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RESUMEN

La tricomoniasis en una infeccidon causada por el parasito Trichomonas vaginalis, es
una de las mas frecuentes a nivel mundial. El parasito infecta el tracto urogenital
humano, principalmente el femenino, y es capaz de adaptarse al microambiente
manteniendo una infeccién crénica. Se sabe que el Zn?* a una concentraciéon de 1.6
mM, es capaz de resolver o autolimitar la infeccién de T. vaginalis, por lo que el parasito
es incapaz de colonizar el tracto urogenital masculino. Se han descrito factores como
el factor de transcripcion dedos de zinc de T. vaginalis (TvZNF1) y el factor de
transcripcion de respuesta a metales (MTF-1) en el humano, que son regulados por la
presencia de iones metalicos. Estos factores son capaces de unirse a elementos
reguladores de metales (MRE) que se encuentran en moléculas Ilamadas
metalotioneinas (MT). Las MT son proteinas de bajo peso molecular capaces de quelar
iones metalicos, por lo que mantienen la homeostasis celular y control del estrés
oxidativo. El objetivo de este trabajo fue determinar los genes de MTs presentes en T.
vaginalis y expresion en presencia y ausencia de cationes como Zn?* y Cd?*. Los
resultados del analisis bioinforméatico del genoma de T. vaginalis mostraron la
formacion de dominios repetidos en las secuencias de las MTs de T. vaginalis, Se
mostré un incremento en la expresion de tvmt-1 hasta de 3000 veces en presencia de
Cd?* y 6 veces en presencia de Zn?* con respecto al control sin la adicién de algun
cation. Para TvMT-1 en presencia de Cd?* se observé un incremento en la cantidad de
la proteina de hasta 3 veces mas y en presencia de Zn?* de 2 veces mas con respecto
del control sin adicion de algun cation, TvMT-1 en los ensayos de inmunolocalizacion

se observo en el citoplasma del parasito.



1. INTRODUCCION

1.1. Tricomoniasis

Tricomoniasis es una infeccidon de transmision sexual (ITS) causada por el parasito
Trichomonas vaginalis. Esta infeccion es sintomatica en mujeres, se asocia a
consecuencias como vaginitis, cervicitis, secreciones malolientes, y dolor abdominal,
ademas de complicaciones severas incluyendo: infertilidad, resultados adversos
durante el embarazo como partos prematuros, bebés con bajo peso al nacer y otras
como predisposicion al cancer cervical (Spiegel y col., 1990; Wolner Hanssen y col.,
1989). Sin embargo, en los hombres mas del 75% de los infectados son asintomaticos,
el resto presenta sintomas como uretritis, prostatitis y epididimitis, ademas de
complicaciones como infertilidad, predisposicién a cancer de préstata, se produce por
dafio al epitelio urogenital e inhibicion de la apoptosis (Krieger y col., 1982; Krieger y
col., 1995). Ademas, tanto en hombres como en mujeres la infeccidén esta asociada a
un aumento en el riesgo de infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
(Sutcliffe y cols., 2009). El principal tratamiento para la tricomoniasis esta restringido a
la clase de 5-nitroimidazoles, metronidazol y sus derivados como, metronidazol
benzoato, ademas del tinidazol, aprobados por la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos (FDA, EE. UU.) (Bitencourt y cols., 2018).

1.2. Epidemiologia

En el afio 2016 la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) reportdé un estimado de
357 millones de nuevos casos de infecciones de transmision sexual como: clamidia,
gonorrea, sifilis y tricomoniasis, de las cuales, 143 millones de casos son adjudicados
a la tricomoniasis, siendo ésta la que presenta mayor numero de casos anualmente
(OMS, 2016). En México se reportaron en 2014/76,729 casos, en 2015/61,128 casos,
en 2016/47,009 casos, en 2017/47,004 y en 2018/42,603 casos, hasta la semana 52
de cada afio. En el 2019 hasta la semana 13 se han reportado en Veracruz (1,404),
Puebla (1,133), Estado de México (1,390), Chiapas (577) y Tamaulipas (509), siendo
estos estados los de mayor incidencia del pais (Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica, 2018).
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1.3. Morfologia

T. vaginalis es uno de los parasitos mas estudiados, este patdgeno presenta un
tamafo de 10 um de longitud y 7 um de ancho. Este protozoario apicomplexa presenta
cinco flagelos de los cuales, cuatro se encuentran en la porcion anterior y el quinto
estd adosado a la membrana ondulante, que a su vez esta soportada por una costa
delgada no contractil. Estas estructuras son las encargadas de proporcionarle una
motilidad temblorosa que es caracteristica del microorganismo. El nlcleo del parasito
estd ubicado en la parte anterior, rodeado por una envoltura nuclear porosa. T.
vaginalis presenta una estructura hialina tipo varilla denominada axostilo que comienza
en el ndcleo y divide al protozoo longitudinalmente, penetra a través del extremo
posterior del parasito terminando en una punta afilada; se ha propuesto que esta
estructura es la encargada de anclarse al epitelio vaginal (Petrin y cols., 1998).

La morfologia de T. vaginalis se ve afectada por las condiciones microambientales en
las que se encuentra. En cultivo el parasito tiende a presentar una forma ovalada o de
pera, sin embargo, cuando éste se une a células epiteliales vaginales toma una forma
ameboide. También se ha propuesto que en condiciones desfavorables o de estrés
este puede redondearse e internalizar sus flagelos, dando una forma caracteristica de
pseudoquiste. T. vaginalis se compone principalmente de fibras de actina y tubulina
presentes en el citoesqueleto. El parasito presenta dos conjuntos de granulos uno
paracostal y otro paraxostilar, una caracteristica distintiva de T. vaginalis es, que el
segundo se encuentra dispuesto a lo largo del axostilo en tres filas paralelas que se

puede visualizar por microscopia electrénica (Petrin y cols., 1998).

11
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Figura 1. Morfologia de Trichomonas vaginalis. A Forma ameboide caracteristica
que presenta el parasito en cultivo in-vitro. B Forma de trofozoito que adquiere el

parasito cuando se encuentra adherido a células del epitelio (Petrin y cols., 1998).
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1.4. Ciclo de vida

T. vaginalis presenta un ciclo de vida relativamente simple, su reproduccién es asexual
y ocurre por fision binaria longitudinal, no presenta huéspedes intermediarios, este
parasito se adhiere a la mucosa de la vagina donde permanecen a pesar de las
condiciones adversas del microambiente. La transmision de T. vaginalis se lleva a cabo
de persona a persona Unicamente durante el contacto sexual con personas infectadas
(Schwebke y cols., 2004).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. El ciclo que presenta el parasito

es simple (Schwebke y cols., 2004).
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1.5. Genoma

T. vaginalis presenta un genoma con un tamafo de 160 Mb, el cual esta distribuido en
6 cromosomas, presenta ~60,000 genes que codifican para proteinas, ~65 de los
genes contienen intrones con un sitio de splicing conservado de 12 nucleétidos en la
region 3"del RNAmM. Ademas, el genoma de T. vaginalis presenta genes que codifican
para los RNAs de transferencia (tRNAs) para todos los aminoacidos que codifican a
las proteinas y 250 RNAs ribosomales. El parasito presenta 59 familias de repetidos
entre los que destacan transposones, retrotransposones y virus, abarcando un total de
~39 Mb de todo genoma. También el genoma de T. vaginalis presenta el gen de
DICER-like, 2 genes argonautas y 41 genes helicasa, sugiriendo la existencia de RNA

de interferencia (Carlton y cols., 2007).

T. vaginalis presenta 29 genes que codifican para proteinas que participan en la
reparacion del dafio al ADN, 75 proteinas de tipo GP63-like homdlogas a proteinas de
superficie de Leishmania major, caracteristicas por tener un dominio transmembrana
C-terminal predicho como un anclaje de la superficie celular. Ademas, T. vaginalis
presenta ~650 proteinas homologas a BspA caracterizadas por presentar una
repeticion rica en leucina. También dentro del genoma de T. vaginalis hay 446 genes
que codifican para proteasas de las cuales 6 son aspartato-proteasas, 220 cisteina-
proteasas, 123 metalo-proteasas, 80 serina-proteasas y 17 treonina-proteasas
(Carlton y cols., 2007). El parasito presenta un solo miembro de la familia retropepsina
de VIH-1 de tipo aspartato peptidasa con una posible actividad como inhibidor de la
peptidasa anti-VIH, incluso presenta proteinas de tipo subtilisina con actividad en el
procesamiento de proteinas de superficie, ademas de la asparaginasa que es de tipo
treonina peptidasa y 3 proteinas similares a la cistatina, inhibidores naturales de la

peptidasa que regulan la actividad de la ceptina peptidasa (Carlton y cols., 2007).

1.6. Metabolismo

T. vaginalis es un organismo eucariota similar en muchos aspectos a otros eucariotas,
es un parasito obligado ya que depende de su hospedero por carecer de muchas vias
de sintesis de novo, siendo incapaz de sintetizar acidos grasos saturados e
insaturados y colesterol, debido a que no presenta genes que codifican para enzimas

que participan en la degradacion o sintesis de lipidos. Sin embargo, es capaz de usar
15



aminoéacidos arginina como sustrato para la produccion de energia (Mack y Muller,
1980). También T. vaginalis es incapaz de llevar a cabo la sintesis de poliaminas, y su
obtencion se lleva a cabo por la actividad de un sistema antiporter
putrescina/espermina, proceso que introduce 1 molécula de espermina por cada 2
moléculas de putrescina que son secretadas. Se ha observado que esta via presenta
una doble actividad, durante su inhibicibn con diamino-2-butanona (DAB) se
incrementa la union al epitelio vaginal, sin embargo, la citotoxicidad se inhibe. La
putrescina es sintetizada por la enzima ornitina descarboxilaza mediante la via de
arginina hidrolasa para la produccion de energia en el parasito (Alvarez Sanchez y
cols., 2008).

El parasito no presenta mitocondrias, sin embargo, presentan estructuras semejantes
para la obtencion de energia denominados hidrogenosomas, que al igual que las
mitocondrias, tienen un didmetro de 0.5 a 1 mm y se encuentran rodeadas por una
doble membrana, sin embargo, a diferencia de la mitocondria este organulo no
contiene ADN. Los hidrogenosomas son el sitio de oxidacién fermentativa del piruvato
por medio de la ferredoxina oxidoreductasa la cual no estd presente en las
mitocondrias, también presentan Coenzima A Sintetasa de B-succinil encargada de
llevar a cabo la catalisis de ATP por fosforilacién a nivel de sustrato, también estos
organelos estan encargados de producir hidrégeno molecular, ademas de procesar la
mitad de los carbohidratos de la célula y presentan enzimas homologas a las que se
encuentran en otros organismos tanto eucariotas como procariotas (Petrin y cols.,
1998). Se ha sugerido que el hidrogenosoma de T. vaginalis ha experimentado una
evolucion reductiva comparable a otros protistas que poseen proteomas

mitocondriales reducidos (Carlton y cols., 2007).

1.7. Patogénesis

El parasito presenta diferentes propiedades de virulencia para colonizar a su
hospedero. Estas propiedades de virulencia son modificadas por factores que existen
en el microambiente del tracto urogenital de humano, como: el pH, la temperatura y la
presencia de cationes. A continuacion, se describird cada una de las propiedades de

virulencia, las moléculas que participan y los factores que la afectan.
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1.7.1. Citoadherencia

Para llevar cabo el proceso de adhesion el parasito presenta proteinas como las
adhesinas AP120, AP65, AP51, AP33 y AP23. Durante la adhesiéon a las células se
observa un incremento en la expresion génica de estas adhesinas. Durante la
adhesién, T. vaginalis perturba el complejo de union en las células epiteliales,
produciendo una disminucion en la resistencia eléctrica transepitelial, la alteracion en
el patrén de distribucion de proteinas complejas funcionales, como se observé para E-
caderina, y una ampliacion del espacio entre las células epiteliales. Estos efectos
dependen de la virulencia del paréasito, la expresion de proteinas de adhesion en la
superficie del parasito y la concentracion de hierro en el medio (Alderete y cols., 1988;
Vieiray cols., 2015).

Se ha descrito que la regulacion de la expresion de las moléculas involucradas en el
mecanismo de adhesion se ve afectada por presencia de hierro el cual es un elemento
esencial para los organismos vivos desde los mas simples hasta organismos mas
complejos. El hierro contribuye a funciones biologicas, como la sintesis de &cidos
nucleicos, transporte de oxigeno y las reacciones metabdlicas. T. vaginalis ha
desarrollado multiples sistemas de captacidon de hierro, como receptores para
hololactoferrina, hemoglobina (HB), haemina (HM) y union a grupo hemo, asi como
adhesinas a eritrocitos y células epiteliales. El hierro desempefia una funcién crucial
para el proceso de la adhesion debido a que, durante la presencia del hierro, la
citoadherencia incrementa, se modula la adhesion a la matriz extracelular y la
expresion de la cistein-proteinasas como CP30 y CP62 que participan también en el
proceso de adhesion. Estas CPs participan también en la activacién de precursores
inactivos de APs presentes en la superficie, que pasarian a conformaciones activas
tras la digestion especifica, o bien podrian intervenir en la modificacion de los
receptores de las células diana. Estas APs se encuentran enmascaradas en la
superficie del parasito por proteinas especificas. Las CPs eliminan de forma especifica
proteinas inmunogénicas de enmascaramiento, permitiendo que las AP lleven a cabo
su funcién en el reconocimiento y adhesion a las células del hospedador (Vieiray cols.,
2015).

17



Las proteinas recombinantes como AP65, AP51 y AP33 compiten por la unién a
células HelLa, como si fueran las adhesinas originales de T. vaginalis. Ademas, se ve
un incremento en la cantidad de proteina cuando el organismo es crecido en un medio

rico con hierro (Garcia y cols., 2003).

