrogenosomas sino un
organelo atipico llamado mitosoma, Ehko (Ledn Avila y col., 2004; Orozco E. y col.,

1997).

100



CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvo apartir del DNA del aislado CNCD 188 la secuencia del

tercer gen tipo pfor a, con solo 5 cambios de aminodcidos.

Se demostré que el gen pfor a del aislado CNCD 188 se regula positivamente por altas

concentraciones de hierro de manera similar a la AP120.

No se observd variabilidad entre los aislados CNCD 188 y CNCD 147 en cuanto a la
expresion del gen pfor a bajo diferentes concentraciones de hierro. En ambos se

observo una regulacidn positva por hierrro.

El tamafio del transcrito del gen pfor a detectado con la sonda 1.1 kb fue de 4.2 de

mayor tamafio que los genes ya reportados.

Evolutivamente, los genes de pfor reportados y los obtenidos en este trabajo a partir de

dos aislados se agrupan en 3 clades.
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13.-APENDICE

SOLUCIONES

Gel deAgarosa al 1%

Agarosa (Gibco BRL) 0.20 gr

TAE 1x 20 ml

Bromuro ceEtfido 471 0.5 mgm)

Amortiguador TAE 50x (pH ~ 8.5)

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

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

Bromuro de Etidio (0.5 mg/ml )

Bromuro de Etidio (Sigma) 0.5 mg

H,O destilada 1 ml
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EXTRACCION DE DNA GENOMICO

PBS 1x

NaCl (MERCK) 8 gr.

KCl 8 gr.
Na,HPO,4 0.65 gr
KH,PO4 0.2 gr

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

esteriliza por autoclave.

Amortiguador de Lisis

SDS (Sigma) 0.2%

NaCl 100 mM

EDTA 10 mM, pHS8.0

Tris-HCl 10 mM, pH 8.0
Etanol al 70%

Para 50 ml

Etanol al 100% 35 ml

H,0 destilada 15 ml

Amortiguador TE
Tris-HCl 10 mM
EDTA 0.2 mM

Se esteriliza por autoclave. Se ajusta el pH 7.6
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EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO
Solucién I (Estéril)
Glucosa 50 mM
Tris-HCl 25 mM, pH 8.0

EDTA 10mM, pH&.0

Solucién IT (recién preparada)
NaOH 02M

SDS (Dodecil sulfato de Sodio) 1%

Solucién II1
Acetato de sodio 5SM 60 ml
Acido acético glacial 11.5 ml
H,O0 destilada 28.5 ml

Se ajusta el pH 5.2 con 4cido acético glacial , se esteriliza por autoclave.

X-Gal Stock 40mg/ml
Disolver 400 mg X-GAL en 10 ml de dimetilformamida (filtrar por 0.22 um). Se
protege de la luz y se almacena a —20° C, se pipetea 40 pl del stock a cada caja y se

espatila.
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MEDIOS DE CULTIVO

Medio Luria Bertani (LB)
Cloruro de sodio 10g
Triptona 10g
Extracto de Levadura 5 g
Se ajusta el pH a 7.0 y se afora con H,O destilada a 1 litro. Por dltimo se

esteriliza en autoclave.

Ampicilina (100 pg/ml)

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

Placas LB-Ampicilina
El LB se prepara como en el paso anterior, ademds se agregan 20 g de agar
bacteriol6gico, después de haberlo esterilizado por autoclave y a una
temperatura de 45°C se adiciona ampicilina (100 pg/ml) y se transfiere a cajas

Petri en esterilidad.

MEDIO “Terrific Broth” (TB)

Bactotriptona 12 ¢
Extracto de Levadura 24 g
Glicerol 4 ml

Se afora a 900 ml con agua bidestilada, posteriormente se esteriliza en autoclave.
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MEDIO SOC

Para 1 litro

H,O destilada 950 ml
Bactotriptona 20g
Extracto de Levadura 5 g

NaCl 0.5g Antes de agregar la glucosa se esteriliza por
autoclave
Glucosa 1M 20 ml (previamente esterilizada por filtracién 0.22 1 M).

Amortiguador de Fosfatos

KH2PO4 2.31 ar
K>;HPO4 12.54 gr

Se afora a 100 ml con agua bidestilada. Se esteriliza en autoclave.

NOTA: Para maxiprep se agrega 45 ml de medio TB y se mezcla con 5 ml de

amortiguador de Fosfatos.

EXTRACCION DE RNA TOTAL
Solucién de Fe**

La solucién stock se prepara a una concentracion de 25 mM, se pesan 0.09803
g de Sulfato Ferroso Amoniacal (MERCK) y se disuelve en Acido sulfosalicilico
(Sigma) 50 mM. Se esteriliza en autoclave y se almacena a 4 °C protegido de la luz, por

no mas de una semana.

