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Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacciéon de Trichomonas vaginalis con laminina y

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Abstract

Abstract

Triosephosphate isomerase of Trichomonas vaginalis (TvTIM) is a 27-kDa
cytoplasmic protein encoded by two genes, tvtim1 and tviim2 that participates in
glucose metabolism. TvTIM is also localized to the parasite surface. Thus, the goal
of this study was to identify the novel functions of the surface-associated TvTIM in
T. vaginalis and to assess the effect of glucose as an environmental factor that
regulates its expression and localization. RT-PCR showed that the tvtim genes
were differentially expressed in response to glucose concentration. tvtim1 was
over-expressed under glucose-restricted (GR) conditions, whereas tvtim2 was
over-expressed under glucose-rich (HG) conditions. Western blot and indirect
immunofluorescence assays also showed that glucose positively affected the
amount and surface localization of TvTIM in T. vaginalis. Affinity ligand assays
demonstrated that the recombinant TvTIM1 and TvTIMZ2 proteins bound to laminin
(Lm) and fibronectin (Fn) but not to plasminogen. Moreover, higher levels of
adherence to Lm and Fn were detected in parasites grown under HG conditions
than in those grown under GR conditions. Furthermore, pretreatment of
trichomonads with an a-TvTIMr polyclonal antibody or pretreatment of Lm- or Fn-
coated wells with both recombinant proteins (TvTIM1r and TvTIM2r) specifically
reduced the binding of live parasites to Lm and Fn in a concentration-dependent
manner. Moreover, T. vaginalis was exposed to different glucose concentrations
(0.3-36.5 mM) during vaginal infection of women with trichomoniasis. We also
investigated the effect of glucose on the virulence of T. vaginalis. We found that
HG conditions negatively regulated cytotoxicity, proteolytic activity and expression
of cysteine proteinases (CPs) that participate in cell damage during infection.
TvTIM was in vitro secreted, found in vaginal secretions of patients with
trichomoniasis and inside the vaginal epithelial cells of these patients. In
conclusion, TvTIM is a surface associated protein induced by glucose that
functions as a laminin- and fibronectin-binding protein. In addition, glucose

negatively regulates the mechanism involved in cell damage by T. vaginalis.

~1~



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interaccién de Trichomonas vaginalis con laminina y
fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Resumen

Resumen

La triosafosfato isomerasa de Trichomonas vaginalis (TvTIM) es una
proteina citoplasmica, codificada por dos genes, tvtim1 y tvtim2, que participan en
el metabolismo de la glucosa. TvTIM también se localiza en la superficie del
parasito. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar las nuevas
funciones de TvTIM asociada a la superficie de T. vaginalis y evaluar el efecto de
la glucosa como un factor ambiental que regula su expresion y localizacion y que
puede afectar la virulencia del parasito. Ensayos de RT-PCR, mostraron que los
genes tvtim se expresan diferencialmente en respuesta a la concentracion de
glucosa. El gen tvtim1 se sobreexpresa en restriccion de glucosa (RG), mientras
que tvtim2 se sobreexpresa en alta glucosa (AG). Ensayos de Western blot e
inmunofluorescencia indirecta también mostraron que la glucosa afecta
positivamente la cantidad y localizacién de TvTIM en la superficie de T. vaginalis.
Ensayos de afinidad a ligando demostraron que las proteinas recombinantes
TvTIM1 y TvTIM2 se unen a laminina (Lm) y fibronectina (Fn), pero no a
plasmindgeno. Por otra parte, se detectaron altos niveles de adhesion a Lm y Fn
en parasitos crecidos en AG, comparado con los parasitos crecidos en RG.
Ademas, ensayos de inhibicibn con parasitos pretratados con el anticuerpo
policlonal o-TvTIM o pozos recubiertos con Lm y Fn preincubados con las
proteinas recombinantes TvTIM1 y TvTIM2, mostraron reduccién concentracion
dependiente y especifica en la unién de parasitos vivos a Lm y Fn. También
investigamos los niveles de glucosa in vivo en las secreciones vaginales y
encontramos que T. vaginalis esta expuesta a diferentes concentraciones de
glucosa (0.3-36.5 mM) durante la infeccion vaginal de mujeres con tricomoniasis.
Finalmente, investigamos el efecto de la glucosa sobre la virulencia de T. vaginalis
y encontramos que condiciones de AG regulan de manera negativa la
citotoxicidad, actividad proteolitica, asi como la cantidad y expresiéon de cisteina
proteinasas (CPs) responsables del dano celular durante la infeccion. En
conclusién, TvTIM es una proteina de T. vaginalis asociada a su superficie

inducida por glucosa, que funciona como una proteina de unién a Lm y Fn;

~2 ~
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ademas, la glucosa regula de manera negativa los mecanismos involucrados en el

dano celular por T. vaginalis.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Epidemiologia de Trichomonas vaginalis.

Trichomonas vaginalis es un protozoario parasito flagelado que infecta el
tracto genitourinario humano y es el agente causal de la tricomoniasis, la cual
ocupa el primer lugar entre las infecciones de transmision sexual (ITS) de origen
no viral, con una incidencia mundial de ~276.4 millones de casos por afo (1). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que la mayor prevalencia de
tricomoniasis se encuentra en los paises de América (57.8 millones), seguido por
los paises africanos (42.8 millones) y los paises de la regién poniente del pacifico
(30.1 millones) (WHO, 2012). En México, el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica de la Secretaria de Salud, report6 para el afio 2015 una incidencia
de tricomoniasis de 54,322 casos, superando a otros patdégenos responsables de
ITS como Treponema pallidum (3,242 casos), Chlamydia trachomatis (181 casos)

y Neisseria gonorrhoeae (1,913 casos).

Actualmente la epidemiologia global de la tricomoniasis se encuentra
subestimada debido a que un 80% de las infecciones cursan de manera
asintomatica, sumado a un mal diagnéstico de la enfermedad, debido a que los
sintomas clinicos se asemejan a los de otras ITSs. La tricomoniasis es una
infeccion cronica no mortal para el humano; sin embargo, es considerada un
problema de salud publica con repercusiones sociales y econdmicas a nivel

mundial (2).

1.2 Manifestaciones clinicas de la Tricomoniasis.

T. vaginalis es un parasito extracelular que coloniza el epitelio del tracto

genitourinario (vagina, cérvix, pene, prostata y uretra) para sobrevivir (3). La

~4 ~



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interaccién de Trichomonas vaginalis con laminina y
fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Introduccion

infeccion con T. vaginalis esta relacionada con el género, afectando
principalmente a mujeres con vida sexual activa en las que se reportan desde
casos asintomaticos (25-50%) hasta infecciones agudas o cronicas (4). Las
mujeres con tricomoniasis pueden presentar un amplio rango de sintomas y
complicaciones de salud, entre los que se incluyen: vaginitis, infertilidad y
embarazos de alto riesgo por la ruptura prematura de las membranas amnidticas.
También se considera un factor de riesgo para el desarrollo de cancer cérvico-
uterino, ademas de aumentar la susceptibilidad a la infeccidén y transmisién del
virus de inmunodeficiencia humana o VIH (3, 4). En el hombre la prevalencia y el
espectro clinico de la tricomoniasis son poco conocidos debido a que ~70% de las
infecciones cursan de manera asintomatica. Sin embargo, en casos de
tricomoniasis aguda, se pueden presentar diversas complicaciones de salud entre
las que se incluyen: uretritis, balanopostitis, prostatitis, epididimitis, ademas de ser
considerada un factor de riesgo para el desarrollo de cancer de préstata e

incrementar el riesgo de transmisién del VIH (3, 4).

La baja prevalencia de la infeccion con T. vaginalis en el hombre, puede
estar relacionada a diferencias en los microambientes urogenitales. Por ejemplo,
la naturaleza oxidativa de los fluidos genitales del hombre sumado a la presencia
de Zinc en las secreciones prostaticas actuan como factores citotoxicos para T.
vaginalis. En contraste, el microambiente reductor de la vagina, ademas de altas
concentraciones de hierro en el flujo menstrual contribuyen a la activacion de una

variedad de mecanismos patogénicos de T. vaginalis (3, 4).

1.3 Diagnéstico y tratamiento.

El diagnéstico oportuno de la tricomoniasis es esencial, ya que permitira un
tratamiento adecuado y facilitara el control de la transmision de T. vaginalis.
Actualmente existen varias pruebas utiles para el diagndstico de la tricomoniasis,
entre las que se incluyen, la observacidon microscopica en fresco para la deteccion
de parasitos vivos y moviles, a partir de muestras obtenidas de secreciones

vaginales o cervicales (5, 6). El método de cultivo en caldo (sistema InPouch TV)
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es el “estandar de oro” para el diagndstico de la tricomoniasis ya que es facil de
interpretar y requiere poco inoculo (~300-500 tricomonas/ml) (7). Otras pruebas se
basan en la deteccidn rapida de marcadores antigénicos de T. vaginalis mediante
el uso de anticuerpos (OSOM TV-test, Kalon Tv latex agglutination test). También
se han desarrollado pruebas con alta sensibilidad y especificidad que consisten en

la amplificacion de acidos nucleicos mediante PCR y RT-PCR (8, 9).

A la fecha, el tratamiento estandar de la tricomoniasis se basa en el uso de
drogas derivadas del 5-nitroimidazol como el metronidazol (o, B-hidroxietil-2-metil-
5-nitroimidazol). Esta droga entra a la célula por difusién y se activa en los
hidrogenosomas de T. vaginalis; una vez dentro el grupo nitro de la droga es
reducido por la enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFO) resultando en
un radical nitro citotoxico que se une y rompe las cadenas de ADN, provocando la
muerte de los parasitos (10). Otros nitroimidazoles como el tinidazol, ornidazol y
secnidazol, también son utilizados en la clinica para el tratamiento de la

tricomoniasis (3).

1.4 Trichomonas vaginalis.

T. vaginalis es un protozoario parasito descubierto en 1836 por Alfred
Donné, que segun el orden taxondmico se posiciona de acuerdo a la siguiente

clasificacion:

Reino Protista
Phylum Protozoo

Subphylum Sarcomastigophora

Clase Zoomastogophorea
Subclase Zoomastigia
Orden Trichomonadida
Género Trichomonas
Especie Trichomonas vaginalis

Donné, 1836; NCBI taxonomy
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1.5 Caracteristicas morfologicas.

A diferencia de otros protozoarios, T. vaginalis presenta unicamente la
forma de trofozoito el cual varia en tamafo con una longitud de 9-23 um y
diametro de 7-15 um (11). Las condiciones fisiolégicas pueden alterar el fenotipo
de los parasitos. Por ejemplo, en cultivos axénicos y secreciones vaginales este
protozoario muestra una forma piriforme u ovoide. Sin embargo, adopta una forma
amoeboide al entrar en contacto con el epitelio escamoso estratificado, o con

monocapas de ceélulas epiteliales vaginales (VECs) (Figura 1) (12).

Las tricomonas presentan una morfologia compuesta de 4 flagelos libres en
la parte anterior y un quinto flagelo adosado a la membrana ondulante. Paralelo a
dicha membrana se dispone una cadena de microtubulos llamada costa, que en
conjunto se encargan de generar la movilidad de los parasitos (4). Otras
estructuras internas como el axostilo, conformado de cadenas organizadas de
microtubulos que atraviesan en direccion longitudinal el citoplasma y sobresalen
por el extremo posterior, funciona como estructura de anclaje a células VECs.
Conectada al axostilo se encuentra la pelta, que recubre la estructura basal de los
flagelos (Figura 2) (13). En el citoplasma del parasito estan contenidos varios
organelos, un nucleo localizado en la parte anterior, un reticulo endoplasmatico
rodeando al nucleo, un complejo de Golgi, lisosomas e hidrogenosomas que son

los organelos productores de ATP (13).

1.6 Ciclo biologico

T. vaginalis habita exclusivamente en el tracto genitourinario del humano y
su ciclo de vida es relativamente sencillo comparado al de otros protozoarios
patdgenos, ya que se presenta unicamente en la forma de trofozoito y no tiene
hospederos intermediarios ni vectores. Los trofozoitos pueden establecerse en la
mucosa vaginal, uretral y prostatica, donde se multiplican de manera asexual por

fision binaria longitudinal dando origen a dos células hijas. La transmisién de los
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trofozoitos ocurre de persona a persona a través del contacto sexual con personas

infectadas (4).

Ovoide

Figura 1. Fenotipos morfolégicos de Trichomonas vaginalis.

La imagen muestra los dos principales fenotipos ovoide y amoeboide de T.
vaginalis. Después del contacto de los parasitos ovoides con el epitelio urogenital,
estos se transforman en amoeboides, incrementando la superficie de contacto con

el epitelio del hospedero (obtenida de Gould, 2013).

Figura 2. Morfologia de T. vaginalis (Obtenida y modificada de Harp, 2011).
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1.7 Metabolismo de carbohidratos en T. vaginalis.

T. vaginalis es un organismo eucarionte primitivo que muestra mucha
similitud a bacterias anaerobias. Este parasito depende en gran medida de
nutrientes exogenos como el hierro y la glucosa, que son vitales para el
crecimiento, la generacion de energia y el mantenimiento de una infeccion crénica.
Para T. vaginalis los carbohidratos (CHO) son la principal fuente de energia bajo
condiciones aerobias y anaerobias (15). Estudios in vitro muestran que T. vaginalis
adapta su metabolismo de carbono a la naturaleza y disponibilidad de la fuente de
carbohidratos. Por ejemplo, puede utilizar glucosa, maltosa o glucogeno como
fuentes de carbono y enegia (16). La maltosa y el glucégeno son hidrolizados a
mondmeros de glucosa por la actividad enzimatica de una a-glucosidasa
secretada al medio de crecimiento (17). La glucosa atraviesa la membrana del
parasito mediante un transporte de difusién facilitada (18, 19). Una vez dentro del
parasito la glucosa es metabolizada en dos copartimentos: el citoplasma y los
hidrogenosomas, que son organelos analogos a las mitocondrias, presentes en
otros parasitos anaerobios (15). En el citoplasma la glucosa en convertida a
fosfoenolpiruvato y subsecuentemente a piruvato por la via clasica de la glucélisis
Embden-Meyerhoff-Parnas y por la actividad de enzimas glucoliticas (20). El
piruvato generado a través de la glucdlisis es metabolizado por fermentaciéon
oxidativa en los hidrogenosomas por Ila actividad de varias enzimas
hidrogenosomales (21). Finalmente, los productos metabdlicos incluyen: acetato,

lactato, malato, glicerol, CO2, hidrogeno molecular y ATP (20, 21).

Aunque los CHO son la principal fuente de nutrientes para la generacién de
enegia por T. vaginalis en condiciones de restriccion de CHO, los aminoacidos se
convierten en una fuente alternativa de nutrientes para el crecimiento vy
sobrevivencia de las tricomonas (22). Estudios in vitro han demostrado que el
crecimiento de T. vaginalis bajo condiciones de restriccion de CHO induce el
consumo de grandes cantidades de aminoacidos especialmente arginina, treonina

y leucina, los cuales son utilizados para la generacién de energia (22-24).
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1.8 Fuentes de glucosa en el tracto urogenital.

T. vaginalis es un parasito humano obligado que carece de la capacidad
para sintetizar un gran numero de macromoléculas de novo, por lo tanto, depende
de su hospedero como fuente de metabolitos y nutrientes escenciales (25). Los
nutrientes son adquiridos principalmente a través de los componentes solubles en
las secreciones vaginales, sin embargo, los nutrientes son escasos y varian
durante la infeccién (3). Estudios sobre la composicion de carbohidratos en los
fluidos y secreciones vaginales han reportado que la mayor parte (~90%) de los
carbohidratos totales se presentan en forma de oligosacaridos de glucosa
posiblemente derivados de la degradacion del glucogeno (26-30). Otras formas de
carbohidratos como la glucosa, maltosa, maltotriosa y glucosamina conforman el
90% de los monosacaridos libres (29, 30). El glucégeno se ha sugerido como una
fuente importantes de glucosa para T. vaginalis durante la infeccidn, ya que es uno
de los componentes mas abundantes en las paredes del epitelio vaginal (27).
Estudios in vitro, han demostrado que T. vaginalis tiene una alta capacidad para
degradar glucégeno exdgeno y transformarlo en azucares simples como glucosa o
maltosa (25). Los niveles medios de glucosa y glucogeno libre en secreciones
vaginales de mujeres sanas han sido reportados en 5 mM (con un rango de 0.2-

149 mM) y 1 ug/ul, respectivamente (30, 33).

Ademas de las secreciones vaginales T. vaginalis emplea una combinacion
de mecanismo para la adquisicion de nutrientes como son: la citotoxicidad,
fagocitosis, hemolisis y apoptosis de la célula blanco (34). Estos mecanismos son
activados por estimulos ambientales (hierro, zinc, poliaminas, entre otros) o tras el
contacto celular, desencadenando una cascada de eventos que van a contribuir en
la degradascion y muerte de la célula blanco (34). T. vaginalis tiene una alta
capacidad para ingerir y degradar una variedad de células reidentes del tracto
urogenital, como bacilos de Ddderlein, células epiteliales vaginales y cervicales,
leucocitos, eritrocitos, espermatozoides, células prostaticas y levaduras (30, 34).
Una importante fuente de glucosa y glucégeno para las tricomonas son las células
epiteliales vaginales, en las cuales se ha reportado un alto contenido de granulos
de glucogeno que puden ser adquiridos durante la descamacion del epitelio
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vaginal 6 a través de mecanismo como la citotoxicidad (27). Por otra parte,
mediante la hemdlisis de eritrocitos las tricomonas obtienen una importante fuente
de hierro, lipidos y glucosa, que ademas se incrementa durante el periodo

menstrual (32).

Como se menciond en el capitulo anterior la glucosa es la principal fuente
para la generacidn de energia en T. vaginalis, sin embargo, la disponibilidad de
glucosa y otros nutrientes pueden variar durante la infeccion. Esta idea nos llevo a
generar dos de las preguntas que tratamos de contestar en este trabajo ;Cuales
son los niveles de glucosa en el tracto vaginal de mujeres con tricomoniasis? y
¢ Es la glucosa otro factor ambiental que modula la actividad citotoxica y el dafio a

la células blanco?

1.9 Interaccion parasito-hospedero de T. vaginalis.

La interaccion parasito-hospedero de T. vaginalis es un proceso
multifactorial en el que intervienen factores del hospedero (receptores), del
parasito (proteinas de superficie y proteinasas) y del microambiente vaginal (pH,
temperatura, nutrientes, hierro, hormonas, etc) (34). Para sobrevivir como un
parasito extracelular y establecer una infeccidon crénica en la vagina T. vaginalis
debe atravesar el moco vaginal y adherirse al epitelio vaginal o cervical, para

multiplicarse y colonizar el tracto urogenital (4).

T. vaginalis puede adherirse directamente a las células del epitelio o a
componentes de matriz extracelular en tracto urogenital. En ambos eventos
participan por lo menos tres clases de moléculas de superficie, entre las que se
incluyen: 1) Lipofosfoglicanos (TvLPG-like). 2) Una coleccion de proteinas de
membrana, recientemente identificadas a través de la genémica y protedmica. 3)
Un grupo controversial de proteinas metabdlicas asociadas a la superficie del

parasito con funciones alternativas en la citoadherencia (35).
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1.9.1. Lipofosfoglicano (TvLPG-like)

El TvLPG-like, es un glicoconjugado constituido principalmente de galactosa
y N-acetilglucosamina que recubre la superficie de T. vaginalis y que participa en
la interaccion parasito-hospedero. TVLPG-like se une de manera especifica a su
receptor Galectina-1, expresado en la superficie de células epiteliales cervicales
humanas (36, 37).

1.9.2. Proteinas de membrana

Con la reciente busqueda de proteinas de superficie en el genoma de T.
vaginalis (38), por comparacion de secuencias con proteinas de superficie
implicadas en la patogénesis de otros organismos, se han identificado al menos 4
familias de proteinas de superficie con posible participacién en la interaccion
parasito-hospedero. 1) Metaloproteasas (GP63). 2) Cisteina proteinasas (CPs).
Ambas responsables de la citotoxicidad de T. vaginalis, un mecanismo importante
para la interaccién parasito-hospedero. 3) Familia TvBspA-like, implicada en la
regulacion de la respuesta inmune. 4) Familia VSP-like, implicada en la adhesioén a
la célula blanco (34, 39).

1.9.3 Proteinas metabolicas multifuncionales

A la fecha se han identificado al menos 5 proteinas de adhesién (AP),
nombradas en base a sus masas moleculares como AP120, AP65, AP51, AP33 y
AP23. Estas son las moléculas de adhesion mas controversiales debido a varias
razones: 1) A excepcion de AP23, las demas muestran una alta homologia con
enzimas metabdlicas (Piruvato ferredoxina oxidorreductasa/AP120, enzima
malica/AP65, succinil-coenzima A sintetasa (sub. B)/AP51, succinil-coenzima A
sintetasa (sub. a)/AP33). 2) Estas enzimas originalmente estan involucradas en el
metabolismo de carbohidratos. 3) Se localizan en los hidrogenosomas de T.
vaginalis donde realizan su funcion metabdlica. Sin embargo, muestran una

segunda localizacion en la superficie del parasito, donde exhiben nuevas

~ 12 ~



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interaccién de Trichomonas vaginalis con laminina y
fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Introduccion

funciones alternativas no enzimaticas como adhesinas que se unen a receptores
en la superficie de la célula blanco (40, 41) en presencia de altas concentraciones

de hierro y al contacto con la célula blanco (42).

Otras enzimas citoplasmaticas de T. vaginalis, tales como, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (TVGAPDH) y alfa-enolasa (TVENO-1), son proteinas implicadas
en el metabolismo de la glucosa. Sin embargo, también se localizan en la
superficie del parasito donde adquieren nuevas funciones mediando la unién de T.
vaginalis a componentes de matriz extracelular (MEC), como laminina (Lm) y
fibronectina (Fn) en el caso de TVGAPDH, o a plasmindgeno (PIg) en el caso de
TvENO-1 (43, 44).

Estos datos sugieren la importante participacion de proteinas metabdlicas
en la interaccion parasito-hospedero de T. vaginalis. Sin embargo, a la fecha no se
han identificado las vias de transporte de estas proteinas desde los
hidrogenosomas o citoplasma, hacia la superficie del parasito. Tampoco se
conocen los mecanismos a través de los cuales se anclan a la superficie del
parasito, ya que no poseen dominios transmembranales, ni secuencia sefal de
exporte. Segun la clasificacion propuesta por Constance J. Jeffery (2014), estas

proteinas entran en la categoria de proteinas “moonlighting” (45, 46).

1.10 Proteinas “moonlighting”

Las proteinas “moonlighting” o multifuncionales son, como su nombre lo
indica, una clase proteinas que realizan dos o mas funciones, no relacionadas, a
partir de una unica cadena polipeptidica. La segunda funcién no implica en ningun
caso la perdida de la funcién candnica y suele ser fisioldgicamente relevante para
la célula (46). A la fecha, cerca de 200 proteinas han sido experimentalmente
identificadas como proteinas moonlighting, estas se han incluido en la base de

datos MoonProt (http://www.moonlightingproteins.org) (47). Las proteinas

moonlighting se han encontrado expresadas en muchos tipos de células, incluidas,
células de mamifero, hongos, parasitos, bacterias, plantas, virus y arqueas (48).
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La aparicion de funciones moonlighting suele estar asociada a los siguientes

mecanismos:

. Localizacion celular: La proteina puede cambiar su localizacién entre los
diferentes compartimentos celulares, tales como, nucleo, -citoplasma,
vesiculas, membrana celular, etc. También puede adquirir una localizacion

extracelular, mediante su secrecion (45).

. Oligomerizacion: La proteina puede sufrir cambios en su estado de
oligomerizacion, alterando su funcion. Por ejemplo, la proteina gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), realiza su funcion canénica como enzima
glucolitica citoplasmatica, bajo una conformacién de tetramero, sin embargo,
como un monomero, se localiza en el nucleo y exhibe una segunda funcion

como uracil-DNA glicosilasa (45, 49).

. Expresion diferencial: Una misma proteina puede realizar dos funciones

diferentes cuando se expresa en diferentes tipos de células (45).

. Cambios en estructura: Pequeios cambios o diferencias en las estructuras
covalentes de proteinas puede resultar en diferentes funciones. Por ejemplo,
proteinas que cambian su funcién después de someterse a modificaciones
postraduccionales, o proteinas donde la mutacion de un unico aminoacido

resulta en la aparicién de una nueva funcion (50).

. Factores ambientales: La funcién de una proteina puede ser activada por la
cantidad de sustrato, ligando o cofactor disponible. Por ejemplo, la proteina
PutA (flavin deshidrogenasa), es una proteina bifuncional, que en
concentraciones altas de sustrato (prolina) se une a la membrana para realizar
su funcién canodnica, sin embargo, en condiciones de restriccion de prolina es
una proteina de uniéon a ADN, funcionando como un represor transcripcional
(45, 51).

. Sitios de unién: Una proteina puede realizar distintas funciones utilizando
diferentes sitios de union. Por ejemplo, el receptor de aspartato (Tar) de E. coli

media la respuesta quimiotactica a una variedad de moléculas, por medio de
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sitios especificos de unién a ligando, sin embargo, también es una proteina

que funciona como receptor de maltosa (45, 52, 53).

Segun Jeffery el término “moonlighting” estaria restringido a proteinas
multifuncionales en que la segunda funciéon no proviene de la fusion de genes,
splicing alternativo, multiples fragmentos proteoliticos con diferentes funciones, o

actividades enzimaticas promiscuas (45, 46).

Un grupo particular de proteinas “moonlighting” incluye a enzimas
intracelulares que realizan una segunda funciéon bioquimica diferente sobre la
superficie celular. Estas enzimas se encuentran con frecuencia en la superficie
celular durante experimentos protedmicos y ensayos de localizacién subcelular.
Un ejemplo clasico de proteinas moonlighting son las enzimas metabdlicas,
localizadas sobre la superficie de patégenos como bacterias, protozoarios y
hongos, donde tienen un papel clave durante la infeccién y la virulencia (54, 55).
Algunas de las funciones reportadas para estas proteinas incluyen la colonizacién
de los tejidos del hospedero al unirse a proteinas de matriz extracelular, o

directamente a la célula blanco (56).

1.11 La triosafosfato isomerasa (TIM) en la interaccion Parasito-

Hospedero.

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima glucolitica citoplasmica que
cataliza la isomerizacion entre hidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-
fosfato (G3P) desempenando un rol esencial en la via de la glucdlisis (Embden-
Meyerhof-Parnas), gluconeogénesis y pentosa fosfato (57). Ademas de su funcién
metabdlica, a la TIM se le ha descrito como una proteina “moonlighting” cuando se
localiza en la superficie de microorganismos patdégenos. Por ejemplo, la TIM
funciona como una proteina de unién a Lm y Fn, durante la fase infectiva de
Paracoccidioides brasiliensis; mientras que en Staphylococcus aureus, media la
union de la bacteria con Plg (58, 59). Funciones similares de adhesina se han
identificado para la TIM localizada en la superficie de Lactobacillus plantarum y
Mycoplasma gallisepticum, mediando la adhesién a células Caco-2 y células DF-1,
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respectivamente (60, 61). En el hongo Candida albicans, la TIM de superficie
media la unidon a componentes del plasma humano y también participa junto con
otras proteinas de superficie, confiriendo proteccion contra estrés oxidativo (62,
63). Estudios protedbmicos también han idenificado a la proteina TIM en la
superficie de Entamoeba histolytica; sin embargo, aun no ha sido descrita su
funcion es éste patogeno (64). Por otra parte, TIM exhibe funciones extracelulares
en parasitos helmintos. Por ejemplo, en Brugia malayi y Schistosoma mansoni TIM
es una de las proteinas mas abundantes en los productos de secrecion y funciona
como blanco de anticuerpos durante la infeccion, ademas de ser considerada

como un blanco potencial terapéutico y/o para el desarrollo de vacunas (65-67).

La proteina TIM también puede adquirir diversidad funcional como resultado
de la duplicacién de genes. En la mayoria de los organismos TIM es codificada por
un gen unico; sin embargo, en plantas es codificada por dos genes “tim” que son
diferencialmente expresados en el citosol y los cloroplastos (68). De manera
similar, la TIM es codificada por genes duplicados en la bacteria Sinorhizobium
meliloti, donde uno ellos esta involucrado en el catabolismo del eritritol y el otro
participa en la gluconeogénesis (69). Estos datos sugieren que la proteina TIM es
una proteina “moonlighting” y un factor de virulencia en microorganismos

patdgenos.
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Capitulo I1

Antecedentes directos

Como parte de la colaboracion con nuestro laboratorio, Figueroa-Angulo y
col., en el 2012 identifican que la enzima triosafosfato isomerasa de T. vaginalis
(TvTIM) es codificada por dos genes tvtim (tvtimi1 y tvtim2) que se traducen en
dos proteinas funcionales de 27 kDa (TvTIM1 y TvTIM2). Ambas proteinas TvTIM
fueron caracterizadas como proteinas recombinantes, se cristalizaron y se
obtuvieron sus estructuras cristalinas (70, 71). Entre las evidencias que sugerian
que TvTIM podria tener funciones “moolighting” en T. vaginalis, se encontraban los
analisis de su estabilidad estructural. Por ejemplo, ambas son proteinas diméricas
de 254 aminoacidos en longitud; sin embargo, difieren unicamente en 4 aa, que
afectan significativamente su estabilidad estructural, observando que el dimero
TvTIM1r es mas estable y poco disociable comparado con el dimero TvTIMZ2r, que
es facilmente disociable, sugiriendo que estos cambios podrian estar afectando
directamente la funcion de la proteina (71). Ademas, por ensayos de
inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo anti-TvTIM2r se mostré que las
TvTIMs exhibian doble localizacién celular (en el citoplasma y en la superficie de
T. vaginalis) en condiciones regulares de crecimiento, sugiriendo que estas
proteinas podrian tener nuevas funciones alternativas cuando se localizan en la
superficie de los parasitos (71). Adicionalmente, analisis transcriptomicos recientes
reportaron un incremento significativo en la expresiéon del gen tviim2 en parasitos
amoeboides adheridos a fibronectina (72), en parasitos adheridos a células VECs
(14), asi como en parasitos crecidos en alta glucosa (AG) (73), comparado con el
gen tvtim1, sugiriendo que los genes tviim de T. vaginalis se expresan de manera
diferencial, lo cual podria estar relacionado a funciones alternativas. Conjuntando
estas evidencias surgio el interés para la realizacion de trabajo que se enfoco en
estudiar la posible participacion de TvTIM como otra proteina “moonlighting” en T.

vaginalis.
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Capitulo II1

Justificacion

La glucosa es la principal fuente de energia para Trichomonas vaginalis; sin
embargo, los niveles de glucosa en el tracto urogenital durante la infeccion y su
contribucion en la biologia del parasito aun no se han documentado
completamente. Por otra parte, varias enzimas glucoliticas se han reportado como
proteinas “multifuncionales” con funciones de adhesinas o como receptores de
matriz extracelular en la superficie de T. vaginalis. Estas nuevas funciones se han
asociado a eventos de duplicacion de genes, sumado a cambios en la localizacidn
celular de estas proteinas y regulados por factores ambientales como el hierro y la

glucosa.

Con la reciente caracterizacion de dos enzimas triosafosfato isomerasa de
T. vaginalis (TvTIM) codificadas por genes duplicados, con diferentes niveles de
expresion que codifican para dos proteinas con diferente estabilidad estructural y
que ademas presentan una doble localizacion en el citoplasma y en la superficie
del parasito; nos surgi6 el interés de identificar las funciones alternativas para la
TvTIM de superficie y caracterizarla como un nuevo factor de virulencia de T.

vaginalis modulada por glucosa.

Capitulo IV
Hipotesis

La glucosa es otro factor ambiental que modula la virulencia de
Trichomonas vaginalis asi como la relocalizacién de las proteinas TvTIM hacia la
superficie de los parasitos durante la interaccién parasito-hospedero donde

presentan una nueva funcidon como receptor de matriz extracelular.
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Capitulo V

Objetivo general

Demostrar el efecto de la glucosa en la citotoxicidad y en la interaccion de
Trichomonas vaginalis con laminina y fibronectina mediada por la enzima

triosafosfato isomerasa (TvTIM).

Capitulo VI

Objetivos particulares

1) Determinar el papel de la glucosa como un factor ambiental que modula el

crecimiento, la adhesidn y la citotoxicidad de T. vaginalis.

2) Evaluar el efecto de la glucosa sobre la expresion y la localizacién de las

proteinas TvTIM a la superficie de T. vaginalis.

3) Buscar las posibles vias de transporte por las cuales TvTIM llega a la

superficie del parasito.

4) Demostrar la funcion alternativa de las proteinas TvTIM de superficie en la

interaccién parasito-hospedero de T. vaginalis.

5) Determinar la presencia de las proteinas TvTIM durante la infeccién por T.

vaginalis.

~ 19 ~
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Capitulo VIII

Materiales y métodos

8.1 Establecimiento de las condiciones de glucosa in vitro.

Para determinar los niveles normales de glucosa a los que T. vaginalis esta
expuesta durante su crecimiento in vitro; se cuantifico la glucosa libre presente en
el medio de cultivo TY (Triptona-Extracto de levadura), suplementado con 10% de
suero bovino adulto (SBA). Este medio de cultivo (TY-SBA) se utiliz6 como medio
base para el crecimiento de T. vaginalis en todos los experimentos. La glucosa se
determiné por el método automatizado glucosa-hexoquinasa, en el laboratorio de
diagndstico clinico MICRO-TEC (Ciudad de México, México).

En este proyecto se estandarizé el crecimiento de T. vaginalis bajo tres
condiciones de glucosa: (1) Restricciéon de glucosa (RG, < 1mM); (2) Glucosa
normal (NG, 25 mM); (3) Alta glucosa (AG, 50 mM). Las condiciones de RG y AG,
se incluyeron en base a previos reportes por Huang KY y col. 2014 (73). La
condicion de NG, se calculé en base a la maltosa (13 mM) contenida en el medio
estandar TYM-SBA, tomando en cuenta que una molécula de maltosa son dos
moléculas de glucosa. Para la condicion de RG, se utilizd medio TY-SBA, sin
glucosa suplementada, y en el que solo <1 mM de glucosa esta presente, derivada
de los componentes del medio. Para la condicion de AG, se utilizd medio TY-SBA,
suplementado con 50 mM de glucosa. Los niveles de glucosa en cada condicion

de crecimiento se verificaron por el método glucosa-hexoquinasa (MICRO-TEC).

8.2 Cultivo de Trichomonas vaginalis.

En este estudio se trabajo con el aislado clinico CNCD188 de T. vaginalis
(74). Para normalizar el crecimiento, los parasitos en fase logaritmica se
mantuvieron en cultivo durante 3 dias, mediante pase diario en medio TYG-SBA-

NG. Posteriormente, los parasitos se cosecharon y se lavaron tres veces con PBS
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pH 7, frio y enseguida se transfirieron a medio TYG-SBA, en las tres condiciones
de glucosa RG, NG o AG y se incubaron durante 20 h a 37°C, para los diferentes

experimentos.

8.3 Cinética de crecimiento.

Para evaluar el efecto de la glucosa sobre el crecimiento de T. vaginalis se
realizaron cinéticas de crecimiento de parasitos (2 x 10° parasitos/ml) en las
condiciones de RG, NG y AG. Los cultivos se incubaron a 37°C y la densidad
celular se determino en intervalos de 6 h durante 24 h de crecimiento utilizando el
método de conteo celular en hematocitometro. Como un control normal de
crecimiento, los parasitos se cultivaron en medio regular TYM-SBA, suplementado
con maltosa (13 mM). La viabilidad celular fue monitoreada en cada punto de la

cinética utilizando el método de exclusién con el colorante azul de tripano (75).

8.4 Oligonucleotidos.

Para determinar los niveles de expresion de los genes tvtim, se utilizaron
oligonucledtidos especificos para tvtim1 y tvtim2, previamente disefiados en el
laboratorio por Figueroa-Angulo y col. en el 2012 (70) utilizando las secuencias
reportadas en TrichDB para tvtim1 (TVAG_497370) y tvtim2 (TVAG_096350). Para
la amplificacibon por PCR y RT-PCR del gen tviim1 se utilizaron los
oligonucledtidos: sentido 5 -ACATTCTTTGTCGGAGGC-3" y anti-sentido 5'-
AATGTTGATGAAACCTGG-3". Para la amplificacién de tvtim2 se utilizaron los
oligonucledtidos: sentido 5-ACATTCTTCGTCGGTGGT-3" y anti-sentido 5°-
AATGTTGATGAAGCCTGG-3". Para ambos, tvtim1 y tvtim2 el producto
amplificado fue de 726 pb.
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8.5 Extraccion del RNA total.

El RNA total de T. vaginalis se obtuvo a partir de parasitos (2 x 107)
cultivados en las condiciones de RG, NG y AG, utilizando el método estandar de
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las pastillas de parasitos se obtuvieron
por centrifugacion, se resuspendieron en 1 ml de TRIzol y se incubaron 5 min a
temperatura ambiente (TA). Enseguida, se le adicionaron 200 ul de cloroformo, los
tubos se mezclaron por inversion, se incubaron por 3 min a TA, se centrifugaron a
12,000 x g por 15 min a 4°C, el sobrenadante se recuperd en un tubo Eppendorf
nuevo de 1.5 ml, se le adicion6 500 ul de isopropanol, se incubd por 10 mina TA'y
se centrifugd a 12,000 x g durante 10 min. Las pastillas se lavaron con 1 ml de
etanol al 75% en agua DEPC, se mezclaron por inversion y se centrifugaron a
7,500 x g durante 5 min. Las pastillas se secaron en campana para eliminar los
residuos de etanol y el RNA total se re-suspendié en 50 ul de agua DEPC estéril.
El RNA total (5 ug) se traté con 3 U de DNasa | (Roche) en amortiguador 10x y
agua DEPC, en un volumen final de reaccién de 40 pl, se incub6 40 min a 37°C,
se agregaron 2 ul de EDTA (25 mM) y se incub6 a 65°C durante 10 min para
inactivar a la DNasa I. EI RNA se llevd a un volumen de 100 ul con agua DEPC
estéril y se precipitd con acetato de sodio 3 M (volumen 1/10) y 2.5 volumenes de
etanol absoluto toda la noche a -70°C, se centrifugd a 12,000 x g durante 15 min a

TA y la pastilla con el RNA total se resuspendio en 5 ul de agua DEPC.

8.6 Retrotranscripcion.

Para la sintesis de cDNA se utilizd el kit “RevertAid First Strand cDNA
Synthesis” (Thermo Scientific). A 5 yg de RNA total tratado con DNasa |, se
adicionaron 6 pl de agua DEPC estéril, 1 pl de oligo dT y se desnaturalizé a 70°C
durante 5 min. Los tubos se colocaron en hielo a 4°C y se adicionaron 4 pl de
amortiguador RT 5x, 1 pl (20 U/ul) de inhibidor de RNasa “RiboLock”, 2 ul de
dNTPs mix (10 mM), 1 pl (200 U/pl) de la enzima retrotranscriptasa “Revert Aid M-

Mulv Reverse” y se incubaron durante 60 min a 42°C. La reaccion se terminé
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calentando a 70°C durante 5 min y la concentracion de cDNA se cuantificé en un

espectrofotometro NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific).

