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Resumen

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomoniasis, una infeccion comudn
en todo el mundo asociada con importantes problemas de salud publica. La infeccion
en mujeres causa vaginitis, uretritis, flujo vaginal seropurulento maloliente e infertilidad,
mientras que los hombres son portadores asintomaticos. Sugerimos que hasta el
momento se ha descrito estructural o funcionalmente en T. vaginalis una enzima tipo
RNasa, de la familia de proteinas YER057¢c/YJGF, cuyo objetivo potencial podria ser
un ARNm de una proteina que participa en la citotoxicidad del parasito. (Villalobos,
2019). Los miembros de la familia de proteinas YER057¢/YJGF, o proteinas solubles
en acido perclorico (PSP), se han descrito en 23 especies en arqueobacterias,
procariotas y eucariotas, estan altamente conservados y pueden participar en
procesos celulares clave. El objetivo de este trabajo fue encontrar la proteina soluble
en acido perclorico (PSP). Las proteinas solubles en acido perclorico (PSP) se
caracterizan por ser proteinas altamente conservadas con pesos moleculares de
alrededor de 14 kDa, por lo que a partir de los extractos en condiciones normales de
cultivo de T. vaginalis el objetivo fue encontrar proteinas diferentes a la PSP1 ya
caracterizada. Se realizaron geles SDS-PAGE 1D y 2D de estas proteinas solubles en
acido perclorico y posteriormente se analizaron por HPLC-MS. En total se obtuvieron
77 proteinas, de las cuales solo 45 se eligieron con los pardmetros de inclusion.
Analizamos in silico las funciones putativas de las proteinas mediante una ontologia
de genes de las PSPsy a partir de un top 5 cuellos de botellay un top 5 de las proteinas
con mayor numero de conexiones determinaos sus posibles funciones como
inhibidores de la traduccion, chaperonas y participacion en diferentes procesos
moleculares como la traduccion y algunas vias metabdlicas que podrian ser de

importancia para el parasito.



1 Introducciéon

1.1 Trichomonas vaginalis

T. vaginalis fue observada por primera vez en 1836 por el médico francés Alfred
Donné en preparaciones de exudados vaginales y uretrales humanos. El nombre de
Trichomonas se debe a la similitud que el parasito presenta con los “Tricodes” y las
“‘Monas”. T. vaginalis pertenece a la Familia Trichomonadidae, al género Trichomonas
gue se caracterizan en especies como: tenax, hominis y entre la que se encuentra la
especie vaginalis (Costamagna et al., 2008).

T. vaginalis es un protozoario movil, anaerobio, de forma ovoide, con una
longitud de 10 a 20 um, tiene 5 flagelos en un extremo y uno mas adosado a su
membrana ondulante le confiere la caracteristica movilidad al microorganismo
(Costamagna et al., 2008).

El citoesqueleto de este parasito esta formado por microtibulos que dan lugar
a la formacioén de diversas estructuras como el complejo pelta-axostilar, la costa y los
filamentos parabasales (Ibafiez-Escribano and Gomez-Barrio, 2017). En la parte
posterior presenta una espicula llamada axostilo, esta estructura le permite anclarse a
su sustrato del hospedero (Fig.1) (Hidalgo y Garcia, 2005).

T. vaginalis es un protozoario que carece de mitocondrias y peroxisomas, en
su lugar presenta organelos electrodensos llamados hidrogenosomas, los cuales son
organelos redox donde se lleva a cabo el metabolismo fermentativo de los
carbohidratos. Los hidrogenosomas estan unidos por membranas dobles y producen
ATP por fosforilacion a nivel de sustrato (Muller, 1993).
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Figura. 1 Trichomonas vaginalis. En la figura se muestra la morfologia del parasito que se distingue
por 5 flagelos, un nucleo, un axostilo, una membrana ondulante e hidrogenosomas. Basado en (Ibafez-

Escribano and Gémez-Barrio, 2017)

1.2 Ciclo de vida

Los humanos son el Unico reservorio de T. vaginalis. Este parasito habita en el
tracto urogenital de las personas (Kochan et al., 2021).

T. vaginalis so6lo se presenta en forma de trofozoito, no existiendo ninguna
forma de resistencia o quiste en su ciclo vital. Aunque se han descrito formas
redondeadas en ambientes desfavorables; estas formas pseudoquisticas se observan
como organismos esféricos y este estado es reversible en cuanto el paréasito vuelve a
encontrarse en un medio adecuado (Pereira et al., 2003).

Este parasito tiene una reproduccion asexual por divisién binaria longitudinal, 1o
que significa que duplica todos sus componentes y genera dos células idénticas al final
de su ciclo (Schwebke and Burgess, 2004), y este proceso inicia con la replicacion de
organelos locomotores, posteriormente por la formacibn de dos estructuras
denominadas atractoforos, los cuales se convierten en los polos para la divisién
celular, seguido de estos se desarrollan los microtibulos cromosomicos que se
extienden hasta el nucleo para posteriormente formar un huso extracelular conocido
como paradesmosis, que se extiende mientras las células hijas se separan y
finalmente cada célula hija producira cualquier organelo faltante (Fig. 2) (Brugerolle,
1975).
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Figura 2. Ciclo de vida T. vaginalis. El parasito se encuentra en el tracto urogenital femenino y en el
hombre en uretra y préstata, el cual se divide por fision binaria y se transmite por contacto sexual
(Brugerolle, 1975).

1.3 Tricomoniasis

La tricomoniasis es la infeccion causada por el parésito protozoario T. vaginalis
y es la infeccién de transmision sexual no viral (ITS) curable mas comun en todo el
mundo (Tricomoniasis - OPS/OMS | Organizacion Panamericana de la Salud, 2023).

T. vaginalis infecta preferentemente en sitios vaginales y vulvares en mujeres y
con mucho mayor frecuencia la uretra en hombres (Meites et al., 2015). Durante la
infeccion area genital puede observarse irritada y presentar dolor lo que causa molestia
en las relaciones sexuales; los sintomas vaginales y urinarios se pueden presentar
solos o juntos (Morris Sheldon R., 2023). Las mujeres que presentan sintomas de
tricomoniasis se quejan de flujo vaginal, prurito e irritacion. Los signos de la infeccion
incluyen flujo vaginal (42%), olor (50%) y edema o eritema (22 a 37%). El flujo se
describe como espumoso, en el 10% de los pacientes y ademas la colpitis macularis
(cuello uterino en fresa) es un signo clinico especifico de esta infeccion (Wglner
Hanssen et al., 1989). Cabe destacar que casi la mitad de las mujeres
con tricomoniasis son asintomaticas (Fouts and Kraus, 1980). En el caso de los

hombres, el 97% son asintomaticos (no presentan ni signos ni sintomas), y solo el 10%



de los hombres presentan uretritis, prostatitis, epidimitis y disminucion de la motilidad
de los espermatozoides (Fig. 3) (World Health Organization, 2023).

Algunos hombres pueden experimentar una secrecion espumosa del pene y
padecen dolor al orinar, asi como la necesidad de orinar a menudo (Morris, 2023). A
veces, después de un interrogatorio cuidadoso, un hombre puede afirmar que ha
notado picazon y malestar dentro del pene, ademas de una ligera humedad en la punta
del pene durante unos dias, pero que desaparecio espontaneamente (Catterall, 1972).

Las infecciones que no se detectan ni se tratan incrementan el riesgo de adquirir
y transmitir el VIH. Estudios han evidenciado una conexién entre la infeccion por
tricomonas y un mayor riesgo de infeccién por VIH en areas donde esta enfermedad
es endémica. Esta relacion epidemiolégica es biolégicamente plausible, ya que la
infecciébn por tricomonas provoca una respuesta inflamatoria que atrae células
vulnerables al VIH al area de exposicion (la vagina). Ademas, la infeccién puede
generar microabrasiones en la vagina, facilitando asi el ingreso del VIH al torrente
sanguineo (Mavedzenge et al., 2010). ElI papel que desempefia T.
vaginalis en el desarrollo de cancer de cérvix es no tan claro, pero se cree que el
proceso inflamatorio causado por este protozoo predispone al epitelio a la
carcinogénesis (Ospina and Ariza, 2008). La disrupcion del epitelio cervical se debe al
proceso de inflamacion causado por TV, que facilita la entrada del VPH en la capa
basal del epitelio. Como resultado, conduce a la integracion del ADN viral en el ADN
del huésped y a la sobreexpresion de oncogenes virales que contribuyen a la
activacion de mecanismos cancerigenos (Castle y Giuliano, 2003).

Algunas otras secuelas asociadas a la tricomoniasis han sido la endometritis
persistente, la infertilidad y la Enfermedad pélvica inflamatoria (PID) (Stark et al.,
2009).

La tricomoniasis no tratada causada por T. vaginalis puede ascender por la
uretra hasta la prostata, lo que resulta en una infeccion prostatica cronica y persistente
gue se sugiere que desempefa un papel en el desarrollo y la progresion del cancer de
prostata (Sutcliffe et al., 2006).

1.4 Transmision
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T. vaginalis infecta principalmente el epitelio escamoso del tracto genital y
reside en el tracto genital inferior femenino y la uretra y prostata masculinas. T.
vaginalis se transmite entre humanos, su unico huésped conocido, principalmente por
relaciones sexuales. La infeccibn puede persistir durante largos periodos,
posiblemente meses o incluso afos, en mujeres, pero generalmente persiste menos
de 10 dias en hombres (Krieger, 1995), y de forma muy infrecuente, durante el parto
(World Health Organization, 2023). Lilia et al., en 2003 reporté que los neonatos de
las madres con T. vaginalis presentan 8 veces mayor riesgo de sepsis neonatal, 7
veces mayor riesgo de morbilidad neonatal y 2.6 veces mayor riesgo de
hiperbilirrubinemia, mientras que las gestantes con T. vaginalis presentaron
desnutricion gestacional y el feto desarrollé con mayor frecuencia infeccion congénita.
Se ha reportado en casos pulmonares de T. vaginalis recién nacidos con neumonia
neonatal y en pacientes con practicas sexuales urogenitales. El hallazgo de la especie
Trichomonas tenax en el tracto respiratorio bajo es un evento extremadamente raro,

mas comun de la infeccion pleuropulmonar (Ramirez et al., 2010).

1.5 Epidemiologia

La prevalencia de la tricomoniasis a nivel global es dificil de estimar debido a la
falta de estudios epidemiologicos que aporten informacion precisa de la incidencia y
prevalencia de esta infeccion (Costamagna et al., 2008). La tricomoniasis no es una
infeccion de declaracion obligatoria; por lo tanto, las estimaciones de prevalencia
generalmente provienen de modelos o estudios basados en la poblacién. En 2016, la
OMS estimd que la prevalencia global de T. vaginalis era del 5.0% en mujeres y del
0.6% en hombres (Rowley et al., 2019). La prevalencia de la infeccion por
trichomonas esta mejor documentada en los Estados Unidos, donde las tasas son
sistematicamente mas altas que las de las infecciones por Chlamydia
trachomatis y Neisseria gonorrhoeae combinadas. En estudios representativos de la
poblacién general, las tasas de infecciones por tricomonas, clamidia y gonorrea se han
estimado en 3,2, 2,2 y 0,2%, respectivamente (Satterwhite et al., 2013). A nivel
mundial, las infecciones por tricomonas representan casi la mitad de todas las ITS
curables. Estas estimaciones dependen de la poblacion, con tasas muy altas entre

algunos grupos y casi ninguna enfermedad en otros. En Europa, estudios a nivel de

11



poblacién han estimado que la prevalencia de la enfermedad es <1% en paises con
tasas de clamidia similares a las de los Estados Unidos, lo que sugiere una fluctuacion
geografica en la presencia subyacente de la enfermedad que no esta bien descrita o
entendida (Kissinger, 2015).

En el estudio de Mufioz et al., 2018 encontraron una prevalencia de T.
vaginalis de un 23.81% en mujeres trabajadoras sexuales (TSF) (TSF), una
prevalencia inferior a la mostrada en ciudades de la Region Fronteriza México-Estados
Unidos, que fue de 35% en TSF. En paises de América Latina, como El Salvador,
Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panam@, la prevalencia fue del 11%, mientras que
en Perd y Argentina la prevalencia de T. vaginalis en (TSF) fue del 9% y 7%,
respectivamente. La tricomoniasis es una infeccion cosmopolita, sin embargo, estos
datos muestran una marcada regionalizacién de la transmision de T. vaginalis debido
al trabajo sexual.

En el afio 2023 en México se reportaron 1175 casos en hombres y 18946 en
mujeres, siendo un total de 20121 casos de tricomoniasis, lo que significa una
reduccion de 1257 casos con respecto a los 21378 reportados en el afio 2022. Por el
contrario, para los afilos 2021 y 2020 se reportaron 22493 y 22822 casos
respectivamente y como se ve ha habido una disminucién ya que en estos afios estuvo
presente la pandemia del COVID-19 por lo que se la daba prioridad a esta enfermedad
respiratoria. Estos casos podrian estar subestimados, debido a que esta infeccién no
es de reporte obligatorio y puede haber diversos hospederos asintomaticos dentro de
la poblacion. Las estadisticas muestran que los estados de Veracruz, Puebla y
Chiapas tienen el mayor nimero de casos Yy los estados con menor incidencia
reportada son Querétaro y Aguascalientes (Fig. 4). Actualmente los casos hasta la
semana 38 del afio 2024 son 12113 en mujeres y 725 casos en hombres, dando un
total de 12888 casos y al igual que el afio del 2023 los estados con mayor incidencia

son: Veracruz, Chiapas y Puebla.
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Figura 3. Casos de tricomoniasis reportados por entidad federativa en México. Numero
de casos de tricomoniasis reportados por estado durante el 2023 en color naranja se representan las
mujeres y en azul las los hombres.