La AP65 es una de las adhesinas mas abundantes que participan en el mecanismo de
adhesion del parasito. EI mecanismo transcripcional de regulacion por hierro que
modula a ap65-1, involucra la participacion de tres factores transcripcionales Myb1,
Myb2 y Myb3 mediante una secuencia conservada que funciona como promotor de
respuesta a hierro. También se ha sugerido que existe una regulaciébn post-
transcripcional por hierro basado en una interaccion de RNA-proteina, este elemento
de respuesta se localiza en regiones no traducidas del RNAm (Hsu y cols., 2012; Hsu
y cols., 2013).

1.7.2. Citotoxicidad

Las CP de T. vaginalis se encuentran en diferentes compartimentos celulares, tales
como: lisosomas y membrana plasmatica, o secretadas al medio de cultivo a través de
exosomas, median la citotoxicidad a través de la membrana plasmatica. In vivo, las CP
se han encontrado en las secreciones vaginales de pacientes con tricomoniasis aguda,
y algunas CP son inmunogénicas. Al menos cinco proteinas de tipo cistein-proteinasas
se han descrito, siendo estas CP70, CP65, CP39, CP25 y CP20, implicadas en la
interaccidn entre parasitos y células prostaticas DU-145. La citotoxicidad hacia las
células DU-145 es 80% mas baja que en las células HeLa. Ademas, los parasitos
muestran una forma ovalada y se forman pseud6podos al entrar en contacto con las
células DU-145, pero no se observaron trofozoitos ameboides. (Quintas-Granados y
cols., 2013).

La CP65 lleva a cabo la degradacion de colagena IV y fibronectina, siendo
inmunogénica en pacientes con tricomoniasis. Esta reportado que las concentraciones
de hierro reducen la actividad proteolitica al igual que la cantidad de CP65 y la
citotoxicidad de T. vaginalis (Alvarez Sanchez y cols., 2007). En presencia de Zn%*a
una concentracion de 1.6 mM la expresion y la cantidad de proteina también se ven
disminuidas, sin embargo, un estudio demuestra que la adicion de putrescina exdgena

logra recuperar la actividad proteolitica a nivel de transcrito, transcrito y por lo tanto el
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mecanismo de citotoxicidad (Vazquez Carrillo y cols., 2011). Otra de las CPs que
participan en el mecanismo de citotoxicidad es CP39 capaz de degradar colagena |,
I, 1v, y V, fibronectina y hemoglobina humana, e inmunoglobulinas A y G, son
inmunogénicas lo que sugiere que juega un papel importante en la infeccién. Al igual

que CP65, CP39 es regulada por hierro (Hernandez y cols., 2004).

Se han propuesto funciones importantes para CP en diversos procesos tales como
citotoxicidad, citoadherencia, metabolismo, invasion de células hospedadoras,
degradacion de moléculas, factores de virulencia, hemolisis y evasion de la respuesta
inmune del huésped, entre otros. (Hernandez y cols., 2014)

La MP50 es una molécula que se ha demostrado que interviene en el mecanismo de
citotoxicidad con actividad proteolitica y que causa dafio a las células del hospedero,
y pertenecen a la subfamilia A de metaloproteinasas de tipo amino-peptidasa. Esta
molécula es regulada por zinc y posee una maquinaria similar al de otras proteinas
gue responden a iones metdlicos, con accion de un factor de transcripcion MTF-1. El
mecanismo de regulacién de MP50 es similar a la regulacién que esta mediada por
hierro que se da en la adhesina ap65-1, sin embargo, debido a la presencia del factor
de transcripcion MTF-1, esta expresion también se vera regulada por la presencia de

zinc en el medio (Villalpando y cols., 2017).

1.7.3. Evasion de respuesta inmune

Las CPs son capaces de degradar la porcién C3 del complemento en la superficie del
organismo; esto le permite al organismo evadir la destruccibn mediada por el
complemento, sin embargo, aun no se han identificado completamente las CP que
llevan a cabo este mecanismo. Se ha observado que la resistencia al complemento
depende de una alta concentracion de hierro, un nutriente que es verdaderamente

abundante durante la menstruacion (Hernandez y cols., 2014).

Entre las moléculas que son capaces de llevar a cabo esta funcion se ha encontrado
a CP39 de T. vaginalis, una proteinasa de 39 KDa y con un punto isoeléctrico de 4.5,
esta proteina es de tipo papaina (una familia de proteinas que incluye endopeptidasas,
aminopeptidasas, dipeptidil peptidasas y otras enzimas con actividades tanto exo-

peptoliticas como endo-peptoliticas) (Hernandez y cols., 2014).
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Al igual que muchos otros parasitos protozoarios, T. vaginalis presenta variaciones
fenotipicas como un mecanismo de evasion inmunolégica. Se ha identificado un
inmunogeno de superficie llamado P270, una glicoproteina que presenta el epitope
repetido DREGRD, importante para la unién del anticuerpo con parasitos vivos. En
este mecanismo de evasion el hierro modula la localizacién de P270; esta reportado
que parasitos crecidos en ausencia de hierro tienen expresion de P270 (Dailey y cols.,
1991). Otro inmundgeno que esta presente en la superficie de todos los parasitos, es
el P230, que sufre cambios conformacionales que le permiten evadir el anticuerpo
(epitope de variacion fenotipica). La IgG vaginal, que es reactiva al P230 de T.

vaginalis, no fue citolitica, incluso en presencia de complemento (Petrin y cols., 1998).

1.7.4. Hemolisis

La identificacion de una CP de 60 kDa en T. vaginalis capaz de degradar la
hemoglobina, respalda la hipotesis de que este parasito puede usar la hemoglobina
como fuente de hierro. Los parasitos metabdlicamente activos son necesarios para la
lisis de los eritrocitos. Los inhibidores de la CP reducen en gran medida la lisis de
eritrocitos, lo que sugiere que las CP pueden ser un factor litico implicado en el
mecanismo de hemdlisis. La lisis de los eritrocitos parece estar mediada por receptores
de proteinas en las superficies de eritrocitos y parasitos. La evidencia empirica de los
estudios con eritrocitos humanos sugiere que las proteinas similares a la perforina

pueden estar involucradas. (Hernandez y cols., 2014).

1.8. Efecto de iones metalicos en los seres vivos

Algunos metales como: Cu?*, Zn?*, Mg?*, Mn?*, Fe?*, Co?*, Na®* y K2* desempefian
funciones significativas en los seres vivos, contribuyen estabilizando estructuras y
moléculas bioldgicas, o funcionan como cofactores en una gran cantidad de reacciones
enzimaticas. Son esenciales para el metabolismo y crecimiento celular, aunque se
requieran en concentraciones muy bajas. En cambio, otros como: Cd?*, Hg?*, Ag?*,
Pb%* y Pt?*, son considerados como no esenciales, ademas de que son muy tdxicos

incluso a concentraciones muy bajas (Bertin y cols., 2006).

Todos los metales presentan caracteristicas unicas que en todo momento deben ser

evaluadas, se debe tomar en cuenta si estos presentan o no algun riesgo para la salud
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0 que perjudiquen el medio ambiente. Algunos metales son componentes naturales
encontrados en diferentes ecosistemas, ademas, dependiendo de la ubicacion
geogréfica la concentracion de ion metélico varia. Los iones metalicos que requiere el
organismo para llevar a cabo sus funciones metabdlicas se encuentran mezclados con
otros metales para ser introducidos en el ambiente, como consecuencia de las
actividades que realizan los humanos. Sin embargo, se sabe que algunos de ellos
pueden interactuar entre si de forma aditiva, en cambio otros actian de forma

antagonica o sinérgica. (Preston y cols., 2000).

Los diferentes estados de valencia de un compuesto influirdn en la biodisponibilidad y
el efecto que tengan sobre los seres vivos, cada compuesto esta biodisponible cuando
se encuentra de forma libre y ademas, es capaz de pasar a través de la membrana
citoplasmatica, sin embargo, la biodisponibilidad del compuesto también se vera
afectada por la condiciones fisico-quimicas del ambiente en el que se encuentre por
ejemplo: pH, concentracion de oxigeno, salinidad e incluso la presencia de otros iones.
Cabe destacar que no solo este tipo de condiciones afectara al organismo, sino
también condiciones bioldgicas como actividad metabdlica o quelacion (Bondarenko y
cols., 2008).
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1.8.1. Metales presentes en el tracto urogenital masculino

En los seres humanos se han realizado estudios que han puesto de manifiesto la
importancia de la presencia de iones metalicos en la salud, y su efecto en la salud
reproductiva, sin embargo, el dafio celular puede darse incluso a concentraciones
bajas. Se debe tomar en cuenta que la mayoria de los metales pesados son nocivos,
alterando el eje hipotalamico-pituitario o incluso directamente en el proceso de
espermatogénesis (Mendiola y cols., 2011). En la siguiente tabla se presentan algunos

iones metalicos que podemos encontrar en el plasma seminal de hombres sanos.

Tabla 1. Concentraciones de iones metéalicos en el plasma seminal de hombres
sanos (Mendiola y cols., 2011; Abdul, 2010).

lon metalico Concentracion
Plomo 29 ug/L
Cadmio 0.8 pg/L
Mercurio 11.5 pg/L
Magnesio 12.62 mg/dL
Cobre 173.29 pg/mL
Manganeso 0.7 ug/L

Hierro 28.7 p.p.m
Zinc 154.6 mg/L
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1.8.2. Zinc

El zinc es el segundo metal de transicibn mas abundante en organismos vivos después
del hierro, se incorpora en aproximadamente el 10% de las proteinas humanas y es
necesario para mas de 300 enzimas (Buracco y cols., 2018). Es un metal esencial
fundamental para todos los seres vivos. Comprende el centro catalitico y estructural
de una gran variedad de proteinas que intervienen en una amplia gama de funciones
fisioldégicas que incluyen en la sintesis de ADN y ARN, crecimiento celular, sintesis
proteica, metabolismo energético, defensa antioxidante celular, desarrollo cerebral,
formacion 6sea y sistema inmune funcién. Esta presente en las seis principales clases
funcionales de enzimas y se requiere cataliticamente para la actividad de ADN y ARN
polimerasas. También es el componente estructural de muchos reguladores de la
transcripcion que se unen al ADN, donde se requieren para el plegamiento adecuado

y la union al ADN (Kumari y cols., 2017).

La importancia del zinc en la célula se destaca aun mas porque es el Unico metal que
necesitan toda clase de enzimas. Contribuye a mantener el equilibrio redox celular
mediante diversos mecanismos. Ademas, esta involucrado en la apoptosis de células
de cancer de mamiferos, lo que sugiere que este micronutriente tiene varias funciones
en el mantenimiento de los mecanismos celulares fundamentales. (Sainiy cols., 2017).
El principal punto de control para la homeostasis del zinc es la regulacion de la
absorcion de zinc a través de la membrana plasmatica. Poco se sabe sobre el
mecanismo Yy la regulacion de la absorcién de zinc en mamiferos y plantas. (Zhao y
cols., 1997).

1.8.3. Cadmio

El cadmio (Cd), es un metal pesado que se acumula en el ambiente como resultado
de las actividades industriales, como: la fabricacion de baterias (niquel-cadmio),
guema de combustibles fésiles, generacion de polvos por el proceso de fabricacion de
cemento y fertilizantes fosfatados. También se utilizan pigmentos a base de Cd?* para
crear tintes, pinturas, plasticos y ceramica. Estas actividades industriales son
consideradas como una gran fuente de emision a la atmosfera y de contaminacion
para mantos acuiferos y suelos. Los rios contaminados con Cd pueden irrigar tierras

de cultivos, ademas de que el Cd es capaz de combinarse con otros elementos y
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formar compuestos tales como cloruros, oxidos, sulfuros, y de esta manera unirse
fuertemente a las particulas del suelo. Se considera que la mayor cantidad de Cd en
el suelo proviene del uso de fertilizantes de fosfatos para la agricultura, lo cual produce
gue se acumule a lo largo de la cadena alimenticia en plantas y animales (Farkas y
col. 2007; Pan y col. 2009).

1.8.3.1. Ingreso del cadmio ala célula

La entrada de Cd?* a la célula se lleva a cabo por diversas vias, dependiendo del tipo
celular y de las condiciones fisiologicas. Los mecanismos responsables de la
acumulacién de Cd?*, se deben a la competencia del Cd?* y metales esenciales como
el Cu?*, Zn?*, Ca?*y Fe?* que tienen un sistema de transporte especifico. Una tercera
parte del Cd entra al hepatocito por canales de Ca?* y sugieren que la presencia de
antagonistas de canales de Ca como la nifedipina y verapamilo, reducen la entrada de
Cd?*, confirmando una interferencia con el transporte de Ca?*. Debido a que el Ca?*y
Cd?* tienen un radio iénico y carga similar se puede explicar por qué los dos elementos
tienen rutas similares de entrada en la célula (Fotakis y col, 2006).

1.8.3.2. Efectos del cadmio ala salud

Muchos metales no esenciales son conocidos contaminantes inorganicos, persistentes
y téxicos en nuestro planeta. La toxicidad del metal puede surgir de la interaccion con
biomoléculas, como proteinas o acidos nucleicos, cuya estructura y funciéon nativa

puede alterarse (De Francisco y cols., 2017).

