UACM

Universidad Auténoma
de la Ciudad de México

Nada humano me es ajeno

COLEGIO DE CIENCIAY TECNOLOGIA

MAESTRIA EN CIENCIAS GENOMICAS

“Estudio de las proteinas de secrecién de
Trichomonas vaginalis durante la interaccion con células
prostaticas DU 145 en presencia y ausencia de Zn,+”

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS GENOMICAS

PRESENTA
MARA JAQUELINE RAMOS MILLAN

Directora de tesis

Dra. Maria Elizabeth Alvarez Sanchez

Ciudad de México, enero de 2017.



Universidad Auténoma ' .
de la Ciudad de México Coordinacion
Académica

Nadae humano me es ojeno

SISTEMA BIBLIOTECARIO DE INFORMACION
Y DOCUMENTACION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE LA CIUDAD DE MEXICO
COORDINACION ACADEMICA

RESTRICCIONES DE USO PARA LAS TESIS DIGITALES

DERECHOS RESERVADOS®

La presente obra y cada uno de sus elementos esta protegido por la Ley Federal del Derecho
de Autor; por la Ley de la Universidad Autonoma de la Ciudad de México, asi como lo
dispuesto por el Estatuto General Organico de la Universidad Auténoma de la Ciudad de
México; del mismo modo por lo establecido en el Acuerdo por el cual se aprueba la Norma
mediante la que se Modifican, Adicionan y Derogan Diversas Disposiciones del Estatuto
Organico de la Universidad de la Ciudad de México, aprobado por el Consejo de Gobierno el
29 de enero de 2002, con el objeto de definir las atribuciones de las diferentes unidades que
forman la estructura de la Universidad Auténoma de la Ciudad de México como organismo
publico autéonomo y lo establecido en el Reglamento de Titulacion de la Universidad
Auténoma de la Ciudad de México.

Por lo que el uso de su contenido, asi como cada una de las partes que lo integran y que
estan bajo la tutela de la Ley Federal de Derecho de Autor, obliga a quien haga uso de la
presente obra a considerar que solo lo realizard si es para fines educativos, académicos, de
investigacion o informativos y se compromete a citar esta fuente, asi como a su autor ¢
autores. Por lo tanto, queda prohibida su reproduccion total o parcial y cualquier uso
diferente a los ya mencionados, los cuales serdn reclamados por el titular de los derechos y
sancionados conforme a la legislacion aplicable.



g UACH: T
TovAL




Tutor
Dra. Maria Elizbeth Alvarez Sanchez
Profesor Investigador del Posgrado en Ciencias Genémicas

Universidad Autonoma de la Ciudad de México

Asesores
Dr. Mauricio Castafnon Arreola
Profesor Investigador del Posgrado en Ciencias Genémicas

Universidad Autonoma de la Ciudad de México

Dr. Jonathan Puente Rivera
Miembro del nucleo académico basico en estancia posdoctoral
Posgrado en Ciencias Genémicas

Universidad Auténoma de la Ciudad de México

M. en C. Alma Maria de la Luz Villalobos Osnaya
Estudiante de Doctorado en el Posgrado en Ciencias Genomicas

Universidad Autonoma de la Ciudad de México



El presente trabajo fue realizado en el laboratorio 1 del Posgrado en Ciencias
Genomicas de las Universidad Auténoma de la Ciudad de México bajo la direccion de la
Dra. Maria Elizbeth Alvarez Sanchez y bajo la asesoria del Dr. Mauricio Castafion
Arreola, Dr. Jonathan Puente Rivera y la M. en C. Alma Maria de la Luz Villalobos

Osnaya.

El proyecto fue financiado con fondos de del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) con numero de proyecto: 83808

La estudiante recibio beca por parte del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia con
numero de CVU 632827



Sumario

LISTA DE ABREVIATURAS ... iiicrceireesccstr s e rcrss e s e s ssnsssesssssassesssnnssessessnesssssnssnnsnnnnsnnes 5
LISTADE FIGURAS........ o iiiiccettiernnessssseessesssse e s ssnsaesssssn e sesssssn s sn s eesasnssssnnnmnnasesnnnssnnns 7
FRIE S LI IN s o’ i 5 08 A S S5 SR b A A 8
INTREERIEEEON. ... o i i iiciaiibominionin i unis aiioniriiommaxiissonsi o 9
T T TN YO T IS w5555 RS 9
Manifestaciones CliNICAS......ccciivcciiicrceiee et e e nn e e e e e e enan 9
TrichomONas VaginNalis.............eiceeieecciirseisistesessanseesaeesssesesnnseeessssssnsasasesnsannsnaes 10
Biologia dol ParfSilo . awssisssmsmsmsonsminsssasssmsmisssass asssassmaas s s esies ansss 10
Genoma, transcriptoma y proteoma........ccccccceeveeremrresscsssneereessssssssssssssansssssssnsnns 12
Mecanismos de VIiruleNCia........coucccceemeeiiiirccseeeeee s ses s s s s s s e e e e e e e e nenenes 14
CHOBNETENCIA s smssessnerass s saseessesssssnssasrangenssansnpasvansaressnessas 14

(03] o) o) o3 ' - T 15
Evasion de 1a reSpuesta iNMUNE......usssssossossseussmsmnisnssminsssmsimmisssasinss 16

(2= Te LoTed) (XS ESIRVAR: T o] o] o 1= £ 16

Papel regulador del Zn2* en los mecanismos de virulencia........ccccccceeeeeecnennnnnnen. 17
Proteinas de secrecion en el estudio de patégenos..........cccceeereeceeeeerccecneeneenennnn. 18
Proteinas de secrecion en Trichomonas vaginalis..............ccccceeeeeeeeeeeescnnnneeneennen. 19
ANTECEDENTES DIRECTOS.......ccciiiiiiiiiiemreesesesessssnnnssessesssssnssssssenssssssnnssnsensssessssssnnnns 20
T P TSRO s cinsomnisssminsson s sismesmsesstuamsndiss i it ieeh i it 21
P o mni .5 50k et it ot e e el e B et s s PSi] 21
OB T IE TN s i o s s o i N S A B S S SR S 22
ODbjJetiVo GENEIAL.........cccireeeernenre e erseerrre e eereeseesesesseeasssasasssnnssssssssssnsransnnnnn 22
R BEINGE: PP T RIS oo aionniionsoniimsmnss ot i s s A A S e i 22
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ..cconissiinsmamsimsssssmmmicisssmmssosssonesasanssissssansessssnansases ssses 23
METODOLOGIA. .o smmsmmmmsssssmmensommisimsssesmsmossms st i tmisssnosss 24
PRSI UL TIAEDICY G oo om0t R 5 55 R A RS R3 28
D B B o sty R O S 51
CONCLUSIONES.....oucosinsmsmnenssuss svssnmmnscssnssansswesnnsnnsis i ssm ssnssans s s ismssssssysssssnssimmm s samess 53
P PR S P I T TN IS oo .o 60 S8 S SASEA SHR 53
BIBLIDBIRARIA. oottt 54



ACN
APB65
AP33
AP51
AP23
AP120
BspA
cDNA
CPS
CP30
CP39
DNA
DMEM
DU 145
dNTPs
Fe*

g

h
Hela
HGMNO1

ITS
kDa
ul
um
min
mM
mg

ml

LISTA DE ABREVIATURAS
Acetonitrilo
Proteina de adhesién de 65 kDa
Proteina de adhesion de 33 kDa
Proteina de adhesién de 51 kDa
Proteina de adhesién de 23 kDa
Proteina de adhesién de 120 kDa
Familia de proteinas ricas en leucina
Acido desoxirribonucleico complementario
Cisteina proteinasas
Cisteina proteinasa de 30 kDa
Cisteina proteinasa de 39 kDa
Acido desoxirribonucleico
Medio Dulbecco Eagle Modificado
Linea celular de adenocarcinoma prostatico
Deoxinucleétidos trifosfatados
Hierro
Gramos
Horas
Linea celular de cancer cervical
Aislado de Trichomonas vaginalis proveniente de paciente
masculino
Infecciones de transmision sexual
Kilodaltones
Microlitros
Micrometros
Minutos
Milimoles
Miligramos

Mililitros



NHsHCO; Hidrogenotrioxidocarbonato de amonio

nm Nanémetros

PAGE Electroforesis en gel de proliacrilamida

pb Pares de bases

PBS Solucién amortiguadora de fosfatos

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

pH Protencial hidrogeno

PSA Persulfato de amonio

RNA Acido ribonucléico

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa
SDS Dodecilsulfato de Sodio