(https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/879365/sem52.pdf) (Boletin Epidemioldgico, 2023)

1.6 Diagndstico

Los avances recientes en el desarrollo de pruebas para detectar T. vaginalis
han aumentado las oportunidades de diagnéstico y tratamiento de esta importante
infeccion de transmisién sexual (Hobbs and Sefia, 2013). La prueba convencional del
papanicolaou (CPS) no se considera precisa para el diagnostico de T. vaginalis y se
recomienda que las mujeres se sometan a pruebas de confirmacion. Ha sido
demostrado que las preparaciones liquidas facilitan el diagnéstico de los parasitos por
la movilidad de sus flagelos, asi como la presencia de lesiones escamosas. El
diagnéstico dependera de la experiencia del laboratorista (Wiese et al., 2000).

El cultivo de tricomonas es considerado el estandar de oro y es el método de
referencia para diagnosticar la infeccion por T. vaginalis antes que los métodos de
deteccién molecular ya que tiene una sensibilidad del 100% (Fanfair and Workowski,

2014).
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El examen de microscopia en una preparacion humeda de secreciones
vaginales es la evaluacion diagnostica mas comun para la infeccién por T. vaginalis.
La observacion directa de las tricomonas en forma de pera con su caracteristica
motilidad espasmadica o giratoria se considera 100% especifica de T. vaginalis. Los
estudios que comparan el examen de la microscopia con pruebas de deteccion
molecular de alta sensibilidad documentan la escasa sensibilidad de la microscopia,
gue oscila entre el 44% y el 68%. (Patil et al., 2012)

Las pruebas de deteccion de antigenos disponibles comercialmente incluyen la
Prueba rapida tricomonas (OSOM) (Diagndstico Sekisui, California, EE. UU.) y la
prueba de aglutinacion en latex Tv (Kalon Bioldgico, Surrey, Reino Unido). OSOM es
una prueba de tira inmunocromatografica aprobada por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA) que utiliza anticuerpos especificos para detectar antigenos
proteicos de tricomonas. El procesamiento y las pruebas de muestras no requieren
instrumentacién y los resultados estan disponibles en 30 minutos o0 menos con una
sensibilidad >80% (Hobbs y Sefia, 2013)

Existen pruebas mas sensibles y especificas (sensibilidad del 97,2% y una
especificidad del 99,9%) para la deteccion de T. vaginalis como es la de amplificacion
de &acidos nucleicos de alta sensibilidad (NAATs) en donde se lleva a cabo la
amplificacion de copias de ADN individual especifico o secuencias diana de ARN, por
lo tanto, la sensibilidad analitica de las (NAATS) es mayor que la del analisis por
microscopia, cultivo, deteccién de antigeno o ensayos con sondas de &cido nucleico,

gue detectan organismos 0 sus constituyentes (Hobbs y Sefia, 2013).

1.7 Tratamiento

El uso del metronidazol para el tratamiento de la tricomoniasis se propuso desde
1959 (Durel et al., 1967). El metronidazol es un tratamiento muy eficaz para las
infecciones anaerdbicas y una variedad de enfermedades protozoarias y parasitarias.
(Scully, 1988). El hidrogenosoma de T. vaginalis es vital para el metabolismo del
metronidazol. En el caso de un ambiente anaerdbico, el piruvato de la glucolisis ingresa
al hidrogenosoma donde es descarboxilado por la enzima unida a la membrana, la
ferredoxina oxidorreductasa de piruvato (PFOR), que dona electrones a la ferredoxina

(Fd). La descarboxilacion del piruvato forma acetato y finalmente ATP. La Fd es
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oxidada por la hidrogenasa (Hyd) produciéndose hidrogeno molecular como producto
final en la cadena de transporte de electrones. El profarmaco metronidazol (RNOZ2)
ingresa al hidrogenosoma mediante difusion pasiva donde compite con la hidrogenasa
por los electrones de Fd. La reduccion de metronidazol activa el farmaco a su forma
toxica de radical nitro. En presencia de oxigeno, se produce un reciclaje que hace que
los radicales regresen al profarmaco. La resistencia generalmente surge después de
multiples ciclos de tratamiento con metronidazol para la tricomoniasis u otra afeccion
y, en la mayoria de los casos, los sintomas pueden resolverse finalmente con altas
dosis de tinidazol y/o metronidazol durante periodos prolongados, pero en algunos
casos estos tratamientos en dosis altas son mal tolerados y no tienen éxito (Dunne et
al., 2003).

El tratamiento estandar es una dosis unica de 2 g por via oral, sin embargo, las
parejas sexuales deben recibir tratamiento simultaneamente para lograr una
efectividad del 90%. Por otra parte, los pacientes con tratamiento de metronidazol se
deben abstener de tener relaciones sexuales durante al menos 1 semana y hasta que
ellos y su(s) pareja(s) completen el tratamiento. El metronidazol se puede utilizar en
todas las etapas del embarazo y durante la lactancia (Sherrard et al., 2014).

Las mujeres embarazadas sintomaticas deben ser tratadas en el momento del
diagnéstico, aunque algunos médicos han preferido diferir el tratamiento hasta el
segundo trimestre y los fabricantes recomiendan evitar dosis altas si se esta
amamantando o si se esta usando una dosis Unica de metronidazol (Sherrard et al.,
2014).

Ha sido descrito que cualquier derivado de nitroimidazole administrado en dosis
Unica o durante un periodo mas prolongado produce curacién en >90% de los casos
(Thin et al., 1979).

En T. vaginalis los mecanismos de resistencia aerobica a metronidazol son alin
poco comprendidos. La comparacién cepas resistentes a metronidazol de T. vaginalis,
con respecto a cepas sensibles ha mostrado que la resistencia aerdbica es el resultado
de una alteracion de la captacion de oxigeno por parte de las tricomonas resistentes,
lo que da como resultado la interferencia del oxigeno intracelular con el proceso de
activacion del farmaco (Yarlett, y Lloyd, 1986,Tachezy et al., 1993).

Los cambios metabdlicos que acompafan al desarrollo in vitro de la resistencia

al metronidazol demuestran la versatilidad del metabolismo de las tricomonas y
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proporcionan un ejemplo interesante de cémo los eucariotas unicelulares pueden
ajustar su metabolismo en respuesta a la presion de un entorno desfavorable (Kulda,
1999).

1.8 Genoma

El genoma de T. vaginalis es de 160 Mb organizados en 6 cromosomas. Al
menos el 65% del genoma de T. vaginalis es altamente repetido y se identificd un
conjunto central de ~60.000 genes codificadores de proteinas, haciendo que T.
vaginalis tenga una de las mayores capacidades de codificacion entre los eucariotas
(Carlton et al., 2007).

Muchas familias de genes en el genoma de T. vaginalis han experimentado una
expansion a una escala sin precedentes en eucariotas unicelulares. Es probable que
estas expansiones de familias "conservadas” de genes mejoran la adaptacion de este
parasito a su ambiente (Vogel y Chothia, 2006). Hay dos posibles mecanismos
importantes que pueden ser responsables de la expansién del genoma a gran
escala. Uno puede ser mediante transferencia lateral de genes o bien mediante
eventos de duplicacién de genes a gran escala (De Koning et al., 2000). Strese et al.
definen este fendmeno como la adquisicion e incorporacion de material genético de un
organismo donador, sin que exista un proceso de transferencia sexual o vertical, en al
menos un 0.25% de los genes de este protozoario. La transmision potencial se habria
producido mediante un proceso de fagocitosis, seguido de una fisiébn binaria, que
habria incorporado en su genoma 'y en el de sus células hijas dichos genes (Strese et
al. 2014).

Todos los intrones de T. vaginalis examinados tienen un motivo de sitio de
empalme 3' de 12 nt altamente conservado que abarca el punto de ramificacion y es
necesario para el empalme, lo que significa que los motivos del sitio de empalme (SS),
son reconocidos por pequefios ARN nucleares y componentes proteicos del
espliceosoma, coordinan multiples pasos en el empalme (Reed, 2000). Este motivo
también se encuentra en el Unico intron descrito en un gen de otro eucariota de
ramificacion profunda como lo es en Giardia intestinalis (Vanacova et al., 2005).

T. vaginalis alberga en su genoma elementos transponibles (TE) que tienen el

potencial de ser perjudiciales para la funcién genémica normal, como por ejemplo en
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la transcripcion de genes codificadores de proteinas. Se han identificado pequefas
moléculas de ARN correlacionadas con una expresion reducida de genes vy
transposones de T. vaginalis (Warring et al.,, 2021). En muchos organismos, la
expresion de elementos transponibles esta regulada por la actividad de varias clases
de ARN pequefios expresados endogenamente (SRNA), moléculas de ARN cortas
(~20 a 35 nucledtidos [nt]) que efectuan el silenciamiento génico ya sea dirigiendo a
los ARNm para su degradacion o reclutando maquinaria de silenciamiento epigenético
a ubicaciones especificas en el genoma (Bartel, 2004). Los elementos transponibles
suelen estar compuestos de regiones no codificantes, como las repeticiones invertidas
terminales (TIR), y genes que codifican la maquinaria proteica necesaria para su propia
transposicién, como los genes de la transposasa y la integrasa. T. vaginalis contiene
transposones de ADN de clase 2, que dependen de mecanismos de cortar y pegar
para replicarse y transponerse a diferencia de los transposones de ARN de clase 1,
que se mueven a través de la transcripcion y los intermediarios de ARN (Feschotte,
2008). Los ejemplos de familias de elementos transponibles (TE) identificadas en T.
vaginalis incluyen la familia Tvmarl Mariner, los cuales tienen una longitud de
consenso de 1.304 pb que incluye un solo gen que codifica una proteina transposasa
(Silva et al.,, 2005). También se encuentran familias de genes masivamente
amplificados en el kinoma del parasito, que comprende ~880 genes que codifican
distintas proteinas cinasas eucariotas (ePK) y ~40 proteinas cinasas atipicas, lo que
lo convierte en uno de los kinomas eucariotas mas grandes conocidos. El parasito tiene
proteinas de union a nucle6tidos de guanina heterotriméricas y componentes de la via
de la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK), lo que sugiere mecanismos de
transduccion de sefales similares a los de las levaduras. Inusualmente, el kinoma de
T. vaginalis contiene 124 genes similares a la tirosina cinasa citosolica TKL, pero
carece por completo de los receptores de serinal/treonina ePK de la familia TKL. Se
encontré que las cinasas inactivas constituyen el 17% del kinoma de T. vaginalis
(Carlton et al., 2007)

1.9 Proteoma de T. vaginalis
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Por ensayos de 2DE vy espectrometria masas se han identificado
aproximadamente 500 proteinas, de las cuales, las mas abundantes fueron proteinas
glucoliticas, las proteinas del citoesqueleto y las Hsp70 (Huang et al., 2009)

Las peptidasas son enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos y constituyen un
conjunto de proteinas estructural y funcionalmente diverso que se puede agrupar en
clanes y familias distintos en funcion de relaciones evolutivas intrinsecas (Rawlings et
al., 2010).

Las cisteinas peptidasas (CP) de la familia de la papaina estan implicadas como
factores de virulencia en las tricomonas, se identificaron mas de 40 de ellas,
destacando la diversidad de esta familia. Las cisteinas peptidasas que contribuyen al
proteosoma 20S (ubiquitina C-terminal hidrolasas) son abundantes con 117 miembros
(~25% del degradoma), lo que enfatiza la importancia de la degradacion de proteinas
citosolicas en el parasito (Carlton et al., 2007).

Las peptidasas desempefian papeles importantes en muchos procesos
bioldgicos y son potenciales factores de virulencia, candidatos a vacunas y dianas
farmacoldgicas en T. vaginalis y otros protistas parasitos (Klemba and Goldberg,
2002).

Por otro lado, también se han identificado muchas serinas peptidasas de tipo
subtilisina y varias de tipo romboide, candidatas para procesar proteinas de
superficie de T. vaginalis, ademas, de la primera treonina peptidasa de tipo
asparaginasa encontrada en un protista. También se identificaron 13 familias de
metalopeptidasas, asi como tres proteinas similares a cistatina, inhibidores naturales
de la peptidasa, que pueden regular la actividad de las abundantes cisteina peptidasas

similares a papaina (Carlton et al., 2007).

1.10 Propiedades y factores de virulencia de T. vaginalis

Las moléculas o proteinas de superficie superficiales y secretadas de T.
vaginalis estan implicadas en las interacciones del parasito con su entorno, incluidas
las células epiteliales humanas, los leucocitos y las proteinas extracelulares del tracto
urogenital (Hirt et al., 2007)

La adherencia del parasito al epitelio vaginal, propiedad clave para la

colonizacion y la infeccion, es un evento altamente especifico que esta mediado por
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cuatro adhesinas con masas moleculares de 65 kDa; (AP65), 51 kDa (AP51), 33 kDa
(AP33) y 23 kDa (AP23) que median la interaccion de T. vaginalis con las células
epiteliales (Arroyo et al., 1992). El otro mediador principal de la adherencia a los
epitelios del hospedero es el lipofosfoglicano de superficie, la proteina mas expresada
en la membrana de superficie de T. vaginalis e (2 x 10° a 3 x 10° copias por parasito)
(Fichorova et al., 2006).

T. vaginalis puede secretar proteinas que van a intervenir en numerosos
procesos vitales tales como las cistein-proteasas importantes en procesos de
colonizacion y adherencia. Actualmente se conocen aproximadamente 23 cistein
proteasas (CP) con tamafios que van desde los 23 a los 110 kDa (Figueroa-Angulo et
al., 2012).

