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ABSTRACT

Autophagy is an adaptive response for cell survival, in which cytoplasmic
components and organelles are degraded in bulk under normal and stress
conditions. Trichomonas vaginalis is a parasite highly adaptable to different
environmental conditions such as glucose and iron or drug treatment
(Rapamycin; Rapa). Autophagy can be traced by detecting a key autophagy
protein (Atg8) anchored to the autophagosome membrane through
phosphatidylethanolamine (PE). In this work, our goal was to perform a
morphological and cellular study of autophagy in T. vaginalis under different
stress conditions (glucose and iron at distinct concentrations) and Rapa
treatment using TvAtg8b as a specific autophagy marker. Thus, we cloned both
tvatg8a and tvatg8b genes, expressed and purified the recombinant TvAtg8
proteins (rTvAtg8a and rTvAtg8b) to produce polyclonal antibodies. These
antibodies did not show cross-reactivity with the heterologous recombinant
protein. Thus, the anti-rTvAtg8b antibody recognized the soluble and lipid-
associated TvAtg8b native protein by Western blot assays in a parasite lysate.
Autophagy-like vesicles were detected by indirect immunofluorescence assays
(IFA). Ultrastructural analysis by transmission electron microscopy (TEM)
showed cytosolic heterogeneous cargo in different types of vesicles: initial and
degradative autophagic vesicles and late lysosomes, as well as in other type
that may be related with autophagy such as multilamellar and multivesicular
bodies. Moreover, TvAtg8b was detected in the biogenesis of autophagosomes
and autolysosomes by immunogold and lysotracker labelling, respectively,
confirming the participation of TvAtg8b in the autophagosome formation and
autophagy flux. This data suggest that autophagy induced by stress conditions
(glucose-restriction and high glucose, rapamycin treatment and iron-restriction
and iron-rich conditions) results in the formation of autophagosomes with
distinct cytosolic cargos. However, only under high iron conditions, parasites
showed a “selective” autophagy of hydrogenosomes (hydrogenophagy). Thus,
hydrogenophagy could be used as an unconventional secretory pathway for

1



multifunctional proteins such as the AP120/PFO-A adhesin with homology to
PFO, a hydrogenosomal protein that also is localized to the parasite surface
with an adhesin function. These data are supported by an immunofluorescence
analysis using wortmannin as an autophagic inhibitor. Our results show that
the AP120/PFO-A adhesin does not reach the parasite surface after

wortmannin treatment in spite of the presence of high iron concentrations.



RESUMEN

La autofagia es una respuesta adaptativa para mantener la homeostasis y
sobrevivencia celular, donde se degradan componentes citoplasmicos u
organelos tanto en condiciones normales como en condiciones de estreés.
Trichomonas vaginalis es un protozoario parasito susceptible a cambios
ambientales, los cuales pueden ser considerados condiciones de estrés como
la restriccion de hierro o glucosa, asi como la presencia de farmacos
(rapamicina), en las cuales podria incrementarse el proceso autofagico. Este
proceso es monitoreado con la deteccion de la proteina Atg8, la cual se ancla
mediante la unién de un fosfolipido (fosfatidiletanolamina, PE) a la membrana
de los autofagosomas, organelo caracteristico. Por lo cual, se clonaron los
genes tvatg8a y tvatg8b, se expresaron y purificaron las proteinas
recombinantes (rTvAtg8a y rTvAtg8b) para la produccién de anticuerpos
policlonales en conejo y en raton, los cuales no mostraron reactividad cruzada
entre las proteinas recombinantes. El anticuerpo anti-rTvAtg8b reconocio las
dos isoformas de TvAtg8b (soluble y lipidica) en un lisado de parasitos en
condiciones normales mediante ensayos de WB. Mediante microscopia
electronica (MET) y ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFl) se detecto
la presencia de vesiculas autofagicas de diferentes tamafios en las que se
observd como cargo diferentes materiales citoplasmicos, por ejemplo:
citoplasma y algunos organelos como hidrogenosomas y posiblemente reticulo
endopldsmico y aparato de Golgi. También se observé la presencia de
diversos tipos de vesiculas destacando las vacuolas autofagicas tempranas o
iniciales, asi como las degradativas y lisosomas tardios y otras que pueden o
no estar involucradas en la autofagia como cuerpos multilamelares y cuerpos
multivesiculares. Estos resultados sugieren que hay un proceso de formacion
de vesiculas heterogéneas. A la proteina TvAtg8b se le detectd en la
biogénesis del autofagosoma (inmunomarcaje con oro) y en autolisosomas
(marcaje con “lysotracker”), corroborando la participacion de esta proteina en

los eventos claves del proceso autofagico. También identificamos las posibles



fuentes de membranas para la formacion de autofagosomas. Ademas, por
nuestros resultados se sugiere la participacion de la autofagia no solo en la
sobrevivencia del parasito (condicion de alta, baja glucosa y en bajo hierro),
sino también como una via de secrecion no convencional sélo para parasitos
crecidos en alto hierro (autofagia selectiva de hidrogenosoma, hidrogenofagia)
para proteinas hidrogenosomales multifuncionales como la adhesina de 120
kDa, una enzima hidrogenosomal, PFO (AP120/PFO-A) que se relocaliza
hacia la superficie del parasito. Esto se demostré6 mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo anti-AP20/PFO-A en
ausencia y presencia de wortmanina, un inhibidor de autofagia. En presencia
de wortmanina los parasitos en alto hierro no mostraron la relocalizacion de la

adhesina AP120/PFO-A en la membrana de T. vaginalis.



1. Introduccioén

1.1. Tricomoniasis
La tricomoniasis es una infeccion de transmision sexual (ITS) ocasionada por

el protozoario flagelado parasito humano Trichomonas vaginalis. EI humano
es el unico huésped natural de este microorganismo. El parasito se multiplica
por fisidén binaria longitudinal y se transmite de persona a persona a traves del
contacto sexual, infectando principalmente el epitelio escamoso del tracto
genital (Fig. 1). En este protozoario no se ha reportado estructuras de
resistencia como la formacion de un quiste verdadero; sin embargo, si se ha
detectado la formacion del pseudoquistes inméviles debido a que se
internalizan flagelos bajo condiciones de estrés (frio 0 escases de nutrientes o
tratamientos con drogas). Estas formas son viables, funcionales y pueden
revertir a la forma movil flagelada al eliminarse la condicion de estrés
(Benchimol, 2004; Dias-Lopes y col., 2018).
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Figura 1. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. En el esquema se sefialan las
fases de diagnéstico, infectiva y de division celular.
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Trichomoniasis _il.htm

La incidencia de la tricomoniasis es de aproximadamente 276 millones de
casos anuales (WHO, 2012), de los cuales solo el 3% corresponden a hombres
(Schewebke y Burgess, 2004). La mayor prevalencia es entre las edades de
20 a 45 afos, ya que entre los factores predisponentes de esta infeccidon se
encuentran: edad, actividad sexual, nUmero de parejas sexuales, otras ITSs,

fase del ciclo menstrual, etc. (Petrin y col., 1998).

La tricomoniasis afecta principalmente a mujeres sexualmente activas que
presentan secreciones de aspecto verde-amarillento o mucopurulento, disuria,
mal olor, ardor, eritema o edema. Sin embargo, en tan solo el 2% de los casos
se observa colpitis macularis (cérvix de fresa) que consiste en lesiones
puntiformes hemorragicas en la mucosa cervical. En una fase crénica de la
infecciobn se puede presentar una vulvitis difusa debido a la leucorrea
abundante. A pesar de esta sintomatologia, el 80% de los casos en mujeres
son asintomaticos (Schewebke y Burgess, 2004). Esta enfermedad es menos
frecuente en la poblacion masculina y esta asociada con el 5% de las
infecciones uretrales, ya que el hombre actla principalmente como reservorio

y transmisor del parésito (Petrin y col., 1998).

Las complicaciones asociadas con la tricomoniasis en la mujer son: el riesgo
a cancer cervical, embarazos de alto riesgo con nacimiento de infantes
prematuros y de bajo peso y con posible retraso mental (Mann y col., 2009).
En el caso de los hombres, puede desencadenar uretritis no gonocdcica,
prostatitis, epididimitis y se ha observado que disminuye la motilidad y
viabilidad de los espermatozoides. En ambos sexos incrementa la
susceptibilidad a la infeccion y transmision del VIH, como también a la
infertilidad (Soper, 2004).


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Trichomoniasis_il.htm

1.2. Trichomonas vaginalis y su susceptibilidad a ciertos factores
ambientales
Trichomonas vaginalis es un protozoario parasito expuesto a diferentes

factores ambientales: 1) temperatura, 2) pH, 3) microbiota vaginal, diferentes
concentraciones de 4) hierro, 5) glucosa, 6) zinc y 7) poliaminas; y otros aun
por conocer. A los cuales responde como un proceso adaptativo para su
sobrevivencia por largo tiempo en el hospedero (Alvarez-Sanchez y col., 2008;
Figueroa-Angulo y col., 2012; Lehker y Alderete, 1990; Krieger y Rein, 1982;
Miranda-Ozuna y col., 2016; Petrin y col., 1998), ocasionando una infeccion

crénica no mortal, pero de serias consecuencias en la salud humana.

Importancia del pH: Las variaciones en el pH pueden afectar la densidad
celular; es decir el crecimiento, asi como la secrecion de proteinas al medio.
Incluso los cambios de pH pueden variar el perfil proteico. T. vaginalis crece in
vitro de manera éptima entre un rango de pH de 6.0-6.3, demostrandose que
a pH 5.5-6.0 se favorecia la citoadherencia de ciertos aislados de
Trichomonas, mientras que al pH vaginal (4.5), el perfil proteico de los aislados
muestra grandes diferencias (cualitativas y cuantitativas) entre los aislados

cultivados a elevados pH (Lehker y Alderete, 1990).

Interaccion con la microbiota vaginal: El establecimiento de T. vaginalis en la
vagina es desconcertante por dos razones: La primera: el pH normal de la
vagina es muy acido (4.5) y este protozoario crece mejor en un pH >5; y la
segunda: la relacién entre los lactobacilos protectores y T. vaginalis no se ha
estudiado con profundidad, aun queda mucho por entender (Petrin y col.,
1998).

El incremento en el pH de la vagina durante la tricomoniasis es marcado por
la reduccion o completa pérdida de Lactobacillus acidophilus y un incremento
en la proporcion de bacterias anaerobias. In vitro; con el pH controlado; los
lactobacilos no afectan el crecimiento de T. vaginalis; sin embargo, este
parasito pareciera tener un efecto nocivo para L. acidophilus (McGrory y col.,
1994).



Diversos mecanismos de interaccion entre este protozoario y la microbiota
vaginal se han propuesto: 1) se ha observado que T. vaginalis fagocita
bacterias (Garcia-Tamayo y col., 1978; Street y col., 1984), lo cual también
podria estar ocurriendo con los lactobacilos. 2) T. vaginalis secreta proteasas,

las cuales podrian destruir a los lactobacilos (McGrory y Garber, 1992).

Concentraciones de hierro: El hierro modula especificamente la
citoadherencia de los tricomonadidos, regulando de manera positiva la sintesis
de cinco adhesinas (AP120, AP65, AP51, AP33 y AP23) (Arroyo y col., 1992;
Figueroa-Angulo y col., 2012; Meza-Cervantez y col., 2011; Moreno-Brito y
col., 2005) que cuando se expresan en la superficie del parasito en grandes
cantidades por contacto con la célula hospedera o en presencia de altas
concentraciones de hierro, resulta en la elevacion de los niveles de
citoadherencia (Arroyo y col., 1993; Lehker y col., 1991). Ademas, a bajas
concentraciones de hierro se regula de manera positiva la sintesis de algunas
proteasas lo que incrementa la citotoxicidad y la induccion de apoptosis de la
célula huésped (Figueroa-Angulo y col., 2012).

Estos ejemplos muestran la relevancia del hierro en la sobrevivencia y en el
desarrollo de la infeccion por T. vaginalis. En el ambiente vaginal las
concentraciones de hierro fluctian durante el ciclo menstrual por cual este

parasito debera adaptarse a dichos cambios.

Concentraciones de glucosa: La principal y mayor fuente de energia para T.
vaginalis proviene del metabolismo de carbohidratos tanto en condiciones
anaerobicas como aerdbicas. Durante la infeccidn, este parasito esta expuesto
a diferentes concentraciones de glucosa. Por ejemplo; se evalud la
concentracion de glucosa presente en las secreciones vaginales de un grupo
de mujeres con tricomoniasis. La concentracion promedio de glucosa fue de
14.31 [mM] con un rango de 0.3-43.1 [mM]. Por lo que se sugiere que los
cambios de glucosa en el sitio de la infeccion modulen la interaccion de T.

vaginalis con los componentes de la matriz extracelular (Miranda y col., 2016).



Las altas concentraciones de glucosa observadas (56.6 mM) se consideran
como las condiciones metabdlicas 6ptimas ya que se favorece la division
celular y el establecimiento de la infeccion. En el caso de bajas
concentraciones de glucosa (< 1 mM) se activan diversos mecanismos
adaptativos como: la reprogramacion metabdlica y la autofagia para la
homeostasis celular, la cual promueve la sobrevivencia celular (Huang y col.,
2014).

Concentraciones de zinc: Altas concentraciones de zinc se pueden encontrar
en las secreciones prostéaticas, valores desde 2.3 hasta 15.3 mM. Niveles
bajos de este catidén (0.8 a 2.1 mM) se han reportado en algunos casos donde
los pacientes presentan prostatitis bacteriana crénica. También en bajas
concentraciones de zinc se incrementa la susceptibilidad a prostatitis
ocasionada por T. vaginalis en pacientes masculinos (Krieger y Rein, 1982).
Por lo que el zinc se ha identificado como un factor antimicrobiano prostatico

en los hombres (Fair y col., 1976).

Concentraciones de poliaminas: Las poliaminas (putrescina, espermidina y
espermina) son aminas alifaticas esenciales para la vida en todos los
eucariontes, se encuentran a concentraciones significativas (0.1-2.29 mM).
Estos supercationes regulan multiples procesos vitales para la funcion celular
como apoptosis, division celular, diferenciacion y crecimiento celular. A travées
de interacciones electrostaticas con los acidos nucleicos afectan la
transcripcion y traduccion. Durante la tricomoniasis se detecta un incremento
en los niveles de putrescina (>2 mM) en las secreciones vaginales, sugiriendo
que T. vaginalis produce putrescina durante la infeccion (Yarlett y col., 2000)
a través de la adquisicion de espermidina proveniente de las células del
epitelio vaginal y de los eritrocitos del huésped. En T. vaginalis, la inhibicion
en la sintesis de poliaminas incrementa la adherencia de este parasito a las
células del epitelio vaginal, pero se reduce la citotoxicidad de T. vaginalis

(Garcia y col., 2005; Vazquez-Carrillo y col., 2011).