Solucién de Acido Sulfosalicilico
La solucidn stock se prepara a una concentracion 25 mM. Se pesan 0.1271 g de

Acido sulfosalicilico (Sigma) y se disuelven en 10 ml de H,O.
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Solucién 2-2, Dipirilo

La solucién stock se prepara a una concentraciéon 15 mM. Se pesan 0.0234 g de
2-2. dipiryl (Sigma) y se disuelven en 10 ml de H,O. Se esteriliza por filtracién en una

memoranade0.22 1 m Sedmooenaa4°C par N0 Miés de una semana.

PBS 1x
NaCl 8 g
KCl 8 g

Na,HPO, 0.65¢g
KH2PO4 0.2 g
Se ajusta el pH a 7.4 con NaOH o HCI se afora a 1 litro con H;O-DEPC y se

esteriliza por autoclave.

H,O0 DEPC

Para 1 litro
H,O 1000 ml
Dietil Pirocarbonato (Sigma) 1 ml se agrega al agua destilada y se deja en

agitacion por 24 h y después se esteriliza por autoclave.

Etanol al 70%
Etanol absoluto 700 ml

H,O-DEPC 300 ml
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OBTENCION DE RNA poli A+
TES
Tris-Cl 10 mM, pH7.5
EDTA 1mM, pH7.5

SDS 0.1 %

AMORTIGUADOR LAVADO Y ABSORCION

TES con NaCl 0.5M

OLIGO dT Celulosa
Para cada muestra se pesan 0.05 gy se equilibra con 500 pl de amortiguador de Lavado
y absorcién, por media hora en agitacién a temperatura ambiente. Después se centrifuga

5 min a 3,000 rpm, se elimina el sobrenadante.

NORTHERN BLOT

Gel de agarosa formaldehido al 1%

Se pesa 0.36 g de agarosa (Sigma), se agrega 3 ml de MOPS 10x y 22.35 ml de
agua destilada tratada con DEPC, la agarosa se fundi6 en el microondas, se dejé enfriar
un poco y posteriormente, se le agregaron 4.65 ml de formadelhido al 37%, se vacio
sobre la cdmara, se dejo polimerizar, se agregd el amortiguador de corrida (MOPS 1X) y
el gel se precorrié a 80 volts sin muestra. Posteriormente, las muestras y los marcadores

se agregaron, se dejo reposar por 10 min y se realiz6 la corrida a 40 volts por 2.5 h.
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MOPS 10x
Para 800 ml de agua-DEPC agregar:
MOPS 41.8 g, ajustar a pH 7.0 con NaOH o con 4cido acético
Acetato de sodio 3M 16.6 ml, pH 5.2 tratado con agua-DEPC
EDTA 0.5M 20 ml, pH 8.0 tratado con agua-DEPC

Esterilizar por filtracion (0.22 pm).

Sephadex G-50

A 5 g de Sephadex G-50 (Pharmacia), se les agreg6 agua destilada estéril hasta cubrir el
Sephadex para hidratarlo, se dejé sedimentar y se elimind la solucién acuosa; se repitié
este procedimiento por cinco veces mas en el transcurso de un dia. Finalmente, se
agreg6 amortiguador TE, pH 7.6, se dejé toda la noche, al dia siguiente se esteriliz6 por

autoclave y se almacené a temperatura ambiente.

Solucion de prehibridacién
Formamida 50% (v/v)
SSC  5x
Tris-HCIL, 50 mM pH 7.4
Solucién Denhard’s 5x

SDS 1% (peso/vol)
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SSC 20x
NaCl 175.3g
Citrato de Sodio 88.2g
H,O destilada tratada con DEPC ajustar a un volumen de 1 litro. Se esteriliza por

autoclave.
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GLUSTAL. ¥ {1.81) multipls sequescs ailgiieent

proval 1681
prol.1147
proL. 188
pior_a [mtce]
plor b [atec]

procal 188}
prol. 1147
prol.11688
plor_a [wtce]
pior_b_[atcc)

plocal1838]
plal. 1147
plol 1188
plor & [ates]
pror b _[atce)

proralias)]
pfal: 1147
pial. 1188
pror e [atee]
plor b [accc)

plore|183]
piol.1147
plol.1188
plos & [atcw]
plor b fatcc)

plocaf 188]
pEat, 1147
PLOL. 1168
pior 8 [atec)
por b [atec]

pEoraf 168]
piol. 1147
prot. 1168
ploc_a fatce]
ptor b [arce]

EEGHTHBGCL AAPHRGHL L P THVEN QF AP LI EFRGACHGCCE TAICRLL TRL Y G GL
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PERSPECTIVAS

Subclonar en un vector de expresion el fragmento 1.1 kb del aislado CNCD 188,

para su induccidén y su posterior purificacién por cromatografia de afinidad.

Producir  anticuerpos  anti-PFOR A por medio del antigeno PFORA

recombinante y con estos anticuerpos probar si inhiben la adhesién de T. vaginalis a

monocapas de células HeLLa, de una manera dependiente de concentracion.

Localizar a la proteina PFOR A por medio de inmunoflorescencia indirecta.

Determinar si todos los genes tipo PFOR de T. vaginalis se expresan en el

pardsito y bajo que condiciones lo hacen.
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