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rmwudmmmm‘bhm
una de las infecciones de transmisidn sexual No viral mas comGn en el mundo.
Este parasto codfica diferentes tipos de proteasas, en su mayoria de tipo dsteina
(CPs), como las ya reportadas: TvCP4, TvCP12, TVCP30, TVCP39, TVLEGU-1
entre olras y cuya expresion esth regulada diferenciaiments por concentraciones
de hiero, zinc, poliaminas, glucosa, etc. Algunas de estas CPs paricipan en
mecanismos ce palogeniidad de 7. vaginals como achesidn, citoloxicidad,
hemdisis, apoptosis, etc. Previamente, la TvCP2 se caracterizd parclaimente por
Lorenzo-Benfto en su trabajo de maestria. Esta CPDs codificada por un gen de
945 pb que se traduce como proteasa precursora de 34.5 kDa y se procesa a una
proleasa madura y activa de 27 kDa. El objetivo de este ¥abajo fue caracterzar
funcionaimente a la TVCP2 en la patogenia de T. vaginalis, Los resultados que se
obtuvieron muestran ol efecto negativo del hierro y ka glucosa en los niveles de la
TvCP2, la cual se localiza en ka superficie del pardsito, dispersa en el citoplasma,
en vesiculas y lisosomas; es inmunogénica y se encuentra en las secreciones de
pacientes con tricomonosis. Los ensayos funcionales muestran la participacion de
la TVCP2 en la citotoxicidad del pardsho a monocapas de chiulas Hela.
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Gestract

Trchomonas vaginalis is the causative agent of trichomonosis, the most
common, non-viral, sexually transmimed infection workiwide. This paraste encodes
different types of protease, the most common is the cysteine type, such as the
reported TVCP4, TVCP12, TVCP30, TVCP39, TWEGU-1, among others., Their
axpression s dfferentially regulated By environmental factors such as Iron, zinc,
polyamines, glucose, etc. Some of the CPs participate in T. vaginalis as virulence
tactors in cyloadherence, cylctoxcity, haemolysis, apoptosis. elc. Previcusly,
TVvCP2 was partially characterized by Lorenzo-Benito in his MSc thesis work.
TvCP2 is encoded by a 945 bp gene as a precursor protease of 34.5 kDa, that
matures 10 a 27 kDa active protease when processing. The goal of this work was 10
characterize the TVCP?2 at the functional level in the pathogenesis of T. vaginaiis.
The results obtained in this work show the negative effect of iron and glucose in
the TVCP2 expression, TVCP2 localizes on the membrane, in cytoplasm, free and
in vesicles and in lysosomes. It is an Immunogenic protein that & is also found in
vaginal secretions of patients with trichomonosis. The functional assays show the
participation of TVCP2 in the trichomonal cylotoadcity 1o Mela cel monokayers.
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Q. wrRoouccION

Tnchomonas vaginals es el protozoario flagelado responsable de la
ricomonosis, la infeccidn de transmision sexual, no viral, més coman en &l mundo.
Cada afo se estima que ocurren ~276 millones de Casos NLEVOs de INcomonoss
globaimente y entre 7-8 millones en los Estados Unidos (Nazarl y col, 2015, WHO
repont 2012) La prevalencia de ia infeccidn varia en los difersntes paises. La tasa
de infeccion depende de los cuidades de salud, del estado socicecondmico, del
status cultural y de la promiscuidad del individuo (Mezarjaridi y col., 2015). En
México, se reporia a la Wicomonosis wogenital en el 12° lugar entre las “20
principaies causas de enfermedades transmisibles”, pero ocupa el 3° lugar entre
las de ransmision sexual, con 59 232 casos notificados (Secretaria de Salud y la
Direccién General de Epidembblogia, 2015). Es importanie resaltar que esta
enfermedad no es de reporte obligatorio al sistema epidemiciogico, por o que
5108 dalos s encuentran subestimados, aunado a que >80% de s pacenies
son asintomaticos (Lord y col., 2016).

1.1. Tricomonosis

En mujeres, la infeccitn por Trichomonas vaginals presenta sinlomatologia
ciclica, variable y frecuentemente empecra duranie la menstruacion; es causa de
vaginitis que 8 manifiesta por ardoe, mal okor y descarga vaginal abundante y
espumosa (Lama y col, 2009); mientras que en el hombre casi slempre os
asniomdtica, por o que s s considera como portadores y ransmisores
potenciales de la infeccdn (Brum-Vieird y col, 2015). La tricomonosis es un
problema de salud plblica, ya que incrementa la susceptibiidad y la transmisidn
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de la infeccion por of VIH (Kissinger y col., 2015), También se le asoca con partos
prematuros, nacimienio de infantes con bajo peso, neumonia y problemas de
infertiidad. Ademds, se le considera como factor de riesgo para clncer cérvico-
ulering y prostatico (Nazari y col., 2015; Brum-Vieird y col, 2015; Sulcie y col.,
2006), asi como tambin se incrementa la suscepltibiidad a la indeccdn y
transmisidon del VIH (Arroyo y col., 2015).

1.2. Tricomonosis en México

En el boletin epidemioldgico de la Secretaria de Salud en México,
correspondiente a la semana 52 (27 de diciembre, 2015 al 02 de enero, 2016) se
inciuye a las enfermedades de transmision sexual mas imporanies en México y la
ticomonosis urogenital se ubicd en la 3° causa, con 59 232 casos NUevos
notificados, en comparacion con los 52 562 casos rnuevos del afo 2014, cabe
destacaBue ol grupo etario més afectado es of de 25-44 afos. Los estados con
mayor tasa de incidencia fueron Veracruz, Puebla, Estado de México y Chiapas. EJ
indice de nuevos casos ha disminuido comparativamente con el aho 2002, donde
@ registraron poco mas de 200 000 nuevos casos, INdcando una disminuckin

aparente con el paso de los afos (Fig. 1).
1.3. Caractevisticas de Trichomonas vaginaiis

T. vaginalis es un prolozoano parasito que posee 5 Nagelos, uno de los
cuales se adosa a la membrana ondulante que le proporciona resistencia
estructural y participa en la motilidad del parisito. Entre sus compartimentos
citoplasmicos posee hidrogenosomas en lugar de mitocondrias. Esos son los
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encargados de producy @ fermentacion de carbohidratos para la generacion de
energia del pardsito (Santos-Dibguez, 2014). T. vaginals s&io tiene el estadio de
trofozoito (no Senen formas quisticas), aunque en condiciones destavorables
puede interiorizar sus Ragelos y

Casos nuevos de tricomonosis
en el periodo 2000-2015

No. de casos (x1000)
o 88 8 8 &

SRR R S e e e s e s

Figura 1.- Incidencia de tricomonosis en México. Extadsica repontada desde ol a0
2000 hasta ol 2015 (Modificado delBoletin Epidemioldgico del Sistema Nacional de

Viglancia Egidemicidgica de 1 Secretaria de Salud).

adoplar una forma pseudoquistica (Santos-Dibguez, 2014) y en contacto con &f
epitolio vaginal, puede adquire una forma amebokie (Arroyo y col, 1593). T.
vaginalls tiene un ciclo de vida simpie en comparacién con otros pratozoarncs. Solo
tene un hospedero definiivo, no hay hospederos inlermedianos ni veciores gque
participen en su transmision, 18 cusl so realiza de perscna & persony, por medio

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48167058/print?locale=es Pagina 42 de 311



Rivera Rivas Luis Alberto.pdf 30/07/20 13:47

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48167058/print?locale=es Péagina 43 de 311



Rivera Rivas Luis Alberto.pdf 30/07/20 13:47

dol contacto sexual, contacto con Muidos vaginales ¢ semen, Su replicacion es por
fisién binaria longudinal (Fig. 2).

1.4. Cisteina proteinasas de Trichomonas vaginalls

Las protnnasas 00 enzimas que hidrolzan entaces peplidicos en peoteinas
y péplicos. Las proleinasas se encuentran amplamente distribuidas en la
naturaleza en organismos muy varados, desde virus hasta mamileros (Sajd y
col., 2002). Las proteinasas, con base en su mecanismo catalitico y la naturaleza
del residuo involucrado en la hidrolisis, se dasfican en: Gsteina, serina, treoning,
88partico, QUtAmico y metalo- peptidssas (Rawings y col., 2014).

Las cisteina protenasas (CPs) se subdwviden en famiias de acuerdo a la
smiitlud de secuencia y especificidad a sustralos pequefios con secuencias
Myn«mmm.mmmm%\co.cecaa.
CM, CN, CO, CP y CQ, ademas de un clan no asignado.
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Figura 2- Cicio de vida de Trichomonas vaginalls. En ef esquema so representa of
ciclo de vida del pardsio, ¢l estadio de wolozoilo y a reproduccidon por fisidn binara
ongitadinal (Tomado de M iwww cde govidpdtrichomoniasis/)

Las CPs se producen en forma de zimdgenos; kas del clan CA (lambién llamadas
de tipo papaina), presentan un péptido sefial, una region que forma el pro-péptido
y la regidn de la enzima madua (Fig. 3). La enama esta inactiva en la forma
precursora y necesita de un procesamiento que separe la regidn pre-pro parma
dejar la enzima madura y activa. Esto ocurre una vez que la enzima se encuentra
on el sitio en donde debe de realizar su funcidn (Arroyo y col., 2015).