Adaptaciéon ambiental: EI ambiente mucosal de la vagina (temperatura,
microflora y pH) es uno de los sitios mas complejos de infeccién para un
patdogeno. Este ambiente hostil es variable debido a la influencia hormonal
durante el ciclo menstrual. La vagina es un sitio limitado de nutrientes; no
puede proveer lo mismo que el cultivo in vitro en un medio rico el cual tiene
como base: suero, tripticasa y extracto de levadura, componentes del medio
para un crecimiento habitual de los parasitos. Por lo que no es de
sorprendernos que las propiedades tanto biolégicas como bioquimicas de los
pardasitos crecidos in vitro difieran de aquellos parasitos que se encuentran en
el sitio de la infeccion (Lehker y Alderete, 2000). EI minimo cambio en el medio
de cultivo de este parasito aparentemente tiene consecuencias fisiologicas
dadas a la tremenda adaptabilidad de T. vaginalis a los cambios ambientales
(Kostara y col., 1998; ter Kuile y col., 1999). Incluso sugieren que los
tricomonadidos poseen vias de sefializacion que permiten ligar los cambios
ambientales con los cambios apropiados a nivel transcripcional y post-

transcripcional.

La exploracion en los mecanismos reguladores de adaptacion a los cambios
microambientales que conecten lo anterior permitird el mayor entendimiento

de la interaccion paréasito-huésped.

1.3. Trichomonas vaginalis (morfologia)
Este protozoario se caracteriza por presentar cuatro flagelos anteriores y uno

recurrente adosado a la membrana ondulante cuyo arreglo de los axonemas
es el mismo que el de las células eucaridticas (9+2). Ademas, presenta
estructuras compuestas de microtubulos como la costa, que se encarga de
soportar los movimientos del flagelo recurrente; el axostilo, cuya principal
funcidn es ser el eje de la célula del tricomonadido; y la pelta, que se encuentra
en la region anterior del cuerpo celular y aparentemente soporta la pared del

canal flagelar (Benchimol, 2004).

T. vaginalis presenta forma ameboide cuando se encuentra adherido a células

del epitelio vaginal y piriforme al estar en secreciones vaginales y en cultivo
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(Arroyo y col., 1993); mide aproximadamente 10 um de largo, de 5 a 15 um de

ancho y 7 um de diametro (Honigberg, 1989) (Fig. 2).

Figura 2. Morfologia de Trichomonas vaginalis. A) El parasito piriforme, donde se
observan los flagelos, la membrana ondulante asi como el axostilo (Midlej vy
Benchimol, 2009). B) Forma ameboide al contacto con células del epitelio vaginal
(Arroyo y col., 1993).

Este protozoario tiene un solo nucleo localizado en la regién anterior cuya
envoltura nuclear se mantiene intacta durante la mitosis (Benchimol, 2004), en
su interior esta presente el nucleolo, asi como 6 cromosomas (Lehker y col.,
1999; GOmez-Conde y col., 2000). A diferencia de otros protozoarios, T.
vaginalis posee reticulo endoplasmico liso y rugoso asociado a ribosomas.
También presenta un aparato de Golgi bien definido. Los tricomonadidos no
tienen mitocondrias ni peroxisomas; sin embargo, tienen otro organelo muy
importante asi como inusual, el hidrogenosoma (Muller, 1993). La membrana
plasmatica tiene la funcién de delimitar a la célula, asi como participar en la
interaccion huésped-parasito a través de la funcién de proteinas de superficie
como las adhesinas AP51, AP65, AP33, AP23 y AP120, nombradas asi por su
peso molecular (Arroyo y col., 1992; Moreno-Brito y col., 2005). Los genes de
cuatro de las cinco adhesinas presentan homologia de secuencia con enzimas

metabdlicas hidrogenosomales: la AP65 con la enzima malica (Alderete y col.,
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1995); AP33 y la AP51 con la enzima succinil-CoA-sintetasa subunidad alfa y
beta, respectivamente (Engbring y col., 1998; Arroyo y col., 1992; Alderete y
col., 1995); y la AP120 con la piruvato:ferredoxin 6xido-reductasa, responsable
de la descarboxilacion oxidativa del piruvato a acetil-CoA, localizada en la
membrana de los hidrogenosomas y en la superficie del parasito (Moreno-Brito
y col., 2005; Meza-Cervantez y col., 2011) al igual que las otras adhesinas en

presencia de altas concentraciones de hierro y al contacto con la célula blanco.

1.3.1 Reticulo endoplasmico (ER)
En los tricomonéadidos, el reticulo endoplasmico rugoso claramente se ve

alrededor del nucleo (Fig. 3A), formando parte de la membrana externa de la
envoltura nuclear y asociado con el axostilo (estructura del citoesqueleto) e
hidrogenosomas. Una forma de distinguir este organelo es mediante la
deteccion de los ribosomas asociados a las membranas del reticulo
endoplasmico, los cuales son pequefas estructuras esféricas electron-densas
que también pueden estar de manera libre en el citoplasma (Benchimol, 2004).
En los tricomonadidos sometidos a tratamiento de farmacos y bajo el proceso
de autofagia se ha observado el agrandamiento anormal de este organelo
(Benchimol, 1999).

En otro tipo de células (células de eucariontes superiores) la autofagia del ER
es provocado por el “estrés” a este organelo, el cual es producido
experimentalmente con el tratamiento de farmacos que alteran la homeostasis

del Ca?* o inhiben la glicosilacion (Smith y Wilkinson, 2017).

1.3.2 Aparato de Golgi
En los tricomonadidos el aparato de Golgi tiene las siguientes caracteristicas:

1) Es una estructura prominente Unica, 2) alcanza 6 um de largoy 1 um de
ancho, 3) tiene de 8 a 12 cisternas, 4) sus membranas son fenestradas, 5) el

espacio luminal entre las cisternas es estrecho en el orden de los 30 a 35 nm
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y 6) se divide por un proceso conocido como golgicinesis, formando dos
nuevos aparatos de Golgi (Benchimol y col., 2001) (Fig. 3A-C). Ademas, se
propone que es el sitio principal de obtencién de Ca?* de T. foetus (Almeida y
col., 2003).

1.3.3. Hidrogenosoma
Este organelo contiene enzimas que participan en el metabolismo del piruvato

durante la glicdlisis, ademas de ser el sitio de sintesis de ATP (Muller, 1995) y
de produccion de hidrégeno molecular. Estudios ultraestructurales revelan que
este organelo es de forma esférica (alrededor de 0.3 pum) o ligeramente
alargado cuando esta en proceso de division (Fig. 4), se distinguen por su
caracteristica de ser electron densos ademas de que suelen estar cercanos al
axostilo o a la costa (Benchimol y col.,, 2003). El hidrogenosoma esta
constituido por una doble membrana que presenta cierta ondulacion
(Benchimol y De Souza, 1983); de una matriz granular, cuya apariencia difiere
a la del citoplasma; de una vesicula periférica, en la cual mediante ensayos de
SDS-PAGE se ha demostrado la localizaciéon de las proteinas de 66, 45y 32
kDa (Diaz y De Souza, 1997). Estas vesiculas del hidrogenosoma pueden
variar en tamafio asi como en densidad electrénica. Algunos estudios en el
parasito relacionado Tritrichomonas foetus han demostrado que la vesicula
periférica es un compartimento que almacena calcio y otros cationes como
magnesio (Benchimol, 2007), zinc, fosforo y hierro (Benchimol y col., 1993;
Benchimol y col., 1996, Benchimol, 2008) (Figura 4).
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Figura 3. Reticulo endoplasmico (ER) y aparato de Golgi de Trichomonas
vaginalis. A. Se muestra el ER (cabeza de flecha) cercano al nucleo (N), se observa
el aparato de Golgi (G) en el proceso de golgicinesis (Benchimol, 2004). B y C.
Acercamiento de distintos cortes del aparato de Golgi (G) de T. vaginalis (Benchimol
y col., 2001). Barra = 200 nm.

1.3.3.1. Similitudes y Diferencias con la mitocondria
Algunos autores consideran a los hidrogenosomas como mitocondrias

modificadas debido a las evidencias que existen entre las similitudes de estos
dos organelos en los Tricomonadidos (Lahti y col., 1992; Hrdy y Mller, 1995;
De Andrade Rosa y col., 2006; Dolezal y col., 2007): 1) estan constituidos por
una doble membrana (Benchimol y De Souza, 1983); 2) se dividen por tres

maneras distintas: segmentacion, particion y en forma de corazén (Benchimol,
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1996; Benchimol y col., 2003) sin importar la fase del ciclo celular (Benchimol
y Engelke, 2003); 3) llevan a cabo la produccion de ATP (Lindmark y Miller,
1973); 4) participan en el metabolismo del piruvato durante la glicélisis
(Lindmark y Muller, 1973); 5) ambos organelos tienen en su interior proteinas
como: beta-succinil-coenzima A sintetasa; una proteina soluble
hidrogenosomal (Lahti y col., 1992), la proteina de choque térmico de 70 kDa
(HSP70; Bui y col., 1996; Germot y col., 1996), la frataxina; una proteina
constitutiva de mitocondria (Dolezal y col., 2007), la cardiolipina; un fosfolipido
localizado en la membrana interna de la mitocondria (De Andrade Rosa y col.,
2006). 6) Puede ocurrir la autofagia en ambos organelos (hidrogenosoma y
mitocondria) bajo condiciones de estrés o por el tratamiento con farmacos

(Benchimol, 1999; Tolkovsky, 2009).

Figura 4. Hidrogenosoma. Cortes finos de tricomonadidos donde se observa el
hidrogenosoma a través de microscopia electronica de transmision. En ambas
imagenes se aprecia la doble membrana asi como la matriz granular. A.
Hidrogenosoma de T. vaginalis. Se puede apreciar la presencia de varias vesiculas
electron-densas periféricas alrededor del organelo (flechas). B. T. foetus presenta una
sola vesicula periférica de gran tamafio (Benchimol, 2007).
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A diferencia de las mitocondrias, los hidrogenosomas llevan a cabo la
produccion de hidrégeno molecular, carecen de material genético (Clemens y
Johnson, 2000), de cadena respiratoria, citocromos y de fosforilacién oxidativa
(Mdaller, 1993).

Estudios realizados por Benchimol (1999) en T. foetus demostraron que
cuando el parasito se cultiva en presencia de farmacos como hidroxiurea y

sulfato de zinc se induce la autofagia de hidrogenosomas (Benchimol, 1999).

1.4. Autofagia
La autofagia es un proceso biolégico por el cual las células 0 microorganismos

degradan sus propios organelos, macromoléculas o péptidos para la

sobrevivencia de los mismos.

Este proceso es inducido en condiciones de estrés como la privacion de
nutrientes, el tratamiento con farmacos (hidroxiurea, sulfato de zinc,
griseofulvina, citocalasina y colchicina) e incluso, en condiciones normales
sucede de forma mas selectiva para remover material dafiado o anormal como

proteinas citoplasmicas y organelos dafiados (Benchimol, 1999) (Figura 5).

El proceso autofagico ocurre a través del sistema vacuolar/lisosomal, donde
los lisosomas son organelos multifuncionales compuestos por una doble
membrana cuyo interior es un ambiente acido con un pH de 5.0 a 5.5. Estos
organelos contienen enzimas como hidrolasas acidas, las cuales degradan las
sustancias u organelos intracelulares, asi como material extracelular
(Uchiyama y col., 2008). En los tricomonadidos los lisosomas se localizan en
la parte posterior (Benchimol y col., 1996), son de gran tamafo y muestran
reaccion positiva para fosfatasa acida en ensayos de citoquimica (Queiroz y
col., 1991).

La autofagia, tanto de organelos como de macromoléculas, ocurre primero a
través del reconocimiento del organelo o la porcion citoplasmica a degradar

por una membrana de aislamiento. Segundo, el organelo blanco es rodeado
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por una membrana, formandose el autofagosoma que es un organelo esférico
de doble membrana de ~1 um de diametro. Tercero, a través de la fusion del
autofagosoma con el lisosoma la actividad enzimatica de las hidrolasas
contenidas degrada el material secuestrado. La vida media del autofagosoma
es de alrededor de 8 min y es corta comparada con otros organelos. Por
altimo, se da la formacién del autolisosoma (AL) que tendrd en su interior
remanentes de organelos, y/o pequefios péptidos para la obtencion de
aminoacidos los cuales pueden ser utilizados de nuevo por la célula
(Yoshimori, 2004) (Figura 6).

Figura 5. Autofagia de Hidrogenosomas en Tritrichomonas foetus. A. T. foetus
presenta los hidrogenosomas cerca del axostilo, sefialandose a un hidrogenosoma
anormal (flecha). B. Se sefiala la integridad de la doble membrana del hidrogenosoma
(H) dentro de otra estructura membranosa (con flechas), por microscopia electrénica
de transmision (Benchimol, 1999).

Morfol6gicamente, las vacuolas autofagicas pueden ser clasificadas en

vacuolas autofagicas iniciales o tempranas (AVi), las cuales contienen
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morfoldégicamente citosol u organelos intactos y en vacuolas autofagicas
degradativas o tardias (AVd), las cuales contienen material citoplasmico
parcialmente degradado (Eskelinen, 2008).

Lisosoma

membranas de aislamiento

Autofagosoma Autolisosoma

organelos y material citoplasmico

A |

Figura 6. Esquema ilustrativo del proceso autofagico. Esquema donde se
observan las etapas del proceso autofagico en células eucariontes (Adaptado de
Yoshimori, 2004).

1.4.1. AuTophaGy related proteins (proteinas Atg)
Las proteinas involucradas en autofagia son las denominadas Atgs, acrénimo

creado a partir del inglés “AuTophaGy-related proteins”, las cuales inducen y

regulan todo el proceso autofagico (Yang y Klionsky, 2009).