8.7 Amplificacion por PCR.

Las reacciones de PCR se prepararon en tubos estériles con los siguientes
reactivos: 5 ul del amortiguador para PCR (10x), 3 pl de MgCl2 (25 mM), 1 pl de
dNTP’s mix (10 mM), 1 ul (1 pg/ul) de cada oligonucledétido sentido y anti-sentido,
5 ul de cDNA (500 ng) y 0.4 pl de enzima Taq polimerasa (Invitrogen 7.5 ug/pl); la
reaccion se llevo a un volumen final de 50 pl con agua de ampolleta. Como control
positivo de PCR, se incluy6 un tubo de reaccion utilizando DNA gendmico como
molde. Para el control negativo, se incluyd un tubo de reaccion utilizando RNA
tratado con DNasa |. Como control interno de cantidad, se amplificé un fragmento
de 112 pb del gen B-tubulina (B-tub) utilizando los oligonucledtidos, sentido BTUB9
5-CATTGATAACGAAGCTCTTTACGAT-3" 'y  anti-sentido  BTUB2  5'-
GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT-3" (70). Las condiciones de PCR utilizadas
para amplificar los genes tvtim1, tvtim2 y 3-tub fueron las siguientes: 1 ciclo a 94°C
por 2 min, 25 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C
por 1 min y extension a 72°C por 1 min; como extension final se incluyd 1 ciclo a
72°C por 7 min. Para visualizar los productos de amplificacion se corrieron en
geles de agarosa al 1%, a 80 volts durante 20 min y se tifieron con bromuro de
etidio (0.5 pg/pl) en amortiguador TBE 1x. Las imagenes se capturaron con el
ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el “software Quantity One” (Bio-
Rad).

8.8 Obtencion de los extractos de proteinas totales (para adhesinas).

Los extractos de proteinas totales de T. vaginalis se obtuvieron en
presencia de inhibidores de proteasas de acuerdo a lo previamente descrito por
Arroyo y col. 1992; Moreno-Brito y col., 2005 (40, 41). De manera breve y con

pequeiias modificaciones, parasitos (2 x 107) cultivados en RG, NG y AG durante
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20 h a 37°C, se resuspendieron en 500 pl de amortiguador NET (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM y EDTA 5 mM), pH 7.4, en presencia de los inhibidores de
proteasas TLCK (1 mM) y leupeptin (0.2 mM), se mezclaron y se incubaron por 10
min a 4°C. Enseguida se lisaron los parasitos con deoxicolato de sodio (0.5%)
adicionando TLCK (1 mM) y leupeptin (0.2 mM) e incubando 20 min a 4°C.
Después, se adicion6 amortiguador TDSET (Tris-Cl 10 mM, pH 7.8, DOC 0.2%,
SDS 0.1%, EDTA 10 mM y Triton-X100 al 1%) hasta completar un volumen final
de 1 ml. A continuacién se coloco un colchon de sacarosa al 10% (100 pl) con
indicador rojo de fenol en el fondo del tubo y se centrifugd a 12,000 x g por 30 min
a 4°C. Después se recupero el sobrenadante con las proteinas totales solubles y
se cuantifico la concentracién de proteina a 280 nm en un NanoDrop 2000 UV-Vis.
Los extractos de proteinas se analizaron por SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 12% y luego se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (NC)
de 0.22 um (Bio-Rad) para su analisis por ensayos de Western blot (WB) con
diferentes anticuerpos. Para visualizar el patron de proteinas un gel duplicado se

tind con azul brillante de Coomassie al 0.05%.

8.9 Electrotransferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa.

El sandwich para la transferencia de proteinas se prepard en el siguiente
orden: lado oscuro de la unidad de transferencia, esponja, papel filtro Whatman
No. 3, gel de poliacrilamida con proteinas separadas por SDS-PAGE, membrana
de NC de 0.22 uym (Bio-Rad), papel filtro Whatman No. 3, esponja y lado
transparente de la unidad de transferencia. Enseguida, el sandwich se colocé en
camara humeda (Bio-Rad) sumergido en amortiguador de transferencia. La
transferencia se realizé en frio con agitacion suave, durante 20 min a 30 volts para
las proteinas de bajo peso molecular y por 1 h a 100 volts para las proteinas de
alto peso. La transferencia de las proteinas se verifico tiiendo las membranas con
rojo de Ponceau al 100% y los patrones de proteinas se capturaron en el
fotodocumentador y se destifieron con PBS pH 7. Las membranas se bloquearon
con leche al 10% en PBS-Tween 20 al 0.1% (PBS-T20) durante toda la noche con
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agitacion suave a 4°C, se lavaron cinco veces con PBS-T20 en agitacién durante 5
min (por lavado) a TA y se incubaron con los anticuerpos correspondientes para

los ensayos de WB.

8.10 Western blot.

Para los ensayos de WB, las membranas transferidas y previamente
bloqueadas con leche al 10% se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos
en PBS-T20, con leche al 5%, durante 18 h a 4°C. Las membranas se lavaron
cinco veces con PBS-T20 y se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra
anti-conejo acoplado a peroxidasa, diluido 1:3,000 (Bio-Rad) con leche al 2.5% en
PBS-T20 durante 2 h a TA. Las bandas reactivas se revelaron por
quimioluminiscencia con el kit “SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate” (Thermo Scientific-Pierce). Las imagenes se capturaron con el
ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el “software Quantity One” (Bio-
Rad).

8.11 Ensayo de inmunofluorescencia indirecta.

Parasitos en RG (<1 mM) y AG (50 mM), se crecieron adheridos a
cubreobjetos durante 20 h a 37°C, se lavaron con PBS pH 7 filtrado, se fijaron con
paraformaldehido fresco al 2% en PBS pH 7 durante 30 min a TA, se lavaron cinco
veces con albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS y se bloquearon con PBS-
glicina 0.5 M durante 1 h a TA, se lavaron tres veces con PBS-glicina, se
bloquearon con suero fetal bovino (SFB) al 1% en PBS durante 15 min a TA, se
lavaron cinco veces con PBS y se incubaron durante 18 h a 4°C con el anticuerpo
primario anti-TvTIMr o suero pre-inmune (Pl) de conejo, ambos a una dilucién de
1:50 en PBS. Los parasitos se lavaron cinco veces con PBS y se incubaron con un
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a fluoresceina (FITC)
(Thermo Scientific) diluido 1:100 en PBS durante 2 h a TA, se lavaron cinco veces

con PBS y la superficie de los parasitos se tiné con DIL (DIL-CM-38; Molecular
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Probes-Invitrogen) diluido 1:2,000 en agua miliQ filtrada durante 30 min a TA. Para
marcar los nucleos de los parasitos, los cubreobjetos se montaron en 7 ul de
solucién “Vectashield” con DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Los
parasitos se observaron por microscopia confocal en un microscopio Zeiss y las

imagenes se analizaron con el software ZEN 2012 (Carl Zeiss, Germany).

Para confirmar el efecto de la glucosa sobre la localizacion de las proteinas
TvTIM de T. vaginalis, los parasitos se mantuvieron durante tres dias por pase
diario en RG (<1 mM) antes de ser transferidos a medio fresco, suplementado con
diferentes concentraciones de glucosa (<1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 mM) sobre
cubreobjetos durante 1 h a 37°C. Estos parasitos se procesaron con el mismo
protocolo descrito arriba para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta y

analisis de microscopia confocal.

8.12 Inmunomarcaje con oro coloidal.

Parasitos crecidos en AG por 20 h a 37°C, se lavaron cinco veces con PBS
pH 7 y se fijaron con una mezcla de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al
0.2% en medio D-MEM sin suero. Los parasitos se deshidrataron con etanol, se
embebieron en resina LR-white que se polimerizé con luz UV a 4°C toda la noche.
De la pastilla de parasitos se generaron secciones ultra finas, se montaron en
rejillas de niquel, se bloquearon con suero fetal bovino (SFB) al 10% en PBS, se
incubaron con el anticuerpo primario anti-TvTIMr diluido 1:30 toda la noche a 4°C,
se lavaron varias veces con albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS, se
incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a particulas
de oro coloidal (10 o 20 nm), diluido 1:50 durante 1 h a TA. Como control negativo,
los parasitos se incubaron solo con el anticuerpo secundario. Las muestras se
analizaron por microscopia electrénica de transmision (MET) en un microscopio
JEOL JEM-1011 (JOEL Ltd., Tokyo, Japon).
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8.13 Ensayo de ligando-adhesina.

A partir de parasitos (2 x 107) crecidos en condiciones de bajo hierro (BH; 0
pMM), hierro normal (NH; 20 uM) y alto hierro (AH; 250 yM) durante 20 h a 37°C, se
obtuvieron los extractos de proteinas totales solubles que contienen a las
adhesinas utilizando el mismo protocolo descrito en la secciéon 8.8. Para los
ensayos de ligando-adhesinas los extractos de proteinas obtenidos en cada
condicién de hierro se incubaron con células HelLa (1 x 10°) fijadas con
glutaraldehido al 2.5% y bloqueadas con glicina al 0.5 M. La incubacion se realizo
en agitacion suave a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las células se
lavaron cinco veces con amortiguador TDSET (Tris-Cl 10 mM, pH 7.8, DOC 0.2%,
SDS 0.1%, EDTA 10 mM y Triton-X100 al 1%), centrifugando a 12,000 x g 5 min a
4°C en cada lavado. Las proteinas de T. vaginalis unidas por afinidad a la
superficie de las células HelLa se separaron eluyendo con 30 ul de amortiguador
de muestra 1x (BM 1x), se hirviendo durante 3 min y se analizaron por SDS-PAGE
en geles de poliacrilamida al 10%. Para visualizar el patrén de proteinas un
duplicado del gel se tiidé con azul brillante de Coomassie (CBB). Para los ensayos
de WB duplicados de estos geles se transfirieron a membranas de NC (0.22 um,

Bio-Rad) y se incubaron con los anticuerpos correspondientes.

8.14 Ensayo de afinidad a ligando.

Para demostrar la interaccidn de las proteinas TvTIM de T. vaginalis con
diferentes ligandos como proteinas de matriz extracelular y plasmindégeno, se
realizaron ensayos de Far-western blot (FWB), siguiendo el protocolo previamente
descrito por Pereira y col. 2007 (58). De manera breve y con pequefas
modificaciones, 1 ug de las proteinas recombinantes TvTIM1r o TvTIM2r se
sometieron a SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%, se transfirieron a
membranas de NC (0.22 um, Bio-Rad) y se bloquearon con leche al 10% en PBS-
T20 toda la noche a 4°C en agitacion suave. Las membranas se lavaron cinco
veces con PBS-T20 y se incubaron con los diferentes ligandos: laminina (Lm;
L2020, Sigma Co. St Louis, MO, USA), fibronectina (Fn; F2006, Sigma),
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plasminégeno (Plg; STA-239, Cell Bio-Labs, San Diego, CA, USA), o ppTvCP4r,
una proteina recombinante no relacionada que se utiliz6 como control negativo.
Todos los ligandos se utilizaron a una concentracién de 30 ug/ml en PBS-BSA al
1% y la interaccién se incubd toda la noche a 4°C en agitacion suave. Las
membranas se lavaron cinco veces con PBS-T20 y se incubaron toda la noche a
4°C con los anticuerpos primarios correspondientes: anti-Lm (L9393, Sigma), anti-
Fn (F3348, Sigma), anti-Plg (STA-139, Cell Bio-Labs) o anti-ppTvCP4r, diluidos
1:1,000 en PBS-T20-BSA. Las membranas se lavaron cinco veces con PBS-T20 y
se incubaron 2 h a TA con los anticuerpos secundarios correspondientes: cabra
anti-conejo acoplado a peroxidasa (dilucion 1:3,000, Bio-Rad) o burro anti-cabra
acoplado a peroxidasa (dilucién 1:2,000, Jackson Immuno Research, West Grove,
PA, USA), se lavaron cinco veces con PBS-T20 y las bandas reactivas se
revelaron por quimioluminiscencia “SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate” (Thermo Scientific-Pierce). Las imagenes se capturaron con el
ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el software Quantity One (Bio-Rad).
La proteina recombinante alfa-enolasa de T. vaginalis previamente reportada
como receptor de Plg (44), se utiliz6 como control positivo de FWB; una proteina
recombinante no relacionada ppTvCP4r, se incluyd como control negativo de
FWB. Como controles negativos adicionales se incluyeron las proteinas TvTIM1r,
TvTIM2r, TVENOr y ppTvCP4r incubadas directamente con los anticuerpos anti-
Lm, anti-Fn, anti-Plg. Como controles positivos, las proteinas TvTIM1r, TvTIMZr,
TvENOr, o ppTvCP4r, se incubaron directamente con los anticuerpos
correspondientes: anti-TvTIMr (dilucion 1:1,500), anti-TVENOTr (dilucién 1:2,000) o
anti-ppTvCP4r (dilucién 1:2,000).

8.15 Ensayo de union Dot-blot.

Diferentes cantidades (0, 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 ug) de las proteinas
recombinantes TvTIM1r, TvTIM2r, TVENOr y TvCP4r se transfirieron a membranas
de NC (0.22 um; Bio-Rad) utilizando el equipo de microfiltracion Bio-Dot (Bio-Rad).

Las membranas se bloquearon con leche al 5% en amortiguador TBS-T20 (Tris-
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HCI 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5, Tween-20 al 0.05%) toda la noche a 4°C, se
lavaron cinco veces con TBS-T20 y se incubaron con Lm y Fn (30 pg/ml), o Plg
(30 pg/mly 60 pg/ml) en TBS-BSA al 1% con agitacion suave toda la noche a 4°C,
se lavaron cinco veces con TBS-T20 y se incubaron toda la noche a 4°C con los
anticuerpos primarios correspondientes: anti-Lm, anti-Fn, anti-Plg, (dilucion
1:1,000) en PBS-T20-BSA. Las membranas se lavaron cinco veces con TBS-T20 y
se incubaron 2 h a TA con los anticuerpos secundarios correspondientes: cabra
anti-conejo acoplado a peroxidasa (dilucion 1:3,000) o burro anti-cabra acoplado a
peroxidasa (dilucién 1:2,000), se lavaron cinco veces con TBS-T20 y las zonas
reactivas se revelaron por quimioluminiscencia “SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate” (Thermo Scientific-Pierce). Las imagenes se
capturaron con el ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el software
Quantity One (Bio-Rad). Como controles positivos de dot-blot diferentes
cantidades de las proteinas TvTIM1r, TvTIM2r, o TvCP4r se incubaron
directamente con los anticuerpos anti-TvTIMr o anti-TvCP4r (ambos a dilucion
1:1,000), respectivamente. Como control positivo de uniéon a Plg se incluy6 a la
proteina recombinante TVENOr y como control negativo de unién se utilizé a la
proteina recombinante no relacionada TvCP4r en las mismas cantidades descritas

previamente.

8.16 Marcaje con cell tracker blue.

Los parasitos se lavaron tres veces con PBS pH 7 frio y se contaron en un
hematocitdmetro. Enseguida, a 1 x 108 parasitos/ml resuspendidos en medio TYG
sin suero, se adicion6 Cell Tracker Blue (CTB; 75 yM) (CMAC; Molecular Probes)
en DMSO y se incubaron durante 45 min a 37°C en agitaciéon a 100 rpm, se
lavaron tres veces con medio TYG-SBA centrifugando a 1,800 rpm/5 min en cada
lavado. Los parasitos se resuspendieron en medio fresco TYG-SBA y se incubaron
2 h a 37°C cubiertos de la luz. Los parasitos marcados con CTB se analizaron por

microscopia de epifluorescencia.
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8.17 Ensayos de adhesion a Lm y Fn.

Primeramente, las placas de 96 pozos (Jet Biofil, USA) fueron recubiertas
con Lm, Fn o BSA (2 pg/pozo) en amortiguador de carbonatos, pH 9.6, incubando
toda la noche a 4°C. A continuacion, los pozos se lavaron 5 veces con PBS-T20,
se bloquearon con leche al 5% en PBS-T20 2 h a TA, se lavaron cinco veces con
PBS-T20, se incubaron con los anticuerpos primarios anti-Lm o anti-Fn (dilucién
1:200) toda la noche a 4°C, se lavaron con PBS-T20 y se incubaron con un
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a FITC (dilucién 1:500) 2 h a
TA. Los pozos se lavaron cinco veces con PBS-T20 y la emision de fluorescencia
por pozo se midid a 520 nm en un espectrofluorometro Gemini EM (Molecular
Devices SpectraMax) confirmando de esta manera el recubrimiento de los pozos

conLmy Fn.

Para los ensayos de adhesion de T. vaginalis a Lm y Fn inmovilizadas en
placas de 96 pozos, se utilizaron parasitos vivos crecidos en diferentes
concentraciones de glucosa (RG, NG y AG) previamente marcados con CTB (75
uM), los cuales se agregaron a los pozos (5 x 10° parasitos/pozo) recubiertos con
Lm, Fn o BSA (control negativo), se incubaron 30 min a 37°C, se lavaron tres
veces con PBS tibio para eliminar los parasitos no adheridos y la emision de
fluorescencia a partir de los parasitos adheridos a Lm, Fn o BSA se midi6é a 466
nm en un espectrofluorometro Gemini EM. Las unidades relativas de fluorescencia
(URF) se analizaron utilizando el software SoftMax Pro 6.3 y se graficaron

utilizando el software GraphPad Prism 5.0.

8.18 Inhibicion de la adhesion a Lm y Fn.

Para los ensayos de inhibicion de la adhesion parasitos crecidos en
condiciones de AG y marcados con CTB se incubaron con concentraciones
crecientes (0, 100, 200, 300, and 400 ug/ml) de IgGs de los sueros anti-TvTIMr,
pre-inmune (Pl) de conejo (como control negativo), o anti-ppTvCP4r (como un

anticuerpo no relacionado) durante 30 min a 4°C, se lavaron tres veces con medio
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TYG sin suero y luego se agregaron a los pozos (5 x 10° parasitos/pozo)
recubiertos con Lm o Fn en un volumen final de 100 ul de medio TYG sin suero y
se incubaron durante 30 min a 37°C. A continuacién, se lavaron tres veces con
PBS tibio para eliminar los parasitos no adheridos y después del tercer lavado se
elimind el PBS de los pozos para medir la emision de fluorescencia a partir de los
parasitos adheridos a Lm y Fn en un espectrofluorometro Gemini EM a 466 nm.
Para obtener el 100% de adhesion a Lm y Fn se incluyeron parasitos marcados

con CTB sin tratamiento.

Para los ensayos de competencia pozos recubiertos con Lm y Fn (2
Mg/pozo) se incubaron con catidades crecientes (0-1.6 ug) de las proteinas
recombinantes purificadas TvTIM1r, TvTIM2r o ppTvCP4r (control negativo),
durante 1 h a 4°C. A continuacion, se lavaron tres veces con PBS para eliminar la
proteina no unida, se agregaron los parasitos (5 x 10° parasitos/pozo) previamente
cultivados en AG y marcados con CTB, se incubaron 30 min a 37°C, se lavaro tres
veces con PBS tibio para eliminar los parasitos no adheridos y después del tercer
lavado se eliminé el PBS de los pozos para medir la emision de fluorescencia a
partir de los parasitos adheridos a Lm y Fn en un espectrofluorometro Gemini EM
a 466 nm. El 100% de adhesion se obtuvo de parasitos adheridos directamente a

Lm y Fn, sin tramiento con los competidores.

8.19 Ensayo de secrecion in vitro.

Para determinar si las proteinas TvTIM eran secretadas por T. vaginalis
bajo las condiciones de glucosa utilizadas, realizamos ensayos de secrecién in
vitro a partir de parasitos (5 x 10°) resuspendidos en 5 ml de PBS pH7, en
condiciones de RG (£ 1 mM) y AG (50 mM), incubados durante 1 h a 37°C. Los
productos de secrecién en ambas condiciones se obtuvieron por centrifugacion a
1,800 rpm por 5 min a 4°C y el sobrenadante se filtr6 a través de membranas de
0.22 pym para eliminar restos celulares. A continuacion las proteinas se
precipitaron con TCA al 10% durante toda la noche a 4°C, se obtuvo la pastilla de

proteinas a partir de los 5 ml, centrifugando a 13,000 rpm por 5 min a 4°C, se
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lavaron tres veces con acetona fria para eliminar los residuos de TCA, se
resuspendieron en 20 ul de amortiguador de muestra (BM 1x), se hirvieron 5 min,
luego se analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y los
patrones de proteinas se visualizaron por tincion con azul brillante de Coomassie
(CBB). Duplicados de estos geles se transfirieron a membranas de NC (0.22 um,
Bio-Rad) para su analisis por WB con los diferentes anticuerpos primarios: anti-
TvTIMr, anti-EhHKTr (control negativo de secrecion) y anti-TvCP4 (control positivo
de secrecion) que se incubaron durante toda la noche a 4°C en agitacion suave.
Las membranas se lavaron cinco veces con PBS-T20, se incubaron con un
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (dilucion
1:3,000) en PBS-T20 durante 2 h a TA, se lavaron 5 veces con PBS-T20 y
finalmente las bandas reactivas se revelaron por quimioluminiscencia, las
imagenes se capturaron con el ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el
software Quantity One (Bio-Rad). Como control positivo de WB las pastillas de
proteinas totales de los parasitos en RG y AG se analizaron por SDS-PAGE, se
transfirieron a membranas de NC y se analizaron por WB utilizando los mismos

anticuerpos mencionados.

8.20 Obtencion de las secreciones vaginales.

Las muestras de secreciones vaginales (SV) incluidas en este estudio se
obtuvieron con la colaboracion de la Biol. Diana Rodriguez y la QBP. Maria del
Pilar Gonzalez Uribe, esta ultima adscrita al Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS). La toma de muestras se realizO a mujeres que acudian a su examen
periddico de Papanicolaou en la Unidad de Medicina Preventiva del Hospital
General de México (HGM), asi como a mujeres que acudian para estudios
ginecoldgicos a la Unidad de Medicina Familiar N°94 (UMF-IMSS). Como
evidencia de infeccion vaginal todas ellas recibieron el diagndstico de
cervicovaginitis y algunos otros trastornos ginecologicos mediante examenes
clinicos. Las SVs se colectaron a partir del flujo vaginal (liquido blanco lechoso)
con un hisopo estéril y se diluyeron en solucion salina (dilucion 1:5). La presencia
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de componentes celulares como células epiteliales vaginales (VEC), leucocitos,
bacterias, levaduras y T. vaginalis se determind por analisis microscopico de las
SVs. El pH de las muestras se determin6 con tiras indicadoras de pH con rangos
de 0-14 y 4-7 (ColorpHast, Merck). La presencia de T. vaginalis y otros patdogenos
como Gardnerella vaginalis, Candida albicans o enterobacterias se determind por
analisis microscopico y cultivo in vitro. Para el cultivo de T. vaginalis se utilizo el
método de InPouch Tv (Biomed Diagnostic, White City, OR, USA).

8.21 Determinacion de los niveles de glucosa en SV.

Para determinar los niveles de glucosa a los que T. vaginalis se expone
durante la infeccion vaginal, se cuantificdé la glucosa libre presente en las
secreciones vaginales de mujeres con tricomoniasis. En este estudio se incluyeron
85 muestras de SV las cuales se obtuvieron segun el protocolo descrito en la
seccion anterior 8.20. Las SV diluidas (1:5) en solucion salina, se centrifugaron a
13,000 rpm por 5 min a 4°C para eliminar los componentes celulares. El
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se centrifugé nuevamente a 13,000
rom por 5 min a 4°C. Las muestras de SV se organizaron en dos grupos de
acuerdo a los resultados del analisis microscépico y cultivo in vitro: 1) grupo de
personas con microbiota normal sana y 2) grupo de personas con infeccion
vaginal. Para la cuantificacion de glucosa libre, se tomaron 500 ul de cada SV y se
enviaron al laboratorio de diagnéstico clinico MICRO-TEC para la cuantificacion de

glucosa por el método automatizado de glucosa-hexoquinasa.

8.22 Busqueda de TvTIM en secreciones vaginales.

Para determinar la presencia de las proteinas TvTIM de T. vaginalis durante
la infeccién, se realizaron ensayos de WB con el anticuerpo anti-TvTIMr, a partir
de secreciones vaginales obtenidas de mujeres con tricomoniasis (n=16) o
mujeres con microbiota normal sana (n=16). La seleccion de las SV para este

estudio, se realizd en base a los resultados del analisis microscopico y cultivo in
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vitro. Cada muestra de SV con tricomoniasis tuvo su SV equivalente con
microbiota normal sana, donde la unica diferencia entre las muestras radico en la
presencia (Tv +) o la ausencia (Tv -) de T. vaginalis. Para los ensayos de WB, se
obtuvieron las proteinas presentes en las SV por el método de precipitacién con
acido tricloroacético (TCA). A 200 pl de SV se le agregé 700 ul de PBS pH 7 frio y
se precipitaron con 100 pl de TCA toda la noche a 4°C. La pastilla de proteinas se
obtuvo por centrifugacion a 13,000 rpm por 5 min a 4°C, se lavaron tres veces con
acetona fria, se resuspendieron en 30 yl de amortiguador de muestra (BM 1x), se
hirvieron 5 min, se analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12 % y
el perfil de proteinas se visualizé por tincion con CBB. Duplicados de estos geles
se transfirieron a membranas de NC (0.22 uym, Bio-Rad) para su analisis por WB
con el anticuerpo primario anti-TvTIMr (dilucién 1:500) y con un anticuerpo
secundario de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (dilucion 1:3,000). Las
bandas reactivas se detectaron por quimioluminiscencia, las imagenes se
capturaron con el ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el software
Quantity One (Bio-Rad). Las bandas con reactividad positiva por WB, se
localizaron en los geles tefiidos con CBB, se cortaron y se identificaron por Maldi-
Tof-MS. Para descartar un posible reconocimiento cruzado del anticuerpo anti-
TvTIM con la proteina TIM de humano, extractos de proteinas totales obtenidos a

partir de células HelLa se analizaron por WB con el anticuerpo anti-TvTIMr.

8.23 Inmunofluorescencia indirecta de células VEC.

Para evaluar la posible interaccion entre las proteinas TvTIM de T. vaginalis
con las células epiteliales vaginales (VEC) durante la infeccidn; realizamos
ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-TvTIMr, a partir
de células VEC aisladas de las secreciones vaginales de mujeres con
tricomoniasis 0 mujeres con microbiota normal sana (control de especificidad).
Para el aislamiento de las células VEC las SV (500 pl) se centrifugaron a 6,000
rom por 5 min a 4°C, la pastilla de células se resuspendid en 800ul de
paraformaldehido al 4% y se fijaron sobre cubreobjetos tratados con poli-L-lisina
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(SIGMA) 30 min a TA, se lavaron cinco veces con PBS, luego cinco veces con
PBS-albumina al 1%, se bloquearon con PBS-glicina (0.5 M) 1 h a TA, se lavaron
tres veces con PBS-glicina, se bloquearon con 1% de suero fetal bovino en PBS
15 min a TA, se lavaron cinco veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo
primario anti-TvTIMr (dilucion 1:50) 18 h a 4°C. A continuacion, se lavaron cinco
veces con PBS, se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo
acoplado a fluoresceina (FITC) (diluicion 1:100 en PBS) 2 h, se lavaron cinco
veces con PBS vy la superficie de las células se tifid con DIL (dilucién 1:2,000) 30
min a TA. Para marcar los nucleos los cubreobjetos se montaron en 7 pl de
solucion Vectashield con DAPI y finalmene las células se analizaron por
microscopia confocal en un microscopio Zeiss y las imagenes se analizaron con el
software ZEN 2012 (Carl Zeiss, Germany).

8.24 Ensayos de citotoxicidad

Para los ensayos de citotoxicidad las tricomonas (~2 x10° parasitos/pozo)
se depositaron sobre monocapas de células HeLa (~5 x10* células/pozo) en una
relacion 4:1 (parasito/HeLa) en medio de interaccion D-MEM-TYG (relacion 2:1)
sin suero. Para evaluar el efecto de la glucosa sobre la citotoxicidad de T.
vaginalis, la interaccidn parasito-HelLa se realiz6 en condiciones de RG (£ 1 mM) o
AG (50 mM) y se sigui6 a los 15, 30 y 60 min a 37°C, en atmosfera de CO2 al 5%.
Concluido el tiempo de interaccion se retiré el medio de los pozos, se lavaron tres
veces con PBS frio, para eliminar los parasitos adheridos y las monocapas de
células Hela se fijaron con formaldehido al 2% en PBS 10 min a TA, se lavaron
tres veces con PBS y se tifieron con cristal violeta (50 ul/pozo) 10 min a TA. Los
pozos se lavaron cinco veces con PBS para eliminar el exceso de colorante y se
evaluo la integridad de las monocapas por microscopia Optica. Para determinar el
% de citotoxicidad, el colorante retenido por las monocapas se eluyé en 50 ul de
SDS al 1% y se midi6 la absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA. El % de
citotoxicidad de las monocapas incubadas con T. vaginalis se calculé comparando
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con el control de células HelLa sin tratamiento. Los resultados se graficaron

utilizando el software GraphPad Prism.

8.25 Ensayos de actividad proteolitica.

Para determinar el efecto de la glucosa sobre la actividad proteolitica de T.
vaginalis, se obtuvieron extractos resistentes a proteasas a partir de tricomonas (2
x 107) cultivadas en medio TYG-SBA en RG (= 1 mM) o AG (50 mM). Los
parasitos se lavaron tres veces con PBS pH 7 frio, se resuspendieron en 500 pl de
PBS pH 8, se lisaron con 50 ul de desoxicolato de sodio al 10% y se incubaron
durante 20 min a 4°C, se adicionaron 450 ul de PBS pH 8 (1 ml vol. final), se
depositdé en el fondo del tubo un colchon de sacarosa al 10% (100 pl) con
indicador rojo de fenol y se centrifugdé a 12,000 x g 30 min a 4°C. Las proteinas de
los sobrenadantes se analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%
copolimerizados con gelatina al 0.2%. Después de la electroforesis las proteasas
separadas en los geles se renaturalizaron con 30 ml de Triton X-100 al 2.5% 1 h a
TA y se activaron con amortiguador de acetato de sodio (0.1 M) pH 4.5 con [3-
mercaptoetanol al 0.1% por 4 h a 4°C 0 4 h a 37°C. Para visualizar las zonas con
actividad proteolitica los geles se tineron con CBB, observando la actividad

proteolitica como bandas blancas contra un fondo obscuro.

8.26 Expresion de cisteina proteinasas (CPs).

Para evaluar el efecto de la glucosa en algunas de las CPs que participan
en la virulencia de T. vaginalis, se obtuvieron extractos resistentes a proteasas de
parasitos (2 x 107) cultivados en medio TYG-SBA en RG (< 1 mM) y AG (50 mM)
como se describidé previamente. Los extractos se analizaron por SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 12%, se transfiieron a membranas de NC, se
bloquearon con leche al 10% en PBS-T20 durante toda la noche a 4°C, se lavaron
cinco veces con PBS-T20 y se incubaron 18 h a 4°C con diferentes anticuerpos

primarios dirigidos contra varias CPs de T. vaginalis: anti-TvCP2 (1:200), anti-
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TvCP4 (1:200), anti-TvCP30 (1:200), anti-TvCP39 (1:200) y anti-TvLEGU-1 (1:500)
diluidos con 5% de leche en PBS-T20. Las membranas se lavaron cinco veces con
PBS-T20 y se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo
acoplado a peroxidasa (dilucion 1:3,000) 2 h a TA, se lavaron cinco veces con
PBS-T20, las bandas reactivas se revelaron por quimiolumiscencia (SuperSignal
West Pico), las imagenes se capturaron con el ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se

analizaron con el software Quantity One (Bio-Rad).

8.27 Electroforesis en 2-DE.

La electroforesis bidimensional se realizdé segun el protocolo previamente
descrito por Cardenas-Guerra y col. 2013 (76). Parasitos (6 x 107) cultivados en
RG (£ 1mM) y AG (60 mM) por 22 h a 37°C, se resuspendieron y lisaron en 150 pl
de amortiguador de isoelectroenfoque (Bio-Rad), se incubaron 20 min a TA, se
centrifugd a 13,000 rpm 5 min a 4°C para eliminar los componentes celulares no
solubilizados y el sobrenadante (extracto resistente a proteasas) se transfirio a las
celdas de la camara para isoelectroenfoque (IEF; Bio-Rad). Para la separacion de
las proteinas en la primera dimension, tiras de gel con un gradiente de pH
inmovilizado (ReadyStrip IPG strip pH 4-7, Bio-Rad) se colocaron directamente
sobre los extractos en la camara y se rehidrataron de manera activa 14 h a 20°C
con 50 volts. El isoelectroenfoque de las proteinas se realizé en el equipo Protean
IEF Cell (Bio-Rad), en tres pasos: (1) 250 volts por 20 min; (2) 4,000 volts por 3 h;
(3) 4,000 volts con un incremento gradual hasta 10,000 volts/h. Una vez terminada
la corrida, las tiras de gel con las proteinas se sometieron a la segunda dimension
(2D) por SDS-PAGE en geles preparativos de poliacrilamida al 10 y 12%. Antes de
la corrida las tiras de gel se incubaron en amortiguador de equilibrio 1 (con DTT)
10 min a TA y en amortiguador de equilibrio 2 (con iodacetamida) 10 min a TA
para geles tefidos con nitrato de plata. En el caso de geles para actividad
proteolitica, las tiras de gel se incubaron solo con el amortiguador 1 ya que la

iodoacetamida inhibe la actividad. Las tiras se montaron en los geles preparativos
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correspondientes y se inmovilizaron con solucién de “overlay” agarosa al 0.5%

(Sigma-2D) y se corrieron a 100 volts constantes durante 90 min.

8.28 Identificacion de proteinas por Maldi-Tof-MS

La identificacion de proteinas se realizé a partir de geles de poliacrilamida
en 1-DE tenidos con CBB; asi como de geles de poliacrilamida en 2-DE tefidos
con nitrato de plata. Las bandas de los geles 1-DE o las manchas de los geles 2-
DE se cortaron, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles y se enviaron
al Departamento de Biotecnologia y Bioquimica (area de protedmica) del
CINVESTAV-Unidad Irapuato, con la colaboracién de la auxiliar en investigacion
C. Alicia Chagoya Lopez. Las proteinas contenidas en las bandas o manchas se
sometieron a una digestidn con tripsina, para hacer un mapeo triptico por el
método de Maldi-Tof-MS/MS-peptide mapping en un espectrometro de masas
(ToFSPec SE).

8.29 Andlisis in silico.

Para identificar posibles sitios de modificaciones postraduccionales en las
proteinas TvTIM de T. vaginalis, se analizaron las secuencias de aminoacidos
reportadas en TrichDB para TvTIM1 (TVAG_497370) y TvTIM2 (TVAG_096350),
para la busqueda de sitios implicados en la asociacion a la membrana, secrecion e
interaccidn con otras proteinas o sustratos. Los programas utilizados para este
estudio fueron: CSS-Palm 4.0 (csspalm.biocuckoo.org), GPS Lipid 1.0
(lipid.biocuckoo.org), GPS 3.0 (csspalm.biocuckoo.org), NetPhos 2.0
(www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos), DictyOGLy 1.1
(www.cbs.dtu.dk/services/DictyOGLYy), NetNGly 1.0
(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGLYy).
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8.30 Analisis estadistico
Las diferencias estadisticamente significativas entre los resultados
generados para cada experimento, se determinaron por analisis de varianza

(ANOVA) y el método comparativo de Tukey, utilizando el software GraphPad
Prism 5.0.
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Capitulo IX

Resultados

9.1 Niveles de glucosa en secreciones wvaginales de mujeres con

Tricomoniasis.

Uno de los principales planteamientos de este trabajo fue demostrar que la
glucosa es otro factor ambiental que modula la virulencia de T. vaginalis. Los
antecedentes sugerian que cambios en los niveles de glucosa in vitro podrian
estar influyendo en la biologia del parasito, sin embargo, se desconocia si T.
vaginalis se exponia a cambios en la concentracién de glucosa in vivo durante la
infeccion. Para abordar esta cuention en nuestro trabajo determinamos los niveles
de glucosa libre presente en las secreciones vaginales de un total de 85 mujeres
mexicanas, entre las que se incluyeron mujeres con microbiota normal y mujeres
con infeccién vaginal por T. vaginalis o por otros patdogenos. La tabla 1 incluye el
concentrado de los resultados obtenidos de la cuantificacién de glucosa, donde se
muestran los valores individuales de glucosa en (mM) para cada persona. Los
resultados muestran que para el grupo de mujeres con microbiota vaginal normal,
pero que presentaban problemas ginecoldgicos la concentracion de glucosa
promedio fue de 11.96 mM, con una variacion en los valores individuales entre
0.3-38.3 mM. Para el grupo de mujeres que presentaban cervicovaginitis pero sin
T. vaginalis, la concentracion de glucosa promedio fue de 14.31 mM con valores
individuales que variaron entre 0.3-43.10 mM. Para el grupo de mujeres con
cervicovaginitis causada por T. vaginalis, la concentracion de glucosa promedio
fue de 10.25 mM con valores individuales que variaron entre 0.3-36.65 mM.
Finalmente, las mujeres que presentaban infeccion vaginal por Candida albicans,
Gardnerella vaginalis y enterobacteria, sumado a otros problemas ginecoldgicos,
la concentracién de glucosa promedio fue de 13.48 mM con valores individuales
entre 0.55-56.6 mM. Nuestros resultados sugieren que los niveles de glucosa
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vaginal entre las mujeres incluidas en este estudio son variables; también
muestran que las tres condiciones de glucosa (RG, NG y AG) utilizadas para los
experimentos in vitro se encuentran dentro del rango de glucosa in vivo, lo que
respalda nuestros resultados y sugiere que los parasitos se exponen a cambios
drasticos en los niveles de glucosa durante la infeccion del tracto vaginal que
ademas podrian estar modulando in vivo la virulencia de T. vaginalis. Es
importante mencionar que los niveles de glucosa reportados en este estudio estan
sujetos a diferentes variables, como son la edad, pH y diagnéstico clinico de cada

persona.
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Tabla 1. Niveles de glucosa en secreciones vaginales de mujeres con

microbiota normal e infeccion vaginal.