SFB Suero Fetal Bovino

TCA Acido tricloroacético

TEMED N,N,N'N'-tetrametiletilendiamina

TYM Tripticaseina y extracto de levadura con maltosa
V Volts

VECs Células del epitelio vaginal

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana

WHO World Health Organization

Zn* Zinc

ZnCl, Cloruro de zinc



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Perfil total de proteinas de secrecién de T. vaginalis aislado HGMNO1 en
presencia y ausencia de zinc en PBS-Maltosa 15mM (1DE)................................... 30

Figura 2. Perfil total de proteinas de secrecion de T. vaginalis HGMNO1 en presencia y
ausencia de zinc en medio DMEM:TYM (1DE)..........oo i 33

Figura 3. Perfil de actividad proteolitica de proteinas de secrecion de T. vaginalis
HGMNO1 en en presencia y ausenciade zinc (1DE) ..................ccoooii i, 36

Figura 4. Perfil total de proteinas de secrecion de T. vaginalis HGMNO1 en interaccion
con celuas DU 145 en presencia y ausencia de zinc (1DE)

Figura 5. Perfil de actividad proteolitica de proteinas de secrecion de T. vaginalis
HGMNO1 en interaccion con células DU 145 en presencia y ausencia de zinc (1DE)

Figura 6. Perfil de proteinas secretadas de T vaginalis HGMNO1 en presencia y
ausencia de zinC (2DE). ... 45

Figura 7. Perfil de proteinas secretadas de T. vaginalis HGMNO1 en interaccion con
células DU 145 en presencia y ausenciade zinc (2DE)......................cooooiiiiiii i 48

Figura 8. Gel maestro con pesos moleculares aproximados y punto isoeléctrico de los
principales spots diferenciales del perfil de proteinas secretadas de 7. vaginalis
HGMNO1 incubadas con células prostaticas DU 145 en ausenciade zinc.................. 50



RESUMEN

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomonosis, la enfermedad de
transmision sexual no viral con mayor prevalencia a nivel mundial. Este parasito infecta
el tracto genital del humano. En pacientes masculinos, en la mayoria de los casos, la
infeccion es autolimitante y asintomatica debido a la presencia de altas concentraciones
de Zn*(>1.6 mM). Se ha descrito que algunas proteinas de secrecion son importantes
mediadores de la interaccion patégeno-hospedero, regulando los mecanismos de
patogenicidad, siendo parte fundamental de las estrategias biolégicas que los parasitos
poseen para lograr establecerse en su hospedero. El objetivo de este estudio fue
analizar las proteinas secretadas por T. vaginalis durante su interaccién con células
prostaticas en presencia de Zn**. Para obtener los perfiles proteinicos y los zimogramas
de las proteinas secretadas por T. vaginalis durante su interaccion con las células
prostaticas se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo después de 1 y 3 h de
interaccion con células DU 145 en presencia y ausencia de Zn?. Las proteinas
obtenidas se analizaron en geles SDS-PAGE y en geles SDS-PAGE copolimerizados
con gelatina, para detectar actividad proteolitica . Las proteinas totales de secrecion se
analizaron en electroforesis de dos dimensiones (2DE). Los datos obtenidos indican
que las proteinas y proteinasas secretadas por el parasito durante la interaccion con
células prostaticas aumentan en numero y abundancia con respecto al tiempo en
presencia del catién, mostrando la expresién diferencial de al menos 3 proteinasas con
pesos moleculares aproximados de ~ 50,~39 y ~30 kDa. Los perfiles de 2DE indican la
expresion diferencial de al menos 3 proteinas de T. vaginalis durante su interaccion con
células prostaticas en ausencia de Zn?**, de las cuales fue posible identificar una
proteina no descrita para el parasito que podria estar asociada a cambios estructurales

del parasito durante el contacto con células DU 145.



INTRODUCCION

Tricomonosis

Las infecciones de transmision sexual son una de las principales causas de enfermedad
e infertilidad a nivel mundial y se han descrito mas de 30 especies de patégenos
bacterianos, virales y parasitos que pueden ser transmitidos por contacto sexual. En
adultos entre los 15 y los 49 afios de edad se estimo6 que para el 2008 ocurrieron 498.9
millones de nuevas infecciones de transmision sexual a nivel mundial, de las cuales
alrededor de 276.4 millones fueron por Trichomonas vaginalis, convirtiéndolo en el
agente causante del mayor numero de infecciones de transmision sexual de origen no
viral (WHO, 2012). La incidencia de la infeccion depende de muchos factores, entre
ellos la edad, las costumbres sexuales, nimero de parejas, la presencia de otras
enfermedades de transmisiéon sexual, la fase del ciclo menstrual y la eficiencia de las
técnicas de diagnéstico utilizadas (Van der Pol y cols., 2005). El humano es el tnico
huésped natural de 7. vaginalis y la transmisién se realiza exclusivamente por contacto

sexual.

Manifestaciones clinicas

En las mujeres el parasito infecta principalmente el epitelio escamoso del tracto genital.
La infeccion se caracteriza por presentar descarga vaginal maloliente, irritacion e
inflamacion de la vulva y micro hemorragias puntuales en el cérvix, condicién conocida
como cervix de fresa (Wolner-Hanssen y cols. 1989), asi como dispareunia, disuria y
dolor abdominal. La tricomonosis se ha asociado a distintas comorbilidades, entre ellas
la enfermedad pélvica inflamatoria (Cherpes y cols. 2006) y complicaciones obstétricas
en las mujeres (Cotch y cols. 1997) e infertilidad (EI-Shazly y cols., 2001).

En el hombre, la infeccion en el 90% de los casos es asintomatica y se resuelve
espontaneamente en alrededor de tres semanas, a menos que exista reinoculacion o
que el protozoo haya infectado el tracto genital en regiones tales como la prostata o las

vesiculas seminales, provocando cuadros de uretritis y prostatitis que pueden volverse



crénicas (Krieger y cols, 1996). Las complicaciones mas comunmente notificadas son
la alteracién de la motilidad del esperma e infertilidad (Martinez Garcia y cols., 1996) ,
asi como predisposicion al cancer de préstata (Stark y cols. 2009). Las infecciones
asintomaticas pueden permitir la persistencia del patogeno en la uretra masculina con
un riesgo de subir a la glandula prostatica. Al llegar a la prostata el protozoo podria dar
lugar a una infeccién asintomatica crénica (Coutss y Tallman, 1959). Por otra parte, la
lisis del tejido epitelial de la prostata causada por T. vaginalis es restaurada en
condiciones de estrés inflamatorio, siendo la inflamacién crénica un factor que induce a
la progresion del cancer de prostata. El protozoario, a través de adhesinas, podria
desencadenar un mecanismo de cascada que involucra la participacion de
protooncogenes, tales como Pim1, c-Myc, y HMGA1, y que podria resultar en la

carcinogenesis (Sutcliffe, 2006).

La tricomonosis se asocia con una mayor susceptibilidad a la infecciéon por el VIH,
reportandose una alta incidencia de tricomonosis en pacientes infectados con el virus
(Gatsky y cols., 2010; Mavedzenge y cols, 2010). Esta susceptibilidad se relaciona con
el incremento de la respuesta inflamatoria, alteraciones de la respuesta inmune del
hospedero y con las microulceraciones que acompaifian a la infeccion por el parasito
(McClelland y cols., 2007).

Trichomonas vaginalis

Biologia del parasito

T. vaginalis es un eucarionte unicelular flagelado que pertenece a la clase Parabasalia.
Fue descrito por primera vez en 1836 por (Donné, 1836). Presenta Unicamente el
estadio de trofozoito con una morfologia ovoide que puede variar ante estimulos
ambientales, como la interaccién con células del epitelio vaginal (Arroyo y cols., 1993)
gue promueve un cambio a forma ameboide. No se han descrito formas quisticas en su
ciclo de vida. Su tamano oscila entre los 7-23 um de longitud. El parasito posee cuatro
flagelos anteriores de alrededor de 12 um y un quinto flagelo adosado al margen de una

membrana ondulante, la cual se extiende alrededor de dos tercios de la longitud del
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parasito. El trofozoito tiene un solo nucleo que contiene seis cromosomas y la division
celular involucra la formacién de un huso extranuclear durante la mitosis, sin la
desaparicion de la membrana nuclear (Honinberg, 1990); presenta aparato de Golgi
asociado al reticulo endoplasmico y se caracteriza por la ausencia de mitocondrias,
destacando en su lugar otros organulos parecidos y caracteristicos del género,
llamados hidrogenosomas, que tienen un diametro entre 0.5 y 1.0 ym y constituyen
aproximadamente el 6% del volumen celular (Muller, 1993). Los hidrogenosomas
poseen doble membrana y contienen una matriz granular y un nucleo. Las proteinas
citoplasmaticas que necesitan ser transportadas hacia este organulo poseen un péptido
sefial amino-terminal, que se elimina inmediatamente después de la entrada, como
ocurre en las mitocondrias. Estos organelos no contienen DNA. Las reacciones
bioquimicas que se producen en estos organulos representan una parte integral del
metabolismo energético de T vaginalis. Este protozoario carece de algunas rutas
metabolicas fundamentales, por lo que le es necesario captar numerosos metabolitos
de las células huésped o bacterias presentes en el medio, convirtiéndolo en un parasito
obligado. Es microaerofilico y su principal fuente de energia son carbohidratos tales
como glucosa, maltosa y galactosa; sacarosa y manosa. El metabolismo de los
carbohidratos es fermentativo, tanto en condiciones aerébicas como anaerdbicas, la
glucosa se oxida completamente y sus productos de degradacion metabodlica incluyen
acetato, lactato, glicerol y CO.. (Linmark y cols., 1989). T. vaginalis no es capaz de

sintetizar acidos grasos de novo.