C ham ©. A

Py ws warsanr

Nigrosal proprtide Progpregt nde Marture wsssyanie

Frocessang

-
-

1

Asthvwvw wsseyinse

N, CAaMOnt
""1‘"1“"“""
e g 0 e
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Figura 3.- Procesamiento de las cisfeing profeinasas del clan CA. En oste osgquema
se muestra of procesamiento necesario par la activacdn de las CPs del dan CA o CPs

Ol Do papaing (Tomado de Arroyo, 2015),
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El genoma de 7. vaginals posee miliples genes que codfican para
proteinasas (~440), la mayoria son CPs (~220) y 48 son de tipo papaina (Carlton y
col., 2007) Qa expresion y Ia actividad peotecliica de algunas CPs se modula
dilerencialmente por hierro, zinc, glucosa y pokaminas (Figuerca-Anguio y col.,
2012). La actvidad proteciitica se delecta por zmografia en una y doble
dimensién, en forma de 11 bandas y 23 punios entre 23 y 110 kDa, con p/ entre
4.5 y 7.0 (Cardenas-Guerra y col., 2013; Rambn-Luing y col., 2010) (Fig. 4). La
expresidn de algunos de eslos genes es modulada dferencalmente por el hierro
disponible en el medio. Estas CPs lienan un papel crucal en ka virulencia del
parasio, participan en cilcadherenca (Arroyo y Alderete, 1989; Mendoza-Lopez y
col., 2000; Renddn-Gandarila y col, 2013), citotoxicidad (Arroyo y col, 1995;
Aivarez-Sdnchez y col., 2000; Ramén-Luing y col, 2011), hembiisis (Fiori y col,,
1906; Cérdenas-Guerra y col., 2013), resistencia al complemento (Alderete y col.,
1865) e induccitn de apoplosis en células humanas (Sommer y col., 2008).

1.5. Mecanismos de patogenicidad
1.5.1, Citoadherencia

La adhevenca del parasilo a kas células del tracto urogenital es un requisilo
indispensable para ol establecimiento y mantenimiento de la infeccién cronica en
el humano. La ctoadherencia es un proceso complejo y multifactorial que
imvolucra adhesinas (AP120, 9Pes, APS1, AP33 y AP23) (Arroyo v col, 1992
Moreno-Brito y col, 2005; Meza-Cervarez y col., 2011),
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Figura 4.- Degradoma activo de T. vaginalis. Tomado de RamdnLuing y col, 2010,

glucoconjugacos de matriz extraceddar (Crouch y Alderste, 1999), of LPG
(Bastda-Corcuera y col., 2008), proteinas del citoesqueleto (principalmente
microtibulos y microfilamentos) y se requiere de la actividad de CPs (Arroyo y
Aiderete, 1989) como ta TVLEGU-1 (Rendén-Gandarila y col., 2013). Ademds, el
ambiente vaginal contiena hierro como un regulador que Nuctia durante el ciclo
menstrual. (Figueroa-Anguio y col,, 2012),

Es meresante &l hecho de que 4 de las 5 adhesinas anles mencionadas
(AP120, APE5, APS1 y AP33) tienen homologla en con enzimas metabdlicas y la

mayoria se regulan positivamente por hierro a nived transcripcional y traduccional
(Arroyo y col., 1992; Moreno-8rito y col, 2005; Meza-Cervantez y col., 2011), lo
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cual probablemente @ proporcione al parasho un mecanismo de evasidn de la
respuesta inmune del hospedero. Las adhesinas asociadas a la superficie de 7.
vaginalls participan en la imeracadn con la céiula blanco, produciendo un cambio
dramatico en la morologia de tricomonas de owoide a ameboide, la cual se
acompafa por un aumenio en la sinlesis de adhesinas al contacto del parasito con
la chiula blanco (Arroyo y col., 1993),

1.5.2. Citotoxicidad

La citotoxicidad es otro mecanismo de patogenicidad de 7. vaginalis que
puede ser dependiente o independiente de comacto. Cuando es dependiente de
contacto involucra una compieja cascada e evenios que resullan en cilOlisis,
fagocitosis y destruccion de las monocapas celulares (Figueroa-Angulo y col,,
2012). Mientras que la citotaxicidad independiente de contacto involucra factores
sacretados al medio por parie del par&sito, entre los que se destacan las CPs con
afinidad por la superficie de las células cervicales y del epitelo vaginal, tales como
TVCP12, TVCP39 y TVCPES (Arroyo y col., 1995; Alvarez-Sanchez y col., 2000;
Ramon-Luing y col., 2011; Figuerca-Angulo y col., 2012).

1.5.3. Apoptosis

Algunas de las CPs de T. vaginalis contribuyen a la patogénesis cuando
son secretadas hacia la mucosa vaginal. Dichas CPs participan en &l rompimienio

de las uniones iMercelulares seguido de la destruccion celular de Ias MonNOCapas

de células epitelales vaginales (VEC) in witro, ocasionando apoptosis (Sommer y
col., 2008). Kummer y col. en 2008 demostraron la presencia de 4 cisteina
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proteinasas (TVCP2, TVCP3, TVCP4 y TVCPT) en los producios de secreciin,
referidas como CP30, reguladas negativamente por hierro y capaces de inducir
apoplosis en cultivos primarios de células epileliales vaginales humanas (Sommer
y col., 2005). La destruccidon de las células hospederas correlaciona directamente
con la actividad enzimatica de la CP30 que se secreta. Sin embargo, ain se
desconoce o papel exacto que juegan kas CPs imolucradas en la induccidn de

apoplosis durante la infeccion (Kummer y col,, 2008).
1.5.4, Homdlisis

La hemodlisis es un mecanismo de palogenicidad que le permite a T.
vaginalls obtener nutrientes tales como lipidos y hierro provenientes de los
eritrociios. El nivel de la actividad beta-hemolitica en aislados frescos de T.
vaginalis se correlaciona con la sintomatologia clinica (Figueroa-Angulo y col.,
2012). Este mecanismo de patogenicidad es dependiente de comtacto (Dailey y
col., 1990; Fiori y col, 1993), requiere calcio y pH $6.5 a 37°C.

Las moléculas de 7. vaginalis que se involucran en la hemdisis son
proteinas formadoras de poros y la fosfolipasa-A (Fior y col., 1999; Lubick y col.,
2004), ademas de algunas CPs a través de un mecanismo dependiente de
contacto, como la TvCP4 (Cardenas-Guerra y col,, 2013),

1.5.5. Evasion de la respuesta inmune

Durante la infeccitn vaginal cronica causada por 7. vaginalis, el par&sito se
encuenira con cambios cicicos en &l microambiente vaginal, por lo que ha
desarrolado estralegas para dedenderse y evadir la respuesta inmune del
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hospedero, a través de varios mecansmos ben definidos que se citan a
continuackdn:

1.- Degradacidn de inmunogiobulinas: Esto o logra a raves de una CP de
60 kDa que puede jugar un papel dual en la supervivencia del parasito al degradar
inmunoglobulinas, ademas de proveerie nutrientes al pardsilo por medio de la
degradacidn de hemoglobina (Lehiker y col., 2000). También se ha reportado a la
TVCP39 involucrada en la degradacion de moléculas de IgA, IgG e igM
(Hemandez-Gutiérrez y col., 2004),

2.- Degradaciin del complemento: En ausencia de aniicuernpos especilicos,
el complemanto s la via mas eficaz para la eiminacidn del parasito, No obstante,
7. vaginals ha desarollado resistencia al complemento mediada por una CP
regulada posvamente por hierro que degrada al componente C3b (Lehiker y col.,
2000); sin embargo, aln no se ha identificado a la CP responsable.

3.- Mimetismo molecular: En T. vaginals el mimetismo molecular ocurre por
el recubeimiento de la membrana del parsito con moléculas que tienen homaologia
con proleinas del hospedero; como algunas adhesinas (APE5, APS1, AP33), que
muestran homologia 8 enzimas metabdlicas como ka enzima malica y la suocinil-
CoA sintetasa subunidades a y B, respectvamente. También, 7. vaginals se
puede recubrir con proteinas del hospedero como la albimina para evitar ser
reconocidas como un agente extrafio por of sisterma inmune (Figueroa-Angulo y
col., 2012).
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1.6. Trichomonas vaginals y hierro

T. vaginalis tiene un ako requerimiento de hiero exdbgend en forma ferosa
(250-300 pM), y es esencial para su supervivencia, metabolsmo y muliplicacion
en cultivo (Lehker y col., 1962). €1 hierro también o5 un regulador de algunos de
los factores de virulencia por mecansmos conocidos y algunos obtros
desconoados. El hierro ko obtiene de diversas fuentes, tales como la lactolerring,
hemoglobina o ferritina; eritroctos y células epiteliales son otras fuentes
importanies de hierro para tricomonas (Arroyo y col,, 2015),

Por la gran necesidad de hierro del pardsino, este elemento juega un papel
muy importante en la fisiclogla y morfologia de 7. vaginalls; ya que of mecanismo
de patogencidad que se actve depende de las condicones de hero, la forma de
regulacidn de las proteinasas y su expresidn diferencial. Esto se puede aprecar
por medo de cambios en ks pavones de proteinas dependierte de las
concenraciones de hiemro en las Iricomonas (Armoyo y col, 2015), con o
consiguiente cambio en las proplecades de vindencia, que S8 encueniran
reguladas por hierro. Las propiedades de virulencia reguladas por la presencia de
hierro son la de ciloadherencia, hemdlisis, resistencia al complemento y
transtormacitn moroldgica. mientras que, en bajo hierro, ef parsilo es capaz de
inducir cloloxicdad y apoplosis a las células hospederas, vanacion fenclipica y
adquisicidn de herro de las células hospederas (Figueroa-Anguio y col, 2015).
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1.7. Trichomonas vaginals y glucosa