La exposicién crénica al Cd?* puede causar efectos adversos en rifion, higado, pulmén,
pancreas, testiculos, placenta y hueso (Satarug y col. 2010); sin embargo, este metal
puede disparar mecanismos adaptativos, como generar especies reactivas de oxigeno
(ERO) gue actuan como mediadores de la sefializacion celular y la respuesta anti-
apoptotica. Esta respuesta tiene importancia médica ya que este tipo de exposicion se
ha asociado con varios tipos de canceres (Liu y col. 2009). Los efectos de la toxicidad
por Cd?* dependen del tipo de exposicién, ya sea a través de la inhalacién de aire
contaminado, particularmente cerca de fundidoras y las incineradoras o del humo del
cigarro, consumo de alimentos y agua contaminados. Ademas, la deficiencia de

metales esenciales como el Fe?*, Cu?*, Zn?* y Ca?* en el cuerpo humano facilita la
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absorcion de Cd?*. Se estima que entre un 10-50% de Cd?* se absorbe en pulmon,
mientras que a nivel gastrointestinal la absorcion es del 8%. El Cd?* asimilado, es
captado por el higado donde forma complejos con pequefios péptidos como el glutation
(GSH) (Cd-GSH) o con proteinas de bajo peso molecular como la MT (Cd-MT) y es

secretado en la bilis o bien liberado a la circulacion (Storelli 2009; Ololade y col. 2011).

El Cd?* es nefrotoxico y el dafio renal se manifiesta con proteinuria, que se determina
por un incremento de proteinas de bajo peso molecular como transferrina, albumina,
N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) y B2-microglobulina en la orina que son utilizadas
como marcadores de dafio renal. La continua exposicion ademas de causar disfuncion
tubular, también puede progresar a dafio glomerular con una disminucion en la
filtracion glomerular (GFR). El Cd?* se encuentra asociado a una alta mortalidad por
cancer. El Cd?* regula la expresion del gene aeg-1, cuya proteina codificada podria
ser importante para el desarrollo del tumor, progresién y metastasis a traves del factor

NF-kB en células de cancer de mama (Luparello y col., 2012).

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar el dafio inducido por el Cd?* en
el organismo y las especies reactivas de oxigeno (ERO) son consideradas como
mediadores importantes en esta respuesta. Las ERO son moléculas radicales o no
radicales libres que son consideradas como agentes oxidantes, se caracterizan por ser
muy reactivos, debido a que tienden a sustraer un electron de moléculas estables con
la finalidad de alcanzar su estabilidad electroquimica. Las ERO comprenden al: radical
Oz, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo y lipoperoxidos que se han relacionado
con una variedad de enfermedades. El Cd?* puede generar ERO de manera indirecta,
provocando dafio en el ADN, en proteinas, en membranas y alterando la cadena de
electrones mitocondrial. La alteracién funcional de la mitocondria por el Cd?* se da
primero, una interaccion del Cd?* con los grupos —SH de cisteinas de las proteinas de
la membrana mitocondrial disipando el potencial de membrana, que provoca un
desacoplamiento y posteriormente, una inhibicién de la cadena respiratoria con la

generacion de ERO que causa la lipoperoxidacion mitocondrial (Mao y col., 2011).

Las células cuentan con una variedad de antioxidantes endégenos de tipo enzimatico
y no enzimatico para controlar las ERO generadas durante el estrés oxidativo. Entre

los antioxidantes no enzimaticos tenemos al acido ascorbico (vitamina C), el a-
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tocoferol (vitamina E), la albumina, la MT, el GSH, por mencionar algunos. El glutation
es considerado como un antioxidante importante, debido a que ayuda a mantener los
grupos SH de las proteinas en estado reducido y también ayuda a remover peroxidos
toxicos. Para evitar estos efectos es necesario reducir la disponibilidad de Cd?* en el
suelo y las plantas mediante la neutralizacion de acidez del suelo; ademas de
mantener una dieta rica en hierro para que la absorcion intestinal de Cd?* se reduzca
(Mao y col., 2011).

1.8.3.3. Regulacion génica por cadmio

El cadmio propicia la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) via la
mitocondria o la NADPH oxidasa, pero también por la inhibicion de las enzimas
antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPX), la glutation-reductasa (GR) o por la disminucién en el contenido de
GSH. Ademas, el Cd?* activa diferentes cascadas de sefializacion que son sensibles
a las ERO como: la fosfolipasa C (PLC), la proteina cinasa C (PKC), las cinasas
activadas por mitégenos (MAPK), cinasa serina/treonina mTOR, cinasa S6K1, cinasa
Il dependiente de calmodulina /calcio (CaMKIl), cinasa dependiente de ARN ligada al
RE (PERK), proteina reclutadora de inositol 1 (IRE1l) y la cinasa trifosfato
inositol/proteina cinasa B (PI3K/Akt). El dafio en la mitocondria, asi como el estrés del
reticulo endoplasmico y las cascadas de sefializacion, favorecen la activacién de
diversos factores de transcripcidbn como el factor de transcripcién-1 que responde a
metales (MTF-1), factor de transcripcion de choque térmico 1 (HSF-1), transductor de
sefal y activador de la transcripcion-3 (Stat-3), proteina activadora-1 (AP-1), factor
nuclear-kB (NF-kB), activador del factor de transcripcion 6 (ATF-6), factor de
transcripcion Chop (proteina homoéloga a C/EBP), factor de iniciacién de la traduccion
eucariotica 2 a (elF2a), factor inductor de apoptosis (AIF) y p53 que inducen la
transcripcion de genes blanco que participan en varios procesos celulares tales como

sobrevivencia, proteccion, cancer o muerte celular (Zhang y cols., 2010).
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La exposicion a Cd?* esta asociada con la inflamacién inducida por el ién, involucrando
la produccién y liberaciébn de citocinas tales como la interleucina-18 (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). La
respuesta mediada por el TNF-a, involucra la infiltracion de células inflamatorias, la
generacion de ERO y la regulacion de la expresion de otras citocinas. El Cd?* puede
inducir inflamacién, pero las bases moleculares no se conocen con exactitud (Lag y
col., 2010).

Diversos reportes en la literatura han contribuido a ampliar la lista de genes que
responden al Cd?*; entre ellos los del ciclo celular, respuesta inmune, metabolismo,
oncogenes y transportadores. Sin embargo, se ha determinado que los genes mas
expresados son los relacionados con las MTs, las proteinas de choque térmico (Hsp)

y la apoptosis (Wang y col., 2012).

Recientemente, el grupo de Zhang y col. en 2012, determinaron que el Cd?* induce un
incremento en los niveles de Zn?* en el higado y rifién que se correlaciona con la
expresion del ARNm y la sintesis de la MT, dandole al Zn?* un papel positivo. El Zn?*
interacciona con el factor de transcripcion MTF-1 formando un complejo que se une a
elementos ARE en la regién promotora del gen de la MT para inducir su expresion.
Otra de las proteinas que se inducen en respuesta a la exposicion de Cd?* es la Hsp70
que se activa rapidamente en respuesta al estrés y tiene gran importancia en la
proteccion y tolerancia al Cd?*. Como molécula chaperona, la Hsp70 tiene la capacidad
para unirse a proteinas en proceso de desnaturalizacién y asi prevenir su degradacion,
dicha proteina puede ser considerada como una respuesta adaptativa inducida por el
Cd?*, permitiendo a las células realizar sus funciones esenciales para sobrevivir (Selim
y col., 2012). Un ensayo de expresion revelo que el gen hsp70-1 es activado por
cadmio, el cual indujo fuertemente la expresion de hsp70-1 tras 5 y 15 horas después

de la exposicion (Wirth y cols., 2002).

La apoptosis inducida por Cd?*, involucra las vias intrinseca y extrinseca. La via
intrinseca es mediada por sefiales de estrés celular (dafio al ADN) y la activacion de
la caspasa-9 mientras la extrinseca implica la activacion de receptores de muerte Fas
y la activacion de la caspasa-8. La caspasa-8 y 9 activan a las caspasas efectoras 3y
7, que participan en la muerte celular. Por lo tanto, la generacion de ERO, la alteracion
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del potencial de membrana mitocondrial y la activacion de la caspasa-9, representan
los principales elementos de la via apoptética mitocondrial. Por otro lado, estudios
realizados en osteoblastos que fueron pre-tratados con el inhibidor de la cinasa Erk
1/2, sefialan una disminucién en la apoptosis inducido por el Cd?*. Varios metales
pesados incluyendo al Cd?* pueden activar la via de sefializacion de la cinasa
serina/treonina MTOR provocando la muerte por apoptosis. Sin embargo,
dependiendo de la concentracion de Cd?*, la célula puede desarrollar respuestas de

adaptacion a la apoptosis inducida por el metal (Arbon y col., 2012).

1.8.4. Mecanismos de detoxificacion de metales

Todos los metales, especialmente los no esenciales, tienen efectos toxicos sobre los
seres vivos. Por esta razon la célula presenta una serie de mecanismos de resistencia

frente a estos contaminantes ambientales (Gadd, 2000).

El blogqueo del transporte intracelular es un mecanismo de resistencia tipicamente
bacteriano, y se expresa en presencia de metales no esenciales que utilizan los
sistemas de transporte activo de metales esenciales. La modificacion quimica del ién
metalico se da procesos metabdlicos celulares para que el i6n metalico sea
transformado a una forma menos toxica para la célula. El bombeo extracelular del i6n
metélico, consiste en expulsar mediante sistemas de transporte dependientes de
energia, los cationes metalicos que se acumulan en el citoplasma (Silver y cols., 2005).
La bioprecipitacion es un mecanismo propio de hongos y bacterias, capaces de
excretar al medio una serie de productos metabdlicos (compuestos reducidos de
azufre o 4cidos orgéanicos) que inmovilizan los cationes metalicos toxicos de manera
inespecifica. La bioadsorcién consiste en la captacion inespecifica y pasiva de los
iones metalicos por polimeros o estructuras de la superficie celular (paredes, capsulas)
(Lovley, 2000). La bioacumulacion consiste en la inmovilizacion citoplasmética de los
cationes metalicos uniéndolos a una molécula ligando y, en algunos organismos, la
posterior compartimentalizacion del complejo molécula ligando-metal. Finalmente, el
complejo metal-ligando es eliminado de la célula como complejo no toxico. En los seres
Vivos existen tres tipos principales de moléculas queladoras de metales pesados
implicadas en bioacumulacion: las MTs, las fitoquelatinas (FQs), y el tripéptido
glutation (GSH) (Rauser, 1999).
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Figura 5. Mecanismos de detoxificacion de metales pesados presentes en
microorganismos procariotas y eucariotas. Se observan los procesos de:
bioprecipitacion, bombeo extracelular del ion metélico, bioadsorcion y bioacumulacion.
M: Metal pesado, M*: Metal reducido o metilado, MT: Metalotioneina, MT-M: Complejo
MT-metal, FT: Factor de Transcripcién. Entre paréntesis se indican los grupos de
microorganismos que presentan alguno de estos mecanismos (Gutiérrez y cols.,
2008).
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Poco se conoce sobre los mecanismos de detoxificacion de metales en ciliados, siendo
la bioacumulacion el mejor estudiado en estos microorganismos, aungque no se

descarta la existencia de otros (Diaz y cols., 2006).

En diversas especies de ciliados se ha descrito la presencia de inclusiones metalicas
en el citoplasma, o en el interior de vacuolas en células expuestas a distintos metales
pesados. Estas inclusiones se observan como granulos electrodensos mediante
microscopia electronica de transmision, independientemente del metal empleado. Es
probable que estas acumulaciones representen complejos formados por los cationes
metélicos y MTs, de modo que los metales pesados no se encuentren en forma
biodisponible y por lo tanto no sean téxicos para la célula. Tales acumulaciones
metalicas también han sido detectadas en diversos ciliados mediante microscopia de

fluorescencia (Diaz y cols., 2006).

Las principales moléculas queladoras responsables de la bioacumulacién de metales,
tienen naturaleza peptidica y pueden ser péptidos sintetizados enziméaticamente (GSH

y fitoquelatinas), o proteinas codificadas genéticamente: MTs (Piccini y cols., 1994).

1.9. Metalotioneinas

Las MTs fueron descubiertas en el afio 1957 en el cértex de higado de caballo, se
encontré una proteina responsable de la acumulacién de cadmio (Margoshes y Vallee,
1957). Después se demostré que las MTs ademas de cadmio, son capaces de unir
zinc y cobre (K&agi y Valee 1960; Pulido et al. 1966). En la actualidad se ha demostrado
que las proteinas son capaces de unir hasta 17 iones metalicos distintos, tanto
monovalentes como divalentes, aunque algunos autores afirman que in vivo sélo se
pueden unir a Zn?*, Cd?*, Pb?*, Hg?*, Bi?*, Cu?* y Ag?*. La afinidad con los distintos
metales varia segun el metal y los tipos de MTs. La capacidad de quelacién también
varia, y depende de la estructura de la MT (Coyle y cols., 2002).

Desde la primera MT purificada de caballo hasta la actualidad, se han descrito mas de
200 MTs en diversos organismos. Las MTs se han identificado en vertebrados e
invertebrados (artropodos, moluscos, equinodermos, nematodos Yy anélidos),
microorganismos eucariotas (hongos y levaduras, microalgas y protozoos),

microorganismos procariotas (cianobacterias y proteobacterias) y en plantas. La gran
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cantidad de MT detectadas hasta ahora demuestra claramente la existencia de
isoformas intermedias, lo que hace que la clasificacion de MT sea muy desafiante
(Robinson y cols., 2001).

1.9.1. Estructura

Las MTs representan una superfamilia de proteinas de baja masa molecular (< 7-10
kDa), generalmente no contiene aminoacidos aromaticos ni histidina en su secuencia.
Las MTs se encuentran en muchos organismos, desde procariotas hasta vertebrados
y son muy ricas en residuos de cisteina (aproximadamente constituye del 23-33 % de
la proteina), este aminoacido le confiere la capacidad de quelar iones metalicos,
principalmente Cd, Zn?* o Cu. Los residuos de cisteina se distribuyen en diferentes
dominios: Cys-X-Cys, Cys-XX-Cys y Cys-Cys (donde X es un aminoécido distinto a
Cys) (Kagi, 1991).