Para conocer la interaccion del parasito con los componentes de la microbiota vaginal
se han realizado diversos estudios, observandose que en muestras de 394 mujeres, 11
resultaron infectadas con T. vaginalis, de las cuales 8 presentaron niveles bajos de
lactobacilos en la vagina y altos niveles de Mycoplasma sp., Parvimonas sp. Y Sneathia
sp.. Aun cuando no es posible establecer una correlacion especifica, se sugiere que el
acido lactico puede actuar como un agente protector a la infeccién por T. vaginalis

(Brotman y cols., 2012).
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Se conoce muy poco acerca de la diversidad genética y estructura de poblaciones de T.
vaginalis. Un panel de 27 marcadores moleculares especificos para el parasito, formado
por 21 microsatélites y 6 SNP’s, ha proporcionado evidencia acerca de la posible
existencia de distintos tipos genéticos del mismo en un estudio realizado con 254
aislados de T. vaginalis provenientes de distintas regiones (Conrad y cols., 2012). En
este estudio se demostré que existe un gran nimero de diferencias en cuatro de los
seis cromosomas, permitiendo determinar dos tipos genéticos, denominados Tipo 1 y
Tipo 2. Ademas existen diferencias en la frecuencia de infecciones por el virus de T.
vaginalis (TVV) y la resistencia a metronidazol. Estas diferencias podrian estar
relacionadas a la habilidad de algunos aislados para colonizar preferencialmente el
tracto genital masculino. Los aislados del Tipo 1 se encuentran localizados
predominantemente en Africa y el Tipo 2 principalmente en México, mientras que en el

resto del mundo es posible localizar ambos tipos.

Genoma, transcriptoma y proteoma

En 2007 se obtuvo la secuencia del genoma de T. vaginalis, determinando un tamafio
de ~160 Mb, con ~60,000 genes codificantes para proteinas, haciendo notable que se
trata de un genoma especialmente grande para un parasito en comparacion, por
ejemplo, con los ~11.7 Mb que posee el genoma de Giardia lamblia (Morrison y cols.,
2007). Al menos el 65% del genoma de T vaginalis son secuencias repetidas y se
identifican ~65 genes con intrones, tRNA para los 20 aminoacidos esenciales y ~250
rRNA. La presencia de 152 posibles casos de transferencia lateral de genes (LGT) se
ha sugerido a partir de procariontes (Carlton, 2007). Debido a el tamafio del genoma, el
alto numero de repetidos, la presencia de pocos polimorfismos y la evidencia de una
expansion de repetidos después de la divergencia de T. vaginalis y T. tenax se sugiere
que el parasito sufri6 un incremento substancial en el tamafno de su genoma debido a
un cambio de habitat, favoreciendo la acumulaciéon y duplicacion de algunas familias
génicas. El genoma contiene elementos que sugieren la presencia del mecanismo de
RNA de interferencia (iRNA), solo se ha conseguido identificar un microRNA, tvamiR-1

que regula negativamente a la malato deshidrogenasa ( Wei-Chen y cols., 2009)
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Dada la amplia capacidad codificante del parasito, los estudios proteémicos vy
transcriptomicos son indispensables para identificar y caracterizar las proteinas clave de
T. vaginalis que participan en el establecimiento de la infeccion. Los datos de
transcriptoma disponibles reflejan la complejidad del genoma, aunque Unicamente la
mitad de los genes codificados aparecen expresados (Gould y cols., 2013). El parasito
posee cientos de pseudogenes codificados por RNA largos no codificantes (IncRNAs)
(Woehle y cols., 2014).Los analisis de transcriptoma han demostrado que los miembros
individuales de distintas familias génicas se regulan de manera diferente ante estimulos
especificos y cambios ambientales, tales como la presencia de hierro, (Horvathova y
cols. 2012), la restriccion de nutrientes (Huang y cols., 2014) y cambios en la

concentracion de oxigeno y dioxido de carbono (Paget y cols., 1990).

El genoma de T. vaginalis posee 446 genes que codifican para proteinasas, haciéndolo
uno de los degradomas mas complejos. En extractos totales del parasito analizados en
geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina se han identificado 23 cisteina
proteinasas distintas, con pesos moleculares entre 23 y 110 kDa (Neale y Alderete,
1990), proteinasas de tipo metalo (Quintas-Granados y cols, 2013) y una serin

proteinasa de tipo subtilisina de - 82 kDa (Hernandez-Romano y cols., 2010).

El proteoma de referencia de T. vaginalis, obtenido mediante electroforesis en doble
dimension (2DE), mostré predominantemente proteinas acidas, con un peso molecular
de entre 11 y 72 kDa en un total de 247 spots que representan 164 proteinas en el
trofozoito. Estas incluyen numerosas proteinas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos, citoesqueleto, de respuesta a estrés, metabolismo de nucleétidos vy
algunas proteinas con funcién en la patogénesis, como cisteina proteinasas (Huang y
cols., 2009). Otros estudios mas detallados se han enfocado en conocer el proteoma de
superficie en procesos de adhesion (Huang y cols., 2012) o comparando diferentes
aislados de T vaginalis (de Miguel y cols., 2010), observandose una expresion

diferencial proteinas en relacién a la adherencia de los parasitos.
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Mecanismos de virulencia
Citoadherencia

La adhesion de T. vaginalis a las células diana es un paso critico en la patogénesis del
parasito. En numerosos experimentos (Heath, 1981; Alderete y Pearlman, 1984;
Alderete y Garza, 1985 ) se observo la destruccion de monocapas de células después
del contacto con los protozoos, sugiriéndose que el contacto entre T. vaginalis y las
células del hospedero es un factor importante en la patogénesis. El parasito se aloja en
el tracto genitourinario femenino y masculino, se conoce que no presenta un ciclo de
vida complejo, es posible distinguir cambios en la morfologia del parasito de una forma
ovoide a una ameboide cuando se adhiere a las células del epitelio vaginal (VECs)
Arroyo y cols., 1993) sin embargo en contacto con células de adenocarcinoma
prostatico (DU 145) el parasito conserva su morfologia ovoide (Vazquez-Carrillo y cols. ,
2011). El protozoario debe responder a una serie de condiciones adversas, tales como
variaciones drasticas en el pH, descamacion y para asegurar su supervivencia y
mantener una infeccion. Para establecerse en el tracto genital de mujeres y hombres, el
parasito se adhiere y degrada la capa mucosa de las células vaginales y cervicales
(Lehker y Alderete, 2000) y de adenocarcinoma de préstata humano (Vazquez-Carrillo y
cols., 2011), respectivamente, evento que es mediado por una interaccién tipo ligando-
receptor altamente especifica. En este sentido, se han descrito varias adhesinas y
cisteina proteinasas, destacando entre las proteinas de superficie las adhesinas
AP120, AP65, AP51, AP33 y AP23 (Arroyo y cols., 1992 y Moreno-Brito y cols., 2005).
El hierro regula positivamente la sintesis de estas proteinas a nivel postranscripcional
(Lehker y cols., 1991) y es adquirido, en gran parte, mediante la lisis de eritrocitos
(Cardenas-Guerra y cols., 2013). El contacto inicial con la célula huésped determina un
cambio en la morfologia del protozoario en forma ameboide, con la produccién de
pseudopodos seguido de un aumento en la sintesis de las adhesinas que esta regulado
por la disponibilidad de hierro y cisteina proteinasas (Alderete y cols., 1995; Alderete y
cols., 2001). Este cambio en la morfologia del protozoario, es una consecuencia de la
reorganizacion del citoesqueleto (Fiori y cols, 1999; Arroyo y cols., 1993). El uso de

herramientas transcriptomicas ha proporcionado informacion sobre la transicion,
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incluyendo genes que regulan el metabolismo del oxigeno, morfologia y adhesion
(Gould y cols., 2013; Huang y cols., 2012)