La principal fuente de energia para 7. vaginalis proviene del metabolismo
fermentativo de carbohicratos en CoNACioNas aerobias y anaerobias, La restriccion
de glucosa @5 un ostrés metabolico que, en otros proistas, INduce la presdn de
mecanismos de supervivencia y consiguienie patogenicidad (Fang y col., 2004;
Huang y col., 2014). T. vaginalis se culliva en un medio que contiene alos niveles
de glucosa (~25 mM) (Diamond y col., 1995) que es alrededor de 10 Veces mayor
a la concentracidn que existe en sangre, K cual no comesponde a las
concentraciones de glucosa a las que se puede enfrentar el pardsiio en of
ambiente natural de la vagina, por 10 que, iInduciendo una restriccion de glucosa,
s activarin kas estralegias del pardsito para oblener glucosa, lo cual conlleva a la
Induccion de cRoloXIGAAd y aulolagia para asequrar su supeervivencia (Huang y
col,, 2014),

1.8. Antecedentes de la TvCP2

En 1694, Malinson y col., ampificaron secuencias de cDNA que codifican
CPs de T. vaginalis, mediante & uso de Iniciadores Qenerales Para regiones muy
conservadas de las CPs de tipo papaina de eucariontes. Por este método se
ampificaron fragmentos de los genes que codifican para TVCP1, TVCP2, TVCP3 y
TvCP4, de los cuales solo de los de TvCP1 y TvCP2 se obtuvieron secuencias
completas. La comparacién de las secuencas de aminodcidos predichas, mostrd
que la TVCP2 presenta una identidad de 60% y 65% con la TVCP1 y la TvCP4,
respectivamente. También s& encontrd que la TvCP1, TVCP2 y TVCP3 son
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codificadas por genes unicopia, mientras que @ TvCP4 es mulicopia (Malinson y
col., 1994; Solano-Gorzdlez y col., 2007).

La caracterizacidn funcional de la TVCP2 ain no se ha realizado. Sin
embargo, Lorenzo-Benito, en su proyecto de maestria (2011), dond y expresd of
gen que codifica a la TVCP2 (~045 pb) del aislado CNCD 147 (Figs. § y 6), purificd
a la proteina recombinante TVCP2r y peodujo un anticuenpo policional o-TvCP2r
que en ensayos de Western Biol, detecta una banda de 27 kDa (Fg. 7). Ademas,
por ensayos de Inmuncfiuorescencia indirecta, se locakzo a la TvCP2 en la
superfice dol parasito y en vesicuias ctoplasmicas (probablemente lisosomas) y
so colocalzd a la TVCP2 y la TVCP4 on la superficio del parisito (Fig. 8),
sugifiendo que probablamente inlécaccionen entre ellas, formando & complejo de
65 kDa cetectado por espectrometria de masas (Ramon-Luing y col, 2010), lo
antenor apunta a la posdia asociacion entre déerentes CPs que son activas
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Figura 5.« Ampificacion del gen Ivep2 para clonacion. Tomado de Lorenzo-Bento,
2011, Tesis de Maestria

1 08 g TE WY D ol PR S

Figura 6.« Expresion y purificacién de a proteina TvCP2r. Tomado do Lotenzo-Benito,
2011, Tesis do Maestria
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Figura 7.- Reconocimiento de la TvCP2 por WB. A) Portl de proleinas de exiractos
WS, ressiontes a proleasas y TVOP2y, Gel tefido con Azul de Coomapsse. B) WB con

suero prenmune. C) WB con el anticuenpo o-TvCP2.
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Figura 8.- Localizacion de la TvCP2Z en T. vaginalis. A) Localzacion de la TvCP2 en
parhisitos permeabil zados. B) Colocakzaciin entre TvCPY y TVCP2

enzimaticamente formando complejos de alto peso molecular y que parsicipan en
citotoxicidad (Arroyo y col., 2015).

El codgo de identificacion del gen que codifica a ka proteina TVCP2 es
TVAG_057000, y corresponde a una CP tipo papaina, perteneciente al clan CA,
famiia C1, sublamiia de las catepsinas L. Por medio de analisis de MALDI-TOF-
MS, Huang y col,, 2014, identificaron proteinas de T. vaginals que e encuentran
sobreexpresadas durante la achesion del pardsito a fibronectna; entre estas
proteinas se encuentra la correspondiente a TVAG_087000, en ka cual se predice
una masa molecular tedrica de 35.2 kDa (proteina precursora) y pf de 8.4.

A pesar de la informacién encontrada en las bases de dalos, no presenta
mis dalos relevantes respecto a ka TvCP2 ni al gen TVAG_057000, més que los
obtenidos por Lorenzo-Benito, 2011 en su lesis de maestria y 10 ya mencionado.
&m.wnumwmmmﬁm«
patogenicidad de T. vaginalls, la modulaciin de la expresion de la TVCP2 por
hierro y glucosa, asi como su presencia durante ka infecddn, o cual ser el punto
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2. JUSTIFICACION

La cisteina proteinasa TVCP2 se relaciona con la patogenia de T. vaginals
hacia las céllas hospederas, junio con oras CPs que se encuantran en los
productos de secrecion, por 1o que es importante demostrar su pamticipacion en la
patogenia de T. vaginais. Tampoco se ha descrito s el hierro y la glucosa afectan
su expresion a nivel de RNA y de proteina, su localizacion, su expresion durante la
infeccidn y su posible asociacion con otras proleinas del parisito.
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3. HIPOTESIS

La casteina proleinasa TvCP2 modulada por hierro y glucosa participa en la
patogensa de Tnchomonas vaginals, 56 encueniya en |las secraciones vaginales de
pacientes con infeccidn activa, 6s Inmunocgénica y @ puede asociar con otras
proteinas del parasho,
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4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar funcionalmente a ka cisteina proteinasa TvCP2 en la palogenia
causada por Tachomonas vaginals.

4.1. Objetivos particulares

1) Determinar la expresion y localizacidn de la TvCP2 en distintas concentraciones
de hierro y gucosa.

2) Determinar la presenca de la TvCP2 durante la infeccidn:

a) Determinar la presencia de anticuerpos anti-TvCP2 en sueros de
pacientes con ricomonosis.

b) Detectar a la TVCP2 en las secreciones vagnales de pacientes con
ricomonosis.
3fDetorminar la partcipacién de la TVCP2 en la patogenia de 7, vaginalls.

4) Analizar in sico las posibles interacciones de la TvCP2 con olras peoteasas,
inhibidores endégencs y otras proteinas de T, vaginais.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Determinar |a expresion de la TvCP2 en distintas condiciones de hierro y
glucosa,

Cultivo de 7. vopingiis en bajo,

noraal ¥ Mo o ala

normal y it gucos

Lxtracoon de ANA

y unteus Se CONA

- »w
Extraccdn Extracodn

O¢ prolenas de

tetaien roleasas

Expresion de TvOP2 a
rrvel de ANA
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Localizacién de la proteinasa TvCP2 en diferentes condiciones de hierro y

glucosa.

Cultive e dferentie
CONBOONES O Maerro y
Peloss

Permesbiizadom y

o permra sl pado
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Participacién de la TvCP2 en la citotoxicidad y'o apoptosis de T. vaginals
hacla monocapas de células Mela
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Presencia de la TvCP2 durante la infeccidn en lavados vaginales de
pacientes con tricomonosis.

Lavados vaginales
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Andlisis in siico de las posibles Interacciones de la TvCP2 con otras
proteasas u otras proteinas de Trichomonas vaginalis.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Cwitivo de pardsitos en distintas condiciones de hierro y glucosas

Los aslados CNCD 147 y CNCD 188 de Trnchomonas vaginals se
MonMWmmmu%mnmma
levadura-maltosa) suplementado con 10% de suero bovino de adulio (SBA) y con
un indoulo inical de 10 x 10* pardsitos por 24 h a 37°C

Para culivar 08 pardsitos en distnlas condicones de gucosa, pardsilos
crecidos en medio TYM, se inocularon al medio TYG (Triptona-Extracto de
levadura-Glucosa) en condicién normal de glucosa (25 mM) suplementado con
10% de SBA duranie 3 dias consecutivos. Previo a los experimenios, los pardisitos
se vansfrieron a las condicones de <1 mM (medio sin glucosa) con 20 x 10°
parashos, 25 mM (medio normal) con 10 x 10° parasitos y 50 mM de glucosa (alta
ghucosa) con 8 x 10° parasitos y se incubaron por 24 ha 37°C.