El mecanismo de citotoxicidad requiere multiples moléculas involucradas en el
dafio celular como son los efectores citoliticos en un mecanismo contacto
independiente, en el que puede patrticipar el factor de desprendimiento celular (CDF).
En un mecanismo dependiente de contacto se encuentra involucrada la cistein
proteasa de superficie CP65 (Alvarez et al., 2000) involucrada en la citotoxicidad de T.
vaginalis a las monocapas de células HelLa y que, degrada algunas proteinas de la
matriz extracelular, como colageno IV y la fibronectina que la hacen inmunogénica en
la infeccién humana.

El dafio al epitelio del hospedero también es causado por la apoptosis de las
células epiteliales mediada por el paréasito y, depende de la liberacion de la cistein
proteasa de 30 kDa CP30 (Kummer et al., 2008).

Otro grupo de cuatro cistein proteasas de T. vaginalis (TvCP12, TvCP39,
TvCP65 y TvCP2) se han visto presentes en mecanismos de citotoxicidad causada
durante la infeccién (Ibafiez-Escribano y Gomez-Barrio, 2017).

En el sitio de la infeccion, el parasito tiene una maquinaria compleja que modula
la produccién de ROS, citocinas y quimiocinas e induce la apoptosis de las células
inmunitarias del hospedero. También interfiere en la maduracion de las células
presentadoras de antigenos, como las células dendriticas. En conjunto, estos
mecanismos permiten la supervivencia del patdgeno y el establecimiento de la
infeccion (Galego y Tasca, 2023).

T. vaginalis ha desarrollado diversos mecanismos en la supervivencia y

colonizacion del tracto genitourinario, y de la evasion del sistema inmune del
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hospedero. Los neutréfilos y macrofagos son las principales células implicadas contra
el parasito, mientras que IL-8, IL-6 y TNF-a son las citocinas mas producidas en
respuesta a esta infeccion, ademas de que T. vaginalis estimula las células epiteliales
vaginales, ectocervicales y endocervicales para liberar citocinas que pueden reclutar
y activar células inmunes innatas como neutroéfilos, macrofagos y mastocitos del sitio
de la infeccién (Fig 4) (Galego y Tasca, 2023).

La actividad hemolitica y la consiguiente adquisicion de nutrientes, ha sugerido
que puede ser el responsable de la exacerbacion de sintomas observados que ocurren
durante y después de la menstruacion, ya que T. vaginalis lisa los glébulos rojos por
donde adquiere de ellos lipidos y hierro (Fiori et al., 1999).

Se han observado dos mecanismos distintos de fagocitosis en T. vaginalis
durante estudios in vitro con levaduras: una forma clasica de fagocitosis que implica la
extension de pseudopodos, que luego engullen la célula blanco, y también una forma
mas pasiva, donde la célula blanco se hunde en la membrana de T. vaginalis (Pereira
y Benchimol, 2007).

Existen también hidrolasas que tienen actividad similar a la tripsina y funcionan
como factores de separacion de células al degradar proteinas de la célula del
hospedero como laminina, fibronectina y otros componentes (Mielczarek vy
Blaszkowska, 2016).
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Figura 4. Factores y propiedades de virulencia involucrados de T. vaginalis. En la imagen se
pueden observar las diferentes propiedades de virulencia junto con los factores de virulencia implicados

en la patogenicidad del parasito. Tomada y modificado: (Figueroa-Angulo et al., 2012)

Se ha descrito que el aumento de los sintomas de la tricomoniasis en la mujer
esta asociada a las fluctuaciones hormonales durante el ciclo menstrual. El nivel de

estrogenos alcanza dos picos maximos durante el ciclo: el primero durante la ovulacion
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y el segundo en la mitad de la fase lutea (periodo previo a la menstruacién). La
presencia de receptores especificos para estrogenos y androgenos en la superficie de
T. vaginalis refleja la importancia de las hormonas en el desarrollo de esta parasitosis
(Ford et al., 1987).

La presencia de estrogenos en el tracto genitourinario disminuye la secrecion
de factores de virulencia como el factor de desprendimiento celular (CDF). Ademas,
los niveles sanguineos de estrogenos influyen en la produccion de glucdégeno en las
células del epitelio vaginal. Cuando hay una deficiencia de estrogenos, se induce una
disminucién de la flora normal, que emplea y transforma el glucégeno en acido lactico

como fuente de energia (Garber et al., 1991).

1.11 Metabolismo de Trichomonas vaginalis

La glucosa es la principal fuente de energia que se convierte en piruvato para
la generacion de ATP en el hidrogenosoma de tricomonas bajo restriccion de glucosa
(GR), la regulacion del metabolismo de los aminoacidos es crucial para el crecimiento
y la supervivencia de las tricomonas (Huang et al., 2019).

T. vaginalis es incapaz de producir espermina metabdlicamente y depende de
la captacion de su molécula del entorno extracelular, esto ocurre a través de un sistema
anti-porte que requiere la liberacion extracelular de putrescina. (Yarlett et al., 2000).
Se ha demostrado que la putrescina induce la apoptosis de células de mamiferos in
vitro, a través del aumento de la actividad de la caspasa-3, un regulador clave del
proceso de apoptosis (Takao et al.,, 2006), lo que demuestra la importancia de la
produccion de poliaminas en la patogénesis de T. vaginalis. T. vaginalis también es
capaz de fagocitar in vitro células epiteliales vaginales, leucocitos y eritrocitos, junto
con bacterias comensales (Rendon et al., 1998).

El genoma de T. vaginalis carece de genes que codifiquen para las proteinas
necesarias para la sintesis de anclas de glicosilfosfatidilinositol (GPI), lo que
convierte a T. vaginalis en el primer eucariota conocido que carece de una via
biosintética aparente de anclas de GPI. Queda por determinar si T. vaginalis ha
desarrollado una via biosintética inusual para la sintesis de sus anclas lipidicas no
proteicas, como la inositol-fosfoceramida de los lipofosfoglicanos de superficie (Singh
et al., 1994).
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Estos protozoarios son incapaces de sintetizar la mayoria de sus
propios lipidos y colesterol de novo, y dependen de suministros de fuentes externas.
Existen evidencias que sugieren que, estos parasitos pueden absorber los lipidos y el
colesterol que necesitan de las particulas de lipoproteinas presentes en el hospedero
y/o en el medio de crecimiento. Los estudios también respaldan la idea de que las
moléculas individuales de lipidos y acidos grasos pueden transportarse sin la ayuda
de las lipoproteinas. Se ha demostrado que los fosfolipidos exdgenos experimentan
una remodelacibn de los &cidos grasos (mediante reacciones de
desacilacion/reacilacion), lo que permite a estos protozoos alterar los lipidos, evitando
la sintesis de moléculas de fosfolipidos completamente nuevas (Beach et al., 1990)
(Das et al., 2002).

1.12 Regulacién de la expresiéon génica

La mayoria de los estudios sobre la expresion génica en T. vaginalis se han
centrado en el estudio de la region promotora de genes codificadores de proteinas. Los
genes codificadores de proteinas en T. vaginalis se transcriben mediante una ARN
polimerasa Il resistente a /a a -amanitina (Quon et al., 1996). En esta region promotora
existe un elemento promotor Inr que evolucion6é tempranamente en los organismos
eucariotas, y es probable que la maquinaria de transcripcién de las tricomonas esté
altamente optimizada para la funcion de Inr (Rodriguez et al., 2010).

T. vaginalis posee varios mecanismos para regular la expresion de factores de
virulencia, particularmente CP y adhesinas, entre los que se encuentran cationes como
el hierro, zinc o cadmio que dependera la concentracion en la que se encuentren para
la expresion de estas proteinas. Su regulacion se puede observar en cuatro niveles
diferentes:  regulacion transcripcional, postranscripcional, traduccional y
postraduccional (Figueroa et al.,, 2012). En el caso de T. vaginalis, los datos
disponibles favorecen la transcripcion de genes codificadores de proteinas por la ARN
polimerasa Il (Quon et al., 1996). Hasta ahora, solo se ha identificado un elemento
promotor putativo en T. vaginalis. Este elemento, es un motivo de 13 nucleétidos que
esta en el sitio de inicio de la transcripcidon de todos los genes de T. vaginalis, la cual

es una secuencia altamente conservada, rica en pirimidinas, que es similar al elemento
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iniciador eucariota (Inr), en particular, el Inr de T. vaginalis tiene un motivo conservado
gue también se conserva en el Inr eucariota (Liston y Johnson, 1998).

El papel de la acetilacion de histonas en T. vaginalis desempefia un papel clave
en la regulacion de la transcripcion y la patogénesis del parasito. La importancia de la
acetilacion de histonas en la regulacion transcripcional radica en su propiedad
reversible dependiendo de varias histonas acetiltransferasas (HAT) e histonas
desacetilasas (HDAC). El analisis del genoma de T. vaginalis revela una familia de al
menos 20 supuestos HAT y 21 HDAC, que pueden agruparse en diferentes clases
segun su similitud con sus homologos humanos (Pachano et al., 2017)

En eucariotas superiores, el sistema IRE/IRP es un mecanismo
postranscripcional de regulacion del hierro basado en la union de proteinas
reguladoras del hierro (IRP) citoplasmaticas a elementos sensibles al hierro (IRE)
situados en las regiones no traducidas de los ARNm de algunas proteinas reguladas
por hierro. En condiciones de bajo contenido de hierro, las IRP se unen a los IRE
bloqueando la traduccion de los ARNm que contienen IRE en sus extremos ' o
aumentando la estabilidad de los ARNm que tienen IRE en sus extremos 3’
(Muckenthaler et al., 2008). Por otra parte, la metilacion del ADN es uno de los
principales mecanismos epigenéticos que rigen la regulacion genética (Gibney and
Nolan, 2010). Los genes codificadores de proteinas en T. vaginalis estan controlados
en gran medida por dos elementos promotores centrales, que producen ARNm con
UTR 5' cortos (Wang et al., 2020).

Se ha demostrado que el Zn?* y el Fe?+ que regulan la expresiéon de genes que
codifican para proteinas involucradas en el metabolismo y los mecanismos de
patogenicidad en este parasito; en contraste, también se encontr6 que altas
concentraciones de estos cationes son toxicas para los trofozoitos de T. vaginalis, sin
embargo, los mecanismos de homeostasis y absorcion de Zn?+ y Fe?+ alin no estan
claros en este parasito (Fernandez et al., 2017). En presencia de Zn?+ se incrementa
la expresion de varias proteinas, entre ellas dos fimbrinas (en preparacion 2024), las
cuales son cruciales junto con la actina en la remodelacion estructural que experimenta
el parasito al interactuar con las células del tracto genitourinario, adaptando una forma
ameboidea (Figueroa et al., 2012).

Por otra parte, con respecto al Fe?+, cuando este cation, el parasito aumenta

su actividad citotoxica a través de algunas cistein proteasas (CP) (CP30 o CP65), lo
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gue incrementa su motilidad y con ello una penetracién mas profunda a las capas del
epitelio, logrando de esta forma colonizar y su supervivencia en el ambiente vaginal
(Ibafiez y Goémez, 2017).

Por el contrario, los niveles altos de Fe:+ afectan los procesos metabdlicos
asociados al hidrogenosoma, influyendo en el potencial de membrana de este organelo
electrodenso, y en la expresion de enzimas hidrogenosomales entre las que se
encuentran las Adhesinas proteasas (AP) (Kim et al., 2006). T. vaginalis puede
responder a cantidades variables de hierro mediante mecanismos diferenciales de
expresion génica para sobrevivir, crecer y colonizar en el entorno vaginal
hostil. Existen estudios sobre el papel del hierro en la expresion del gen ap65-1, que
codifica una enzima malica de 65 kDa implicada en la citoadherencia del parasito y ha
sido demostrado que este elemento desempefia un papel crucial en la transcripcion
del gen que codifica para esta adhesina (Rodriguez et al., 2010).

Existe otros genes que codifican la familia de proteinas YjgF/YER057¢c/UK114,
la cual esta muy extendida en la naturaleza, pero aun no tiene una funcién biol6gica
claramente definida. Los miembros de la familia existen como homotrimeros y se
caracterizan por hendiduras entre subunidades delineadas por residuos bien
conservados; es probable que estos sitios tengan importancia funcional, aunque nunca
se ha detectado actividad catalitica para ningin miembro de esta familia (Burman et
al., 2007).

Las proteinas PSP, miembros de la familia de proteinas YER057¢c/YJGF, se han
descrito en 23 especies, incluidas arqueobacterias, procariontes y eucariontes, las
secuencias entre ellas se encuentran muy conservadas, es por ello por lo que se cree
que podrian estar participando en procesos celulares basicos como ribonucleasas,
chaperonas e inhibicion de carcinogénesis (Villalobos et al., 2018).

2. Antecedentes

La gran familia de proteinas YjgF/YERO057c/UK114, que comprende
aproximadamente 200 miembros y la mayoria con una funcion biolégica poco clara
que pertenecen al grupo de alta identidad (38%) (aproximadamente 80 proteinas)
comparten 9 residuos completamente conservadas que se encuentran repartidos por

toda la secuencia (Manjasetty et al., 2004).
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El primer miembro de esta familia que se descubrié fue una proteina soluble en
acido perclérico de higado de rata (K-PSP1l), caracterizada como una
endorribonucleasa, que inhibe la iniciacion de la traduccion de proteinas en sistemas
de lisado de reticulocitos de conejo al afectar directamente la actividad de la plantilla
de ARNm (Oka et al., 1995). La precipitacion con &cido perclorico (PCA) es uno de los
protocolos de desproteinizacion mas utilizados; sin embargo, ciertas proteinas y
moléculas pequefias pueden permanecer solubles (Ongay et al., 2010). El acido
perclérico (PCA) se utiliza para la desnaturalizacion y precipitacion de las principales
proteinas seéricas, y las proteinas alcalinas, que permanecen solubles. La precipitacion
con (PCA) es un método tradicional para solubilizar y aislar mucoproteinas séricas
(proteinas séricas fuertemente glicosiladas) para enriquecer las glicoproteinas en
muestras de suero y eliminar proteinas redundantes de las muestras. Este método
proporciona una herramienta Gtil para preparar muestras para el andlisis de una
variedad de pequefias moléculas y glicoproteinas como posibles biomarcadores de la
progresion de alguna enfermedad (Winzler et al., 1948). Estas proteinas fuertemente
glicosiladas podrian proporcionar informacion relevante para el conocimiento en
procesos en los que podrian estar involucrados, lo que puede mejorar el resultado y
predecir distintas funciones (Makszin et al., 2019).