En el genoma de T. vaginalis se han reportado secuencias con cierta
homologia a algunas proteinas Atg (Fig. 7A), lo que sugiere que en este
protozoario tiene genes que codifican para proteinas Atg que participan en las
diferentes etapas de la autofagia: la induccién del proceso autofagico, la
envoltura, la formacion de la vesicula, la expansion de la vesicula, asi como
su terminacion, la recuperacién y/o rescate, el acoplamiento y fusion con un
lisosoma y por ultimo la ruptura de la vesicula dentro del lisosoma (Brennand
y col.,, 2011). Ademés, Huang y col.,, 2014 demostré en condiciones de
restriccion de glucosa (RG) la expresién a nivel de transcrito de al menos una

proteina Atg involucrada en cada etapa del proceso autofagico (Fig. 7B).
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1.4.2. Induccién de la Autofagia
En la etapa de induccidn se cree que TOR (proteina blanco de rapamicina) es

el iniciador de la via autofagica ya que actia como un sensor de los niveles de
aminoacidos y ATP. La inhibicion de la via TOR lleva a la regulacion positiva
a nivel transcripcional del gen atg8 (Kirisako y col., 1999; Huang y col., 2000).
El mecanismo por el cual TOR regula la autofagia es el siguiente: bajo
condiciones ricas de nutrientes TOR fosforila a Atgl3, Atgl3 en su forma
hiperfosforilada tiene baja afinidad por la proteina Atgl, por consiguiente se
reduce la actividad de cinasa de la Atgl. En contraste, cuando la actividad de
TOR es inhibida ya no ocurre la fosforilacion de Atg13 y de este modo se puede
asociar con la cinasa Atgl llevando a la induccion de la autofagia (Gozuacik y
Kimchi, 2004) (Fig. 8).
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Figura 7. Distribucién de los genes homologos de Atg en las diferentes especies
de protozoarios patégenos y expresion de algunos de los componentes de la
maquinaria de autofagia en T. vaginalis. A. Los circulos negros representan
secuencias ortélogas usando Atgs provenientes de Saccharomyces cerevisiae. Los
circulos grises representan secuencias homologas predictivas. Los nUmeros denotan
la cantidad de isoformas presentes en las distintas familias de genes paralogos. Los
asteriscos denotan la familia de genes donde el nimero de parélogos predichos no
fueron claros (Modificado de Brennand y col., 2011). B. Se muestran los genes de Atg
de T. vaginalis, con su respectivo TVAG, los cuales se expresan a nivel de transcrito
en distintas condiciones de glucosa: alta glucosa (1%, 12h) y en restriccion de glucosa
(GR) a 12, 24 y 36 h. Obteniendo su max. expresion a las 24 h en GR. (Tomado de
Huang y col., 2014).
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Figura 8. Induccién de la autofagia. Mecanismo en que se muestra la induccion de
la autofagia a través de la inhibicion de TOR (Modificado de Gozuacik y Kimchi, 2004).

1.4.2.1. Rapamicina, farmaco inductor de la autofagia
La rapamicina (sirolimus) es un antibiético macrociclico producido por la

bacteria Streptomyces hygroscopicus, y fue descubierto como un potente
agente antifangico, el cual se une al receptor intracelular FKBP12. La union
entre el receptor FKBP12 y rapamicina (FKBP12/rapamicina) inhibe la
autofosforilacion de TOR por lo que no ocurre la fosforilacién de Atgl3 y de
este modo tiene alta afinidad a la cinasa Atgl, permitiendo la formacién del
complejo Atgl3/Atgl, el cual tiene alta actividad. Rapamicina es el farmaco
mas utilizado para inhibir TOR y por ende para la induccion de autofagia
(Ballou y Lin, 2008) (Fig. 9).
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Figura 9. Rapamicina como inductor de autofagia. Mecanismo de accion de
Rapamicina sobre TOR y la induccién de autofagia.

1.4.3. Formacion de la membrana de aislamiento (fago6foro)

En este proceso esta involucrado el complejo tipo Il PI3-cinasa cuyo producto
es el fosfatidilinositol-3-fosfato. Este complejo esta formado por la proteina
Atgb6 (también conocida como Vps30; “Vacuolar protein sorting”), Atg14, Vps15
(serina cinasa miristilada) y la Vps34 (P13-cinasa) cuya principal funcion es la
formacion de la vesicula autofagica. La proteina Atgl4 funciona como un
adaptador para que se lleve a cabo la interaccidon de la proteina Atg6-Vps34
(Kimy col., 2002). La cinasa Vps15 regula la actividad de Vps34 (Stack y col.,
1995). Las proteinas que tengan el motivo PX (dominio FYVE) son capaces
de interactuar con PI3-P; fosforilado por la PI3-cinasa el cual posiblemente
conduce a la autofagia a través del reclutamiento de proteinas que contienen
este tipo de dominios y motivos necesarios para la formacion de la membrana
de aislamiento (Gillooly y col., 2001) (Fig.10).
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Figura 10. Formacién de la membrana de aislamiento. Mecanismo que muestra el
reclutamiento de las proteinas necesarias que interactian con el complejo de
fosfatidilinositol 3-cinasa para la generacion de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI13-P) a
partir de fosfatidilinositol (Pl) necesario para la formacion de la membrana de
aislamiento que dara origen al autofagosoma (Modificado de Gozuacik y col., 2004).

1.4.3.1. Wortmanina, inhibidor de fosfatidilinositol 3-cinasa

La wortmanina es un compuesto permeable; es decir; penetra a la célula por
simple difusion; es un metabolito fungico producido por varias especies de
hongos, incluido Penicillium wortmanni. Este compuesto actia como un
potente, selectivo e irreversible inhibidor de fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K).
La inhibicion de PI3K mediante el uso de wortmanina puede inhibir la
formacion de los autofagosomas (Ballou y col., 2008). La concentracion
recomendada para usar este compuesto es de 100 nM en las células para

ensayos donde se quiera involucrar la participacion de PI3K (Bain y col., 2007).

1.4.4. Alargamiento y Formacion del autofagosoma

En esta etapa del proceso autofagico participan dos sistemas de tipo
ubiquitinacion. El primero de ellos es el sistema de la Atg12, en el cual esta
proteina se conjuga con la Atg5 en una manera tipo ubiquitinacién (Ohsumi,
2001). Las reacciones de conjugacion inician por la activacion de Atgl2 por
una enzima tipo E1 la Atg7, seguido de la transferencia de la Atg12 por la Atg7
a una enzima tipo E2 la Atgl0, finalmente la Atgl2 es conjugada con la
proteina Atg5 a través de un enlace covalente entre la glicina del extremo
carboxilo terminal de Atgl2 y un residuo de lisina en la parte central de la

proteina Atg5. La conjugacion de estas dos proteinas ocurre inmediatamente
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después de la sintesis de Atgl2 por lo que casi todas las proteinas Atgl2
dentro de una célula se encuentra en una forma conjugada (Kuma y col.,
2002). La conjugacion de las proteinas Atg12/Atg5 es funcional en la formacion
y estabilizacion del complejo multimérico con la proteina Atgl6. Este complejo
se localiza en la membrana externa del autofagosoma y se disocia después

de la completa formacién de este organelo (Mizushima y col., 2001) (Fig. 11).

El segundo sistema tipo ubiquitinacion es el de la proteina Atg8, la cual tiene
como blanco a una molécula lipidica; fosfatidiletanolamina (PE; por su hombre
en inglés) (Ichimura y col., 2000). Para que esta reaccion de conjugacion
ocurra, la Atg8 tiene que ser procesada en el extremo carboxilo terminal al
tiempo de ser traducida. La proteasa encargada de esta reaccion es la Atg4;
la cual es una cisteina proteasa del clan CA de la familia 54 (Kirisako y col.,
2000); esta proteasa corta a la Atg8 en el extremo carboxilo terminal
exponiendo el residuo de glicina. La proteina tipo E1 Atg7, la cual es
responsable de la activacion de Atgl2 también activa a Atg8. Por otro lado, la
proteina tipo E2; la Atg3 es especifica para el sistema de conjugacion de la
Atg8 (Ichimura y col., 2000). La participacion de todas estas proteinas facilita
la unién a través de un enlace amida entre la glicina del extremo carboxilo de
la Atg8 y el grupo amino de la fosfatidiletanolamina (PE), de esta forma se
encuentra anclada a la membrana del autofagosoma (Fig. 11). Esta reaccion
de lipidacién es reversible y la proteina encargada de realizar este proceso es
la proteasa Atg4 (Kirisako y col., 1999).

La Atg8 de levadura tiene gran numero de isoformas y de ortélogos en
eucariontes superiores asi como en mamiferos, por lo cual fue propuesta como
marcador de vacuolas autofagicas y de actividad autofagica (Kabeya y col.,
2000; Kamada y col., 2000).
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Figura 11. Sistema de tipo ubiquitinacién involucrado en la formacion del
autofagosoma. Se muestran las proteinas involucradas en los dos sistemas de tipo
ubiquitinacion. Atg: es sin6nimo de Atg, PE: Fosfatidiletanolamina (Tomado de
Gozuacik y col., 2004).

1.4.5. Familia de proteinas Atg8

Las proteinas Atg8 son tipo-ubiquitina (Ubl) que juegan un papel importante
en la biogénesis del autofagosoma. Este tipo de familia comprende un solo
miembro en levaduras y distintos homologos; a nivel de secuencia de
aminoécidos; en mamiferos, agrupados en tres subfamilias: LC3 (light-chain
3), GABARAP (Y-aminobutyric acid receptor-associated protein) y GATE-16
(Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa) (Slobodkin y Elazar, 2013).

Las Atg8 son sintetizadas como precursores en el citosol y pueden presentar
diferentes modificaciones post-traduccionales que les permiten participar de
manera multiple en el proceso autofagico, ya sea en el reclutamiento de cargos
especificos destinados a la degradacién dentro de los lisosomas y/o en

promover la maduracién del autofagosoma (Slobodkin y Elazar, 2013)

LC3 fue el primero homoélogo de Atg8 en mamiferos en ser caracterizado. Fue
originalmente identificado como la cadena ligera de las proteinas 1A y AB
asociadas a microtubulos en cerebro de rata. Su implicacién en la autofagia
fue demostrado por Kabeya y col., 2000, quien encontré que LC3 se procesa
post-traduccionalmente en dos formas: LC3-I, localizado en el citosol y LC3-I1,

la forma conjugada con PE, la cual se asocia con la membrana del
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autofagosoma. La cantidad de LC3-II detectada ha sido correlacionada con la
cantidad de autofagosomas formados.

Los otros dos homadlogos de Atg8 pertenecen a la subfamilia de GABARAP y
GATE-16, los cuales inicialmente fueron caracterizados como factores
pertenecientes al trafico vesicular intracelular. GATE-16 fue encontrado
interaccionando con el factor Golgi v-SNARE (vesicle-associated N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors), mediante esta
interaccion, GATE-16 modula el transporte intra-Golgi (Sagiv y col., 2000).
GABARAP fue identificado como un factor citosélico que regula el transporte
intracelular de las subunidades Y2 de los receptores GABAAa. Se demostré que
tanto GATE-16 y GABARAP se procesan de manera post-traduccional,
existiendo dos formas modificadas (1 y Il) (Kabeya y col., 2004). La conversion

en la forma Il de ambas proteinas se asocia con autofagosomas.

Estudios estructurales de varios miembros de las familias de Atg8 indican que
las proteinas Atg8 comparten fuertemente similitud a nivel de estructura con
ubiquitina (Sugawara y col., 2004); sin embargo, a nivel de secuencia de
aminoacidos muestras algunas diferencias. Por ejemplo; la primera a-hélice
en LC3 es béasica, mientras que en GATE-16 y GABARAP tiene una naturaleza
acida. La segunda a-hélice es acida en LC3, neutral en GATE-16 y basica en
GABARAP. Probablemente las diferencias entre las diversas proteinas Atg8
podrian conferir cierta especificidad hacia las proteinas blanco o las diversas
funciones. Algunas diferencias en la distribucion en los tejidos de las proteinas
Atg8, podrian sefalar funciones tejido-especificas de algunos miembros de
esta familia (Shpilka y col., 2011).

1.4.5.1. Funciones de la familia de proteinas Atg8
Biogenesis del autofagosoma
Atg8 es una proteina crucial en el proceso de la biogenesis del autofagosoma

(Kirisako y col., 1999). La expresion de esta proteina en levaduras es inducida

bajo condiciones de inanicion. La cantidad de Atg8 lipidada, localizada en
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estructuras tipo autofagosoma, aumenta al inducir la autofagia y correlaciona
con el grado de formacion de autofagosomas. Los niveles de Atg8 determinan
el nivel de autofagia y el control en el tamafio del autofagosoma (Xie y col.,
2008).

La manipulacion en la expresion de los diferentes miembros de Atg8 en las
subfamilias presentes en mamiferos (LC3, GABARAP y GATE-16) mediante
el uso de RNAs de silenciamiento, knock-down y/o sobreexpresion, revelan
que cada miembro de las subfamilias contribuye a la biogenesis del
autofagosoma, pero en diferentes etapas de este proceso. Aunque la familia
de LC3 media la elongacion de la membrana de aislamiento o fagoforo, las
familias de GABARAP y GATE-16 podrian estar involucradas rio abajo del
proceso de maduracién, posiblemente en el cierre del autofagosoma
(Weidberg y col., 2010).

Seleccion del cargo autofagico

La autofagia, por mucho tiempo, ha sido considerada como un proceso de
degradacion no selectivo. Sin embargo, recientemente se ha demostrado un
tipo de autofagia en el cual el cargo citoplasmico es seleccionado por Atg8
previamente antes de ser degradado dentro de los lisosomas. Ejemplos de
autofagia de organelos: peroxisomas (pexofagia), mitocondria (mitofagia),
reticulo endoplasmico (reticulofagia), bacterias o virus (xenofagia) y/o
ribosomas (ribofagia) (Johansen y Lamark, 2011). Ademés del papel que
tienen las Atg8 en la biogenesis del autofagosoma, son factores centrales para
la seleccién del cargo que sera englobado por los autofagosomas, lo cual
ocurre a través de la interaccion de proteinas adaptadoras también conocidas
como receptores autofagicos que son el vinculo entre los sustratos o blancos
autofagicos y las Atg8-asociadas a autofagosomas. Estos receptores
autofagicos también son degradados a través de la autofagia (Johansen y
Lamark, 2011).

26



La interaccién entre los receptores autofagicos con los homoélogos de Atg8 es
mediante un motivo lineal corto, nombrado LIR (LC3-interacting region), el cual
esta conformado por la secuencia consenso W/F/Y-X-X-L/I/V y cerca de este

motivo hay al menos un residuo acido (Slobodkin y Elazar 2013).
Reclutamiento de la maquinaria autofagica

La interaccion entre las proteinas Atg8 con las demas proteinas de la
maquinaria autofagica es dependiente del motivo LIR. Existe una interaccion
directa entre el motivo LIR de Atg8 con la proteina Atgl (reguladora de la
autofagia), la cual estd involucrada en la etapa de induccion del proceso
autofagico. Incluso se ha encontrado la interaccion de Atg8 con varios
miembros de las proteinas Rab, de las cuales algunas de ellas se han visto
implicadas en la regulacion del anclaje y fusion entre las membranas de las

vesiculas relacionadas con la autofagia (Slobodkin y Elazar, 2013).
Como herramienta para monitorear el proceso autofagico

Como las proteinas Atg8 se asocian especificamente con estructuras
prematuras del proceso autofagico (membranas de aislamiento o fagoforos) y
con las estructuras maduras como son los autofagosomas. Dado que existe
una correlacién entre Atg8 con el nimero de autofagosomas, estas proteinas
son ampliamente usadas como marcadores especificos para monitorear los
autofagosomas presentes, asi como la actividad autofagica en un tipo de
célula. Mdultiples ensayos son utilizados para detectar y cuantificar las
proteinas Atg8 tanto en levadura como en células de mamifero, dentro de los
cuales estan: Western Blot, microscopia de fluorescencia y citometria de flujo
(Cheong y Klionsky, 2008; Klionsky y col., 2008).