Analisis microscopico Cultivo Glucosa

(n)* Edad® pH Diagnéstico clinico . . ’ :
VEC® CB° Bact® Lev' Tv? in vitro (mM)

Microbiota normal

1 37 4 Quiste ovarico + + ++ - - PNA! 0.3
2 38 8 Miomatosis uterina + + + - - v 0.55
3 42 5 Cistocele + + + - - N 0.55
4 33 4 Embarazo =+ 4+ + - - \ 0.55
5 31 5 Infeccion del tracto urinario, cervicovaginitis ++ ++ ++ - - v 2.2
6 24 4 Cervicovaginitis, embarazo + + + - - v 22
7 35 7 Cervicovaginitis, disfuncién ovarica + + + - - v 2.8
8 54 7 Miomatosis uterina + + + - - v 2.8
9 65 7 Cistocele o+t ++ - - \ 3.05
10 36 5 Dismenorrea + +H+ - - v 39
11 60 7 Cistoceles + +H+ - - N 39
12 24 4 Dispereunia A + - - \ 75
13 33 4 Infeccion del tracto urinario, infertilidad ++ + ++ - - v 18.3
14 30 4 Embarazo +H+ o+ ++ - - v 21.65
15 40 4 Miomatosis uterina ot ++ - - N 23.05
16 29 5 Infeccioén del tracto urinario ++ ++ ++ - - v 25.25
17 38 7 Vaginitis crénica, ovario poliquistico ++ + +++ - - \ 25.8
18 37 4 Quiste ovérico =+ 4 +4++ - - R\ 26.35
19 37 4 Vulvovaginitis crénica + + + - - \/ 30.25
20 45 6 Cistocele + + + - - N 38.3
Infeccién vaginal

21 25 4 Cervicovaginitis ++ ++ ++ - - Tv (-)i* 0.3
22 26 4 N ++ o+ ++ - - N 03
23 43 5 N 4+ ++ - - \ 0.3
24 44 6 \ = S - - \ 0.3
25 50 5 R\ + + + - - \ 0.3
26 65 7 N + + + - - N 03
27 23 6 N + + + - - \ 0.55
28 33 5 \ 0+t ++ - - \ 0.55
29 38 4 R\ + o+t - - v 0.55
30 42 5 v + + + - - N 0.55
31 25 6 N e s - - N 0.85
32 42 7 \ 0+t + - - \ 0.85
33 23 5 R\ + + + - - v 1.95
34 29 6 N + + + + - N 1.95
35 29 6 N ++ ++ e+ - - N 2.2
36 27 4 \ ot ++ + - N 2.2
37 44 5 v ++ ++ +4+ + - \ 25
38 42 5 N ++ o+ 4 - - N 3.05
39 20 5 N S - - \/ 3.35
40 58 6 \ 0+t ++ - - \ 36
41 33 5 \ + + ++ - - y 3.9
42 43 4 N =+ 4+ 4+ - - N 17.2
43 25 5 N + ++ ++ - - N 222
44 50 5 \ o+ ++ - - \ 22.75
45 34 6 v o+ e+ - - y 25.8
46 29 5 N A - - N 26.9
47 50 4 N S + - N 28.3
48 20 5 \ o+ + - - \ 28.3
49 31 5 v o+ ++ - - y 30.55
50 59 5 v o+ + - - N 31.1
51 36 6 \ ++ o+ 44 — - \ 31.35
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52 52 5 N O+ - - R 31.66
53 37 5 \ o+ ++ ++ - \ 36.1
54 47 4 \/ ++ o+t - - v 39.15
55 26 5 \ + - - \ 422
56 24 6 \ +H+ o+ ++ - - \ 42.45
57 41 4 \ I - - \ 43.1
Trichomonas vaginalis
58 33 5 Cervicovaginitis + + ++ - + T. vaginalis * 0.3
59 52 5 \ S - + \ 0.3
60 26 6 v + o+ + + \/ 0.3
61 40 5 \/ ++ o+ +H+ - + \ 0.85
62 35 5 \ + - + \ 0.85
63 25 6 \ o+ ++ - + \ 1.1
64 19 5 N +H+ ++ +4++ — + N 1.1
65 40 5 \ + + ++ - + \ 1.65
66 44 5 \ +H+ o+ 4+ - + \ 1.65
67 40 6 \ + + + - + \ 22
68 42 5 \ I - + \ 19.45
69 61 6 \ + o+ - + \ 25.25
70 42 5 \ + 0+t o+ - + \ 30.8
71 35 5 \ ++ o+ ++ - + \ 31.35
72 20 5 \ + + ++ + + \ 36.65
Otros patégenos
73 25 6 Cervicovaginitis ++ +++ - - G. vaginalis 0.55
74 19 5 Cervicovaginitis o+ ++ - - \ 1.1
75 29 5 Hipotiroidismo +++ ++ +++ - - v 1.95
76 29 4 Papilomavirus humano ++ + + - - C. albicans 1.4
77 47 5 Urosepsis +H+ o+ ++ - - \ 2.2
78 26 4 Embarazo + + + - - \ 22
79 21 5 Cervicovaginitis, embarazo I - - \ 25
80 27 5 Cervicovaginitis R - - \ 4.45
81 24 7 Cancer cervical + + + - - \ 25.25
82 47 4 Cervicovaginitis + o+ o+ +H+ - v 41.35
83 34 5 Infeccion del tracto urinario, infertilidad + + + - —  Enterobacterias 3.9
84 58 7 Infeccién del tracto urinario, cervicovaginitis ++ ++ ++ - - v 31.9
85 66 7 Diabetes mellitus tipo 2 + + + - - \ 56.6

(n)?, Nimero de muestras en orden consecutivo; Edad®, en afos; VEC®, células epiteliales
vaginales; CBY, células blancas; Bacte, bacterias; Lev f, levaduras; Tv9, Trichomonas vaginalis;
Cultivo in vitro ", aislamiento e identificacion de bacterias, hongos o T. vaginalis; PNA!, patdgenos
no aislados por cultivo; sin embargo, no se realizé el cultivo para el aislamiento de T. vaginalis; Tv
(-)i, en estas muestras no se detectd a T. vaginalis en el analisis microscépico, ni por cultivo in
vitro. Por lo tanto se clasificaron como negativas para T. vaginalis; (*), los asteriscos indican que
so6lo se realizé el cultivo in vitro para el aislamiento de T. vaginalis. Los niveles de glucosa en las
secreciones vaginales se muestran en milimolar (mM) determinada por el método automatizado de
hexoquinasa*. Los signos indican los componentes celulares en escasos (+), moderados (++),
abundantes (+++) o negativos (-). Los signos (V) indican resultados similares en cada grupo de

muestras.
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9.2 Efecto de la glucosa en el crecimiento de T. vaginalis.

Tomando en cuenta que T. vaginalis podria estar expuesta a cambios en
los niveles de glucosa durante la infeccion in vivo; nos surgio el interés por evaluar
el efecto de la glucosa en el crecimiento de T. vaginalis, ya que es un evento
escencial para el mantenimiento de una infeccion crénica. Para ello, realizamos
cinéticas de crecimiento de los parasitos en condiciones de restriccion (RG; < 1
mM), normal (NG; 25 mM) y alta (AG; 50 mM) concentracion de glucosa. Nuestros
resultados mostraron que la mayor densidad celular al tiempo maximo de 24 h de
cultivo fue alcanzada por los parasitos en condiciones de AG (4.78 + 0.16 x10°
células/ml), comparado con los parasitos en NG (3.73 + 0.06 x10° células/ml) y RG
(1.97 + 0.14 x108 células/ml); incluso comparado con los parasitos crecidos en
medio regular TYM (3.78 + 0.12 x10° células/ml) que se utilizd como un control
normal de crecimiento (Fig. 3A). Adicionalmente, evaluamos si las diferentes
condiciones de glucosa (RG, NG y AG) afectaban la viabilidad de los parasitos, sin
embargo, no encontramos cambios significativos a las 24 h de -cultivo,
comparando con el control de crecimiento en medio TYM (Fig. 3B). Estos datos
nos sugieren que AG es una condicién optima para el crecimiento de T. vaginalis,
con un incremento significativo en la densidad celular (P< 0.05), comparado con la
condicion de RG. Ademas nos sugieren que la glucosa modula el crecimiento de
los parasitos, posiblemente como un mecanismo de supervivencia para adaptarse

a los cambios en las condiciones del microambiente vaginal.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Trichomonas vaginalis en diferentes
concentraciones de glucosa. (A) La grafica muestra la cinética de crecimiento
de T. vaginalis en condiciones de restriccion (RG, < 1 mM), normal (NG, 25 mM) y
alta (AG, 50 mM) concentracion de glucosa. El numero inicial de parasitos
cultivados en las diferentes condiciones de glucosa fue de 2 x 10° células/ml.
Como control de crecimiento normal, la misma cantidad de parasitos se crecieron
en medio regular TYM (triptona, extracto de levadura, maltosa). La densidad
celular se determiné en intervalos de 6 h durante 24 h de crecimiento a 37°C. (B)
La grafica muestra la viabilidad celular de los parasitos a las 24 h de cultivo en las
diferentes condiciones de glucosa (RG, NG y AG) determinada por el método de
exclusién con el colorante azul de tripano. Todos los datos (A y B), representan la

desviacion estandar de tres experimentos independientes por duplicado.
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9.3 Expresion de los genes tvtim

La triosafosfato isomerasa de T. vaginalis, TVTIM, es una enzima glucolitica
codificada por dos genes tvtim funcionales (tvtim1 y tvtim2). Uno de los factores
ambientales mas estudiados en la regulacion de la expresion de genes en T.
vaginalis es el hierro; sin embargo, Figueroa-Angulo y col., 2012 (70) demostraron
que el hierro no afecta la expresion de los genes tvtim. Esto nos llevo a investigar
a la glucosa como otro factor ambiental que podria afectar la expresion de los
genes tvtim. Mediante ensayos de RT-PCR a partir de cDNA de T. vaginalis
cultivados en diferentes concentraciones de glucosa, se encontré6 que el gen
“tvtim1” muestra la mayor expresion en los parasitos que crecen en RG (Fig. 4A;
linea 1) comparado con los parasitos en NG y AG (Fig. 4A, lineas 2 y 3). Por el
contrario, el gen tvtim2 mostré6 una mayor expresion en los parasitos que crecen
en AG (Fig. 4A; linea 3) comparado con los parasitos en RG y NG (Fig. 4A; lineas
1 y 2). Estas diferencias se corroboraron por el analisis densitométrico de los
amplicones tefiidos con bromuro de etidio en geles de agarosa (Fig. 4B),
normalizados con el amplicon de g-tubulina que se utilizé como control de carga
para cada condicion de glucosa. Las diferencias fueron significativas (P<0.05; Fig.
4B), lo que demostré que en T. vaginalis la expresion de los genes tvtim se
modula diferencialmente por las concentraciones de glucosa en el microambiente

en el que se encuentre el parasito.
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Figura 4. Expresion diferencial de los genes tvtim de T. vaginalis en
diferentes condiciones de glucosa. (A) RT-PCR semicuantitativa utilizando
oligonucledtidos especificos para los genes tvtim1 y tvtim2 (726 pb) y cDNA de
parasitos cultivados en restriccion (RG, <1 mM; linea 1), normal (NG, 25 mM; linea
2) y alta (AG, 50 mM; linea 3) concentracion de glucosa. Como control interno se
amplificé un fragmento del gen B-tubulina (B-tub; 112 pb) utilizando el mismo
cDNA de los parasitos crecidos en las tres condiciones de glucosa. La RT-PCR (-)
muestra los controles negativos en los que se utilizo RNA tratado con DNasa | o
sin la enzima transcriptasa reversa (RT). El tamafio de los productos de
amplificacion se indica en pares de bases (pb). (B) Analisis densitométrico de los
amplicones detectados por la tincibn con bromuro de etidio después de la
electroforesis en geles de agarosa al 1% en (A) y realizado con el software
Quantity One (Bio-Rad). Las barras muestran la cantidad relativa de los transcritos
tvtim1 y tvtim2 normalizados con los niveles de transcritos de B-tub para cada
condicion de glucosa. Las barras de error indican la desviacion estandar (SD) de
tres experimentos independientes. Los asteriscos (*) (***) muestran las diferencia
significativas (P<0.05) entre los transcritos en las tres condiciones de glucosa y

determinada por el método estadistico ANOVA.

~ 53 ~



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interaccion de Trichomonas vaginalis con laminina y
fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Resultados

A RT-PCR

1 2 3
B ” ek B RG
3 175- — — LING
< W AG
E
§ 150
oy
QL
§ 125
o
= 1004 — -
=]
[
= 751
©
@
5 50
w
a
8 25
11}
0
ottt C wtim2

~ 54 ~



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interaccién de Trichomonas vaginalis con laminina y
fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Resultados

9.4 Expresion de las proteinas TvTIM.

Mediante ensayos de Western blot con el anticuerpo anti-TvTIMr utilizando
extractos de proteinas totales de T. vaginalis cultivadas en diferentes
concentraciones de glucosa, se observo un incremento en la cantidad de la banda
de 27 kDa correspondiente a ambas proteinas TvTIM en los parasitos cultivados
en NG y AG (Fig. 5A, lineas 2 y 3), comparado con los parasitos crecidos en RG
(Fig. 5A, linea 1). Estas diferencias se corroboraron por el analisis densitométrico
de las bandas detectadas por WB, normalizadas con la banda de AP65 utilizada
como un control de carga para cada condicion de glucosa (Fig. 5B), las cuales
resultaron ser significativas (P<0.05). Para determinar si la glucosa también
afectaba la expresion de otras proteinas glucoliticas de T. vaginalis como
hexoquinasa (TvHK) y enolasa (TVENO) que participan en las reacciones uno y
nueve de la via glucolitica, respectivamente, se realizaron ensayos de WB
utilizando los mismos extractos de proteinas de parasitos cultivados en las
diferentes condiciones de glucosa. Los resultados mostraron que la cantidad de
proteina TVENO no cambi6 con respecto a la concentracion de glucosa (Fig. 3A,
lineas 1-3); sin embargo, similar al efecto observado con la proteina TvTIM, la
cantidad de la banda de 50 kDa correspondiente a TvHK, se observd un marcado
incremento en la banda de los parasitos crecidos en NG y AG (Fig. 5A, lineas 2 y
3), comparado con los parasitos en RG (Fig. 5A, linea 1). Estas diferencias se
corroboraron por el analisis densitométrico (Fig. 5B) y fueron significativas
(P<0.05) para TvHK, pero no para TVENO. Estos datos muestran que TvTIM y
TvHK, dos enzimas glucoliticas de T. vaginalis, son moduladas positivamente por
la concentracion de glucosa, mientras que TVENO y AP65/enzima malica no se

afectan por los niveles de glucosa.
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Figura 5. Expresion de las proteinas TvTIM de T. vaginalis en diferentes
condiciones de glucosa. (A) Perfil de proteinas totales de parasitos crecidos en
restriccion (RG, <1 mM; linea 1), normal (NG, 25 mM,; linea 2) y alta (AG, 50 mM,;
linea 3) concentracién de glucosa, analizados por SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 12%, tefidos con azul brillante de Coomassie (CBB). Para los
ensayos de WB, geles duplicados se transfirieron a membranas de NC y se
incubaron con diferentes anticuerpos: anti-TvTIMr (dilucion 1:1,000) que reconocié
una banda de 27 kDa, correspondiente a las proteinas TvTIM nativas; anti-
adhesina AP65/enzima malica (anti-AP65; dilucion 1:1,500), que reconocié una
banda de 65 kDa y que se utiliz6 como un control de carga; suero preinmune (Pl)
de conejo que se utilizé como control negativo; anti-hexoquinasa de E. histolytica
(anti-EhHKTr; dilucion 1:1,000) que reconocid una banda de 50 kDa,
correspondiente a la hexoquinasa de T. vaginalis (TVHK) y que se utiliz6 como
control de regulacién positiva por glucosa; anti-enolasa (anti-TVENOTr; dilucién
1:1,500) que reconocié una banda de 48 kDa y que se utilizé como control para la
ausencia de efecto inducido por glucosa. (B) Analisis densitométrico de las bandas
detectadas por WB en (A) realizado con el software Quantity One (Bio-Rad). Las
graficas de barras muestran las cantidades relativas de las proteinas TvTIM, TvHK
y TVENO normalizadas con el control de carga AP65. Las barras de error indican
la desviacion estandar (SD) de tres experimentos independientes. Los asteriscos
(*) (***) muestran las diferencias significativas (P<0.05) entre las bandas de
proteina detectadas por WB en las tres condiciones de glucosa determinada por el
método estadistico ANOVA.
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9.5 Localizacion subcelular de TvTIM en T. vaginalis.

Los resultados obtenidos previamente por inmunofluorescencia indirecta
utilizando el anticuerpo anti-TvTIMr y parasitos crecidos en el medio regular de
cultivo (TYM) mostraron que las proteinas TvTIM se localizan principalmente en el
citoplasma. Sin embargo, de manera interesante también mostraban una
localizacion en la superficie de los parasitos en condiciones regulares de cultivo.
Esto nos llevé a tener que confirmar la localizacion de TvTIM en la superficie de T.
vaginalis y evaluar el efecto de la glucosa en esta segunda localizacion. Para ello
se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-
TvTIMr, utilizando parasitos crecidos en diferentes concentraciones de glucosa y
fijados con paraformaldehido preparado en PBS que los permeabilizd
parcialmente, por lo que se observo la doble localizacion. La figura 6A muestra un
incremento en la intensidad de fluorescencia de TvTIM (FITC; en verde)
citoplasmatica puntiforme que pudieran corresponder a vésiculas y asociada a la
superficie de T. vaginalis (paneles, ¢, h) que colocaliza (en amarillo) con el
marcador de membrana DIL (en rojo) (traslape; paneles, d, e, i y j) en los parasitos
cultivados en AG (Fig.4A paneles a-j), comparado con los parasitos cultivados en
RG (paneles k-fi) que muestran una sefal puntiforme verde fluorescente reducida,
en el citoplasma y en la superficie de los parasitos (paneles m, n). El control
negativo de parasitos en AG incubados con suero preinmune (Pl) de conejo
(paneles o-s) no muestra sefal verde fluorescente, como se esperaba (paneles g-

S).

Para confirmar que la glucosa tiene un efecto en la localizacién de TvTIM
en la superficie de T. vaginalis, realizamos ensayos de inmunofluorescencia
indirecta utilizando parasitos cultivados primero en RG por tres dias y que después
se transfirieron a medio con diferentes concentraciones de glucosa (<1, 2.5, 5, 10,
25,y 50 mM) durante 1 h a 37°C. La figura 6B muestra que TvTIM se localiza en la
superficie de T. vaginalis a partir de 2.5 mM de glucosa (Fig. 6B, paneles, e-h),
con puntos de colocalizacion en amarillo que incrementan de manera proporcional

a la concentracion de glucosa (Fig. 6B, paneles, h, |, p, t y x). Estos datos sugieren
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que en T. vaginalis la expresion y localizacion de TvTIM en la superficie estan

regulados positivamente por glucosa.
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Figura 6. Localizacién subcelular de las proteinas TvTIM de T. vaginalis. (A)
Las imagenes de inmunofluorescencia indirecta y microscopia de campo claro,
muestran la localizacion citoplasmatica puntiforme, en estructuras similares a
vesiculas y en la superficie de parasitos cultivados en AG (Fig. 6A, paneles a-j) y
RG (Fig. 6A, paneles k-A) durante 20 h a 37°C. Los parasitos fijados con
paraformaldehido al 2% en PBS se incubaron con el anticuerpo anti-TvTIMr
(dilucion 1:50), seguido de un anticuerpo secundario conjugado a FITC (dilucion
1:100). Como un control negativo se utilizaron parasitos en AG incubados con
suero preinmune (Pl) de conejo (dilucion 1:50), seguido de un anticuerpo
secundario conjugado a FITC (Fig. 6A, paneles o-s). (B) Localizacion de TvTIM en
el citoplasma y superficie de parasitos crecidos en concentraciones crecientes de
glucosa (<1, 2.5, 5, 10, 25, y 50 mM) durante 1 h a 37°C. Los parasitos fijados con
paraformaldehido al 2% se incubaron con el anticuerpo anti-TvTIMr (dilucién 1:50),
seguido de un anticuerpo secundario conjugado a FITC (dilucién 1:100). En ambos
paneles (A y B), las imagenes de microscopia confocal muestran a TvTIM
marcada con FITC (en verde), los nucleos marcados con DAPI (en azul) y la
membrana de los parasitos marcada con DIL (dilucién 1:2,000, en rojo). Las
imagenes “traslape” muestran colocalizacién de las marcas en amarillo de las
proteinas TvTIM con la superficie de los parasitos. Tamano de barra: 10 ym. Estos
experimentos se realizaron tres veces de manera independiente con resultados

similares
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9.6 Transporte de TvTIM hacia la superficie de T. vaginalis.

Mediante ensayos de inmunolocalizacion con oro por microscopia
electronica de transmision (MET) con el anticuerpo anti-TvTIMr y parasitos
cultivados en AG, exploramos las posibles vias de trafico celular de las proteinas
TvTIM hacia la membrana plasmatica de T. vaginalis. La figura 7A muestra el
inmunomarcaje con particulas de oro de TvTIM, en citoplasma, en el interior de
posibles vesiculas de secrecién y en la membrana externa de los parasitos (Fig.
7A, panel a). Tambien se detecté marca de TvTIM en el interior de vesiculas en
proceso de fusion con la membrana plasmatica (MP) (Fig. 7A, panel b) y vesiculas
ya fucionadas con la MP donde al parecer TvTIM se esta relocalizanzo a la MP
(Fig. 7A, panel c y d). Estos resultados sugieren que TvTIM sigue una via de
transporte a la MP no convencional dependientes de vesiculas. La figura 7B
muestra una posible via de trafico de TvlIM a la MP libre de vesiculas
citoplasmaticas (Fig. 7B, paneles a y b). Tambien observamos varios puntos de
oro en la cara externa de la MP, corroborando la localizacion de TvTIM en la
superficie de T. vaginalis (Fig. 7B, panel c). El control negativo de parasitos en AG
incubados so6lo con el anticuerpo secundario (Fig. 7B, panel d) no muestra
particulas de oro como se esperaba. Estos resultados sugieren que TvTIM sigue
una via de transporte a la MP no convencional independientes de vesiculas.
Ademas muestran una posible via de secrecion de TvTIM en condiciones de AG y
apoyan la hipotesis de que TvTIM es una proteina multifuncional con doble
localizacion modulada positivamente por glucosa. Sin embargo seria necesario

confirmar esta(s) posibles rutas a través de marcadores de organelos especificos.
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Figura 7. TvTIM muestra dos posibles vias no convencionales de trafico
celular hacia la membrana plasmatica en parasitos crecidos en AG. (A)
Inmunomarcaje de parasitos crecidos en AG incubados con el anticuerpo anti-
TvTIMr (dilucién 1:30) y un anticuerpo secundario conjugado a particulas de oro
(10 o 12 nm). Los parasitos se analizaron por microscopia electronica de
transmision (MET). Las imagenes de MET muestran a TvTIM marcada con oro,
libre en el citoplasma (c), en vesiculas (v) y en la superficie de los parasitos
asociada a la membrana plasmatica (MP); también muestran dos posibles rutas no
convencionales de transporte a la MP. La figura 7A, muestra el transporte de
TvTIM a través de vesiculas de secrecidon y que terminan en la relocalizacion de
TvTIM a la MP. La figura 7B, muestra puntos de localizacién de TvTIM cerca de la
MP o en la cara externa de la MP, sugiriendo una posible via no convencional de
transporte independiente de vesiculas. El control negativo de parasitos en AG
incubados solo con el anticuerpo secundario (Fig. 7B, panel d) no muestra
particulas de oro como se esperaba. Las flechas apuntan a las particulas de oro.

Tamafo de las barras: 2 ym, 500 nm.
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9.7 Analisis in silico de las proteinas TvTIM.

Hasta este punto demostramos que las proteinas TvTIM a pesar de que no
contienen dominios transmembranales, ni péptido sefal de exporte, las
encontramos asociadas a la cara externa de la membrana plasmatica y a las
membranas de vesiculas de secrecion, a través de un mecanismo aun
desconocido. Para abordar la cuestion de ;Cémo TvTIM se ancla a las
membranas de T. vaginalis? realizamos un analisis in silico utilizando las
secuencias de aminoacidos de las proteinas TvTIM para la busqueda de
modificaciones postraduccionales implicadas en el trafico, secrecion y asociacion
de proteinas a las membranas celulares. La figura 8 es una representacion a
escala de las proteinas TvTIM1 y TvTIM2 donde se indican los diferentes sitios
putativos de modificaciones postraduccionales. Los resultados muestran que
ambas proteinas TvTIM1 y TvTIM2 poseen sitios putativos de lipidacion como S-
palmitoilacion y N-miristoilaciéon. Estas modificaciones se han descrito como
posibles responsables del anclaje de proteinas a fosfolipidos en las membranas
celulares (77, 78). También se identificaron sitios potenciales para O y N-
glicosilacion. Estas modificaciones también estan implicadas en la secrecién vy
asociacion de proteinas a membranas celulares (79, 80). Adicionalmente, se
identificaron sitios potenciales de fosforilacién en residuos de serina (S) y treonina
(T). Estas modificaciones son comunes en enzimas metabdlicas y estan
implicadas en la regulacion de la actividad enzimatica, interaccion con sustratos y
trafico celular (81). La tabla 2 muestra la sumatoria de los datos generados del
analisis in sillico de las proteinas TvTIM. En esta tabla se muestra la posicién y el
aminoacido implicado en la modificacion; todas estas modificaciones muestran un
“score” por arriba del punto de corte o umbral. Estos datos sugieren posibles sitios
de modificaciones postraduccionales que podrian estar implicados en el
transporte, relocalizacion y asociacion de las proteinas TvTIM a la membrana
plasmatica de T. vaginalis. Sin embargo, se requiere de datos experimentales para

demostrarlo.
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Figura 8. Modificaciones postraduccionales de las proteinas TvTIMs.
Representacion a escala de las proteinas TvTIM1 y TvTIM2 que muestran la
localizacion de posibles sitios para lipidacion (S-palmitoilacion, N-miristoilacion),
glicosilacion (O y N-glicosilacion) y fosforilacion (en S y T). La busqueda de estos
sitios se realizd mediante el analisis in silico utilizando las secuencias completas
de aminoacidos reportadas en TrichDB para TvTIM1 (TVAG_497370) y TvTIM2
(TVAG_096350). La posicion de los sitios putativos de modificaciones se obtuvo a
partir de los softwares en linea, GPS-lipid 1.0, CSS-Palm 4.0, NetPhos 2.0,
DictyOGly 1.1 y NetNGlyc 1.1. Las regiones N-terminal (NH2) y C-terminal (COOH)
se indican para cada proteina. La representacion de las diferentes modificaciones
se indica en la parte superior de la figura. La sumatoria de los datos generados del

analisis in silico se concentran en la tabla 2.
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Tabla 2. Concentrado de los datos generados del analisis in

secuencia de aminoacidos de la TvTIM1 y de la TvTIM2.

silico de la

Proteina Enzima Tipo de modificacion Posicion Péptido (aa) Score | Cutoff Software
S-palmitoilaciéon (cluster C) 125 NGMKIIYCCGEHLSE 9.718 1.906 CSS-Palm 4.0
186 TQDAQEMCKVIRDIL 11.04 9.657
N-miristoilacion 8 MRTFFVGGNWKANPK | 3.505 3.172 GPS-Lipid 1.0
O-glicosilacion 212 S 0.8821 0.5735 DictyOGly 1.1
9 NWKA 0.6194 0.5
13 NPKT 0.6266 0.5
28 NGAK 0.7752 0.5
N-gli ilacién 35 NVEV 0.8024 0.5 NetNGIve 1.1
TvTIM1 | Triosafosfato isomerasa -glicosilacio 64 NVFT 0.6799 0.5 € el
70 NGAF 0.6497 0.5
118 NGMK 0.7477 0.5
203 NKVA 0.5882 0.5
243 NVN 0.6391 0.5
o 3 *MRTFFVGGNW 1.25 0.5
Fosforilacion (T) 16 NWKANPKTVEEAEKL | 1.841 | 1.667 NetPhos 2.0
131 YCCGEHLSEREAGKA 15 0.5
251 IVNSNVHSK****** 5.75 0.3 NetPhos 2.0
Fosforilacion (S) 143 GKASEFVSAQIEKMI 6.875 6.781 !
178 IGTGKVASTQDAQEM 2.094 2.07
S-palmitoilacion (cluster C) 125 NGMKIIYCCGEHLSE 9.718 1.906
186 TQDAQEMCKVIRDIL | 11.04 | 9657 | CSS-Paim4.0
N-miristoilacién 8 MRTFFVGGNWKANPK | 3.505 3.172 GPS-Lipid 1.0
O-glicosilacion 212 S 0.8821 0.5735 DictyOGly 1.1
TvTIM2 | Triosafosfato isomerasa
9 NWKA 0.6172 0.5
13 NPKT 0.6096 0.5
28 NGAK 0.7749 0.5
. I 35 NVEV 0.8038 0.5
N-glicosilacion 64 NVFT 0.6798 0.5 NetNGlyc 1.1
70 NGAF 0.6498 0.5
118 NGMK 0.7474 0.5
203 NKVA 0.5882 0.5
243 NIVN 0.6166 0.5
Fosforilacion (T) 3
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9.8 Funcion de TvTIM asociada a la superficie como adhesina.

Como se menciond en la introduccion varias enzimas glucoliticas han sido
localizadas en la superficie de T. vaginalis, donde presentan una nueva funcién
como adhesinas que median la unién directa y especifica de los parasitos a
receptores de superficie en la célula blanco, en condiciones de alto hierro (42).
Estas evidencias nos llevaron a investigar si la TvTIM de superfice mostraba
funcién de adhesina en condiciones de hierro. La figura 9A muestra el perfil de
proteinas de T. vaginalis con afinidad por la superficie de células HelLa y que
muestran funciones de adhesinas en las condiciones de bajo (0 uM), normal (20
pM) y alto (250 pM) hierro. ElI gel control tefiido con CBB muestra el
enriquecimiento de bandas con diferentes pesos moleculares: 120 kDa (AP120),
65 kDa (AP65), 51 kDa (AP51), 33 kDa (AP33) y una banda de aproximadamente
23 kDa (AP23) que aun no habia sido identificada (40) y que pensabamos que
podria tratarse de la proteina TvTIM por su cercania en peso molecular (Fig. 9A;
lineas 4-6). Adicionalmente, la figura 9A, muestra el perfil de proteinas totales en
las tres condiciones de glucosa, antes de la interaccién con células Hela, y que se
utilizé como un control para el WB (Fig. 9A; lineas 1-3). Los resultados de WB con
el anticuerpo anti-AP65 muestran el reconocimiento de una banda de 65 kDa en
los extractos de proteinas totales (Fig. 9B; lineas 1-3) que corresponde a la
adhesina AP65 presente en los ensayos de ligando-adhesina y que ademas
muestra un ligero incremento en la cantidad de proteina unida a las células Hela,
conforme incrementa la concentracion de hierro (Fig. 9B; lineas 4-6). Por otro lado,
el anticuerpo anti-TvTIMr muestra el reconocimiento de una banda de 27 kDa en
los extractos de proteinas totales (Fig. 9C; lineas 1-3) que desaparece en los
ensayos de ligando-adhesina realizados bajo las diferentes condiciones de hierro
(Fig. 9A; lineas 4-6). Estos resultados sugieren que las proteinas TvTIM no
muestran afinidad por la superficie de células HelLa en las condiciones de hierro
analizadas. Por lo tanto, no presenta una funcién como adhesina de superficie en
T. vaginalis, comparada con el control de la adhesina AP65 previamente reportada
(82). Con estos resultados quedaba sin resolver la pregunta ¢ Cual es la funcion de

TvTIM en la superficie de T. vaginalis? Sin embargo, surgia la posibilidad de
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investigar la funcion de TvTIM de superficie como un receptor para componentes
de matriz extracelular, una funcién previamente reportado para otras enzimas
glucoliticas de superficie tales como, la alfa-enolasa (TVENO) y la gliceraldehido-

3-fosfato deshidrogenasa (TVGAPDH) (43, 44).
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Figura 9. Las proteinas TvTIM de T. vaginalis no presentan funciéon de
adhesinas. (A) Perfil de proteinas totales (ET, lineas 1, 2 y 3) y ensayo de
ligando-adhesinas (lineas 4, 5 y 6) utilizando extractos de parasitos crecidos en
diferentes concentraciones de hierro: bajo (BH, 0 uM; linea 1 y 4), normal (NH, 20
MM; linea 2 y 5) y alto (AH, 250 uM; linea 3 y 6) hierro, analizados por SDS-PAGE
en geles de poliacrilamida al 12% vy tedidos con azul brillante de Coomassie
(CBB). (B) Para los ensayos de WB, geles duplicados a partir de (A), se
transfirieron a membranas de NC y se incubaron con los anticuerpos: anti-
adhesina AP65 (anti-AP65; dilucion 1:1,500) que reconocié una banda de 65 kDa
en ET (lineas 1-3) y en adhesinas (lineas 4-6) y que se utiliz6 como un control
positivo de adhesina. (C) Una membrana adicional se incubd con el anticuerpo
anti-TvTIMr  (diluciéon  1:1,000) que reconoci6 una banda de 27 kDa
correspondiente a las proteinas TvTIM nativas en ET (lineas 1-3), pero que
desaparece en las adhesinas (lineas 4-6). Las bandas detectadas por WB en (B y
C) se visualizaron con el software Quantity One (Bio-Rad). Estos experimentos se

realizaron al menos tres veces de manera independiente.
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9.9 Funcion de TvTIM como receptor de MEC.

Otra posible funcion de TvTIM en la superficie es como receptor de
componentes de matriz extracelular (MEC) como se ha reportado para otros
patdgenos. Por ello, decidimos evaluar la funcién de TvTIM de superficie como
receptor de MEC y otros ligandos mediante ensayos de afinidad a ligando Far-
Western blot (FWB). En estos ensayos realizamos interacciones in vitro proteina-
proteina utilizando a las proteinas recombinantes TvTIM1r y TvTIM2r como
posibles receptores para los ligandos laminina (Lm), fibronectina (Fn),
plasmindégeno (Plg) o ppTvCP4r (una proteina no relacionada utilizada como
control negativo) (Fig. 10). Las interacciones especificas de TvTIM con Lm, Fn, Plg
o ppTvCP4 se detectaron por WB utilizando los anticuerpos correspondientes:
anti-Lm, anti-Fn, anti-Plg o anti-ppTvCP4r, observando una interaccion positiva
con la aparicidon de una banda reactiva. Las figuras 10A y B muestran que TvTIM1r
y TvTIM2r se unen a Lm (linea 7), Fn (linea 8), pero no a Plg (linea 9) o ppTvCP4r
(linea 10), a pesar de que el control positivo TVENOr mostré una interaccion
positiva para Plg (Fig. 10C; linea 8) y el control negativo ppTvCP4r no mostro
interaccién cuando se incubd con los diferentes ligandos probados (Fig. 10D;
lineas de 6-8). Los controles positivos de WB se incubaron directamente con los
anticuerpos anti-TvTIMr, anti-TVENO o anti-ppTvCP4r (Figs. 10A-D; linea 2),
respectivamente. Los controles negativos adicionales (Figs. 10A y B, lineas 3-6;
Figs. 10C y D, lineas 3-5, respectivamente) demostraron que los anticuerpos
primarios utilizados para el reconocimiento especifico de los ligandos por WB (Fig.
10F, lineas 4-6), no mostraron reactividad cruzada con las proteinas
recombinantes utilizadas (TvTIM1r, TvTIM2r, TVENOr y ppTvCP4r). Tampoco los
anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa reaccionaron con las proteinas
Lm, Fny Plg (Figura 10F, lineas 7-9).