La proteina soluble en acido perclorico del rifion de rata (K-PSP1) también
inhibid la sintesis de proteinas libres de células en lisado de reticulocitos de conejo de
una manera diferente a la RNasa A. La expresion de K-PSP1 en el rindn del modelo
de rata nefrética depende de la diferenciacién. Por otro lado, la expresion de K-PSP1
en células tumorales renales estaba regulada negativamente en comparacién con el
tejido intacto (Asagi et al., 1998).

La proteina PSP de humano hpl4.5 presenta una estructura homotrimérica,
donde cada subunidad consiste en un dominio globular formado por seis hojas B y dos
a-hélices, dispuestas en una orientacion casi paralela a las hojas. La disposicion de
las hojas B es 1-2-3-6-4-5, donde 4 y 5 estan en paralelo y las demas antiparalelas
(Manjasetty et al., 2004).

La inhibicién del crecimiento del tumor, donde la proteina PSP denominada
UK101 esté relacionada con la baja proliferacion de la capa epitelial y su participacion
en un mecanismo inmune capaz de actuar en fases tempranas de carcinogénesis
(Ghezzo et al., 1999).
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Estudios previos han identificado que la expresion de UK114 en humano es
especifica de tejido y se ha encontrado que la proteina es mas abundante en higado
y riidbn y UK114 no parece actuar como un gen supresor de tumores; sin embargo,
puede ser Gtil como biomarcador que ayudara a clasificar el estado de diferenciacion
de las muestras de carcinoma hepatocelular (Chong et al., 2008).

El gen que codifica la proteina TdcF de E. coli, un miembro de la familia
YjgF/YERO57¢/UK114, reside en un operdon que sugiere fuertemente un papel en el
metabolismo del 2-cetobutirato para esta proteina (Burman et al., 2007).

En Drosophila melanogaster la proteina DUK114 debido a una similitud de
secuencia limitada con Hsp90 (proteina de choque térmico 90), también se ha
propuesto que sean chaperonas moleculares y se demostr6 ser una chaperona
molecular muy potente en ensayosin vitro. En términos molares, la actividad
chaperona del DUK114 de 15 kDa es comparable con la de Hsp90, la chaperona
molecular arquetipica casi 6 veces mas grande (Farkas et al., 2004).

En Leishmania infantum, identificaron proteinas con diferentes funciones, como
chaperonas, proteinas de union a ADN, proteinas de migracion celular y
metaloproteasas; estas Ultimas son relevantes dado que estan involucradas en
procesos de infeccion: la metalopeptidasa (MA) interactia con la endoribonucleasa L-
PSP, una clase de proteina que actia sobre ARNm de cadena sencilla mediante la
inhibicién de la sintesis de proteinas (Da Fonseca Pires et al., 2014).

En Rhodoseudomonas palustris se reportd una posible endoribonucleasa L-PSP
denominada Rhp-PSP. Esta proteina tiene propiedades antivirales contra el virus del
mosaico del tabaco (VMT), se propuso que el mecanismo mediante el cual se logré la
inhibicién de la infeccién se debe a su capacidad de degradar el ARN (Su et al., 2015)

Dos miembros de la familia YERO57c/YJGFc estan presentes en la levadura
Saccharomyces cerevisiae que son, Mmflp es un factor de matriz mitocondrial y el
factor homdélogo Mmflp (Hmflp), los cuales copurifican con la fraccidn citoplasmatica
soluble, la funcién biolégica que se ha descrito para estas proteinas es similar: tanto
Hmflp como Yil051cp influyen en el mantenimiento del DNA mitocondrial y el tiempo
de divisién celular (Oxelmark et al., 2000).

En Salmonella entérica las proteinas YjgF tienen actividad enamina/imina
desaminasa y aceleran la liberacion de amoniaco de los intermedios reactivos

enamina/imina de la treonina deshidratasa dependiente de piridoxal 5'-fosfato
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(Lambrecht et al., 2012). En la (Tabla 1) se muestran distintos organismos incluyendo
T. vaginalis donde se muestran los codigos de las proteinas ya cristalizadas de esta
familia PSPs

Tabla 1. Codigos de PDB de proteinas cristalizadas de la familia PSP

Organismo Estructura PDB
Escherichia coli 1PF5, 2UYN, 3Vv4D, 1QU9,
2UYJ, 2UYP
Saccharomyces cerevisiae 1JD1, 3QUW
Salmonella typhymurium 3GTZ
Rhodopseudomonas palustris 3LME
Entamoeba histolytica 3MQW, 3M1X, 3M4S
Trichomonas vaginalis A2DAL5

En T. vaginalis hasta el momento se ha descrito de manera funcional una
enzima de tipo RNAsa, de la familia de proteinas YERO057c/YJGF, cuyo blanco
potencial podria ser un ARNm de una proteina que participa en la citotoxicidad del
parasito. (Villalobos et al., 2018).

En T. vaginalis se caracterizd una PSP que se encuentra en el nucleo, el
citoplasma y los hidrogenosomas. Tv-PSP1 tiene una estructura trimérica y una alta
estabilidad en solucion. El genoma del paréasito contiene tres ORF que codifican PSP
(tv-pspl, tv-psp2, ytv-psp3), pero solo dos de ellos se expresa el transcrito, segun el
analisis EST y se propone una supuesta funcion de ribonucleasa en el parésito
(Villalobos et al., 2018).

Para analizar las posibles condiciones en las cuales se expresan los genes de
proteinas PSP en T. vaginalis se realizé el analisis de EST de los tres marcos de
lectura abiertos de genes de las proteinas TvL-PSPs, el gen principal o mayormente
expresado en el parasito es el gen que codifica para la proteina Tv-PSP1, seguida por
el gen que expresa a la proteina TvL-PSP3, la cual se podria proponer que se expresa
en bajas concentraciones de hierro y en condiciones normales de cultivo, aunque en

menor cantidad. En lo que respecta al gen de tvl-psp2, no se detectd su expresion,
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posiblemente se deba a que este gen se exprese en una condicidbn ambiental no
estudiada aun, ya que no se puede descartar la posibilidad de su expresion en alguna
condicion a la que sea expuesta el parasito (Fig. 6) (Villalobos-Osnaya et al., 2018).
La proteina Tv-PSP1 esta regulada negativamente por poliaminas, y es soluble en
acido perclérico (PSP) debido a sus caracteristicas, se ha considerado que esta
proteina participa en un proceso de degradacion de RNAm importante en el proceso
de citotoxicidad del parasito como tvcp39, debido a la presencia de estructuras tallos
burbuja tipo ERE en su extremo 3 UTR, que podrian ser reconocidas por Tv-PSP1
(Villalobos, 2009).

IU}.

Figura 5. Modelo homotrimérico de la proteina Tv-PSP1. Modelo formado por tres

subunidades monomeéricas de la proteina Tv-PSP1. Tomada de: Villalobos, 2019.

Para determinar si Tv-PSP1 se une a las secuencias de tallo-bucle de ARNm,
(Millan et al., 2023) se realizaron ensayos de cambio de movilidad electroforética
(REMSA) y se determin6 mediante fluorescencia intrinseca la formacion de complejos
entre Tv-PSP1 y ambas secuencias de tallo-burbuja. Estos resultados mostraron que
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Tv-PSP1 se une a secuencias tallo burbuja, lo que sugiere que puede estar unido a la
molécula de ARNm.

Por lo tanto, es muy probable que la proteina Tv-PSP1 de T. vaginalis mantenga

una funcion estructural conservada asociada con la regulacion del ARNm que funciona
en complejos de proteinas ARNm no bien identificados hasta ahora (Millan et al.,
2023).
Las PSP tienen diferentes ubicaciones celulares en varios organismos; esto podria
estar relacionado con las funciones celulares de esta familia de proteinas (Oka et al.,
1995). Por lo que es importante comprender esta familia de proteinas que se
encuentran en diferentes organismos y especificamente en T. vaginalis dada la
importancia que podrian tener en los procesos celulares y moleculares del mismo, ya
sea para la supervivencia, virulencia o metabolismo del parasito, por ello nos dimos a
la tarea de seguir identificando distintas proteinas PSPs aparte de la (Tv-PSP-1) ya
descrita por el método de (Oka et al., 1995) con la precipitacion de acido perclorico
siendo la mejor opcién para esta familia de proteinas al estar glicosiladas, dicho
método nos ayuda a obtener de mejor forma estas proteinas de nuestros extractos a
través de distintos ensayos.
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3. Justificacién

En diferentes organismos se han identificado proteinas solubles en acido
perclorico (PSP) que tienen funciones relevantes para los mismos. En T. vaginalis se
identificO y caracteriz6 la proteina Tv-PSP-1 que tiene una funcion de
endorribonucleasa, sin embargo, datos preliminares nos indica la existencia de otras
proteinas PSP en el proteoma de este parésito. Por lo que es importante identificar a
las otras proteinas PSPs de T. vaginalis y predecir de manera in silico las posibles
funciones en la que se encuentran involucradas para que en un futuro se pueda

dilucidar la funcién de estas proteinas en el parasito.

4. Hipotesis

Las proteinas PSP de T. vaginalis participan en funciones relevantes como su

adaptacion al microambiente, sobrevivencia y virulencia de este parasito.

5. Objetivos

5.1 General

Identificar las proteinas solubles en acido perclorico de T. vaginalis que se

expresan en concdiciones estandar de cultivo.

5.2 Objetivos Particulares

1. Aislar las proteinas solubles en acido perclérico en condiciones normales de
cultivo de T. vaginalis.

2. ldentificar a las proteinas solubles en &cido perclérico mediante
espectrometria de masas

3. Determinar in silico la funcion putativa de las proteinas solubles en &cido

perclorico de T. vaginalis.
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6. Estrategia experimental.

T. vaginalis

Anélisis in vitro

solubles en cido
perclérico en condiclones
normales de cultivo

Cultivo y extraccion
de las proteinas
solubles en Acido
perclérico

Proteinas

Andlisis in silico

Bisqueda in
silico de las posibles
funciones de las proteinas
solubles en Acido
perclérico

Analisis en base de
datos STRING

Espectrometria de

masas Anélisis GO

Identificacion de

PSPs mediante

SDS Page, 2Dy
WB

Posteparacion

A
Obtencidn de las
proteinas

Anélisis
KEGG

Andlisis de
interactomas
mediante Python

y cytoscape
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7. Metodologia

7.1 Cultivo de T. vaginalis

El aislado CNCD147 de T. vaginalis fue cultivado en medio triptona, extracto de
levadura y maltosa (TYM) pH 6.2 suplementado con 10% de suero de caballo (Gibco)

previamente inactivado por calor. Cada 24h se hizo un pase de cultivo.

7.2 Precipitacion de proteinas en acido perclorico

T. vaginalis (1 x 108) fueron recolectados por centrifugacion a 300 x g durante
5 min a 4°C y se lavé tres veces con PBS a pH 7.0. El sobrenadante se resuspendio
en un tampon que contenia Tris-Base 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA1 mMy DTT 1 mM
y se complement6 con un coctel de inhibidores de proteasa (Roche). La suspension
se sonico duarnte 3 minutos en una amplitud del 85% en ciclos de 30/30 (encendido/
apagado) y se centrifug6 a 10,000 x g durante 60 min a 4°C. Posteriormente, se afiadio
acido perclérico (Sigma-Aldrich, Santa Clara, EE. UU.) hasta una concentracion final
del 5% (v/v) y se centrifugo a 10,000 x g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se
recolecto y se precipitdé con sulfato de amonio al 20% (Sigma-Aldrich). El
sobrenandante de PSP se resuspendioé en el mismo tampon descrito anteriormente.
La concentracion de proteinas se cuantificé espectrofotométricamente a 280 nm
usando el Nanodrop (Thermo Scientific). La integridad de las proteinas se analizaron
mediante SDS-PAGE tefidos con plata.

7.3. Geles SDS-PAGE al 15%

Se utilizaron 4 cristales de 1mm y se colocaron en un soporte para para dos
geles al 15%, posteriormente se hizo la solucién separadora con 3.75 mL de H20
destilada, se agreg6 7.50 mLde acrilamida al 30%, se agreg6 3.75 mL de la solucién
4x tris-CIl/SDS pH 8.8, se afiadieron 50 uL de persulfato de amonio (PSA) al 10% y por
altimo 20 uL TEMED vy se esper6 a que polimerizara durante 20 minutos. Posterior a
gue pasaron los 20 minutos se preparoé la solucion concentradora afiadiendo 3.05 mL

de H20 destilada, 0.650mL de acrilamida al 30%, se agreg6 1.25 mL de solucion 4x
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Tris-CIl/SDS a un pH de 6.8, se agregaron 25 uL de persulfato de amonio al 10% y por
Gltimo 10 uL de TEMED.

7.4 Tincion de plata, geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se resuspendieron en solucion fijadora que contiene
etanol al 40% y acido acetico al 5% toda la noche (ON), posteriormente se le realizaron
dos lavados de 20 minutos cada uno con solucién de lavado que contiene 10 ml de
etanol al 100% y 240 ml de dH202, se realizaron tres lavados con agua bidestilada
pos 5 minutos cada uno, se agrego solucion de pretratamiento que contiene 0.05 g de
AgNO3 por dos minutos, se realizaron dos lavados con agua bidestilada durante 20
segundos cada uno, se realizaron 3 lavados durante 20 segundos con agua
bidestilada, posteriormente se agrego soluciéon de impregnacion que contiene 0.5 g de
AgNO3 durante 25 minutos, se realizaron dos lavados por 20 segundos cada uno,
posteriormente se agrego solucidn de revelado que contiene 7.5 g de Na2CO3, 0.001g
de Na2S0203 y 100 ul de formaldehido al 37% durante 10 minutos, se realizaron dos
lavados con agua bidestilada durante 20 segundos y por Ultimo se agrego solucion de

paro.