La induccién de la autofagia va acompafiada por un incremento en la
conversion de la forma soluble de Atg8 (Atg8-1) a la forma conjugada con el
lipido PE y unida a membrana (Atg8-1l). La acumulacion de Atg8-Il sera

indicativo de la presencia de autofagia inducida en una célula. La forma

27



lipidada de Atg8 se puede separar de la forma soluble por su rapida migracién
durante una electroforesis ya que tiene menor peso molecular (Slobodkin y
Elazar, 2013).

Es importante sefialar que en algunos casos la cantidad de proteina Atg8 asi
como su procesamiento puede ser tipo tejido o célula-dependiente, ademas
de que puede estar involucrada en otros procesos celulares ademas de la

autofagia.

1.4.6. Funciones no-autofagicas del proceso autofagico

La autofagia puede tener funciones diferentes dependiendo del organismo en
que suceda, asi como la finalidad que tenga. Por ejemplo: en los parasitos
puede participar en la sobrevivencia, en la diferenciacion dentro del ciclo de
vida, asi como en la patogénesis de los mismos. En los parasitos
tripanosomatidos es importante para la diferenciacion durante sus ciclos
celulares (Alvarez y col., 2008). En los parasitos del Phylum Apicomplexa la
autofagia participa en la remocién de organelos importantes para la invasion
celular (Jayabalasingham y col.,, 2010). También se ha propuesto a la
autofagia como una via de secrecibn no convencional (Manjithaya y
Subramani, 2011).

Autofagia como una via de secrecién no convencional

Uno de los primeros ejemplos de secrecion no convencional fue el de la
proteina citosdlica IL-1B; una citosina proinflamatoria en células de mamifero.
Esta citosina carece de péptido sefial, reside en el citosol como un precursor
inactivo y su secrecion es muy importante para sus funciones biologicas. La
secrecion de esta IL-1 se asocia con la maquinaria autofagica (Dupont y col.,
2011; Jiang y col., 2013; Rabouille y col., 2012) ya que su secrecion depende

de Atg5 asi como de Rab8a (GTPasa pequefia), la cual regula el trafico hacia
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la membrana plasmaética y la secrecion del cargo seleccionado en el proceso

autofagico (Ponpuak y col., 2015) (Fig. 12).

Incluso se ha observado la secrecion de organelos citoplasmaticos, como las
mitocondrias durante la maduracion del reticulocito, la cual depende de la
autofagia selectiva de este organelo para su exocitosis (Schweers y col., 2007)
(Fig. 12).
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Figura 12. Vias de secrecién no convencional. Se muestran las vias de secrecion
no convencional, donde se propone a la autofagia como una de ellas (Tomado de
Ponpuak y col., 2015).

En el caso de T. vaginalis otra de las funciones de la autofagia ademés de la
sobrevivencia es que posiblemente participa en la relocalizacion de proteinas
metabdlicas hidrogenosomales hacia la membrana del parasito (Brennand y
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col., 2011), ya que estudios realizados por microscopia electronica
demuestran que la PFO (piruvato:ferredoxin oxidoreductasa) se localiza en la
superficie del parasito como adhesina (AP120) (Moreno-Brito y col., 2005;
Meza-Cervantez y col., 2011) cuando el parasito se cultiva en altas
concentraciones de hierro. Por lo que se propone que sea a través de la
autofagia del hidrogenosoma el mecanismo por el cual esta enzima llega a la

superficie y funcione como adhesina en altas concentraciones de hierro.
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2. Justificacion

Trichomonas vaginalis es un parasito con proteinas multifuncionales cuya
localizacion y funcion dependen de las condiciones ambientales. Tal es el caso
de la PFO-A que al ser una enzima hidrogenosomal también se le encuentra
en membrana plasmatica como la adhesina AP120 en altas concentraciones
de hierro en donde se observa un aumento de los niveles de adhesion;

sugiriendo un mecanismo inducido por hierro.

Con estos antecedentes nos preguntamos: ¢Participa la autofagia del
hidrogenosoma inducida por alto hierro como un evento inicial para la

relocalizaciéon de la AP120/PFO-A a la membrana plasmética del parasito?
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3. Hipotesis

En Trichomonas vaginalis la proteina TvAtg8b participa en la formacion del
autofagosoma como respuesta tipica autofagica al estrés por restriccion de
glucosa o hierro. Sin embargo, en condiciones de alto hierro ocurre una
autofagia organelo especifica (hidrogenofagia) utilizada como via de
transporte para la proteina hidrogenosomal AP120/PFO-A hacia la membrana

plasmatica para funcionar como adhesina.
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4. Objetivo General

Estudiar la biogénesis del autofagosoma, la participacion de la proteina Atg8b
en el proceso autofdgico y la autofagia de hidrogenosomas de T. vaginalis
como una posible via de relocalizacion de AP120/PFO-A hacia la membrana
plasmatica bajo diferentes condiciones inductoras del proceso autofagico.

4.1. Objetivos Particulares

1. Comparar a nivel de ultraestructura diferentes condiciones inductoras de

autofagia.

2. Analizar la expresion a nivel de proteina y localizaciéon de Atg8 en T.

vaginalis en diferentes condiciones inductoras de autofagia.

3. Describir la biogénesis del autofagosoma en las diferentes condiciones

inductoras de autofagia.

4. Analizar la localizacion de AP120/PFO-A en condiciones inductoras de

autofagia.

5. Estudiar la relocalizacion de AP120/PFO-A a la superficie del parasito

en alto hierro y en presencia de inhibidores de autofagia.
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5. Estrategias Experimentales

1. Comparar a nivel de ultraestructura diferentes condiciones inductoras de
autofagia.

F
I
-

Con este objetivo se pretende responder la siguiente pregunta: ¢Cualquier
condicion inductora de autofagia induce la autofagia selectiva de
hidrogenosoma?



2. Analizar la expresion a nivel de proteina y localizacion de Atg8 en T.
vaginalis en condiciones inductoras de autofagia.

2.1. Clonar y expresar las proteinas recombinantes Atg8 de T. vaginalis.

Obtencién de proteinas recombinantes TvAtg8 r

Clonacion en el vector de
expresion (pCold I)

Transformacion en células
E. coli (BL21)

Induccion con IPTG [1mM]
a 16 °C por 16 h

Purificacion por afinidad a
Ni2*/Inmunizacion

Obtencion de anticuerpos a-TvAtg8r
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2. Analizar la expresion a nivel de proteina y localizacién de Atg8 en T.
vaginalis en condiciones inductoras de autofagia.

Cultivo de T. vaginalis

Cultivo en Cultivo con
Rapamicina

Cultivo en Hierro

Glucosa

Expresion a
nivel de
proteina de
TvAtg 8

I Localizacion de Atg8

¢Porqué es importante seguir la expresion de Atg8? La deteccion de esta
proteina es importante ya que es el marcador especifico de autofagia, dado
gue se ancla a la membrana del autofagosoma, organelo caracteristico de este
proceso.
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3. Describir la biogénesis del autofagosoma en las diferentes condiciones
inductoras de autofagia.

Cultivo de T. vaginalis

Cultivo en | Cultivo con

Rapamicina Cultivo en Hierro

Glucosa

Biogénesis del
autofagosoma

¢ Porqué es importante visualizar la formacion de este organelo? La presencia
de los diferentes pasos de la formacion del autofagosoma, confirmarian un
proceso autofagico activo presente en la diferentes condiciones ambientales.
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4. Analizar la localizacion de PFO/AP120 en T. vaginalis en condiciones
inductoras de autofagia.

-—
—

Con este objetivo se pretende responder la siguiente pregunta: ¢Se requiere
de la autofagia de hidrogenosoma inducida por alto hierro para relocalizar a
PFO-A del hidrogenosoma a la superficie del parasito?



5. Estudiar la relocalizaciéon de AP120/PFO-A del hidrogenosoma hacia la
superficie del parasito en la condicibn de alto hierro, utilizando
inhibidores de autofagia.

[ Cultivo de 0 hasta 40 min ]

Con este objetivo se pretende responder la siguiente pregunta: ¢ Si se inhibe
la autofagia, AP120/PFO-A ya no se relocaliza a la membrana plasmética de
T. vaginalis?



6. Materiales y Métodos

6.1. Cultivo de parasitos
Parasitos de T. vaginalis (3.75 x 10930 ml) del aislado CNCD 188 (Centro

Nacional de Clinicas de Displasias del Hospital General de México) de una
semana de descongelacion se cultivaron por 24 h a 37°C en medio triptona-
extracto de levadura-maltosa (TYM) (apéndice), el cual contiene 20 uM de
hierro (condiciones normales, N) con 10% de suero de bovino adulto (SBA)
inactivado por calor, para obtenerlos en fase logaritmica de crecimiento. Para
los cultivos suplementados con altas (AH) o bajas (RH) concentraciones de
hierro, se agreg6 al medio la solucion de sulfato ferroso amoniacal a una
concentracion final de 250 uM (apéndice) o 2,2-dipiridilo (agente quelante de
hierro) (Cat. No. D-7505, Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 150 uM
(apéndice) ~18 h antes de agregar el indculo de parasitos. Para los ensayos
de glucosa, los parasitos se crecieron a 37 °C en medio triptona-extracto de
levadura (TY) suplementado con 10% SBA y con glucosa ((D(+)-Glucosa
anhidra), Cat. No. 15866, Merck) a una concentracién final de 50 mM (alta
glucosa; AG) durante 3 dias, al cuarto dia se iniciaron los ensayos con cultivos
en AG o en restriccion de glucosa (RG) sin adicionar glucosa al medio TY-10%
SBA (concentracion final de glucosa <1 mM proveniente de los componentes
del medio). Para los ensayos con Rapamicina (Rapa; Cat. No. R8781, Sigma-
Aldrich), los parasitos se cultivaron con este inductor a una concentracion final
de 500 nM en medio TYM suplementado con 10% SBA durante 12 h a 37 °C
(en el apartado de resultados se muestra la viabilidad celular y la razén por la

cual se eligio esta concentracion final y este tiempo).

6.2. Procesamiento de muestras para estudio ultraestructural por
microscopia electronica de transmision (MET)

6.2.1. Fijacion
Los parasitos (30 x 10°) lavados con PBS pH 7.0 se fijaron con glutaraldehido

al 2.5% en cacodilato de sodio 0.1 M durante 1 h a temperatura ambiente (TA),
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se centrifugaron a 2, 300 rpm durante 5 min a TA, se hicieron cuatro lavados
con amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M; entre cada lavado la muestra
se centrifugd a 2, 500 rpm durante 5 min a TA. Luego se post-fijo con tetradxido
de osmio (OsOa4) 1% en cacodilato de sodio 0.1 M conteniendo ferri-cianuro de
potasio 1.5% por 20 min a TA, (a partir de aqui las muestras van protegidas
de la luz), se centrifugd a 2, 600 rpm por 5 min a TA, se hicieron tres lavados
con cacodilato de sodio 0.1 M centrifugando a 2, 300 rpm por 6 min a TA, se
realizé un lavado con agua bidestilada centrifugando a 2, 300 rpm por 6 min a
TA.

6.2.2. Deshidratacién
Las muestras se deshidrataron con concentraciones graduales de alcohol

etilico de 25%, 50%, 70%, 90% y dos veces con 100%. Con cada porcentaje
de alcohol se incub6 10 min en movimiento (agitacidn orbital) a TA. Entre cada
uno se centrifugd a 2, 300 rpm por 5 min a TA. Por ultimo, los parasitos se
trataron con Oxido de propileno por 10 min a temperatura ambiente en
movimiento y protegidos de la luz, se centrifugd a 2, 300 rpm por 5 min a TA

para eliminar el 6xido de propileno (Polyscience, Inc.).

6.2.3. Preinclusion
Para la preinclusion, las muestras se dejaron en una mezcla 1:1 de resina

Poly/Bed 812 (Kit Polyscience, Inc.) y 6xido de propileno durante toda la noche

en movimiento a TA.

6.2.4. Inclusién
Los parasitos se centrifugaron a 2, 300 rpm por 10 min a TA, se decanté el

sobrenadante y se afiadié una mezcla de 2:1 de resina Poly/Bed 812 y oxido
de propileno por 1.5 h a TA, se centrifugo a 2, 300 rpm por 10 min a TA, se

hicieron dos cambios de resina Poly/Bed 812 pura (dos cambios durante 80
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min cada uno) se centrifugé a 3, 000 rpm por 20 min a TA. La muestra se
cubrié bien con la resina nueva, se etiquetd y se polimerizaron las muestras

en un horno a 56 °C por 24 o0 48 h para que la resina polimerizara.

6.2.5. Corte
La pirdmide se tallé y se realizaron los cortes en el ultramicrotomo iniciando

con una cuchilla de vidrio, para obtener cortes semifinos; los cuales se
recogieron con ayuda de un asa y se tifleron con azul de toluidina. Este
colorante se calento en la parrilla hasta que la superficie del colorante mostro
un tono metalico, entonces se lavé con agua destilada y la muestra se observo
en el microscopio 6ptico y se ubicd dentro de la pirdmide el sitio para iniciar
los cortes finos, los cuales se realizaron mediante una cuchilla de diamante y

se colocaron en rejillas de cobre de 300 cuadros.

6.2.6. Contraste
Para contrastar los cortes se mont6 una camara libre de humedad (con perlas

de NaOH), dentro de la cAmara se afiadieron gotas de acetato de uranilo 5%
(cada gota corresponde a una rejilla), las rejillas se colocaron sobre las gotas
de uranilo de tal manera que los cortes estuvieran en contacto con la solucion
durante 20 min, se lavaron con agua bidestilada y se dejaron secar sobre papel
filtro. En la misma camara se afiadieron gotas de citrato de plomo, las rejillas
se incubaron durante 1 min y se enjuagaron con agua bidestilada. Por altimo,
las rejillas se secaron sobre papel filtro y se observaron al microscopio
electronico de transmision (JEM-1011, JEOL Ltd., Tokio, Japon).

NOTA: En los resultados se muestran las imagenes representativas de cada
condicion. Se cuenta con una fototeca de cada condicion, en la cual hay un

minimo de 10 imagenes por condicion.
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6.3. Ensayo RT-PCR
Para amplificar los genes tvatg8a y tvatg8b encontrados en el genoma de T.

vaginalis (Carlton y col., 2007), se disefiaron oligonucleétidos especificos
como iniciadores para cada uno de los genes (Sigma-Aldrich) en sentido (5°-
ATGTTTTCATCAAAGAACGAATCTCGCTACAAACGCG-3") y en antisentido
(3"-TTAATTAGAGCCGAATGAGTTATCAGAGCTG-5") para el gen tvatg8a.
Para el gen tvatg8b se usaron estos oligonucleodtidos en sentido (5°-
ATGGAGTTGCAAAGTCTTGACAGATC-3) y en antisentido (3'-
TCACAAAAATCCGTAAGCAGAGTCAG-5"). La mezcla para la RT-PCR se
realizé en tubos con paredes delgadas de 0.6 ml y como volumen final 50 pl,

afiadiendo un volumen de agua inyectable de 30.5 ul, amortiguador de la
enzima Easy-A 10x con MgCl2 5 pl, 1 yl de deoxirribonucledtidos trifostatados
(dNTPs) 10 mM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP), 0.5 pl de la enzima de alta
fidelidad Easy-A (Agilent Technologies; Stratagene), 1 ul de cada par de
iniciadores correspondiente para cada gen y 3 pl de cDNA (100 ng/ul). Como
controles: (+) se utiliz6 DNA gendmico (3 pl), (-) sin el DNA templado, como
control de carga B-tubulina y como control de RT se utiliz6 el RNA tratado con
DNasa I. Las condiciones de RT-PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion
a 94 °C 2 min 1 ciclo, desnaturalizacion a 94 °C, alineamiento a 55 °C,
extensién a 72 °C 1 min; estas tres etapas por 30 ciclos; la extension final a 72

°C 7 min 1 ciclo y enfriamiento a 4 °C hasta su analisis.