Para ol cultivo (30 mi) en distintas condiciones de hiero, se partd de un
indculo inicial de parastos (10 x 107), crecidos en medio TYM suplementado con
10% de SBA (condicion normal de hierro, 20 yM). Para la condicidn de bajo hierro
(0 M), al medio TYM se le afadieron 150 pM de 2.2°-dipindio y se dejd quelando
1oda la noche; al dia siguiente se agregd 10% de SBA, se inocularon los pardsilos
(35 « 107) y se incubaron duranie 24 h a 37°C. Para la condicidn de alto hierro, a
medio TYM se le afadieron 250 uM de sulfato leroso amoniacal, se incubd toda la
noche y al dia siguiente se le afladid 10% de SBA y los parisitos (8 x 107).
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6.2. Extraccién de DNA gendmico

A partir de parésitos (20 x 10%) de ks aislados CNCD 188 y CNCD 147
crecidos en medio TYM-SBA, lavados 3 veces con PBS pH 7, se exajo DNA
gendmico. Los pardsitos se resuspencderon en 2 mi de PBS y se colocaron en dos
tubos Eppendord, para centrifugar a 14 000 x g durante 1 min,Be decants &
sobrenadante y se resuspendid el botdn de células en el iquido remanente. A los
parisitos se le afladié 300 A4 de amortiguador de extraccion (SDS 0.2%, NaCl 100
QM. EDTA 10 mM y Tris-HC! 10 mM. pH B.0) y 300 ! de fenol, se agitd en virex
3 veces durante 30 «% se centrifugh a 14 000 x g por 3 min. La fase superior 50
ranstind a otro Wubo Eppendor con 300 4 de fencl y 300 i1 de clorolormo, se agitd
y Se centrifugd a 14 000 = g por 3 min, nuevamenie la fase superior se transfind a
otro tubo Eppendort con 500 A de clorofomo, e agitd y se centrifugd de la misma
manera. La fase superor se procipt conl mi de etanol abscluto y 40 pi de
acetato de sodio 3 M, se incubd a -20°C durante 2 h, se centrifugd a 14 000 x g
durante 20 min'% 4°C. se elimind el sobrenadante y el botén de Acidos nudeicos
&8 lavd con 1 mi de elanol al 70% frio, se dejd secar y se resuspendid con 50 pl de
agua inyectable, se le afadid 0.5 ul de RNAsa y se incubd a 37°C durante 30 min
y @l DNA se cuantfict por densidad Optica a 260 nm y se almacend a 4°C hasta su

uso.
6.3. Extraccion de RNA total

Para extraer of ANA fotal de paristos (20 x 107) crecidos en déerentes
mam.m%wmﬂmmewatsmm.
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Mi“«uﬁdyo.zml&m“mwmwm.QO
incubd por 3 min & 25°C (TA), s centrifugd a 8 000 x g por 20 min a 4°C, se
recolectd la fase acuosa Qe ranstirio a un wbo Eppendor de 1.5 mi ruevo y se
preciptd &l RNA, adicionando 0.5 mi de akohol sopropilico (2-propancl), se
incubd 15 min a TA y e centrifugd a 8 000 x g 25 min a 4 *C. E sobrenadante se
desechd con mucho cuidado, 1a pastila se LaveRon 1 mi de etanol al 75% en agua
DEPC, 50 contrifugd a 8 000 x B por 10 min a 4°C, ol sobrenadante 50 desechd
con mucho cuidado y of tubo se dejd destapado por 10 min a TA que se evaporara
ol etanol. La pastila de RNA se resuspendid en 30 i de HO DEPC y la muestra
86 cuantificd por densidad Optica a 260 nm, se hicieron alicuotas de 10 pg y se
ma-mmu-wm%manmmw«

agarosa al 1% en amorSguador TBE 1x/DEPC.
6.4. Tratamiento con DNAsa |

A 10 pg de RNA cblenido en cada condicion de hierro o glucosa y se trald
con DNAsa | (New England Biolabs), agregando 4 4 del amortiguador de reaccidon
10x, 1 w1 de DNAsa | (2000 Wmi) y se compietd el volumen a 40 ui con agua
estéri; se incubd a 37°C durante 10 min, se afadid 1 pl de EDTA 0.5 mM y se
compietd o volumen a 100 pi con agua inyectable. Postericrments, la enzima se
inactivé & 75°C por 10 min, el RNARe precipits con 250 14 de etanol absokao y 10
pl de acetato de sodio 3M en agua DEPC a -70°C toda la noche.
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6.5. Retrotranscripcién

La pastilla de 10 g de RNA 1otal tratado con DNasa de parasnos crecidos
on concenraciones altas, normales y bajas de gucosa 0 hieno, 5e resuspancid en
un volumen de 14 pi de agua lbre de RNAsas (se separaron 3 p pama ulizarics
como control) se adiciond 1 pl de Primer Oligo dT (Imvitrogen) y las reacciones se
incubaron a 65°C cdurante 5 min, 56 agregd 4 pl de amoriguador de reaction 5«, 2
pl de mezcia de ANTPs 10 mM, 1 il de la erzima inhibidora de RNAsas “Ribolock™
(200 UjA) y 1 4 de la retrotranscriplasa Revert Ald M-MOLV RT (200 Ul) y &
volumen se completd a 20 jA La reaccidn se mezclkd, se dio un “spin” y 5o Incubd
durante 1 h a 42°C. Enseguda, la enzima se inactivd a 70°C durante 10 min, se
colood en hielo y el cONA obtenido se cuantificd en Nanodrop a 260 nm.

6.6. Amplificacién por PCR del gen tvep2

Se colocd a una reaccidn de amplificacion en un tubo Eppendor nuevo para
PCR, se o agregd 500 ng de cONA de parastos crecdos en las déerentes
condiciones de hierro o ghucosa, .2 pi de la enzima Tag polimerasa, 5 i de
amortiguador para PCR 10x, 5 ;4 de MgClz 50 mM, 1 pi de desoximbonuciedtidos
rifostatados (ANTP's) 0.2 mM y 1 14 de cada uno de los oligos (directo y reverso)
para v Qen vep2. e Oligo drecto fue 5-
GCCGGTACCATGTTTGCTTTCTTGCTTTCTGGCGCT-3'; ol oligo reverso fue 5°-
GGCGAATTCTTAGAGAGCCTTTGGAAGGATAGTTCAG-3'. La reaccidn se llevd
a un volumen final de 50 pl. Como control positivo se prepard una reaccdn de 50
pl que se le afadid 500 ng de DNAg. Como controles negativos s& prepard una
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reaccion de 50 pl, con ANA tratado con DNAsa | como moide y otra reaccidn sin
DNA. Las condicicnes de PCR gque se utiizaron para amplificar el gen tep2
fueron 5 °C por 2 min y 20 ciclos de 95 *C por 1 min, 85 °C por 35 s, 72 *C por
1:20 min y 1 ciddo de 72 "C por 7 min. La reaccidn de PCR se amacend a -20°C
hasta su andlisis, Como control de carga se ampifictd el gen B-tubulina. Los
mmamwmebna%mmwawdi%mm
de etidio (0.5 pg/ul) en amortiguador TBE 1x a 80 V durante 45 min.

6.7. Extraccion de proteinas flotales por precipitacion con dcido
tricloroacético (TCA) al 10%

Esta 14cnica nos permitid extraer las peoteinas tolales del par&sto para
realzar melodologias subsecuentes, como @l commiento  elactrodorético,
transierencia de proteinas, WB, elc,

A pardsitos (20 = 107 en fase logaritmica de crecimiento en déerentes
condiciones de cultivo se les hiceron 3 lavados con PBS pH 7 frio v se
resuspendieron en 900 ui de PBS pH 7 frio al cual se le afadieron 100 j4 de TCA
al 100%, se mezcid bienQy 98 incubs por 18 h a 4 *C. Posteriormente, ka muestra
0 contrifugd a 13 000 x g por 5 min a 4 °C, la pastila se lavd 5 veces con PBS y
@ contrifugd a 13 000 x g por 5 min a 4 *C, Las paredes del Wubo 50 secaron con
un hisopo eséril despuds de los lavados. La pastila s& resuspendid en 400 A de
amortiguador de muestra 1x, la muestra se hirvid por 5 min y se centrifugd a 13
000 x g por 5 min y se cargd en geles de poliacrilamida, dependiendo de la
concentracion requenda en cada ensayo. Las proteinas se analizaron por SDS-
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PAGEm%am.mMuMmmaWO
se transfineron a membrana de NC de 0.45 uym (BIO-RAD) para los ensayos de
WB.

6.8. Extraccion de proteinas resistentes a proteasas

Por medio de esta 1ecnica 58 obluvieron extractos de proteinas resstentes
a proteasas de 7. vaginalls para realizar la deteccion por WB de las proteasas de
imerés, como la TvCP2,

Parasitos (20 x 10%) arecidos en diferentes condiciones de cultivo, se les
hickeron 3 lavados con PBS pH 7 frio y se resuspendieron on 450 pi de PBS pH 8,
al cual se le adicond 50 pl de DOC al 10% y se incubd por 20 min a 4 *°C.
Posteriormente se le afadid 450 pl de PBS pH 8 y se mezdd bien. Después se
afadieron 100 w1 de sacarosa con rojo fenol al fondo del bo (colchdn de
sacarosa) y se centrifugaron a 13 000 x g por 30 min. El scbrenadante se analizb
por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida estandar © copolimerzada con gelatina
al0.2%

6.9. Western blot

Esta thonica permitio la idensificacion de proteinas la banda de la proteinasa
TvCP2 por WB en una dmension, 1o cual nos permitid seguir el componamientio
de esta proteina en respuesta a dferentes condiciones de hiero y de glucosa en
el medio,
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En una charola se colocd amoniguador de transferencia donde se prepard
el “séndwich” en of siguiente orden: lado oscuro de la unidad de transferencia,
esporja, papel firo Whatman No 3, gel de polacriamida que se transfind
(colocando marcadores a la derecha), membrana de nitrocelulosa (NC) de 0.45
pm, papel filro Whatman No. 3, esponja y lado wansparente de la unidad.
Enseguida, se colocd ol lado negro de la unidad de transferencia de tal manera
que coincida con la cara negra de la cdmara de fransierencia, &a cual se colocd en
& unidad de transierencia y en bafio de helo. La transferencia se realizd con

agitacion suave en frio a 40 V por 20 min y posterdormente 1Th a 100 V.