GAPDH se ha propuesto como proteina de adhesién (Lama y cols., 2009), al igual que
hidratos de carbono de unién a lectina (Choromanski y cols., 1985) presentes en la
superficie de T.vaginalis y que se correlacionan con la lisis los eritrocitos (de Carli y
cols., 1994), la fagocitosis de las células diana (Benchimol y de Souza, 1995) y con la
susceptibilidad a farmacos (Dias Filho y cols., 1992). Los glicoconjugados son capaces
de unirse especificamente a las células huésped mediante la union a la galectina-1
(Okimura y cols., 2008). Por otra parte algunas proteinas de membrana pertenecientes
a la familia BspA son capaces de unirse a fibronectina. Otras proteinas encontradas en
la superficie son TVENO-1 (Mundodi y cols., 2008), las cuales tienen una actividad de
union a ligando y podrian tener un papel importante en la colonizacion e invasion

(Figueroa-Angulo y cols., 2012).

Citotoxicidad
Cuando el protozoo entra en contacto con una célula diana, produce enzimas
proteoliticas. tales como TvCP30 (Mendoza-Lopez y cols., 2000), TvCP39 (Hernandez
y cols., 2004) y TvCP65 (Alvarez-Sanchez y cols., 2000), las cuales se encuentran
reguladas por diversos factores del microambiente celular, entre ellos variaciones en el
pH, la presencia de inhibidores, cationes como el hierro (Figueroa-Angulo y cols., 2012),
el zinc (Vazquez-Carrillo y cols. 2011) y poliaminas. TvCP30 es una proteina
inmunogeénica presente en secreciones vaginales de pacientes con tricomonosis que es
activa al pH y temperatura hallados en la vagina durante la infeccién; ésta proteina
degrada colageno |V, fibronectina, hemoglobina y laminina. TvCP39 es una proteina
capaz de unirse a células DU 145 y VECs y degradar colageno |, lll, IV, hemoglobina e
inmunoglobulinas humanas A y G; mientras que TvCP65 afecta al colageno IV y
fibronectina. También se ha identificado el papel de cinco proteinas con actividad de
mucinasa que permiten al parasito atravesar la barrera mucosa y tienen actividad

proteolitica (Lehker y Sweeney, 1999). Otros factores importantes en la citotoxicidad de

15



T. vaginalis son CDF- factor de desprendimiento celular (Garber y Favel, 1990), porinas
(Fioriy cols. 1999) y la fosfolipasa A2 (Lubick y Burguess, 2004).

Evasion de la respuesta inmune

T. vaginalis activa la via alterna del complemento, sin embargo, este parasito coloniza
un nicho donde este mecanismo es poco activo (Gillin y Sher, 1981). En secreciones
vaginales de pacientes infectadas se han detectado altos niveles de interleucina 8 (IL-8)
y leucotrienos B4 (LTB4) (Shaio y cols. , 1994; 1995; Shaio y Lin, 1995), asi como la
produccion de IL-8 en cultivos del parasito estimulados con netréfilos humanos (Ryu y
cols., 2004) y monocitos (Shaio y cols., 1995). Al igual que otros organismos, T.
vaginalis utiliza variacién fenotipica como mecanismo de evasion del sistema inmune,
expresando alternadamente dos clases de marcadores en la superficie: glicoproteinas
altamente inmunogénicas (P270 y P230) y las adhesinas AP65, AP51, AP33 y AP23
(Alderete y cols., 1992).

El papel de las cisteina proteinasas también se ha estudiado en los procesos de
evasion de la respuesta inmune del hospedero, siendo éstas capaces de degradar las
inmunoglobulinas humanas IgA, IgG e IgM, haciendo que el organismo afectado sea
vulnerable a contraer otras infecciones de transmision sexual (Provenzano y Alderete,
1995). El parasito también es capaz de secretar grandes cantidades de antigenos
solubles altamente inmunogénicos, lo que podria neutralizar anticuerpos y linfocitos T
citotoxicos (Alderete y Garza, 1984), y recubrirse con proteinas plasmaticas del
hospedero (Peterson y Alderete, 1982) o utilizar mimetismo molecular, ya que varias
adhesinas del parasito son homélogas a enzimas metabdlicas del organismo infectado
(Alderete y cols., 2001).

Fagocitosis y apoptosis
Varios estudios han demostrado que T. vaginalis tiene la capacidad de degradar y
fagocitar una gran variedad de células humanas, incluyendo eritrocitos, leucocitos,

celulas epiteliales vaginales, y microorganismos tales como bacterias, levaduras y
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algunas particulas virales (Pereira-Neves y Benchimol, 2007; Rendén-Maldonado y
cols., 1998). Otro proceso caracterizado durante la infecciébn por T. vaginalis es la
induccion de apoptosis (Kang y cols., 2006) mediante las cisteina proteinasas
CP2,CP3,CP4 y CPT (Kummery cols., 2008) por su capacidad de unirse a los
neutrofilos humanos y modular la actividad de Mcl-1 y caspasa-3, moléculas de control
en la muerte celular programada, ademas de inducir la expresién de IL-8 y citocinas con
propiedades quimiotacticas que inducen la inflamacion en el tejido vaginal (Ryu y cols.,
2004).

Papel regulador del Zn* en los mecanismos de virulencia

Cationes como el hierro y el zinc juegan un papel fundamental en la regulacion de los
factores de virulencia del parasito, como se ha demostrado en numerosos trabajos. El
hierro es un cation presente en el tracto genital femenino; se ha estudiado su papel
como mediador de la resistencia a lisis por complemento (Alderete y cols.,1995), regula
positivamente la sintesis de la adhesina AP23 (Lehker y cols.,1991, Alderete y cols.,
1995 y Moreno-Brito y cols., 2005) y negativamente la CP30 (Mendoza-Lépez y cols.,
2000), modulando asi la citoadherencia del parasito. Ademas, se ha comprobado que el
hierro regula negativamente la actividad de CP65 y CP39 (Alvarez-Sanchez y cols.,
2007 y Hernandez-Gutiérrez y cols., 2003), modulando la citotoxicidad del parasito.
Ademas, se sabe que tiene un papel crucial como regulador de la expresion génica y

metabolismo afectando las proteinas del hidrogenosoma (Beltran y cols. 2013)

El zinc es uno de los elementos mas importantes en el cuerpo humano; es componente
estructural de numerosas proteinas, hormonas, neuropéptidos, receptores hormonales
y componente catalitico de mas de 200 enzimas (Fabris y Mocchegiani, 1995). La
tricomonosis normalmente es designada como una enfermedad relacionada al género
que afecta principalmente a mujeres, debido a que en el hombre la infeccion es
autolimitante. El zinc funciona como agente tricomonicida en el microambiente
prostatico, donde se detectan concentraciones elevadas de este cation (4.5 a 7 mM), no

obstante en concentraciones menores a 1.6 mM permiten el establecimiento del
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parasito (Krieger y cols., 1982). En concentraciones 21.6 mM disminuye la adhesién y
citotoxicidad del T. vaginalis sobre monocapas de células DU 145, ya que el parasito es
capaz de inducir la degradacién de monocapas de células prostaticas DU 145 de una
forma contacto dependiente. La citotoxicidad del parasito hacia las células HelLa no es
afectada por la presencia de zinc, sin embargo, si muestra un efecto negativo en la
citotoxicidad hacia las células prostaticas DU 145 (Vazquez-Carrillo y cols., 2011). El

mecanismo de regulacion por zinc en el parasito alin se desconoce.