Para el gen tvatg4 (TVAG_023970) se disefiaron oligonucléotidos especificos
como iniciadores, en sentido (5"-GGGAACCACCATCATACAATCT-3") y en
antisentido (5"-CAACTTCCCAGTCGTCTTCTAC-3"). La mezcla para la RT-
PCR se realiz6 igual que arriba mencionado, lo que cambié fueron las

condiciones de PCR, las cuales fueron las siguientes: desnaturalizacién a 94
°C 2 min 1 ciclo, desnaturalizacién a 94 °C, alineamiento a 55 °C, extension a
72 °C; estas tres etapas 1 min 25 ciclos; la extension final a 72 °C 7 min 1 ciclo

y enfriamiento a 4 °C hasta su analisis.
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6.4. Extraccion de DNA plasmidico por el kit “GENE JET™ PLASMID
MINIPREP KIT PROMEGA-FERMENTAS”
Los cultivos bacterianos provenientes del glicerol de la clona 1 (DH5a) del gen

tvatg8b se centrifugaron a 8 000 rpm durante 2 min a 4 °C en tubos Eppendorff
de 1.5 ml, las pastillas se resuspendieron en 250 pl de la solucion de
resuspension, se agregaron 250 pl de la soluciéon de lisis mezclando por
inversion, se agregaron 350 pl de la solucion de neutralizacion mezclando
inmediatamente por inversion, se centrifug6 a 13 000 rpm durante 5 min para
precipitar el DNA cromosomal, el sobrenadante se transfirié a la columna del
kit “Gene JET™”, se centrifugd a 13 000 rpm durante 1 min a 4 °C, se descarté
el eluido, se agreg6 500 pl del amortiguador de lavado, se centrifugd a 13 000
rom a 4 °C, se descarto el eluido y el DNA plasmidico (DNAp) se eluy6 en 40
ul de agua inyectable. Se almacend a -20 °C. Se verifico la extraccion del

DNAp en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x (apéndice).

6.5. Amplificaciéon por PCR del inserto tvatg8a/b con los sitios de corte
para las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll
Para amplificar el gen tvatg8a (TVAG_486080) encontrado en el genoma, se

disefiaron oligonucledtidos especificos (Sigma-Aldrich) en sentido (5'-
GGCGGGATCCATGTTTTCATCAAAGAACGAATCTCGCTACAAACGCG-3)
el cual tiene el sitio de corte para BamHI y en antisentido (3'-
GGCGAAGCTTTTAATTAGAGCCGAATGAGTTATCAGAGCTG-5") para el
gen tvatg8a. Para el gen tvatg8b (TVAG_239800) encontrado en el genoma,
se disefiaron oligonucledtidos especificos (Sigma-Aldrich) en sentido (5'-
GGCGGGATCCATGGAGTTGCAAAGTCTTGACAGATC-3", el cual tiene el
sitio de corte para BamHI y en antisentido (5"-
GGCGAAGCTTTCACAAAAATCCGTAAGCAGAGTCAG-3'), el cual tiene el
sitio de corte para Hindlll.La mezcla para la PCR se realizdé en tubos con
paredes delgadas de 0.6 ml y como volumen final 50 pl, afladiendo un volumen
de agua inyectable de 41 ul, amortiguador de la enzima Easy-A 10x con MgClz
5 pl, 1 pl de deoxirribonucleétidos trifostatados (ANTP’s) 10 mM (dATP, dTTP,

44



dGTP y dCTP), 0.4 pl de la enzima de alta fidelidad Easy-A (Agilent
Technologies; Stratagene), 0.3 ul de cada uno de los iniciadores y 2 ul de DNA
plasmidico (DNAp) (100 ng/ul). Como controles: (+) se utilizé DNA gendémico
(2 ub), (-) sin el DNA templado. Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
desnaturalizaciéon a 94 °C 2 min 1 ciclo, desnaturalizacion a 94 °C 1 min,
alineamiento a 57 °C 30 seg, extension a 72 °C 1 min; 30 ciclos; la extension
finala 72 °C 7 min 1 ciclo y enfriamiento a 4 °C hasta su analisis. Electroforesis

en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x.

6.6. Purificacion del producto de PCR
A partir de un gel preparativo de agarosa al 2% en TBE 1x, se prosiguio a

realizar la purificacion del fragmento de DNA con el kit QIAGEN (QIAquick gel
extraction kit 250; Cat. No. 28706; Lot. No. 130157007) cortando el fragmento
de agarosa (con el producto de interés) con un bisturi estéril en un
transiluminador de luz ultravioleta, los fragmentos se colocaron en tubos
Eppendorff de 1.5 ml, se agreg6 a cada tubo 800 ul del amortiguador QG, se
incubo a 50 °C por 10 min mezclando por inversion cada 2 o 3 min durante la
incubacion. Después de que el gel se disolvi6 completamente, se reviso el
color de la mezcla la cuél debia tener un color similar al del amortiguador QG,
en caso contrario se afadieron 10 ul de acetato de sodio 3 M pH 5.0
(apéndice). Para la purificacion del DNA se tomaron 1.6 ml y se colocaron en
la columna de purificacion del Kit, se centrifugé a 13 000 rpm durante 1 min a
4 °C; para que se una el DNA a la columna; se descarté el eluido, se le afiadid
500 pl del amortiguador QG a la columna, se centrifugd a 13 000 rpm durante
1 min a 4 °C, se descarto el eluido, se agreg6 750 ul del amortiguador PE a la
columna y se centrifug6é a 13 000 rpm durante 1 min a 4 °C. A la columna se
le dio una dltima centrifugacion adicional para eliminar el etanol residual. Para
eluir el DNA se agregaron 30 pul de agua inyectable y antes de centrifugar se
dejé 5 min a temperatura ambiente. La purificacion del DNA se verificd en un

gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x. El DNA purificado se almacené a -20 °C.
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6.7. Ligacion en el vector pGEM®T easy
Para clonar y secuenciar el amplicon obtenido por PCR, se preparo la siguiente

mezcla de ligacion en un tubo de 0.6 ml, se afiadié 6 ul del amortiguador de
ligacion 2x (Promega), se agregd 8 ul del inserto purificado (tvatg8a/b), se
afiadié 1 pl del DNA vector (0GEM®T 50 ng/ul Promega) y se agregé 1 ul de
T4 DNA ligasa (100 U, Promega), se homogeniz6 cuidadosamente y la mezcla
se incub6 toda la noche a 4 °C.

6.8. Transformacién de células competentes JM109
Las células competentes se colocaron en hielo (4 °C), para que se

descongelaran, dos viales de JM109, se les afadi6 10 pl de reaccion de
ligacion para cada vial de células competentes, se incubaron en hielo durante
30 min, se dio un choque térmico a las células a 42 °C por 45 s y se colocaron
en hielo durante 2 min. Las células se resuspendieron en 1 ml de medio LB
(Medio Luria-Bertani) (apéndice) a 37 °C, se incubaron durante 2 h con 20 min
a 37 °C en agitacion constante (200 rpm), se centrifug6 a 13, 000 rpm durante
1 min a 4 °C, se descarté 800 ul del sobrenadante, las bacterias se
resuspendieron con 20 ul de LB y se espatularon con la varilla de vidrio en LB
agar (apéndice) (20 ml de medio LB agar, 20 pl de ampicilina 100 pg/ml, 100
pl de IPTG 0.5 mMy 20 ul de X-Gal 50 mg/ml) y se incubd toda la noche a 25

°C, para observar el crecimiento de colonias blancas/azules.

En este paso se realiz6 la extraccion del DNAp con kit para la secuenciacién
y para realizar la doble digestion, seguido de la purificacién del inserto con kit

para finalmente ligar al inserto con el vector de expresion pColdl.

6.9. Caracterizacion de las clonas positivas mediante secuenciacion de
DNA
La secuenciacion del DNAp de las clonas seleccionadas se realizé por el

método de Sanger con iniciadores universales (T7 “promotor’ y M20 “reverse”)

en el secuenciador automatico del Instituto de Biologia de la UNAM.
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Posteriormente, la traduccion tedrica de la secuencia se realiz6 con los
programas DNAMAN y MUSCLE (3.8).

6.10. Caracterizacién de las clonas positivas mediante doble digestion
(DD) con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll
El DNAp de la construccion pPGEM®-T Easy/tvatg8a/b (5 ug) se tratdé con las

enzimas de restriccion que generan extremos cohesivos (BamHI y Hindlll) de
acuerdo a las siguientes condiciones de reaccion, en un volumen final de
reaccion de 50 pl en tubos de 0.6 ml. Al tubo se afadi6 22.5 pl de agua
inyectable, Buffer 2 (New England, BioLabs.) 5 pl equivalentes a una
concentracion final 1x, 0.5 pl de BSA 100x, equivalente a una concentracion
final 1x, 3 ul de cada una de las enzimas de restriccion (BamHI y Hindlll). La
reaccion se incub6 a 37 °C durante 3 h. Se corroboré la DD por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x.

El inserto liberado se purific6 nuevamente utilizando el Kit QIAquick®,
corroborando su purificacién mediante la electroforesis en un gel de agarosa

al 1.5% en TBE 1x, se almacen6 a -20 °C.

6.11. Clonacién y expresion de las proteinas TvAtg8ay TvAtg8b en un
sistema procarionte
El vector pColdl tiene un tamafio de 4, 407 pb, un marcador de resistencia a

ampicilina y una secuencia de 6 histidinas en el N-terminal para la purificacion
de la proteina recombinante por afinidad a niquel. Para la subclonacién del
gen tvatg8a/b se utilizé el inserto liberado mencionado en la metodologia
anterior. Se extrajo DNap del vector vacio el cual fue linearizado usando
primero la enzima Hindlll, con la siguiente condicién de reaccion: Volumen
total de 50 pl en tubos de 0.6 ml. Se afadio 23.25 pl de agua inyectable, Buffer
2 (New England, BioLabs.) 5 pl equivalentes a una concentracion final 1x, 3 pl
de la enzima de restriccion Hindlll y 6 pug de DNAp. La reaccion se incubo a 37

°C durante 3 h. Se corroboro la linearizacion por electroforesis en un gel de
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agarosa al 1.5% en TBE 1x, seguido de la purificacién del vector linearizado
con el Kit QIAquick®, corroborando su purificacion mediante la electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x. Se tratd con la enzima de restriccion
BamHlI, se utilizo la siguiente condicion de reaccion: Volumen total de 50 pl en
tubos de 0.6 ml, se afiadié 15 ul de agua inyectable, Buffer 3 (New England,
BioLabs.) 5 pl equivalentes a una concentracion final 1x, 3 pl de la enzima de
restriccibn BamHI y 5 pg de DNAp, incubandose a 37 °C por 3 h. Sélo el vector
se trato con 1 ul de la enzima fosfatasa alcalina (CIP) (New England, BioLabs.)
a 50 °C por 2 h. Se adicion6 esta enzima principalmente para quitar los grupos
fosfatos el extremo 5" y 3" y de este modo evitar que el vector se religue. Se
volvié a purificar el vector con el Kit QIAquick®, obteniendo un volumen final

de 40 ul del purificado.

El vector pColdl y los insertos de 372 pb del gen tvatg8a y el de 342 pb del gen
tvatg8b se ligaron en una proporcién 1:3 (vector: inserto) usando 0.5 ul de T4
DNA ligasa 40, 000 U (BioLabs) en una reaccion de 20 pl, incubando toda la
noche (aprox 16 h) a 16 °C. Para la inactivacion de la ligasa, la reaccion de

ligacidon se incub6 a 65 °C durante 10 min.

Después, en las células competentes E. coli (DH5a) (50 pl) el DNAp se
transformé con 5 pl de reaccion de ligacion, se incubaron en hielo durante 30
min, se les dio un choque térmico a 42 °C por 45 seg, se colocaron en hielo
durante 2 min, se adicion 900 pl de medio LBy se incub6 37 °C durante 1 h
con agitacion constante (200 rpm), se centrifug6 a 8 000 rpm durante 2 min a
4 °C, descartando el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 20 ul de
medio LB y estri6 en una placa de LB agar-ampicilina (100 pg/ml). Para
determinar la presencia del inserto se obtuvo el DNAp por lisis alcalina, se
analizé mediante PCR con los oligos especificos del vector pColdl; sentido (5”-
ACGCCATATCGCCGAAAGG-3") y antisentido (5°-
TGGCAGGGATCTTAGATTCTG-3") y por restriccion con las enzimas usadas

en la clonacion (BamHI y Hindlll). Los productos de PCR asi como las DD se
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analizaron en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x. Las clonas positivas se
almacenaron con glicerol al 10% a -72 °C.

6.12. Miniprep lisis alcalina para la obtencion de DNAp
Para obtener el DNAp, de los cultivos bacterianos en un volumen de 5 ml se

tomaron alicuotas en tubos Eppendorff de 1.5 ml, se centrifugé a 13 000 rpm
por 1 min entre cada alicuota. Cada pastilla de bacterias obtenida se
resuspendio con 100 ul de solucién | (apéndice) fria'y se mezcl6 por inversion.
A cada tubo se le agregaron 200 pl de solucion Il (apéndice) fresca (se prepara
al momento), se mezcld por inversidon dejando en hielo; inmediatamente
después se adicion6 150 pl de solucion Il (apéndice) fria, se mezclo
suavemente por 10 s, se incub6 en hielo 5 min y se centrifugdé a 13 000 rpm
durante 5 min. Se recuperaron los sobrenadantes en tubos nuevos y se
realizaron las extracciones fenol-cloroformo. La primera extraccion fue con un
volumen 1:1 de fenol:cloroformo, se homogeniz6 por inversion y se centrifugd
a 13 000 rpm por 5 min. Las fases acuosas se transfirieron a tubos nuevos, se
realizé la segunda extraccion con un volumen de cloroformo, se homogenizo
por inversion y se centrifugdb a 13 000 rpm durante 3 min a 4 °C y se
transfirieron las fases acuosas a tubos nuevos. Posteriormente, se precipitaron
los &cidos nucleicos de la fase acuosa con 2 volumenes de etanol absoluto a
-20 °C durante 2 h, se centrifug6 a 13 000 rpm durante 10 min, las pastillas se
lavaron con 1 ml de etanol al 70%, se centrifugd a 13 000 rpm durante 5 min a
4 °C vy las pastillas se resuspendieron en 30 ul de agua inyectable, se agregé
1 pl de RNAsa A y se incub6 a 37 °C por 2.5 h. Los DNAp obtenidos de las
clonas se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en

amortiguador TBE 1x.