Posteriormente por tincidn de las membranas con Rojo de Ponceau al
100%, s verifich la transferencia se caplurd la imagen en el folodocumentador, se
destifieron con PBS pH 7 y las membranas s& bloguearon con leche al 10% en
PBS-T 0.1% toda la noche en agitacion constante a 4°C,

Las membranas blogueadas se lavaron 5« con PBS-Tween 20 al 0.1%
(PBS-T) durante 10 min por lavado a TA. Las membranas de NC sa incubaron 18
h con ol anticuerpo primario ciuido en PBS-T al 0.05%. Las diluciones de los

anticuerpos prmancs dependen del tpo de rewelado, por color 0 por
Quimicluminiscancia. Para el anticuenpo a-TvCP2 88 usd una dilucidn 1:3000. Las

membranas s& lavaron 5« con PBS-T y se les adiciond &l anticuerpo sacundarnio
(cabra a-conejo) acoplado a HRP diluido 13000 en PBS-T al 0.05% con leche al
2.5% a 37 "C por 1 h. Las membranas se lavaron 3x con PBS-T en agitacion a TA

durante 10 min y 2« con PBS pH 7. La reaccidn se reveld por color 0 por
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quimiciuminiscencia. En el revelado por color, las membranas se sumergieron 30
min a TA en la solucén de revelado que contiene 7.5 mg de 4-doro-nafiol (BIO-
RAD), 2.5 ml de metanol frio, 12.5 mi de TBS y 7.5 pl de H:O; al 30%. Para o
revelado por quimioluminiscencia se utilzd el kit de revelado SuperSignal (West
Po Substrate de ThemoScientific) mezclando jusio antes de utilzar las
soluciones A y B en relacion 1:1 el revelador 5@ colocd en la membrana de NC y
se reveld en el fotodocumentador utiizando el software ChemiDoc-XRS de Bio-

Rad para la captura de las imégenes.
6.10. Cultivo de células Hela

A placas de 96 pozos se agregaron ~ 3.5 x 10* células'pozo (100 plpozo) y
seThcubaron durants 20 h a 37 °C en una atmbsfera de COy al 5% para oblener
monocapas confiuentes de células Hela (~ 5 x 10° células/pozo). Las monocapas
confluentes se lavaron 3« con PBS pH 7 frio para eliminar las céiulas no adheridas
y S8 utilizaron para los ensayos de cilotoxicidad como se describe a conminuacion.

6.11. Ensayo de citotoxicidad

Estos ensayos permitieron conocer si la TvCP2 es parte del proceso de
citoloxicidad hacia céiulas Hela inducida por T. vaginalks mediante la inhibicidn de
a funcién con el anticuerpo policional «-TvCP2r,

Para 10s ensayos de cilotoxicidad ~2 x 10° par&sitospozo, 56 depositaron
sobre monocapas confluentes de células Hela (~5 x 10 células/pozo), cbleniendo
una relacidn 4:1 (pardsitoMela). La interaccidn se realzd en medo D-MEM-TYM
0 TY en una relacidn 2:1, sin suero bovino. Adicionalmente, el medio DMEM-TYM
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o suplamentd con 150 M de 2-2°-dpirdio, 0 se eimind la glucosa del medio
DMEM-TY, segin correspondiera. La interaccién parisito-Hela se incubd durante
1 h a 37 °C, en almbslera de CO; &l 5%. Al finalizar el lempo de incubacidn, se
retrd ol medio de los pazos y las monocapas 5@ lavaron 3« con PBS pH 7 frio,
para eliminar los parasilos. Posteriormente, las monocapas de Hela se fijaron con
formaidehido al 2% en PBS pH 7, durante 10 min a TA, se lavaron 2« con PBS
pH7 y se theron con 50 yl de cristal violeta, durante 10 min a TA, Finaimente, los
pozoeBe lavaron 3« con PBS para eliminar el exceso de colorants y ka integridad
de las monocapas se analzd por microscopla éptica y la imagen se capturd. Pama
determinar of % de choloxicidad, el coloramte cristal vicleta refenido por las
monocapas fue eluido con S50 1l de SDS al 1% en elanol al 50% y la absorbancia a
570 nm se cuantiicd en el leclor de ELISA Multiskan. Los valres de las
absorbancias se graficaron utlizando el software GraphPad Prism 6, EI % de
ditoloxicidad se calkuld comparando la absorbancia comespondiente a las
monocapas de Hela que ineraccionaron con T. vaginals, contra la absorbancia
de céiulas Hela sin tratamiento la cual se 1omd como o 100% de monocapa.

6.12. Ensayo de inmunofivorescencia indirecta

Para determinar ol electoBel hierro y de 1a glucosa en ka localizackn de la
TvCP2 en este ensayo se crecieron 4 x 10* pardsitos en distintas condiciones de
hierro y glucosa, adhendos a cubreobietos por 18 h a 37 “C. Enseguida, se
lavaron con PBS pH 7 filtrado tibio y se fijaron con paraformaldehido al 2% en
PBS, tiblo, durante 30 min a TA. Después se lavaron 5« con PBS y 5« con PBS-
abimina al 1%. Los pardsitos se permeabiizaron con Tritdn X-100 al 0.2% por 10
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min, otra pane de los parasiios nO 5@ PerMeadbiizaron y 500 s@ Incubaron con
PBS por 10 min, luego los pardsitos en ambas condicones se bloguearon con
ghcina 05 M cdurante 1 h a TA y se lavaron 5« con PBS-glicna 05 M. Las
muesiras 8@ incubaron por 2 h con 20 wi del anticuerpo primarnio a-TvCP2 diluido
1:100 en PBS. El antcuerpo secundano cabra a-conejo conugado a FITC se
diluyd en PBS (1:100), se agregd a las laminilas (20 pl) y se incubd durante 2 h a
TA. Los parasitos no permeabiizados se incubaron con DIL 1:2 000 (en agua
mikQ Ntrada) para tefir 1os lipidos de la membrana plasmatica durante 30 min,
mientras que los permeablizados se Incubaron solo con PES. A las laminilas se
les agregd 7 pl de la resina Vectashield « DAPI para tedfir los nddeos (Vector
Laboratories), s& monlaron en portacbjelos y s observaron por microscopia de
epifiucrescencia (Nikon) y confocal (Zeiss).

6.13. Ensayo de colocalizaciéon con “Lysotracker”™

Para determinar la localzacién subcelular de la TVCP2, los parasitos se
crecieron en las condiciones de bajo y allo, hierro o glucosa sobre cubrecbjelos
estériies en placas de 6 pozos, en los cuales se coloch el “Lysotracker Red-DND
99" a una concentracidn final de 1 yM en medio TYM o TYG suplementado con
SBA &l 10% (2 ml), con los parashos vivos, 56 incubd 12 h a 37°C. A pantir de aqui
1000 ol procedimiento se reallzd proteglendo a kas laminlilas de la uz. El medo se
retird y los parfsnos adheridos a las lamindlas se enjuagaron con solucon de
Hank balanceada en sales 1x tibia. Se fijaron con 1 mi de paralormaldebido al 2%
(preparado en PBS pH 7) Sitrado a temperatura ambiente, se lavaron S« con
solucon de Hank 1x y se permeabilizaron con Tritdn X-100 al 0.2% en solucion de
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Hank 1x, las laminilas se lavaron S« con solucidn de Hank y se incubaron con 1
mi de suero fetal bovino &l 1% en solucidn de Hank 1x, para posterdormenie
bloquear las laminilkas con glicina 0.5 M en PBS. Las laminilas se lavaron 5« con
gicina 0.5 M en PBS y se Incubaron con 20 4 de anticuerpo ant-TvCP2 dilukio
1:100 &n solucion de Hank 1x durante 2 h, s lavaron Sx con solucon de Hank 1x
y 58 incubaron con 20 A de anticuerpo secundarno cabra a-conejo conjugado a
FITC diuido 1:100 en solucidn de Hank 1x, Las laminilias se lavaron S«< con
solGON de Hank 1x y $6 Montaron en portacdjelos IMpios y Cesengrasacos con
7 pl de Vectashield + DAPY, se sellaron las laminilas con bamiz encapsulador
ransparente y se analizaron por microscopia confocal (Zeiss).

6.14. Ensayos de secrecién in vitro

Es%0s5 onsayos permitieron saber sl la TvCP2 se encuentra en los productos
de secrecion activa de T. vaginalis.