En general las MTs no presentan estructura secundaria, aunque se pueden encontrar
hélices a o laminas B en algunas MTs, como por ejemplo la SmtA descrita en
Synechococcus sp., la MT-3 de mamiferos, la MT de N. coriiceps, o la MT-A de S.
purpuratus. Cuando la MT no est4 acomplejada con metales, presenta una estructura
tridimensional desordenada. Las MTs adquieren su estructura terciaria dependiendo
de la unién de metales por los residuos de Cys (Capasso y cols., 2003).

La estructura tridimensional de las MTs es preferentemente inducida por Cd (Cd-MTs)
y se ha estudiado principalmente en mamiferos, crustaceos y equinodermos. A pesar
de sus diferencias en la secuencia de aminoécidos, su estructura tridimensional es
bastante similar. En mamiferos las Cd-MTs se componen de unos 61-68 aminoacidos,
de los cuales 20 de ellos son Cys capaces de unir 7 cationes bivalentes
preferentemente de Cd?* o Zn?* (Klaassen y cols., 1999). Cuando se une a cationes
metalicos la apometalotioneina adquiere forma de “yo-yo” y los residuos de cisteina se
disponen en dos dominios, denominados a (carboxilo-terminal) y B (amino-terminal).
En el bivalvo marino C. gigas se ha propuesto un modelo tridimensional para una Cd-
MT (CgMT2) consistente en un dominio a y 2 3, siendo la duplicacién del dominio 3
una consecuencia de la respuesta de adaptacion al estrés inducido por metal. Con
respecto a las MTs preferentemente inducidas por Cu?* (Cu-MTSs), parece existir una

mayor diversidad, tanto en la secuencia de aminoacidos como en la estructura
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tridimensional, aunque sélo se han analizado en muy pocos grupos bioloégicos (Tanguy

y Moraga, 2001).

RnorMT-2 ScerCUP1 SynSmtA

[Cd7Cys20] [CusCysii] [Zn4CysoHis:]

(TJ ter)
[CdsCys9]
0} (Cfter)
[Cd4Cysu]

@cd* @Ccu" O)zn*

lamina 3

Figura 6. Ejemplos de estructura tridimensional de metalotioneinas de distintos
organismos. RnorMT-2: MT-2 de Rattus norvegicus. ScerCUP1l: CUP1l de
Saccharomyces cerevisiae. SynSmtA: SmtA de Synechococcus sp (Capasso y cols.,

2003).
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1.9.2. Clasificacion

Inicialmente las MTs fueron agrupadas en tres clases diferentes. El descubrimiento de
nuevas secuencias generé que se propusiera una nueva clasificacion basada en la
similitud de las secuencias de aminoacidos, pero que no tiene en cuenta caracteres
funcionales o evolutivos. Esta clasificacion considera a las MTs como una superfamilia
de proteinas con caracteristicas comunes. Actualmente las MTs se clasifican en 15
familias distintas, que agrupan a aquellas MTs que comparten un conjunto especifico
de caracteres relacionados con la secuencia de aminoacidos como: longitud de la
secuencia en nucleotidos, organizacion de las cisteinas, formacion de estructura
secundaria, etc. Tabla 2. Los miembros de una familia no pueden incluirse en otra, y
se considera que se trata de organismos relacionados evolutivamente. A cada familia
le corresponde un nimero de identificacion como se muestra a continuacion (Binz y
Kéagi, 1999).
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1.9.3. Funcién

Los organismos han desarrollado una gama de mecanismos para reducir la toxicidad
de los iones metalicos. Uno de los procesos de desintoxicacion celular universal es la
quelacion de cationes metélicos. Este mecanismo permite el secuestro de iones
metalicos por los grupos -SH de los residuos de cisteina y su almacenamiento
intracelular en vacuolas o inclusiones citoplasmicas. Luego, estos complejos de
proteina-metal son expulsados de la célula como compuestos no téxicos o raramente

toxicos (De Francisco y cols., 2017).

Las MTs son conocidas por exhibir una gran cantidad de funciones bioldgicas, incluida
la proteccion contra la toxicidad del metal, el control del estrés oxidativo y la regulacién
de homeostasis fisiologica. Ademas de su papel central como secuestradores de
metales, las MT también estan involucradas en una serie de actividades celulares,
incluida la proliferacion celular, la diferenciacién, la apoptosis y la respuesta inmune.
Por ultimo, MT también han ganado atencién en los estudios biomédicos, debido a su
propuesta de participacion en el cancer y las enfermedades neurolégicas. En los
mamiferos, MTs funcionan en la proteccion contra enfermedades neurodegenerativas.
En términos generales, las MT se han considerado como proteinas multifuncionales y
como elementos clave del programa de respuesta al estrés integrado celular (De
Francisco y cols., 2017).

En los organismos existen iones metalicos esenciales para el correcto funcionamiento
de enzimas actuando como cofactores. Debido a que el cobre en forma ibnica es
altamente toxico para la célula es necesario que las MTs fijen el metal para mantener
una concentracion baja, funcionando como un sistema de detoxificacion. También se
considera al cadmio altamente toxico para la célula, sin embargo, la alta afinidad de
las MTs por este metal hace que estas proteinas sean sumamente adecuadas para la
eliminacion del cadmio. En cambio, en cuestion del zinc las MTs funcionan como una
fuente labil del ion, permitiendo que sea utilizado cuando se requiera para la activacion

de apoenzimas (Garcia-Rico y cols., 1999; Brambila y cols., 1999).
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1.9.4. Inductores

Existen una gran variedad de factores fisiologicos en la célula que son capaces de
regular la expresion de estas proteinas, ademas de los metales ya mencionados, se
conocen otros como los enlistados a continuacién (Colombres y cols., 1999).

» lones metdlicos: Cd, Zn, Ca, Hg, > Especies reactivas de oxigeno y
Au, Ag, Co, Ni, Bi. nitrogeno

» Glucocorticoides » Tetracloruro de carbono

» Progesterona » Inanicién

» Estrogenos » Infeccion

» Glucagoén » Inflamacién

» Catecolaminas > Laparotomia

» Interleucina 1 » Estrés fisico

> Interferén > Irradiacién por Rayos X

» Butirato » Alta tension de oxigeno

> Esteres de forbol » Cloroformo

» Endotoxinas » Diabetes

» Etanol

1.9.5. TvZNF1y su regulacion por zinc

Las proteinas de tipo dedos de zinc (ZNF) se encuentran en la mayoria de los
eucariotas, conocidas como una gran familia de proteinas que se unen a ADN y que
actian como factores de transcripcion. Estas proteinas dedos de zinc tienen un motivo
denominado C2H2-ZNF, con una longitud de 20-30 residuos, uniendo un ion zinc cada
dos residuos de cisteina y dos de histidina (krishna, 2003). Se han descrito diferentes
funciones para este tipo de proteinas, una de las cuales involucra la regulacion
transcripcional de genes de virulencia reportado en la bacteria Agrobacterium
tumefaciens (Esposito et al. 2006). Las proteinas dedos de zinc estan involucradas
como factores de splicing o proteinas de reparacion de dafio al ADN y union al ADN

utilizando sus dominios ZNF (Theunissen et al. 1992).

Por otro lado, el factor de transcripcion regulado por metales 1 (MTF-1) y el regulador
transcripcional que responde al zinc (Zapl) son factores de transcripcion de proteinas
C2H2-ZNF capaces de detectar y mantener la homeostasis de metales como Zn?*

(Hardyman et al. 2016; Rutherford y Bird 2004). MTF-1 reconoce secuencias MRE en
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la region 5°-UTR del RNAm en respuesta a Zn?* (Hogstrand et al. 2008) y Zap1 de S.
cerevisae son capaces de unirse a una secuencia conservada, el elemento de
respuesta (ZRE) aumentando su expresion en presencia de bajas concentraciones de
Zn?* (Bird et al. 2000; Zhao et al. 1998). Curiosamente, TvZNF1 y MTF-1 no son
proteinas ortdlogas, sino proteinas paralogas, con una funcion similar (Tadepally et al.
2008). Sin embargo, la comparacion de secuencias C2Hz2-ZNF, entre TVZNF1 y MTF-
1 sugiere que la union a MRE se logra mediante un mecanismo diferente de
reconocimiento al ADN, con la misma secuencia de nucledtidos, pero con una
combinacion diferente de residuos reconociendo distintos subsitios de la region de
MRE (Villalpando y cols., 2017).

Un estudio previo de T. vaginalis revel6 por medio de ensayos de RT-PCR que la
expresion del gen tvznfl se ve aumentada por la presencia de Zn?* en el medio
(Villalpando y cols., 2017). Esta evidencia sugiere que la proteina TvZNF1 es regulada
por la presencia de iones metalicos, expresandose por medio de la union a sitio MRE

como en el caso de las MTs (Villalpando y cols., 2017).

1.9.6. Regulacion de biosintesis de metalotioneinas

La biosintesis de las MTs se induce por una gran variedad de estimulos. Entre ellos se
encuentran metales, agentes oxidantes y citotéxicos, hormonas y factores de
crecimiento, antibiéticos, agentes inflamatorios y citocinas, radiaciones, y otros
agentes que son interpretados por la célula como sefiales de estrés. Ademas, sus
niveles de expresion se modifican durante el desarrollo, el envejecimiento y procesos
patolégicos como el cancer. Aunque también hay indicios de regulacion
postranscripcional, la expresion de las MTs esta regulada principalmente a nivel
transcripcional, debido a la existencia de elementos de respuesta o0 elementos cis en
la region promotora de los genes que las codifican, a los que se pueden unir distintos
factores de transcripcion. Algunos factores son esenciales para la expresion basal,
mientras que otros activan la transcripcion en respuesta a diferentes estimulos (Miles
y cols., 2000). Esta reportado en la literatura que la transcripcion en T. vaginalis se da
por la presencia de un motivo bien identificado llamado Inr, altamente conservado
(Carlton y cols., 2007).

39



La regulacion transcripcional de los genes de MTs se ha estudiado en vertebrados e
invertebrados, plantas y microorganismos eucariotas. En la region promotora de los
genes de MTs de diversos organismos, se han identificado multiples secuencias cortas
similares entre si, denominadas MREs (elementos de respuesta a metales). Los
MREs, cuya secuencia consenso es TGC(G/A) CNC (donde N es cualquier
nucleodtido), estan implicados en la expresion basal y la activacion de la transcripcion

por algunos metales y estrés oxidativo.

En humanos, ratones, peces, levaduras e insectos se ha identificado el factor de
transcripcion MTF-1 (factor-1 de transcripcion en respuesta a metales), que se une a
las secuencias MREs activando la transcripcion de los genes MT (Westin y Schaffner,
1988). MTF-1 presenta en su regidon N-terminal 6 dominios en dedos de zinc. Es
esencial para la expresién basal de estas MTs y la induccion por metales y estrés
oxidativo. MTF-1 se expresa constitutivamente en humanos y ratén. Como
consecuencia del estrés generado por la exposicion a metales MTF-1 se transloca
desde el citoplasma al nucleo (Smirnova et al. 2000), donde se une a los MRE

activando la transcripcion del gen MT (Andrews, 2000; Hsu y cols., 2012).

Segun el modelo propuesto, MTF-1 requiere Zn?* para unirse al ADN, el Zn?* induciria
la expresién de los genes MTs activando directamente a MTF-1 para que éste se una
a los MREs de la region promotora. El resto de metales no pueden unirse y activar a
MTF-1, de modo que inducen la expresion de los genes MT por otras vias. El Cd?* es
altamente reactivo e induce estrés oxidativo y disminucion de los niveles de GSH
(Stohs y Bagchi, 1995).
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Figura 7. Regulacion de la expresion génica de las MTs. En el esquema se
muestran los elementos que son regulados por la presencia de iones metalicos:
Elementos de respuesta a metal (MRE), Elementos de respuesta a glucocorticoides
(GRE), Elementos activados por STAT y Elementos de respuesta a estado redox
(ARE), (Ruttkay y cols., 2013).
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El estrés oxidativo causado por la exposicion a Cd?* podria activar la transcripcién de
los genes MT directamente a través de la union de MTF-1 a ARE (elementos de
respuesta antioxidantes), e indirectamente aumentando los niveles citoplasméticos de
Zn?* de la reserva celular de Zn?* que se encuentra unido a proteinas (nivel basal de
MTs u otras proteinas). Esto ultimo, en cambio, no concuerda con los resultados de
expresion de MTs de peces y moluscos, por lo que aun no esta claro como el Cd activa
indirectamente la transcripcion a través de MTF-1 (Bourdineaud y cols., 2006).

Muchos promotores de genes MT contienen elementos de respuesta antioxidante
(ARE) que presentan una secuencia consenso GTGACNNNGC, e intervienen en la
respuesta a agentes oxidantes, asi como a algunos metales y diversos compuestos
xenobidticos. En el promotor de la MT-1 de ratén se ha identificado un elemento ARE
que contiene un sitio de unién del factor de reconocimiento USF (factor de estimulacion
hacia el extremo 5’), implicado en la induccion de la expresién de dicha MT-1 en
respuesta a la presencia de Cd?* o H202. Otras secuencias reguladoras de la expresion
de MTs son las secuencias GRE (elementos de respuesta a glucocorticoides), a los
gue se une el receptor activado de estas hormonas, participan en la respuesta a
glucocorticoides, y aparecen en el promotor de genes MTs de mamiferos (Andrews,
2000).