6.13. Transformacion de células competentes BL21 (DE3) de E. coli
Las células competentes se colocaron en hielo (4 °C), para que se

descongelaran, dos viales de BL21 (DE3), se les afiadi6é 2 pl de DNAp para

49



cada vial de células competentes, se incubaron en hielo durante 30 min, se dio
un choque térmico a las células a 42 °C por 45 s y se colocaron en hielo
durante 2 min. Las células se resuspendieron en 1 ml de medio LB a 37 °C, se
incubaron durante 1 h con 20 min a 37 °C en agitacion constante (200 rpm),
se centrifugé a 13 000 rpm durante 1 min a 4 °C, se descartdo 800 pl del
sobrenadante, las bacterias se resuspendieron con 20 pl de LB y se
espatularon con la varilla de vidrio en placas LB agar-ampicilina (100 pg/ml), y

se incub6 toda la noche a 37 °C.

6.14. Induccidn de las proteina recombinantes TvAtg8ay TvAtg8b con
IPTG
La induccion de las proteinas recombinantes se realizé de acuerdo al manual

del sistema pColdl (TAKARA-BIO Inc., Japon). Para ello, se agregd 12 ml de
medio LB con ampicilina (100 pug/ml) a dos tubos cénicos de 50 ml, los cuales
se inocularon con las bacterias transformadas, los cultivos se incubaron a 37
°C con agitacién constante (200 rpm), hasta que alcanzaron una densidad
Optica de 0.6 a 600 nm. La induccion se realiz6 con IPTG 1 mM a 16y 37 °C
por 3 h.

El andlisis de la expresion de las proteinas recombinantes a diferentes
temperaturas se visualizo por electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida al 12 % y con ensayos de WB con el
anticuerpo monoclonal a-His Tag (Sigma-Aldrich). Las proteinas de cada una
de las pastillas obtenidas de los cultivos, se solubilizaron con amortiguador de
muestra 1x (BM1x) (apéndice) y se hirvieron por 3 min.

Para saber si las proteinas recombinantes eran solubles, los cultivos se
centrifugaron a 8 000 rpm durante 10 min a 4 °C para obtener una pastilla de
bacterias, la cual se resuspendié de acuerdo a la siguiente regla: Por cada
gramo de pastilla se agrego 4 ml del amortiguador de lisis (NaCl 100 mM, Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, EDTA 2 mM), los lisados se sonicaron en frio dandoles 6

ciclos de 30 seg con 10 seg de reposo y 40 % de Amplitud. Después, los
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lisados de bacterias se centrifugaron a 7 000 rpm durante 10 min a 4 °C. La
pastilla obtenida cuerpos de inclusion (CB) asi como el sobrenadante (fraccion
soluble, FS) se analizaron por SDS-PAGE al 12%.

6.15. Solubilizacién de los cuerpos de inclusién (CB)
Ambas proteinas recombinantes se encontraron en los CB, por lo que antes

de purificarlas teniamos que solubilizar dicha fraccion. Para la solubilizacién
de los CB se realiz0 lo siguiente: Se realizaron 3 pasos de lavado de la fraccion
insoluble, resuspendiendo la pastilla en cada uno de los amortiguadores de
lavado, dejando en agitacion orbital durante 15 min a TA, seguido de una
centrifugacion a 13 000 rpm durante 20 min a 4 °C y eliminando el

sobrenadante, se realizé 2 veces con cada amortiguador.

Amortiguador de lavado I: (NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8.0, Urea 2 M,

Tritdbn X-100 2% v/v), utilizando 5 ml del amortiguador por 1 g de biomasa.
Amortiguador de lavado II: Tris-HCI 20 mM pH 8.0, DTT 1 mM, GnHCI 2 M.

Amortiguador de lavado IlI: Tris-HCI 20 mM pH 8.0, DTT 1 mM, sarcosil 2%
p/v.

Se resuspendié en amortiguador de solubilizaciéon (NaCl 0.1 M, Tris-HCI 20
mM pH 8.0, Urea 8 M, B-mercaptoetanol 1 mM, Imidazol 5 mM) y se mantuvo
en agitacion constante a temperatura ambiente toda la noche y finalmente se
centrifugd a 13 000 rpm durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante se filtr6 a

través de una unidad de filtracion de 0.45 pm.

6.16. Purificacion de las proteinas recombinantes por afinidad a niquel
Para la cromatografia de afinidad a niquel, la fraccion de CBsolubilizados Obtenida

con la metodologia mencionada en la parte superior se paso por una resina de
niguel utilizando columnas comerciales His-Trap™FF 1 ml (Ni Sepharose) y

Sepharose 6 Ni (GE Healthcare). Primeramente, la columna se hidratd, se
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equilibr6 con amortiguador de unién (apéndice) y se pasé la fraccién de
CBsolubilizados, previamente filtrada. Posteriormente, la columna se lavo con el
amortiguador de lavado 1 y lavado 2 (apéndice) y la proteina se eluy6 con el
amortiguador de elucion (apéndice). La proteina recombinante purificada se
visualizé en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) geles de
poliacrilamida al 12 %.

6.17. Uso de columna de intercambio idnico pD10
Se utilizé6 una columna de intercambio i6nico pD10 (GE Healthcare) para

remover las sales. Primero, se hidrato la columna, y después se equilibré con
amortiguador de fosfatos salino pH 7.0 (PBS pH 7.0) (apéndice) y se pasoé la
fraccion E1 y E2 de la metodologia anterior y la proteina se eluyé con el
amortiguador de fosfatos pH 7.0. La proteina recombinante solubilizada en
PBS pH 7.0 se visualizd en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%.

6.18. Produccion de anticuerpos policlonales anti- TvAtg8a y anti-
TvAtg8b en conejo
Para producir anticuerpos policlonales contra la proteina TvAtg8b se inmunizé

un conejo macho de 6 semanas de edad (New Zealand). El suero preinmune
control se obtuvo antes de inmunizar al conejo. La inmunizacion en conejo se
realiz6 via subcutdnea, macerando la banda de acrilamida que correspondia

al reconocimiento dado por el anticuerpo anti-His Tag en ensayos de WB.

Se realizé de acuerdo al siguiente esquema de inmunizacion.
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Nombre Antigeno Huésped Adyuvante Adyuvante Titter Contra que fue
del Ab completo incompleto de max Inmuni- Via de Sangrados probado
de Freud Freud gold zaciones  Adminis-
tracion
Si (primera Si (a partir de Via
Ra-TvAtgs La banda R=Rabbit inmuniza- la segunda No 7 Subcuta- 6 rTvAtg8h
del gel de (conejo) cion) inmunizacion) nea

acrilami-
da

La reactividad de los sueros entre las inmunizaciones se revisd por ensayos
de WB cada mes utilizando a la proteina rAtg8b como antigeno, hasta alcanzar
el titulo adecuado. El conejo finalmente se sangré a muerte para obtener el

suero total.

6.19. Seleccidn del tipo de amortiguador de lisis para la deteccion de la
proteina LC3 (ortélogo de Atg8) en células HelLa
Para este ensayo, se parti6 de la cosecha de un cultivo de células HelLa en

presencia del inductor de autofagia (500 nM de Rapamicina) durante 12 h.
Primero, se deseché el sobrenadante y para favorecer que se despegaran las
células, se incub6 con PBS-EDTA 0.2% durante 10 min, se pipeteo tres veces,
recuperando el sobrenadante, el cual se centrifugd a 1, 800 rpm durante 5 min
a 4 °C, se hicieron 3 lavados con PBS pH 7.0, se resuspendio la pastilla y se
centrifugé a 1, 800 rpm durante 5 min a 4 °C, se resuspendieron 3 x 10° células
con el amortiguador de lisis A (Tris HCI 500 mM pH 6.8, EDTA 10 mM, NaCl
150 mM, IGEPAL®CA-630 (Cat. No. 18896-100ML, Sigma-Aldrich) 1%) y 3 x
106 células se resuspendieron con el amortiguador de lisis B (Tris HCI 500 mM
pH 8.0, NaCl 300 mM, glicerol al 10%, Tritobn X-100 1%). Ambos
amortiguadores fueron suplementados con 1x de cocktail de inhibidores
(cOmplete, Cat. No. 04 693 116 001, Roche), se incub6 en hielo 30 min,
vortexeando cada 10 min, se centrifugd a 14, 000 rpm durante 15 min a 4 °C,

se recupero el sobrenadante, se afiadié BM2x para geles de tricina (apéndice)
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en una relacion 1:1. La muestra se hirvié durante 5 min y se centrifug6 a 13,

000 rpm durante 5 min a 4 °C.

6.20. Electroforesis de lisados proteicos en geles de tricinay
electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa
El gel separador se preparo6: 1) 3.52 ml de agua bidestilada, 2) 4.9 ml de 30%

acrilamida/0.8% bisacrilamida (apéndice), 3) 5.0 ml de Tris-Cl/SDS pH 8.45, 4)
1.59 ml de dglicerol, 5) 75 ul de persulfato de amonio (PSA) 10% (w/v)
(apéndice) y 6) 15 ul de TEMED. Se dejo polimerizar para después preparar
el gel concentrador: 1) 3.89 ml de agua bidestilada, 2) 0.81 ml de 30%
acrilamida/0.8% bisacrilamida, 3) 1.55 ml Tris-Cl/SDS pH 8.45, 4) 35 ul de PSA
10% y 5) 7 pl de TEMED.

Para la electroforesis se utilizan dos amortiguadores: Amortiguador catodo (va
dentro de la cAmara interna de electroforesis) (apéndice) y el amortiguador
anodo (va en el tanque de la camara de electroforesis) (apéndice). Se realizé

siempre 1 h a 30 volts y posteriormente se sube a 120 volts.

La electrotransferencia se hizo en cadmara humeda usando amortiguador de
transferencia (apéndice), en frio, con agitacion constante. Se usaron para
todos los ensayos de Western Blot, membranas de nitrocelulosa (Cat. No.
1620112, BIO-RAD) de 0.2 um y el tiempo siempre fue de 30 min a 40 volts y
después 1 h a 100 volts.

6.21. Ensayos de Western Blot (WB)
Para verificar la transferencia, las membranas se tifieron con solucién de rojo

de Ponceau (Cat. No. P7170-1L, Sigma-Aldrich) al 100% y se destifieron con
PBS-Tween 20 (Cat. No. 170-6531, BIO-RAD) al 0.1% pH 7.0. Después las
membranas se bloquearon con leche (“svelty”) al 10% en PBS-Tween 20 al
0.1% toda la noche en agitacion constante a 4 °C. Las membranas se lavaron

cinco veces con PBS-Tween 20 al 0.1% en agitacion durante 10 min (por
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lavado) a TA. A continuacion, se incubaron toda la noche en agitacién suave
a 4 °C con el anticuerpo primario diluido en leche al 5% en PBS-Tween 20 al
0.1%, so6lo cuando se usO el anticuerpo monoclonal anti-His Tag se
resuspendio solo en PBS-Tween 20 al 0.1%. Las diluciones utilizadas del
anticuerpo primario se determinaron para el revelado por color y por

guimioluminiscencia (usando placa o fotodocumentador).

Las membranas se lavaron cinco veces con PBS-Tween 20 al 0.1% en
agitacion durante 10 min a temperatura ambiente; después se incubaron con
el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo o anti-IgG de raton acoplado a
HRP (Bio-Rad) diluido en leche al 2.5% en PBS-Tween 20 al 0.1% durante 2.5
h a temperatura ambiente o 1 h a 37 °C con agitacién suave. Finalmente, las
membranas se lavaron cinco veces con PBS-Tween 20 al 0.1% en agitacion
durante 10 min a TA. En el revelado por color, las membranas se sumergieron
por 30 min a TA en la solucién de revelado que contiene 15 mg de HRP-4CN
(Cat. No. 170-6534, BIO-RAD) disueltos previamente en 5 ml de metanol, 30
ml de TBS (apéndice) y 30 ul de peréxido de hidrogeno al 30%.

Para el revelado por quimioluminiscencia, se utiliz6 el kit de revelado
SuperSignal®West Pico sustrato de quimioluminiscencia (Thermo Scientific),
mezclando las soluciones A+B en una relacién 1:1, luego se revel6 con ayuda
del fotodocumentador ChemiDoc™ (BIO-RAD) o usando placas (Medical X-
ray Blue/MXB Film; Cat. No. 604 0331; Carestream) y la solucion reveladora
GBX (Cat. No. 1901859, Carestream DENTAL) y la solucion fijadora GBX (Cat.
No. 1901859, Kodak).

6.22. Lisados proteicos de T. vaginalis utilizando el amortiguador de
lisis que contiene IGEPAL®CA-630 asi como inhibidores de proteasas y
fosfatasas

Parasitos en fase logaritmica de crecimiento se lavaron tres veces con PBS

pH 7.0 frio, se resuspendieron 20 x 10° parasitos con 209 pl de amortiguador
de lisis IGEPAL®CA-630 (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, DOC 0.2%,
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SDS 0.1%, IGEPAL®CA-630 1%, 1x cocktail de inhibidores de proteasas (Cat.
No. 04 693 116 001, Roche) (apéndice), 1x de PhosSTOP (Cat. No. 04 906
845 001, Roche) (apéndice), el cual es un inhibidor de fosfatasas), se incubé
30 min en hielo, vortexeando cada 5 min, se centrifug6 a 14, 000 rpm durante
15 min a 4 °C, se recupero la pastilla (sélo para el ensayo mostrado en la Fig.
30 se recupero pastilla y sobrenadante, del cual se tomé 200 pl y se diluy6 1:1
con BM2x para geles de tricina), resuspendiendo con 100 pl de BM2x para
geles de tricina, se hirvié durante 5 min y finalmente se centrifugd a 13, 000
rpm durante 5 min, se realizd la electroforesis en geles de tricina y la

electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa de 0.2 pm.

6.23 Lisado de parésitos crecidos en alto hierro en ausenciay presencia
del inhibidor Wortmanina durante 60 min
Parasitos del aislado CNCD 188 se cultivaron en alto hierro durante 60 min en

ausencia y presencia del inhibidor Wortmanina, el cual actia sobre
fosfatidilinositol 3-cinasa (Cat. No. tirl-wtm, InvivoGen), se afiadi6 este reactivo
a una concentracion de 50 pM, se continu6 con la lisis como se sefiala en 6.22

de esta seccion.