A pardsitos (25 x 10%) crecidos en diferentes condiciones de culivo e le
afladieron 25 mi de PBS-Maltosa 0.5% y se incubaron a 37°C durante 50 min y se
recuperd el sobrenadante, para analizar los productos de secrecidn. Estos se
fitraron por membrana de 022 pm y ol fillrado se precipitd con TCA al 10%
durante 18 h, se centrifugd a 4 000 x g duranie 15 min y a la pastila se le digron 5
lavados con acetona fria. Después, la pastilla que quedd en las paredes del tubo
uwmmmamﬁmh.uMQMyu
centrifugd a 13 000 » g durante § min; el sobrenadante se anakzd por SDS-PAGE
y WB en geles de polacrilamida al 12%.
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6.15, Inmunomarcaje para Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Para realizar inmunomarcaje con oro, cultivos de T. vaginaks crecidos en
congiciones de alta glucosa (50 mM de glucosa) y restriccion de glucosa (< 1 mM
do ghucosa), s fijaron conParatormaicehido al 4% y con ghtarakiehido al 0.5%
en PBS durante 1 ha TA y despwés 1oda la noche a 4°C, se lavd 2« con PBS para
eliminar el exceso de fiador y una vez con elanol &l 25% para eliminar las sales,
S8QUIdo de un proceso de deshidralacion con elanol al 70%, 90% y 100% por 30
min cada uno. Posteriormente, se reaiz la preinciusion con una relacionS:1 de
etanol al 100% y resina LAR-White (SPI SUPPLIES) durante 1 h en movimienio,
bogoeonu\amﬂ de etanol al 100% y resina LR-White durante 1.5 h, se
dejd en resina pura toda la noche a TA y en movimiento, se hicieron tres cambios
de resina pura para dejar en polmernizacion duramte 3 dias con luz ultravioleta a
TA. Se blogued 1 h con SFB al 10%, se reakzd o marcaje incubando con el
anticuerpo primario o-TvCP2 diucitn 1:40 toda la noche a 4°C, se lavd con
amortiguador salino de fosfatos pH 7 pama lavar ¢l exceso del anticuerpo primario
@ incubar con el anScuerpo secundario anti-conejo acoplado a particulas de oro de
30 nm durarte 1 h a TA en camara himeda, se kavd con amoniguador de fosfalos

y agua firada para quitar las posibles sales residuales, Por Gitimo, se realizd el
contraste con acetato de uraniio durante 15 min y citralo de sodio durante 1 min,
avando ¢l exceso con agua Sitrada.
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7-RESULTADOS
7.1. Efecto de la glucosa sobre la expresion de TvCP2

Para evaluar el efecio de la glucosa sobre la expresion del gen hop2 se
reakzaron ensayos de RT-PCR semicuantitativa a partir de RNA 1otal de parasilos
del alslado CNCD 188 de T, vaginails crecidos en dferentes concentraciones de
glucosa (S1 mM, 25 y 50 mM) en ol cultivo, referidas posteriormente como
condiciones de baja, normal y alta glucosa, respectivamente, se sintetizd cONA de
cada condicidn de glucosa, que se utilizd como mokde para ampificar el gen Mep2
y @l gen B-fub como control de carga. El DNA gendmico del aislado CNCD 188 se
utiizd como moide para el control posive de ampificacikin y como controles
negativos, s utilzaron RNA tratado con DNAsa 1, para cormoborar que ia reaccion
que observamos efectvamente sea por el cDNA y no por trazas de DNA
gendmico, asi como una reaccdn sin DNA. En la figura 9 se observa un amplicdn
de 945 pb en las tres condiciones de glucosa probadas que NO Mmuestra cambios
en la expresidn del gen hap? debido & estimulo de glucosa, comparado con of
ampiicon de B-tubuiina, de 112 pb, control,

Una vez que cbsarvamos que la glucosa no tiene efecto sobre la axpresion
del gen hop2, revisamos sl habla algin efecto de la glucosa al nivel de cantidad
de proteina TvCP2. Por lo que, se realzaron ensayos de WB, utiizando extractos
de proteinas lotales de pardsilos del aislado CNCD 188 crecidos en las tres

condiciones de ghucosa y of anticuerpo policional a-TvCP2r,
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Figura 9.- Efecto de la glucosa sobre la expresion del gen fvop2. En gel de agarosa o
1% 80 separd of amplicdn cblenido para o o M@ on s tres condicionss de glucosa
(panel superor) y of amplicon del gen de la B-lubulina como confrol de carga (panel
inferior). Como control positive de ampificacén se usd DNA gendmico como moide, como
controles negatives de la RT-PCR se usd como moide & RNA tratado con DNAsSA | 0 una
reacckin sin DNA.
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En la figura 10 se muestra o resulado del ensayo de WE con el anticuenpo
a-TvCP2 que reconocid de una banda de 27 kDa, en mayor cantidad en la
condicidn de baja glucosa que en normal y alta glucosa gue por of tamafo podria
coresponder 8 la proteasa madura. Con el control de carga (a-TVvENO), se
detectd una banda de 48 kDa de ka TVENO que no muestra cambios en la
cantidad de proleina en las tres condiciones de glucosa, mientras que con e
control de respuesta posiiva a glucosa (a-EhMHK), se cbservd una banda de 43
Da de la TVHK cuya cantidad se incrementd al aumentar la concentracidn de
ghucosa en ol cultvo, Como era de esperarse, ol SUSD preinmung NO MOstrd
reaccién (Fig. 10). Del mismo modo se realizd el ensayo de WB utiizando
GxXIracios resistentes a proleasas oblenidos de pardsilos crecidos en las tres
condiciones de gucosa y diferentes anticuerpos peimarios. En la figura 11 se
muestra ol resuado oblenido con s extracios resistentes a proteasas, en ol gue

0 puede observar ¢l perfl de proteinas del extracto resistente a proteasas (panel
A).
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Figura 10.- Efecto de la glucosa sobre la cantidad de TvCP2, en extractos totales de
proteinas. A) Porfil do proteinas 100I0s 00 PArksios Craciios on s res condicionss de
glucosa, utitzando un exiracio total de proteinas precipitado con TCA al 10%. B8) WB con
o antcuerpo a-TvCP2, que muestra una mayor cantidad de proteing en la condicidn de
bae guccsa. C) Andliss denstométrico de la cantidad de proteing TvCP2 en s
dferentes condiciones de gucosa. D) Control de suero proinmune que no muestra
reacciin. E) Control de carga, wiilzando of anticuerpo a-TvEno, que no responde a las
condiciones de glucosa. F) Control de respuesta positva a glucosa, con of antiouerpo o«
EhMK, que muestra mayor cantidad de proteina TvHK en la condicion de alta glucosa.
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de parasiios crecidos on las diferentes condicones de glucosa. Los resultados de
los ensayos de WB con el anticuerpo a-TvCP2 mostraron una mayor cantidad de
proteina en la condicion de baja glucosa en &l peso esperado de 27 kDa, respecio
a las condiciones de normal y alta glucosa (paned B), similar a lo cbsarvado con &
anticuerpo a-TVLEGU-1 wtiizado como el control de respuesta a glucosa, que
tamdién respondid negativaments a la gucosa, ya Que se observd una mayor
cantidad de proteina en el peso esperado de 30 kDa, en la condicidn de baja
ghucosa, comparando con normal y alta glucosa (panel C). El suero preinmune
utiizado como control negativo, no mostrd reaccidn (panel D). Para los exiracios
resisientes a proteasas no se Sene un control de carga para ks ensayos de WB
debico a que las proteinas que son clasicamente usadas como Control de canga
son susceptibles a degradacidn por proteasas. Estos ensayos fueron realzados
por triphcado, con resultados similares que muestran diferencias significativas (P <
0.05). Con eslos datos, se puede conduir que la glucosa tiene un edecio negativo
en la cantidad de proteina TVCP2,

Después que determinamos ol electo de la glucosa sobre a expresion del
gen Mop2y la canticdad de proteina TvCP2, se revisd of efecto de la glucosa en la
localzacion de la TvCP2, Por b que se realizaron ensayos de
inmunofiucrescencia indirecta utilizando parasitos del aisiado CNCD 188 crecidos
sobre laminillas en las condiciones de baja, normal y alta glucosa, los cuales se
probaron con & anticuerpo a-TvCP2 y & anakzaron por microscopia confocal
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Figura 11.- Efecto de la glucosa sobre la cantidad de TvCP2, en extractos de
proteinas resistentes a proteasas. A) Se muestra ol perfil de proteinas oblendas a
parter de exiracios rosistentos a proteasas de pardskos crecdos en las condiciones de
baja, normal y alta glucosa. B) WB con el anticuerpo a-TvCP2, que muestra una mayor
cantidad de proteina en fa condicién de baja giucosa. C) Control de respuesta negathva a
gucosa con ol articuepo a-Tviegu-1. D) Control negativo ulikzando suero prenmune. E)
Andlisis denstométrico de la cantidad de proteing TvCP2 en las distintas condiciones de
gucosa.
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para detectar la localizacn de la proteina en el parasho, Por ensayos realizades
por Lorenzo-8enito, 2011 en su trabajo de maestria, se Sene of antecedente gue a
ulilzar pardstos crecidos en condicones normales (medio TYM) la TvCP2
presenta locakzacidn dispersa en el ciloplasma, asi como locakzacion de
superfice. Por 0 que nuestro objetivo fue ver si la glucosa tenia un electo en la
ocalkzacion de la TVCP2 en el parasio, En la figuwra 12 se muestran las imagenes
de microscopla confocal obtenidas de parisitos permeabilizados, en los cuales la
marca de TvCP2 electivamente presenta una locakzacion cloplismica, difusa,
cercana a la membrana, de aspecto punieado y que podria cofresponder a
vesiculas, El andlisis comparativo entre las diferentes condiciones de glucosa, se
observa una mayor cantidad ce marca en los parasitos de baja ghucosa,
comparados con los de glucosa normal y alta, aunque o patron de distribucion se
mantiene en las tres condiciones de glucosa. En la figura 13 se muestran las
imagenes de microscopia confocal oblenidas de pardsios no permeabiizados, en
los cuales la marca de la TvCP2 tene locakzacion ciloplasmica, difusa, con
algunos puntos de colocalzackin con o marcador DIL de membrana que
disminuyd con of estimulo de ghucosa.