7.5 Western-blot utilizando anticuerpos rTv-PSP1

El extracto de proteinas solubles en acido perclorico de T. vaginalis se corrié en
una electroforesis de 1D en geles SDS-PAGE al 15%. Uno de los cuales se tifié plata
y un espejo de éste se transfirio a una membrana de nitrocelulosa en camara semiseca
a 20 V/ 20 min. Una vez concluida la transferencia se tifié con Rojo de Ponceau para
observar la eficiencia de la transferencia, la membrana se destifié con lavados de PBS
pH 7.0, se bloqued con PBS pH 7.0 / 5% de leche a 4°C durante toda la noche (ON).
Al dia siguiente se realizaron lavados con PBS pH 7.0 durante 10 min cada uno de
ellos, posteriormente se incubd con el anticuerpo primario policlonal (dilucién 1:3000)
a 4°C / ON, la membrana se lavo 5 veces con PBS pH 7.0 en agitacion durante 5 min
cada lavado, se incubd con el anticuerpo secundario de raton anti-cabra acoplado a
enzima peroxidasa de rabano (HRP) en una dilucion 1:3000 (ZYMED, Invitrogen),
transcurridas 2 h, se realizaron 7 lavados con PBS pH 7.0 durante 5 min, finalmente

se revel6é por quimioluminiscencia con el reactivo Amersham ECL start Western
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Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) en el equipo ChemiDoc (Bio-Rad)
(Villalobos-Osnaya et al., 2018).

7.6 Electroforesis Bidimensional

Para la primera dimension, 130 ug de las proteinas solubles en acido perclorico
de T. vaginalis se resuspendieron en 120 pyL de tampdn de rehidratacion (7 M de urea,
4% de CHAPS, 70 mM de DTT, 2 % de anfolinas pH 4-7, trazas de azul de bromofenol;
Bio-Rad) y se utiliz6 para hidratar una tira IPG de (7 cm, pH 3 —-10 lineal; Bio-Rad) de
forma pasiva durante 16 h. El experimento de enfoque isoeléctrico se realizdé en un
sistema Protean IEF (Bio-Rad) de la siguiente manera: paso 1: gradiente de 1 a 250 V
durante 40 min; paso 2: 4000 V durante 3 h; y paso 3: gradiente de 4000 a 10,000 Vh.
Previo a la segunda dimension, las proteinas fuerdn reducidas (10 mg/ml DTT) y
alquiladas (25 mg/ml de yodoacetamida, Bio-Rad), durante 15 min cada paso, en
tampon de equilibrio (6 M urea, 2% SDS, 300 Tris-Cl mM pH 8.8, 20 % de glicerol y
0,002 % de azul de bromofenol) a temperatura ambiente durante 15 min. Las tiras de
IPG equilibradas se separaron en geles SDS- PAGE al 15 % (7 cm x 8 cm x 1. 0 mm)
utilizando el sistema vertical Mini-Protean Il Cell (Bio-Rad) y buffer de corrida (0.25 M
Tris, 0.2 M glicina y 1% SDS). Los geles se corrieron a 35 mA/gel a temperatura

ambiente y se tifieron con tincion de plata (Villalobos-Osnaya et al., 2018).

7.7 Procesamiento extractos de proteinas de Trichomonas vaginalis

Se realiz6 la reduccion de proteinas agregando DTT (Dithiothreitol) llevando la
muestra a una concentracion de 20 mM de DTT, posteriormente se incub6 a 56 °C por
30 min. Después se alquilaron las proteinas agregando IAM (iodoacetamida) lo
suficiente para llevar la solucion de proteinas a 40 mM de IAM, se incubo a temperatura
ambiente y en oscuridad por 30 min. Al finalizar se agregaron 5 ul de TRIS 0.5 M para
llevar la muestra a ph 8 y se adicionaron 0.5 ug de tripsina grado espectrometria de
masas para llevar a cabo la digestion de proteinas, se incubo toda la noche a 37 °C.
Al dia siguiente se detuvo la reaccion con acido formico (FA) llevando la muestra al 0.5
% de FA, posteriormente se realizé una limpieza de péptidos para eliminar las sales
mediante un cartucho sep-pak C18 (Waters, Part No. WAT054960). Se llevo la muestra

a 0.5 ml con solucién A (agua ultrapura con 0.5% de acido formico), se hizé un vortex
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y un spin. Posteriormente se reviso que el pH estuviera en 3, se activé el cartucho con
1 mL de solucion B (solucién de 60% acetonitrilo, 40% agua ultrapura y 0.1% acido
férmico) y se equilibraron con 2 mL de solucion A. Posteriormente se hicieron 2
pasaron 2 veces la muestra a través del cartucho y se lavé con 4 mL de solucién A.
Finalmente se lavd con 500 uL de solucion B y luego se paso6 por otros 500 uL de

solucion B evitando la formacion de burbujas y se guardé a -80°C hasta su inyeccion.

7.8 Andlisis de HPLC acoplado a MS/MS

Se solubilizaron los péptidos en 20 ul de agua ultrapura, 5% acetonitrilo, 0.1%
de acido formico. Se inyectd por duplicado 2 ug de péptidos en el equipo
cromatografico HPLC Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific. Los péptidos se
capturan primero en una trampa de péptidos/precolumna Acclaim PepMap 100 C18
(300 um x 1,5 cm) (Thermo Scientific) y posteriormente se eluyeron en una columna
analitica de separacion PepMap C18 ID de 0,3um y longitud de 150 mm, tamafio de
particula de 1,6 um. (Bruker Daltonics). Las series cromatograficas se realizan a un
flujo constante de 3 uL/min de una mezcla de 0,1 % (v/v) de acido férmico en agua
(Tampdn A, de un sistema Milli-Q) y 0,1 % (v/v) de acido férmico en acetonitrilo
(Tampo6n B, grado HPLC de Sigma-Aldrich) en un gradiente de 90 min de 4-40% B,
seguido de 5 min de lavado a 90% de B, y equilibrado por 10 min a 4% de B.

Para el andlisis por espectrometria de masas, la ionizacion por electropulverizacion de
los péptidos eluidos se realiza con una fuente de ionizacién Apollo/ESI (Bruker) en
modo positivo, voltaje de pulverizacién a 1.5 kV, temperatura de 150 °C. Los espectros
de masas se adquirieron con un espectrometro de masas con analizador tipo trampa

de iones (Amazon Speed,Bruker) y se oper6 en un modo positivo.

7.9. Interactoma de las proteinas que cumplieron los criterios de inclusion.

Las proteinas que cumplieron con nuestros criterios de inclusion (score ms,
namero de péptidos) fueron buscadas en la literatura y con ellas se formo un set de
datos (Tabla 3). Este set de datos fue cargado en la plataforma String database
(https://string-db.org/) donde construimos el interactoma proteina-proteina.

Posteriormente, se analizé la condensacion de la red, nodos con mayor nimero

de interacciones (degree) y cuellos de botella (BottleNeck) del interactoma, esto se
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llevé a cabo por medio del lenguaje de programacion Python 3.0 utilizando la interfaz
de Google Colaboratory.

Para la visualizacion de la red PPI se utilizé el software CytoScape 3.10.2
(https://cytoscape.org/), se graficd la red PPl tomando en cuenta Unicamente las
interacciones que han sido descritas experimentalmente, se adiciono un top 5 que
muestran los nodos con el mayor numero de interacciones y uno que muestra los
cuellos de botella, esto con la finalidad de identificar las proteinas con un mayor
ndmero de interacciones.

Adicionalmente se realizd un analisis Gene Ontology Enrichment (GO) con el set
de proteinas cargandolas en la plataforma String database (https://string-db.org/)para
obtener de estas un enriquecimiento funcional identificando los procesos bioldgicos,
funciones moleculares y componentes celulares en los que estan involucradas estas
proteinas. Finalmente se realiz6 un andlisis KEGG y analisis de ESTs con los ID de

los genes de las 45 proteinas mediante la base de datos TrichDB para cada andlisis.

8. Resultados

8.1 Perfil de proteinas solubles en acido perclorico electroforesis primera
dimension

Las proteinas solubles en acido perclorico (PSP) se caracterizan por ser
proteinas muy conservadas y con pesos moleculares de alrededor de 14 kDa por lo
qgue el objetivo fue encontrar distintas proteinas PSP a partir de los extractos de T.
vaginalis ademas de PSP1l. Los sobrenadantes de los extractos proteinicos
precipitados con acido perclérico con 20% de sulfato de amonio, resuspendidos en el
buffer M3 y analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE AL 15%)
en donde logramos observar al menos de 10 a 11 bandas en distintos pesos
moleculares. A pesar de que estas proteinas se caracterizan por tener pesos bajos,
encontramos bandas en pesos mas altos y esto se podria asociar a que también las
proteinas del Grupo de alta movilidad (HMG), ademas de que también podemos
observar bandas en los pesos de 13.5 0 14 kDa que es el peso en el que se encuentra
PSP1y se tomd como un control positivo de nuestro extracto de que nuestra extraccion

esta en las condiciones de acido de perclorico. (Fig 6A).
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Posteriormente utilizando los anticuerpos obtenidos por (Villalobos-Osnaya et al.,
2018) anti-Tv-PSP1, se inmuno-detect6 la proteina PSP1 demostrando la presencia

de proteinas solubles en acido perclérico (Fig. 6B).

A) B)

M

Tv-PSP 1

Figura 6. Obtencion de proteinas solubles en acido perclérico (A) Gel de SDS-PAGE al 15% en
una dimensidn tefiido con plata. Carril M: Marcador de peso. Carril 1: Extractos de proteinas totales de
T. vaginalis, de los cuales se obtuvieron lasproteinas solubles en acido perclérico, se muestran en carril
2, las puntas de flecha marcan las bandas que corresponden a las PSPs. (B) Western blot con los

anticuerpos a -rTV-PSP1 dirigido contra las proteinas solubles en acido perclérico.

8.2 Analisis proteomico de las proteinas solubles en acido perclérico.

Mediante electroforesis bidimensional, se obtuvieron spots en nuestro gel del
extracto total de T. vaginalis (figura 7), por otro lado, en el gel de las proteinas solubles
en acido perclérico (figura 7B) también identificamos otros spots y se hizo un analisis
de Pdquest para comparar estos spots obteniendo la Tv-PSP1 como se muestra con
la flecha roja que se tom6 como control positivo de que nuestro extracto era viable con
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un peso de 13.5 kDa y de igual forma otros spots en diferentes puntos isoeléctricos

gue posteriormente se realiz6 una espectrometria de masas para identificar estas
proteinas.
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Figura 7. Andlisis por PDQuest de la electroforesis bidimensional. A) Gel control de los extractos

totales de T. vaginalis.. B) Gel de las proteinas solubles en &cido perclérico con la proteina Tv-PSP1.

8.3 Identificacion de las proteinas solubles en &cido perclorico por HPLC-
MS/MS

Para identificar las proteinas solubles en acido perclérico de T. vaginalis en
condiciones normales de cultivo se procedié a hacer un analisis de espectrometria de
masas, donde a partir de este analisis se identificaron 77 proteinas en total y de estas
proteinas solamente nos quedamos con 45 (Tabla 4), ya que para esto nos basamos
en dos parametros que validaban estas proteinas. Estos parametros segun el software
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y la base de datos utilizados, los cuales fueron en nimero de puntaje (Score) que iban
de 52.2-441.5, esto significa que, a mayor score, mayor es la certeza en la
identificacion que nos indica la calidad o la confianza de la identificacion de un
compuesto o proteina en la base al espectro obtenido. Generalmente, el score se
calcula comparando el espectro experimental con un espectro de referencia en una
base de datos, y el otro parametro es el nUmero de péptidos los cuales eran 2 a 2, y
esto significa que mientras mas péptidos, mayor es la probabilidad de que estas
proteinas este en nuestra muestra, por lo que se escogieron las proteinas con mayor
score, y mayor numero de péptidos. De estas proteinas identificadas también teniamos
que identificar a la proteina Tv-PSP-1, debido a que solamente esta proteina se
encuentra en condiciones normales cultivo que es la condicién en la que trabajamos y
que la obtuvimos también en el WB, a comparacion de las otras dos PSPs que ya se
han descrito previamente como lo fue la Tv-PSP-2 que se ha mencionado que se
expresa en condiciones bajo estrés, ya sea de algun cation o el ambiente, y la Tv-PSP-
3 que se expresa bajo condiciones bajas de hierro, por lo que Tv-PSP-1 iba a seguir
siendo nuestro control positivo de este extracto, lo que nos indicaba que estas
proteinas tenian la condicién de ser precipitadas con el acido perclérico. Dentro de
estas proteinas logramos identificar Tv-PSP-1 con el codigo A2DAL5 como lo podemos

ver en la tabla (Tabla 3).
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Tabla 3. Proteinas totales obtenidas de la espectrometria de masas.