6.24. Lisado de parésitos crecidos en alto hierro previamente tratados
con fijador (ensayo para la deteccién de complejos entre proteinas)
Parasitos del aislado CNCD 188 de 1 semana de descongelacion se cultivaron

en alto hierro (250 uM) durante 24 h y se lisaron diferentes cantidades de
parasitos, (2.5, 5, 10, 20 y 40 x 10° parasitos). Cada pastilla se resuspendié
con 1 ml de formaldehido al 1.6% en PBS pH 7.0, se incub6 a TA con agitacién
suave por 10 min, seguido de una centrifugacion a 2, 000 rpm por 5 min a TA.
La pastilla de parasitos se resuspendio con 0.5 ml de Glicina fria (1.25 M), se
centrifugd a 1800 rpm por 5 min a 4°C. Las pastillas se resuspendieron e
incubaron con el volumen correspondiente del amortiguador de lisis como se

sefala en la seccion 6.22. El lisado se diluy6 1:1 con BM2x, en lugar de hervir,
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se calentd 15 min a 65 °C en el termo block y se centrifugé a 13, 000 rpm por
5 min a 4°C. Las proteinas se separaron por electroforesis en geles de tricina
y se realizo la electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa de 0.2 pm
(Lougheed y col., 2014).

6.25. Ensayo de inmunofluorescencia indirecta
Parasitos en las distintas condiciones inductoras de autofagia se colocaron en

laminillas previamente tratadas con una solucién 1:10 de poli-L-lisina (P8920-
100ML, Sigma Aldrich) por 15 min. Los parasitos se fijaron en suspension con
paraformaldehido al 2% en PBS (apéndice), durante 30 min a TA (con
agitacion suave, de aqui en adelante), excepto para la condicién de AH, se
hicieron cinco lavados con PBS filtrado y Unicamente los parasitos
permeabilizados se trataron con 1 ml de Triton X-100 al 0.2% (apéndice) por
10 min seguido de cinco lavados con 1 ml de solucion de albumina (BSA) al
1%, se bloqued con 1 ml de glicina 0.5 M (apéndice) por 1 h, se lavo tres veces
con 1 ml de glicina 0.5 M, se afiadié 1 ml de suero fetal bovino (SFB) 1%, se
incubo por 15 min a TA, se hicieron tres lavados con 1 ml de SFB 1% y tres
lavados con 1 ml de PBS filtrado. Las muestras se incubaron con el anticuerpo
primario toda la noche en camara humeda a 4 °C, se hicieron cinco lavados
con PBS filtrado, se incubaron con el anticuerpo secundario acoplados a FITC
(anti-IgG de conejo o anti-lgG de raton acoplado a fluoresceina PIERCE) a una
dilucién 1:100 durante 2 h cubiertos de la luz a TA y se lavé cinco veces con
PBS. En los ensayos para localizacion en membrana se incub6 con el DIL
(Sigma-Aldrich) a una dilucion 1:2, 000 durante 30 min a TA cubiertos de la
luz, se hicieron diez lavados y las laminillas se montaron en portaobjetos con
7 ul de Vectashield-DAPI (Vector Laboratories), se sellaron con esmalte de
ufias y se almacenaron a 4 °C en obscuridad hasta su observacion por

microscopia confocal.
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6.25a. Ensayo de deteccién del flujo autofagico
Para la deteccion de autolisosomas en T. vaginalis, se analizo la colocalizaciéon

de autofagosomas (Kit Cyto-ID® “Autophagy detection”) con lisosomas
(“Lysotracker Red” DND-99, Invitrogen) por marcaje in vivo. Parasitos en fase
logaritmica se cultivaron por 24 h en condiciones de RG (<1 mM de glucosa)
a 37 °C, se lavaron tres veces con PBS pH 7.0 frio y 5 x 10° células se
resuspendieron con 500 pl del amortiguador 1x del Kit Cyto-ID® “Autophagy
detection” (Cat. No. ENZ-51031-k200, Enzo Life Sciences Inc.), el cual
contenia 5 pl de Cyto-ID™ Green detection, reactivo que detecta vesiculas
autofagicas y 2 uM de Lysotracker Red DND-99 para la deteccion de
lisosomas. Las céulas se incubaron 30 min a 37 °C con agitacién suave, se
lavaron tres veces con el amortiguador 1x y se fijaron con formaldehido al 4%
en PBS (apéndice) por 20 min a TA sobre laminillas pretratadas con una
solucion de poli-L-lisina. Para tefiir los nicleos se utilizo la solucién de montaje,
la cual ya contenia DAPI (Vectashield® con DAPI (Vector Laboratories)). Los
pardasitos tefiidos se observaron en un microscopio confocal Zeiss (Carl Zeiss,

Alemania) y las imagenes se analizaron con el programa ZEN 2012.

6.25b. Deteccion de autolisosomas con el anticuerpo anti-TvAtg8b vy el
marcador de lisosomas
Parasitos crecidos en RG se incubaron con “Lysotracker Red” DND-99 usando

el mismo protocolo descrito en la parte superior excepto el uso del reactivo de
Cyto-ID™ Green. Los parasitos tefiidos se fijaron con formaldehido al 4% en
PBS pH 7.0 por 20 min a TA, se hicieron dos lavados con cloruro de amonio
20 mM en PBS pH 7.0 (NH4CI-PBS) (apéndice), dos lavados con BSA al 0.2%
en PBS pH 7.0 (BSA-PBS) y dos lavados con PBS pH 7.0 antes de
permeabilizar con Tritdn X-100 al 0.01% en PBS pH 7.0 por 5 min a TA, se
hicieron 3 lavados con PBS pH 7.0 y dos lavados con BSA-PBS. Las laminillas
se incubaron con el anticuerpo primario anti-TvAtg8b (dilucion 1:200) en BSA-
PBS durante 1 h a TA, se lavaron cinco veces con BSA-PBS y se incubaron
con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo acoplado a FITC (dilucion

58



1:200) (Thermo Scientific-Pierce) 1 h a TA, se lavaron tres veces con BSA-
PBS y dos veces con PBS pH 7.0 y las laminillas se montaron en portaobjetos
con la solucion de Vectashield-DAPI para ser analizadas por microscopia

confocal.

6.25c. Deteccion de autolisosomas con el anticuerpo anti-TvAtg8b vy el
marcador de lisosomas en ausenciay presencia del inhibidor E-64d
Parasitos (2 x 10° parasitos) en 2 ml de medio en RG se incubaron en

ausencia y presencia del inhibidor de cisteina proteasas permeable (papaina
y otras tiol proteasas tipo catepsina B y L) E64d (Sigma-Aldrich) a 10 pg/ml, se
incubaron 30 min a 37 °C, cubierto de la luz, se realizaron 3 lavados con PBS
pH 7.0, se centrifugd entre cada lavado a 1, 800 rpm por 5 min a 4 °C; los
parasitos se incubaron con “Lysotracker Red” DND-99 como se sefala en el

numero 6.25b de esta seccion.

6.26. Electroforesis en geles de sustrato, zimograma
Los parasitos tratados sin y con inhibidor E-64d como se menciona en el

namero anterior 6.25c, las pastillas después de los lavados se resuspendieron
con 50 pl de BM2x y se incubaron a 37 °C sin agitacion por 30 min. Para
analizar la actividad de proteasas, el lisado se separ6 en geles de
poliacrilamida co-polimerizados con gelatina al 0.2% (apéndice). Los geles se
re-naturalizaron en Tritdbn X-100 al 2.5% (apéndice) 1 h a TA en agitacion
suave, se activopor 1,4y 16 ha 37 °Copor16,42y48hal6 °Cen7 mlde
amortiguador de activacion (apéndice), se tifio con azul de Coomassie

(apéndice) y se decoloré con la solucién decolorante (apéndice).

6.27. Inmunomarcaje con el anticuerpo anti-TvAtg8b y MET
Pardsitos crecidos en condiciones de autofagia por 30 min a 37 °C se fijaron

con formaldehido al 4%-glutaraldehido al 0.5% en medio DMEM sin suero. Las
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muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol, se
incluyeron en resina LR-White (London Resin, Reino Unido) y se polimerizaron
con calor a 56 °C toda la noche, se realizaron cortes ultrafinos los cuales se
montaron en rejillas de niquel y se incubaron con el anticuerpo primario anti-
TvAtg8b (dilucién 1:50) durante 2 h a TA. Después de varios lavados con PBS,
las rejillas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
acoplada a particulas de oro de 15 nm (Ted Pella, Inc., USA) 1 h a TA. Como
control negativo, las rejillas se incubaron sélo con el anticuerpo secundario.
Las muestras se analizaron por MET. Nota: Se seleccionaron las imagenes

mas representativas del resultado.

6.28. Cinética de alto hierro (AH) en presencia del inhibidor Wortmanina
Los parasitos en fase logaritmica crecidos en condiciones normales se lavaron

tres veces con PBS pH 7.0, se centrifugaron a 1, 800 rpm 5 min a 4 °C.
Mientras se hacian los lavados los cubreobjetos se trataron 15 min con una

dilucién 1:1 de poli-L-lisina y se dejaron secar.

Después de los lavados los parasitos se resuspendieron en medio TYM
suplementado con 10 % SBA y con Sulfato ferroso amoniacal a una
concentracion final de 250 pM. A los parasitos con el inhibidor Wortmanina, se
les afiadio este reactivo a una concentracién de 50 uM, se cosecharon sin y
con tratamiento a los siguientes tiempos: 0, 20, 30 y 40 min. Las laminillas se

trabajaron como se describié en Materiales y Métodos, nimero 6.25.
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7. Resultados

7.1. Comparar a nivel de ultraestructura diferentes condiciones
inductoras de autofagia.
En los antecedentes directos de este trabajo, se describe la condicion de

restriccion de glucosa (RG) como una condicién inductora de autofagia que
favorece la sobrevivencia del parasito (Huang et al., 2014). Sin embargo, en
este trabajo, no se menciona qué material citoplasmico es “secuestrado”

dentro de los autofagosomas? y ¢ si entre este se encontro al hidrogenosoma?

Por lo que en este trabajo se realiz6 el analisis de la ultraestructura de los
pardsitos en la condicidn tipica inductora de autofagia, en restriccion de
glucosa (RG). En la Fig. 13 se muestra el corte de un parasito crecido en RG,
asi como los diversos tipos de vesiculas detectados en RG. Ademas, se
detectaron las diferentes etapas que conforman la biogénesis del
autofagosoma (Fig. 13, paneles F-J). En el panel A (Fig. 13A), se observa la
presencia de gran numero de vesiculas o vacuolas de diferentes tamafios (V),
vesiculas digestivas (dV) (Fig. 13D, asterisco blanco), asi como vesiculas tipo
autofagosomas (AV), lo cual podria estar relacionado a un proceso autofagico
activo. También cabe destacar que se observaron organelos con mayor
tamafio de lo habitual como son: hidrogenosomas (H), reticulo endoplasmico
(ER) y aparato de Golgi (G). Ademas, se detecto la presencia de vesiculas AVi
(Fig. 13B) y vesiculas autofagicas degradativas o tardias (Fig. 13E) con las
mismas caracteristicas descritas por Eskelinen, 2008. También se detectaron
vesiculas con material citoplasmatico similar a aparato de Golgi (Fig. 13C,
asteriscos) asi como vesiculas similares a cuerpos multilamelares (MLB) (Fig.

13D), de manera distintiva en esta condicion.

Fue de gran sorpresa e interés que en esta condicion se captaran las
diferentes etapas de la biogénesis del autofagosoma: 1) Formaciéon del
fagoéforo (Fig. 13F); 2) Expansion (Fig. 13G); 3) Maduracion (Fig. 13H, 1) y por
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altimo la 4) Formacién de la vacuola autofagica o autofagosoma (AV) (Fig. 13J)
con material citoplasmico rodeado por doble membrana.

El haber captado los diferentes pasos de la biogénesis del autofagosoma
permite apoyar una de las hipdtesis originadas a partir de la siguiente
pregunta: ¢la membrana de aislamiento o fagoforo proviene de una formacién
de “novo” o se origina a partir de organelos membranosos? Con este resultado

se sugiere que es a partir de una formacién de “novo”.

En la condicion de alta glucosa (AG), también se detect6 la presencia de
vesiculas autofagicas, por lo que condiciones enriquecidas de esta fuente de
carbono se pueden considerar condiciones de estrés para el parasito. En la
Fig. 14 se muestran cortes de diferentes parasitos crecidos en esta condicion,
destacando en el panel A (Fig. 14A) que los organelos como el ER y el G no
estan tan prominentes como en la condicion de RG; estan presentes diversas
V y dV de diferentes tamafios. En esta condicion es notoria la presencia de
depdsitos de glucogeno (GS); estructuras electron-densas de menor tamario
a los hidrogenosomas (Fig. 14A, cabezas de flecha). También se detecto la
presencia de vesiculas de gran tamafio que sugieren ser tipo cuerpos
multivesiculares (MVB) y vesiculas de glucogeno (Fig. 14B), dado a la similitud
gue tienen con las vesiculas descritas previamente como autofagosomas de
glucogeno por Rikihisa (1984). Cercana a este tipo de vesicula, se encuentran
dos V de menor tamafio, sugiriendo una posible fusién para formar una
vacuola de mayor tamafio. Otra distincion en esta condicion, fue la presencia
de hidrogenosomas de gran tamafio, mayor a los 300 nm (Fig. 14C) y de igual
manera que en la condicion de RG se observaron vesiculas tipo MLB (Fig.
14D), asi como AVd (Fig. 14E).
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Figura 13. Ultraestructura de la autofagia de T. vaginalis inducida por RG. A.
Corte fino de T. vaginalis por MET. Se muestra el nucleo (N), varias V de diferentes
tamafios, vesiculas tipo AV (flechas blancas), hidrogenosomas (H) de gran tamafio,
el G alargado y ER prominente. B. AVi con doble membrana (membrana vacuolar y
membrana de autofagosoma). C. Un H electron-denso y en su forma esférica, cercano
a dos vesiculas tipo autofagosomas, dentro de las cuales hay porciones de G,
sugiriendo autofagia del Golgi (golgifagia, asteriscos negros). D. dV, (asterisco negro)
con material electrén-denso y una estructura similar a un MLB, (asterisco negro)
dentro de la vacuola. E. Una AVd, (asterisco negro), la cual contiene remanentes de
membrana. Barra = 0.5 um. F-J. Biogenesis del autofagosoma. F. 1) formacion del
fagéforo, a partir de una membrana de aislamiento (cabezas de flecha). G. 2)
Expansion, es el alargamiento de la membrana de aislamiento alrededor del material
citoplasmico a degradar. H-I. 3) Maduracion, como su nombre lo indica, la vesicula
autofagica va adquiriendo la forma esférica englobando el material citoplasmico. J. 4)
AV en completa formacion. Barra = 0.2 um.
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Hasta el momento, al comparar entre exceso o restriccion de glucosa podemos
observar que existen cambios notables a nivel de ultraestructura que
dependen de la manera que responde el parasito para sobrevivir, siendo la

autofagia una de las respuestas para adaptarse a dichos cambios.