Resulta imeresante el patron de distribucion de la marca de TvCP2 en los
parisios, sobre %do el aspecto punteado que presentan, que semejan a
vesiculas, por 0 que, para corroborar esta distribucion, se realizaron ensayos de
inmunolocalizacidn con particulas de oro y microscopia electronica de transmision
(MET), utikzando parastos del aisladgo CNCD 188 crecidos en condiciones de baja
y alta gucosa incubados con o anticuenpo a-TvCP2, En la igura 14, del panel A al
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Figura 12- Efecto de la glucosa en ks locallzacién de la TvCP2 en pardsiios
poermeabilizados. En &a parte suporior s muesyan las imdgenes cbtenidas a partir do
PArASI0S Crecidos @ 1as Yos CONGICONes 08 gheosh. S0 muestra ol campo caro, b
marca de DAPY on anl, que os un marcador de nicleo, la marca de TvCP2
wiizando FITC como marcador y ol traslape entre fa marca de DAPI y FITC el cudd
musstra la localizacdn cloplbsmica de s TVCP2.
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Figura 13.« Efecto de la glucosa en la localizacion de la TVCP2 en pardsitos no
permeabilizados. En & parte supericr 50 mueskran B8 magenes cbienkiss a part de
pardsitos crecidos on las tres condiciones de glucosa. Se muestra ol campo daro, B
maeca Se DAPI on and, que 08 un Marcador de nocko, la marca de TvCP2 1 oo
wikzando FITC como marcador, la marca de DIL en row, que es un marcador de
membrana, of Yasiape entre la marca de DAPT y FITC o cual muesira & localizackon
citopliismica de la TVCP2 y un acorcamento Que musstia las zonas de colocaizacdn
erfre fa marca de TvCP2y DIL.
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D se muestran las imagenes obteniklas de pardsios Crecidos en condcidn de
restriccion de glucosa, en los que se puede apreciar marca de la TvCP2 dispersa
en el pardsito (61.7%), asociada a organelos como en la membrana de
hidrogenosomas (1.77%), y en menor medida en el inmericr, asi como 1ambién
asociada a la superficie de vesiculas o en &l interior de las mismas (30.00%). La
marca de oro de TvCP2 también se encontrd libre en el clioplasma, asociada a la
membrana del pardsito (6.07%) posiblemente a través de una via dependiente de
vesiculas. Ademds, se encontrd marca de TvCP2 en ol extenor del parésio, como
& fuera un producto de secrecion (4.05%). Del panel E al H, se muestran
imagenes oblenidas de parasitos crecidos en alta glucosa, en los que e observa
una menor cantidad de Marca, con respecto a la condicién de baja glucosa, o que
@5 consistente con ko cblenido por WE en cuanio a la cantidad de proteina en
estas condiciones de glucosa; se cbserva que hay marca que se encuentra
asociada a vesiculas (54.15%), ya saa en membrana 0 en el interior de las
mismas, tlambién se observa marca asociada a la membrana del parasito (3.99%)
ia cual posiblemente se movilice a través de un mecanismo depencienie de
vesiculas, En esta condickin se enconrd marca de la TvCP2 asoclada a
hidrogenosomas (1.00%), 1o que nos indica que posiblemente en la condicitn de
restriccion de gucosa 1enga una Participacidn, aungue eén esios momenios es
dificd diucidar cudl sera esa funcidn en hidrogenosomas. %). El porcentaje de
marca 5o obtuvo a partir del conted de particulas de oro en 8 imagenes de cada
condicion de glucosa. En ka tabla 2 se muestra el porcentaje de localizackn de la
marca de TvCP2 por compartimenio celular, encontrando que hay cambios en la
cantidad de marca localizada debido a la concentraciin de glucosa.

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48167058/print?locale=es Pagina 140 de 311



Rivera Rivas Luis Alberto.pdf 30/07/20 13:47

52

https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679:48167058/print?locale=es Pagina 141 de 311



Rivera Rivas Luis Alberto.pdf 30/07/20 13:47

Figura 14.- Inmunclocalizacién de la TvCP2 por marcaje con oro. En la Sa A-D =
muestran imagenes de la marca con oro de TvCP2 en parfisitos crecidos en condiciones
de restricoidn de glucosa. En estas imagenes se puede apreciar que la marca de TvCP2
0 encuenta en dSInlas KCAZACones, COMO 50N hikOQENncSOMas, vesiculas,
membrana deol pardsto, asl como producio de secrecon. En la fla E-M, se muestran
imagenes de par&shios crecdos on altas concenfraciones de glucosa, que muestran
oCHizacon de TVCP2 en vesiculas, membrana del pardsino, asi COmo Secretaca.
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Tabla 1. A. Cantidad de particulas de oro y % de localizacion de la marca de
TvCP2 en baja glucosa

Juovomowen

"5;05._“»50
P

8. Cantidad de particulas de oro y % de localizacion de la marca de TvCP2 en
alta glucosa

“w
4NN
;;N”u..”.”

1 0
1 0
1 0
1 1
1 2
2 0
1 0
B 0
150 038
399 1.00
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La localizacdn on vesiculas, en ambas condiciones de glucosa, aunado a
los datos que se tienen por microscopla confocal, sugieren que posblemente parie
de las vesiculas a las cuales se encuentra anclada la TvCP2 sean lsosomas. Para
compeobario, se realzaron ensayos de colocalzacidn con un marcador de
isosomas. Este experimento se realizd utiizando parasitos del aslaco CNCD 188
crecidos en condicion de baja y alta glucosa en presencia de Lysotracker Red 1
#M durante 12 h,

%1 1a figura 15 50 muestra ol resultado de los ensayos de cokocalzacion con
Lysotracker, en los cuales se observa en la fila A-E el resultacdo comrespondients a
pardsitos en baja glucosa, en los que podemos observar colocalizacin (en
amarilio) entre algunas de las marcas de la TvCP2 (verde) con la marca de
Lysotracker (rop). En la fila F-J s& muestra 0 oblenido COn parasilos crecdos en
ala glucosa, en los que se cbserva que 1ambién existen punios de colocalizacion
(amariio) entre la marca de TvCP2 y la de Lysotracker. Con est0, podemos deck
que parte de la asociacidn de la marca de TvCP2 a vesiculas, es porque a la
TvCP2 se le encuentra en lisosomas, pudiendo tener una funcidn degradativa en
ol ksosoma o que la vesicula actie como transporte de la proleasa.

Con los datos anteriormente descritos, podemos decr que la glucosa Sene
un edecio global sobre la TVCP2, a pesar de que no afecta la expresion del gen
vep2, st muestra un efecto negativo tanto a nivel de cantidad de proteina como en
la localzacion en el parasiio, al lener una mayor cantidad de proteina en la
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Figura 15.- Ensayo de colocalizacién de TvCP2 con lysotracker. En la parte
SUparion 56 mussiran las imagenss cbleniias & partic o Pardsios Crecidos on las tres
condiciones de glucosa. Se muesira of campo claro, Is marca do DAPT o aru, que o8 un
marcador de nOckeo, la marca de TvCP2 wioe wsizando FITC como marcador, &a
Maca 0 ES0S0Mas o0 00, UNIZAndd Lysotacker Red, ol traslape entre . marca e
DAPY, FITC Y Lysotracker Red, ol cual muestrs la locakzacion clopiésmica de la TVCP2 y
que colocalkza en algunos punios con & marca de BSCSOmas.
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condicidn de baja gucosa, y Que esta condiciin podria favorecer la aparicion de la
TvCP2 en la membrana del pardsito, asi como en otros organelos, desconociendo
por &l momenio la posible funcitn de la TvCP2 en dichos organelos, como en los

hidrogenosomas.
7.2. Efecto del hierro sobre la expresién de TvCP2

Una vez que se determind el efecto de la glucosa sobre la TVCP2, se
estudid el efecio del hierro, otro facior ambiental al que se enfrenta T. vaginals en
su ambiente natural cuyos niveles fluctian duranie & ciclo menstrual. Por lo que
S8 inicid con la determinacidn del efecto del hierro scbre la expresion del gen
vep2 por ensayos de AT-PCR semicuanttativa, Para los ensayos de RT-PCR se
utiizd cONA de parasitos del alsiado CNCD 147 creciios en condiciones de bajo,
normal y akko hierro, como moide el DNA gendmico del aislado CNCD 147 se
utikzd como control pasitivo, y como controles negativos se uslizd RNA tratado con
DNAsa |, para demostrar que &l ampificado a pantir de cONA no se deba a trazas
de DNA gendmico y una reaccion sin ONA. @1 gen de Ia beta-tubulina (B-tuty
1ambién s6 amplifich como control de carga, ya que @ste gan No Muestra cambios
en su expresion por las dilerentes condiciones de hierro. En la figura 15 se
muestra el ampicon de 945 pb del tamafio esperado para ol gen op2 que es mas
abundanie en la condicidn de bajo hierro comparado con las condicones normales
y de ato hierro mientras que el amplicin de 112 pb de la B-ubulina no muestra
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Figura 16.- Efecto del hierro sobve ka expresion del gen tvop2. En la parte supenor se
muestra un gel de agarosa & 1%, que presenta ol ampiicon de 945 pb esperado para o
98 o2 on s condiciones do bajo, normal y allo harro, &l como ol arplicon de B-
wubuling, como control de carga. € control positvo fue DNA gendeico de CNCD 147, los
controles negativos fueron RANA tatado con DNAsa | y una reacciin de PCR sin DNA
Estos resllados 80 hickeron por ¥ipicado on experimenios independientes y s
dierencas encontradas on o andiss densiioméirico fueron signiicativas p«<0.05.
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cambios en las condiciones de hemo probadas. Esios resultados Indcan que ol
hierro afecta de manera negativa la expresion del gen hop2.