Ndmero

© 00N O O~ WN P

A DA DWW WWWWWWWWNDNDNDNDNNDNDNNNNNNRPRRPRPEPRERPRERRERPRPRERLPR
N PO OO0 ~NO OO B~ WNPEPOOOOWONOOOWGM™AWDNPRPOOOWLWNOOOGPAWNDNLERELO

Cddigo proteina

A2HX16
A2FE19
A2DYS0
A2DXL4
A2EBB4
A2DI06
A2ER97
A2EIR1
A2FPTS8
A2EQB9
A2G5X6
A2EYN3
A2HNG1
A2DVQS8
A2FNQ3
A2FPV1
A2DY95
A2EJJ0
A2DQNS
A2DKF7
A2DALS5
A2FC65
A2DGQ4
A2FNW2
A2EUN9
A2FKH3
A2EW20
A2FOE3
A2FXW1
A2EKE3
A2EHA7
A2E5A4
A2F2J0
A2DB09
A2DD88
A2FZS0
A2E6Z8
A2D8B6
A2DTU7
A2F5G9
A2FB71
A2ENX0

Scores

441.5 (M:441.5)
275.0 (M:275.0)
253.3 (M:253.3)
253.2 (M:253.2)
233.7 (M:233.7)
224.5 (M:224.5)
223.0 (M:223.0)
217.4 (M:217.4)
196.2 (M:196.2)
194.5 (M:194.5)
183.9 (M:183.9)
183.4 (M:183.4)
182.4 (M:182.4)
176.9 (M:176.9)
160.4 (M:160.4)
157.8 (M:157.8)
157.0 (M:157.0)
151.7 (M:151.7)
147.6 (M:147.6)
120.4 (M:120.4)
116.6 (M:116.6)
109.7 (M:109.7)
108.3 (M:108.3)
102.1 (M:102.1)
101.8 (M:101.8)
95.9 (M:95.9)
93.8 (M:93.8)
92.3 (M:92.3)
88.1 (M:88.1)
87.1 (M:87.1)
81.7 (M:81.7)
80.1 (M:80.1)
79.7 (M:79.7)
76.7 (M:76.7)
75.4 (M:75.4)
71.5 (M:71.5)
68.1 (M:68.1)
66.3 (M:66.3)
65.3 (M:65.3)
63.4 (M:63.4)
55.0 (M:55.0)
53.0 (M:53.0)

Péptidos
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

A2FJ82
A2FJ30
A2E8J5
A2DDE2
A2FLK9
A2E9R8
A2D9I7
A2EIJ3
A2DLE4
A2EER9
A2FYES
A2FKF2
A2DSV0
A2DCS2
A2F093
A2F601
A2EKF3
A2ER26
A2E2L7
A2EGT7
A2DSX4
A2F7J8
A2DGW?2
A2DST7
A2D8B8
A2EBX0
A2DEJ9
A2EXW7
A2EJC2
A2E7T1
A2FCW8

52.9 (M:52.9)
52.6 (M:52.6)
52.2 (M:52.2)
49.2 (M:49.2)
49.1 (M:49.1)
49.0 (M:49.0)
48.5 (M:48.5)
47.3 (M:47.3)
43.9 (M:43.9)
43.6 (M:43.6)
41.5 (M:41.5)
40.3 (M:40.3)
40.0 (M:40.0)
39.7 (M:39.7)
39.1 (M:39.1)
38.1 (M:38.1)
38.0 (M:38.0)
37.5 (M:37.5)
37.4 (M:37.4)
36.9 (M:36.9)
36.4 (M:36.4)
36.0 (M:36.0)
35.6 (M:35.6)
35.0 (M:35.0)
89.8 (M:89.8)
77.1 (M:77.1)
76.1 (M:76.1)
74.3 (M:74.3)
62.2 (M:62.2)
59.1 (M:59.1)
58.0 (M:58.0)

PR R R RPRRPRRPRRPRPRPRPRPRPRRRRRPRRPRPRPRPRPRRRLRRLRRPRPREEPR
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Tabla 4. PSPs de T. vaginalis identificadas por espectrometria de masas.

°N Cadigo proteina Proteina kDa pl

1 A2HXI16 Proteina no caracterizada. 32.1 4.4

2 A2FE19 TolA, putativa. 20.2 7.8

3 A2DYSO Proteina ribosomal 40S S25 12.6 9.8

4 A2DXL4 TolA, putativa. 22.5 7.2

5 A2EBB4 Enolasa 2, putativa. 51.2 5.8

6 A2DI06 Proteina ribosomal acida 60s  10.9 4.5

7 A2ER97 Proteina ribosomal 40S S25; 12.6 9.8

8 Proteinas ribosomales 10.8 4.4
A2EIR1 eucariotas P1/P2.

9 Proteina ribosomal 40S S5, 21.6 9.3
A2FPTS8 putativa

10 Proteina de choque térmico 71.3 5.2
A2EQB9 citoplasmatica 70

11 A2G5X6 Proteina ribosomal 40S S7 18.7 9.6

12 Proteina ribosomal L13e, 24.5 10.3

putativa.

A2EYN3

13 A2HNG1 Actina 40.2 5.3

14 A2DVQ8 Proteina no caracterizada.  1014.3 5.2

15 Gliceraldehido-3-fosfato 39.2 7
A2FNQ3 deshidrogenasa.

16 A2FPV1 Proteina ribosomal acida 60s  10.9 4.5

17 A2DY95 Proteina ribosomal acida 60s 10.8 4.2

18 Proteina no caracterizada. 10 10.4
A2EJJO0

19 A2DQNS Proteina no caracterizada. 7.6 10.2

20 Proteina ribosomal L13e, 21.9 10.6
A2DKF7 putativa.

21 Inhibidor putativo de la 13.4 6.1
A2DAL5 iniciacion de la traduccion.

22 A2FC65 Proteina no caracterizada. 11.4 5.7

23 Proteina ribosomal 13.8 9.6
A2DGQ4 S10p/S20e, putativa.

24 Proteina de unién a actina, 36.2 5.3
A2FNW2 putativa.

25 Proteina de la familia de la 11.4 6.6
A2EUN9 caja HMG.

26 A2FKH3 Cadena ligera de dineina 104 6.8

27 A2EW20 Cadena alfa de tubulina 27.3 5.1
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28 A2FOE3 Ferredoxina 4. 11.7 5.2

29 Proteina ribosomal L6 60S, 16 9.6
A2FXW1 putativa

30 A2EKES3 Adhesina AP65-1. 63.2 7.2

31 A2EHA7 Proteina no caracterizada. 59.7 9.4

32 A2E5A4 Ferredoxina putativa. 10.7 4.7

33 Proteina ribosomal L32, 16.6 10.8
A2F2J0 putativa

34 Proteina ribosomal L12 60S, 15.2 9.8
A2DB09 putativa

35 A2DD88 Factor de elongacién 1 alfa 17.2 9

36 Proteina que contiene el 27.9 5.8
A2FZS0 dominio C2.

37 Proteina ribosomal L8, 1442 105
A2E6Z8 putativa.

38 Proteina que contiene el 26.9 6
A2D8B6 dominio C2.

39 A2DTU7 Nucleédsido difosfato quinasa.  33.3 6.1

40 A2F5G9 Tiorredoxina 12 5

41 Subunidad beta del complejo  15.1 7.8

asociado al polipéptido

A2FB71 naciente.

42 Proteina de la familia de las 14.8 6.3
A2ENXO flavodoxinas.

43 A2FJ82 Proteina Hsp90 28.9 4.8

44 Malato deshidrogenasa, 35.7 6
A2FJ30 putativa.

45 A2E8J5 Proteina no caracterizada. 15.2 8.3

8.4 Interactoma de las proteinas solubles en &cido perclérico

El interactoma obtenido en la plataforma STRING (figura 8) muestra las 45
proteinas solubles en acido perclérico de T. vaginalis representadas por los nodos, y
un total de 226 aristas o interacciones. Un coeficiente de agrupamiento local de 0.573.
Nuestro interactoma muestra una red condensada, lo que nos indica que las proteinas
estan muy relacionadas en procesos y/o funciones celulares. Nuestra red parece tener
una topologia caracteristica de una red libre de escala, donde se observan unos pocos
nodos que tienen un gran namero de conexiones, mientras que la gran mayoria de los
nodos presentan pocas conexiones. Para corroborar la topologia de la red se analizé
la distribucion de grados mediante un diagrama de frecuencias realizado en Python
(figura 9). La distribucion de grados indica una tendencia lineal decreciente, y no una
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tendencia tipica de la ley de potencias que es caracteristica de una red libre de escala,
sin embargo, dada la poca cantidad de proteinas analizadas en esta red, no podemos
asegurar o negar un comportamiento de red libre de escala. Esto nos indica que las

proteinas estan muy interconectadas entre si y concuerda con la condensacion de la
red.
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Figura 8. Interactoma de las PSPs de T. vaginalis identificadas. Interactoma obtenido mediante la
herramienta de STRING.
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Figura 9. Distribucion de grados de las proteinas obtenido en Phyton. Se interpreté con esta gréfica
cémo estan distribuidas las proteinas y a la red que corresponden, la cual es una red libre de escala ya

que hay muchos nodos interconectados.

8.5 Grados de los nodos

Posteriormente, obtuvimos el top 5 de las proteinas mas interconectadas
(degree) y debido también a la distribucién de grados (Figura 9) que nos muestra que
las primeras 5 proteinas o nodos tienen el mayor nimero de conexiones y al al hacer
este top 5 tenemos un comportamiento mas especifico de las proteinas con mayor
namero de conexiones y asi conocer cuales son las proteinas mas conectadas de la
red y el nUmero de conexiones que tiene con otros nodos. Las proteinas dentro de
nuestro top 5 son: Proteina ribosémica 40S S5, factor de elongacién 1 alfa, proteina
ribosdmica putativa L8, proteina ribosdmica putativa 60S L12 y proteina ribosémica
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putativa S10p/S20e (figura 10). Estas proteinas tienen relevancia ya que en su mayoria
son proteinas ribosomales, las cuales estan implicadas en la sintesis de proteinas,
aungue una de estas que es Proteina ribosomica L8, putativa se ha visto que participa
en la oncogénesis y generacion de tumores y no solamente en procesos ribosomales,
al igual que en Factor de elongacion 1 alfa, la cual es una proteina que cataliza la union
GTp dependiente del ARN de transferencia de aminoacil (aa-tRNA) a los ribosomas,
regulando asi la fidelidad y tasa de elongacion del polipéptido durante la traduccion.
Por lo tanto, estas proteinas son relevantes en el flujo e informacion y podrian estar
relacionadas con la traduccion proteica o la interesante proteina relacionada con la

oncogénesis que podria estar relacionada con el parasito.

proteina ribosomal 40S S5,

Proteina ribosémica L.12-60S,  Putativa
putativa

, putativa

Proteinar

Factor de elongacion 1 alfa.

Figura 10. Interactoma representando el degree de las proteinas mas interconectadas. Se obtuvo

un top 5 degree obtenido en cytoscape de 5 proteinas
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Tabla 5. Proteinas mas interconectadas

Proteina Nombre de la proteina

Funcion biolégica

A2FPT8 40S ribosomal protein S5

La proteina ribosomal RPS5 es una de las
principales proteinas para combinarse con el
ARN vy pertenece a la familia de proteinas
ribosomales conservadas. Desempefia un papel
sustancial en el proceso de traduccién y también
tiene algunas funciones no ribosémicas

(Qiu et al. 2023)

A2DD88 Factor de elongacion 1 alfa

Catalizan la union GTp dependiente del ARN de
transferencia de aminoacil (aa-tRNA)
a los ribosomas, regulando asi la
fidelidad y tasa de elongacion del polipéptido
durante la traduccién.

(Condeelis, 1995)

A2E6Z8 Proteina ribosémica L8,

putativa

La proteina ribosémica L8 (RPL8) no soélo tiene
importantes funciones reguladoras no
ribosbmicas sino que también participa en la
oncogénesis y el desarrollo de tumores.

(Xu et al. 2023)

A2DB09 60S ribosomal protein L12,

putative

Estas proteinas ribosémicas desempefian un
papel importante en la sintesis de proteinas, se
sabe que otras proteinas ribosémicas participan
en la proliferacion celular, la apoptosis, la
regulacion del desarrollo y la transformacién
maligna al participar en la replicacion, la
transcripcion, el procesamiento del ARN y la

reparacion del ADN.

(Liang et al. 2020)

A2DGQ4 Ribosomal protein
S10p/S20e, putative.

Sin reportes previos
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8.6 Cuellos de botella.

Los cuellos de botella o bottleneck (figura 13) son importantes, suelen ser proteinas
reguladoras clave en procesos biolégicos. Su funcién puede influir en la estabilidad y
eficiencia de las interacciones en la red, afectando procesos como la sefalizacion
celular, el ciclo celular y la respuesta a estimulos externos (tabla 6). Por lo tanto,
entender estas interacciones puede ayudar a identificar dianas terapéuticas para el
tratamiento de la tricomoniasis.

Las proteinas que identificamos en el top 5 cuellos de botella son: La proteina de
choque térmico citoplasmico 70; proteina hsp90, factor de elongacion 1 alfa, proteina
ribosémica putativa L8, y proteina ribosomal 40S S28. De estas proteinas encontramos
dos proteinas dentro de la familia de chaperonas que estan implicadas en la
homeostasis de las proteinas dentro de las células, ademas de que se sabe que son
proteinas multifuncionales por lo que es relevante dentro de este interactoma al saber
gue tienen funciones relevantes dentro del parasito cruciales para su supervivencia y
la funcion que rigen estas proteinas también han tenido relacion a las PSPs. Volvimos
a encontrar proteinas de tipo ribosomal que participan en mecanismos de traduccion
y sintesis de proteinas como la proteina ribosémica putativa L8, la cual también esta
presente en el top de las proteinas mas interconectadas, lo que tiene relevancia ya
que esta proteina no solamente tiene funciones ribosébmicas sino también funciones
no ribosémicas, la cual se ha visto implicada en la oncogénesis y desarrollo de tumores
y en este top cuellos de botella volvemos a encontrar a la factor de elongacion 1 alfa
gue en este topo es la proteinas que controla el mayor flujo de la informacién de
nuestra red y que como ya se describié previamente tiene funciones importantes en la
elongacion de los péptidos durante la traduccion y que al tener este flujo de informacion
podria ser importante para el parasito debido a que esta implicada en la maquinaria de
la traduccién al igual que en otros organismos como en Giardia intestinalis y

Saccharomyces cerevisiae.
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proteina de choque térmico
citoplasmico 70

a ribosomica 40S S28

Factor

proteina hsp90
/

Proteina ribosomica L8, putativa

Figura 11. Interactoma cuellos de botella. Interactoma representando a las cinco proteinas PSP

siendo los cuellos de botella obtenidos en cytoscape.