Proteinas de secrecion en el estudio de patégenos

Las vesiculas extracelulares secretadas tienen la capacidad de modular distintos
componentes involucrados en la patogénesis, formando parte de las estrategias
biologicas que los parasitos poseen para lograr establecerse en su hospedero, evadir la
respuesta inmune del mismo y mediar la comunicacién intracelular (Yafiez-Mé y cols.,
2015). El interés por analizar los productos de secrecion se ha extendido en el estudio
de diversos patogenos microbianos, entre ellos Helicobacter pylori (Bumann y cols.,
2002), Aspergillus flavus (Medina y cols., 2005) y Listeria spp. (Trost y cols., 2005), en
los cuales se ha reconocido la importancia que tienen las proteinas del secretoma en la
regulacion de la interaccion con el hospedero y como mediadores en los mecanismos
de patogenicidad. Por otra parte se han realizado estudios al respecto en protozoarios
como Trypanosoma cruzi (Bayer-Santos y cols., 2013), Leishmania spp. (Silverman vy
cols., 2010), Toxoplasma gondii (Pope y cols., 2013) y Giardia lamblia (Wampfler y cols.,
2014). En patégenos de transmision sexual, se han reportado estudios sobre las
proteinas de secrecion de Candida albicans (Gil-Bona y cols., 2014), tratandose de
proteinas citoplasmaticas con una posible relacién aun no descrita, y en Neisseria
gonorrhoeae (Nudel y cols., 2015). En éste ultimo caso, se comprobé la induccién del
inhibidor de la apoptosis-2 (clAP2) en células del epitelio cervical después de su
estimulacion con el parasito, proponiéndose que el efecto puede ser mediado por

exosomas.
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Proteinas de secrecion en Trichomonas vaginalis

T vaginalis utiliza multiples estrategias para poder establecerse y llevar a cabo la
infeccion, entre ellas la secreciéon de proteinas solubles al medio (Alderete y Garza,
1984). El primer efecto de T. vaginalis en cultivo celular se analizé poniendo en contacto
tricomonas vivas con células embrionarias de humano y de aves domésticas,
observandose su "retraccion”, fendmeno que también se encontré cuando las células se
pusieron en contacto con sobrenadantes filtrados del cultivo del protozoario. Estos
resultados iniciales sugirieron que T. vaginalis puede causar dafio a las células de su
hospedero a través de toxinas secretadas (Houge, 1943) y diversos trabajos posteriores
han mostrado que algunas cisteina proteinasas se secretan al medio, (Alderete y

cols.,1991), encontrandose en las secreciones de pacientes con tricomonosis activa.

Actualmente se ha comprobado que las proteinas secretadas por T. vaginalis inducen la
expresion de IL-8, ciclo-oxygenasa-2 (COX-2) y fibronectina-1(FN-1) al contacto con
células del epitelio vaginal (VECs) (Kucknoor y cols., 2005). La identificacion mediante
espectometria de masas de los sobrenadantes filtrados permiti6 conocer que entre las
proteinas involucradas se encuentran cisteina proteinasas, la adhesina AP65, proteinas
de choque térmico (HSPs), enzimas del metabolismo de carbohidratos, tioredoxin
reductasa y coroninas; estas proteinas permiten el establecimiento del parasito, la
adopcion de una forma ameboide durante la adhesion y estan involucradas en los

procesos de citotoxicidad (Kucknoor y cols., 2007).

En T vaginalis se ha reportado la produccion y secrecion de microvesiculas con
propiedades fisicas y bioquimicas similares a las de los exosomas de mamiferos. Estas
particulas de entre 50 y 100 nm de diametro poseen un contenido diverso que incluye
proteinas exosomales, proteinas especificas del patégeno y RNA, y estan involucradas
en los procesos de citoadherencia, comunicacion entre parasitos, colonizacion del tejido

y modulacioén de la respuesta inmune del hospedero (Twu y cols., 2013).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

Diferentes estudios morfolégicos, ensayos de citotoxicidad y analisis proteémicos se
han desarrollado a partir de cultivos de T. vaginalis crecidos en presencia y ausencia de
Zn*. Los resultados del comparativo de geles 2DE muestran la expresion diferencial de
27 proteinas, entre las que se incluyen fimbrinas, adenosilhomocisteinasa, asparraginil
endopeptidasa-like cistein-peptidasa y aminopeptidasa p-like metaloproteinasa
(Vazquez-Carrillo, y cols,. 2011). Hasta el momento se han caracterizado los procesos
de citoadherencia y citotoxicidad del parasito durante su interaccion con células DU 145
en presencia y ausencia de Zn?*, revelando un efecto negativo del cation en ambas
propiedades. Los analisis de expresion génica de T. vaginalis en las mismas
condiciones mostraron que la presencia del cation altera de forma variable la morfologia
del parasito, asi como su actividad citotoxica y de adhesién a través de un efecto
negativo en la expresion de los genes ap65, ap33, enolasa, tvcp39, mp50 y tvfim1 y un
efecto positivo en gapdh, confirmando que las multiples propiedades de virulencia del
parasito durante su interaccidon con células prostaticas son afectadas por la presencia
del Zn*(Villegas-Vazquez, 2015). Sin embargo, hasta el momento se carece de
estudios protedémicos detallados sobre las proteinas de secrecién en interaccion con

células masculinas y en presencia de factores moduladores como el Zn?".
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JUSTIFICACION
Las proteinas secretadas por distintos patégenos son importantes mediadores de los
eventos que ocurren durante la interaccion con su hospedero. T. vaginalis secreta
proteinas al medio y a su vez los mecanismos de patogenicidad del parasito durante la
infeccion del tracto urogenital masculino pueden estar regulados por componentes del

microambiente prostatico, como son las células prostaticas y factores como el Zn?".

Por lo tanto, identificar las proteinas secretadas por Trichomonas vaginalis durante su
interaccion con células prostaticas, en presencia y ausencia de Zn*, contribuira a
entender las bases moleculares de la patogénesis de la tricomonosis masculina durante

la interaccion hospedero-patogeno.

HIPOTESIS
Existe una expresion diferencial de proteinas de secrecion de 7. vaginalis durante su

interaccion con células prostaticas que a su vez es alterada por la presencia de Zn?'.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar las proteinas secretadas de T vaginalis durante su interaccion con células

prostaticas DU 145 en presencia y ausencia de Zn?".

Objetivos Particulares

1. Obtener el perfil de proteinas secretadas de T. vaginalis crecidas en presencia y

ausencia de Zn?".

2. Obtener el perfil de las proteinas secretadas durante la interaccion de T. vaginalis con

células prostaticas en presencia y ausencia de Zn?".

3. Ildentificar alguna proteina secretada diferencialmente durante la interaccién de T.

vaginalis con células prostaticas DU 145 en presencia y/o ausencia de Zn?".
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METODOLOGIA

Cultivos

Cultivo de Trichomonas vaginalis

El aislado HGMNO1 de Trichomonas vaginalis se cultivd en medio TYM (tripticaseina y
extracto de levadura con maltosa) adicionado con 10% de suero de caballo inactivado
por calor, durante 24 h a 37° para obtener parasitos en fase logaritmica de crecimiento.
Para la condicion con zinc el medio se complementd con 1.6 mM de cloruro de zinc

(ZnCl,), el cual fue agregado al medio 24 h antes de su utilizacion para acondicionarlo.

Cultivo de células DU 145

Las células DU 145 se cultivaron en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) adicionado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor y 10
ug de penicilina y estreptomicina en incubacion a 37° con 5% de CO.. Para los ensayos
de interaccion soélo se utilizaron aquellos cultivos en los que se formé una monocapa

con confluencia minima del 95%.

Obtencion de proteinas de secrecion de T. vaginalis

Se prepar6 PBS-Maltosa 15 mM y medio de interaccion DMEM-TYM (2:1, libre de suero
para que las proteinas presentes en éste no interfirieran en la deteccion de las
proteinas de secrecion). A los medios para la condicion con zinc se les adicioné 1.6 mM

de ZnCl, 24 h antes de su utilizacién para acondicionarlos.

La viabilidad de los parasitos de cada condicion se determiné por azul de tripano,
trabajando con aquellos que tuvieran al menos un 95% de viabilidad. Los parasitos se
centrifugaron a 1800 rpm, 5 minutos a 4°C y la pastilla se lavo con 5 ml de medio de
interaccion DMEM:TYM 2:1 sin suero o con PBS-Maltosa 15 mM, segun el caso. Se
colocaron 10.5 x 10° parasitos en 6 ml de PBS-Maltosa o medio DMEM:TYM en tubos
Falcon, dejandolos en incubacion a 37°C. Tras una y tres horas de incubacion los tubos
se centrifugaron a 900 g , por 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se recuperé y se filtré
por una membrana de 0.22 um, colectandolo en un tubos Eppendorf. Las pastillas de
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parasitos se almacenaron para obtener extractos totales, incluidos como control.

Las proteinas de secrecion y extractos totales se precipitaron anadiendo acido
tricloroacético (TCA) en una concentracion final del 10%, dejando actuar a 4°C durante
una hora para posteriormente centrifugar a 12,000 g, 5 minutos a 4°C y se dieron tres
lavados a la pastilla con acetona fria. Se agregaron 30 pl de buffer de carga a las

muestras de secrecién y 100 ul a los extractos totales.