Despubs e determinar ue ol hemo tiene un efecto negativo en la
expresion del gen hop2, se analzd si presentaba el mismo efecto a nivel de
cantidad de proteina. Para esto se realizaron ensayos de WB con exiracios tolales
de proleinas de parasilos crecidos en las condiciones de bajo, normal y alo herro
y se probaron con diferentes anticuerpos primarios: el anticuerpo a-EhMK como
control de carga, ya que la hexoquinasa de 7. vaginals (TvHK) es una proteina
qQue no cambia su cantidad de proteina en ciferentes condiciones de hiero; o
anticuerpo a-TvPFO, como control de respuesta positiva a hierro, ya que la PFO
s modula positvamente por hiemo y como control negatho sSe usd suero
preinmune. La figura 16 muestra que ol anticuerpo a-TvCP2 presentd mayor
reconocimiento de la banda de 27 kDa en bajo hierro, comparado con condiciones
normales y de allo hierro; mientras que el anticuerpo «-TvPFO mostrd mayor
reconocimiento de la proteina PFO de 120 kDa en alto hierro que en condiciones
normales y de bajo hierro y el anticuerpo a-ERHK mostré cantidades similares de
a banda de 45 kDa de la TvHK, en las tres condiciones de hierro probadas. Estos
resutados coinciden con el efecto obtenido a nivel de transcrto con las
variaciones de hierro en ol cultivo.
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Figura 17.- Efecto del Nerro sobre la cantidad de proteine TvCP2 en extractos
fotales de profeinas. A) Perfil de proteinas de pardstos crecidos en las condiciones de
w.mymmummm%amutammma
Coomassie. B) Ensayo de WB con @ 5060 Droinerung Gue no muestra reconccimianto, C)
Ensayo do WB con ol anticuernpo a-TvCP2. D) Ensayo de WB con ol antcuepo a-TvPFO.
E) Ersayo de WB con o anticuerpo a-EhMHK como control de carga, ya que &a cantidad de
proleing TVHK no cambia por hierro. F) Andlisis densitomélrico de la cantidad de proteing
TvCP2 en las distintas condiciones de hiermo.
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del mismo modo, se probd a la TvCP2 por WB en pardsihios crecidos en las
diferentes condiciones de hierro utiizando un exiracto resistente a proleasas y
diferentes anticuernpos primarics: el anticuerpo a-TvCP2, &l anticuerpo a-Tviegu-1
usado como control carga y como control negativo se usd el suero preinmune. En
fa figura 18 se muestra & perfil de proleinas resistentes a proleasas de parasilos
crecidos en las Wes condiciones de herro teficdas con Azul de Coomassie (panel
A). Por WB con el anticuerpo a-TvCP2 se cbservd una mayor cantidad de la
proteina de 27 kDa en la condicién de bajo hierro que en normal y ato hiero
(panel B) comparado con los controles con & anticuernpo a-TWLEGU-1, que
reconocid una banda de ~30 kDa pero no muestra cambios en la cantidad de
proleina en las dferentes condiciones de hierro (panel C) y con el suero
préinmune, que N0 MUesira reaccidn en ninguna condicion (panel D). B1 andlisis
densitométrico de las bandas detectadas con el anticuerpo a-TvCP2 confirma las
dilerencias observadas (panel E) que son signficativas entre bajo y alto heero
PeD 05

Umvozqndowm%nol heeeTo tiene un edecto en la expresion del
gen hvop2, asl como en la cantidad de proteina, se analzd sl of hiero tambien
puede modular la localizacon de la proteina TVCP2 en el pardsito. Para esto
pardsitos del aislado CNCD 147 se creceron sobre lamindlas en las condicones
de bajo, normal y allo hierro, se fijaron, se permeabilzaron, y e incubaron con el
anticuerpo a-TvCP2, para detectar la localizackn de la proteina on las diferentes
condiciones de hierro, En la figura 19 se puade observar una mayor cantidad de
marca (verde) en bajo herro comparado con allo herro; la marca se encuentra
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Figura 18.- Efecto del hlerro sobre la cantidad de proteina TvCP2 en extractos
resistentes a profeasas. A) Perfil de proteinas oblendas a partir de extractos resistenies
& protoasas e parasios Crecdos on las conScones de Bajo, nommal y allo Nemo tefido
con and de Coomassie; B) WB con ol anticuerpo o-TvCP2; C) Control de carga con ol
artoverpo o-Tviegu-1. D) Control negativo con el suero preinmune. E) Andlisis
Seralomitrico de la canticad de proteina TVCP2 en las ciferenties cCONOINraciones oo
heerro.
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dispersa en ol ctoplasma de aspecio puMeado, Que parecleran ser vesiculas y
también localizada en ciertas regiones de manera focalizada o en acimulos o
cercana a la membrana. En la figura 20 se muestran imigenes de microscopia
confocal en par&shos no permeabilzacdos crecdos en las res condiciones de
hierro en las que se observa la marca de TvCP2 dispersa en choplasma, con
algunos puntas de localkzacion con el marcador DI, Es inmeresante observar que
ka cantidad de marca de TvCP2 en la membrana se incrementa en la condicidn de
aho hierro, mientras que ka cilopldsmica se incrementa en la condicidn de bajo
hierro.

Con esios resultados podemos conclukr que el hierro tiene un efecto
negativo sobre la TvCP2, tanto a nivel de transcrito como de cantidad de proleina,
que se confirma con la cantidad de marca observada por ensayos de
inmunofiucrescencia Indirecta en pardsitos Crecidos en conaicidn de bajo herro,
comparados con alto hierro y ademds se cbserva un cambio en la localizacidn que
es dependiente de la concentracon de hierro, ya que el perfil de dstribucion de la
marca de TvCP2 en la membrana aumenta en la condicidn de ato hierro.
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Figura 19.- Efecto del hierro en la localizacion de la TvCP2 en pavisitos
permeabliizados. En & parte superior se muestra la marca de TvCP2 en parfisitos
crecidos en condcones de bao hiero. En la pare inferior s muestra la marca de TvCP2
Creciios on CoNdiCionas 8 8o herro, Tambidn 56 muasira of campo caro, 1os nicleos
sefidos con DAPI en ax/, la marca de TvCP2 wtilzando FITC en o y ol Yrasiape entre
& marca de DAP1 y FITC el cual muestra la localizackdn ctoplésmica de la TvCP2.
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Figura 20.- Efecto dol Mevro en la localzacion de la TvCP2 en pardsitos no
permeabliizados. En & parte superior se muesira la marca de TvCP2 en pardsios
CIEciis an coNdCiones de bajo hiero, En la parte maedia s6 mussira la marca de TVCP2
o parfsilos crecidos en condcones estindar de Nerro. En & parte inferior se muestra i
marca de TvCP2 on parasitos crocidos en condoiones de alto hierro. Tambedn se muestra
o campo claro, la marca nOckeds tlidos con DAPT en a2ul, la masca de TVCP2 utitzando
FITC oo, la marca de DIL en r0i0 vy ol traslape ontre la marca de DAPL FITC y DIL ol
cual muestra la localzacion clopiismica y de membtrana de la TvCP2. Al fnal se muestra
un acercamento en ¢ Que se aprecan las zonas de colocalizacon entre & marca de
TVCP2 con & marca de membrana
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APENDICE
Solucién de 2-2"-Dipiridilo 15 mM (Sigma)

Pesar 002343 gr de 22 -dpiridio y disolver en 10 mi de agua bidessiada.
Estenlizar por filtracién por 0.22 pm. Aimacenar a 4°C protegido de la luz.

Solucién de Acido sulfosalicllico 50 mM (Sigma)
Pesar 0.1271 gr de acido suliosaliciico y disolver en 10 mi de agua miliQ,
Solucion de Sulfato Ferroso Amoniacal 25 mM (Sigma)

Pesar 0.06803 gr de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado y disolver en
10 mi de &cido sulfosaliciico 50 mM. Esteriizar por auloclave y se aimacena a 4°C

prolegido de la luz.
Amortiguador Salino de Fosfatos

o I -2

KMPOu................... 027 gr

Austar ¢l pH a 7 con HCI concentrado y aforar a 1 L.
Amortiguador de corrida 10x

Trizma Base.............30.2 g

Gligna.....................144 gr
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Aforar a 1 L con agua destiada. El pH final queda en 8.3 cuando se hace

1x.
Amortiguador de transferencia

Trizma Base..............4.84 gr

(1177, T—- - X X4

H20 destilada............. 1600 mi

Volumen final 2 L. Amacenar a 4°C protegido de la luz.
Tris-HCVSDS pH 6.8

TrsBase.............o00000...6.055 gr

Austar a pH 6.8 con HCI y posteriormente aforar a 100 ml con agua
destilada y luego fitrar por 0.45 pm. Almacenar a TA

Tris-HCVSDS pH 8.8
TrisBase................18.165 gr
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Ajustar a pH 8.8 con HCI y posteromente aforar a 100 ml con agua
destilada y luego fitrar por 0.45 ym. Almacenar a TA

Acrilamida 30%
Acriamida.............202¢
Bisacriamida...........08 gr

Disolver en 40 mi de agua destiada y una vez disuelto aforar a 100 ml.
Amacenar a 4°C protegido de la uz.

Amortiguador TBE 10x

TrisBase................. 108 gr

Acido Béeco. ............ 215 g

EDTA ..o 83 gF

Aforar a 1 L con agua destlada. Aimacenar a TA,
Amortiguador de carga 6x para DNARNA

Adicionar 1 volumen de solucion de Azul de Bromotenol: Xilene-Xianol
reconstituido y 4 volimenes de formamida,

Azl de bromo fencl: xilene-xianol......... 100 ul
Formamida..........cooviimiiiiiaciianaen _A00 yl
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