En los promotores de genes MT de algunos organismos también se han identificado
distintos sitios de union de factores GATA ([A/T]GATA[A/G]), AP-1 (TGA[G/C]TCA), y
cajas GC (GGGGCGGGQG) a la que se unen factores de transcripcién con dedos de
Zn?* de la familia Sp/XKLF, como spl, y que participa en la expresion basal de las MTs
(Haqg y cols., 2003).

Este i6n metalico presenta mayor fuerza de unién para algunas MTs y desplaza a otros
iones metdlicos. Expresado seguidamente en orden creciente, de izquierda a derecha,
la fuerza de union con mayor energia de los iones principalmente toxicos para las
apometalotioneinas. (Fe?* < Zn?* < Pb?* < Bi?* < Cu?*, Ag?*, Hg?* < Cd?*) (Norberg y
col., 1979).
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2. ANTECEDENTES

Al administrar sales de cadmio en animales de experimentacion, se ha observado que
este se transporta a través del torrente sanguineo acumuldndose inicialmente en el
higado, donde se induce la sintesis de la MT. Posteriormente el Cd?* hepatico contintia
su camino hacia el rifidn, posiblemente en forma extracelular con Cd-MT. Este
complejo es una potente nefrotoxina que tiene una vida media mayor a la de Zn-MT y
que afecta los tlibulos proximales. Cuando la concentracién de Cd?* en el tejido renal
alcanza los niveles criticos (100-200 ug/g) se producen dafios tubulares. Este efecto
toxico también se ha demostrado al administrar Cd-MT tanto en ratas como en células
del epitelio renal, encontrandose que una concentracién de 10 pug/g de Cd es suficiente

para producir dafios renales (Torra y cols., 1994).

En otro estudio en Tetrahymena thermophila, se analizé mediante RT-PCR cuantitativa
el nivel de expresion de mtt5, después de haber sido expuesto a cadmio (0.9 uM)
durante 2 horas se indujo la expresion del gen mtt5. EI aumento en el nivel de
transcripcion de mtt5 en GFPMTT5 en comparacion con SB1969 fue de
aproximadamente 400 veces. Mientras que con 8 uM de cadmio fue letal para las
células SB1969, esa concentracion fue tolerada por GFPMTT5. Los niveles de
transcripcion de MTT5 fueron aproximadamente 2,000 veces mas altos que los niveles
de ARNm del gen de la a-tubulina (control del gen de mantenimiento) (Amaro y cols.,
2014).

También en Oncorhynchus kisutch (salmén Coho) se han hecho estudios,
exponiéndolos a concentraciones ambientalmente relevantes de Cd?* en el agua (2 y
30 mg/L) durante 48 hy (0,3 y 2 mg/L) durante 16 dias, seguido de una depuracién de
16 dias asociada con la emigracion. Las exposiciones al Cd?*inhibieron las respuestas
de comportamiento hacia la L-cisteina y los odorantes especificos. Las alteraciones
del comportamiento después de la exposicion a 30 mg/L se asociaron con un aumento
de la expresion del gen epitelial olfativo de MT (mtla) y hemo oxigenasa (hmox1); Las
alteraciones del comportamiento en la exposicion a 0,3 y 2 mg/L de Cd?* se asociaron

con un aumento de mtla (Williams y cols., 2016).

Un estudio en Crassostrea iredalei y glomerata muestra la relacion entre el contenido

de metales pesados y el nivel de MT. Los resultados mostraron que un aumento en Pb
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disminuyé el nivel de MT en 30,919.060 ng/g. Ademas, un aumento de Cd?* aumenté
el nivel de MT a alrededor de 139,589.243 ng/g y un aumento en el nivel de Hg?*
aumento el nivel de MT en 146,797.196 ng/g. Ademas, se investigo la relacion entre el
nivel de metales pesados en el agua de mary los niveles de MT en el estbmago de C.
iredalei. Los resultados mostraron que el aumento de Pb?* reduce el nivel de MT a
53,844.1 ng/g. Ademas, un aumento de la concentraciéon de Cd?* y Hg?* elevo el nivel
de MT a alrededor de 268,073 ng/g y 658,306 ng/g, respectivamente. Los resultados
mostraron que un aumento en la concentraciéon de Pb?* disminuyé el nivel de MT en
branquias a 29,404.578 ng/g. sin embargo, un aumento en la concentracién de Cd?*
eleva el nivel de MT a 223,621.464 ng/g y el aumento de la concentracion de Hg?*
eleva la concentracion de MT a 144733.404 ng/g. Ademas, el nivel de metales pesados
tiene una asociacion significativa con el nivel de MT en el estbmago. Los resultados
mostraron que el aumento de la concentracion de Pb?* disminuye el nivel de MT a
4,991.670 ng/g y aumentar la concentraciéon de Cd?* y Hg?* eleva el nivel de MT a
105,058.703 ng/g y 225,262.150 ng/g, respectivamente (Hertika y cols., 2018).

En otro estudio se menciona que de 21 nuevos genes MT de Tetrahymena solo se
pudieron analizar 6, debido a la gran similitud entre las secuencias de nucle6tidos de
los genes, lo que hace imposible disefiar cebadores especificos para diferenciar cada
gen. En general, los valores de induccion son mayores en 1 h de tratamiento que
después de 24 h de haber sido expuesto a metales, excepto en TborMTT2 de CAMT
en tratamientos con Cd?*, Cu?* o Pb?*. Los genes que codifican para la proteina CdMT
putativos de T. borealis (TborMTT1 y ThorMTT2) son inducidos por Cd?* entre otros
cationes inorganicos, pero hay varias diferencias en los patrones de expresion de cada
isoforma del gen. En exposiciones de 1y 24 h de Cd?*, Pb?* o As?*, los niveles de
expresion para TborMTT1 son considerablemente mas altos que para el gen
TborMTT2. Por otro lado, la isoforma del gen TborMTT2 parece ser inducida mas tarde
y mas uniformemente con estos metales. A 1 h de tratamiento con este metal toxico,
TborMTT1 se induce aproximadamente 300 veces, mientras que TborMTT2 solo se
induce 20 veces. Después de comparar los valores de qRT-PCR de diferentes genes
de Tetrahymena MT, se pueden inferir algunas consideraciones generales: a) En
general, los genes de Tetrahymena CdMT se inducen principalmente por Cd?* (Cd?*>

Cu?*), mientras que los genes CuMT son inducidos por Cu?* (Cu?*> Cd?*). Esta
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diferencia corrobora su separacion en dos subfamilias previamente bien definidas (De

Francisco y cols., 2016).

En Biomphalaria glabrata el gen MT en la glandula del intestino medio, no mostr6é una
regulacion positiva transcripcional significativa tras la exposicion a concentraciones de
Cd (75 pg/L) a diferencia de otras especies de gasteropodos, parece que la expresion
constitutiva de este gen ya estaba muy elevada en condiciones de control. Incluso los
niveles de ARNm de MT durante los primeros 8 dias de exposicion no varian mucho
dando la impresion de que la tendencia de larga duracion de la induccion del ARNm
de MT durante todo el periodo de exposicién no se ve afectado por la exposicion al
Cd?*. Dado que la MT de Biomphalaria glabrata no es especifica de Cd?* en absoluto,
en este caso la union de metales a la proteina se puede lograr a través de reacciones
de intercambio en los sitios de unién de la proteina, por ejemplo, con iones Cd?* que
reemplazan a Zn?* (Niederwanger y cols., 2017).

Lo anterior sugiere que la MT puede no ser necesariamente el actor principal para la
desintoxicacion de Cd?* en Biomphalaria glabrata. Como alternativa, las fitoquelatinas
pueden participar en la desintoxicacion de Cd?*, como se muestra para Lymnaea
stagnalis expuesta a Cd?*, un pariente cercano de Biomphalaria glabrata

(Niederwanger y cols., 2017).

Los genes identificados en el genoma de T. vaginalis que codifican para las MTs siguen
anotados como metalotioneinas hipotéticas, aun queda determinar si las MTs
identificadas llevan a cabo la funcién de detoxificacion de iones metalicos en el

parasito, y si esta funcion contribuye a la supervivencia en el tracto urogenital humano.
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3. JUSTIFICACION

La tricomoniasis a nivel mundial ha incrementado, por ello es necesario entender la
biologia de T. vaginalis y su adaptacion al microambiente del tracto urogenital
masculino, por ser el principal portador transitorio y transmisor de la enfermedad. Es
importante conocer la maquinaria de moléculas de T. vaginalis, como las MTs las
cuales el parasito utiliza para sobrevivir en presencia de metales pesados como el
Cd?*, encontrado en el microambiente del tracto urogenital masculino, de esta forma
de podrian proponer estrategias alternativas de diagndstico y tratamiento para esta

infeccion, con lo cual poder ayudar a la poblacion y evitar que la infeccion se propague.

4. HIPOTESIS

La expresion de tvmt-1y sintesis de TVMT-1, estan regulados por la presencia de iones

metalicos en el medio, como una estrategia de supervivencia de T. vaginalis.
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5. OBJETIVOS

General

* Evaluar la expresion de tvmt-1 y localizaciéon de TvMT-1 de T. vaginalis en

respuesta a la presencia de iones metalicos.

Particulares
» Analizar in-silico la estructura secundaria de las metalotioneinas de T. vaginalis.

« Determinar el efecto de diferentes concentraciones de Zn?* y Cd?* en la

expresion del gen tvmt-1 de T. vaginalis.

* ldentificar a TvMT-1 de T. vaginalis en lisados de parasitos cultivados presencia
y ausencia de Zn?*y Cd?".

» Determinar la localizacién de TvMT-1 en T. vaginalis cultivados en presencia y
ausencia de Zn?*y Cd?*.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Anélisis in-silico

La secuencia del gen tvmt-1 en T. vaginalis se buscé en la base de datos TrichDB
(Trichdb.org). Se realizé un BLAST, utilizando la secuencia de la metalotioneina-1 para
identificar otras posibles MTs en el genoma del parasito, se identificaron las siguientes
en GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) con numeros de acceso:
XP_001304130.1, XP_001584034.1, XP_001321169.1 y XP_001321197.1 las cuales
se pasaron al programa Bioedit para su alineamiento y andlisis. Las secuencias de
MTs de otros organismos obtenidas de PDB con numeros de acceso: 1MO0J
(Notothenia neglecta), 1TMOG (Notothenia neglecta), 2MHU (Homo sapiens), TMHU
(Homo sapiens), 2MRB (Oryctolagus cuniculus), 1IMRB (Oryctolagus cuniculus), 1QJK
(Strongylocentrotus purpuratus), 1QJL (Strongylocentrotus purpuratus), 6GRV
(Pseudomonas  fluorescens), 6GV7  (Pseudomonas fluorescens), 1JJD
(Synechococcus elongatus), 2KAK (Triticum aestivum), 1DME (Callinectes sapidus),
1J5M (Homarus americanus) y 2L61 ((Triticum aestivum) fueron analizadas, se hizo un
alineamiento para identificar la similitud entre las secuencias del parasito y las de otros
organismos y saber si guardan similitud entre los dominios que presentan las

diferentes MTs identificadas.

7.2. Extraccion de DNA gendmico

A partir 2x107 parasitos de T. vaginalis se centrifugd a 1800 rpm/5 min/4°C y se lavo 3
veces con PBS pH7. Después a la pastilla se agreg6 300 ul de amortiguador de lisis y
300 pul de fenol, se agitd por inversion 30s y se centrifugd a 13000 rpm/5 min/4°C, se
transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo. Posteriormente se adicion6 300 pl de
cloroformo y se mezclé suavemente. Posteriormente se centrifugé a 13000 rpm/5
min/4°C vy transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo, después se adiciono 2.5
volimenes de etanol absoluto y 1/10 de acetato de sodio pH 8, se incubd durante 2h/-
20°C, posteriormente se centrifugd a 13000 rpm/15 min y se elimind el sobrenadante.
La pastilla se lavo con etanol al 70% frio y se centrifugo a 13000 rpm/15 min, se dejo
secar a temperatura ambiente y se adiciond0 30 ul de agua libre de DNAsas.
Posteriormente al producto se le dio tratamiento con RNAsa por 30 min/37°C. el

producto se cuantificé y se midio la pureza por el NanoDrop 2000. La integridad del
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DNA gendmico se visualizo por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con

Redgel (Biotium). Finalmente se almacené a -20°C.
7.3. Amplificacion por PCR

Los oligonucle6tidos se disefiaron especificos para la secuencia de tvmt-1, a partir de
DNAg se realizé una PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), con un volumen
final de 25 pl con las condiciones adecuadas (12.5 pl de Master Mix (Roche), 10 pmol
de oligonucledtido sentido, 10 pmol de oligonucle6tido antisentido, 100 ng de

Templado y 9.5 ul de Agua).