Una vez estandarizadas las condiciones de obtencion de la muestra, en adelante las
proteinas de secrecion se obtuvieron utilizando medio de interaccion DMEM:TYM 2:1 y
el extracto se concentr6 con un centricon Amicon 3ANMWL, centrifugando a 5,000 g por
10 minutos para obtener un volumen final de 250 ul de muestra. Este volumen se dividié
en dos partes iguales, una se destin6 a precipitar las proteinas utilizando TCA y la otra

para los ensayos de actividad proteolitica.

Electroforesis en gel en una dimension

Las proteinas de secrecion obtenidas del medio de interaccion y controles se
resuspendieron en 100 yl amortiguador de Laemmli, se hirvieron durante 5 minutos y se
centrifugaron a 12,000 g por 5 minutos a 4°C y de esto se cargaron 10 pl en geles de
poliacrilamida al 10%. Para la electroforesis se aplicaron 100V por 1h 30 min y las
proteinas fueron visualizadas por tincidon con nitrato de plata (para condiciones iniciales

de proteinas no concentradas y ensayos con PBS-Maltosa) o Azul de Comassie R-250.

Obtencion de perfiles de actividad proteolitica

Para detectar la actividad de proteinasas en las proteinas filtradas de cultivo se
prepararon geles de poliacrilamida al 10% copolimerizados con gelatina al 9%. La
porcion de la muestra destinada al analisis se resuspendié en 125 ul de buffer de carga,
centrifugando a 12,000 g por 5 minutos a 4°C y de esto se cargaron 15 pl en el gel
copolimerizado. Los geles se corrieron a 100V por aproximadamente 1 h 30 min.

Transcurrido ese tiempo se trasladaron a un recipiente con 20 ml de Tritén x100 al



2.5%, dejando actuar en agitacion por 30 minutos. Se decanto el Triton y se afiadieron
25 ml de amortiguador de acetato de sodio pH 4.5 con 25 pl de B-mercaptoetanol,
dejandolos en incubacion a 4°C y 37°C, durante 1, 1.5, 3, 5 horas y toda la noche (Tabla
2) El amortiguador de acetatos se retird y los geles se tifiieron con Azul de Coomassie
R-250.

Para el analisis en doble dimensién se utilizaron tiras IPG de 7 cm con un rango de pH
3-10. Las tiras se rehidrataron mediante hidrataciéon activa por 12 h con 150ug de la
muestra y una mezcla de amortiguador de hidratacion (CHAPS 4%, Urea 7M, DTT-
70mM y azul de bromofenol al 1%) y anfolinas del pH correspondiente. El
isoelectroenfoque se realizé en tres pasos (1:250V-00:40, 2: 4000V-03:00 y 3: Hasta
alcanzar 10,000V) y a su término se equilibraron con dos amortiguadores, uno con DTT

y otro con iodoacetamida (IAA) por 15 minutos cada uno.

La segunda dimensién se corrid en un gel de acrilamida al 10% a 110V por 1 h. Las
proteinas se visualizaron por tincion con Azul de Coomassie G-250 y las imagenes de
los geles fueron analizadas mediante la plataforma PDQuest para localizar las proteinas

expresadas diferencialmente.

Ensayo de Interaccion

Para los ensayos de interaccion se utilizaron 4 x 107 parasitos crecidos en ausencia y/o
presencia de Zn** . Para los ensayos se utilizaron cajas de cultivo de 75 cm? 8 x 10°
células prostaticas DU 145 que fueron incubadas con parasitos, en una relacion 1:5,
durante 3 h a 37 ° con 40 ml en medio de interaccion DMEM-TYM 2:1 sin suero.
Transcurrido ese tiempo se recuperé el sobrenadante, mismo que se concentré con un
centricon Amicon 3NMWL, centrifugando a 5,000 g por 10 minutos para obtener un
volumen final de 250 pl de muestra. Este volumen se dividié en dos partes iguales, una
se destiné a precipitar las proteinas utilizando TCA y la otra para los ensayos de
actividad proteolitica, con el mismo protocolo descrito anteriormente para la secrecion

del cultivo sélo con parasitos.
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Identificacion de proteinas por espectrometria de masas
Después del analisis, aquellos spots que se visualizaron diferencialmente en los geles

de 2DE fueron cortados del gel para su analisis por espectrometria de masas.

Los spots fueron cortados manualmente, destefiidos con ACN:NH,HCO; 50mM (50:50
v/v). La digestion proteica se llevd a cabo durante 18 horas a 37°C con tripsina grado
masas (Promega V528A). Se extrajeron los péptidos obtenidos de la digestion
(ACN:H20O:acido férmico 50:45:5 v/v), se disminuyo el volumen de la muestra en un
concentrador (Eppendorf 5301) y se desalé la muestra utilizando columna C18
(ZipTipC18). La muestra se colocéd por sextuplicado en la placa utilizando como matriz
a-ciano, y se analizaron en un MALDI TOF/TOF 4800. Con los espectros MS/MS
obtenidos se realizo una busqueda Con el algoritmo de busqueda Paragon del software

ProteinPilot, con un porcentaje de confianza del 66%..
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RESULTADOS

Obtencion de proteinas de secrecion de T. vaginalis

La primera parte del trabajo incluyé el desarrollo de un protocolo para la obtencién de
las proteinas secretadas por el parasito, el cual se estandarizé para posteriormente
realizar el analisis protedmico. El perfil en 1DE de las proteinas secretadas por T.
vaginalis se obtuvo utilizando dos medios distintos para comprobar el rendimiento y
eficacia de los mismos. El primero de ellos, PBS-Maltosa 15 mM, en condiciones
normales nos permiti6 observar la presencia de 3 bandas a 1h de cultivo (Figura 1,
panel A, carril 3 ), mientras que en la condicién con Zn? es posible distinguir 4 en el
mismo tiempo de incubacion (Fig. 1, panel B, carril 3). La Fig. 1 muestra los perfiles de
proteinas decretadas a las Oh (Figura 1, panel A y B, carril 2) y extractos totales de

parasitos (Figura 1, panel Ay B, carril 1) usados como controles.
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Figura 1. Perfil total de proteinas de secrecion de T. vaginalis aislado HGMNO1 en
ausencia (-Zn*, panel A) y presencia de zinc (Zn*, panel B) en PBS-Maltosa
15mM. Los carriles enumerados corresponden a Extractos totales (1), perfil de
proteinas de secrecion a las 0 h (2) y perfiles de proteinas de secrecion a 1 h (3).
Se observa la presencia de 3 bandas (flechas azules y rosa) a 1h de secrecién en
condiciones normales y 4 bandas (flechas azules y verdes) en presencia del
cation. Geles SDS-PAGE 10 % tefiidos con plata mostrando los productos de
secrecion concentrados y precipitados con TCA 10%. Las flechas representan las
proteinas secretadas como se indica en resultados y se incluye Diagrama de Venn
(C) para distinguir las bandas comunes y diferenciales en cada condicion. kDa.
Marcador de peso molecular de amplio rango en kilodaltones.
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Se observd que un medio de secreciébn minimo, compuesto por PBS-Maltosa, no
favorecia la secrecién de productos del parasito, posiblemente debido a la falta de
nutrientes. Adicional a esto, se tomd en cuenta que para realizar los ensayos de
interaccion era necesario cultivar a los parasitos y a las células DU 145 en un medio
optimo para su supervivencia, por lo que se utilizo el medio DMEM:TYM 2:1,
previamente reportado en el trabajo (Tesis, Villegas-Vazquez, 2015). Para tener un
perfil completo de proteinas se utilizé para recuperar el medio un centricon con punto
de corte bajo (3 kDa).