Para confirmar la unién especifica de las proteinas recombinantes TvTIMs a

Lm y Fn, asi como la ausencia de union a Plg, realizamos ensayos de union Dot-

blot (Fig. 11). Para ello, cantidades crecientes (0-4 ug) de TvTIM1r (Fig. 11A) y

TvTIM2r (Fig. 11B) se inmovilizaron en membranas de NC y se incubaron con los

diferentes ligandos (Lm, Fn o Plg; todos a 30 upg/ml). Similar al FWB, las
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interacciones proteina-proteina se detectaron por WB utilizando los anticuerpos
correspondientes (anti-Lm, anti-Fn, o anti-Plg). La figura 11 muestra la union
concentracion dependiente de TvTIM1ry TvTIM2r a Lm y Fn pero no a Plg, la cual
se corroboro por el analisis densitométrico de los “spots” en negro detectados por
WB (Fig. 11A y B). Como controles positivos TvTIM1r y TvTIM2r se incubaron
directamente con el anticuerpo anti-TvTIMr. Ademas, la ausencia de union a Plg
(Fig. 11A y B) se confirm¢é utilizando el doble de Plg (60 ug/ml) y la unién se
comparé con la reaccion positiva de TvENOr utilizada como control positivo
adicional para la union a Plg. Estos resultados se corroboraron por analisis
densitométrico de los spots (en negro) detectados por WB con el anticuerpo anti-
Plg (Fig. 11C). Para evaluar la especificidad de la union se utilizé a la TvCP4r, una
proteina no relacionada, que se incubd con los tres ligandos (Lm, Fn y PIg) y con
los anticuerpos correspondientes (anti-Lm, anti-Fn o anti-Plg). Los resultados
mostraron que ninguna de las tres proteinas ligando, se unié a TvCP4r (Fig. 11D).
En conjunto, estos datos demuestran la capacidad de ambas proteinas TvTIM
para unir especificamente y de manera concentracion dependiente a Lm y Fn. Por
lo que podrian funcionar en la superficie de T. vaginalis como receptores para Lm
y Fn. Por lo tanto, nuestro proximo objetivo fue determinar si TvTIM asociada a la
superficie del parasito modula la unién de T. vaginalis a Lm y Fn en las diferentes

condiciones de glucosa.
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Figura 10. Unién de las proteinas recombinantes TvTIM a proteinas de matriz
extracelular (MEC). Para los ensayos de Far-Western blot, 1 pg de las proteinas
recombinantes TvTIM1r (A), TvTIM2r (B), TVvENOr (C) y ppTvCP4r (D), se
separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de NC y se incubaron
con 30 pg/ml de laminina (Lm) (paneles Ay B, linea 7; paneles C y D, linea 6),
fibronectina (Fn) (paneles A y B, linea 8; paneles C y D, linea 7), plasmindgeno
(Plg) (paneles Ay B, linea 9; paneles C y D, linea 8) o ppTvCP4r (paneles Ay B,
linea 10). Las interacciones especificas proteina-proteina se detectaron por WB
usando los anticuerpos correspondientes (dilucion 1:1,000): anti-Lm (paneles A 'y
B, lineas 3y 7; paneles C y D, lineas 3 y 6), anti-Fn (paneles Ay B, lineas 4 y 8;
paneles C y D, lineas 4 y 7), anti-Plg (paneles Ay B, lineas 5y 9; paneles C y D,
lineas 5 y 8), o anti-ppTvCP4r (paneles A y B, lineas 6 y 10). Los controles
positivos (+ linea 2) se incubaron con el anticuerpo anti-TvTIMr, anti-TVENOTr o
anti-ppTvCP4r correspondiente. Los controles del patron de las proteinas tenidos
con CBB se muestran en la linea 1. La proteina recombinante TvENOr
(TVAG_32460) se utiliz6 como un control positivo para la interaccién con Plg
(panel C, linea 8). Los controles negativos se obtuvieron por la incubacion de la
proteina recombinante no relacionada ppTvCP4r (D) con Lm (linea 6), Fn (linea 7)
y Plg (linea 8) y los anticuerpos correspondientes. Controles negativos adicionales
(paneles A y B, lineas 3-6; o paneles C y D, lineas 3-5) se obtuvieron por
incubacion directa de las proteinas recombinantes probadas, con los diferentes
anticuerpos usados. Controles de especificidad se obtuvieron por incubacion
directa de Lm, Fn y PIg, con los anticuerpos anti-Lm, anti-Fn y anti-Plg (panel F,
lineas 4-6, respectivamente), o directamente con los anticuerpos secundarios de
cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (panel F, lineas 7 y 8) y burro anti-cabra-
peroxidasa (panel F, linea 9). Las bandas reactivas se detectaron por WB y se
visualizaron con el software Quantity One (Bio-Rad). Estos experimentos se

realizaron tres veces de manera independiente con resultados similares.
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Figura 11. Unién concentracion dependiente de las proteinas recombinantes
TvTIM a Lm y Fn. Ensayos de unién Dot-blot para confirmar la unién especifica de
las proteinas recombinantes TvTIM a Lm y a Fn, pero no a Plg. Cantidades
crecientes (0-4 pg) de TvTIM1r (A) y TvTIM2r (B) se inmovilizaron en membranas
de NC y se incubaron con 30 ug/ml de Lm, Fn y Plg. La unién especifica proteina-
proteina se detectd por WB con los anticuerpos anti-Lm, anti-Fn y anti-Plg,
respectivamente, seguido de los anticuerpos secundarios correspondiente. La
intensidad de los puntos en negro indica una interaccion positiva. Las graficas de
barras muestran los resultados del analisis densitométrico para cada punto en
volumen de intensidad mm? que se realizd con el software Quantity One (Bio-
Rad). La union TvTIMr-Lm se muestra en barras blancas, TvTIMr-Fn en barras
grises y la ausencia de union de TvTIMr a Plg en barras negras. Como control
positivo de Dot-blot las proteinas TvTIM1r y TvTIM2r se incubaron directamente
con el anticuerpo anti-TvTIMr seguido de un anticuerpo secundario. (C) Diferentes
cantidades (0-4 ug) de TVvENOr (control positivo), TvTIM1r y TvTIM2r se
inmovilizaron en membranas de NC y se incubaron con 30 ug/ml de Plg para
TvENOTr, o 60 ug/ml de Plg para TvTIM1r y TvTIM2r. La unién de Plg se detecto
por WB con el anticuerpo anti-Plg como puntos en negros. La grafica muestra el
analisis densitométrico de los puntos en negro de la union positiva a TVENOTr-Plg
en barras negras y la ausencia de union de Plg a TvTIM1r y TvTIM2r se muestra
en barras grises y blancas, respectivamente. (D) Diferentes cantidades (0-4 ug) de
TvCP4r (una proteina recombinante no relacionada), se incubaron con Lm, Fn y
Plg (30 pg/ml) y la union se detectd por WB con los anticuerpos (anti-Lm, anti-Fn o
anti-Plg, respectivamente). La ausencia de unién entre TvCP4r con Lm, Fn o Plg
se utilizd como un control negativo. El control positivo muestra el WB de TvCP4r
incubada directamente con el anticuerpo o-TvCP4. Las barras de error indican la
desviaciéon estandar (DS) determinada a partir de tres experimentos
independientes. Los asteriscos (**) (***) muestran las diferencias significativas
(P<0.05) entre los puntos detectados por WB determinada por ANOVA.
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9.10 Adhesion de T. vaginalis a Lm y Fn inmovilizada.

Mediante ensayos de adhesion celular con parasitos vivos evaluamos el
efecto de la glucosa sobre la adhesion de T. vaginalis a Lm y Fn inmovilizadas.
Para ello, parasitos crecidos en las tres condiciones de glucosa (RG, NG y AG) y
marcados con Cell Tracker Blue (reactivo fluorescente) se incubaron con Lm, Fn o
BSA (una proteina no relacionada usada como control de especificidad), todas
inmovilizadas en placas de 96 pozos (transparentes). Las imagenes de
microscopia optica muestran un mayor numero de parasitos adheridos a Lm (Fig.
12A) y Fn (Fig. 12B) cuando se cultivaron en NG y AG, comparado con los
cultivados en RG. Aunque se observo un cierto grado de adhesion de los parasitos
a BSA, el numero de parasitos adheridos a BSA se mantuvo sin cambios
significativos en las diferentes condiciones de glucosa. Estos resultados se
corroboraron mediante la cuantificacion de la fluorescencia total de los parasitos
adheridos a Lm, Fn y BSA. Las graficas de barras (Figs. 12C y D) muestran el
incremento en unidades relativas de fluorescencia (URF) de los parasitos
adheridos a Lm, Fn, pero no a BSA, con respecto a la concentracion de glucosa.
En conjunto, estos resultados muestran que los niveles mas altos de adhesion a
Lm y Fn se observaron en los parasitos crecidos en alta glucosa; estas diferencias
en la adhesién fueron significativas (P<0.05). Ademas demuestran la presencia de
moléculas de superficie que median la unién de los parasitos a Lm y Fn en las

condiciones de glucosa analizadas.

9.11 Inhibicion de la adhesion de T. vaginalis a Lm y Fn.

Como lo demostramos la cantidad y localizacién de las proteinas TvTIM de
superficie son moduladas positivamente por glucosa, y sumado a los resultados de
los ensyos de adhesion donde la mayor adhesion a Lm y Fn se observd en la
condiciéon de AG, nos preguntamos si TvTIM de superfcie podria estar participando
como receptor de Lm y Fn. Para demostrarlo, realizamos ensayos de inhibicion de
la adhesion de parasitos vivos con el anticuerpo anti-TvTIMr. Como se observo en

las figuras 6 y 12, tanto la localizacién de TvTIM en la superficie, como el maximo
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de adhesion de parasitos vivos a Lm y Fn ocurrié en altas concentraciones de
glucosa. Por lo tanto, en estos ensayos utilizamos parasitos crecidos en AG
previamente marcados con Cell Tracker Blue los cuales se preincubaron con
concentraciones crecientes (0-400 upg/ml) de IgGs anti-TvTIMr antes de la
interaccion con Lm y Fn. De manera similar, IgGs del suero Pl de conejo y de un
anticuerpo anti-ppTvCP4r no relacionado se utilizaron como controles negativos.
Después de 30 min de interaccion a 37°C entre los parasitos pretratados y las
proteinas utilizadas, se cuantificd la fluorescencia total de los parasitos adheridos
a Lm o Fn y se comparé con los valores de adhesion de los parasitos sin
tratamiento, (IgGs-0 ug/ml) que se tomaron como el 100% de adhesion aLmy Fn.
La figura 12A y B muestra que el anticuerpo anti-TvTIMr inhibi6 de manera
especifica la union de T. vaginalis a Lm y Fn inmovilizadas de manera
concentracion dependiente. Sin embargo, no observamos una inhibicion similar ni
con el anticuerpo anti-ppTvCP4r ni con el suero Pl. En ambos casos, 400 ug/ml de
las 1gGs anti-TvTIMr resulté en la maxima inhibicion de la adhesion de T. vaginalis
almy Fn (43.8% y 53.5% de inhibicién, respectivamente), indicando que el
anticuerpo anti-TvTIMr bloqueé de manera especifica la unién de TvTIM en la

superficie de tricomonas a estas proteinas de MEC.

Para confirmar la capacidad de la proteina TvTIM localizada en la superficie de T.
vaginalis para mediar la union a Lm y Fn, se realizaron ensayos de competencia
por ligando, utilizando las proteinas recombinantes TvTIM purificadas. Con este
fin, placas de 96 pozos recubiertas con Lm y Fn se preincubaron con cantidades
crecientes (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 1.6 ug) de TvTIM1r o TvTIM2r, antes de la
interaccién con parasitos vivos. De manera similar, cantidades crecientes de
ppTvCP4r se usaron como controles negativos de especificidad. Parasitos
crecidos en condiciones de AG previamente marcados con Cell Tracker Blue se
agregaron a los pozos cubiertos con las proteinas, se incubaron durante 30 min a
37°C y se midié la emisidn de fluorescencia de los parasitos adheridos y se
compard con los valores obtenidos de los parasitos adheridos a los pozos
recubiertos con Lm o Fn sin tratamiento que se tomaron como 100% de adhesion
a las proteinas MEC. La figura 13 muestra que TvTIM1r (Fig. 13C) y TvTIM2r (Fig.
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13D) bloquearon la union de T. vaginalis a Lm y Fn, compitiendo por el ligando
(Lm y Fn) de manera concentracion dependiente. Por el contrario, la proteina
ppTvCP4r no mostré competencia como se esperaba. La figura 13C muestra que
1.6 ug de TvTIM1r o TvTIMZr inhibieron la union de T. vaginalis a Lm en 39% y
47%, respectivamente, confirmando la participacion de TvTIM en la union a
laminina cuando se encuentra en la superificie de tricomonas. La Fig. 13D muestra
que 1.6 pug de TvTIM1r o TvTIMZr, inhibieron la union de T. vaginalis a Fn 47% vy
60%, respectivamente. Estos resultados fueron consistentes con la inhibicién de la
adhesion del anticuerpo anti-TvTIMr (Figs. 13 A y B); ademas confirman el rol de

las proteinas TvTIM de superficie en la uniéon de T. vaginalis a Lmy Fn en AG.
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Figura 12. La glucosa promueve la adhesién de T. vaginalis a Lm y Fn.
Ensayos de adhesion de parasitos vivos (5 x10° células/ pozo) crecidos en las tres
condiciones de glucosa (RG, NG y AG) y marcados con Cell Tracker Blue se
incubaron en placas de 96 pozos recubiertas con Lm, Fn o BSA (2 ug) 30 min a
37°C. (A y B) Las imagenes de microscopia Optica muestran parasitos adheridos a
Lm (A) y Fn (B) dependiente de las diferentes concentraciones de glucosa en las
que se cultivaron a los parasitos. El numero de parasitos adheridos se estimoé
indirectamente por la medicion de la fluorescencia a 466 nm utilizando un
espectrofluorémetro Gemini EM. Las graficas de barras muestran las unidades
relativas de fluorescencia (URF) de los parasitos adheridos a Lm (C, barras
negras) o Fn (D, barras negras) en las tres condiciones de glucosa. Los controles
negativos de especificidad (barras blancas) se obtuvieron de parasitos adheridos a
pozos recubiertos con BSA en las tres condiciones de glucosa. Las barras de error
indican la desviacion estandar (DS) determinada a partir de tres experimentos
independientes. Los asteriscos (**) (***) muestran las diferencias significativas
(P<0.05) entre los parasitos adheridos en cada condicion de glucosa determinada
por ANOVA.
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Figura 13. Inhibiciéon de la adhesion T. vaginalis a Lm y Fn. (A y B) Inhibicion
de la adhesion de T. vaginalis por el anticuerpo (Ac) anti-TvTIMr. Parasitos vivos
(5 x10° células/pozo) crecidos en condiciones de AG (50 mM) y marcados con Cell
Tracker Blue se preincubaron con diferentes concentraciones (0-400 ug/ml) de
IgGs del Ac anti-TvTIMr (barras negras), suero Pl (barras blancas), o del Ac a-
ppTvCP4r (barras grises) antes de la interaccion con Lm (A) o Fn (B) inmovilizada
30 min a 37°C. La emision de fluorescencia de los parasitos adheridos a Lm y Fn
se determind en un espectrofluorébmetro y los valores se graficaron. La unién
directa de parasitos marcados con CTB sin tratamiento se tomé como 100% de
unién a Lm (A) y Fn (B), con valores absolutos de 171.74 y 209.48 URF,
respectivamente (barras rayadas). IgGs de suero Pl y del Ac anti-ppTvCP4r no
relacionado, se utilizaron como controles negativos. Las graficas de barras
muestran las medias de los porcentajes de adhesién obtenidos de tres
experimentos independientes. Las barras de error indican la desviacion estandar
(SD) y los asteriscos (*) (***) muestran las diferencias significativas (P<0.05)
determinadas por ANOVA. (C y D) Inhibicién de la adhesion de T. vaginalis por
competencia con las proteinas recombinantes TvTIM. Las placas recubiertas con
Lm o Fn se preincubaron con diferentes cantidades (0-1.6 pg por pozo) de
TvTIM1r (4), TvTIM2r (e), o ppTvCP4r (m) como control negativo, antes de la
interaccién por 30 min a 37°C con parasitos vivos crecidos en AG y marcadas con
CTB. La emision de fluorescencia de los parasitos adheridos a Lm (C) y Fn (D) se
determind en un espectrofluorometro y los valores se graficaron. Los porcentajes
de adhesion se calcularon comparando con el 100% de adhesion a Lm y Fn de
parasitos vivos sin tratamiento, marcados con CTB (con valores absolutos de
171.74 y 209.48 URF, respectivamente). Los puntos en las gréaficas (C y D)
representan las medias de los porcentajes de adhesion de parasitos adheridos a
Lm y Fn en presencia de un competidor (TvTIM1r, TvTIM2r, o ppTvCP4r). Las
barras de error indican la desviacidn estandar (DE) de tres experimentos

independientes determinada por ANOVA.
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9.12 Secrecion in vitro de las proteinas TvTIM.

Como se demostro en la figura 7, TvTIM sigue una via no convencional de
trafico dependiente o independiente de vesiculas de secrecion para relocalizarse a
la membrana plasmatica en AG. Con estos resultados surgid la pregunta de si T.
vaginalis ademas de localizar a TvTIM en la superficie, también la libera al medio
extracelular en presencia de glucosa. Por lo que se realizaron ensayos de
secrecion in vitro de parasitos vivos en RG y AG. La figura 14A muestra el perfil de
proteinas de los productos de secrecion (PS) de parasitos en RG (linea 1) y AG
(linea 3); en ambos PS se observaron proteinas en la region de 27 kDa que
podrian corresponden a las proteinas TvTIM de T. vaginalis. Adicionalmente, se
obtuvieron los extractos de proteinas totales (ET) de parasitos en ambas
condiciones de glucosa RG (linea 2) y AG (linea 4), los cuales se utilizaron como
controles positivos. Para evaluar la presencia de las proteinas TvTIMs en los PS,
geles por duplicado de (A) se transfirieron a membranas de NC y se analizaron por
ensayos de WB con el anticuerpo anti-TvTIMr. La figura 14B muestra los
resultados de un ensayo de WB representativo de los PS y ET en el que se
observo el reconocimiento de una banda de 27 kDa en los PS de parasitos de AG
(Fig. 14B, linea 3) que no se detectd en los PS de parasitos en RG (Fig. 14B, linea
1), demostrando la ausencia de proteina TvTIM en los mismos. El anticuerpo anti-
EhHKTr reconocié una banda de 50 kDa de TvHK solo en los ET ya que no hubo
reactividad en los PS de parasitos en RG (linea 1) y AG (linea 3), demostrando
que TvHK, es una proteina que no se secreta por T. vaginalis por lo que se utilizd
como control negativo de secrecion; mientras que el anticuerpo anti-TvCP4r
reconocio una banda de 24 kDa de la proteinasa TvCP4 de T. vaginalis tanto en
ET como en PS de ambas condiciones de glucosa (RG, linea 1 y AG, linea 3), por
lo que se utilizé como un control positivo de secrecion, ya que se sabe que TvCP4
es una proteina secretada por T. vaginalis independientemente de la
concentracion de glucosa. Como un control positivo de WB los mismos
anticuerpos (anti-TvTIMr, anti-EhHKr y anti-TvCP4r) se incubaron con los ET en
ambas condiciones de glucosa, observandose el reconocimiento especifico de las

bandas esperadas (Fig. 14B, lineas 2 y 4). Estos resultados demostraron la
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secrecion in vitro de las proteinas TvTIM de T. vaginalis en altas concentraciones
de glucosa. Ademas encontramos que TvHK, es una proteina que no se secreta
bajo las condiciones de glucosa analizadas; en contraste con TvCP4 que se

secreta de manera independiente de la concentracion de glucosa.

La siguiente pregunta que abordamos fue ¢ Cual de las dos proteinas TvTIM
se localiza en los PS de T. vaginalis en AG?. Para contestarla realizamos la
identificacion de las proteinas TvTIMs por espectrometria de masas (LC MS/MS) a
partir de las bandas de la region de 27 kDa de los geles tenidos con CBB. La tabla
3, muestra los resultados obtenidos por LC MS/MS. De manera interesante se
identifico a TvTIM2 y no TvTIM1 en los PS de T. vaginalis en AG. Adicionalmente,
junto con la TvTIM2 se encontraron otras proteinas en la region de 27 kDa como
las enzimas glucoliticas: malato deshidrogenasa (TVAG_253650), gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogensa (TVAG_475220) y fosfoglicerato mutasa (TVAG_113710).
También se identificaron proteinas de sefalizacién celular como la 14-3-3
(TVAG_454380), proteinas ribosomales como L10a (TVAG_074480), proteinas de
citoesqueleto como actina (S5TJM9) y dos cisteina proteasas: Clan CA, family C1,
cathepsin L-like TvCP39 (TVAG_298080) y Clan CA, family C1, cathepsin L-like
TvCP2 (TVAG_057000). La Tabla 4 muestra los diez péptidos obtenidos por LC
MS/MS para la proteina TvTIM2de los cuales 9/10 se comparten entre TvTIM1 y
TvTIM2; sin embargo, un péptido diferencial (TVQEAEKLVEMLNGAK)
correspondiente a los residuos 16-31 confirmé que la proteina TvTIM entre los
productos de secrecion correspondia a la TvTIM2 y no de TvTIM1, aunque no se
descarta que también se encontrara ésta como producto de la lisis de los

parasitos.
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Figura 14. Ensayos de secrecidon in vitro de las proteinas TvTIM de T.
vaginalis. (A) Perfil de proteinas totales (ET; lineas 2 y 4) y productos de
secrecion (PS; lineas 1 y 3) de parasitos en RG (1 mM) y AG (50 mM),
analizados por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y tefidos con azul
brillante de Coomassie (CBB). (B) Ensayos de WB con geles duplicados de (A)
transferidos a membranas de NC e incubados con diferentes anticuerpos: anti-
TvTIMr (a-TvTIMr; dilucién 1:500) que reconoce un banda de 27 kDa de las
proteinas TvTIM de T. vaginalis; anti-EhHkr (diluciéon 1:1,000) que reconoce una
banda de 50 kDa de la hexoquinasa de tricomonas (TvHK) utilizado como control
negativo de secrecion; anti-TvCP4r (dilucién 1:500) que reconoce una banda de
24 kDa de la proteasa TvCP4 utilizado como control positivo de secrecion. Los
productos de secrecion se obtuvieron después de 1 h de incubacién a 37°C de los
parasitos en ambas condiciones de glucosa. Los ensayos se realizaron tres veces
de manera independiente y las imagenes se analizaron con el software Quantity
One (Bio-Rad).
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Tabla 3. Proteinas identificadas por LC MS/MS, en la region de 27 kDa, a

partir de los productos de secrecién in vitro de T. vaginalis en condiciones

de AG.
Proteina Funcién | TrichDB (ID) | N° acceso | Score | Coverage | #Péptidos | vy (payg)
(%) unicos
Triosafosfato isomerasa TVAG_096350 A2FT29 55.74 53 10 27.4/6.01
(TvTIM2)
Malato deshidrogenasa TVAG_253650 | A2DMN2 57.19 57 7 35.7/6.86
Glucdlisis
Gliceraldehido-3-fosfato TVAG_475220 | A2EM29 35.60 26 6 39.2/8.0
deshidrogenasa
Fosfoglicerato mutasa TVAG_113710 | A2DNM4 21.94 17 4 28.3/8.32
. Sefializacion | TVAG_454380 | A2EU51 62.49 42 10 27.3/4.86
Proteina 14-3-3
celular
- Proteina TVAG_074480 | A2DCH7 34.81 33 6 24.3/10.1
Proteina ribosomal L10a )
ribosomal
Actina (fragmento) Citoesqueleto S5TJM9 40.99 35 8 37.2/5.48
Clan CA, family C1, TVAG_298080 | A2ETO2 40.74 21 5 33.6/6.62
Cathepsin L-like (TvCP39)
Cisteina
Clan CA, family C1, proteinasas Q27107 39.33 21 4 34.6/8.13
Cathepsin L-like (TvCP2)
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Tabla 4. Lista de péptidos obtenidos por LC MS/MS para la proteina TvTIM2
de T. vaginalis.

v | gesiduo s Pepido (a

1 16-31 TVQEAEKLVEMLNGAK (Péptido diferencial)
2 60-83 VSAENVFTKPNGAFTGEVTVPMMIK

3 84-97 SFGIEWTILGHSER

4 99-111 DILKEDDEFLAAK

5 122-133 IIYCCGEHLSER

6 134-148 EAGKASEFVSAQIEK

7 158-175 WDDVVIAYEPIWAIGTGK

8 197-206 VGADIANKVR

9 176-187 VASTQDAQEMCK

TWTIM2 (TVAG_096350)
L L)
METFEVEGNWEAN PEﬂT‘JQEAEK LVEMLN GI'LKFEGN’JE VVWAAPFVELPTLOQKLR KE}I'IKE

[SAENVFTKPNGAFTGEVTVPMIK§FGIEWT I LGHSERHDI LKEDDEF LAAKRKFALENGM

KJl IY CCGEHLSEREAGKASEFVSAQ IEKHIPATIPAGHWDDVVIAYEPIWAIGTGKNASTQ |

DAQEMCENIRDILARKNVGADTIANEVRILYGGESVEPNNCHE LAACPDVDGELVGGASLEAG

FINIVNSNVHSE

TWTIM1 [TVAG_497370)

MRTFFVGGNWKAN PHTVEEAEKLIEMLNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLET LOOKLRKDWEY |

FBEN VETKPNGAFTGEVTVEM IKﬂFGI EWTILGH SEF.H_J ILEEDDE ﬂ...F'a.PLI'q'. KFALENGM

KL I YCCGEHLSER{ACKASEFVSAQTEK I FATPAGKWDDVVIAYEFIWAIGTGKYAS T |

IRDILARKVGADIANKVRYLYGGSVKPNNCNE LAACPDVDGFLVGGASLEPG

FINIVNSNVHSE
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9.13 Identificacion de las proteinas TvTIM en secreciones vaginales de

mujeres con Tricomoniasis.

Como se demostro en la figura 14 y en la tabla 3, la proteina TvTIM2 es
secreta por T. vaginalis en AG. Este hallazgo nos llevé a preguntarnos si T.
vaginalis secreta a la proteina TvTIM2 durante la infeccion vaginal. Para contestar
esta pregunta realizamos ensayos de WB utilizando secreciones vaginales (SV)
obtenidas de mujeres con tricomoniasis activa (n= 16) y mujeres con microbiota
normal (n= 16). Para este estudio se incluyeron 32 muestras de SV. Las SV se
analizaron por SDS-PAGE y por ensayos de WB utilizando el anticuerpo anti-
TvTIM. La Figura 15 muestra el perfil de proteinas de SV de mujeres con infeccion
por T. vaginalis (Tv +; panel A) y SV obtenidas de mujeres sanas (Tv -; panel C).
En ambos grupos (A y C) se observd un patron diferencial de proteinas entre cada
muestra aunque hay bandas que se conservan y otras que desaparecen; sin
embargo, en ambos (A) y (C) se observan bandas de proteinas en la regiéon de 27
kDa que podrian corresponder a las proteinas TvTIM de T. vaginalis. Esto se
confirmd por ensayos de WB con duplicados de las muestras de A 'y C con el
anticuerpo anti-TvTIMr. Los resultados muestran el reconocimiento de una banda
de aproximadamente 27 kDa, en las SV (10/16) de mujeres con infeccién por T.
vaginalis (Tv +) (Fig. 15B, lineas 1, 2, 5-10, 13 y 16), en comparacién con las SV
de mujeres sanas (Tv -), donde no se observé reconocimiento del anticuerpo en la
region de 27 kDa (Fig. 15D, lineas 1-16), sugiriendo que TvTIM esta presente en
las SV durante la infeccion por tricomonas. Para descartar un posible
reconocimiento cruzado del anticuerpo con la TIM de humano, extractos totales de
proteina (ET) de células HelLa (células cervicovaginales humanas), o T. vaginalis
(control positivo), se analizaron por SDS-PAGE y por ensayos de WB con el
anticuerpo anti-TvTIMr. Los resultados muestran la ausencia de reactividad del
anticuerpo anti-TvTIMr en los ET de células HelLa (Fig. 15E, linea 3), comparado
con el reconocimiento de la banda de 27 kDa en los ET de T. vaginalis (Fig. 15E,

linea 6) como se esperaba.
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Para resolver ;Cual de las dos proteinas TvTIM se detecté en las SV de mujeres
con tricomoniasis? se cortaron las bandas de 27 kDa de los geles de las muestras
de SV (Tv +) (Fig. 15A, lineas 7 y 10) que por WB mostraron reactividad positiva
(Fig. 15B, linea 7 y 10) y se realiz6 la identificacion de las proteinas TvTIMs por
espectrometria de masas. En la tabla 5 se muestran los resultados y se agrupan
las proteinas identificadas en las bandas de 27 kDa en proteinas de T. vaginalis y
del humano y por el tipo de proteinas al que pertenecen. De manera interesante
se identifico a la proteina TvTIM2 (TVAG_096350) en ambas muestras (Tabla 5,
carrles 7 y 10) y otras enzimas metabdlicas de T. vaginalis como,
fosfoglucomutasa (TVAG_205910) y malato deshidrogenasa (TVAG_204360).
También se identificaron a las cisteina proteinasas TvCP2 (TVAG_057000) y
TvCP3 (TVAG_090100), asi como a la proteina ribosomal L10 (TVAG_344700)
(Tabla 5, carriles 7 y 10). Todas estas proteinas a excepcion de TvCP3 también se
identificaron en los productos de secrecion in vitro de T. vaginalis, corroborando
estos resultados y sugiriendo la secrecion activa de estas proteinas durante la
infeccion. Ademas, entre las proteinas de humano identificadas se encontraron a
la queratina, albumina e inmunoglobulinas (Tabla 5, carriles 7 y 10); solo en la
muestra del carril 10 se identificé a la isoforma 1 de la triosafosfato isomerasa de
humano; sin embargo, previamente demostramos que el anticuerpo anti-TvTIMr no

cruza con la TIM de humano (Fig. 15E, linea 3).
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Figura 15. Identificacion de las proteinas TvTIM en secreciones vaginales de
mujeres con tricomoniasis. (A y C) Perfil de proteinas de secreciones vaginales
(SV) de mujeres con infeccion por T. vaginalis (Tv +) (panel A, lineas 1-16) y
mujeres con microbiota normal (Tv -) (panel C, lineas 1-16) analizadas por SDS-
PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y tefiidos con azul brillante de Coomassie
(CBB). Ensayos de WB con geles duplicados de las muestras de SV (A y C),
transferidos a membranas de NC e incubados con el anticuerpo anti-TvTIMr
(dilucién 1:500) que reconoce una banda de 27 kDa. SV (Tv +) (panel B, lineas, 1,
2,5-10, 13y 16). SV (Tv -) (panel D, lineas 1-16). Como controles de especificidad
se utilizaron extractos de proteinas totales (ET) de células HelLa (10 x108 células)
y de T. vaginalis (20 x10°) separados por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al
12% y tenidos con CBB (paneles E y F, lineas 2 y 5, respectivamente). Ensayos
de WB de duplicados de las muestras en de E y F, transferidas a membranas de
NC e incubadas con el anticuerpo a-TvTIM (dilucién 1:1,000). Las imagenes se

analizaron con el software Quantity One (Bio-Rad).
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Tabla 5. Proteinas identificadas por LC MS/MS en la region de 27 kDa de las

secreciones vaginales (SV) de mujeres con tricomoniasis.

Coverage #Peptidos

Bandade 27 kDa  Proteinas identificadas = N°acceso  Score o . MWi/pl
(%) unicos
Triosafosfato isomerasa, TvTIM2  TVAG_096350 22.97 21.43 3 27.5/5.73
. Cisteina protease, TvCP2, Clan
’ Carril 7 o CA. familia C1, Catepsina L-like TVAG_057000 15.04 17.20 4 34.6/8.13
Proteinas/T. vaginalis
Cisteina protease, TvCP3, Clan
CA, familia C1, Catepsina L-like TVAG_090100 13.18 15.41 2 35.7/7.59
Keratina tipo 2, citoesqueleto 1 IP100220327.4 134.95 34.63 19 66/8.12
Keratina tipo 2, citoesqueleto 2, 5105 304 4 95.87 40 17 65.8/8
epidermal
Carril 7 Keratina tipo 2, citoesqueleto 10 IP100009865.4 85.61 30.99 12 58.8/5.21
Proteinas/humano Proteina 'G'I((;gg';"og'ob”"”a IPI00784985.1  82.10 39.57 8 25.5/6.55
Proteina [GL inmunoglobulina 001547406 52,57 32.05 5 24.8/6.37
lambda
Albumina sérica, isoforma | IP100745872.2 59.08 20.03 10 69.3/6.28
Triosafosfato isomerasa, TvTIM2  TVAG_096350 15.39 15.87 3 27.4/6.01
Fosfoglucomutasa TVAG_205910 24.49 8.87 5 65.6/6.61
Carril 10 Malato deshidrogenasa TVAG_204360 11.93 15.36 3 35.7/6.46
Proteinas/T. vaginalis
Proteina ribosomal L10 TVAG_344700 11.44 13.88 3 34.3/6.65
Cisteina protease, TvCP2, Clan
CA, familia C1, Catepsina L-like TVAG_057000 12.04 12.74 3 34.6/8.13
Proteina IGK inmunoglobulina 5\ 1\7e4085 1 71.69 36.60 7 25.5/6.55
kappa
Proteina IGL inmunoglobulina 01507406 4242 27.78 4 24.8/6.37
lambda
Carril10 Keratina tipo 2, citoesqueleto 2,
Proteinas/Humano epidermal IP1000021204.1 24.05 12.09 4 65.8/8
HSPA i 78 kD:
SPAS (protena de 78 kDa, 0000033603 17.81 6.88 4 72.3/5.16
regulada por glucosa)
Triosafosfato isomerasa, isoforma | IPI00797270.4 19.90 29.72 5 26.7/6.90
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9.14 Localizacion de las proteinas TvTIM en células epiteliales vaginales

(VECs) humanas.

Los resultados muestran que TvTIM2 se secreta tanto in vitro como in vivo
por T. vaginalis, por lo que nos preguntamos si TvTIM interaccionaba con las
células VECs durante la infeccion. Para ello, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-TvTIMr en células VEC
aisladas de SV obtenidas de mujeres con tricomoniasis (Tv +) y mujeres con
microbiota normal (Tv -). Las células VEC de mujeres con infeccion por T.
vaginalis (Tv +) fijadas e incubadas con el anticuerpo anti-TvTIM, mostraron
puntos de localizacién de TvTIM (en verde) en la superficie, en el citoplasma y
rodeando los nucleos de las células VEC (Fig. 16A, paneles j-q), mientras que las
células VEC de mujeres sanas (Tv -) no mostraron reactividad con el anticuerpo o-
TvTIM (Fig. 16A, paneles a-i), indicando la ausencia de reactividad cruzada con la
proteina TIM de humano. Para observar mejor la localizacion de TvTIM en las
células VEC (Tv +) se realizé un zoom de las imagenes (Fig. 16B, paneles a-l) lo
que confirmd la localizacion de la TvTIM (en verde) en la superficie de las células
VEC (Fig. 16B, panel Ay C) ya que se detectd colocalizacién en amarillo de TvTIM
(en verde) con el marcador de superficie DIL (en rojo) (Fig. 16B, paneles b y d). La
tincion de los nucleos con DAPI (en azul), permitié corroborar la localizacion de
TvTIM alrededor y dentro de los nucleos donde se observd colocalizacion en
blanco (Fig. 16B, e-l). En los controles de especificidad utilizando células Hela
filadas e incubadas con el anticuerpo anti-TvTIMr no se observé sefial (en verde)
en el citoplasma (Fig. 16C), en el nucleo, ni en la superficie de las células tenidas
con DIL (Fig. 16D), demostrando que el anticuerpo anti-TvTIMr no tiene un
reconocimiento cruzado con la TIM de humano y que el anticuerpo secundario
acoplado a FITC no se une de manera inespecifica. Por lo tanto, se confirmé que
la senal observada en las células VEC (Tv+) corresponde a la presencia de las
proteinas TvTIM de T. vaginalis en estas células, que posiblemente podria tratarse
de TvTIM2 segun los resultados de secrecion in vitro e in vivo. Sin embargo, se

requiere de nueva evidencia experimental para demostrarlo.
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Figura 16. Localizacién de las proteinas TvTIM de T. vaginalis en células
VECs de pacientes con tricomoniasis. (A) Las imagenes de
inmunofluorescencia indirecta y microscopia nomarsky muestran células VEC
aisladas de secreciones vaginales (SV) de tres mujeres con infeccién activa por T.
vaginalis (Tv +) (paneles, j-q) y de tres mujeres con microbiota normal (Tv -)
(paneles, a-i). Las células VEC fijadas con paraformaldehido al 4%, se incubaron
con el anticuerpo primario anti-TvTIMr (dilucién 1:50), seguido de un anticuerpo
secundario de cabra anti-conejo acoplado a FITC (dilucién 1:100). Las imagenes
traslape de células VEC (Tv +) con la diferentes localizaciones de la proteina
TvTIM en verde; superficie (A, paneles j-l), citoplasma (A, paneles 0-q) y rodeando
y en el interior de los nucleos (A, paneles m-i); células VEC (Tv -) (A, paneles a-i).
(B) Zooms opticos de la localizacion de TvTIM (en verde) en la superficie de
células VEC (Tv +) (B, paneles a y c), colocalizacion en amarillo con el marcador
de superficie DIL (dilucion 1:200, en rojo) (B, paneles b y d). Los paneles e-l
muestran la localizacion de la proteina TvTIM en el citoplasma y cercana o
rodeando a los nucleos de las células VEC. La tincion de los nucleos en azul con
DAPI, muestran puntos de colocalizacion en blanco de TvTIM con los nucleos (B,
paneles e, g, h, i yj). (C y D) Controles negativos de células HelLa fijadas con
paraformaldehido al 4%, incubadas con el anticuerpo anti-TvTIM (dilucién 1:50),
seguido del anticuerpo secundario acoplado a FITC (dilucién 1:100). Las imagenes
muestran los diferentes fluorocromos para localizacion de membrana (rojo), de los
nucleos (azul) y de TvTIM (verde), tanto en el citoplasma (C, paneles a-d), como
en la superficie de las células HelLa (D, paneles a-f). Las imagenes se analizaron

por microscopia confocal. El tamafio de las barras se indica en 20 um.
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9.15 Efecto de la glucosa en los niveles de citotoxicidad de T. vaginalis.

La glucosa es la principal fuente de carbono para la generacion de energia
y para el optimo crecimiento de T. vaginalis. Sin embargo, nuestros resultados
sugieren que T. vaginalis podria estar expuesta a cambios drasticos en los niveles
de glucosa (0.3-36.65 mM) durante la infeccion (Tabla 1). Por esta razon, en los
proximos objetivos nos enfocamos a estudiar el efecto de la glucosa en la
modulacién de la virulencia de T. vaginalis, especificamente en los niveles de

citotoxicidad, actividad proteolitica y cantidad de cisteina proteinasas.

Los ensayos de citotoxicidad entre parasitos vivos crecidos en diferentes
concentraciones de glucosa (RG y AG) y monocapas de células HelLa vivas por
15, 30 y 60 min mostraron que la mayor destruccién de las monocapas se observo
con los parasitos crecidos en RG (Fig. 17A, panel b), en contrate con los parasitos
crecidos en AG, que no mostraron un dafo significativo de las monocapas (Fig.
17A, panel c), comparado con el control de células HelLa sin tratamiento (Fig. 17A,
panel a). La confirmacion visual del efecto citotoxico de T. vaginalis después de la
tincion de las monocapas con el colorante cristal violeta mostro la destruccion total
de las monocapas a los 60 min de incubacion con los parasitos en RG, comparado
con los parasitos en AG que exhibieron una destruccion parcial (Fig. 17B). El
porcentaje de citotoxicidad corroboré lo observado en el analisis microscopico, con
valores de 98% de citotoxicidad de los parasitos en RG, comparada con 45% de
citotoxicidad por los parasitos en AG (Fig. 17C). Estos datos sugieren que la
glucosa modula de manera negativa la citotoxicidad de T. vaginalis, posiblemente
regulando la expresion y actividad proteolitica de algunas cisteina proteinasas

involucradas en esta propiedad de virulencia de T. vaginalis.
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Figura 17. Efecto de la glucosa en la citotoxicidad de T. vaginalis a
monocapas de células HelLa. (A) Ensayos de citotoxicidad de parasitos vivos (~2
x 10%pozo) crecidos en restriccion (RG, <1 mM) y alta (AG, 50 mM) glucosa
incubados con monocapas de células Hela vivas (~ 5 x10* células/pozo) por 30
min a 37°C en atmosfera de CO2 al 5%. Las imagenes de microscopia 6ptica,
muestran monocapas integras de células HelLa antes de la interaccion con los
parasitos (panel a), células HelLa incubadas con parasitos en RG (panel b) y
células HelLa incubadas con parasitos en AG (panel c). El efecto citotoxico de los
parasitos se muestra como la pérdida en la integridad de las monocapas. Las
flechas sefalan la localizacién de parasitos entre las células HelLa. (B) Imagenes
representativas del efecto citotoxico de T. vaginalis, se muestran los controles de
monocapas integras de células Hela tefidas con cristal violeta (en azul); células
Hela incubadas con parasitos en AG (linea 1), o con parasitos en RG (linea 2) por
15, 30 y 60 min. La destruccidén de las monocapas se visualiza como la pérdida de
células tefiidas en azul, con respecto al tiempo. (C) La grafica representa el
porcentaje de destruccidn de las monocapas de células HelLa por los parasitos en
ambas condiciones de glucosa. Las barras de error indican la desviacién estandar
(DE) determinada a partir de tres experimentos independientes. Los asteriscos
(***) muestran las diferencias significativas (P<0.05) de los porcentajes de

citotoxicidad entre ambas condiciones de glucosa determinadas por ANOVA.
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9.16 Efecto de la glucosa sobre la cantidad y actividad proteolitica de

cisteina proteinasas (CPs) de T. vaginalis.