Los iniciadores que se utilizaron para la amplificacion fueron:

Sentido: 5" - GGGATCCATGTCTGCTCAAGAAACATGC - 3
Longitud: 28 nt. TM: 61.4°C
Antisentido: 5" - GAAGCTTTTAATGATCACAATGGCAATCTG - 3

Longitud: 30 nt. TM: 57.1°C

Amplicon: 267 pb

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

2

‘94°C ' |94°C ;
min 30s ; :

; Ecl: B :
; N

' 30s : 7 min -

; 63°C : :

; 30s j :

La integridad de la PCR se visualizo por electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido

con Redgel (Biotium).
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7.4. Clonacion

7.4.1. Preparacion de células competentes

A partir de la ultima resiembra se pic6 de 1 a 3 colonias de la cepa deseada, crecida
en medio LB a 37°C durante 16 hrs, se inoculd en 10 ml de LBy se incub6 con agitacion
a 200 rpm/37°C. Después el cultivo anterior se inoculé 5 ml en 30 ml de LB se incubd
a 37°C durante 2 hrs hasta alcanzar una densidad Optica de 0.3-0.5 a 600 nm, después
el cultivo se transfirié a tubos de 50 ml y se centrifugd a 1600 rpm/5 min/4°C. El tubo
se decantd y se resuspendio la pastilla en 16 ml de buffer | (100 mM RbClz2, MnCl2 50
mM, CaClz 10 mM, glicerol 15 %) (4 ml de buffer | por cada 50 ml de cultivo), se
centrifugd nuevamente a 1600 rpm/5 min/4°C y se decant6 el sobrenadante, después
se adiciond el buffer Il (MOPS 10 mM, RbCl2 10 mM, CaClz 75 mM, glicerol 15 %) y se
incubo en hielo durante 10 min. Finalmente, de la mezcla se hicieron alicuotas de 50
pul y se almacend a -80°C. Para ver la eficiencia se tom6 un vial de las células
competentes y se transformé con 50 pg de PUC-19 (invitrogen) por choque térmico a
42°C/45 seg, posteriormente el tubo con células se incubé a 200 rpm/37°C/2hrs,
después las células se sembraron en una placa con LB agar con ampicilina (100 pg/ml)
y se incub6 a 37°C/16 hrs. Las colonias crecidas se cuantificaron en la placa para

determinar la eficiencia.

7.4.2. Clonacion en TOPO-TA

Para la clonacién se utilizé 4.5 pl del producto de PCR, 1 pul de solucion de salesy 0.5
ul de vector TOPO-TA (invitrogen); posteriormente la reaccion se mezclé gentilmente
e se incubd por 5 min a temperatura ambiente, después la reaccion se paso al hielo,
finalmente de la reaccion se adicion6 2 pul a las células competentes y se transformé
por choque térmico a 42°C/45 seg, el tubo con las células se pasoé al hielo durante 1
min y se adicion6 300 ul de medio LB, posteriormente se incub6 a 200 rpm/37°C/2hrs,
después se centrifugé el tubo con bacterias a 1600 rpm/5 min y se sembr6 en una
placa con LB agar con ampicilina (100 pg/ml) y se incub6 a 37°C/16 hrs.
Posteriormente 5 clonas se picaron y se realiz0 PCR de colonia con los
oligonucledtidos de tvmt-1 para verificar que las clonas eran positivas. El producto
obtenido de la PCR se visualiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con
Redgel (Biotium).
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7.4.3. Extraccion de DNA plasmidico

A partir de las clonas positivas, se crecio en medio LB con ampicilina (100 pg/ml), se
incubé a 200 rpm/37°C/16 hrs, posteriormente se centrifugd a 1600 rpm/5 min,
después se agregd 250 ul de solucion de resuspension y se agitd gentilmente,
posteriormente se adiciond 250 ul de solucion de lisis y se mezcld por inversion del
tubo gentilmente, se incubd en hielo por 5 min, después se adicion6 350 ul de solucion
de neutralizacién y se incub6 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla
se paso6 a un tubo de 1.5 ml y se centrifugd a 13000 rpm/10 min/4°C, después el
sobrenadante se pasé a un tubo nuevo y se adicioné 2 volimenes de isopropanol y se
incubo 2 hrs a -20°C para precipitar el DNA. Posteriormente los tubos se centrifugaron
a 13000 rpm/10 min/4°C y después se lavo 2 veces con isopropanol al 70%, pasado
el segundo lavado la pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente y esta se
resuspendio en 20 ul de agua libre de DNAsas. Posteriormente al DNA plasmidico se
di6 tratamiento con RNAsa y se incubd a 37°C/30 min. EI DNAp se cuantifico y se midid
la pureza por el NanoDrop 2000 La integridad se verifico por electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con Redgel (Biotium).

7.4.4. Secuenciacioén

El DNA plasmidico obtenido de las clonas positivas, se utiliz6 como templado para el
proceso de secuenciacion, adicionalmente se afiadieron los oligonucleétidos
especificos sentido y antisentido para el plasmido TOPO-TA (invitrogen),
posteriormente el DNA plasmidico se marc6 con el siguiente programa de
secuenciacion: 40 ciclos de 96°C/6 min, 96°C/10 seg, 50°C/5 seg, 60°C/4 min, 60°C/10
seg y finalizando a 4°C. Posteriormente el producto se purifico por columnas DyeEX
2.0 spint kit. Lo recolectado en los tubos se llevo al speedback (Concentrator 5301)
por 40 min hasta evaporar todo y después se cubrid de la luz y se almaceno a -20°C

hasta ser inyectado en el equipo 3130 Genetic Analyzer.

7.5. Analisis de expresiéon de tvmt-1

7.5.1. Cultivo de T. vaginalis en presencia de iones metalicos

Antecedentes sobre la expresion de la MT confirman que puede inducirse por la
presencia de iones metalicos en el medio. Se cultivo T. vaginalis del aislado HGMNO1
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en medio suplementado con 1.6 mM de Zn?*y 0.1 mM de Cd?*. El cultivo se hiz6 en
medio TYM (tripticasa-extracto de levadura-maltosa) por 37°C/24 h. Como control se

utilizé el cultivo de T. vaginalis en medio TYM sin presencia de iones metalicos.

7.5.2. Extraccién de RNA total

A partir de 2x107 parasitos que fueron crecidos en medio TYM suplementado con 1.6
mM de Zn?*y 0.1 mM de Cd?*, se centrifugd a 1800 rpm/5 min y se lavé la pastilla con
1 ml de PBS pH7 3 veces. Posteriormente la pastilla se resuspendié en 1 ml de Trizol
y se almaceno a -80°C, después se incubd por 30 min/4°C hasta descongelar, se
adiciond 200 ul de cloroformo y se mezcld por 15 seg/4°C, se centrifugd a 10000
rpm/15 min/4°C y se la fase acuosa se recuperd y se paso a un tubo nuevo estéril.
Posteriormente a la fase acuosa se adicion6 500 pl de isopropanol y se incub6 durante
2 horas/-20°C, después se centrifugd a 10000 rpm/15 min/4°C y la pastilla se lavo dos
veces con 600 pl de etanol al 100%, se centrifugé a 10000 rpm/5 min/4°C y la pastilla
se dej6 secar a temperatura ambiente, se resuspendid en 60 ul de agua libre de
RNAsas. Posteriormente al RNA se le di6 tratamiento con DNAsa 37°C/1 hr, después
se inactivd a 65°C/10 min. El RNA se cuantificd y se midio la pureza por el NanoDrop
2000. La integridad del RNA total se verifico por electroforesis en gel de agarosa al
1%.

7.5.3. Sintesis de cDNA

De 1-3 ug de RNA se cuantificaron y se incub6 con 1 pl de DNAsa (1 unidad) durante
1 h/37°C, se adicion6 1 ul de solucion de paro para DNAsa y se incubé 10 min/65°C.
el tratamiento con DNAsa se verificO por electroforesis en gel de agarosa al 1%, se
cuantificé el RNA tratado y se adicion6 de 1-3 pg en un tubo nuevo, se adicion6 1 pl
de Oligo dT y agua DEPC para un volumen final de 12 ul. se desnaturaliz6 por 15
min/70°C, después el tubo se pasoé al hielo durante 5 min y en el hielo se adicioné la

siguiente mezcla:

= Buffer 5X 4 ul
= DTTO0.1M 2 pl
= dNTPs10mM 2 pl
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Se Incubd 2 min/42°C y se adiciond 1 ul de RT (Retrotranscriptasa Reversa, Thermo
Fisher), se incub6 nuevamente 50 min/42°C y se inactivé 10 min/70°C. El producto se

cuantificé en el Nano Drop 2000.

7.5.4. Amplificacién por PCR semi-cuantitativa.

Los oligonucle6tidos se disefiaron especificos para la secuencia de tvmt-1, a partir de
cDNA se realiz6 una PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), para un volumen
final de 25 pl con las siguientes condiciones (12.5 pl Master Mix (Roche), 10 pmol de
oligonucledtido sentido, 10 pmol oligonucleotido antisentido, 100 ng de Templado y 9.5

ul de Agua).

Los iniciadores para el analisis del transcrito del gen tvmt-1 fueron:

Sentido: 5-TGCTCAAGAAACATGCCAGTG-3’
Longitud: 21 nt. TM: 47.6°C
Antisentido: 5-TGCAGCCTTCGTTGCATTT-3’
Longitud: 19 nt. TM: 47.4°C

Amplicon: 104 pb

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

‘94°C 94°C -
2 min 30s : :

' 72°C 72°C

' N

- 30s : 7 min :

63°C -
: 30s :
\ 4°C

Para la amplificacion del gen de B-tubulina, el cual fue utilizado como control de carga

para las diferentes condiciones, se utilizaron los siguientes iniciadores.
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Sentido: TUB9 5" - CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT -3

Antisentido: TUB2 5" - GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT - 3

Se amplificé utilizando los siguientes parametros para el termociclador:

‘94°C y 94°C
=
2 min 30 s

28 Ca * 7256

A
/ 1 min - 7 min N
48°C -

J

30 s

El producto de la PCR se visualizé por electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido

con Redgel (Biotium).

Para el ensayo de gRT-PCR se prepar6 una placa de 96 pozos con la reaccion, con
los siguientes volumenes: Master Mix Syber Green (Qiagen) 12.5 ul, oligonucle6tido
sentido 100nM, oligonucleétido antisentido 100 nM, templado 100 ng, H20 9.5 pl a un
volumen final de 25 pl. El ciclaje que se uso es igual al de la PCR semicuantitativa y

con los mismos oligonucleétidos.

Para el andlisis densitométrico se midié la intensidad de pixeles de cada una de las
bandas obtenidas en el gel correspondientes a cada condicion, se utiliz6 el programa
Image Lab de Bio-Rad. La medicion se efectué considerando el 100% de la expresion
de tvmt-1 de la condicion normal y los datos se normalizaron con respecto a la

expresion del gen B-tubulina.

7.6. Identificacién de TvMT-1 en T. vaginalis

7.6.1. Disefo y seleccién del péptido sintético

Se disefié un péptido sintético de TvMT-1 para utilizarlo en la inmunizacion de ratones
y obtener anticuerpos anti-TvMT-1. Estos anticuerpos se utilizaron en la
inmunodeteccion de TvMT-1 en extractos proteicos de T. vaginalis. Para el disefio del
péptido se tom6 como templado la secuencia del gen tvmt-1 y se realizo la traduccion

a aminoacidos. Posteriormente la secuencia peptidica de TvMT-1 se analizdé para
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determinar los sitios que son potencialmente epitopos usando los servidores ABCpred
y Bepipred. Los datos mostraron distintos péptidos candidatos de los cuales se
descartaron los de menor inmunogenicidad, mayor inestabilidad fisicoquimica, menor
identidad.

7.6.2. Obtencion de sueros policlonales anti-TvMT-1

Primeramente, el suero preinmune se obtuvo de 5 ratones Balb/c previo a la
inmunizacion. Después los 5 ratones se inmunizaron con el péptido TvMT-1. La
inmunizacion se realiz6 via intraperitoneal utilizando como adyuvante TiterMax en una

relacion 1:1 con el antigeno administrado como se muestra a continuacion:

Semana Antigeno/ug TiterMax/pl Sangrado
1 100 100 X
2 100 100 X
3 100 100 X
4 100 100 X
5 100 100 X

Los sueros obtenidos de cada sangrado, se prepararon con PBS pH7 a una dilucién
1:100, 1:500 y 1:1000 para cada uno de los 5 ratones. La reactividad de cada suero

se verificd por Western Blot.

7.6.3. Ensayo de Western Blot

A partir de 2x107 parasitos que fueron crecidos en medio TYM suplementado con 1.6
mM de Zn?* y 0.1 mM de Cd?*, se centrifug6é a 1800 rpm/5 min/4°C y se lavo 3 veces
con PBS pH7. Posteriormente a la pastilla se adicion6 acido tricloroacético (TCA) al
10% con PBS pH7 y se mezcld, se incubd 18hrs/4°C. Después el tubo se centrifugé a
13000 rpm/3 min/4°C y la pastilla se lavd 5 veces con PBS pH7. Se adicioné buffer de
muestra 5X y se hirvié durante 5 min, después la muestra se cargé en un gel de
poliacrilamida al 15% y corrio a 100 volts. Terminado el tiempo de electroforesis se
trasfirio a una membrana de nitrocelulosa y se bloque6 la membrana con leche al 5%
disuelta en PBS-Tween 20 al 0.1% a 4°C O/N. Se lavo 5 veces con PBS-Tween 20 al
0.1% y se incub6 con el anticuerpo primario en una dilucion 1:1000 a 4°C O/N. Se lavé

5 veces la membrana con PBS-Tween 20 0.1% x 5 min cada lavado e incubd con el
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anticuerpo secundario (anti-ratdn) conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP)
en una dilucion 1:3000 durante 2h en agitacion a temperatura ambiente,
posteriormente la membrana se lavd 5 veces con PBS-Tween 0.1% x 5 min cada
lavado. Finalmente, el revelado se realizo por quimioluminiscencia (SuperSignal West

Pico Chemiluminescent Substrate), y se observé en el equipo ChemiDoc de Bio-Rad.