Los siguientes ensayos se realizaron con medio de interaccion DMEM:TYM y se
obtuvieron también los perfiles de secrecién a las 3 horas de incubacién, permitiendo la
deteccion de un mayor nimero de bandas (Fig. 2A, carril 4). Las proteinas secretadas
en ausencia de zinc y presencia del mismo se compararon, las flechas verdes indican 5
bandas de proteinas presentes en ausencia del cation a las 0, 1 y 3 h de incubacién a
37 °C, se observan ademas 5 bandas (Fig. 2A, flechas rojas carriles 3y 4). Alas 3 h de
incubacion se observaron 3 bandas de proteinas secretadas solo a este tiempo (Fig.
2A, flechas azules, carril 4). Después del tiempo total de incubacion se encuentran 11
bandas en secreciones de T. vaginalis de los 20 a 150 kDa. La figura muestra los
perfiles de proteinas de extractos totales (ET) (carril 1). Las flechas negras indican
proteinas presentes en Zn* a las 0, 1 y 3 h de incubacién. A 0 h se encontré 1 banda
diferencial de ~100 kDa (Fig. 2B, flecha morada carril 6), y a las 3 h se observaron 4
bandas de proteinas secretadas diferencialmente (Fig. 2B, flechas naranjas carril 8) de
los 30 a 75 kDa. El extracto total (ET) muestra el perfil de proteinas del parasito (carril
S5). Los resultados de ambas condiciones mostraron que se secretan menos proteinas
en presencia de Zn** (7 bandas) mientras que en ausencia de Zn%se sugiere que
existe una mayor cantidad de proteinas secretadas (11 bandas) (Diagrama C). Los
datos anteriores muestran que el Zn* regula negativamente la secrecion de proteinas

de T vaginalis y que la secrecion de proteinas es dependiente del tiempo (Diagrama D).

Gill



Figura 2. Perfil total de proteinas de secrecion de T. vaginalis HGMNO1 en
ausencia (-Zn*, panel A) y presencia de zinc (Zn%, B) en medio DMEM:TYM 2:1.
SDS-PAGE 10 % teiidos con plata. Los carriles enumerados corresponden a
Extractos totales (1 y 5), perfil de proteinas de secrecion a las 0 h (2 y 6), perfiles
de proteinas de secrecién a1 h (3y 7) y perfiles de proteinas de secreciéon a 3 h (4
y 8). Las flechas representan las proteinas secretadas como se indica en
resultados. Diagramas de Venn para distinguir el nimero de bandas comunes y
diferenciales en cada condicién (C) y de acuerdo al tiempo (D). kDa Marcador de
peso molecular de amplio rango en kilodaltones.
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Perfil de actividad proteolitica de las proteinas de secrecion de T. vaginalis

Para determinar el tiempo y temperatura de activacion de las proteinasas se realizaron
pruebas a 1h, 1.5 h, 3h, 5h y 16h en incubacién con amortiguador de acetatos a 4°C y
37°C. En los geles incubados a 4°C la actividad se perdio a partir de las 5h, mientras
que en los que fueron incubados a 37°C se detecto actividad proteolitica en todos los
tiempos de incubacién, con un éptimo de actividad después de una hora de incubacion
en amortiguador de acetatos pH 4.5, por lo tanto, en lo subsecuente los geles de

proteinasas se activaron a 37 °C durante una hora.

No se observé actividad proteolitica en secreciones de 0 h en ausencia de zinc (Fig. 3A
carril 2). Las flechas verdes indican actividad proteolitica a 1 y 3 h de incubacion a 37
°C donde se encontraron 5 bandas de actividad proteolitica en el rango de 30 a 100
kDa (Fig. 3B, carriles 3 y 4). Las flechas azules, negras y morada indican bandas de
actividad proteolitica en zinc presentes a las 0, 1 y 3 h de incubacion a 372C (Fig. 3B,
carriles 6, 7 y 8). Se observé la presencia de 3 bandas de actividad proteolitica de 30 a
65 kDa a las, 0, 1y 3 h de incubacién (Fig. 3B, flechas azules, carriles 7 y 8). En negro
se sefiala la actividad tanto en 1 h y 3h, mientras que en el carril 8 se sefala la
presencia de una banda de alrededor de 37 kDa exclusiva de la condicion con zinc a las
tres horas de cultivo. Los resultados de ambas condiciones mostraron que la actividad
proteolitica es favorecida en presencia del catién, sin embargo existe una menor
secrecion de proteinas totales en presencia de Zn?*, con respecto a la condicién control,
lo que sugiere que otro tipo de proteinas son secretadas al medio. Nuestros resultados
muestran que las proteinasas son ahora moduladas positivamente por Zn* y esta
actividad incrementa respecto al tiempo de cultivo de los parasitos. Por lo anterior, se
sugiere que el Zn* regula positivamente la actividad proteolitica de algunas proteinasas

presentes en las secreciones de T. vaginalis.
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Figura 3. Perfil de actividad proteolitica de proteinas de secrecion de T. vaginalis
aislado HGMNO1 en ausencia (-Zn*, panel A) y presencia de zinc (Zn%, B) en
medio DMEM:TYM 2:1. Zimograma SDS-PAGE 10 % copolimerizado con gelatina
9%, tefiidos con azul de Coomassie. Las flechas representan las proteinas
secretadas como se indica en resultados. Diagramas de Venn (C) para distinguir
el nimero de bandas comunes y diferenciales en cada condicién de acuerdo al

tiempo (D). Marcador de peso molecular de amplio rango en kilodaltones (kDa).
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Obtencidn de proteinas de secrecion de T. vaginalis en interaccién con células DU

145 en presencia y ausencia de Zn?

Las proteinas de secrecion concentradas y precipitadas con TCA se visualizaron con
mayor intensidad en la condiciéon con zinc, tanto para aquellas secretadas Unicamente
por los parasitos como para aquellas secretadas en la interaccién con células

prostaticas.



Figura 4. Perfil total de proteinas de secrecion de T. vaginalis aislado HGMNO01

en interaccién con células DU 145 en ausencia (-Zn%, panel A) y presencia de zinc
(Zn*, B) en medio DMEM:TYM 2:1. SDS-PAGE 10 % teiiidos con CBB mostrando
los productos de secrecion concentrados y precipitados con TCA 10%. Las
flechas representan las proteinas secretadas como se indica en resultados.
Diagramas de Venn (C) para distinguir el nimero de bandas comunes y
diferenciales en cada condiciéon y de acuerdo al tiempo (D). Marcador de peso
molecular de amplio rango en kilodaltones (kDa).
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BIBLIOTECA UACM

Obtencidon del perfil proteolitico de secrecion de T. vaginalis en interaccién con

células DU 145 en presencia y ausencia de Zn*

La actividad proteolitica entre las condiciones en ausencia (Fig. 5A) y presencia (Fig.
5B) de zinc se analizé comparativamente, mostrando que la presencia del catién en
medio de cultivo y el contacto con células DU 145 permite modular selectivamente la
actividad proteolitica de proteinasas en secreciones en T. vaginalis HGMNO1. Las
flechas rojas sefialan 2 bandas de actividad proteolitica en el rango de los 75 a 100 kDa
en ausencia del cation a 1 h 'y a 3 h (Fig. 5A carriles 3 y 4). En presencia del Zn? se
observan las mismas dos bandas de actividad (75-100 kDa) ademas de otra banda de
30 kDa (Fig. 5B, flechas negras, carriles 6 y 7) y otra banda de 50 kDa (Fig. 5B, flecha
morada, linea 7). La interaccion entre T. vaginalis y células DU 145 mostré un perfil de
actividad proteolitica diferente al ilustrado en el analisis de actividad proteolitica del
parasito, con mayor actividad en las regiones de 65, 37 y 30 kDa (Fig. 5B carril 7),
ademas se observa la aparicion de una banda de actividad proteolitica en la regién de
50 kDa (flecha morada), que sugiere la activacion de la TYMP50, otra proteinas de tipo

metalo, identificada en T. vaginalis.

Las proteinas secretadas en las dos condiciones aumentan con respecto al tiempo, lo
cual es similar a lo observado en las proteinasas secretadas en presencia de Zn?'vy
durante la interacciéon con células prostaticas DU 145. Por lo anterior, podemos sugerir
que la presencia de este cation modula positivamente la citotoxicidad a células del

huésped mediada por proteinasas.
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Figura 5. Perfil de actividad proteolitica de proteinas de secrecion de T. vaginalis
aislado HGMNO1 en interaccion con células DU 145 en ausencia (-Zn%, panel A) y
presencia de zinc (Zn**, B) en medio DMEM:TYM 2:1. Zimograma SDS-PAGE 10 %
copolimerizado con gelatina 9%, tefiidos con CBB mostrando los productos de
secrecion concentrados. Las flechas representan las proteinas secretadas como
se indica en resultados. Diagramas de Venn (C) para distinguir el nimero de
bandas comunes y diferenciales en cada condicién y de acuerdo al tiempo (D).
kDa. Marcador de peso molecular de amplio rango en kilodaltones (kDa).