Los resultados de la Figura 17 indican que la restriccion de glucosa (RG) en
el medio es una condicion que promueve mayor actividad citotoxica de T. vaginalis
hacia las células epiteliales que podria estar directamente relacionada con un
incremento en la cantidad y actividad proteolitica de algunas de las cisteina
proteinasas (CPs) involucradas en el dafo celular. Para demostrarlo se realizaron
ensayos de WB con extractos resistentes a proteasas de parasitos crecidos en RG
y AG. En la figura 18A se muestran los resultados del WB de cinco CPs
previamente reportadas en la virulencia de T. vaginalis, entre las que se incluyen
a: TvCP2 implicada en los procesos de apoptosis y citotoxicidad (83, 84); TvCP4
responsable de la induccidn de hemdlisis en alto hierro (76); TvCP39 implicada en
la citotoxicidad y degradaciéon de inmunoglobulinas (85, 86); TvCP30 involucrada
en citoadherencia y degradacion de proteinas (87); y TVLEGU-1 que participa en
la citoadherencia de T. Vaginalis (75). Los WB muestran una mayor cantidad de
proteina TvCP2 (linea 3), TvCP4 (linea 5), TvCP39 (linea 9) y TVLEGU-1 (linea
11) en los parasitos crecidos en RG, comparado con la menor cantidad de estas
CPs en los parasitos crecidos en AG (lineas 4, 6, 10 y 12, respectivamente). En el
caso de TvCP30 se observo el reconocimiento de una banda de 24 kDa en RG
(linea 7) y una banda de 65 kDa que muestra un incremento en su cantidad en
AG (linea 8). Estos resultados muestran que las cantidades de las CPs TvCP2,

TvCP4, TvCP39 y TVvLEGU-1 son moduladas negativamente por glucosa (Fig. 18).

Para confirmar que la mayor cantidad de estas CPs en RG se relacionaba
directamente con un incremento en la actividad proteolitica se realizaron
zimogramas a partir de extractos resistentes a proteasas obtenidos de parasitos
en RG y AG. Los resultados muestran la aparicion de al menos 7 bandas con
actividad proteolitica en la condicion de RG (Fig. 18C, linea 1) y 5 bandas con
actividad en AG (Fig. 18C, linea 2), observandose la mayor intensidad de actividad
en la regidon de 65 kDa en parasitos crecidos en RG. Para favorecer la actividad

proteolitica y confirmar las bandas observadas, un duplicado de estos geles se
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activaron 4 h a 37°C (Fig. 18D). Los resultados muestran un incremento en la
intensidad de las bandas con actividad, lo que permitié identificar al menos 3
bandas extras con actividad proteolitica, en RG (*) (linea 3) que estan ausentes en
AG (linea 4). Estos resultados sugieren que estas nuevas bandas podrian también
estar involucradas en el efecto citotoxico de T. vaginalis, observado en RG. En
conjunto, estos datos sugieren que la citotoxicidad, cantidad y actividad

proteolitica de CPs son moduladas negativamente por la glucosa.
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Figura 18. Efecto de la glucosa en la cantidad y actividad proteolitica de
algunas cisteina proteinasas de T. vaginalis. (A) Extractos resistentes a
proteasas de parasitos (20 x 10°) crecidos en restriccion (RG, <1 mM; linea 1) y
alta (AG, 50 mM; linea 2) concentracion de glucosa analizados por SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 12% ytefiidos con CBB. (B) Ensayos de WB de geles
duplicados de (A), transferidos a membranas de NC e incubados con diferentes
anticuerpos dirigidos contra cisteina proteinasas de T. vaginalis, entre los que se
incluye: anti-TvCP2 (dilucién, 1:200; banda 27 kDa), (lineas 3 y 4); anti-TvCP4
(dilucion, 1:200; banda de 24 kDa) (lineas 5 y 6); anti-TvCP30 (dilucion, 1:200; dos
bandas 30 y 65 kDa)(lineas, 7 y 8); anti-TvCP39 (dilucién, 1:200; banda de 27
kDa) (lineas, 9 y 10) y anti-TvLEGU-1 (dilucién, 1:500; banda de 30 kDa) (lineas,
11 y 12). (C y D) Zimogramas de extractos resistentes a proteasas de parasitos
(20 x 10°) crecidos en RG (lineas 1y 3) y AG (linea 2 y 4) por SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 12% copolimerizados con gelatina al 0.2% y tefiidos con
CBB. Las proteasas separadas en los geles se activaron 4 h a 4°C (A), 0 4 h a
37°C (B). La actividad proteolitica se visualiza como bandas blancas contra un
fondo obscuro. Los asteriscos (*) indican la deteccidén de bandas diferenciales con

actividad entre ambas condiciones de glucosa.
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9.17 Identificacion de CPs en los degradomas en doble dimension de
extractos resistentes a proteasas de T. vaginalis cultivada en diferentes

condiciones de glucosa.

Para la identificacién de las CPs de T. vaginalis en condiciones de AG y
RG, los extractos resistentes a proteasas se separaron por electroforesis en doble
dimensidén y tincidn de plata, se cortaron las manchas de los geles y se
identificaron por MS/MS. Las figuras 19A y C muestran los perfiles de las
proteinas (puntos), en ambas condiciones de glucosa. Los resultados muestran 23
puntos identificados por espectrometria de masas (EM) en AG de los cuales solo
17 puntos correspondieron a CPs (Tabla 6). En RG se identificaron 25 puntos de
los cuales 23 correspondieron a CPs (Tabla 7). Las figuras 19B y D muestran el
patron de distribucion de las diferentes CPs identificadas por EM en AG (B) y RG
(D). ElI mayor numero de puntos se observo entre las masas moleculares de 30-
100 kDa y entre los pl de 5-7. Las CPs TvCP2 yTvCP4, fueron las mas
abundantes y ampliamente distribuidas en ambas condiciones de glucosa (Fig.
19B y D). Entre las proteinas que conservaron su masa molecular y p/ en ambas
condiciones de glucosa se encuentran TvCP12, TvVLEGU-1, TvLEGU-2 y TvCP39
(Tabla 6 y 7). Sin embargo, un incremento significativo en la cantidad de estas
proteinas se observd en RG, comparada con AG. De manera interesan se
identific6 una catepsina D del tipo de las aspartico peptidasa (TvCatD,;
TVAG_336300) en la condicion de RG. También se identificé al inhibidor
tricosistatina-2 (TC-2; TVAG_272260) en un punto de ~65 kDa junto con proteasas
(TvCP2, TvCP3 y TvCP4), en AG; mientras que en la condicién de RG, TC-2 se
localizé en dos puntos de ~40 y 65 kDa acompafiado por TvCP2 y TvCP4 (Tabla
7). En conjunto, estos datos muestran un incremento en el numero y cantidad de
CPs en RG comparado con AG. Adicionalmente, los resultados muestran que
TvCP2 y TvCP4 fueron las mas abundantes y ampliamente distribuidas en ambas
condiciones de glucosa, sugiriendo la posible participacion de estas CPs en los
procesos de citotoxicidad de T. vaginalis. Ademas, la localizacion de CPs en un
mismo punto, o con diferentes masas moleculares que no corresponden con la

proteina (Tabla 6 y 7) sugiere la formacion de estructuras poliméricas, o la
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formacion de complejos entre diferentes CPs posiblemente promovidas por

cambios en las concentraciones de glucosa.
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Figura 19. Identificacion de CPs de T. vaginalis por espectrometria de masas
en los degradomas de parasitos crecidos en diferentes concentraciones de
glucosa. (A-D). Extractos resistentes a proteasas de parasitos (60 x 10) crecidos
en AG (panel Ay B) y RG (panel C y D) separados en geles de poliacrilamida al
12% después del isoelectroenfoque (IEF) en tiras IPG con un gradiente lineal de
pH 4-7. (A y C) Perfiles de los puntos de proteinas en geles tefidos con plata,
marcados con numeros consecutivos en AG (A) y RG (C). (B y D) Identificacion
de los puntos de proteinas por espectrometria de masas (EM) en geles tefiidos
con plata que muestran los patrones representativos de la distribucion de las CPs
para AG (B) y RG (D). El resumen de los resultados obtenidos por la EM para

cada condicion de glucosa se muestra en las Tablas 6y 7.
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Tabla 6. Identificacion por LC MS/MS de proteinas en los extractos

resistentes a proteasas de parasitos crecidos en AG.

Spot Proteina TrichDB (ID) Score | Covertura (%) | # Péptidos | MW [kDa] / pl
1 Proteina hipotética TVAG_487100 195,74 25,15 4 17.9/6.30
2 Proteina hipotética TVAG_ 487100 264,58 17,79 3 17.9/6.30
3 Proteina hipotética TVAG_487100 280,63 17,79 3 17.9/6.30
4 TvCP12 TVAG_410260 85,78 9,52 2 35.0/7.23
5 No identificado
6 TvCP12 TVAG_410260 188,87 16,83 3 35.0/7.23

Purina nucleoside fosforilasa TVAG_ 127180 72,15 10,17 2 25.9/6.33
7 TvLEGU-2 TVAG_385340 58,14 10,20 3 43.5/6.40
Adenosil homocisteinasa TVAG_210320 14,69 5,56 2 53.5/5.94
8 TvLEGU-2 TVAG_385340 98,64 10,20 3 43.5/6.40
9 TvCP39 TVAG_298080 370,47 17,38 5 33.6/6.62
10 Transaldolasa TVAG_272910 144,59 18,10 4 35.0/5.63
11 TvLEGU-1 TVAG_426660 349,62 13,40 3 42.9/6.60
12 TvLEGU-1 TVAG_426660 410,07 13,40 3 42.9/6.60
13 TvCP2 TVAG_057000 126,78 17,20 4 34.6/8.13
Alanina dehidrogenasa 2 TVAG_ 235800 63,62 9,92 2 27.8/8.16
14 TvCP2 TVAG_057000 224,64 17,20 4 34.6/8.13
TvCP4-like TVAG_355480 65,42 12,13 2 33.8/7.25
Adenosil homocisteinasa TVAG 210320 694,55 46,09 6 53.5/5.94
15 Adenosil homocisteinasa TVAG_405240 495,65 35,39 2 53.4/5.82
TvCP2 TVAG_057000 52,67 8,28 2 34.6/8.13
16 Transaldolasa TVAG_272910 139,20 18,73 4 35.0/5.63
TvCP3 TVAG_090100 48,70 9,12 2 35.7/7.59
17 Transaldolasa TVAG_272910 250,52 33,33 7 35.0/5.63
TvCP3 TVAG_090100 384,66 15,72 3 35.7/7.59
18 TvCP2 TVAG_057000 56,17 12,74 3 34.6/8.13
Adenosil homocisteinasa TVAG_210320 14,25 5,35 2 53.5/5.94
19 TvCP3 TVAG_090100 497,53 20,13 4 35.7/7.59
TvCP2 TVAG_057000 109,03 17,20 3 34.6/8.13
20 TvCP2 TVAG_057000 486,48 17,83 5 34.6/8.13
TvCP4-like TVAG_355480 255,02 12,13 3 33.8/7.25

TvCP2 TVAG_057000 607,62 24,84 7 34.6/8.13
21 TvCP4-like TVAG_355480 239,45 13,77 3 33.8/7.25
TvCP3 TVAG_090100 238,24 13,52 2 35.7/7.59

TvICP-2 TVAG_272260 64,56 40,66 3 9.8/7.01
22 TvCP4-like TVAG_355480 207,15 19,67 5 33.8/7.25
23 TvCP4-like TVAG_355480 159,17 15,08 4 33.8/7.25
TvCP2 TVAG_057000 87,76 8,28 2 34.6/8.13
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Tabla 7. Identificacion por LC MS/MS de proteinas en los extractos

resistentes a proteasas de parasitos crecidos en RG.

Spot Proteina TrichDB (ID) Score Covertura (%) | # Péptidos | MW [kDa] / pl
1 Tautomerasa TVAG_150280 65,15 21,83 2 16.0/6.38
Tautomerasa TVAG_150280 77,04 15,49 1 16.0/6.38
2 Proteina hipotética TVAG 369910 18,31 0,34 1 657.7 | 5.47
Proteina contenedora del dominio DnaJ| TVAG 032470 3,70 2,52 1 91.7 /1 8.47
Proteina de inclusion viral tipo-A TVAG_350080 3,39 0,50 1 209.8 / 4.86
3 Proteina hipotética TVAG 487100 309,64 17,79 3 17.9/6.30
4 Proteina hipotética TVAG_487100 406,67 25,15 4 17.9/6.30
5 Proteina hipotética TVAG_487100 103,54 25,15 4 17.9/6.30
6 TvCP12 TVAG_ 410260 131,37 9,52 2 35.0/7.23
7 TvCP12 TVAG_410260 142,12 9,52 2 35.0/7.23
8 Proteina hipotética TVAG_487100 124,07 8,59 2 17.9/6.30
TvCP4-like TVAG_ 355480 55,36 9,18 2 33.8/7.25
9 TvCP4-like TVAG_355480 147,86 9,18 3 33.8/7.25
10 TvCP4-like TVAG_355480 251,54 15,08 5 33.8/7.25
11 TvLEGU-1 TVAG_ 426660 231,97 13,40 3 42.9/6.60
12 Transaldolasa TVAG_ 272910 249,78 31,43 7 35.0/5.63
13 TVvLEGU-2 TVAG_385340 184,55 14,80 4 43.5/6.40
14 TvLEGU-2 TVAG_ 385340 352,57 14,80 4 43.5/6.40
15 TvcadD TVAG_336300 176,83 27,57 6 40.8/5.05
Transaldolasa TVAG 272910 426,98 41,90 9 35.0/5.63
16 TvCP4 Q27109 102,30 9,59 3 32.3/7.50
TvCP2 TVAG_057000 53,97 12,74 3 34.6/8.13
TvCP2 TVAG_057000 187,54 17,20 4 34.6/8.13
17 TvCP4-like TVAG_355480 86,86 13,77 2 33.8/7.25
TvICP-2 TVAG_272260 83,53 30,77 2 9.8/7.01
Adenosil homocisteinasa TVAG_ 210320 83,02 5,35 2 53.5/5.94
18 TvCP2 TVAG_057000 79,18 12,74 3 34.6/8.13
TvCP4 Q27109 56,52 13,01 4 32.3/7.50
19 TvCP2 TVAG_057000 83,95 12,74 3 34.6/8.13
TvCP4-like TVAG_355480 34,87 8,52 1 33.8/7.25
Glicosil hidrolasa TVAG_088640 136,76 20,20 3 22.3/4.68
20 Piridina nucleotide disulfuro TVAG_ 049830 | 101,68 6,77 5 94.9/6.04
oxidorreductasa
Adenosil homocisteinasa TVAG 210320 417,97 21,60 3 53.5/5.94
21 Adenosil homocisteinasa TVAG_405240 293,46 19,34 2 53.4/5.82
TvCP4 Q27109 42,17 5,48 2 32.3/7.50
TvCP2 TVAG_057000 36,11 8,92 2 34.6/8.13
22 No indentificado
Transaldolasa TVAG_ 272910 112,69 26,67 35.0/5.63
Piridina nucleotide disuifuro TVAG_ 049830 | 8544 9,18 5 94.9/6.04
23 oxidorreductasa
Piridina nuclectide disuifuro TVAG 263800 | 53,96 528 4 95.5/5.40
oxidorreductasa
24 Laminina A TVAG_ 215920 291,64 11,76 6 71.3/5.63
25 TvCP2 TVAG_057000 78,88 8,92 2 34.6/8.13
TvICP-2 TVAG 272260 54,96 23,08 2 9.8/7.01
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Capitulo X

Discusion

En este estudio demostramos que la glucosa regula de manera diferencial
la expresion de los dos genes que codifican para la proteina TvTIM en T. vaginalis
e induce la expresion y relocalizacion de TvTIM hacia la superficie del parasito.
Ademas, la proteina TvTIM asociada a la superficie de tricomonas funciona
uniéndose de manera especifica a Lm y Fn, una funcion alternativa como receptor,

mediando la adhesion de los parasitos a componentes de matriz extracelular.

La mayoria de las enzimas que participan en el metabolismo de la glucosa
son codificadas por una o mas copias de genes en el genoma de T. vaginalis (38).
Esta es una caracteristica que en otros microorganismos se ha asociado con la
expresion diferencial de genes, la relocalizacién subcelular de proteinas y la
adquisicion de nuevas funciones (88, 89). En este trabajo estudiamos a la proteina
TvTIM de T. vaginalis codificada por genes duplicados (tvtim1 y tvtim2). A pesar
de que las secuencias de nucledtidos de ambos genes “tvtim” son 97.6%
idénticas, nuestros resultados mostraron que se expresan diferencialmente en
respuesta a glucosa (tvtim1 se regula negativamente y (vtim2 se regula
positivamente) (Fig. 4). Estos resultados son consistentes con otros estudios
transcriptomicos que muestran la sobreexpresion de tvtim2, pero no de tvtim1 en
parasitos crecidos en alta glucosa (73), o parasitos en contacto con células
epiteliales vaginales (14), sugiriendo que la transcripcion de los genes tvtim es

regulada diferencialmente por glucosa y durante la infeccion in vitro.

El efecto de la glucosa sobre la expresion diferencial de genes tim se ha
reportado en otros microorganismos. Por ejemplo, la expresion del gen tim de S.
cereviciae es regulada positivamente por glucosa (90), similar al gen tvtim2 de T.
vaginalis. Sin embargo, en C. albicans, otro patdgeno que causa infeccion vaginal,
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la expresion del gen tim es constitutiva independientemente de la concentracion

de glucosa (90).

En levaduras la expresion diferencial de genes duplicados se ha descrito
como un mecanismo mediado por diferencias en los elementos reguladores que
controlan la expresion de cada gen. Una caracteristica que ademas se ha
asociado con la aparicion de proteinas con nuevas funciones (91). Por lo tanto, es
necesario el estudio de los elementos reguladores que controlan la expresion de
los genes tvtim en T. vaginalis, para entender los mecanismos de expresion

diferencial de estos genes inducidos por glucosa y el contacto celular.

También demostramos que TvTIM es modulada positivamente por glucosa
a nivel de proteina (Fig. 5). Las secuencias de aminoacidos entre ambas proteinas
TvTIM son 98.4% idénticas, difiriendo solo en 4 aminoacidos. Estas pequenas
diferencias son responsables de alteraciones en las propiedades fisicoquimicas,
estabilidad del dimero y actividad enzimatica, entre ambas TvTIM (71 y 92). En
este estudio nos fue imposible diferenciar entre TvTIM1 y TvTIM2 utilizando el
anticuerpo anti-TvTIMr generado contra la proteina TvTIM2r y que reconoce a
ambas proteinas recombinantes. Sin embargo, tomando en cuenta el efecto
opuesto de la glucosa sobre la expresidn de los genes tviim; nuestros datos
sugieren que el aumento en la cantidad de proteina TvTIM en parasitos crecidos
en AG podria corresponder a la proteina TvTIM2. Esto también podria aplicarse
para la proteina TvTIM asociada a la superficie de T. vaginalis, donde observamos
un incremento de TvTIM en superficie en AG. Esta hipétesis es consistente con los
resultados del analisis protedmico de exosomas, donde TvTIMZ2, pero no TvTIM1,
se encontré asociada con las proteinas exosomales de T. vaginalis (93),
sugiriendo que TvTIM2 es parte de las proteinas secretadas a través de una via
de trafico vesicular no convencional (94). Por lo tanto, experimentos futuros
ayudaran a determinar si solo una o ambas proteinas TvTIM se localizan en la
superficie de T. vaginalis para adquirir funciones “moonlighting” como proteinas de

union aLmy Fn en AG.
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También encontramos que la hexoquinasa es modulada positivamente por
glucosa, mientras que la cantidad de proteina a-enolasa y enzima malica/AP65, no
se vieron afectadas por la glucosa (Fig. 3), demostrando que los niveles de
glucosa en el medio regulan la cantidad de algunas proteinas glucoliticas en T.
vaginalis. El comportamiento de las proteinas TvTIM de T. vaginalis es similar al
observado en la proteina TIM de Fusobacterium varium, que se incrementa
especificamente en repuesta a la presencia de glucosa en el medio (95) que es
consistente con la regulacion positiva de la TvTIM2 por glucosa observada

también en T. vaginalis.

Ademas de la localizacién citoplasmatica esperada, TvTIM también mostré
una segunda localizacion en la superficie de T. vaginalis en AG, adquiriendo
ademas una nueva funcion como receptor de Lm y Fn (Fig. 6). Este
comportamiento es similar al de otras proteinas glucoliticas de T. vaginalis como
TvGAPDH y TVvENO con localizaciones alternativas en la superficie del parasito,
en respuesta a la exposicion a hierro y al contacto celular con células VECs,
respectivamente (43, 44). En este trabajo demostramos que la glucosa es otro
factor ambiental que regula diferencialmente la expresién de genes, asi como la
cantidad y localizacién en superficie de enzimas glucoliticas en T. vaginalis como
la TVTIM.

El mecanismo por el cual TvTIM llega a la superficie de T. vaginalis en
diferentes condiciones ambientales no es claro, debido a que esta enzima no tiene
dominios transmembranales, ni secuencia sefal de exporte, similar a otras
proteinas “moonlighting” (50, 56). Sin embargo, se han propuesto vias alternativas
para su transporte hacia la membrana del parasito. Por ejemplo, a través de
vesiculas de secrecion como exosomas que se generan a partir de cuerpos
multivesiculares intracelularles y que son liberados tras la fusion con la membrana
plasmatica (94, 102).
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Nuestros resultados a partir de inmunomarcaje con oro y MET para localizar
a la proteina TvTIM apoyan la presencia de vias secretoras no convencionales
involucradas en el trafico de TvTIM del citoplasma hacia la membrana plasmatica,
principalmente a través de vesiculas de secrecion. Sin embargo, una via
independiente de vesiculas también fue evidente (Fig. 7). Encontramos que TvTIM
también se une a la cara interna y externa de vesiculas cercanas o en proceso de
fusidn con la membrana plasmatica (Fig. 7). Ademas encontramos que después
de la fusion de estas vesiculas con la membrana plasmatica, TvTIM se encuentra
expuesta a la cara externa de la membrana de los parasitos. De manera
interesante TvTIM2 pero no TvTIM1 se ha encontrado asociada con proteinas
contenidas en los exosomas de T. vaginalis, lo que sugiere que TvTIMZ2 es la
proteina que se relocaliza a la membrana del parasito para adquirir funciones

alternativas como receptor de Lm y Fn en AG.

La posibilidad de que la afinidad de TvTIM por los lipidos de las membranas
esté relacionada a modificaciones postraducciones es una hipétesis factible que
necesita ser confirmada. En apoyo a esta hipétesis, analisis in sillico de las
secuencias TvTIM muestran que ambas proteinas contienen sitios putativos para
S-palmitoilacion (cluster C) y N-miristoilacion; ambas modificaciones podrian estar
involucradas en la interaccion de las proteinas TvTIM con las membranas
celulares (96-98). Adicionalmente identificamos sitios putativos para fosforilacion
(en S y T) que podrian ser importantes para la interaccion con otras proteinas o
sustratos, y sitios para N- y O- glicosilacién que podrian ser relevantes para la
secrecion de las proteinas (79-81). Sin embargo, futuros experimentos son
necesarios para confirmar estas posibles modificaciones postraduccionales vy
evaluar su aportacién en la localizacion de superficie y funcion “moonlighting” de

TvTIM y otras enzimas glucoliticas.

Otros estudios han demostrado que algunas proteinas glucoliticas estan
directamente asociadas con la superficie extracelular. Estas proteinas pueden

interactuar, ya sea con los lipidos de la membrana o con proteinas integrales de
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membrana, a través de una combinacién de interacciones no covalentes, incluidas
interacciones hidrofébicas y electrostaticas (60, 64). Un tipico ejemplo de
proteinas glucoliticas asociadas directamente con la superficie son las proteinas
GAPDH y TIM, que se unen de manera no covalente a la cara externa de la pared

celular de Lactobacillus plantarum (60).

Los resultados de los ensayos de inhibicion y de competencia (Fig. 13)
mostraron la inhibicion de la adhesion de parasitos vivos a Lm y Fn por el
anticuerpo o-TVvTIMr, o por la competencia con ambas recombinantes TvTIM,
confirmando la participacion de las proteinas TvTIM asociadas a la superficie de T.
vaginalis como un nuevo receptor de Lm y Fn que es utilizado por el parasito para
interactuar con estas proteinas de MEC (99) en presencia de altas
concentraciones de glucosa. Estos resultados son consistentes con la funcién
identificada para la proteina TIM en la superficie de otros microorganismos
patdogenos como P. brasiliensis (58) y S. aureus (59). Estudios adicionales son

necesarios para identificar y caracterizar los sitios de uniéon de TvTIMa Lmy Fn.

Nuestros resultados in vitro muestran que la glucosa es un importante
nutriente para la biologia de T. vaginalis: sin embargo, desconociamos si T.
vaginalis se exponia a cambios en los niveles de glucosa durante la infeccion. En
este estudio determinamos la concentracion de glucosa en secreciones vaginales
de mujeres Mexicanas con tricomoniasis y con otras infecciones (Tabla 1).
Nuestros resultados muestran que el nivel medio de glucosa libre fue de 10.25
mM, con valores individuales entre 0.3-36.65 mM. Estos valores estan en el rango
de los reportados recientemente (56.57 mM) (33). Comparado con el valor mas
alto de glucosa detectado en las secreciones vaginales (36.65 mM), 50 mM de
glucosa utilizada in vitro para la condicion de AG, no se encontré6 en estas
muestras. Sin embargo, como se demostré en la Fig. 6B, los parasitos son
capaces de responder solo con la presencia de glucosa exodgena en el medio,
promoviendo la relocalizacién de TvTIM a la membrana plasmatica como se

observo en las colocalizaciones con el marcador de superficie (Fig. 6).
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En este trabajo utilizamos la concentracion maxima de glucosa (50 mM)
previamente reportada (73) para fines comparativos entre las condiciones de RG y
AG (Fig. 6). Sin embargo, nuestros datos muestran que las concentraciones de
glucosa encontradas en al menos el 67% de las mujeres con tricomoniasis (Tabla
1) pueden disparar la relocalizacion de TvTIM a la superficie de los parasitos
durante la infeccidon y promover la adhesion a Lm y Fn (Fig. 12). Sin embargo, no
descartamos la posibilidad de que el parasito se encuentre con concentraciones
cercanas a 50 mM en otros grupos de mujeres infectadas como personas con

diabetes mellitus (56 mM de glucosa en secreciones vaginales).

Por otro lado, la condicion de RG (< 1 mM) se detectd en el 33% de las
muestras con tricomoniasis, en el 20% de las mujeres con microbiota normal, pero
con otros problemas ginecoldgicos, en el 32% de mujeres con cervicovaginitis,
pero sin T. vaginalis y en el 7% de las mujeres con infeccidon vaginal por otros
patogenos. Nuestros resultados muestran una gran variabilidad en los niveles de
glucosa libre entre las mujeres incluidas en este estudio que son consistentes con
reportes previos (33), sugiriendo que T. vaginalis podria estar expuesta a
fluctuaciones de glucosa durante la infeccion. Teniendo en cuenta estos
resultados se propone que cambios en los niveles glucosa vaginal podrian
modular la interaccion in vivo de T. vaginalis con moléculas de MEC. Similar a T.
vaginalis, estudios en C. albicans otro patdégeno responsable de la candidiasis
vulvo-vaginal muestran que este hongo tiene una alta prevalencia entre las
mujeres con diabetes mellitus, posiblemente relacionado a su estado
hiperglicémico que promueve la colonizacion del tracto vaginal en este grupo (100,
101).

A pesar de ser un tema controversial para muchos investigadores en el
campo de T. vaginalis, se ha incrementado el numero de reportes que demuestran
la presencia de enzimas glucoliticas, ya sea secretadas o asociadas a la superficie
de bacterias, parasitos protozoarios, helmintos y hongos incluyendo a la TIM (47,
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56). La TIM también tiene funciones “moonlighting” en la superficie de otros
microorganismos patégenos (60, 61, 62) como P. brasiliensis (58) que también se
une a las mismas proteinas de MEC y S. aureus que une a plasminégeno humano
(59). La proteina TIM en la superficie de L. plantarum funciona como una adhesina
que tiene un importante papel en la citoadherencia a células Caco-2 (60). Una
funcion similar ha sido descrita para la proteina TIM localizada en la superficie de
Mycoplasma gallisepticum que juega un importante papel en la citoadherencia a
células DF-1 (61). Recientemente, la proteina TIM también se identificod en el
proteoma de superficie de E. histolytica (64) y en el proteoma de la pared celular
de C. albicans (62); en este ultimo participa junto con otras proteinas de superficie,

en un mecanismo de proteccion contra estrés oxidativo.

Una posible explicacién a la localizacion de enzimas glucoliticas sobre la
superficie de patdgenos son las ventajas adaptativas que este mecanismo
proporciona a los microorganismo durante la infeccidn; por ejemplo, las enzimas
glucoliticas pueden actuar como ligandos para una variedad de componentes del
hospedero. Esta union permitiria a los patdgenos el reconocimiento de la célula
hospedera para la citoadherencia e invasion, modular los sistemas hemostaticos e
inmunoldgicos, promover la angiogénesis y la adquisicion de nutrientes (102);
incluso como moléculas protectoras de estrés oxidativo, como ocurre para C.
albicans (62). En el caso de T. vaginalis, podemos postular lo mencionado
previamente (43, 44), que los sitios focales de erosién en el epitelio vaginal debido
a la actividad proteolitica del parasito pueden resultar en el acceso de T. vaginalis
a componentes de MEC y proteinas de la membrana basal, tales como Lm y Fn,
donde la proteina TvTIM asociada a la superficie podria entonces contribuir a la
adhesion de los parasitos a MEC, una interaccidn que parece ser requerida para el

mantenimiento de una infeccidn cronica por este parasito de transmisién sexual.

La proteina TIM también tiene funciones “moonlighting” extracelulares en
parasitos helmintos. Por ejemplo, TIM es secretada por Brugia malayi vy

Schistosoma mansoni durante la infeccion, adquiriendo nuevas funciones como
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blanco de anticuerpos como un mecanismo de evasion de la respuesta inmune del
hospedero (65-67). Nuestros resultados in vitro mostraron la secrecion de TvTIM
en condiciones de AG (Fig. 14), a través de una via mediada por vesiculas de
secrecion (Fig. 7). Confirmamos ademas que TVvTIM2 es la proteina presente en
los productos de secrecion de T. vaginalis (Tabla 3), asi como en las secreciones
vaginales de mujeres con tricomoniasis (Tabla 5). Estos datos son consistentes
con la identificacion de TvTIM2 entre las proteinas contenidas en los exosomas de
T. vaginalis (93), ademas de que observamos marca de TvTIM en vesiculas tipo
MVB (Fig. 7). Experimentos adicionales son necesarios para identificar posibles

funciones extracelular de TvTIM durante la infeccion.

En T. vaginalis la secrecion de proteinas glucoliticas se ha propuesto como
un mecanismo implicado en la reasociacion de estas proteinas a la membrana del
parasito después de ser secretadas (43, 44). De manera interesante, en nuestros
resultados de secreciéon in vitro, ademas de TvTIM, identificamos otras enzimas
glucoliticas, entre ellas a la TvGAPDH (Tabla 3), previamente reportada como una
proteina que se secreta y se reasocia a la superficie de T. vaginalis donde exhibe
funciones “moonlighting” como receptor para Fn (43), una funcion también

demostrada para la proteina TvTIM asociada a la superficie del parasito.

Un hallazgo sorprendente en este trabajo fue la localizacion de las
proteinas TvTIM de T. vaginalis en el interior de las células epiteliales de la vagina
de pacientes con tricomoniasis, en la membrana, en el citoplasma y rodeando o
dentro de los nucleos (Fig. 16). Hasta el momento no existen reportes que
soporten la localizaciéon nuclear de TIM en otros microorganismos o células; sin
embargo, si existen numerosos reportes de proteinas glucoliticas con localizacion
nuclear en células de mamiferos, hongos y parasitos protozoarios, exhibiendo
funciones “moonlighting” (103-105). Por ejemplo, la localizacion de GADPH en el
nucleo de células de mamifero es esencial para la fusion de membranas nucleares
y en la regulacién transcripcional de genes de histonas en condiciones de estrés

hiperglicémico (103). La proteina hexoquinasa se localiza en el nucleo de S.
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cerevisiae en condiciones de restriccion de glucosa, adquiriendo funciones
“‘moonlighting” como regulador transcripcional de genes Mig1 (104). Otros reportes
muestran que la enolasa se localiza en el nucleo de E. histolytica en restriccion de
glucosa, exhibiendo funciones “moonlighting” como un regulador de la actividad
enzimatica de la metiltransferasa Dnmt2 (105). Estos reportes sugieren que es
posible la localizacidén nuclear de la proteina TvTIM. Por lo tanto, nuestra hipotesis
es que la proteina TvTIM de T. vaginalis se secreta durante la infeccion
posiblemente en exosomas e interacciona, se internaliza y se localiza en los
nucleos de las célula VEC, exhibiendo funciones “moonligting” posiblemente
alterando la regulacién de la célula hospedera. Sin embargo, experimentos

adicionales son necesarios para demostrarlo.

Nuestros resultados mostraron que T. vaginalis esta expuesta a cambios
drasticos en la concentracion de glucosa libre durante la infeccidon vaginal (Tabla
1). En este estudio evaluamos el efecto de la glucosa sobre la virulencia de T.
vaginalis y encontramos que en RG se incrementa la capacidad citotoxica (Fig.
17), asi como la cantidad y actividad proteolitica de algunas cisteina proteinasas
(Fig. 18) que participan en la virulencia de T. vaginalis. De manera interesante se
encontr6 RG en el 33% las muestras de SV obtenidas de mujeres con
tricomoniasis, sugiriendo que la glucosa podria estar modulando los mecanismos
de virulencia de T. vaginalis durante la infeccion vaginal. La regulacién de la
virulencia por los niveles de glucosa en el medio, se ha reportado para otros
patdgenos. Por ejemplo, condiciones de RG, incrementan la capacidad citotoxica,

hemolitica y de adhesion de E. histolytica (106).

T. vaginalis posee multiples proteinasas principalmente del tipo cisteina
(CPs). Algunas CPs son diferencialmente moduladas por hierro y juegan un rol
esencial en la virulencia de T. vaginalis, incluida la citoadherencia (TVLEGU-1 y
TvCP30), hemolisis (TvCP4), citotoxicidad (TvCP39 y TvCP65) e induccién de
apoptosis (TvCP2) (34, 107). En este estudio analizamos el degradoma por 2-DE y

espectrometria de masas de las proteinas presentes en extractos resistentes a
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proteasas de T. vaginalis en RG y AG (Fig. 19). Nuestros resultados mostraron
perfiles diferenciales de proteinas en 2-D observandose un mayor numero de
puntos de proteinas en RG (Fig. 19). La identificaciébn por espectrometria de
masas de los puntos reveld que TvCP2 y TvCP4 fueron las CPs mas abundantes
y ampliamente distribuidas en ambas condiciones de glucosa. Reportes indican
que TvCP4 es regulada positivamente por hierro y media la actividad hemolitica de
T. vaginalis en esta condicion (76). Sin embargo, en este estudio demostramos
que TvCP4 es regulada negativamente por glucosa, sugiriendo su participacion en
los mecanismos de citotoxicidad de T. vaginalis. De manera interesante, este
resultado sugiere que las CPs de T. vaginalis pueden cambiar entre funciones
dependiendo de estimulos ambientales y su posible asociacién con otras CPs de

T. vaginalis.
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Capitulo XI

Conclusion

La glucosa es otro factor ambiental que afecta la biologia de Trichomonas
vaginalis, promueve el crecimiento de los parasitos, modula negativamente la
citotoxicidad y favorece la interaccion de T. vaginalis con las proteinas de matriz
extracelular, Lm y Fn. Altas concentraciones de glucosa modulan la expresion y
relocalizacion de las TvTIMs a la superficie de los parasitos donde participan como
receptores para Lm y Fn. Las TvTIM se encuentran presentes en las secreciones
vaginales y en las células VECs de mujeres con tricomoniasis sugiriendo su

participacion durante la infeccion.

Capitulo XII

Perspectivas

1. Demostrar cual de las dos proteinas TvTIM (TvTIM1 o TvTIM2) se localiza
en la superficie de T. vaginalis.

2. ldentificar y caracterizar los elementos de respuesta a glucosa que modulan
la expresion diferencial de los genes tvtim.

3. Estudiar las via de secrecion y/o localizacion a la membrana de TvTIM en el
parasito, asi como posibles modificaciones postraduccionales (lipidacion,
fosforilacién y glicosilacion) que lo promuevan.

4. I|dentificar y caracterizar los dominios en las proteinas TvTIM responsables
de la unién a laminina y fibronectina.

5. Determinar si la TvTIM es inmunogénica en pacientes con tricomoniasis..
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6.

Caracterizar la via de entrada y la funcion de las proteinas TvTIM en células
VECs.
Corroborar la localizacion de TvTIM en el nucleo de las células VEC, e

identificar su funcion.
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Capitulo X1V

Anexos

14.1 Publicacion de resultados.

Parte del trabajo correspondiente a resultados obtenidos en los objetivos 1, 2, 3y
4 del proyecto de investigacion realizado durante el periodo doctoral se publicé en
la revista “Infection and Immunity” y se anexa una copia a continuacién. También
incluimos una cépia del articulo en el que participamos como coautor, con los

resultados correspondientes a la localizacion celular de TvTIM en T. vaginalis.
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Trivsephosphate isomerase of Trichomomas vaginalis (TvTIM] is a 27-kDa cytoplasmic protein encoded by two genes, tetim [
and fvtim2, that participates in glucose metabolism. TvTIM is also localized to the parasite surface. Thus, the goal of this study
was to identify the novel functions of the surface-associated TvTIM in T, vagimalis and to assess the effect of glucose as an envi-
ronmental factor that regulates its expression and localization. Reverse transcription-PCR (RT-PCR) showed that the tviim
genes were differentially expressed in response to glucose concentration. tvifm | was overexpressed under glucose-restricted
(GR) conditions, whereas fvtim2 was overexpressed under glucose-rich, or high-glucose (HG), conditions. Western blot and in-
direct immunofluorescence assays also showed that glucose positively affected the amount and surface lecalization of TvTIM in
T. vaginalis. Affinity ligand assays demonstrated that the recombinant TvTIM1 and TvTTM2 proteins bound to laminin {Lm)
and fibronectin (Fn) bul not to plasminogen. Moreover, higher levels of adherence to Lm and Fn were detected in parasites
grown under HG conditions than in these grown under GR conditions, Furthermore, pretreatment of trichomonads with an
aiti-TvTIMr polvclonal antibody or pretreatment of Livi- or Fa-coated wells with both recombinant proteins ( TvITM 15 and
TvTIM2r) specifically reduced the binding of live parasites to Lm and Fn in a concentration-dependent manner. Moreover, T.
vaginalis was exposed 1o different glucose concentrations during vaginal infection of women with trichomontasis, Our data indi-
cate that TvTIM s a surface-associnted protein under HG conditions that mediates specific binding to Lm and Fnoas o novel viru-

lemce factor of T2 vaginalis.

ichowrronias vaganaliz is a protogoan parasite responsible for
human trichomoniasis, the most common nonviral sexually
transmitted infection, which affects over 276 million people an-
nually worldwide (1). Infection with this organism is associated
with severe health complications, such as voginitis, preterm deliv-
ery, urethritis, prosuatitis, infertility, and increases in the risks of
prostate and cervical cancer. [t has also been implicated in facili-
tating the infection and transmission of human immunodeh-
ciency virus { HIV) (24,

To establish an infection in the vagina, T, weginalis muost cross
the vaginal mucus, adhere to the vaginal and cervical epithelia,
and multiply in and colonize the urogenital tract (2, 5). The vagina
is ane of the most complex mucosal microenvironments and is
constantly changing diuring the menstral cycle. However, in vitro
studies have shown that T, vaggrirnalis wckapts and responds to these
changes, modulating the expression of multiple genes, includ-
ing those encoding virulence factors, o maintain a chronic
infection {&],

Energy peneration is vital to the maintenance of chronic infeéc-
tiom and depends on the wvailability of nutrients, such as iron and
a carbon source. For T, vaginalis, glucose is the major energy
source under both anaerobic and aerobic conditions. Within the
cytoplism, ghycolysis is the initial step of the breakdown of glucose
to pyruvate, Pymwvate is metabolized by fermentative oxidation in
the hydrogenosome, which generates ATP through substrate-level
phosgphorylation (7).