7.7. Inmunolocalizaciéon por microscopia confocal

A partir de una caja de cultivo con 12x107 parasitos crecidos en medio TYM
suplementado con 1.6 mM de Zn?*y 0.1 mM de Cd?*, del cultivo anterior se pasaron
8x10° de parasitos a cada pozo de una placa de seis pozos, con un cubre depositado
en cada pozo de la placa y se incubd a 37°C-O/N, al siguiente dia el medio se elimind
con cuidado de cada pozo y se lavo 5 veces con PBS 1X pH7 (no agregar directamente
al cubreobjetos), el liquido se elimind completamente y se adicion6 600 ul de
paraformaldehido al 2%, se incubd a temperatura ambiente durante 2 h, el liquido se
eliminé completamente, nuevamente se lavo 5 veces con PBS 1X pH7 y el liquido se
elimind completamente, posteriormente a cada pozo se adiciond 1 ml suero fetal
bovino al 1% y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente, el liquido se elimind
completamente y se lavé nuevamente 5 veces con PBS 1X pH7, a cada pozo se
adiciono 1 ml de glicina al 0.5 M y se incubo durante 1 h, nuevamente se lavo 5 veces
con PBS 1X pH7, el liquido se elimind completamente y se adicioné anti-TvMT-1
(1:100) directamente al cubre con parasitos, que se incub6 4°C/ON, se lavd 5 veces
con PBS 1X pH7 y posteriormente el anticuerpo secundario (anti-ratén) conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) se adicion6 a una dilucion 1:100, se incubd
durante 2h a temperatura ambiente. En un portaobjetos marcado, se coloco el
cubreobjetos que tiene los parasitos fijados en contacto con 4 ul de Vectashield, se
sell6 cuidadosamente el cubreobjetos adherido al portaobjetos y se cubrié de la luz,
las laminillas se almacenaron a 42C. Las imagenes se adquirieron de un microscopio
confocal invertido Nikon Ti Eclipse equipado con un sistema de imagenes A1, ambos

controlados desde el software propietario NIS Elements v.4.50 (Nikkon).
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8. RESULTADOS

8.1. Analisis bioinfomatico

Usando la secuencia de aminoacidos TvMT-1 de T. vaginalis reportada en la base de
datos TrichDB.org (http://trichdb.org/trichdb/) con numero de acceso TVAG_220940,
se realizod un BLAST en la base de datos de NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), se identificaron otras secuencias de MTs en el
genoma de T. vaginalis, con numeros de acceso: XP_001304130.1, XP_1584034.1,
XP_001321197.1 Y XP_001321169.1. Estas secuencias se analizaron en Bioedit,
donde se llevd a cabo el alineamiento local. El resultado mostré que la secuencia de
TvMT-1 esta formada por dominios repetidos y las otras 3 secuencias de MTs
identificadas en el genoma del parasito T. vaginalis también se encuentran formadas
por dominios repetidos similares entre si, cada dominio se conforma de 11 Cys para 4
iones, 9 Cys para 3 iones, 6 Cys para 2 iones y 4 Cys para 1 i6n. También se llevo a

cabo un analisis en el PDB (https://www.rcsb.org/), identificando secuencias de MTs

con similitud en sus dominios, con numero de acceso: 1M0J,1M0G, 2MHU, 1MHU,
2MRB, 1MRB, 1QJK, 1QJL, 6GRV, 6GV7, 1JJD, 2KAK, 1DME, 1J5M y 2L61. Después
estas secuencias se pasaron al programa Bioedit, se hizo6 el alineamiento, el resultado
indica que, aunque guardan similitud entre sus dominios para captar iones metalicos,

estas no presentan similitud en la secuencia.

El alineamiento muestra que las MTs de T. vaginalis, no pertenecen a ninguna de las
15 familias que estan descritas en la literatura, sin embargo, estas presentan similitud
en sus dominios, estos dominios son encontrados en las secuencias tanto del parasito
como las de los otros organismos. Una vez identificada la secuencia de la MT, ésta se
analiz6 en la base de datos NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Estas proteinas no tienen un
dominio conservado, la similitud que guardan solo es en los dominios descrita como

una forma de “yoyo”.
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N-Terminal Domains
XP_001304130.1
XP_001584034.1
N-Terminal Signature
MB 6Cys:2Cd2+

N-Terminal Domains
XP 001321197.1

Xp 001321169.1
N-Terminal Signature
MB 2Cys

Repeated Domains

XP_001304130.1 D1
XP 001304130.1 D2
XP 001584034.1 D1
XP 001584034.1 D2
XP_001584034.1 D3
¥P 001584034.1 D4
XP_001321197.1 D1
XP_001321197.1_D2
XP_001321197.1 D3
XP_001321197.1 D4
XP_001321197.1 D5
XP 001321197.1 D6
XP_001321197.1_D7
XP_001321197.1 D8
XP 001321197.1 D9
XP 001321169.1 D1
XP_001321169.1 D2
XP 001321169.1 D3
XP 001321169.1-D4
XP_001321169.1 D5
XP 001321169.1 D6
XP_001321169.1 D7

More_conserved_resid
MB 9Cys+2Cys:4Cd2+
Other resid

MB_ 9Cys:3Cd2+

MB_ 6Cys:2Cd2+

Figura 8. Identificacion de metalotioneinas de T. vaginalis. Se observan las
secuencias obtenidas del BLAST de TvMT-1 y la identidad de los dominios
identificados en la secuencia de aminoacidos de MTs de T. vaginalis. Los numeros de
acceso de las secuencias utilizadas obtenidas de Gene Bank son: XP_001304130.1,
XP_001584034.1, XP_001321169.1 y XP_001321197.1
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6GRV

Figura 9. Anadlisis de metalotioneinas de otros organismos. Alineamiento de
dominios de MTs de otros organismos, obtenidas de la base de datos PDB

(https://www.rcsb.org/), se observan la cantidad de cisteinas que presenta cada

dominio, los numeros de acceso de las secuencias de aminoacidos obtenidas de PDB
son: 1M0J (Notothenia neglecta), 1MOG (Notothenia neglecta), 2MHU (Homo sapiens),
1MHU (Homo sapiens), 2MRB (Oryctolagus cuniculus), 1MRB (Oryctolagus
cuniculus), 1QJK (Strongylocentrotus purpuratus), 1QJL (Strongylocentrotus
purpuratus), 6GRV (Pseudomonas fluorescens), 6GV7 (Pseudomonas fluorescens),
1JJD (Synechococcus elongatus), 2KAK (Triticum aestivum), 1DME (Callinectes

sapidus), 1J5M (Homarus americanus) y 2L61 ((Triticum aestivum).
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8.2. Amplificacion mediante PCR del gen tvmt-1 de T. vaginalis

El DNA gendmico se utilizé como templado para llevar a cabo la amplificacion del gen,
este proceso se realizd mediante el uso de oligonucledtidos especificos de la
secuencia de tvmt-1 y como control positivo se utilizaron oligonucleétidos previamente
disefnados para el mismo gen. La integridad del DNA gendmico se visualizd por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y la amplificacion fue visualizada en un gel de

agarosa al 2 % donde se observé un amplicdn de 267 pb.
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Figura 10. DNA gendmico de T. vaginalis. Se muestra la banda de DNA gendmico
de T. vaginalis, obtenidas por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. Carriles: 1)

marcador de 1 kb, 2) DNA gendémico.
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Figura 11. Amplificacion del gen tvmt-1. En la imagen se muestra la amplificacion
del fragmento de 267 pb correspondiente al tamano de tvmt-1, visualizado por
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carriles: 1) Marcador de 1 kb, 2) Control
positivo (oligonucledtidos disefiados anteriormente) 3) Control negativo, 4) PCR DNA

gendémico.
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8.3. Clonacién y Extraccion de DNA plasmidico

Posteriormente de la clonacion, de las clonas obtenidas en la placa, se picaron 5y se
hizé PCR de colonia, para verificar que las clonas seleccionadas, tengan el fragmento
de 267 pb correspondiente a tvmt-1. En la electroforesis en gel de agarosa observamos
que la amplificacién es positiva dando una banda en el tamafio esperado de 267 pb
correspondiente al tamafio del gen. Después de obtener un resultado positivo por PCR
de colonia, se extrajo el DNA plasmidico y la integridad se verificé por electroforesis
en gel de agarosa al 1%, se observo la presencia de 3 bandas correspondientes al

DNA plasmidico en su forma relajada, enrollada y super enrollada.
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Figura. 12. Extraccion de DNA plasmidico y Amplificacion de tvmt-1. A Se observa
la amplificacion del amplicon de 267 pb correspondiente a tvmt-1, obtenida por PCR
colony, se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 2%. En los carriles 1)
marcador de 1 Kb, 2) PCR de clona 1, 3) PCR de clona 2, 4) PCR de clona 3, 5) PCR
de clona 4 y 6) PCR de clona 5. B Se observa el DNA plasmidico obtenido de las
clonas positivas en PCR de colonia, se visualizé por electroforesis en gel de agarosa
al 1%. En los carriles 1) marcador de 1 Kb, 2) Clona 1, 3) Clona 2, 4) Clona 3, 5) Clona
4y 6) Clona 5.
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8.4. Secuenciacion

Para este ensayo se utilizé como templado el DNA plasmidico obtenido de las 5 clonas
positivas, y que presenta el amplicén de 267 pb obtenido por PCR de colonia, una vez
realizado el protocolo de secuenciacion las muestras se analizaron con el
secuenciador, posteriormente las secuencias obtenidas se analizaron por alineamiento
local en ClustalW. El analisis mostro que el fragmento clonado presenta gran identidad
a la secuencia del gen tvmt-1 obtenido de la base de datos TrichDB, este resultado
revela una diferencia en dos nucledtidos en la secuencia clonada, sin embargo, la

diferencia no modifica la estructura.
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tvmt-1

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignmentmeta —
------------------------------------------------------- ATGTCBTR1

CCATTCTAAAAGGGGGGCGATTGATTTAGCGGCCGCGAATTCGCCCTTGGGATCAATGTC
Ve e v et eta
TGCTCAAGAAACATGCCAGTGCAACAAGCAATCCTCAGAGAACTGCCACTGTGATGGTGABSTRL
TGCTCAAGAAACATGCCAGTGCAACAAGCAATCCTCAGAGAACTGCCACTGTGATGGTGA
¥y k% % kEhE * AukhE chkhdhhd k] % 'a'\'!neta
GTGCAAGTGTCATCAGAAGGAATGCAAATGCAACGAAGGCTGC TGTGGAAACGATTGSTRl
GTGCAAGTGTCATCAGAAGGAATGCAAATGCAACGAAGGCTGC TGTGGAAACGATTG
wwndkwhhhhdhdhhdhdhnh wkdewndhdhhdhhhdhhvhhd nxnnxxnan*“eta
CCACTGCACAAAAGACAACAAATGCTCACCAGATTGCCATTGTGGAGAAGGCTGCCATTGSTRl
CCACTGCACAAAAGACAACAAATGCTCACCAGATTGCCATTGTGGAGAAGGCTGCCATTG
************************************************************“eta

AACGAAGGCTGCAAGTGTGG ATTGCCACTGCACAAAAGACAACAAATGCTCACOSTRL

AACGAAGGCTGCAAGTGTGGAA ATTGCCACTGCACAAAAGACAACAAATGCTCACC

B o b b b ok e e b o e b o ol [l Sl e o o o o o e o b e o e o o o o i o S el S e el e o e ey eta

GATTGCCATTGTGATCATTAA - === === === — - — oo e STR1

GATTGCCATTGTGATCATTAANAAGCTTCAAGGGCGAATTCGTTTAAACCTGCAGGACTA

e s o o oo oo oo sl ot e e e e e e e e meta

———————————————————————————————————————————————————————————— STR1

GTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCTGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGT
meta

------------------------------------------------------------ STR1

GTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAA

Figura. 13. Alineamiento de secuencias. En la imagen se observa dentro del
recuadro rojo el alineamiento que se llevd a cabo para la secuencia obtenida de la
secuenciacion y la secuencia obtenida de la base de datos TrichDB. Dentro del

recuadro azul se observan los nucledtidos que son diferentes entre las dos secuencias.
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8.5. Analisis de expresion de tvmt-1 de T. vaginalis.