Tabla 6. Cuellos de botella del interactoma de las proteinas solubles en acido

perclérico.

Proteina Nombre de la proteina Funcién bioldgica

A2EQB9 Proteina de choque térmico  Funcionan practicamente en todas las etapas de
citoplasmico 70 la vida de las proteinas, desde la sintesis hasta
la degradacion y, por lo tanto, son cruciales para

mantener la homeostasis de las proteinas, con

implicaciones directas para la salud humana.

(Rosenzweig et al., 2019)

A2DD88 Factor de elongacion 1 alfa Catalizan la unién GTp dependiente del ARN de
transferencia de aminoacil (aa-tRNA)
a los ribosomas, regulando asi la
fidelidad y tasa de elongacion del polipéptido
durante la traduccion.
(Condeelis, 1995)

A2E6Z8 Proteina ribos6mica putativa  La proteina ribosdmica L8 (RPL8) no solo tiene
L8, importantes funciones reguladoras no
ribosémicas sino que también participa en la
oncogénesis y el desarrollo de tumores.
(Xu et al. 2023)
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A2FJ82 Proteina hsp90 Desempefia un papel esencial en muchos
procesos celulares, incluido el control del ciclo
celular, la supervivencia celular, las hormonas y
otras vias de sefializacion.
(Jackson 2013)

A2DQNS8 Proteina ribosomal 40S S28  S28E puede controlar el empalme y el recambio
del ARN precursor en el proceso de maduracion
del ARNm.

8.7 Andlisis de GO de las proteinas solubles en acido perclérico de T. vaginalis

En analisis de GO es un marco estandarizado utilizado para describir las
funciones biolégicas de los genes y las relaciones entre ellos, se utiliza ampliamente
en el analisis de enriquecimiento funcional para identificar las funciones biologicas que
estdn sobrerrepresentadas en un conjunto de genes o proteinas. A partir del
interactoma de las proteinas solubles en acido perclorico de T. vaginalis, se identifico
que, a partir del valor de la fortaleza obtenido por string, el cual es una medida que
describe qué tan grande es el efecto de enriquecimiento basado en Es la relacion entre
i) la cantidad de proteinas en su red que estan anotadas con un término y ii) la cantidad
de proteinas que esperamos que estén anotadas con este término en una red aleatoria
del mismo tamafio).

Primeramente, para los procesos bioldgicos el primer valor de fortaleza fue de
(2.68) en la elongacion traduccional citoplasmatica. Este proceso esta involucrado en
la adicién sucesiva de residuos de aminoacidos a una cadena polipeptidica en
crecimiento durante la biosintesis de proteinas en el citoplasma este valor se fortaleza
alta podria sugerir una relevancia significante en la traduccion que es fundamental para
la sintesis de proteinas. El valor de fortaleza de (2.17) en el proceso de Alargamiento
es similar al anterior por lo que podria seguir siendo relevante para el proceso de
sintesis de proteinas. La traduccion citoplasmatica cuyo valor fue de (2.02) el cual es
un proceso que implica vias que conducen a la formacion de proteinas en el citoplasma
mediadas por los ribosomas, a pesar de ser un valor de fortaleza menos especifico
gue los anteriores sigue abarcando procesos enfocados a la traduccion (tabla 7).
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Los procesos con valores mas altos como los antes descritos son
fundamentales para la biosintesis de proteinas y tienen cierto impacto en el contexto
de la traduccion mientras que los valores mas bajos en otros procesos como los

procesos metabdlicos del malato tienen una relacion en procesos metabolicos
esenciales.
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Tabla 7. Procesos bioldgicos en los que participan las proteinas solubles en &cido

perclérico de T. vaginalis.

Termino
GO

G0:0002182

G0:0006414
G0:0002181
G0:0006108
G0O:0042274

G0O:0006165

G0O:0006412
G0O:0009205

G0O:0006090
G0O:0006091

G0:0044271

G0O:1901566

G0O:0019752

G0O:0034641

G0:0044281

G0:1901564

G0O:0044237
G0:0008152
G0:0071840

GO0:0071704

G0:0044238
G0:0009987

Descripcion

Elongacion traduccional
citoplasmatica
Alargamiento traduccional

Traduccion citoplasmatica
Proceso metabdlico del malato

Biogénesis de subunidades
pequefias ribosémicas.
Fosforilacién de nucledsidos
difosfato
Traduccion

Proceso metabolico del trifosfato
de ribonucleésido de purina
Proceso metabdlico del piruvato

Generacion de metabolitos
precursores y energia.
Proceso biosintético de

compuestos de nitrégeno celular
Proceso biosintético de
compuestos organonitrogenados.
Proceso metabdlico del acido
carboxilico.

Proceso metabdlico del
compuesto de nitrégeno celular.
Proceso metabdlico de moléculas
pequefias.

Proceso metabdlico de
compuestos organonitrogenados
Proceso metabdlico celular

Procesos metabdlicos

Organizacion de los componentes
celulares o biogénesis.
Proceso metabdlico de sustancias
organicas.

Proceso metabalico primario

Procesos celulares

recuento

genes

observado
3

N N O O

15

16

16

18

19

22
23

21

19
35

de

recuento
de genes
de fondo

7

38
64
33
41

70

358
81

87
118

714
781
323
1716
742
3127

4303
5218
1598

4861

4546
11188

fortaleza

2.68

2.17
2.02
1.83
1.74

1.68

1.67
1.62

1.59
1.58

1.4

1.36

1.14

1.07

0.88

0.83

0.76
0.69
0.69

0.68

0.67
0.54
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Proceso biologico vs Fuerza Log10 (observado/esperado)

Biogénesis de subunidades pequeiias ribosdmicas. '
Proceso metabdlico del malato O
Traduccidn citoplasmatica ‘
Alargamiento traduccional —)
Elongacion traduccional citoplasmatica .
0 0.5 1 15 2 2.5 3

Figura 12. Analisis de GO por proceso biolégico. Proteinas solubles en &cido perclérico de T.
vaginalis. Gréfico de lolli pop con la distribucion de las (PSP) clasificadas por proceso bioldgico top 5
obtenidas mediante el interactoma de STRING.
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Figura 13. Gréafico de los procesos bioldgicos. Se muestran todos los procesos bioldgicos obtenidos
de STRING de las proteinas solubles en acido perclérico.
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Posteriormente para el analisis de componente celular en la subunidad
ribosémica grande citosolica tuvimos un valor de (1.84), la cual es la parte de del
ribosoma ubicada en el citosol, donde se encuentra el sitio activo que cataliza la
formacion del enlace peptidico. Este valor de fortaleza que fue el mas alto podria
indicar la importancia critica de esta subunidad en la sintesis proteica al llevarse aqui
la reaccion principal. Para las subunidades ribosémicas obtuvimos un valor de (1.83)
y esto se refiere a cualquiera de las dos subunidades del ribosoma que son esenciales
para la sintesis de proteinas y también este valor refleja la importancia en la funcion
ribosdmica general. Para la subunidad ribosémica pequefia se obtuvo un valor de
fortaleza de (1.83) la cual es la subunidad ribosbmica que se encarga de enlazar el
ARNt durante la sintesis proteica y al igual que en el componente de subunidad
ribosémica tuvimos el mismo valor y nos indica una funcién crucial en la traduccion
teniendo importancia la interaccion de los ARNm y los ARNt. (tabla 8) En este apartado
los valores de fortaleza reflejan la importancia de cada componente en el proceso de
sintesis proteica, por lo que estos componentes son esenciales para el proceso de

traduccion y el correcto funcionamiento celular.

Tabla 8. Componentes celulares en los que participan las proteinas solubles en acido

perclérico de T. vaginalis.

Termino GO Descripcién recuento de recuent fortaleza
genes o] de
observado genes

de fondo
G0:0022625 Subunidad ribosémica grande 8 130 1.84
citosdlica
G0:0044391 Subunidad ribosémica 12 200 1.83
G0:0015935 = Subunidad ribos6mica pequefa 4 66 1.83
G0:0022626 Ribosoma citosélico 10 171 1.81
G0:0005840 ribosoma 14 259 1.78
G0:0022627 @ Subunidad ribosomica pequefia 2 41 1.74
citosdlica
G0:0043232 Organelo intracelular no 19 1241 1.23
delimitado por membrana
G0:0005739 mitocondria 3 215 1.19
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G0:0005829

G0O:0005856

G0:0032991

G0O:0005737

G0:0043229

G0:0043226

G0:0005622

G0:0110165

citosol
citoesqueleto
Complejo que contiene
proteinas
Citoplasma
Organelo intracelular
Organelo
Estructura anatémica

intracelular
Entidad anatbmica celular

14

14

29

28

30

36

37

1103

536

2166

6573

6702

8117

10925

12791

Componente celular vs Fuerza Log10 (observado/esperado)

Ribosoma citosolico

Subunidad ribosdmica pequefia

Subunidad ribosémica

Subunidad ribosémica grande citosdlica

ribosoma

0.8

1.2

1.4 1.6 1.8

1.15

0.92

0.86

0.69

0.67

0.62

0.57

0.51

Figura 14. Analisis de GO por componente celular. Proteinas solubles en acido perclérico de T.

vaginalis. Grafico de lolli pop con la distribucién de las (PSP) clasificadas por componente celular top 5.
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Componente celular

Figura 15. Grafico de los componentes celulares. Se muestran todos los componentes celulares

obtenidos de STRING de las proteinas solubles en acido percldrico.

Para el analisis de funcion molecular el primer valor fue para las uniones NADP
el cual fue de (2.01), este proceso implica uniones de nicotinamida-adenina
dinucledtido fosfato (NADP), la cual es una coenzima importante en las reacciones
redox y biosintéticas. Seguido de la actividad malato deshidrogenasa con un valor de
fortaleza de 1.83 la cual esta implicada en la catalisis de la conversion reversible del
piruvato y oxalacetato en malato. Para el constituyente estructural del ribosoma
obtuvimos un valor de fortaleza de (1.81) y esta funcion se refiere a la accion de una
molécula que contribuye a la integridad estructural del ribosoma (tabla 9). Finalmente,
estos valores de fortaleza tienen importancia en cada funcion molecular ya que se
pudo obtener funciones criticas como uniones a coenzimas y actividades enzimaticas
clave que en conjunto tienen una interconexion en las funciones moleculares de las

células.
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Tabla 9. Funciones moleculares en las que participan las proteinas solubles en &acido

perclérico de T. vaginalis.

Termino GO Descripcion

G0O:005066
1

G0O:001661
5

G0O:000373
5

G0O:000519
8

G0O:001649
1

G0O:000372
3

G0O:000367
6

G0O:190136
3

G0O:009715
9

G0O:004316
7

G0:000548
8

Unién NADP

Actividad
deshidrogenasa

malato

Constituyente estructural
del ribosoma

Actividad de la molécula
estructural.

Actividad
oxidorreductasa

Unién de ARN
Unién de acidos
nucleicos

Union de compuestos
heterociclicos

Union de compuestos
ciclicos organicos

Unién de iones

Uniones

recuento de
genes observado genes
fondo

2

14

15

16
16
12

27

recuento

de fortaleza

de

22

33

242

332

318

633

1542

3948

3955

3618

8352

2.01

1.83

1.81

1.7

1.32

1.02

0.81

0.66

0.65

0.57

0.56
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Funcién molecular vs Fuerza Log10 (observado/esperado)

Actividad oxidorreductasa : 1.32
Actividad de la molécula estructural. : 1.7
Constituyente estructural del ribosoma 1.81
Actividad malato deshidrogenasa 1.83
Unién NADP 7 2.01
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Figura 16. Andlisis de GO por funcidn molecular. Proteinas solubles en acido percldrico de T.

vaginalis. Grafico de lolli pop con la distribucién de las (PSP) clasificadas por funcion molecular top 5.
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Figura 17. Gréfico de las funciones moleculares. Se muestran todas las funciones moleculares

obtenidos de STRING de las proteinas solubles en acido percloérico.
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8.8 Vias KEGG y andlisis de EST

Para las vias KEGG string nos dio la via KEGG tva03010 (figura 18) que esta
relacionada con la biosintesis de los ribosomas, donde describe los procesos
involucrados en la formacion y ensamblaje de los componentes ribosomales que son
esenciales para la traduccion y por ende, la sintesis de proteinas en las células, lo cual
es importante ya que se han mostrado previamente algunas proteinas implicadas en
procesos, funciones y componentes celulares que estan relacionados con
mecanismos de sintesis proteica y en relacion a los ribosomas, por lo que estas

proteinas podrian estar implicadas en estos mecanismos que son de importancia en

| parasito
TVAG_539120 TVAG. 210010
TVAG_340290
\ TVAG_329460 TVAG_410350
TVAG_111510
TVAG_204360 T — . —
rl%’w — .
\ /// /“ \ TVAG_411090
7
i
TVAG_485580 7 \T\/AG_O72120
/
TVAG_161660
\
JFVAGZ512600
=
/ \\\ \\.\
JTVAG_134920 '!/ |
= HH=—— 0\ s
\ /ARG 5a5az0 N
& TS TVAG_499760
nv»«@ A\ \\\ \“/ B < \
¢ \ WO \ \ TVAG_402500
TV_AGA_\S“T\Glao \ XN
\ yAGaQ{ \ DYAC_418970 — =S /W
o ; /TIAGZ197730
- == :. TVAG_!
TVAG_335380
TVAG_470120
TVAG_035410

Figura 18. Interactoma de la via KEGG. Representacion del interactoma de las proteinas solubles en
acido perclérico implicadas en la sintesis de los ribosomas y un total de 17 proteinas involucradas en

esta via.
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Posteriormente se determind si las proteinas solubles en acido perclorico
reportadas previamente si contenian marcadores de secuencia expresada (EST), esto
debido a que la proteina Tv-PSP1 se expresaba en condiciones normales de cultivo y
para la proteina Tv-PSP3 que se expresa en bajas concentraciones de hierro
(Villalobos-Osnaya et al., 2018). Por consiguiente, se buscé en la base de datos
TrichDB los ESTs de estas 45 proteinas para determinar si existen reportes de las
condiciones en las que se expresan estas proteinas solubles en &acido perclérico de T.
vaginalis. Se encontré que, de las 45 proteinas 3 de estas no tenian ningin EST
(TVAG_539120, TVAG_335380 y TVAG_134920) y con un total de 1793 ESTs la
condicion mayor reportada fue en condiciones normales de cultivo, seguido de
condiciones bajas en glucosa (Tabla 11). Este resultado se esperaba ya que fueron
las condiciones en las que se trabaj6 sobre estas proteinas, pero también era
interesante saber si existian otros reportes de otras condiciones diferentes a las
normales de cultivo para saber si estas proteinas también se expresan bajo ciertas
condiciones que después podrian ser de interés ya que el parasito es capaz de
sobrevivir a diferentes condiciones adversas, las cuales también aprovecha para su
supervivencia o virulencia y mediante este analisis también resulta de interés conocer
otras condiciones en las que estas proteinas podrian estar presentes.