These energetic pathways are regulated by the activity of
multiple enzymes, some of which are classified as “moonlight-
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ing” proteins that have alternative functions in the host-para-
site relationship of 1. vaginalis. For example, several hydrogeno-
somal enzymes (pyruvateferredoxin oxidoreductase [PFO]S
APLI0, malic enzyme/APAS, and a- and B-succimyl-coenzyme A
[Coa| synthetise subunits AFA3 and APSI1, respectively) cin
switch functions, depending on their cellular localizations, acting
a5 mietabolic enzvmes in the hydrogenoseme and cytoplasm or o
adhesing on the parasite surface (8=10). Importantly, iron and
cellular contact positively regulate the level of adherence by di-
rectly increasing adhesin synthesis { 10).

Other eytoplasmic glycolytic enrymes of T, vegimalis, such as
ehveeraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase | TvGAPDH) and
a-enolase { TvENO-1), are also moonlighting proteins with dual
functions depencing on their cellular localization, On the surfice
of T. vaginaliz, TWGAPDH functions as a fibrenectin (Fnj-binding
protein under iron-rich conditions (11), whereas TvENO-1 func-
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tions as o plasmunogen | Plgh-binding protemn dunng cellular con-
tact {12). Both TvGAPDH and TvENO-1 play important soles in
supporting colonization and persistence in the urogenital tract in
different host environments. In spite of multiple reports in which
dual localization and novel functions were demonstrated for met-
n.]}rﬂ;-n: E:!l:.':!m‘lﬂ- Ju.1.h:]'| L] 'I1'|::|sve JI.M1 i.lm:.:n'hu! .rnr T. |'ds£r:|nlﬁl. Ehnl.-
trichomonad proteins are considered controversial surface-gsso-
ciated proteins due to the lack of transmembrane domains
[T ) andfor signal peptides {5Ps), the typical characteristics of
the integral membrane proteins { 13). In addition, a list of moon-
lighting proteins was recently opdated by Amblee and Jeffery (14)
and included the GAPDH and the AP120PFO adbesin, With re-
gard to the majority of the identified moonlighting proteins of
other organisms, one of the apen svenues of investigation is o
identify the pathway that these molecules, including the proteins
desenibed for T, vagmales, follow to relocalize to the cell surface to
perform a new function.

Triosephosphate isomerase (TIM) s a cytoplasmic ghycolytic
enzyme involved in the reversible interconversion of dilwdroxy-
acelone phosphate (DHAPF) and glyceraldehyde 3. phosphate
(53, and it plays essential roles in glycolysis { Embden-Mever-
hof-Parnas pathway), gleconeogenesis, and the pentose phos-
phate pathways (15}, TIM is an important virulence factor when
localized to the cellular surfaces of pathogenic organisms. For ex-
amyple, it is an adhesin for epithelial cells and & laminin {Lm}- and
Fr-brinding protein during the parsitic phase of Paracnccioliondes
trasifiensis {16). Similarly, TIM is a Plg-binding protein in Staph-
vlocoseis aurens {17). Moreover, TIM has extracellular functions
in parasitic helminths; e, it is seereted during infection by Brugte
matlayt and Schistosonis pumnsend and acts as an antibody targel
during infection, and it has been considered a potential target for
drug andfor vaccine development [18-20), TIM can also scguire
functional diversity as a result of gene duplication. In the majority
of organisms, it is encoded by a single gene; however, in plants, it
isencoded by twe fim penes that are differentinlly expressed in the
cytosol and the chioroplasts (21). Similarly, in the bacternam Si-
rictiizobism melilon, TIM s also encoded by two i genes, one
invialved in ervthritol catabolism and the other functioning in
gluconeogenesis [22].

[ T. vagisalis, TIM is encoded by two functional fetine genes
(tvirem) and turin2) that are translated into two 27-kDa proteins
{ TvTIMI and TvTIMZ). The two proteins weee recently identified
and characterized as recombinant proteins, and their crystal strue-
ture and stability were determined (23, 24). TvTIMI and TVTTM2
are dimeric proteins of 254 amino acids in length. Despite a dif-
ference of only four amine acids between these two proteins,
the difference significantly affects their structural stability, The
TeTIMIr dimer iz more stable and less dissociable tham the
Tvl'IM2r dimer, which is easily dissocisble, suggesting that these
changes could directly affect protein function {23, 24). TvTIMs
exhibit dual cellular localizations fin the cytoplasm and on the
surface of T. sugenalis) under regular growth conditions, suggest-
ing that these proteins could have alternative novel functions
when they are localized to the parasite surface (24). Evidence sug-
gesta that in addition to their ensymatic activities. these two pro-
trins could also have alternative functions in the parasite, For
example, recent transcriptomic analyses have reported that tetim?
i« highly expressed in amoebaid parasites wpon binding to Fn (25
as well as in parasites grown under glucose-rich, i.e., high-glucose
(HG), conditions compared with tetined (26}, Taken together,
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these data suggest that TvTIM could be an sdditional moonlight-
ing metabolic enzyme in T, vaginalis. Thus, the main goal of this
stucy was to identify the novel functions of TvTIM localized to the
T vaginalis surface and the effect of glucose on its expression and
surface localization. Our results showed that TvTIM is o glycolytic
engyine that is positively regulated by glucose and i localized to
the cytoplasm and on the surface of T, vagrmalis, whers it functions
as an Lm- and Fn-binding protein under HG conditions.

MATERIALS AND METHODS

T. vagimalis culture, T. vaginalis parasites from the fresh dlinical tsolae
CRCDIEE (9) were malitabied lof 3 days by duily poscaglng in Tevpti-
case-yeast extrast-ghucose | TY0 ) medinm {miodified TYM medium) SUp-
with 10% heat-inactivated bovine seram (HIBS) and 25 mM
plucose (normal glacose [NG]) ae 37°C, For growing the parasiies bn dif-
ferent glucoss concentrations, TYG-HIBS medium was either supple-
iieated with 50 mM glucose (ghecose rich [HG) o9 pot supplenented
with ghecose, so that onby =1 mM ghucose wis present, which was derived
from medinm components (glicose restricted [GR| 1. Glucose measure-
mients were vertfied by the automated ghecose-hexoklnase methesd {26}
{elimical dizgnostic hlxmlnn' MECROSTEC, Mexico City, Mexico),

Growth kinetics. To dsiess growth kinetics, | = 107 parasltes wese
growen in 3 ml of Hi, NG, or GR TYG-HIES mediom, The caltures were
incubated at 37°C, and the cell density was determrined ag 6-h intervals
during 24 h of growth using 2 hemocytometer counting method.

TN (13 md maltose ) was wsed 2 2 normal growth control (27). Cell
viability was monitored by the trypan blue exclusion method.

RNA isolation and reverse transcription (RT)-PCR analysis. Toal
RMA was isolated from parasites (2 % 107) grown under GR. NG, or HG
conditions using TRIzol reagent (Invitrogen, Caglshad, CAJL To obtain
cDMA, 5 g of total BRNA was trested with Disase | 03 L) and meverse
tramscribed using a RevertAid first-strand cDMA synthesis kit {Thermo
Scientific-Plerce, Rockford, 1L and oligel{dT) primers, as recommended
by the mamulacturer, For PCR amgdification, 500 ng of cDMNA, Tag [INA
polymerase (Invitrogen ), and primers specific for the reported sequences
i THRICHDE for the s ] CTVAG_4973700 and 2 (T AG_096350)
penes were wsed, as previously described (23). The ivinn | primers were
5 -ACATTCTTTGTCGGAGLC-3 (sense) and 5-AATGTTGATG:AAA
CCTGG-3" (antisense ), ol the fein pramers were 5 -ACATTCTTCG
TCGGTGET- (sense) and 5 -AATGTTGATGAAGUCTGG-3 (anki-
semse ). A 726-bp fragment was amplified for both the o and rsm
genes, The nmpgﬁcaliun program consisted of 25 cyces of dematuration at
94°C for | min, annealing at 55°C for | min, and extension at 72°C for |
ek The 112-by amglicon of e B-tubulin gene of T, vayinals {18) was
sl @ an internal contral, Thess experiments were performed at least
throe independent times, with similar resolts.

‘WB analysis, Total protein extracts from T, mgrmﬁs {2 107) grown
under GR, NG, or HG conditions were obtained using the
deseribed deoxyichalic acid ([OC) methad (8, 95, Brielly, the parssite
were resuspendesd in 300 jal of NET {30 mM Tris-HCL 150 mM¥ NatCl and
5 mM EDTA) baffer (pH 7.4) in the presence of proteimse inhibitors (1
mi Mee-potosyl-t-fysine chloromethyl ketone [TLCK] apd 0.2 mM
bewpeptind, ysed with 0,5% [0 for 20 min at 4°C, and then brovght up
to & final volume of | ml with TDSET (10 mM Trs-Cl [pH 7.8}, 0.2%
DHOHC 60,1 % ST, 10mM] EDTA, and 1% Triten X-100) buifer, The lysate
was Inpered on & sucrose cushion ond centrifuged at 16,000 X gifor 30 min
ar 4°C, Profein extracts | supernatants) were analyzed by SDS-PAGE. blo-
ted onto @ nitrocedlubose: {NC) membrane (002 pm pore stos Bio-Rad
Laboratories, Heroules, A, blocked with 10% nonfat dried milk in phos-
phate-buffered sabine |{PBS-1.1% Tween 20 (PBS-T) overnight at 47C
washed with PBS-T, and incubated with different primary antibodies for
18 hat 4%C. Ader Incabation for 2 b at room terperature with a peroxd-
dose-conpugated goat snti-rabbit secondary antibody {3,000 dilutions
Bin-Rad), reactive bands were deveoped using a chemiluminescence sys-
tem (Supersignal West Pico chemiluminescent substrats Thermo Scien-
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titic-Pieree), Images were captured with 3 Chemiloc XRS system (Rio-
Bad} and analyzed wsing Quantity Omne software (Bio-Rad). Preimmuune
(P serum was wed o4 negative control, and other prinary antibodies
wete used 1o detect TVTTM and the control preteins o Western blorting
{WB), inchading the following anti- TvTIMe, an antiboddy previously gen-
erated against the recombinant TvT1M2 protein that recognizes both re-
combinant TVTIM predeins (23 anti-APSS, an antibody generated
against the pative APSS trichomonad adhesing anti-EhHKr, an antibasdy
generated against the Emsmmoeha Rstolytica recombinant hexokinase that
crows-reicts with T veginadiy hexokinase (TvHE and anti- TvENOr, an
antibody generated against the recombinant 7, vaginalis anti-enolase
{ TvERO; TVAG_329460]). The comtrol proteins included the loading con-
trid; the pchesin APRS; TvHE, which Is upregulated by gheoose; amd
TVENC, which is not affected by plucose {12, 29, 30, These experiments
wete performied ot beast three independent times, with similar resukts,

Immumnslocalization of TvTIM. To determine the localization of
TVTTM in T. vagimais grown wsder different glocose conditbons (G and
HiG )L indirect immunoflunrescence sssav and confocal microscopy aomal -
ysis were performed. Parasites were cultured on coverskips for 20hat 37°C
and fixed with 2% parsformaldelpde in PBS for 30 min st room tempser-
atiige. We nsed o type of fxation that produces o partisl perimeabdlization
of cells, which allowed us ty dentify both intracellular ad surface-asso-
cialedd bocalization in (e s parate, as previousdy reported (31), The
parasites were washod with 1% bovine serum albumin {BSA | in PES and
blocked with 0.5 M glycine for 1 hand 8% fetal bovine serem for 15 min
a povm temperature. The parasites were incubated with an antl-TVTTMr
antibohy or Pl serum (boh at o 130 dilution) for 16 b at 4°C, washed five
times with FBS, and incubated with 3 fuorescein sothicopanate (FITC)-
conjugated anti-rabhit secomdary antibody (1100 dilation ) { Therma Sci-
entific-Pierce) bor 2 hoar roorm temperatre. Tl parasite surface phospho-
hipiels wiere stained with DIL (THL-CM-38 at o 122,000 diluthen; Molecular
Frobes-[mvitrogen) for 30 min ot room temperature, To label the nuclei,
the coverslips wene mounied with Vectashichd— ' é-dismidine- 2-phe-
aylinabole { AP moaenting solation (Vector Laboratories, Barlingame,
CAS, and the parasites were sialyzed by confocal microscopy using i Zeisa
enicroscope and ZEN 2002 software (Carl deiss, Germany ). These exper-
mments were performed at least three independent times, with similar
results.

T comfirm the glucose effect on the localization of TvTIM ot
surface of . vagiralis, parasites were maintained for 3 days by daily pas-
saging under GR conditions before supplementation with different gha-
cose concemtrations (= |, L5, 5, 1, 25, and 50 mM ) on coverslips for L b
at 57°C, After that, the same protocss as described above for indirect
ememenoflsatescenoe assays and confocsl microscopy anslyses were per-
formed.

Immuniagold labeting and transmission electron . For

Id labeling assays, parasites grown in HG medium for 20 b st
A7 were fixed with 4% paraformalclehyde- 0.2% glitarakdelvde in se-
pui-free Dullbeccs modified Eagle medinm (DMEM), Afierward, the
parasites. were delvdrated i ethanol and embedded in LR white resin
{London Resin Co. Ltd., United Kingdon), and then the parasite samples
were polymerized under UV Hght at 4°C overnlght. Ulirathio sectons
were mounted on mesh mickel grids and incubated with the anti- TYTTMr
anfibody ( 1:30 dilution ) overnight. After several washes in 1% PES-BSA.
the sections were incubated with secondary 10- or 20-nm gold-conjugsted
goat anti-rabbit 136 ( Ted Pella, Inc. USA) for | b at room temperature.
Parasites incubated only with secondary antibody conjugated 1o godd par-
ticles wrre used as a negative control. Ultrathin sections were analyeed by
transmission ebectron mi { TEM} using a JEOL TEM-1011 trams-
misskon electron microscope (JECHL Ltd., Tokyo, Tapan).

Affinity ligand assays To detemine the bindbiag of the recomlindl
T¥TIM proteins { T¥TIM Lr and T¥TIMZr) o L., Fr. ond Plg, lar-Western
bl { FWB) assays wese performed as previously described | 16], with
minor modifications. TVTIM1rand TvTIMZ2r (1 jugh were sabjected to
S¥-PAGE, blotted antor NC membeases (02-pm pore size; Bio-Rad),
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anat hlocked with 1% nonfat dried milk in PRS-T overnight at 4°C. The
blots wiere washed with PRS-T and incobated with Lm from Engelbreth-
Hotm-Swarm murine sarcorma basement membirane (L2020 Sigma Co.,
st Loaus, MO, Fr frowm haman plesaa (F2006 SMgma), buman Plg (STA-
235; Cell Bin-Labs, San Diggo, CAY, or ppTvCP4r 132) (an unreated pro-
tein nsed as @ negative control) (30 pg ml™" each) in PBS-T-1% BSA
{ PES-T-BSA) overnight ai 4"C. The blots were then washed extensively
with PES-T and incubated overndght at 4°C with the corresponding an-
ti-Lm (L93%: Sigma), anti-Fn (FA348: Sigmal, anti-Plg (STA-13%; Cell
Bio-Lab b, or anti-pp TvCPar { 32) primary antiboshy in PRS- T-BSA (all at
121,000 dilutions]. The blots wene washed extensively with FES-T and
incubated for 2 bat room temperatuse with o peronddsse- conjogated goat
aniti-rabbit or donkey anti-gosl secondary antibody (13,000 or 152,000
dilution, respectively; Bio-Rad or Jackson ImmunoXescarch, West Grove,
PaL Reactive bands were developed nsing a chemiluminescence system
(Thermo Scientific-Pierce), Images were captured with a Chemilloc XRS
systerm [ Bio-Rad) and amalyzed with Queantity Qe saftware (Bio-Rad). 4
recombinant anti-enoke protein { TvENCe presiousdy shown o interact
with Plg (12} was obtained by cloning the TVAG_120460 pene info the
pET 19b plasmid. expressed in the £, coii BL21{DE3) Star Resetta [ strain,
affimity purified by immobilized-meta affinity chromatography (IMAC)
and wsed a5 an PWE positive control (231, The unrelated recombimant
predein ppTeC e was used as an FWE negative contead (32), A W asay
af the Lm, F, and Plg profeins directly incubated with o secondary anti-
body confugated to peroxdase wos wsed a5 an additional negative control
tovevaluate the presence of nosspectfic bnding of the secondary antilssdy
i the Lm. Fo, and Plg proteins. TvTIMIr and TvTIM2r were dircctly
incubated with an anti-Lm, anti-Fo, aiti-Plg, or onti-pp TeCPr antibody
a5 other negative contrals for specificity. As positive controls, TWTIMIr,
TvTIMzZe, TVENOr, ar ppTCPar was directly incubated with the cosre-
spoamling anth-TvTIMr {121,500 dilutson), antl-TvENCOy {122,000 dily-
tiomi), oF ant-pp TCP4r | 150 dilution) amtibodies, These experiments
were performed ai feast three independent times, with similar results.

Dot blot binding sssays. Dot Blot bimding assrvs were performed to
confirm the abilities of the recombinasit TvTTM proleins o bind to Lm
aniel Fan bt vt 1o Pl D0Ferent ameoants (4, 0,0, 0.3, 005, 1.0, 2,0, and 4.0
pg) of TwlIMir and TwTIMIr were transferred onto NC membrones
(0.2~ pore sixe; Bio-Rad ) using s Bio-Thot micronbration blotting de-
wice ( Blo-Bad . The membrases were blocked with 59 skim milk in Tris-
buffered saline-Tween 2040 1%) { TRS-T) overnight a1 4*C, washed with
THS-T, and incubated with Lm, Fn {30 g mi~ '), or Plg {30 pg ml~ and
6 pg md ") in THS-T-BSA with gentle shaking overnaght at 4%C After
extensive washing with TBS-T, the blots were incubated with the corre-
spoauding primary antibody (anti-Lea, anti-Fa, or an-Plg 121,000 dily-
tiom ) in THS-T overnight at 4°C, washed, and incubated for 2 b at room
temperature with 3 peroxidase-conjugated goat anti-rabhit or donkey an-
ii-poat secandary antibody ( 1:3,000 or 1:2,000 ddugion; Blo-Rad or Jack-
s [mmunnResearch, respectivedy . Reactive spots were developed using
i chemiluminescence system (Therie Sclentific-Paerce), Images were
coptured with & Chemildoc XRS5 systerm (Bre-Rod ) and anabveed using
Chaantity Cine soffware { Bio-Rad ). As dot blot positive and negative con-
trolls, different smonts of TWTIM1r and TvTIM2Zr, of TWCP4r (33) 258 an
unrelated protein were directly incubated with anti-TvIIMr or anti-
TvCPdr antibody, respectively. Additional positive | TVENOr ) and nega-
tive | TWCP4r) controls were used for the det blot binding assays. The
experiments were performed at least three independent times, with simi-
far resulis.

Fn and Lm binding assays. For Fnoand Lm binding asays, Se-well
microtiter plates (Tet Biofilm, USA) were costed with Loor Fr {2 jug per
el ) it in corbonate bufler { pH 4.6 ) overnight at 4°C_ The wells were
waihed five times with PES-T, Blocked with 5% skim milk in PBS-T fur 2
b at room temperature, and washed fve times with PBS-T, To verify that
the wells were coated with Fooor Lm, incubation wath an anti-Lim o
anti-Fn antibody (both at a 1:200 dilation} followed by a FITC-conju-
gated secondary anti-rabbit antibody was performed. The fluorescence
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cmisston per well was quantified at 520 nm by osing a Gemini EM spec-
trofisorometer { Molecalar Devices Spectrabax) and indicated that wells
were complelely coaled with Lm or P (data nod shown ], BSA {2 pg per
wiell b, an vnrelated prodein, was alss wsed to coat the 96-well mistotiter
plates as an adiditional control for parasite hinding specificity.

Todetermine the effects of glocoss on the binding of . vagralisto L
and Fn, adberence assays using live paragites grown under GR, NG, and
HE conditions were performed. The parasites (1< 10° parasites ml ")
weere pesuspended inserum-fres TG medinm, labeled with 75 pM Cell-
Tracker Blwe CMAC (CTE; Molecular Probes, OR) for 45 min at 7%
with gentle shaking {100 rpan}, and then washed extensively with TYG
medium supplemented with 10% HIES, Labeled parasites (5 % 107 per
well s from each glucose condition were added 1o microditer wells coated
with 2 g of Lm, Fn. or BSA and incubated for 30 min at 37°C. Unbound
parasites were remaoved, e wells were washed with PBS, and the fluores-
cence emission from the parasites attsched to Lm, P, or BSA was guan-
tified &1 466 nm with 3 Geming EM spectroflusrometer (Molecular De-
wices SpeciraMin) and taken as the valoe for 100% attached parasites
unger each ghecose condition. For the protein binding inhibition assays,
Libeled parasites grown ander HG conditions were presnciibated with
anti-TvTIM IgGs (0, 100, 200, 300, atsd 400 jeg ml ="'} for 30 i at £°C
The same concentrations of P1 rabhit serum or amti-ppTCP4r 1eGs were
uscd as negative controls. Untreated parasites were taken as 100/ ar-
tached parasites. The experiment wis performed in triplicate at least three
independent times, with smilar resalts, Another inhibition experimeist
was performed using the recombinant TvTIM proteins s competitors.
Thie Lin- or F-coated wells were preincobated for 1ot 4°C with increas-
brng amsonnts (010 Lo pg) of the TVITM bror TVTTM2r protein fo compele
for the specific binding of trichomonads to these ECM proteins. Then, live
parasites grown under HG conditions wiere adeded to the wells and incu-
bated for Mymin at 37°C, The same amounts of the unrelated recombrinant
protein pp TP were used a5 pegative competitor controls.

Glucnse concentration measurement in Vs, To delermine the glu-
cose concentrstions. in vamnal scretions (Vi) from women with
trichomoniasis, a total of 85 samples were included in this stady. The Vs
were osbtained from women who were enrolled at the Hospital Cameral de
Mexico under an institutional review board (TRB)-approved protocol
(DL 42040370100 and who provided weliten Informed consent. The
enrolled subjects had received the dizgnosis of corvicovaginitis and other
gynecological disorders as determined by clinical examination. The Vs
were collected from vaginal discharge nang sterile cotton swabs, and the
sarmphes wiere diluted in silive solution (a8 a 135 dilition). The presence al
cellular components such as vaginal epithefial cells (VECs), white blood
cells {WBCsh, bacteria, and yezsts was determined by microscopic analy-
sis. The pH was determined using indicator strips with pH ranges of 0 to
14 and 4 to 7 (CalorpHast indicator sirips; Merck). The presence of T,
wigreiilis and ether pathogens, such as Guerdirerelli viginule, Candidi al-
Fuvans, o enterobacteria, was determingsd by microscopic analysis and in
witr cubture. For T vagimalis colture, the Infooch Tv test (Blomed Deag-
nestic, Wiite Chry, ORJ was usad. Todetermine the glucose concenirat b
i the V5 samiples, the samples were clarified by centrifugation ot 12,000 =
£ Fur 5 anidn ot 4°C, the supermatants were tramderned o tiow microtibes,
and measunements were performed by the ghicose-hexokinase
antomated method {MICRO-TEC]),

Statistical anabysis. Statistically significant differences between means
were determined by anakvstsof variance  ANOVA ) wsing GraphPad Prism
50 The data were anaheed by one-way ANOVA naing the Tuksy method
comparing all pairs of columns (F = @.05) for Fig. | and 5t 7, The scares
shawing statistical significance are indicated in the fignres with ssterisks.
The corresponding P values are tnulicated in the figure legends,

RESULTS

Glucose promotes the growth of T. vaginafis. To sssess the
growth of T. vaginalis in different ghicose concentrations, we per-
formed growth kinetic assays using T, vagimalis parasites from the
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fresh clinical isolate CNCD 88 grown under GR, NG, or HG con-
ditions. Parasite numbers were counted at 6-h intervals for 24 b
The parasites grown under HG conditions reached a cellular den-
sity at 24 h of 4.78 % 10" = 0,16 X 10° cells ml ™", compared with
3735 0% = 0,06 % 10° cells ml ™ and 197 2 10° = 0.4 % 10"
cells ml ™" for those grawn under NG and GR conditions, respec-
tively, and 3.78 % 10° = 0,12 % 10 cells ml ™" for those grown in
regubar TYM medium (Fig. 1AL, Cell viability was monitored by
the trypan blue exclusion method and showed that the numbers of
viahle cells did not significantly differ between the parasites grown
in the various ghucose concentrations and those grown in the con-
trol TYM medium (Fig. 1A2), These data also show that the
growth of T, vagimalis increased significantly with ghicose concen-
tration (P = 0L05) compared with the parasite growth under GR
conditions

Glucose induces differential expression of the ttim genes.
To evaluate the effects of glucose on the expression of the TvTTM-
encoding genes {aimd and ttirm2 ), we performed semigquantita-
tive RT-POR assays (Fig. 1B1) sing total RNA isolated from par-
asites grown under GR; NG, or HG conditions. Pensitometric
analysis was also performed to assess the differences observed in
the amplicons. Cur results showed that tvtien ! was the most highly
expressed in the parasites grown under GR conditions { Fig, 161,
lane 1) and fetim? was overexpressed in the parasites grown under
HG conditions | Fig. 11, lane 3). These differences were coreob-
oraled by densitometnie analysis of the amplicons (Fig. 1B2] nor-
malized against the §-tubulin amplicon for cach glucose concen-
tration. The differences were significant (P < 005 [Fig. 182]),
demonstrating that the fetim genes were differentially expressed in
T vaginalis, depending on the glucose concentration,

Expression of TvIIM is upregulated by glucose. To deter-
mine the effects of glucose on the protein expression of TvTIM,
total protein extracts from parasites grown under different gha-
cose conditions were analyeed by W assays nsing an anti- TvTIMr
antibody that recognizes a 27-kDh band corresponding 1o bath
TwTIM proteins of T, vagrealis, Chor results showed an increase i
the amounnt of the TvTIM band in the parasites grown under NG
and HG conditions (Fig. 101, lanes 2 and 3, respectively) com-
pared with those grown under GR conditions (Fig, 1C1, lane 1).
These differences were corroborated by densitometric analysis of
the hands deiected l!‘l‘!."\"ﬂ'ﬂ- normalized a.ﬂa'm.l.f ihe AP&S hun-l! ”:‘"!-'
1C1) and were found to be significant (# < 0.05) (Fig. 1C2). To
confirm that glucose affected the expression of other trichomaonad
glyeolytic eneymes, such as hexokinase (TVHE) and enolase
{ TvEN (), which participate in the first and ninth reactions of the
glycolytic pathway, respectively, W assaye were also performed
using the same protein extracts from the parasites grown under
different ghucose conditions, The expression of TvENO did not
change (Fig. 1C1), whereas similar to TvTIM expression, the ex-
pression of TvHE exhibited o marked increase in the parasites
grown under HG conditions (Fig. 1C1, line 3) compared with
those grown under GR conditions (Fig. 1C1, lane 1. These differ-
ences were corroborated by densitometric analysis of the bands
detected by WB normalized against the AP63 band ( Fig. 1C2) and
were found 1o be significant (P < 0,03) for T¥HE but not for
TVEND, These data showed that TvTIM and TvHE, two glycolytic
enzymes of 1. vaginalis, are modulated by the glucose concentra-
tions, whereas TVENO and APAS are not affected by glucose levels.

TvTIM surface localization is affected by glucose. To assess
the cellular bocalization of T¥TIM in trichomonads grown under
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different glucose conditions, we performed indirect immunofh- A
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oreicence assavs on paraformaldehyde-fived parasites, using an e o
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croscopy. Consistent with the WB data, Fig. 2A shows the in-
creased fluorescence intensity of cytoplasmic and surface-associ-
ated TvTIM (in green; panels d and i), wh
membrane marker {[2il, in red; panels ¢ and h) as yellow label
| merge: ||JIII\.'|! e and |} of parasites grown under HG conditions
(Fig. 24, panels a to &) compared with those grown under GR
conditions {Fig. 24, panels Fto j), which showed a reduced green
fluorescent signal in the cytoplasm and parasite surface (Fig. 24,

1 colocalized with the

a-TwTIMr

L&}

|I.LII'|.'|'\- 1 i 1 I thosé ek under HG conditions bul treated
with PI serum, used as a negative control (Fig 24, panels k to o),
no green fluprescent signal was observed, as expected. Thus,
TVTIM showed a patchy distribution and colecalization (in yvel

low} on the surface of parasites grown under HG conditions (Fig
1A, panels a toe ), while those grown under GR conditions showed
less TwTIM on the cell surface {Fig. 2A, panels fto j). These data
suggest that in T vagiralis, the amount and sueface localization of
TvTIM are positively regulated by glucose

Owur next poal was to confirm the glucose effect on the lecaliza-
tiom of TvTIM to the surface of T. vagiraliz Thus, we performed
||'|I.hr-: ol ||'|'|||'|'l.|f|l|||'|.|||rl."r\.l. Noe assays an J"ull 'dl\rll'l '||‘ I: Il'a\.!l' I'l'ul."‘il
parasibes grown in ‘erent L.I'I.Jl:l'l‘i.' conCenirafions
25, and 50 mM ) for 1 k. :\.IJP|'I|1...:||.|1<-\.|J afer wlcoss starvatiom.
Figure 2B shows that TvTIM localized on the surface of T, vagina
lis after 1 h of glucose supplementation; this is better visualized at
) mM glucose (Fig. 2B, panels q to t and u to x, respec-
||'|L'I'| I Ua'lll'l ':'lll'\l ||.||4l alion I""‘ll'll'h m \E'II' el |h||| mc rL'ul‘-\.'ll i"rllj"lll'
tiomally to the glucose concentration up to ~3-fold. The coeffi-
cient of colocalization varied from 6.5% at =1 mM glucose

(10.2% andd 10L8%: at 2.5 and 5.0 mM |.-_|||l.._|5,,l and 14.9%, and ......

13.8% at 10 and 25 mM .:h_|-gr:|,¢- r¢s|,1|;-.:'.i1..;-|-!.- | 16, 8% at 50 mM FIG 2 tilucose promctes the localization of TvTIM fo the surface of T, vagp-
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TvTIM follows an unconventional pathway to the surface of
T. vaginalis under HG conditions. To explore the possible cellu-
lar trafficking pathway of TvTIM to the plasma membrane of T.
vagrnalis despite of the lock of tramsmembrane domains and signal
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FIG 3 TvTiM shows nwo passthle unconventional trafficking roates 1o the
plasima membrane wisder III.: comditions, (A} Immunogald kabelkng of para

sites grown under HG conditions uxing a primary anti- TeTIMr zntshady at a
L340 dhlution amd a secondary antthouly conjagated o 1k or Hl-nm gobd par

ticles. The samiples wene amalyzed by TEM. The TEM images show pamsites
directly incubated with a scondary amtibiody comjugated io jaldd Jartic lis 2 &
megative condrol {(a). In genmeral, the TvTIN gold labefing shows [ocalization
free im the r!.'lnplqiru (635, in vacuoles 1], and on the parasite surfsce, asa0c] -
ated with the plasima membrane (PM L Additonally. TEM images show twin
possible nnconventionsl trafficking roates of T¥TIM from the cpoplasm to
the plasma membrane (b, Panels ¢ o ¢ show the rafficking of TYTIM 1o the
plaima membrane through an unconventicnal pathway mdependent of vesi-
cles, Panels [ 10 b show the traflicking of TvTIM to the plasma membrane
thromgh an unconventional pathway dependent sn vesicles or muehtivesinlar
banedy ¢ MY B -like structures. The arrows poing to the gold pansdes. (B The
TEM images show TvTIM kabeling lecalized oo the inner or ouler face of the
vesicly membranes (a). TvTIN Isheling alan localmed in vesiches with or with-
ot cytaplasmic comtent and near the plasma membrane (b and <, TeTIM
Inhrfling also localized im vesicles that were in the PrOcess of fsing with the
plasma membrane (8), Bar sige: 300 nm, The confocal microscopy Images
show the green TwTIM label in compartments simidar bo cytisplasmic vesides,
veslches near the plasma membranie, and vesicles i the prodess of fusian with
the plasma membrane {g 1o 1) The images show T¥TIM labeled wath FITC (gz
in green), nuclei labeied with AP (e in blue}, and the parasile membrane
labeded with DML (F i red]. The merged tmages show colocabization of the
Tv M prutein widh the parasie surface in pellow (hoand o). The arrows podint
tovesicular structares. The framed regeon in paned b s magnified in panel & Bar
siwe: 23 m

cytoplasm, free or inside vacunles, and on the parasite membrane
(Fig. 3A, panel b, arrows), Additionally, we identified two possible
unconventional trafficking pathways of TWTIM that could explain
its relocalization from the cytoplasm to the parasite membrane,
through 4 dependent or an independent vesicular unconventional

Oclober 3086 Valume 84 MNumber 10
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pathway {Fig. 34, panel b, arrows |, T¥TIM was detected in a pos-
sible trafficking rowte to the plasma membrane free of ortoplasmic
vesicles (Fig. 3A, panel ¢, arrows s TVTIM signal was also detected
close to or exposed on the outer face of the plasma membrane (Fig.
3A, panels d and e, arrows). Moreover, we detected TvTTM signal
i different-sized vesicles (Fig. 3A, panel 1, arrows ), and TeTIM
was present i putative secretory vesicles or multivesicular body
(MVB)-like structures in the process of being fused with the
plasma membrane (Fig. 3B, panels g and b, arrows), in contras
with the negative control, where no gold particles were observed
(Fig. 34, panel a). Figure 38 shows that TvTIM associates with the
membranes of vesicles {|!.'|.r.||:-| a), i vesicles with or without cyio-
plasmic content ciose 1o the plasma membrane {pancls bandc), or
in vesicles fused with the plasma membrane (pand d). The local-
seation of TvTIM in vesicles was corroborated by indirect immu-
nofluorescence assays (Figo 3B, panels € to i), The images show
TVTIM (in green) in cytoplasmic vesicles, in vesicles dose to the
plasma membrane { Fig. 3B, panels g to i), and in merge with DL
{red), 2 surface marker, in yellow (Fig. 38, panels b and i}, These
data suggest the possible unconventional trafficking and secretory
pathways followed by TvTIM to relocalize 1o the plasma mem-
brane under HG conditions. They also saggest thar TvTIM could
be a multifunctional pratein with dual localization modulated by
glucose concentration. Thus, our next goal was to determine
whether the surface-associated T¥TIM is able to bind to extracel-
fular matrix (ECM) proteins such s Lm and Fnoor 1o Plg under
HG conditions and play a key role in the host-parasite inferaction.

Recombinant TvTIMs bind to ECM proteins. To asseds the
abilities of recombinant TvTIM proteins [ T¥TTMr ) to bind to Lm,
Fn, and Plg (Fig. 4A), we performed FWD assays (Fig. 4C to F).
TVTIM Le and TvTIM 2r were subjected to SDS-PAGE, electroblot-
ted onte NC membranes, and incubated with Lm, Fn, Plg, or
ppTvCP4r (an unrelated protein used as a negative control}, Spe-
cific protein-protein interactions were detected by WH using an
anti-Lm, anti-Fn, .u:nl:i-]"'tg, or anti-pp TRCPAr antibody, Frgure 4
shows that TvTIM I end TvTIM2r bound to Lm (Fig. 4C and [0,
fame 7) and Fn {Fig: 4C and D, fane 8} but not 1o Plg {Fig. 4C and
10, kane @) or ppTWCPar (Fig. 40 and 10, lane 10). The positive
control, TvENG, had a positive reaction to Plg (Fig. 4E, lane 8),
and the negative control, ppTWCP4r, had no reaction when incu-
bated with the different prosteins tested { Fig. 4F, lanes 6 10 81, The
'WH positive controls were directly incubated with anti-TvTIMr,
anti- TvENQ, or anti-pp TvCP4r antibodies { Fig. 4C to F, lanes 2).
An additional negative comtral (Fig. 4C and D, lanes 3 o 6, and
Fig. 4E and F, lanes 3 to 5, respectively) demonstrated that the
primary antibodies used that recognized the corresponding pro-
Letiis |1:|.' WHhH ”'-:ig.. 4R, lines 4 1o &) Juj ol eross-react with the
recembinant proteins tested ( TvTIM1r, TvTIMz2r, TvENOr, and
pplviP4r), nor did the sccondary sntibodies comjugated to
horseradish peroxidase (HRPO) react with the proteins tested
{Lm, Fri, and Plg), as shown in Fig. 48, lanes 7 ta 9.