A partir del RNA total obtenido del cultivo de parasitos de las 3 condicione de cultivo
control, y condiciéon de cultivo con medio suplementado con Zn?* 1.6 mM y Cd?* 0.1
mM, se realizo la cuantificacion para llevar a cabo la RT-PCR utilizando 1ug de RNA
para la sintesis del cDNA, para la posterior amplificacion del gen tvmt-1 con los
oligonucledtidos disefiados especificamente, usando 100 ng de cDNA como templado,
amplificando un fragmento de 104 pb. Como control de carga se utilizé el amplificado
del gen de B-tubulina (112 pb), se expresa constitutivamente y presenta cambios en
las 3 condiciones de cultivo. El andlisis densitométrico del experimento se realizd
midiendo la densidad de las bandas del gel de agarosa obtenido después de la
amplificacion. Se observo un incremento en la expresion del gen tvmt-1, de 3000 veces
mayor en presencia Cd?* y 6 veces mayor en presencia de Zn?* respecto del control al
cual no se le adicioné ningun cation. Las diferencias estadisticamente significativas
entre las medias se determinaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) con una
p=0.05, utilizando GraphPad Prism 7.0. La medicion se realiz6 considerando como

100% la expresion de tvmt-1 en condiciones normales.
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Figura 14. RNA total de T. vaginalis. En la imagen se observa el RNA total obtenido
de las 3 condiciones de cultivo de T. vaginalis, se verifico por electroforesis en gel de
agarosa al 1% para observar la integridad del RNA. Carriles: 1) Marcador de 1 kb, 2)
RNA control, 3) RNA cultivo en presencia de Zn?*, 4) RNA cultivo en presencia de Cd?*.
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Figura 15. Expresién relativa del gen tvmt-1 de T. vaginalis en presencia y
ausencia de iones divalentes. Se observa el tamano del amplicon de 104 pb obtenido
por PCR punto final utilizando como templado cDNA, el producto se verifico por
electroforesis en gel de agarosa al 2%. A. Carriles: 1) control positivo con DNAg, 2)
control negativo, 3) cultivo control, 4) Zn?* 1.6 mM, 5) Cd?* 0.1 mM, 6) RT (-) cultivo
control, 7) RT (-) Zn?* 1.6 mM, 8) RT (-) Cd?* 0.1 mM. B control de carga con el gen 8-
tubulina. Carriles: 1) control positivo con DNAg, 2) control negativo, 3) cultivo control,
4) Zn?* 1.6 mM, 5) Cd?* 0.1 mM, 6) RT (-) cultivo control, 7) RT (-) Zn?* 1.6 mM, 8) RT
(-) Cd?* 0.1 mM.
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Figura 16. Expresion relativa del gen tvmt-1 en presencia y ausencia de cationes
divalentes. A. Expresion relativa obtenida mediante densitometria del ensayo de PCR
semicuantitativa del gen tvmt-1 y su control de carga S—tubulina del lado derecho. B
Expresion relativa obtenida mediante los resultados de PCR cuantitativa, gen tvmt-1
del lado derecho y control de carga B-tubulina del lado derecho. La barra oscura
representa la condicién de cultivo sin iones, la barra de en medio representa la
condicion de cultivo en presencia de Zn?* y la Ultima barra representa la condicion de
cultivo en presencia de Cd?*. Las puntuaciones que muestran significacion estadistica

se indican con asteriscos, con un valor de p=0,05.
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8.6. Inmunodeteccion de TvMT-1 en T. vaginalis

Para identificar a TvMT-1 se realizdé una titulacién de los sueros de cada raton
inmunizado, se obtuvo el suero preinmune y cada sangrado para cada raton. Para
cada suero se preparé una dilucion de 1:1000. Se obtuvo reactividad en el peso
correspondiente a TvMT-1 de 9.6 kDa. Para el sangrado 1 en los ratones 2, 3,4y 5,
sangrado 2 en los ratones 1, 2y 5, sangrado 3 en los ratones 2 y 4, y finalmente en el
sangrado 4 en el raton 3. Posteriormente para determinar la abundancia de la proteina
TvMT-1, se cultivaron parasitos en medio con suplementado con Zn?* 1.6 mM y Cd?*
0.1 mM. Se observé un incremento en la expresion de la proteina en las muestras
obtenidas de los cultivos suplementados con los iones metalicos en comparacion con
el control siendo significativamente mayor para el cultivo suplementado con Cd?*. Las
diferencias estadisticamente significativas entre las medias se determinaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) con una p=0.05, utilizando GraphPad Prism 7.0. La
medicion se realizé considerando como 100% la expresion de TvMT-1 en condiciones

normales
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Figura 17. Titulacion de sueros anti-TvMT-1. En la imagen se observan las
membranas que presentan reactividad con anti-TvMT-1 en el peso de 9.6 kDa
correspondiente a la proteina. A Titulacidén de los sueros preinmunes. B Sangrado 1
correspondiente a la semana 1 después de la inmunizacion. C Sangrado 2
correspondiente a la semana 2 después de la inmunizacion. Para A, B y C carril 1)
marcador de peso molecular 2) suero raton 1 3) suero ratéon 2 4) suero ratén 3 5) suero
ratén 4 6) suero ratén 5. D Sangrado 3 correspondiente a la semana 3 después de la
inmunizacion. E Sangrado 4 correspondiente a la semana 4 después de la

inmunizacion. Para C y D carril 1) marcador de peso molecular 2) suero ratén 2 3)
suero ratén 3 4) suero ratén 4 5) suero ratén 5.
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Figura 18. Expresion relativa de la proteina TvMT-1. Western Blot de TvMT-1. A.
Carriles: 1) muestra control, 2) parasitos cultivados con Zn?* 1.6 mM, 3) parasitos
cultivados con Cd?* 0.1 mM. En la segunda fila se muestra el control de carga con 8-
tubulina. Carriles: 1) muestra control, 2) parasitos cultivados con Zn?* 1.6 mM, 3)
parasitos cultivados con Cd?* 0.1 mM, 6). B. Andlisis densitométrico de las bandas
correspondiente a TvMT-1 (izquierda) y B-Tubulina (derecha). Las puntuaciones que

muestran significacién estadistica se indican con asteriscos, con un valor de p=0,05.
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8.7. Inmunolocalizaciéon de TvMT-1 en T. vaginalis

Para localizar a la proteina y su abundancia en los parasitos crecidos en ausencia y
presencia de Zn?* 1.6 mM y Cd?* 0.1 mM, se realizé una Inmunofluorescencia indirecta
en laminillas con parasitos T. vaginalis permeabilizados, utilizando suero anti-TvMT-1
y anti-ratéon conjugado con HRP. Se observo que la TvMT-1 esta localizada en el
citoplasma del parasito y también se observé un incremento en la fluorescencia

(abundancia de la proteina).
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Figura 19. Inmunolocalizacion de TvMT-1 en T. vaginalis. Microscopia Confocal
60X. A. Parasitos crecidos en condiciones normales (sin iones metalicos), B. Parasitos
crecidos en presencia de Zn?* 1.6 mM, C. Parasitos crecidos en presencia de Cd?* 0.1
mM. En las 3 condiciones se observan imagenes de campo claro en la primera
columna, en la segunda columna se observa la deteccion de la proteina con el anti-
TvMT-1 (verde), la tercera columna se observa el nucleo de los parasitos tefido con

DAPI y en la cuarta columna se observa el MERGE.



9. DISCUSION

Para que el parasito T. vaginalis colonice el tracto genitourinario, es necesario que
este se adapte al microambiente que alli se encuentra, sin embargo, la presencia
de iones metélicos hace més dificil este proceso. Por eso el parasito cuenta con
proteinas llamadas MTs encargadas de quelar los iones metalicos que se
encuentran en el medio del tracto genitourinario y que a su vez son toxicos para el
parasito, permitiendo su supervivencia dentro del hospedero (De Francisco y cols.,
2017).

Mediante el andlisis bioinfomatico, en este trabajo se usé la secuencia del gen tvmt-
1, obtenido de la base de datos TrichDB.org (nimero de acceso TVAG_220940).
El alineamiento con la secuencia en NCBI, arrojé MTs tanto del parasito como de
otros organismos. Se encontré que entre dichas secuencias presentan homologia
entre si. Sin embargo, se encontré que estan formadas por dominios repetidos y
que éstos a si presentan identidad en las 4 secuencias. Los dominios identificados
estan organizados en 11 Cys x 4 iones, 9 Cys x 3 iones, 6 Cys x 2 iones y 4 Cys X
1 ion similar a los dominios que estan reportados en: RnorMT-2: MT-2 de Rattus
norvegicus. ScerCUP1: CUP1 de Saccharomyces cerevisiae. SynSmtA: SmtA de
Synechococcus sp. También se observdé que estas MTs no se encuentran
agrupadas en ninguna de las 15 familias propuestas por Cobbet y Goldsbrough en
2002, esto después de que fueron alineadas con secuencias de MTs de otros
organismos. Sin embargo, la organizacion de los dominios es similar a la que
reporta Kagi en 1991, incluyendo la presencia de motivos en la secuencia
organizados como: CysX-Cys, CysXX-CYS y Cys-Cys (donde X es un aminoacido
distinto a Cys), tanto en las 4 secuencias del parasito como en las secuencias de

organismos distintos.

Se ha reportado que las MTs por ser proteinas que quelan iones metalicos,
aumentan su expresion en presencia de iones metalicos; en hongos las MTs, se
clasifican principalmente como proteinas de unién al cobre, como el Cupl MT de
S. cerevisiae. CUP1 se expresa en respuesta a iones de cobre y protege a la
levadura de la toxicidad del cobre. Como consecuencia, los mutantes Dcupl son

extremadamente sensibles a las sales de cobre. MTs similares se han descrito en
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Nourospora crassa, Agaricus bisporus, y mas recientemente en un hongo
micorrizico (Tucker y cols., 2004). Por otro lado, en el erizo de mar Mediterraneo
Paracentrotus lividus. Dos miembros, PIMT7 y PIMT8, se expresan
constitutivamente y se observa que son regulados positivamente en respuesta al
tratamiento con cadmio, mientras que PIMT4, PIMT5 y PIMT6 se activan después
de la exposicion a cadmio (Ragusa y cols., 2017). Como ya sabemos, la regulacion
de las MTs se da por la presencia del factor de transcripcion MTF-1, que se encarga
de captar los iones metalicos como es el caso del cadmio y una vez unidos, este
se posiciona en la regidn localizada antes del Inr que da inicio a la transcripcion del
gen denominada MRE, esto sugiere que, cuanto mayor sea la presencia de iones
metélicos la expresion se vera aumentada en el parasito para evitar la toxicidad del
ion metalico. Continuando con el andlisis de los niveles de expresion se llevé a
cabo un ensayo de inmunodeteccion, logramos observar que el aumento en la
expresion del transcrito del gen tvmt-1 se correlaciona con el aumento en la
expresion de la proteina, observando una diferencia en los parasitos que fueron
cultivados en presencia de cadmio y zinc con respecto a el control con parasitos

crecidos en ausencia de iones metalicos.

Para la localizacién de la MT se cultivaron parasitos en presencia y ausencia de
iones metdlicos que después fueron fijados en laminillas e incubados con el anti-
TvMT-1, observandose que la MT se encuentra con mayor expresion en los
parasitos cultivados en presencia de cadmio, ademas se observa la formacién de
aglomerados del complejo proteina-metal diferentes en las tres condiciones, siendo
menor en condicion normal, mayor en zinc y aun mayor en cadmio. Este resultado
correlaciona con lo reportado por Gutiérrez y colaboradores en 2008, que nos
indica que los organismos cuentan con distintos métodos de detoxificacion de
metales toxicos para la célula, uno de ellos es la bioacumulacion la cual consiste
en la inmovilizacién citoplasméatica de los cationes metéalicos uniéndolos a una
molécula ligando y, en algunos organismos, la posterior compartimentalizacion del
complejo molécula ligando-metal que se genera cuando un ion metéalico esta en
concentraciones muy altas. Este resultado se correlaciona con el aumento en la
expresion del trascrito de tvmt-1 que se observo en la PCR tiempo real después de

haber crecido al parasito en cultivos ricos en iones metalicos. Estos resultados se

78



relacionan con el aumento en los niveles de expresion a nivel de proteina que se
observaron en los resultados del ensayo de inmunodeteccion. Sin embargo, cabe
destacar que el aumento de la expresion en presencia de cadmio es aun mayor
qgue en el de zinc ya que las MTs tienen mayor afinidad por cadmio, incluso
desplazan al zinc, incrementando los niveles basales de zinc en la célula
promoviendo la induccion de la MT para evitar la toxicidad por el aumento en la

concentracion.

Los resultados obtenidos en cultivos de T. vaginalis crecidos en presencia de iones
metalicos como Zn?* y Cd?* revelan que la TvMT-1 se encuentra regulada a nivel

de transcrito y a nivel de proteina en él parasito.

79



10.CONCLUSIONES

-Trichomonas vaginalis posee 4 0 5 genes que codifican para MTs hipotéticas. Las
MTs identificadas en T. vaginalis tienen una identidad entre los dominios que

presentan. Pero no se agrupan en ninguna de las 15 familias descritas.

-La presencia de iones metalicos en cultivos de T. vaginalis induce una

sobreexpresion de TvMT-1 a nivel de transcrito y a nivel de proteina.

-Existe un aumento en la fluorescencia y abundancia de la proteina TvMT.1 en

presencia de iones metalicos. La TvMT-1 se localiza en el citoplasma del parasito.
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ANEXOS

Amortiguador TAE 50X

242 g Trizma base

57.1 ml Acido acético glaciar

3729 EDTA

Acrilamida/Bisacrilamida
29.2g Acrilamida
0.8¢g Bisacrilamida

Disolver en 40 ml de agua destilada. Una vez disuelto aforar a 100 ml y filtrar a
través de papel Whatman. Guardar a 4°C protegido de la luz.

Tris-HCI 4X, pH 8.8
9.08g  Tris base
0.2¢g SDS

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar pH a 8.8 con HCI. Aforar a 50 mly
filtrar.

Tris-HCI 4X, pH 6.8
3.025g Tris base
029 SDS

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar pH a 8.8 con HCI. Aforar a 50 mly
filtrar.
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Persulfato de amonio 10%

10 mg en 1 ml de agua destilada

Geles de poliacrilamida al 15%
Separador

3.75ml Agua destilada

7.5ml  Acrilamida/Bisacrilamida
3.75ml Tris-HCI 4X, pH 8.8

50 ul Persulfato de amonio

104 TEMED

Concentrador

3.05ml Agua destilada

650 pl  Acrilamida/Bisacrilamida
1.25ml Tris-HCI 4X, pH 6.8

25 ul Persulfato de amonio

5l TEMED

Amortiguador de carga 2X

400 pul - SDS-amortiguador 2X

50 ul B-mercaptoetanol 5%

50 pl Azul de bromofenol (10mg/ml)

400 pul  Agua destilada
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Amortiguador de electroforesis 10X

144 g Gilicina
30.2g Trizma
50g SDS

Solucion colorante de proteinas (azul coomassie)
500 ml  Metanol

100 ml  Acido acético glaciar

400 ml  Agua destilada

059 Azul coomassie

Disolver toda la noche. Filtrar y almacenar a temperatura ambiente

Solucién decolorante
165 ml  Metanol
50 ml  Acido acético glaciar

785 ml  Agua destilada

Amortiguador de transferencia
25mM  Trizma-base

192 mM Glicina

20% Metanol

PBS 1X

8¢9 NaCl
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8¢ KCl
0.65g Na2PO4

029 KH2PO4

PBS 1X Tween 0.01%
500 ml PBS 1X

50 ul Tween 20
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