Previamente, las proteinas PSP ya identificadas con nombre Tv-PSP1 ha sido
reportada que se expresa en condiciones normales de cultivo Y Tv-PSP3 en
condiciones bajas de glucosa, lo que también podria significar una caracteristica de

estas proteinas ya que este analisis (Tabla 12)

Tabla 11. Numero de los EST de los genes de las proteinas solubles en &cido

perclorico obtenido de TrichDB

Gen ID N° EST
TVAG_539120 0
TVAG_470120 55
TVAG_111510 41
TVAG_411090 208
TVAG_329460 24

62



TVAG_402500
TVAG_226630
TVAG_499760
TVAG_471390
TVAG_151220
TVAG_143030
TVAG_438370
TVAG_512800
TVAG_210010
TVAG_347410
TVAG_220300
TVAG_392990
TVAG_197730
TVAG_050990
TVAG_190280
TVAG_035410
TVAG_335380
TVAG_110530
TVAG_376130
TVAG_161660
TVAG_134920
TVAG_345420
TVAG_292710
TVAG_099510
TVAG_340290
TVAG_333110
TVAG_003900
TVAG_265930
TVAG_015780
TVAG_013320
TVAG_485580
TVAG_005910

93
64
13
31
22
27
34
86
36
85
165
20

17
34
58

99

48
22
26
528
95
200
48
19
129
30
78
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TVAG_072120 76
TVAG_341380 232
TVAG_418970 36
TVAG_435990 92
TVAG_216360 20
TVAG_034720 65
TVAG_204360 1427
TVAG_410350 172

Tabla 12. Andlisis in silico de ESTs obtenidos de la base de datos TrichDB.

Condiciones N°®
Pseudoquiste inducido por frio (TvCS) 117
Biblioteca de ADNc T1 normalizada Cot1000 13
Biblioteca de ADNc T1 normalizada Cot6 11
Citoadherencia mediada por fibronectina (TvVFN) 95
Trofozoito G2/M (TvG2M) 142
Biblioteca de ADNc C1 HMW 1
Biblioteca 33
Cultivo con bajo contenido de glucosa (TvLG) 163
Cultivo con bajo contenido de hierro (TvLI) 75
Biblioteca de ADNc no normalizada de trofozoitos de Trichomonas & 31
vaginalis cultivados in vitro (fase logaritmica media)

Biblioteca de ADNc T1 no normalizada 580
Cultivo normal no sincronizado (TVEST) 115
Biblioteca de ADNc normalizada de trofozoitos de Trichomonas 12
vaginalis cultivados in vitro (fase logaritmica media)

Biblioteca de ADNc TO16 TvF de Trichomonas vaginalis 95
Biblioteca de trofozoitos de fase logaritmica de Trichomonas 56
vaginalis (TVE)

ADNc Tv30236_PT Biblioteca 22
TvC 120
Citoadherencia mediada por VEC (TvVEC) 82
Total 1763
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9. Discusion

T. vaginalis a lo largo de la evolucién ha presentado eventos de duplicacion de
genes que le permite desarrollarse y sobrevivir a diferentes ambientes lo que podria
justificar la presencia de genes muy parecidos entre si en el parasito y ejemplo de
estos genes son los que codifican a la familia de proteinas YERO057c/Yigf/Uk114 que
presentan distintas funciones como ribonucleasas, inhibidores de la carcinogénesis y
chaperonas, las cuales se encuentran al menos dentro de 23 especies como:
arqueobacterias, procariotas y eucariotas (Carlton, et al. 2007; Oka et al. 1995).

Las proteinas solubles en &acido perclérico (PSP) han mostrado desempefiar un
papel crucial en el metabolismo y mantenimiento del ADN mitocondrial (Kim et al.,
2001). Una caracteristica distintiva de las PSP, junto con las proteinas de la familia
HGM, es su solubilidad en soluciones de acido perclorico, lo cual se refleja en la
presencia de bandas de diferentes tamafios durante la electroforesis SDS en nuestro
gel, esta propiedad sugiere una posible relacién en su funcién y localizacién dentro del
parasito.

La caracterizacion de los puntos isoeléctricos de estas PSP dentro de nuestro
analisis de espectrometria de masas, mostro un promedio de pH de 6.68, lo cual
refuerza su solubilidad en &cido perclérico, por lo que es relevante para entender su
comportamiento en diferentes condiciones experimentales. La implicacion de algunas
de estas proteinas en procesos bioldgicos fundamentales, como la traduccion y el
metabolismo celular, pone en claro su importancia en la fisiologia del parasito que nos
mostro la ontologia de genes.

A partir de nuestros analisis in silico como la realizacion de nuestros
interactomas, como lo fueron nuestros top 5 cu4llos de botella y nuestro top 5 de las
proteinas mas interconectadas, nos permitieron identificar proteinas de gran interés
por la funcionalidad que presentaron. En particular, el Factor de elongacion 1 alfa, se
ha destacado como un cuello de botella en varios procesos metabolicos, afectando
potencialmente el flujo de informacidbn génica que podria ser crucial para la
supervivencia del parasito.

Por otro lado y de manera similar, la proteina de choque térmico Hsp70, que

tiene un papel esencial en el plegamiento y translocacion de proteinas, sugiere que las
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interacciones ARN-proteina son vitales para la regulacion post-transcripcional en T.
vaginalis (Figueroa-Angulo et al., 2015) y esto debido a su interaccion especificamente
con las horquillas similares a IRE de T. vaginalis y puede ayudar a mediar la expresion
génica regulada por hierro tal como se ha sugerido de igual forma la proteina Tv-PSP1.

Por otro lado, la proteina hsp90, esta implicada en procesos celulares basicos
y esta misma pertenece a la familia de proteinas HSP90 de los mamiferos es un grupo
de moléculas altamente conservadas que participan en innumerables procesos
celulares. Su distribucién en varios compartimentos celulares subraya sus funciones
esenciales en la homeostasis celular. HSP90 y sus co-chaperonas orquestan procesos
fisioldgicos cruciales como la supervivencia celular, el control del ciclo celular, la
sefalizacion hormonal, asi como la apoptosis (Hoter et al., 2018). La proteina Hsp90
se ha mostrado como una proteina clave para la supervivencia del parasito, al estar
involucrada en la regulacion de procesos celulares fundamentales. La inhibicion de
Hsp90 resulta letal para T. vaginalis, lo que subraya su relevancia en la adaptacion del
pardsito a su entorno (Singh et al., 2018).

Las proteinas ribosémicas, como la proteina 40S S28 y RPL8, también han
mostrado ser significativas en la traduccion y regulacién del metabolismo celular.
Estudios previos han sugerido que RPL8 puede influir en la expresién génica y el
desarrollo tumoral, lo que plantea la posibilidad de que esta proteina y otras PSP
podrian tener un rol en la progresion de enfermedades como el cancer (Xu et al., 2023).

El analisis de ESTs en condiciones no normalizadas, como se ha documentado
para la proteina Tv-PSP1 y Tv-PSP3 en condiciones de baja de hierro (Oyhenart y
Breccia, 2014), indica que estas proteinas son reguladas por factores ambientales, lo
que resalta su adaptabilidad. Ademas, el analisis in silico ha permitido identificar su
localizacion en varias subunidades ribos6micas y organelos como el reticulo
endoplasmico y mitocondrias (Kanouchi et al., 2000; Kim et al., 2001), sugiriendo un
papel multifuncional en procesos celulares, dado que T. vaginalis no cuenta con
mitocondrias, pero si con un organelo similar que es el hidrogenosoma por lo que
podria tener relacion con esta localizacion celular.

Para la parte de vias KEGG, el servidor string mostro el codigo tva03010, el cual
se asoci6 a la biosintesis de los ribosomas, por lo que es de destacar ya que tiene

relacion con las proteinas de tipo ribosomal que obtuvimos, debido a que al ser de tipo
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ribosomal podrian tener principalmente relacién en las subunidades de los ribosomas
y procesos de sintesis de proteinas como lo ha mostrado el mismo servidor.
Finalmente, la multifuncionalidad de las PSPs resalta la necesidad de continuar
investigando su papel en la supervivencia, virulencia y adaptacion de T. vaginalis a su
microambiente. La comprension de estas interacciones y funciones podria abrir nuevas
vias para el desarrollo de estrategias terapéuticas frente a las infecciones causadas

por este parasito.
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10. Conclusiones

T. vaginalis tiene proteinas solubles en acido perclérico y mediante analisis in
silico se encontr6 que éstas estan involucradas en la sintesis de proteinas, la

maduracion del ARN, la carcinogénesis y en la supervivencia de este parasito.

11. Perspectivas

e Determinar la presencia de otras PSPs en otras condiciones de cultivo.

e Realizar predicciones de interaccioén y dindmicas con alguna proteina de

interés dentro del parasito en mecanismos de traduccion.

¢ Realizar estudios experimentales para validar las funciones predichas de

estas proteinas en el contexto biolégico de T. vaginalis.
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12. Apendice
Soluciones

Soluciéon de lavado EtoH 5%
Etanol al 100% 10 ml
Agua destilada 240 ml

Se sisuelven y se lleva a 250 ml

Solucion de impregnacion
AgNO3 0.5 gr
Formaldehido al 37 % 100 ul

Disolverlo y llebvarlo a 250 ml

Solucion de revelado
Na2CO3 7.5 gr

Na2S0203 0.001 gr
Formaldehido al 37% 100 ul

Disolverlo y llevarlo a 250 ml

Solucion de pretratamiento
Na2S0203 0.05gr

Disolver con agua destilada y llevarlo a 250 mi

Solucion de paro
Acido acetico 10% 10 ml
Agua destilada 240 ml

Disolver y llevar a 250 ml

Solucion de fijacion
Etanol 500 ml

Acido acetico 70 ml
Agua destilada 430 ml
Disolver para 1 It



PBS 1X pH 7.0
NaCl 8 gr

KCI 8 gr
Na2HPO4 0.65gr
KH2PO4 0.2gr

Se ajusta el pH a 7.0 y se afora a 1 litro de agua destilada.

Acrilamida al 30%/ bisacrilamida al 0.8%

Acrilamida 29.2 gr

Bisacrilamida 0.8 gr

Se disuelve en 40 ml de agua destilada, una vez disuelto se afora a 100 ml, se filtra

con papel filtro “Whatman” No.1 y se almacena a 4°C protegido de la luz.

Persulfato de amonio al 10% (PSA)
Se pesa 10 mg (0.01gr) de PSA en un mililitro de agua destilada.115

Solucién colorante de proteinas

Metanol 500 ml

Acido acético glacial 100 ml

Agua destilada 400 ml

Azul de Comassie 0.5gr

Disolver toda la noche, filtrar con papel filtro “Whatman” no. 1. Almacenar a

temperatura ambiente.

Solucién decolorante de geles de poliacrilamida
Metanol 165 mi

Acido acético glacial 50 ml

Agua destilada 785 ml

Disolver y almacenar a temperatura ambiente.

4X Tris-Cl/ SDS pH 6.8 (Geles PAGE)
Tris base 6.055 gr
Se disuelve en 60 ml de H20 destilada, se ajusta el pH a 6.8 y se lleva a 100 ml.
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4X Tris-Cl/ SDS pH 8.8
Tris base 18.165 gr
SDS 0.4 gr

Se disuelve en 60 ml de H20 destilada, se ajusta el pH a 8.8 y se lleva a 100 ml.

Amortiguador de transferencia
Trizma-base 25 mM

Glicina 190 mM

Metanol 20 %

Disolver primero el Trizma y Glicina. Posteriomente se agrega metanol, se afora con

1 litro de H20 destilada. Enfriar a 4°C hasta su uso.

Amortiguador M3
Tris base 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1mM

DTT 1mM

Se ajusta el pH 7.5 y se afora a 1litro, se guarda a 4°C
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13. Anexos
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Figura 20. Interactoma completo del Gene Ontology (GO). Interactoma obtenido a partir de los datos
de STRING graficado en el software cytoscape dividido por procesos biolégicos, funciones moleculares

y componente celular.
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