To confirm the specific binding of recombinant T¥TIMs 1o Lm
and Fo and the lack of binding to Plg, dot blot binding assavs were
performed (Fig. 5). Increasing amounts (0 to 4 pg) of TVTIMLe
(Fig. 53A) and TwTIM2r {Fig. 5B) were immobilized onto NC
membranes and incubated with {30 g ml ') Lm, Fn, or Plg. As
positive controls, TVTIM Ie and TvTIM2r were divectly incubated
with anti-TeTIMr antibody. Similarly, protein-protein interic-
tions were detected by WHB using anti-Lm, anti-Fn, or anti-Flg
antibodies, accordingly. Figure 5 shows the concentration-depen-
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FIG 4 Bmding of recombinant TvTIM proteins o BCM componenis. (A)
Electrophoretic analysis of laminin {Lm); fibronectin {Fn ), ood plasminogen
Pl proveins. STRS-PAGI snd Coamaseie brilliant Blue | CI staining of 100
polvacrylamide gels show the pattern of each protemn {lames | be 35 (1) For WH
asanys, duplicated gels from panel A transferred onto NC memhanes were
incubated with the specific primary antibodies anti-Lm (bene 4 ), anti-Fn (lane
54, and anti-Fp ilene &), followed by incubation with the HRFO-conjagated
secondary antibosdy, Daplicated 5 membranes were directly incubated with
seconlary amtibodics vanjugated to HRPO, i 3 negative controd for nonspe.
chile shgisal (lanes 7 to 90, For far-Western oting assays, the recombinant
protemms (1 pg) TvTIM e (C), ToTINEe (D, TeENOe (E), aml ppTvPdr (F)
were subjected to S5 PAGE, blotted onto WC membranes, amid incubated
wilth {30 pg ml "WLm (¢ and [, lane 73 E and F, lane &1, Fo (C and [, lane &
ILand ¥, lame 71, I'I-I: (L and 13, lape 9 E and F. lane #), ar pp'PH. PariC and [,
fane 10), Thae specific pratein-probein interactions werd detecied by W wsing
the appropriste antibody, anti-Lm (O and D, fanes 5 and 7; [ and F, lanes 5 and
), anti-Fi (T andd [, lines 4 and B: E and F, lanes 4 and 73, anti-Flg (€ and 1,
Lxiies 5 and % E aid F, lames 5 aiid B, of anti-pp TvZME (C vl 13, larses & and
1) resnn dibaicn ), The positive copmols {+) were incabated with an ani-
TeTIMe. anti- TYENOr, or anti-pp TvCPir antibody, accondingly (lane 21. The
contmds staimed with Coomassie brillian bBue are shown m fane 1, The recom -
binant TYERO protein { TVAG_324840) was used as 4 specific posilive control
fior the interaction with Mg { E, lane 8}, The negative comtonds wene nhiained by
incubating the unrelated recombinant protein ppTvCTr (F with Lm (lane &),
Fm (lane 71 and J-"I; {lape 8] ond the corresponding antibodies. Additional
negative contrals (Cansd 13, lanes 3 o6 Eand F, lanes 310 5) were obained by
directly incubating the recombinant protens testod with the daferemt antibod.
e used, The protein bands detected by WB were visnaliend wing Quantity
O wallwiade |Bio-Rad). Thise eaperimesits were perlormed at beasi Uhree
independent Hmes, with similar resudis,
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dent binding of TvTIM1r and TvTIM2r to Lm and Fn, as corrob-
orated by densitonretric analysis of the black spots detected by WB
{ Feg. 54 and B). The lack of binding to Plg IIF:'E. 5) was conlirmed
using twice as much Plg protein (60 wg ml "), and the binding
observed was compared with the positive reaction of TvENOr
vsed as an additional positive cantel For Flﬂ, Binding, as corrab-
orated by densitometric analysis of the black spots detected by WH
[ Fip. 3C) with the anti-Plg antibody. Moreover, to assess nonspe-
cific hinding, TvCPir, an unrelated protein, was incubated in in-
creasing amounts {0 to 4 ag) with the three target proteins (Lm,
Frv, and Flz) and the corresponding antibodies {anti-Lm, anti-Fry,
and anti-Pla). The results showed that tone of the three proteins
bound to TwCPdr by dot blot binding assayvs (Fig. 300, All to-
geiher, these data demonstrate the ability of both recombinani
TvTIM proteins to specifically bind to the Lm and Fn ECM pro-
teins, Thus, our next aim was to determine whether surface-asso-
ciated TVIIM can help T. vaginaliz to bind to Lm and Fn under
different glucase conditions.

Adherence of T. vaginalis to immobilired Lm and Fn is in-
fluenced by glucose. To determine the effect of glucose on the
adherence of T, vagimalis to Lm and Fn, protein binding assays
were performed with live parasites. Parasites grown under GR,
NG, or HG conditions were labeled with CellTracker Blue (a flu-
orescent reagent) and added to microtiter wells coated with Lm,
Fa, or BSA, used as an unrelated protein and specificity control,
Attached parasites were analyzed by optical microscopy (Fig. 64
and B}, The images showed that greater mumbers of parasites were
attached to Lm and Fono when they were grown under NG and HG
conditions than under GR conditions; however, the numbers of
BsA-attached parasites grown under different glucose concentra-
thoms appear to be similar (data not shown ). These results were
currabarated by quantifying the total Huesrescence of the parasites
attached to Lm, Fn, and BSA. The bar graphis show the increases in
the relative Buorsscence units of the parasites attached to Lm [ Fig.
&C) and Fn (Fig. 61), according to the ghicose condition, bt no
increass was observed for BSA, which remained similar [ Fig, 6C
and [¥). The highest adherence to Lin and Fn was observed for the
parasites grown under HG conditions, These differences in adher-
ence were significant (P < 0.053). These data show that glucose
promotes the adherence of T, wigimalis to Lo and Fo.

Anti-TvTIM antibody inhibits the binding of T. vaginalis to
Lm and Fn. To demonstrate the role of the surface-associated
IvTIM protein in the attachment of T. vaginalis to Lm and Fn,
adherence inhibition wsays wsing an anti- TVTTMr amibody were
performed. As shown in Fig. 2A and 6, the surfice localization of
TvTIM and the maximom binding of Live parasites to Lim and Fn
accurred al the highest glucose concentration. Therefore, para-
sites under HG conditions that had been previously labeled with
Cell Tracker Blue were incubated with increased concentrations {0
to 200 pg ml ") of anti- TeTIMr 1gGs before being added to mi-
crotiter wells coated with Lm and Fr, 1gGs from P rabbit serum
and an unrelated anti-ppTeCPiar antibody were wsed as negative
controls, After 30 min of interaction of the parasites with Lm and
Fa, the flusrescence emission at 466 nm fram attached parasites
was guantified and compared with the values obtained for the
attachment o Lm- or Frn-coated wells of parasites without any
treatment (0 pg ml ' of IgG), which was taken as a 100% adher-
ence io ECM proteins. Figure A wnd B show that the anti- TvTTMr
antibody specifically inhibited the binding of T. vaginalis to im-
maohilized L and Frin o concentration-dependent manner. No
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FIz 5 Dot bot-binding assay confirmed the interaction af Lm and Fn with the recombinant TeTIM proteins of T, vaginalis, | A aml B1 For dat blot binding
ansAYh, ncreasing amosunts (040 4 pgl of TvTIMLr znd TVTEM e were onmohlized onte 80 membranes amsd Enepbaied with Lm, Fr.or !'Ig-_ Ml g mi ' The
teimibimg of L, Fin, ad Plg to TVTIMLr or TVTIM2e wan detectad by WH using an anti-Lim, anti-Fn, of anil-Plg antibody, respectively. followed by o peroxidase
conjugated sevondary antibody. The inlensities of the black spots indicate positive imtéractions in relation to the smount of immobilizad protein. (C) Different
amoitits (080 4 pg) of TVENOT |positive control ), T¥TIM 1r, and TvTIM2r were immolbileed onto NC membrames and incabated with 30 g ml™ ' of Plg fos
TvENOr o il pgml ™" af Plg for T¥TIM 1 r and TvTIM 2e_ The specific protein-protein interactinns were detected by W wsing an anti-Plg antibody, and positive
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Fltz & Gilucose promates the adherence of T, sagmalis to Lm and Fo. For adherence assays, live parasites (5 % 107 cells per well ] grown sinder GR, NG, or HG
comditions were labeled with CellTracker Bloe (CTB). added 1o macrotiter wells coated with Lm or Fr (2 gl and incobated for 30 min ¢ 37 The light
micrnscepy images show the attachment of the parasites te Lm (A and Fn (R) under the differemt glucnse conditions. The mumber of bound parasites was
entimated imdirectly by mespuring the fluorescence 4t 466 nm using a Gerning EA spectroffuorameser, The bar graphe shosw the relstive flaorescence units (RFLU)
of tlve parasites attached to Lm (C) or Fa (D) under cach glicose condition. The negative specificity controls wereolstained using parasites aitachad (o BSA-coated
wells under each glucose condition, The error bars indicate the SDs determined from theee independent experiments performed in iriphicste wells foe cach
cofidition. The aaberisks (** and *** ) show the signdfoant differenoes {F =< 0.05) among (e attsched parasives under the thiee gluons: conditions, as determined
by ANV AL

RFU from attached parasites to Lm or BSA
3

g
RFU from attached parasites to Fnoor

o HO

simitlar inhibition was observed with the anti-pp TCP4r or P1 se-

rum fgGs, In both cases, 400 pg ml ! of anti-TvTIMr lgtes re-
sulted in the maximal inhibition of T, itz adherence 1o Lm
and Fn {#3.8% and 33.5% inhibition, respectively ], indicating that
the anti-TvTIMr antibody specifically blocked the binding of the
TATIM profeins an the trichomomad surface 1o these FCM pro
teams,

TwTIM recombinant proteins alse inhibit T. vaginalis bind-
J'.'I'I.s to Lm and Fn. To confirrm the abilities of TvTTM pﬂnte’[rlt
associated with the surface of T, vagmehs o bind to Lo and Fn,
competition assays were also performed wsing purified recombi-
nant T¥TIM proteins. To this end. 96-well plates coated with Lim
and Fn were preincubated with increasing amounts (i, .1, 0.2,
0.4, 0.8, and L6 pg) of TvTIMIr or TvIIM2r before interaction
with live parasites. Similar increasing amounts of ppTACP4r were
used as negative controls, Parasites grown under HG conditions

that had been previously fabeled with CellTracker Blue were
added to the protein-coated wells, and the fluorescence emission
feosin the attached parasites was -.|L|.u|1li1;|¢.'|l and compared with
the values obtained from the attochment of parasites to Lm- or
Fn-coated wells without any treastment, which was taken as a
100 adherence to ECM proteins. Figure 7 alsor ehows that
TvTIMIr (Fig, 7C) and TeTIM2r { Fig, 7D blocked the binding
of T. wrginalis to Lm and Fr via concentration-dependent li-
E.II‘H.‘I 1.‘1IIIE'\II."|.I.|i111'I. while no uij:l:l:li'!rt:"li.l.rn wias observed with
pp TvCPar. Moreover, 1.6 pg of TvTIM 1r and TyTIM2r inhib-
ited the binding of T vaginalis to Lm by —3% and 47%, respec-
|i'|.'t'|:!' {Fig. 7C) and the |.1i|1-|.|il11:'. tos Fn hfp‘ —47 and 60%, respec-
tively | Fig. 7I}}. These results are consistent with the inhibition
found using the amti-TvT1Mr [pGs (Fig. TA and B, confirming
the additional rele of TeTIM proteins in Lm and Fn ]1i:|:||']inE'I o
T, vagimalis.

iteractions are shown as black spots. (1) Different amownts (6 10 4 pgi of TP (an unrelated recombinant proten ) were moabated with Lm, Fn, and Pig (50
BE ml "1 The specific 1|:urr~|r|-pr|'||ﬁ'||. inleractions were detected by Wh u-.ing I:|h'|.||lll.'lpl!'I1'.|I.II£dIIIIhm|il‘\. The ahsenice of hlack spaty indicwates that TviC4r
disl niat bimd L, Py, or Phg. This sskay was usal as @ negative contiol for dot bt bindimg. As an additional positive contral, different ammints (0 o 4 pgh o
Pt Er (AL TWTIMIr (B and TPy (193] were L'Iir.-..'lly imeubaded wicl anii-TVTIMr o7 awh-TeC M aniibody, respeciively, followed by o 1I|'r|'|\‘.i\.|;|h--
conjugatad secondary antbbody. The bar graphs show densiometric analyss sesults for cach spot s volume intensity per square miflimeter, o determined wsing
Cuantity One softwire | Bio-Rad . The ermor bary indicate the 506 determined from three imdependent experiments. For the dot blol positive control, increasing
copcentrations of TVTTM Lr amd TvTIM 2 were incubated with an antl- TVITMr antibody, followed by a perosidase-conjugated secondary antibody, The asterisks
(** and ***} show significant differences (P < (L05) among the spots detectsd by W, a5 determined by ANOY AL
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FEG T TvTIM on the perasite surface mvediafes the specific binding of T, sagiandis to Lm and Fn, under HG conditions, (A and I For inlibition assays performed
usiteg an anth: TYTTMr antibady, |u1nil.|.'!-g|il'n:|| InHG (5 = 107 eell ml™ ') that had been |.1rl.".'ll.lll§|'rjl|.l€|.cl.|'|l-Il|| Cell Tescker Blise were incubated with incressing
eoncaeniratiom (e 400 jagml ") of anti-TYTIMr, FLeram, of a-pp T P4 IpGs before intesaction with immobdlized Lm (41 o Fo (1) for 30 min st 370 The
llusrescence emissaon ol 466 nm from thie sttached parnstes was guantilbed vsing 2 Gemini EM specrofluscometer. The direct binding of uiireated CTB-lalsdled
parasites 10 Lm- or Fo-conted wells (with absolute values of 171.74 and 20948 RFU, respectivety ) was taken as 1004 binding, IgGs from the Pl serpm and an
unrelated anti- ppTaCPAr antibody were used as negative controds. The bar graphs show the mean percentapes sl adberence oblamed fam theee Independent
experments using tripleate samples. The errar bars mdicate the SEs; and the asterisks {* and ***) shioow the significont differences (P <2 (005 a3 determmed by
AN AL G and 13 For .r||'r|lu'liri|-n assava waing the recombimant TvTIM probeins as competitors, ihe Lm- or Fo-eoated wells were ||r.:'.||\.-.|luh.'n.1 with ingcressing
amarants (010 L6 g perwellh of TeT 1% r, TeTiM 2 or pp?CP4r as o negative control, before inberaction for 20 min at 370 with live parasites grown under
HG comiditions and Bbeled with CTH. Finally, the flusrescence emissinn from thie strached parasiles af 466 pm was -.|m||.||ri-.';| using a Leemini M ~,|m-|r.'-||||u.
rodmsedier. Tha direct bitdiag of CTE-abeled pardsabes 10 Lin- or Fo-coated wells m e absence of (ofrpetiton {with absoluie values of 17174 and 20948 RFL,
r4$|1-,'|'|_|'.'|'|-r| vwas taken as | 1% h||u1||1g Fach poimi represents the mean |b.';n,'|'mg<~u|' aftached |l.|r.mir|-n. im the preseno nfa competitor (TVTIMIr, T¥TIM I
of ppTeCP4r), The ermor bar indicate the SDs lrom theee independent experiments peeformed in triplicate wells for cach conditbon,

T. vagimnalis is exposed to different glucose concentrations
dlll'ij!.g 'I."dgjl'lﬂl 'll'ﬂ'ﬁdiﬂnl.'l_ Tu |]|.'1|:'rn1inc I|1e glu..'nw conceniraton
that T. vagimalis could be exposed 1o during infection, we mea-
sured the amount of glucose present in vaginal secretions of 83
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Mexican women that had either healthy vaginal microbietas or
v.lg,:nnl i fectinns I'“." T. 1ungLI'Js arF h:,- ather |1.|1|'|-:|g£|15u. Tahle 1
shiows the individual values of the vaginal ghucose concentration
for each person tested. For the group of women with healthy vag-
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TABLE § Summary of glucose levels in vaginal secretions of women with healthy vaginal microbiotas and vaginal infections
Age ol

sabject Microscrpic any I vt THlucose
Sample i (vsl pH Clinkal disgnosks VECS® WBCs Macteria  Yeasts T vepinally  cultuse {mht)”
Hormal
meicrohinas
i kT 4 Crvarian oyl + t ++ - - HPT L5
2 Ja & Uterine myomaiosis + + + - - HPE 55
] 43 ] Cystacele + + + - - b s
4 33 4 Pregnancy - - - - - NPl 0155
5 n 5 Urinary tract infection, cervicovaginitia  ++ ++ ++ - = NP 2
3 24 4 Cervicovaginitls, progancy + + t - - WPl 22
T 35 ks Cervicowiginitis, ovamian dwsfunction + + + = = NPI 148
] 5 T Utenne myomaiosis 3 + + = = NP b2
9 65 T Cpstacch e S o SN - - bl 35
L] 1% 5 Lywmenorrhea + +++ 4+ - - NPl 1q
11 ] T C‘r‘a‘btwlh + 4+ TiEE - - MNP 19
12 24 i Painful inlercoarne ¥ +# B = = HPE ]
] 3 1 Urinary tract infection, inertiliy ++ + ++ = = WPl .1
4 3o 4 Pregnancy FA F ++ - -~ el 1163
15 A0 i Literine myamatogts LE L be * = - NPI s
[T i 5 Lirinary tract infection + 4 + = s —_ - NP 525
17 Ja b Chronic vaginitis, polycystic ovary ¥ + e = = NPE 158
H ] i 4 hvarian cyst + =+ + -+ - - Pl ALY
19 I 4 Chroni wulvovagindtis F + + = = i M1z
i 15 o Cystocele i ' i - - NPI a3
Trichomuriis
waphnnlia
n s 4 Cervicovaginitis ++ ++ ++ = — T, vagivafis {—)" 0.3
il 2 1 Cervicovaginitls 4 + o - - T veipiraifis (=" 03
v.2] 43 5 Cervicovaginitis ++ ++ ++ - - T. vagimalis [—F° 0}
14 H & Cervicovaginitis T AR = = T. vaginadis {(—* 0.3
2% 30 % UCervicovaginitis + + + - - T. vagimafiz [—}* 04
4 B3 T Cervicovaginitis + + + = = T vagivafis (—)" 03
by Ik 6 Cervicovaginitls [ + i T veipimifis | = )" 055
vl ] 3 5 Cervicovaginitia ++ ++ ++ - - T. vagimalis [—F° 055
Fo & 1 Cervicovaginitis + +++  +F = = T, vapinaiis {—F* 055
E4] a1 5 Cervicovaginitis + + + - - T vagimaits = )* 055
il 5 te Cervicovaginitis 4+ 4+ I+ - - T, vapimafis | = |*  DB5
32 4 T Cervicovaginitis L b 4 T. vaigiraifis |~ |*  OUAS
33 a3 3 Cervicovaginitia + + %+ - - T vaginalis [—}° 195
] bl & Cervicovaginitis + + + ¥ == T. vapinafis (— " 1.95
5 bl ] 6 Cervicovaginitis ++ ++ +++ - - T. vagimafts (- )* 22
k] r 4 Cervicovaginitis 4+ ++ + ¥ * - T, vapimalis | = |* 212
LH H 5 Cervicowaginitis ++ ++ +++ + - T, vagmalis | —|* 1.5
35 a2 5 Cervicovaginitia + - ++ - - - T. vaginalis [ —}* 3405
L o 5 Cervicovaginitis ++ ++ ++ == == T. vapinafis (— " 5.45
A4 58 6 Cervicovaginitis ++ ++ ++ - - T vagimalts = |*  3h
41 3 3 Cervicovaginitis + + + ¥ - - T vapnalis | = |* 39
43 4 Cervicovaginitis + =+ + ++ = - - T mpmhi.: =1 52
43 FL 5 Cervicovaginitis * ++ ++ = = T vaginaies [—)" 2.2
A4 50 5 Cervicovaginits +oa t o . . T. vaigimalis { = |* 2275
45 H b Cervicovaginitis ++ + +++ - - T vagimales | —|* 254
At 29 3 Cervicovaginitis 4 +# + - = T, vapntaliz | = |* - 269
47 0 4 Cervicovaginitis + = + = ++ - - T. mgmnfi: =1 a1
45 0 ¥ Crrvicowaginitis ++ + + = = T vaginales [—)" 43
49 3l 5 Cervicovaginits +a i e . . T vaigimalis { = |* 3055
b 50 5 Cervicovagimitin ++ + + - - T vapimafie | —* 3.1
51 6 [ Cervicovaginitis 4 +# + ¥ - = T vapinaliz | = |*  3.33
L] L5 L Cervicovaginitis + =+ + = ++ = - - T mgmnﬁ.: =1 ML
53 ar F Cervicovaginitis ++ + ++ ++ = T vaginales [—)" 3.1
H a7 i Cervicovuginltis +oa +ow L . . T vaigimalis { = )" 315
A5 b 5 Cervicovagimitis + = + - -+ - - T vaginafis | —§* 422
| mntmist o fallsaing page)
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TABLE 1 | Cantimd)

TWTIM 15 & Recegtor fod Len aed Fnoal T vogimals

Ape ol

smbsiect Microscrpic ey I witrn Crlusose
Sumple p (yrsl pH  Clinkcal disgnoss VECS" WBCs Taceria  Yeasls Toowpinaltd  cultuse (M
o 24 t Cervicovaginitis +H++ +F ++ - - T, vapimafis | —* 4245
57 41 4 Cervicovaginitis ++ ++ + 4+ - - T vagrraalis (=" 431
Trichommin
'rwg"ﬂuﬂll
58 i1 3 Cervicovaginitia 4 + b - - T vagimalis (+§~ D3
a0 L5 ] 5 l:;.-n"imrqinitil. + - + = R - - T. mgm.ul'i.: [+ B3
il 16 6 Cervicovagindtis ++4 ++# t++ + + T vagimalis (+1* 03
al 40 3 Cenvicovaginitis -4 t b = +* T vaipiralns [+ OB
L B 5 Cervicovaginitis ++ += +4 - - - T, vagimalls [+1* B85
&3 23 ] Cervicovaginitia +H44 4 =+ = + T ovagiralis (+§ 1.1
il 1% ] Cervicovaginitis e R - - T, vagiralis (+1° 1.1
65 40 5 Cervicovagindts + + t+++ = + T. vagimalis (+1* 165
tah 41 3 Cervicovaginitis 4 ¥ + o 4 * T vapivaf [+1*  L63
7 40 f Cervicovaginitis - - + - - T vagimafis {+}* 12
L] 41 5 Cervicovaginleis 4+ ++ +E - 3 T vagimalis (+)" 1945
il Bl [ Cervicovaginitis + - + = + 4 - - T. mpmul!i.: (=} 1521%
T 41 5 Cervicovagindts ++ ++ + = + T. vagimalis (+1* 30,8
1 35 3 Crrvicovaglmitis b= t + * T vapimafo [ +1* 335
T R} -] Uervicovaginitis + + ++ -+ - T, vagimafis |+~ Y065
Oitluer pathogens
Y3 15 b Cervicovaginitis ++ +++ ++ - - v, vagarali 055
T4 19 3 Cervicovagititis + 4 ¥ af 3 wigimdis L1
75 9 3 Hypathyroddism +4++ ++ +++ - - 3, vaginaliz (K
Th pL 4 Humean pagillsmavisus ++ + + = - . nlbicans [E
T? 47 5 Urosgjuils a4 Lk o aillcans 22
TR b i Pregnancy + + + - - . mihicans 23
b u 5. Cervicovaginitis, pregnancy o U L L B T . ikt k5
=) a7 g Crervicovaginitis + - + = ++ - - £ inibirans 4.45
L1l 4 7 Cervical cander + + + - - . anlbicans 1525
B2 47 4 Cervicovaginitis b + o R . sillncans 41.35
B3 ER 5 Urinary tract imtection, infertildy + + + — - Enterchacteria is
B4 L T Urinary tract infection, cervicovaginitis  ++ ++ ++ = - Enternbacieria M.
&5 e T Duabebes millims type 2 + + + - . Enteribacterla 58,6

= Sl shov the sbundance of cellular compenents sk follown: +, fews ++. mderaie +-++ . abunidsan — sbasnl

FVER, vaginal epithelial cells

* Iy petve cuiure wins performed for selation of bacima, fungi; or T, vagmalis. 5P, no pathingen solated by colisre: Beowesrr, colture for the nofation of T, wigosli was nos

periirmed, Andiicimk indeancs ithat anly the iw vitre cabiiee S molaiion of T, I1II_.II:|l

Wi prrbm:nr.1|

4 G lucose levels in vapimal secretioas were determimed by the swtnmatic hankmme metbod.

inal microbiotas but with gynecological problems, the average
glucose concentration in vagmal secretions was 11,96 mM; how-
ever, individeal values varied between 0.3 and 383 mM. For the
group of wamen with cervicovaginitis but without T, vaginalis
infection, the average glucose concentration was 14,31 mM, with
individieal values that varied between 0.3 and 43,1 mM. For the
group of women with T, wiginaliz infection, the average glucose
concentration was 10.25 mM, with individual values that varied
between 0.3 and 36,65 mdd. In women with vaginal infection by
other pathogens, such as Cardida alliioans, Gardnerella vaginalis,
and enterobacteria, the average glucose concentration was 13,48
mM, with individial values between 0,55 and 56,6 mM. These
data show that the glucose levels in vaginal secretions of the three
growps of women included in this stedy were variable. These data
suiggest that T, vaginalis could be exposed to varied vaginal glucose
concemtrations during infection, These changes in vaginal glucose
could modulate the interaction of T, swginalis with extracellular
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matnx components. It s important 1o mention that the glucose
levels reported in this study are subject to different variables, such
as age, pH. and clinical diagnosis.

DISCUSSION
Gilycolysis is a critical process for T, vaginals under glucose-rich
conditions and is considered an optimal metabolic condition for
cell division and establishrnent of vaginal infection (26). However,
under metabolic stress by glucose restriction, T, wagfnalis activates
several adaptive mechanisms, such as metabolic reprogramming,
enhancing antioxidant ability, and autophagy, for cellulae homeo-
stasis that promotes cell survival (267, These data suggest that T,
vaginalis has a high capacity to adapt to glucose fluctuations in the
environment. Moreover, glucese levels modulate the expression
and specific activity of enzyimes invalved in the glucose metabo-
lism of T. vaginalis (26, 34},

Interestingly, the majority of these metabolic enzymes are en-
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coded by one or more gene copies in the T, vagenalis genome (331,
In other organisms, gene duplication is the primary sonrce of new
genes with expression divergence and protein subcellular relocal -
fzation, and gene duplication is also related to the scquisition of
new functions {36, 371 Similar psechanisms have been associated
with the emergence ol allermative novel functions in glﬂuh."lil:.
enzymes bocalized on the surface of T, wagimalis, where they exhibit
new functions as adhesing or receptor molecules for BECM com-
ponents, in addition to their cytoplasmic metabolic functions (6],
This dual functien has led to their classification a= “moonlighting
proteins” that can switch between functions following changes in
cellular localization, or following modulation by alterations in the
concentrations of certain environmental components (38, 39, by
posttranslstional modifications, or even by a single amino acid
miutation that can esult in the creation of a new function [ 3], For
example, some glycolytic enzymes that are localized on the surface
of T vaginaiis exhibit new functions as adhesing (6, 8, 9, 29) or
receptor molecules for ECM components, participating in host-
parasite interactions [ 11, 12). However, this topic has been con-
troversial for the trichomonad community (4, 40-42), because
like other moonlighting proteins {14, 39}, these molecules lack
TMDs and 5Ps; the pathway used by the proteins to reach the
parasite membrane is still unknown (14, 39), and their receptars
have not been identified vet. In this study, we demonstrated that
glucose differentially reglates the expression of the two TVTIM-
encoding genes (Fig. 1B} amd induces the expression and surface
localation of TvTTM (Fig. 1C, 2, and 3], Furthermaore, surface-
associated TvTIM mediates specific binding to Lm and Fn weder
HG conditions (Fig, 4 to 7], which provides an additional role for
TvTIM in the adherence of T. wiginalis to the host BCM proteins
Frnand Lm.

T¥TIM is encoded by two genes (tvtimd and hiim?) (23], o
feature associated with expression divergence i other organisms
(36, 37} Although the nucleotide sequendces of the two ttin genes
are 97.6% identical, our results showed that they were differen-
tially expressed mn response to ghecose (hvtim ] was negatively reg-
ulated, whereas fvtim? was positively regutated ) (Fig. 1B). These
results are consistent with transeriptomic studies revealing the
overexpression of htim2, but not hetim 1, in parasites grown under
HG conditions (26) and in contact with vaginal epithelial cells
(42 or with Fn {25). These data suggest that the transcription of
thie et genves is differentially regulated during s vitro infection,
in contact with ECM proteins such as Fn, and by glucose via still-
unknown regulatory elements that conteol the expression of sach
gene, resulting in different functions and localizations. A similar
mechanism has been proposed for veasts that have regulatory mo-
tifs that diverge between duplicated genes and that are related o
the protein evelution for new functions (43},

We also showed that TvTIM was modulated by the glucose
concentration at the protein level (Fig. 1C). The amine acid se-
quences of the two TVTIM proteins are 98 4% identical, differing
by only four amina acids but showing remarkable differences in
physicochemical propertics, dimer stability, and enzymatic activ-
ity (23, 24, 44} Thos, it was impossible to differentiate between
TYTIM I amd TVTTM2 using an anti- TeTIMr antibody. However,
when we take into account the opposite effects of glucose on friim
gene expression { Fig. 1H), owr data suggest that the increase in the
amount of TvITM protein in parasites grown under HG condi-
tions could correspond to the TvTTM2 protein. This hypothesis i
consistent with the results of the protecmics analysis of exosomes
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{45]): T¥TIM2, but not T¥TIMI, has been found to be assocuited
with the ¢xosomal proteins of T. vaginalis (45), surgesting that
TVTIM2 is among the proteins secreted through an unconven-
tional vesicular pathway (46). Consistent with this unconven-
tional trafhicking pathway, T¥TIM gold label was observed in mul-
tivesicular body [MVB)-like structures fused with the parasite
membrane (Fig. 3A, panel g} that may correspond o ToTIM2.
Thus, in the near future, investigations should be conducted to
determine whether only one or both TVTTM proteins are localized
to the surface of T. vagmalis to acquire moonlighting functions as
an Lm- and Fn-binding protein under HG conditions and
whether ane or both proteins are part of the secretome,

We also found that hexokinase { TVHE) was positively modu-
lated by glucose, whereas anti-enolase ( HENO) and malic en-
symel APRS were not affected (Fig. 1), These data show that glu-
cose levels regulate the amount of glycolytic enzymes of the first
reactions in the ghecolytic pathway in T. vaginalis (7, 26, 35). The
behavior of the TvITM proteins of T. vagimalis is similar to that
oebserved in the TIM protein of Fusobacterium varfus, which spe-
cifically increases in response to the presence of environmental
glucose {47), supporting the positive regulation of TIM by glucose
also ovbserved in T vaginaliz

T addition to the expected cytoplasmic localization, TwTIM
alse showed a second focalization to the surface of T vaginalis
parasites grown under HG conditions { Fig. 2], moonlighting with
a novel function as an Lm and Fn receptor that supparts the in-
weraction of T, vaginalis with these ECM proteins (48], similar to
that ohserved in other organisms ( 14, 38). This behavior i similar
to2 that of other trichomonad glycolytic eneymes; TWGAPDH and
TvEMO, with alternative surface localizations in responss to iron
exposure amd cellular contact with VECs, respectively (11, 12).
Tnterestingly, all these glycolyic enrymes have also been found te
be associated with the surface of Emtemocia listolytica (49) and
the cell wall of C allicass (50) to perform new functions in the
host-parasite interplay, Therefore, hiere we have shown that gla-
cose 15 another environmental factor that differentially regulates
gene excpression as well as the amount and surface localization of
glycolytic engymes in T, vaginhs,

The mechanism by which TvTIM reaches the surface of T
vaigimalis under different environmental conditions is unclear be-
canese This engyme does not have o TMID or an SP like maost aof the
reparted moonhghting proteins {14, 390 However, alternative,
uncorventional trafficking pathways for its relocalization 1o the
parasite surface have been proposed, for example, through secre-
tory vesicles, such as exosomes, which are mitracellularty derved
from multivesicalar bodies and are released when they fuse with
the plasma membrane (461, Our data from immunogeld TEM
experiments evaluating the localization of TvTIM (Fig. 3A) sup-
port the presence of unconventional secretory pathways involved
in TvTIM trafficking from cytoplasm to the plasma membrane,
muainly through secretory vesicles. However, a pathway indepen-
dlent of vesicles i also evident (Fig. 3). Interestingly, we found that
T¥TIM also attached to the internal and external faces of vesicles
mear the membrane, like the TvGe402 localization previoushy de-
serited (51), possibly involved in some of the tichomonad traf-
ficking pathways and in vesicles that fused with the plasma mem-
brane. Moreover, after fusion with the plasma membrane, TvTIM
il exposed to the external surface of the cells (Fig. 3), Similar
miechanisms haove been identified for other glveolyvtic enzymics as-
sociated with secretory vesicles, such os exosomes or shediding
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vesicles (52}, Interestingly, TvTIMZ, but not TwTIMI, has been
found to be associated with the exosomal proteins of T, vogimalis
(45}, suggesting that TYTIM2 could be the protein with alternate
functions localizing to the surface of T, vegimealis, behaving as an-
other intracellular glycolytic enryme that moonlights to the para-
site surface (32, 33}, acquiring o new function as an Lm and Fa
receptor (48], Therefore, the presence of TvTIM i MYEs and
secretory vesicles (Fig, 3) suggests the involvement of an uncon-
ventional vesicular trafficking pathway for T¥TIM and possibly
for ather surface-associated ghroolytic enzymes in T, vagrmalis, It
will be interesting to investigate whether G proteins also found in
MVE-like compattments and secretory vesicles, like TvGod2
(51}, can participate in the trafficking pathway for surface-associ-
ated TVTIM.

The possibility that the affinity of T, vagaralis TVTIM for lipid
membranes could be related to cotranslational or posttransla-
tional modifications { PTMs} iz also a plausible hypothesis that has
o be tested, In support of this hypothesis, v silico analysis of
TVITM sequences shows that both TvTIM proteins contain puta-
tive sites for S-palmitoylation (cluster C) and N-myristoylation;
both modifications could be invelved in the interaction of the
proteins with lipid membranes (54-56). Additionally, we identi-
fied prutative sites for phosphorylation (on Sand T), which may be
important for interactions with other proteins or substrates and
8- or O-glycosylation and thus coubd be relevant for profein se-
cretion {39), This is interesting, and motivates us to confirm these
maodifications in future experiments to determine their contribua-
tion to surface localization and the moonlighting functions of
TvTIM and ather glycolytic eneymes in T, vagimalis, Other studies
have shown that some glycolytic proteins are indirectly associated
with the extracellular surface, These proteins can interact either
with the lipid membiane or with integral membrane proteins
through a combination of noncovalent interactions, inchading hy-
drophobic and electrostatic interactions (4%, 37). A typical exam-
ple of glycalytic proteins indirectly associated with the surface are
the GAPDH and TIM proteins of Lactobailis plantaruny, which
are noncovalently attached to its auter cell wall (37).

The results of inhilition and competition assays testing the
adherence of live parasites to Lm and Fn using antibodies to
TvTIMr and both recombinant TvTIM proteins (Fig. 6 and 7)
confirm the participation of the surface-associated TVTTM as o
new receptor for Lm and Fn that &= used by inchomonads to in-
teract with these ECM prateins, extending the results of previous
stuclies {48). Further stiedies will be necessary 10 identify and char-
acterize the binding sites of TvTIM for Lm and Fn.

These results are consistent with some of the functions identi-
fied for TIM on the surfaces of other pathogens (14, 53), such as P,
brasifienss {16} 5, aurens {171, L. plavtarim (37), and Mycoplasma
gallisepricarm (58). Recently, the TIM protein was also identified in
the surface proteome of £ fistolytices (49) and in the cell wall
proteome of C alfrarns {50); however, the specific surface fune-
tion of TIM in . histolytice has not been deseribed yet, Similar
strategics have been used to determine the proteome of T vagime-
lis surface; however, TVTIM proteins were not identified (59).

Chur i vitre results show that glucose is an fmportant nutrient
far the biology of T. vaginalis however, it was unknown whether
1. vaginalis is exposed to chamges in glucose levels during infec-
tiar. For this reason, i this study, we also determined the glucose
concentration in vaginal secretions from Mexican women with
trichomeoniasis and other infections { Table 1), We found that the
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median level of free glucose was 10,25 mM, with individual values
between (13 and 36,65 mML Our results are in the range of those
recently reported (600, Compared to the highest value of glucose
detected in vaginal secretions { 36.65 mM |, 50 mM ghocose, used i
vitro as the HG condition, was not found in these samples. How-
ever, as shown in Fig. 20, trnichomonad parasites are able 10 re-
spond in the presence of exogenous glucose in the medium that
promotes the relocalization of TvTIM to the plasma membrane,
confirmed by the colocalization coeflicient, which increased more
than 2-fold at 10 and 25 mM glucose and about 3-fold at 50 mM
ghacose. Although the colocalization of TvIIM on the parasites
stirface at 50 mM glucose could appesr low [Fig. 2B) compared
with those shown in Fig. 2A, we have to conssder that the times of
exposures o glucose were different, 1 hoand 24 h, respectively.
Even il in our study, we used the maximum glucose concentra-
tions previousty reported (26) for purposes of comparison be-
tween GR and HG conditions, our data {Fig. 28] show that the
vaginal glucose concentrations found in at least 67% of women
with T vaygimalis {Table 1) can trigger the relocalization of TVTIM
to the parwsite surface during infection and 1o be responsible for
the parasite adherence to ECM proteins Lm and Fn, as shown in
Fig. 6. In addition, we do not rale out the possibility of the parasite
finding glicoss concentrations near 50 mM in other infected
wamen, such as those with diabetes mellitus type 2 (56 mM gle-
cose in vaginal secretions) {Table 1 ). Furthermore, » GR condition
(=1 mM) way found in 3% of samples with trichomontasis, in
20% of women with healthy vaginal microbiotas but with gyneco-
fogical problems, in 32% of women with cervicovaginitis but
without T, vagimalfs infections, and in 7% of women with vaginal
infections with other pathogens {Table 1], Our results show a large
variability in free glucose levels among women included in this
sy, which is consistent with those previously reported (60),
suggesting that T. vagiralis could be exposed to glucose fiuctua-
tions during infection. Taking into sccount our results, these
changes in vaginal glocose coald modulate the interaction of T,
vagiealis with ECM components in viva. Similarly, C, allrcas is
another pathogen that cawses vaginal infection that is responsible
for vulvo-vaginal candidiasis, Studies show that this fungal has a
high prevalence among women with diabetes mellitus, possibly
related to their hyperghycemic status, which promotes the coloni-
ation of the vaginal tract in this group (61, 62).