41



kDa

250-
150-

100-

75-

Oh

42



Obtencion del perfil en 2DE de la secrecion de T. vaginalis en presencia y

ausencia de Zn%

En los perfiles de 2DE en condiciones normales (Figura 4, panel A) se resolvieron un
total de 23 spots, mientras que en presencia del cation (Figura 4, panel B) se distinguen
un total de 11 spots, ubicados principalmente en la regién entre 100 y 20 kDa. Al hacer
el analisis se identificaron 14 spots diferenciales en la condicion normal y 2 spots
diferenciales en la condicion con zinc, refiriéndonos a presencia/ ausencia de los
mismos. Esta disminucién general en la cantidad de spots definidos apoya la
sugerencia de que el zinc modula negativamente la secrecion de proteinas de T.

vaginalis en 3 h de cultivo en presencia del cation.
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Figura 6. Perfil de proteinas secretadas de T. vaginalis aislado HGMNO1 en
ausencia (-Zn*, panel A) y presencia de zinc (Zn?* panel B). Electroforesis en dos
dimensiones SDS-PAGE 10 % de productos de secrecion concentrados y
precipitados con TCA. Geles tefiidos con azul de Coomassie. Marcador de amplio

rango en kilodaltones (kDa).
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Obtencién del perfil en 2DE de la secrecion de T. vaginalis en interaccion con

células DU 145 en presencia y ausencia de Zn*

En los perfiles de 2DE en condiciones normales (Figura 4, panel A) se resolvieron un
total de 94 spots, mientras que en presencia del catioén (Figura 4, panel B) se distinguen
un total de 85 spots, ubicados principalmente en la region entre 100 y 20 kDa. Al hacer
el analisis se identificaron 12 spots diferenciales en la condicion normal y 4 spots
diferenciales en la condicion con zinc, refiriéndonos a presencia/ausencia de los
mismos. Esta disminucion general en la cantidad de spots definidos apoya la
sugerencia de que el zinc modula negativamente la secrecion de proteinas de T.
vaginalis en 3 h de cultivo en presencia del cation y en interacciéon con las células DU
145.

Después de obtener los pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las proteinas
diferenciales, se eligi6 como candidato para su identificacién por MS un spot con un

peso aproximado de 37.1 kDa y un punto isoeléctrico aproximado de 5.2.

La identificacién por espectrometria de masas mostré un péptido con la secuencia
KILIDEEEK. El resultado fue analizado con Protein Pilot, utilizando la base de datos de
la pagina UniProt (http://www.uniprot.org) con un porcentaje de confianza del 66%. El
analisis sugiere relacién con una proteina no caracterizada de T. vaginalis (2.0%)
Refseq provisional XP_001303127.1, con identificador en TrichDB TVAG_312850,
cuyos dominios muestran numerosas hélices superenrolladas y homologia con
proteinas de tipo tricohialinas, responsables por la aglomeracion de filamentos en el

tejido tequmentario de mamiferos.
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Figura 7. Perfil de proteinas secretadas de T. vaginalis aislado HGMNO1 en
ausencia (-Zn* panel A) y presencia de zinc (Zn* panel B) incubadas con células
prostaticas DU 145. En el recuadro se sefiala la region de interés, conteniendo la
proteina candidata para MS. Electroforesis en dos dimensiones SDS-PAGE 10 %
con gelatina a de productos de secrecion concentrados precipitados con TCA.
Geles tefiidos con azul de Coomassie. Marcador de amplio rango en kilodaltones
(kDa).
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Figura 8. Gel maestro con pesos moleculares aproximados y punto isoeléctrico
de los principales spots diferenciales del perfil de proteinas secretadas de T.
vaginalis HGMNO1 incubadas con células prostaticas DU 145 en ausencia del

cation. Pesos en kilodaltones (kDa)
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DISCUSION
La infeccion por T. vaginalis en pacientes masculinos se caracteriza por ser
predominantemente asintomatica, esto asociado a la presencia de altas
concentraciones (>1.6 mM) de Zn*. En este estudio se observo que la secrecion de
proteinas del parasito se ve afectada negativamente en presencia del catién, ya sea en
cultivo solo o en cocultivo con células prostaticas. Se sabe que algunos mecanismos
proinflamatorios promovidos por T. vaginalis son contacto dependientes (Kucknoor y
cols., 2007), permitiendo sugerir que en condiciones adversas, como la presencia del
Zn*" en el medio de cultivo, al parasito ve afectada su capacidad para entrar en contacto

con las células en interaccién y promover la secrecion de sus factores de virulencia.

Por otra parte, se observé actividad proteolitica en presencia de Zn?* en las regiones de
30, 39 y 50 kDa que podrian corresponder a las cisteina proteinasas TvCP39, TvCP65
previamente reportadas y a la metaloproteinasa TvMP50 (Quintas-Granados y cols.,
2013), las cuales participan en la citotoxicidad del parasito hacia las células huésped
(Kusdian y Gould, 2014) como factores de virulencia. Esto correlaciona también con los
datos obtenidos previamente (Villegas-Vazquez, 2015), donde el analisis de expresion
de transcritos del aislado HGMNO1 mostré una regulacién positiva en mp50 y tvcp39
en presencia del cation en donde se detecta una mayor actividad proteolitica de las
proteinas de secrecion en presencia de Zn?, pero éstas no incrementan el efecto
citotoxico sobre las células, en concordancia con reportes previos donde se sugiere que
el cation afecta negativamente la citotoxicidad del parasito hacia las células prostaticas.
Estudios recientes han demostrado que en células Hela las moléculas de Zn?
citoplasmatico libre son reguladas por una red de transportadores y proteinas
quelantes, destacando el papel de los lisosomas. Estos organelos absorben el Zn? del
citoplasma, promoviendo un efecto citoprotector a la exposicién extracelular del cation
mediante la acidificacion y exocitosis lisosémica (Kukic y cols., 2014), por lo cual es
posible sugerir que la presencia de una mayor actividad proteolitica en la secrecion del
parasito es efecto colateral de la salida de lisosomas como respuesta a la presencia de

altas concentraciones del catiéon en el medio, razén por la cual la presencia del cation
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no afecta directamente la viabilidad de T vaginalis, como se habia reportado

previamente (Vazquez-Carrillo y cols., 2010).

Los analisis en doble dimension permitieron establecer al menos una proteina
candidata proveniente de la secrecion recuperada de la interaccion del parasito con las
células prostaticas, cuya identificacién por espectometria de masas indica su probable
intervencion en el remodelamiento del citoesqueleto del parasito en condiciones
optimas para la invasion de la monocapa celular, es decir, en ausencia de zinc. A pesar
de que en células DU 145 y células HelLa no se observa una transformacién
morfologica completa durante la interaccion con el parasito, como ocurre con las células
VECs, los reportes indican que a partir de los 90 minutos de contacto con células DU
145 en ausencia del cation es posible distinguir la formacion de pseuddépodos en el
parasito, mientras que en presencia del catién éste adopta una forma redondeada o de
“pseudoquiste”, cambios en los que podrian estar involucradas numerosas proteinas
estructurales. Proteinas como la a-tubulina y la a-actinina son constitutivas del parasito
y estan involucradas en el rearreglamiento del citoesqueleto, asociadas a una
redistribucion de la o-actinina, normalmente distribuida en el citosol, a una

relocalizacion en la periferia (Fiori y cols., 1999).

En conjunto, nuestros datos proponen que el mecanismo de secrecion de moléculas
involucradas en la citotoxicidad es afectado tanto por la presencia del zinc como por el

contacto con las células prostaticas.



CONCLUSIONES

La presencia del Zn*en el medio de cultivo de T. vaginalis HGMNO1 afecta
negativamente la secrecion de proteinas, tanto en interaccion del parasito con
las células prostaticas como en cultivo.

La presencia de Zn* en medio de cultivo y el contacto con células DU 145
modula selectivamente la actividad proteolitica de proteinasas en secreciones en
T vaginalis HGMNO1.

El contacto de T. vaginalis HGMNO1 con células DU 145 promueve la secrecion
de una proteina hipotética en el parasito, Tv_312850, con posible funcion durante
el remodelamiento del citoesqueleto durante la interaccién con células

prostaticas.

PERSPECTIVAS

Caracterizar el perfil de las proteinasas de secrecion utilizando inhibidores

especificos y/o refinar su analisis mediante 2DE.

Caracterizar la interaccion de T. vaginalis con un cultivo primario de células

epiteliales masculinas y/o prostaticas en presencia y ausencia de Zn?".

Determinar los cambios a nivel génico y proteémico que se dan ante la variacion

de un medio con Zn#* a uno sin el cation y viceversa.

Determinar los cambios a nivel génico y proteémico que se dan ante la variacion

de un medio con Fe?*" a uno con Zn*'y viceversa.
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