An impartant question is why parasites need to localize some
ghveolytic enrymes on their surface. A possible explanation is the
wdaptive advantages that this mechanism provides to parasites
duning infecbon; for example, ghyeolytic enrymes may act as -
gands for a variety of components of the host. This binding would
allow the parasites to recognize the host cell for adherence and
invasion, modulate hemostatic and immune systems, promaote
sngiogenesis, or soquire molecules for nutrition |52] even as pro-
tective molecules for the oxidative burst, as occurs for O alticans
(300 For T. vagimales, we can postulate as previously mentioned
{11, 121 that the focal sites of erosion in the vaginal epithelium due
to parasite proteobytic ectivity can result in T. vaginadis access to
ECM and basal membrane proteins, such as Fnoand Lm, and the
surface-associited TvTIM could then contribule 1o parasite ad-
herence to ECM proteins, interactions that appear to be required
to maintain & chronic infection by this sexoally transmitted para-
site (481,

In conclusion, the glucose-induced TvTIM protein is a glyco-
bytic enzyme associated with the surface of T, vaginalis with a novel
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function, participating as a vimlence factor in interactions with
ECM and basal membrane proteins swch as Froand Lm.
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ABSTRACT

We report the structures and thermodynamic analysis of the unfolding of two triosephosphate isomerases (TvIIM1 and
T¥TIM2} from Trichomeonas vaginalis. Both isoforms differ by the character of four amino acids: EfQ 18, I'V 24, L'V 45,
and PfA 239, Despite the high sequence and structural similarities between both isoforms, they display substantial differen-
ces in their stabilities. TvIIM1 (E18, 124, 145, and P239) is more stable and less dissociable than TvIIM2 (Q18, V214, V45,
and A239). We postulate that the identities of residues 24 and 45 are responsible for the differences in monomer stability
and dimer dissociability, respectively, The structural difference between both amino acids is one methyl group. In TyTIMs,
residue 24 is involved in packing s-helix 1 against a-helix 2 of each monomer and residue 45 is located at the center of the
dimer interface forming a “ball and socket™ interplay with a hydrophobic cavity. The mutation of valine at position 45 for
an alanine in T¥TIM2 produces a protein that migrates as a monomer by gel fltration. A comparison with known TIM
structures indicates that this kind of interplay is a conserved feature that stabilizes dimeric TIM structures. In addition,
TvTIMs are located in the c¢ytoplasm and in the membrane. As TvTIM2 is an easily dissociable dimer, the dual localization
of T¥TIMs may be related to the acquisition of a moonlighting activity of monomeric TvTIM2. To our knowledge, this is
the simplest example of how a single amino acid substitution can provide alternative function to a TIM barrel protein.

Protems 2014; 82:22-33,
£ 2013 Wiley Periodicals, Inc
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INTRODUCTION

Tripsephosphate isomerase (TIM) is a homoedimeric
enzyme that catalyzes the isomerization between glvceral-
dehyde 3-phosphate and dihydroxvacetone phosphate
with a turnover number approaching diffusion limit.!
The crystal structure of chicken TIM depicted this
enzyme as a periodical arrangement of alternate a-helices
and B-strands. The B-strands are arranged in an inner
cylinder, whereas the a-helices form an outer cylinder.
This fold is dubbed (B/ot)y barrel or TIM barrel? To
date the crystal structures of at least 25 TIMs from dif-
ferent species have been solved by X-ray crystallography.
TIM is only active as a dimer except in archaea, and
some thermophilic bacteria where it forms a tetramer.?
The TIM dimer is held by an extended interface that
comprises a-helices 2 and 3 and loop 3. In humans, sev-
eral mutations that disrupt the dimer interface lead to
loss of thermal stability and disease. 42

TIM is an essential enzyme and is a potential drug tar-
get against pathogens, especially for those that depend
heavily on glycolysis, like the amitochondriated proto-
zoan parasites Emtamoeba histolytica, Giardia  lamblia,
and Trichemonas vaginalis. In the majority of organisms
there is only one TIM encoding gene, being the excep-
tions plants, teleost fishes, and some pathogenic unicellu-
lar organisms.®® Recently, we reported that TIMs from
T. vaginalis are the duplicated genes with the highest
sequence identity from all genomes sequenced to date.”
It has been hypothesized that gene duplication may be a
source of new protein functions at later stages® like in
glutathione S-transferases (G5Ts) in which point muta-
tions shape substrate selectivity,? giving origin to neo-
subfunctionalization events.

In this work we report the structural and biophysical
characterization of two TIM isoenzymes from T. vagina-
Its. Our analysis indicates that TvTIM2 contains one
destabilizing mutation at the dimer interface that leads
to higher dimer dissociation, as well as at least one
amino acid change that implies lower monomer stability.
The localization of residue 45 suggests that the TIM
dimer is held by hydrophobic interactions between
monomers reminiscent of the “ball and socket™ or “clasp
and key” model proposed for G5Ts and Cro dimeriza-
tion, respectively.1%11

MATERIALS AND METHODS
Heterclogous axpression and purification

TvTIMs were purified as reported previously by metal
chelate affinity chromatography (IMAC) and gel filtra-
tion. Proteins were dialyzed against 20 mM Tris—=HCI pH
8.0, 150 mM NaCl and stored at 4°C. TvlIM2 V454
mutant was constructed using the forward primer 5'-
GTTGTTGCTGCTCCATTCGCTTT

CCTCCCAACACTCCAGCAG and the reverse primer 5'-
CTGCTGGAGTGTTGGGAGGAAAG CGAATGGAGCAG-
CAACAAC, The oligomeric state of TvTIMs was assessed
by gel filtration.

Crystallization, data collection,; and
structura detarmination

Crystallization experiments were carried out using the
hanging-drop vapor-diffusion method at 296 K. TvTIMI1
and TvTIM2 were concentrated to 5 mg mL ' to setup
drops of equal volumes of protein and precipitant. The
reservoir contained (0.2 M calcium acetate, 0.1 M sodium
cacodylate pH 6.5 and 18% PEG 8000. Protein crystals
grew overnight and were allowed to reach a maximum
size of 300 pm ¥ 100 pm X 40 pm and flash frozen in
mother liquor supplemented with 20% glycerol.

Data were collected from single crystals on a RAXIS
IV+ + detector using a Rigaku Micromax 002+ sealed
tube X-ray generator, processed with MOLSFIM and
scaled with SCALA from the CCP4 package. Data quality
was assessed using the program phenix.xtriage from the
PHENIX package.!? The X-ray structures of TvTIMI1
and TvTIM2 were solved by molecular replacement
in space group P2,2,2 with the program PHASER.!3
TIM coordinates of Temebrio molitor (PDB id 219E) 14
were used as search model. Several cycles of simulated
annealing were performed with PHENIX., Manual model
adjustment to improve the fit to likelihood-weighted
electron-density maps was carried out using Coorl3
Solvent molecules were added where supported by both
chemistry and geometry, and difference electron density
was >3, The quality of the model was checked using
the MaolProbity server.1® Structural models were rendered
with PyMOL and UCSF Chimera. A summary of data
collection statistics and refinement is given in Table L

Thermal denaturation transitions monitored
by circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) measurements were performed
in a JASCO ]-815 spectropolarimeter {Jasco, Easton, MD)
and recorded from 200 to 250 nm, using l.0-cm path
length cells. Ellipticities are reported as the mean residue
ellipticity [f]. Thermal denaturation transitions were
followed by continuously monitoring ellipticity changes at
a fixed wavelength of 220 nm, while the temperature of
the sample was increased at a constant heating rate, usu-
ally 2°C. min ', Heating profiles were controlled through
the Peltier accessory. Protein solutions were prepared from
10 to 120 ug mL ! as indicated.

Fluorescance

Fluorescence spectrz were obtained using an LS-55
Spectrofluorometer (Perkin-Elmer) using cells with a path
length of 1.0 c¢m, at 25°C. The excitation wavelength was
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Table |
[Data Collection and Refinement Statistics
TTIM TwTIMZ
Gang TVAG_497370 TVAG_ (96350
POB code I0SR 3087
Data collection
Space group ) 2,12 2,52
Resclution range (A} 38.01-2.05 24.80-1.75
(2.16-2.05)" (1.84-1.758"

Unit cell paramaters

a b ocla) 4582 5H.75, 10394 4681, 56.22, 105.41

o, By ) 90, 90, 90 90, 90, 50

No. of measured reflections 1,009,044 {13 485) 245,545 {34 565)

No. of unigue reflections 15,748 (2,003) 28,178 (3340

Completaness (%) BR.B (T94) G8.1 (95.9)

Radundancy 6.9 (67 87 (88)

Meaan ol 16.5 (4.8 438 (17.9)

m—_ 931433) 3511091
Refinement .

Resolution range (Al 35.86-2.05 2480-1.75

[2.16-2.05) {1.81-1.75)

Ao Prne 1) 0.176/0.222 0.158/0.188

Refiections used [work/frea) 14,713/999 26, 7401408

Number of molecules 1 1

par asymmetric unit

Nonhydrogen atoms 1888 1921

Water molecules 182 253
Average B-factor (A7)

Protain 192 191

Salvent X2 308
RMSD from ideal geomatry

Bond lengths (A) 0.005 0008

Bond angles {°) 0935 1149
Ramachandran statistics

Favored (%) s 984

Duthiars (%] 0.0 0.0

Birse 15 caloulated fraom the randomly selected 6.4% (30DSR) or 5% (305T) s=t of
reflections not incloded in the caleolation of the B, value
*Values in parentheses are for highest resalution shell.

280 nm and the emission spectra were collected from 300
to 400 nm. The fuorescence spectral center of mass
(SCM) was calculated from the fluorescence intensity
data (1, ), obtained at different wavelengths (i) from 300
to 400 nm, using the equation!7:

seM=S"(ax5L)/ Sk

SdnHCI induced unfolding/refolding of TIM

(1)

Stock solutions of protein were used to prepare 10, 30,
or 50 pg mL ' TIM solutions at different GdnHCl con-
centrations from 0 to 6 M, respectively, with 0.1 M inter-
vals. The samples were incubated at 25°C. Spectra were
recorded after 2, 24, 48, 72, and 96 h of incubation.
GdnHCI concentration was determined by measuring the
refractive index and the following equation:

[GdnHd] =57, 14(AN) +36.68{AN) —91.60(AN}®  (2)

where AN is the difference between the refractive
index of the GdnHCI solution and that of the buffer.!®

24 FroTEINS

Data analysis was performed considering a three state
model involving a monomeric intermediate.

Ko Kns
N; &= 2] &= 2D

where M., I, and D) are native, monomeric intermediate,
and unfolded protein, respectively.1%20 For this model
the equilibrium constants Kn; and Kgn» for the dissocia-
tion and unfolding steps are defined as:

Iig
Kpg= F]ll (3}
_
Kpa i (4)

The total protein concentration in terms of monomer
is P,=2[Na|+[I]+[D}, and fy,+fi+fn=1, where fu.f,
and fp represent the fractions of the native, monomeric
intermediate, and unfolded species, respectively. Combin-
ing these relationships results in:

EPJI:
Kna= (5
1 _r:\r_, }I
fi
Kpna=— 6
o2 7 (6}

fa, and fp can be defined in terms of f;, Kpy Kpo, and
P, fy was obtained using:

= Kpa(1=Kn2)+ /K3, (1+Kpa)* +8P Ko,
= 1P
#

(73

The observed wvalue of measured “y" parameter was
assumed to be additive, according to the following
equation:

y=yx fu. ¥ nife+yoln (8)
where, ¥n., ¥n and yp are the characteristic spectroscopic
values for the native, intermediate, and denatured states.
The fitting equation was obtained by substituting Egs.
({5) and (6) in (8):

I f2

r=m (Gt )+t o(Kosf) (9
Kpy

Ky, and K, were defined according to the linear

free energy model, which states that the free energy

of unfolding varies linearly with concentration of dena-

turant, 20 therefore:

AGp =AGHE"—m, [denaturant] (10}
and
AGp.» =ﬂGg_12° — i1z [denaturant (11}
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where AGHY AGHY are the free energy of unfolding
and dissociation in the absence of denaturant, s, and
my are the constants of proportionality relating to the
solvent exposure difference between native and interme-
diate or intermediate and denatured states respectively.
The change of Gibbs free energy of folding (AGH"p)
is the difference in free energy between the unfolded
monomers and the native dimer in the absence of dena-
turant and can be calculated from AGHY and AGHY:

AGES, =AGH +2AGH2

Ny—IF [} (12)

The constant of proportionality relating to the solvent
exposure difference between native and denatured states
My, _p, can be calculated from m; and m:lg':

(13)

My, n= ity +2ms

Energy analysis of interfacial residues
of TvTIMs

TvTIMs structural coordinates were optimized at 298
K using the RepairPDB command available in FoldX
before free energy computations.2! The interface residues
were recognized using the FoldX complex analysis mod-
ule. Every interfacial residue in both monomers was
mutated in sifice to alanine and the change in the free
energy for folding (AAGE ) between the mutant and
wild type was computed using mutate multiple residues
module of FoldX. The obtained values were used to ana-
lyze the destabilizing mutations in the interface of both
TvTIM structures. We also computed the change in
interaction energy for each interfacial residue upon ala-
nine mutation [‘ljﬁ{;lmer:nim = ‘&(;Im.r\.l: e "‘j'Glnl,'l'\-Tr'
The value of each energy calculation represent the aver-
age of five runs computed at 298 K, pH 7, ionic strength
of 0.05 M and van der Waals design of 2.

In sifico alanine scanning of all TIMs erystal
structures

The coordinates of 24 TIMs from different species
reported to date in the PDB were separated in the two
corresponding monomers using Swiss PDB  Viewer,
obtaining three structures for each protein: dimer, mono-
mer A and monomer B. In silico alanine scanning muta-
genesis was performed for all residues in dimer and
monomers by alanine scan module of FoldX. To obtain
the destabilizing residues, the change in the free energy
for folding of dimer (AAGruding Dimer) between the
mutant and the wild type was calculated as follows:

llﬁl&(--"I'clilling ~Dlsmer= [-ﬁ-ﬁ G'J"rs|dln:_q—nu3nurncl—A—in- dimer T
MGFﬂIdiug - manmer — B~ in~dimer }
= i‘ﬁ‘ﬁ GT-ulding— monomer—A T

AA Gi'-nldi:rg—nmmmcr—ﬁ-] U 4)

where AAGRading-monamer-A-in-dimer 15 the change in the
free energy by alanine mutation only in monomer A in
dimer complex, AA Groding: monomes-B-in-dimer 15 the change
in the free energy by alanine mutation only in monomer
B in dimer complex, AAGruding monomes-a i5 the change
in the free energy by alanine mutation in monomer A
without dimer complex and AAGrding monomer-s 15 the
change in the free energy by alanine mutation in mono-
mer B without dimer complex.

The AAGrading Dimer Tepresents the change in the free
energy for folding between the mutant and wild-
type dimers minus the change in the free energy for
folding between mutant and wild-type monomers. The
destabilizing mutations for dimer were identified by
an increased change in the AAGgugingDimer = 1.5 kcal
mol ! (6.28 k] mol 1.

Indirect immunofluorescence assay

Parasites were processed for indirect immunofluores-
cence as previously reported.” Briefly, parasites grown on
normal-iron conditions were fixed with paraformalde-
hyde at 4% for 1 h at 37°C, washed with PBS and
blocked with 1% fetal bovine serum and 0.2 M glycine
for 15 min and 1 h at room temperature, respectively.
Parasites were incubated for 18 h at 4°C with the anti-
TvTIM2 antibody or preimmune serum, used as negative
control, both at I:1000 dilution. Afterward, trichomo-
nads were incubated with fluorescein isothiocyvanate
(FITC)-conjugated anti-rabbit  Igls secondary antibody
(1:100) for 1 h at room temperature, washed and coun-
terstained with DIL (DIL-CM-38; Molecular Probes,
1:2000) and mounted with 4'6-diamidino-2-phenylin-
dole {DAPI)-Vectashield solution.

RESULTS

TvTIMs have a structurally similar (j-xlg
barreal fold

Structural data were refined to 2.05 and 1.75 A with
R values of 0.176 and 0.158 for TvTIM1 and TvTIM2,
respectively (Table 1). TvTIMs crystallized in space group
#£2,2,2, with one molecule present in the asymmetric
unit. The extended surface area between adjacent mole-
cules was used to construct the biological dimer by
symmetry operators. Thus, a local twofold symmetry of
monomers formed a tightly packed dimer. Electron den-
sity was observed for all residues, but some solvent
exposed side chains were modeled as alanines due to
poor electron density. The quatermary structure of
TvITIMs are superimposable with a RMSD of 0.15 A
and show the conservation of the (B-w)s barrel fold
[Fig. 1{A}]. For TvTIM1 and TvTIM2, 97.6 and 98.4%
of their amino acids lie in the most favored region of the
Ramachandran plot. The large catalytic loop 6 (residues
165-177) is in an open conformation and both dimers
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Figure 1

Crystal structures of TvTTMs. (A) Superimposition of the crvstal struc-
tures of TvTIM1 and TWTIM2. Secondary structural elements of
TwIIML and TvTIM2 are colored in red and cyan, respectively. Differ-
ential residues for TvIIMI are in stick representation and colored
yellow for monomer A and orange for monomer B, whereas differential
residucs. for TwTIM2 are colored cyan and blue for monomer A and B,
respectively. Amino acids corresponding to the conserved active site
(Lys 11, His 94 and Glu 166) are coloted in magenta. (B) Eleciron
density Omit map (218, | — |F..|} contoured at 2 sigma and
depicting the side chains that differ between TVIIMI and TwTIM2.
[Calor figure can be viewed i the online 1ssue, which is availoble at
wileyonlinelibrary.cam. |

are stabilized by the insertion of loop 3 from one mono-
mer into the active site of the other monomer and a
hydrophobic surface area of approximately 3500 A% This
area is similar to the area observed in TIMs from other
parasites such as E histolytica, Plasmodium falciparum,
Trypanosoma brucei, and Leishmania mexicana, 22-25

Electron density omit maps define unambiguously the
character or residues He/Val ar positions 24 and 45 as an
extra lobe corresponding to the gamma methyl group of
le. Electron density is observed for the contigunous
pyrrolidine ring of trans-proline 239 in TvTIMI and the
methyl group of Ala239 in TwTIM2. Residues Glu and
GInlg are not differentiable in omit maps as their elec-
tron density is similar; however, the solvent exposed side
chain of Glulg TvTIM1 is poorly ordered in comparison
to GlnlB of T¥TIM2 [Fig. 1{B}].

Thermal and chemical unfolding of TvTIMs

Thermal denaturation profiles of TvTIM1I and TvTIM2
show single sigmoidal curves, as for most TIMs studied

26 FroOTENs

Table 1l
Temperature of the Midpoint of Thermal Denaturation (T1/2) for
TvTIMI] and TvTIM2a

10 pg 15 pg 30 pg 60 pg 120 po
lsoform mL™"'C) mL™'{'C) ml"({C] mL ") mL'{C)
TeTIMT 615 (0.2) B3210L1)  63EB(02) 646 {0.1) 67.1 (1)
TWTIM2 629020 632 {01) B2 (020 63201 631102

“Data were estimated from thermal denaturation transitions cerried oot at 270
min ', Standard esrors are mdicated in parentheses.

up to date?2:23.26=37 (gupnarting Information Fig. 1),
The thermal profiles of TvTIM1 and TvTIM2 show that
the thermal denaturation transitions of TvTIM1 are
shifted to higher temperatures with increasing protein
concentration. On the contrary, the denaturation profiles
of TvTIM2 are almost identical, and we do not observe
the effect of protein concentration in the midpoint of
the profiles (Table II). Therefore, thermal denaturation
profiles of TvTIM1 exhibit the expected behavior for a
dimeric protein; in contrast, TvIIM2 shows the com-
monly observed thermal-denaturation transitions for
monomeric proteins,

To further investigate the stability and the dissocia-
tionfunfolding reactions of TvIIM1 and TvTIM2 we
carried out GdnHCl-induced denaturation assays moni-
toring the changes on intrinsic fluorescence for up to
96 h. The results of these experiments performed for
each TvTIM indicate that the unfolding reaction pro-
gresses to reach completion near 48 h (Fig. 2). Profiles
obtained at 72 and 96 h were mostly superimposable to
those obtained at 48 h (data not shown). Therefore, the
data at 48 h of incubation were selected to calculate the
thermodynamic parameters associated to chemical dena-
turation. Most of the profiles are biphasic (except for
those obtained for TvTIM2, at 10 ug mL "), indicating
the presence of a possible intermediate conformation in
the denaturation pathway. The intermediate becomes
slightly less noticeable (populated) in the curves obtained
at the highest protein concentration studied (50 upg
mL "). For dimeric proteins, a monomeric intermediate
becomes more populated as protein  concentration
decreases. 1920 Accarding to this, the chemical unfolding
of TvTIMs occurs via a three-state model, involving a
monomeric intermediate. The first transition observed in
fluorescence for both TvTIMs is almost transparent to
far-UV CD signal (Supporting Information Fig. 52);
therefore, we propose that the monomeric intermediate
conserves mostly its secondary structure. Furthermore,
we observe that denaturation profiles of TvTIM1 appear
at slightly higher denaturant concentrations than those
of TvTIM2, indicating that TvTIM1 might be a more
stable protein than TvTIM2 and that the denaturation
curves for TvTIMI show higher concentration depend-
ence than those of TvTIM2. Then again, the concentra-
tion dependence of the denaturation profiles of TvTIM?2
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Figure 2

Gdn-HC-induced denaturation profifes of TvTIMs. Gdn-H(l-induced denaturation profiles of TvIIMI (pancls A-C) and TvTIM2 {panels D-F}
maonitored by fluarescence spectroscopy (samples were excited at 260 nm) m a buffer containing 50 mA Tris-HCl pH 7.4 and 10 mA MaCl at
252, Samples were incubated for 2 h (panels A and D), 24 b (panels B and E), and 48 h (pancls C and F). Protein concentration was 10 (black
squares), 30 {red circles) ar 50 (bloe triangles) pg mil - ! Continuous lines in all panels are fitting of experimental data to Eq. (9). [Color figure
can be viewed in the online issue, which is available at wilevonlinelibrary.com. |

is less evident within the protein concentration range
analyzed, consistently with the temperature-induced
denaturation results, A three-state dimer model involving
a monomeric intermediate was applied to both TvTIMs,
In this case the denaturation profiles of both TIMs show
evidence of the monomeric species. The best fit to the
data are shown in Figure 2 (continuous lines of the
curves, panels C and F) and the thermodynamic parame-
ters obtained are shown in Table Il. For both TwTIMs,
the model was applied globally with thermodynamic
parameters shared throughout all datasets. The free

Table 1l

energy change corresponding to complete unfolding of
dimer to form two unfolded monomers in the absence
of denaturant for a standard state of 1 mol of dimer,
.IS.GI'\E;"?D. is calculated to be 206.3 and 150.1 kJ mol ',
for T¥TIM1 and TvTIM2, respectively. The free energy
difference between native dimer and monomeric inter-
mediate, AGh, is 35.7 and 19.1 k] mol ™" for TvTIMI1
and TvTIM2 datasets, respectively. The monomeric inter-
mediates have a stability of 86.2and 653 kj mol ™' for
TvlIM1 and TvTIM2. From these data we confirm that
TvTIM1 is a more stable protein than TvTIM2, The

Apparent Thermodynanic Parameters for TvTIMI and TvTIM2 denatoration. Model: Ny—21—2U

Isoform  AGp, (kd mol™")*  my fkd mol™'"MF ABgp (kd mol ' my (kd mol MY AGHES L (K mol ' g (k) mol ™t M
TVTIMI1 357 (30 100:2 (26 B6.2 (76 12002 1.3 (121 104.8 (6]
TWTIM2 191 (28) 40 (5.3 6.3 (5.2 05 (0.2 15001 (B) 41.2 (8)

“Measurements were made at 153°C and pH 7.4. Global analysts was performed with the nonlinesr, least-squares fitting program Orgin, version 7.0. Standard deviations

are indicated in parentheses.
“Cabculated according o Eq. (12),
“Estimated using Eq. [13].
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highest stability of TvTIM1 relies on both, less dissoci-
ability as well as more stable monomers compared to
TvTIMZ.

The thermodynamic parameters obtained from the fit
to a three-state dimer denaturation model with a mono-
meric intermediate gave the free energy of unfolding
from native dimer to dematured monomers, J:IG;.I-:?D
is higher compared to TIMs from another species [84-
140 k] mol "']_33 However, it is important to bear in
mind that the thermodynamic parameters for TIMs from
other species have been obtained at different experimen-
tal conditions, and that sequence variations importantly
influences protein stability. It is' important to highlight
that for all TIMs where a monomeric intermediate is
populated in the unfolding pathway, and the free energy
difference between dimer and monomeric intermediate,
AGH" has been calculated, this value accounts for most
of the stability {=70%), and commenly TIMs monomers
are very unstable. 173942 [nterestingly, we encountered
that subunit association represents 30-35% of the total
stability of TvTIMs and both TvTIMs monomers are
significantly more stable compared to other TIMs
monomers. 8

Regarding the GdnHCl-induced denaturation profiles
obtained for TwTIM2, at 10 pg mL ™" (24 and 48 h of
incubation time), we can observe that the fluorescence
emission signal is shifted toward the characteristic value
of the unfolded state. These curves correspond to the
lowest protein concentration studied of the isoenzyme
with the highest dimer dissociation. Therefore, the
dimeric conformation is less favored in this case, which
might accelerate the progression of the reaction toward
the fully vnfolded conformation. None of the other
chemical denaturation curves exhibit this behavior even
after 96 h of incubation.

Rationalizing the differential stability
betwean TvTIMs monomers: the identity
of residuas 24

As the sequences of TvTIM1 and TvTIMZ2 differ by
only four amino acids. We reasoned that a residue
located in packing the hydrophobic core of TvTIMs
maybe responsible for the 202 k] mol ' change in
stability of both TvTIM monomers. Thus, we focus in
region surrounding residue 1/V 24 (Fig. 3). In TvTIM2
the substitution of residue 24 for valine produces a small
pocket of 1.1 A* with an area of 21 A, The removal of
a methyl group cause a decrease in stability between
—0.42 and 9.6 k] mol ! for several Ile to Val mutations,
and it has been established that the differential in stabil-
ity is related to the loss of van der Waals interactions
and the difference in hydrophobicity.43 To investigate the
role of residue I/'V 24 in monomer stability, we tested
the effect of alanine mutation by in silico alanine
scanning using FoldX. We found that the change in free

2B rFroTEINE

energy for folding between the mutant and wild-type
monomers by mutations V24A and [24A are 18.4 and
24.2 kI mol ', respectively. Despite both mutations are
destabilizing for monomer structures, the mutation to
alanine in TvTIM2 is 5.9 k] mol ', mare destabilizing
respect to TvTIMI1. These computational results suggest
that the differential monomer stability for TvIIMI can
be due to the identity of residue 24.

Rationalizing the differential dissociability
between TvTIMs dimers: the identity of
rosidus 45

Residue 45 is the only amino acid that lies within the
dimer interface. TvTIM1 presents an isoleucine, whereas
TvTIM2 possesses a valine. Residue 45 is located at a
pseudosymetrical center of the TIM barrel and fits into
a hydrophobic cavity of the other monomer resembling a
“ball and socket” in which a hydrophobic cavity formed
by residues P43, F44, F46, L47, P48, V77, ME1, 182, and
F85 in which both beta branched amino acids (Iled5 or
Val45) position their methyl groups. The gamma methyl
af lle 45 snugly fits into the hydrophebic socket, whereas
the lack of a methyl group in TvTIM2 (Val 45) gives rise
to a cavity (Supporting Information Fig. 53). The
volume of the pocket of each TvTIM was calculated
using two different algorithms. We found that this vol-
ume is altered depending of the socker identity (Fig. 4).
When using the POCASA algorithm the pocket volumes
were 314 and 261 A for T¥TIM1 and TvTIMZ, respec-
tively. The FPOCKET gave a pocket volume of 163.1 A?
for TvTIM1, whereas this pocket is not detectable in
TvTIM2.4443 The changes in the pocket volumes might
be attributed to the repacking of the side chains, For
instance, llef2 appears to function as an adaptor which
modifies the cavity of both TvTIMs. In TvTIM2 the
distance between the beta carbon of V45 and the delea
carbon of Ile82 is 4.78A; whereas in TvTIMI at the same
position, the distance involving the beta carbon of lled5
and the delta carbon of le82 is 6.65A (Fig. 4).

We tested the effect of point mutations on every inter-
facial residue site by alanine in silico using FoldX and
computed the changes in the free energy for folding
[ AA Groiding) and in the interaction energy {AAGroeracrion)
between the mutant and wild type. The computed free
energy changes are shown in Supporting Information
Table SI. This analysis showed that residue [45 of
TvlIM1 is one of the most energetically favored interac-
tions in the domain-domain interface showing a change
in the energy of interaction upon mutation of 24.2 kj
mol ', Also, this residue has one of the most destabiliz-
ing changes 23.1 k] mol .

Additionally, we computed the interaction energy for
wild-tvpe enzymes. The calculated energy of interaction
is —210.3 k] mol ' for TyTIMI1 and —205.8 k] mol ™'
for TvTIM2.
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TvTIM2 (Val 24)

Figure 3

The identity of residue 24 in TvTIMs alters the region comprising e-helices | and 2. The refined TwTIMI (A) and TvTIM2 (B) models are shown
centered at residuc 24 with hkclibood-weighted 2|F,,,| — |F,,| dectron density contoured at 1.70; o-helix 1 s colored light gray (residues 16-29)
and a-helix 2 s colored dark gray (residues 43-54). Pancls (Ch and (D} shows a surface representation of TvTIMI and TvTIMZ in which a
gradient coloring from hydrophobic residues in orange 1o hydrophilic residues in light blue were used. The hydrophobic pocket adjacent to residue
Val24 of TvTIM2 is shown in orange at the center of panel (12); it was identified with the server CASTp using a probe of 14A% The pocket is not
present in the corresponding region of TvTIMI as a consequence the region is hydrophilic, panel (C). Moreover, residue 24 of TvTIM1 is not
aceessible a5 judge by its ASA value of 0.0 (PISA server). It is worth to mention that to perform the pocket analysis the side chain of residue Glu2s

of TVIIMI, that is absence in the deposited pdb (Fig. | panel B), was added to the model supported on the weak density observed both in the
likelihood-weighted 2|F,.] — [FL.| and difference maps. |Color figure can be viewed in the online issue, which is available at

wileyonlinelibrary.com. |

To test that the ball and socket has a meaningful
contribution to the dimer stbility of TvTIMs we
constructed a mutant in which two carbon and four
hydrogen atoms are eliminated from residue 45 of
TvTIM2 (Vald45Ala mutant; Supporting  Information
Fig. 54) and determined its oligomeric state by gel filtra-
tion chromatography. In constrast to TvTIM2 which
migrates with an apparent molecular mass of 52 kDa,
the Val45Ala mutant migrates with an apparent molecu-
lar mass of 26 kDa, indicating that this mutation is
sufficient to alter the dimer monomer equilibrium.

Ball and socket is a common
phenomana in TIMs

We were curious to know if the “ball and socket™ of
TvTIMs is a conserved interaction in other TIMs. Thus,
we investigate its presence in TIMs for the following
species: Homo sapiens, Helicobacter pylori, E. histolytica,

T. brucei, Trypanosoma cruzi, Escherichia coli, Mycobacre-
riumt tuberculosis, and Caenorhalbditis elegans. As depicted
in Supporting Information Figure 55 the residue corre-
sponding to the ball of monomer A fits into a hydropho-
bic cavity created by the socket of monomer B, in all
analyzed species. The hydrophobic cavity is conserved in
all apalyzed TIM structures, with the exception of H.
pylori in which the identity of the ball is a phenylalanine
and in this case a-helix 2 folds into a large loop.40

To investigate if the residue 145 located ar the dimer
interface can be responsible of the major energy of inter-
action between monomers of TvTIMI1, we performed a
structural alignment of the TIMs crystallized as dimers
to date {Supporting Information Figs. 54 and 55). As
observed, the identity of the “ball” in 19 structures is a
beta-branched amino acid (valine, isoleucine or threo-
nine}. Two sequences have either alanine or proline, and
one sequence presents either methionine or phenylala-
nine. On the contrary, the residues corresponding to the
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TvTIM1

TvTIM2 A

Figure 4

Plastscity of the Dimer interface. Stick representation of residue 45 at the dimer interface; TvTIM1 Hed5 s colored red (upper pancls A-C),
TvTIM2 Val45 is colored cyan (lower panels A~C). Facing residue 45 a portion of the dimer interface eormesponding to those residues that make
the socket are represented as surface, a gradient coloring from hydrophobic residues in orange to hydrophilic residues in light blue was selected to
emphasize the hydrophobic properties of this region. (A} Upper pancd shows lied5 from monomer-A (red) facing monomer-B (gray) residues
forming the pocket are represented as black sticks (P43, Fa4, F46, L47, P48, V77, M81, 182, and F83). (B) Upper panel, close view of the pocket,
only the side chain of [e45 s shown inside a mesh that represents the cavity calculated with the server CASTp. (C) Upper panel, a dashed line is
showing a distance of 6.7 A between Hed5 CB atom (monomer A) and e82 CD1 atom (monomer B). Lower panels (A-C) shows the same
properties and mteractions showed in the upper pancls but for TWTIM2 residae Val45. 1t is worth noting that in the lower panel (C) the dashed
line between Valdd CB atom {monomer A) and e82 CD1 atom (monomer B) represent a distance of 4.8 A. Hence, this figure shows the role of

residue 1eB2 as a flexible residue that control the size of the socket. [Color figure can be vicwed in the online issue, which is available at

wileyonlinelibrary.com. |

“socket” are not conserved {Supporting Information Fig.
55). To analyze whether ball-socket residues have similar
destabilizing energies, we computed the change in AAG
{Folding) by alanine mutation of each residue. Interest-
ingly, the results show that ball-socket residues are in
the list of the most destabilizing residues for dimer
stability and that those have similar changes in AAG
(folding) observed in TvTIMs (Supporting Information
Table §1).

TvTIMs are located in the outer membrane

Some metabolic enzyvmes from T vaginalis like
pyruvate ferredoxin oxidoreductase, «-enolase, glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase, among others have
been characterized as moonlighting proteins. 749 Ag
TIM is an adhesion molecule in fungi and bacteria, we
speculated that the decrease in stability of TvTIM2,
might be an indication of a neofunctionalization event.

Thus, we investigated the subcellular localization of
TvTIMs by immunofluorescence assays using fixed and
nonpermeabilized parasites using TvTIM2 polyclonal
antibodies and a lipophilic membrane probe (DIL; Fig.
5). Confocal microscopy images indicate that TvTIMs
are located in the outer membrane. The FITC antibody

30 rFroTEIMS

merges the lipophilic membrane probe [Fig. 5(D}]
but not in a control treated with the preimmune serum
[Fig. 5{1)]. Being a glycolytic enzyme, TvTIMs are also
localized in the cytosol (data not shown). This dual
cellular localization is in clear contrast to the cytosolic
localization of TIM from the cdlosest protozea G
lambtia 30

DISCUSSION

Herein we characterized two isoforms of TvTIMs that
only differ in four amino acids. The thermal denatura-
tion transitions of TvTIMI obtained at different protein
concentrations show the expected behavior for a dimeric
protein  in contrast TvIIM2 thermal denaturation
profiles do not exhibit protein concentration dependence,
as it is commonly observed for monomeric proteins.
TTIM1 has a AGHY almost two fold to that of
TvTIM2. The Ile/Val substitution at position 45 is proba-
ble to be responsible for the stability of TvTIM, because
this residue lies within the center of psendosymmetry
at the interface. In the other hand, TvTIMI monomer
is about 25% more stable that TvTIM2 monomer. As it
will be discussed in the coming section it is very likely
that also a substitution IlefVal in this case at position 24
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Figure 5

cture and Stability

1F TwTIhAS

[vTIMz are located in the membrane. Indirect immunofluorescence analysis of fixed and nonpermeahilized parasites. (A—F) Parasites treated with
anti-TvTIM2 antibody { 1: 100} and secondary antibody conjugated with FITC. (G-L) Parasites incubated with preimmune (PI) serum and second-
ary antibody conjugated with FITC. (A and G) Normasky microscopy. (B and H) Nuclei stained with DAPI (in blue). (C and [} Parasite membrane
stains with DIL (in red). (I} and |) TvTIMs labeled with FITC (in green). (E, E K, and L) Merged images from DIL and FITC in yellow indicate

colocalization.

might be also responsible for
[wTIM2 monomers.

decreased stability of

The loss of a side-chain mathyl group
may decrease the stability of both
the monomers and the dimer interface

To rationalize the differences on the dimer stability
between TyTIM1 and TvTIM2, we made a thorough
inspection on the three-dimensional structure of bath
IvTIMs. Residues EfQ 18 and PF/A 239 are solvent
exposed and should not have very relevant roles in the
dissociability or stability of TvTIMs. Residue I/'V 24 is
located in packing oe-helix 1 against «-helix 2 of each
monomer, Regarding differences in dissociability between
[vTIM1 and TvTIM2, the only residue located at the
dimer interface maybe the main responsible for the dif-
ferences encountered in the AGHY of each dimer. 1/V 45
is encountered within the center of the interface (Fig. 5).
Within this interface a set of nine hydrophobic residues
P43, F44, F46, L47, P4, V77, M81, 182, and FB85 form a
strict hvdrophobic surface in which residue from the
neighbor molecule 1/V 45 anchors. The change of an iso-
leucine for valine creates a differential of 27 A’ because
of the =CH; removal. In TvTIM?2 the distances between
the CG1 and CG2 of V45 and the closest carbons of the
neighbors’ subunits are: 3.84 A for CD1-Ne82, 3.8 A for
CB-F44, and 398 A for CE2-F85. Thus, if we calculate a
van der Waals radio for a carbon atom of 1.7 A, the dis-
tance of the cavity approaches to 0.4 A, being too small
to be detected as a cavity. Although it is reasonable to
think that the Ile to Val substitution at position 24
accounts for the decrease in monomer stability, we
cannot rule out that the identity of residues EfQ18 and
P{A239 are subject to epistasis and might also be
involved in destabilizing interactions.

Biological implications of TIM gana
duplication with destabilizing mutations

TvTIM isoenzymes are structurally similar, neverthe-
less, the natural substitutions between the isoforms lead
to important changes in dissociability and in monomer
stability. A crucial question emerges: Why does T vaging
Iis possess two open reading frames for TIM? We
thought that one of the TvTIMs could be involved in cell
adhesion like is the case for TIMs from Paracoccidioides
Drasiliensis and Staphylococcus aurens, ™ land because
metabolic enzymes from T. vaginalis mediate cytoadher-
ence of the parasite with epithelial cells.”2~23 In addi-
tion, our immunofluorescence experiments show that at
least one of the TvTIMs has dual cellular localizations,
with an alternative localization on the cell surface. For
the thermodynamic and membrane
localization of TvTIMs, we suggest that TvTIMs are the
product of a duoplication event toward moonlighting
activity and that TvTIM2 might be located within the
cell surface because of the substitution of four amino
acid residues. However more experiments are necessary
to confirm this statement.

At last but not least, TIMs are probed targets for
rational drug design against several parasites. The overall
structure and the catalytic site are highly conserved
among TIMs. Therefore, the efforts for drug design must
focus on inhibitors that interact with non catalytic resi-
dues. One strategy to fight parasites was focused on
aminoe acid Cysl4 that is solvent exposed and conserved
in some protozoan pm'ashes.l:”'-:’ﬁ'-;? Another plausible
strategy might be to take advantage from differential
thermodynamic stabilities between TIMs from parasites
and human. In addition a nonconserved moonlighting
activity of this enzyme could increase the potentiality of
TIM as a drug target.

characterization
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