Al cultivar a T. vaginalis con Rapamicina; el inductor de autofagia convencional
mas utilizado en diferentes tipos celulares. Primero se realiz6 un ensayo de
viabilidad celular mediante exclusion del colorante azul de tripano con
diferentes concentraciones de Rapamicina (100, 200, 500, 800 y 1000 nM) en
un tiempo de cultivo (1, 2, 4, 8, 12 y 24 h), seleccionando la concentracion de
500 nM por 12 h (Grafica 1). La viabilidad obtenida a esta concentracién y

tiempo es >90%, la cual es aceptable para los deméas ensayos.

En la Fig. 15 se muestra el tipo de vesiculas autofagicas inducidas con este
inductor en particular, observando en el panel A (Fig. 15) un corte completo de
un parasito crecido en esta condicion (Rapamicina 500 nM durante 12 h), en
el cual estan presentes gran numero de dV de diversos tamafios que podria
estar relacionadas a un proceso autofagico activo y avanzado. También se
detecto6 la formacion de autofagosomas tipicos; es decir, vesiculas con una
doble membrana bien definida que secuestraron parte del citoplasma (Fig.
15B, cabeza de flecha), y cercana a esta vesicula autofagica una vacuola
electron-lucida (V), sugiriendo una posible fusion que daria origen al
autolisosoma (AL); organelo formado en el Ultimo paso del proceso autofagico.

De igual manera que en la condicion de AG, se observan abundantes
depdsitos de glucégeno (GS) (Fig. 15C, cabezas de flecha), asi como
vesiculas AVd con remanentes de material citoplasmico. Sorpresivamente, en
esta condicién se encontraron vesiculas autofagicas con contenido que podria
ser ER (Fig. 15D), dado que se alcanzan a detectar los ribosomas asociados
a este organelo (Fig. 15D, cabeza de flecha) y vesiculas con estructuras
circulares lamelares (Fig. 15E, cabeza de flecha), de las cuales se desconoce

su funcién y/o participacién en el proceso autofagico.
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Figura 14. Ultraestructura de la autofagia de T. vaginalis inducida por AG. A.
Corte fino de T. vaginalis por MET. Se muestra el N, varias V de diferentes tamafios,
asi como dV, el ER, G y GS (cabezas de flechas), estructuras electron-densas de
menor tamafio en comparaciéon a los hidrogenosomas. B. Se muestra una vesicula
de gran tamafio tipo MVB dado a la presencia de vesiculas de menor tamafio en el
interior a ésta y a su vez contiene glucégeno en degradacién, conocida como
autofagosoma de glucogeno (gly vesicles), cercana a esta gran vesicula, V,
sugiriendo una posible fusion. C. Se muestran H en su forma esférica y electron-densa
mayor a 300 nm. D. vesicula tipo MLB con un centro de material electrén-denso,
cercana a esta una V de menor tamafio. E. Se observa una AVd con material similar
al citoplasmico en su interior. Barra = 0.5 um.
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Durante la maestria, las condiciones trabajadas como inductoras de autofagia
fueron en ausencia o presencia de hierro y en los resultados obtenidos
observamos que a partir de 20 uM de hierro es suficiente para inducirse una
autofagia “selectiva” de hidrogenosoma. Sin embargo, nos falté corroborar si
la autofagia de hidrogenosoma era un proceso que ocurria a las 24 h o en 30

min podria ser inducido.

En el caso de restriccion de hierro (RH) ni a 24 h (Fig. 16A) ni a 30 min (Fig.
16B-E) se observo al hidrogenosoma en el interior de los autofagosomas. Lo
gue se observo a 30 min de cultivo en esta condicidn fue la formacion de AVi
con citoplasma en el interior asi como la presencia de vesiculas/vacuolas (V)
de diferentes tamafos (Fig. 16B) cercanas a los autofagosomas, sugiriendo
nuevamente una posible fusién entre estas vesiculas para formar AL. Por
primera vez se observo una vesicula tipo MVB en T. vaginalis (Fig. 16C), asi
como la presencia de lisosomas tardios (Fig. 16D, asterisco), organelos con
material electron-denso y localizados cercanos a la membrana plasmética. Por
altimo, en la Fig. 16E se observa una vesicula con material heterogéneo,

similar a citoplasma y remanentes multilamelares (asterisco).

La siguiente y ultima condicién analizada de induccién de autofagia fue el
cultivo en alto hierro (AH; 250 uM). En este caso los resultados obtenidos en
la maestria nos mostraron que la autofagia inducida era principalmente de
hidrogenosoma (Fig. 17A-C) cuando cultivamos al parasito en esta condicion
durante 24 h; sin embargo, cuando fue a corto tiempo (30 min) en el tipo de
vesiculas inducidas no se encontrdé material que sugiriera hidrogenosoma sino
méas bien se detectaron autofagosomas de glucégeno (Fig. 17E)
principalmente asi como vesiculas de gran tamafio con contenido citoplasmico

en degradacion y remanentes multilamelares (Fig. 17D).
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Gréfica 1. Ensayo de Viabilidad Celular por exclusion del colorante azul de
tripano. En el eje de las ordenadas esté el porcentaje de viabilidad vs el eje de las
abscisas donde se encuentra el tiempo de cultivo (h). Se utilizaron 5 concentraciones
de Rapamicina siendo la mas baja 100 nM y la mas alta 1000 nM.
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Estos ultimos resultados originaron las siguientes preguntas: ¢ Se necesita un
tiempo prolongado en un ambiente con exceso de hierro para que sea un
proceso “selectivo” de organelo? O ¢ el fendmeno ocurre de una manera mas
rapida y el tiempo seleccionado no fue el correcto para esta condicion? Esta
ltima pregunta en relacion a la hipotesis que en esta condicion la autofagia
“selectiva” de hidrogenosoma tiene como finalidad ser una via de secrecion no
convencional para las proteinas de hidrogenosoma que también se localizan
en la membrana plasmatica con funcibn de adhesinas y no para lo
sobrevivencia. Sin embargo, no se descarta que puedan ocurrir para ambos

casos.

7.2. Analizar la expresion a nivel de proteina y localizacién de Atg8 en T.
vaginalis en condiciones inductoras de autofagia.
Antes de analizar la expresion a nivel de proteina, se analiz6 la expresion a

nivel de transcrito de ambos genes que codifican para Atg8 en T. vaginalis, los
cuales fueron nombrados por Huang y col., 2014 de la siguiente manera:
tvatg8a (TVAG_486080) y tvatg8b (TVAG_239800). Se realizaron ensayos de
RT-PCR en las diferentes condiciones de cultivo, utilizando otro gen de la
maquinaria autofagica, tvatg4 (TVAG_023970) como control, el cual a nivel de
proteina se encarga del procesamiento de la proteina Atg8 para su conversion
a la forma lipidica. Otro gen control que utilizamos fue la B-tubulina para
detectar la expresion de un gen constitutivo. En la Fig. 18, se observa que no
hubo cambios significativos en la expresion de ambos genes en las diferentes

condiciones inductoras de autofagia.

Para continuar con este objetivo necesitAbamos obtener a las proteinas Atg8
de T. vaginalis de manera recombinante con el fin de producir anticuerpos y
asi hacer la identificacion de este marcador de autofagia en el parasito y
realizar los ensayos funcionales de seguimiento de la autofagia en las

diferentes condiciones de cultivo.
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Figura 15. Ultraestructura de la autofagia de T. vaginalis inducida durante el
cultivo en Rapa 500 nM durante 12 h. A. Corte fino de T. vaginalis por MET. Se
muestra gran numero de dV de diversos tamafios asi como una vacuola tipo AV y los
hidrogenosomas electrén-densos y en forma esférica (H). B. Se sefiala con cabeza
de flecha la deteccion de un autofagosoma con doble membrana y material
citoplasmico en su interior y cercano a este una V. C. Una AVd con remanentes de
material citopldsmico, préximo a esta, una V asi como la presencia notable de GS
(cabezas de flecha). D. Se distinguen al H en su forma esférica y electron-densa asi
como el G y cercana a este una vesicula naciente que esta por secuestrar material
perteneciente a ER ya que se alcanzan a apreciar los ribosomas asociados a este
organelo (cabeza de flecha). E. Se detectd la formacién de una vesicula con una
estructura circular-lamelar (cabeza de flecha) de menor tamafio en su interior. Barra
=0.5 pm.
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7.2.1. Clonacién de los genes tvatg8a/b en el vector pGEM®T-Easy y
transformacién en células E. coli DH5a y/o JM109
Para subclonacion de los genes tvatg8a/b (TVAG_486080 y TVAG_239800;

respectivamente) en el vector de expresion, partimos de las clonas obtenidas
durante la maestria, las cuales contienen los genes de interés (TVAG_486080
y TVAG_239800) (tvatg8a, tvatg8b; respectivamente) ligado al vector
pGEM®T Easy (Fig. 19A), lo cual fue corroborado por doble digestion asi como
por secuenciacion (tesis de maestria, pags. 68-71). Con el DNAp de dichas
clonas se realizO un ensayo de PCR con las condiciones descritas en
Materiales y Métodos con los oligonucleétidos especificos para los genes
tvatg8a/b para amplificar las secuencias completas de los genes, con un
tamafio de 372 pb y 342 pb; respectivamente, con los sitios de restriccion que
permitieron la clonacion dirigida en el vector de expresion pCold | (Fig. 19B).

El producto de PCR se purificé con el Kit QIA Quick® para posteriormente
ligarlo con el vector de transicion pGEM®-T Easy (Fig. 19C), se transformaron
células E. coli DH5a, de las cuales se extrajo DNAp (Fig. 20A) y se realiz6 un
ensayo de restriccibn con las enzimas BamHI y Hindlll las cuales son
especificas para el inserto liberado (Fig. 20B). Las clonas analizadas
presentaron los insertos (372 pb/342 pb), los cuales fueron purificados con el
Kit QIA Quick® (Fig. 20C). EI DNAp de 3 clonas con el inserto, se enviaron a
secuenciar al Instituto de Biologia de la UNAM. La secuencia obtenida se
analiz6 con el programa MUSCLE (3.8) para comparar con las secuencias de
los genes tvatg8a/b (TVAG_486080, TVAG_239800) provenientes del genoma
de T. vaginalis, presentando para el caso de tvatg8a una similitud del 100%
entre ambas y para el caso de tvatg8b 99.1% de similitud entre ambas (Fig.
21), mostrando 3 cambios en las posiciones: 17, 162 y 234, de los cuales solo
uno de ellos se reflejo en el cambio de un aminoacido de lisina (N) por
Asparagina (K) (Fig. 21B-C).
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Figura 16. Ultraestructura de la autofagiade T. vaginalis inducida en RH. A. Corte
fino de T. vaginalis por MET. Se muestra diversas V de tamafio pequefio, asi como a
un H electréon-denso y de forma esférica. Se sefiala con flecha blanca tres AV
secuestrando parte del citoplasma. B. Se muestran dos AVi que contienen material
citoplasmico intacto y cercanas a ellas V de diferentes tamafios. C. Se destaca la
presencia de una vesicula tipo MVB ya que se alcanza a visualizar vesiculas
pequefias dentro de este tipo de organelo, algunas de ellas mas electron-densas que
las otras. D. Un lisosoma tardio (asterisco) cercano a la membrana plasmatica con
contenido electron-denso. E. Se detectd la presencia de una vesicula con contenido
citoplasmico heterogéneo asi como con remanentes lamelares circulares (asterisco).
Barra = 0.5 pm.
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7.2.2. Sub-clonacién de los genes tvatg8a/b en el vector pColdl y
expresion de las TvAtg8a/b recombinantes.
Teniendo en cuenta que se contaba con las secuencias correctas en el

plasmido pGEM®T-Easy, el siguiente paso fue la subclonacion de estas
secuencias en un vector de expresion. Para esto se eligio el plasmido pColdl
gue contiene una etiqueta de histidinas en el N-terminal para su purificacion
por cromatografia de afinidad a niquel (Takara). Primeramente, se realizo la
extracciéon masiva de DNAp de células DH5a que contenian el vector pColdl
vacio (Fig. 22A), el cual fue linearizado con la enzima de restriccion Hindlll por
3 h a37 °C, la banda del vector linearizado se purifico con el kit QIA Quik®. El
vector purificado se trat6 con la segunda enzima de restriccion BamHI durante
3 h a 37 °C. Posteriormente al plasmido linearizado se traté con la enzima
fosfatasa alcalina (CIP) durante 2 h a 50 °C. La linearizacion del plasmido se
analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Fig. 22B) y se purificd

utilizando nuevamente el kit QIA QuIik®.

Como ya se contaba con el inserto purificado, se realizo la ligacion entre el
plasmido de expresion y los insertos tvatg8a/b en una relacién 1:3 (vector:
inserto) durante toda la noche a 16 °C, se transformaron células E. coli DH5a
de las cuales se extrajo el DNAp (Fig. 22C), el cual fue utilizado en: 1) ensayos
de PCR, como DNA molde, utilizando los oligos especificos para pColdl,
obteniendo dos amplicones; 587 y 557 pb (Fig. 22D), 2) que en ensayos de
doble digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, se liberé dos
insertos: de 372 y de 342 pb; respectivamente (Fig. 22E) y finalmente 3) para
transformar células E. coli BL21 (DE3) mediante choque térmico, para la

expresion de las proteinas recombinantes.
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Figura 17. Ultraestructurade la autofagiade T. vaginalis inducida en AH. A. Corte
fino de T. vaginalis por MET, en el cual se observa el N, el ER, y varios H de diferentes
tamafios y formas, algunos de ellos con las vesiculas periféricas de gran tamafio.
Destacando una AVd, la cual contiene a un hidrogenosoma parcialmente degradado.
B-C. Se muestran AVd que contienen material tipo hidrogenosoma parcialmente
degradados, ya que se asemeja la electrén-densidad que caracteriza a este organelo.
D. Vesicula de gran tamafio que contiene remanente citoplasmico asi como
estructuras largas multilamelares (asterisco) E. Se detectdé autofagosomas de
glucégeno de gran tamafio. Barra = 0.5 um.
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7.2.3 Expresién de Atg8a/b de T. vaginalis recombinante (rTvAtg8a/b)
Las células E. coli BL21 (DE3) conteniendo el plasmido pColdl-tvatg8a/b se

crecieron en placas y las colonias se sometieron a crecimiento en medio
liquido LB con ampicilina (100 pg/ml) con incubacion de 1 mM de IPTG durante
3 h para inducir la expresion de las proteinas TvAtg8a/b recombinantes a 16
°C debido a que el vector pColdl favorece la expresion de proteinas
recombinantes a baja temperatura 'y a 37 °C para observar a que temperatura
se obtenia una mejor induccién. Después de la induccién los extractos
proteicos bacterianos se analizaron por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida al 12% en los que
se observo la induccion principalmente a 37 °C de una proteina de 20 kDa y
otra de 18 kDa (Fig. 23A), las cuales son codificadas por los genes tvatg8a de
372 pb y tvatg8b de 342 pb. Cabe mencionar que también se observd una
induccion a 16 °C; sin embargo, ésta fue menor en comparacion a la induccion
obtenida a 37 °C (Fig. 23A).

Para corroborar que se trataba de las proteinas recombinantes TvAtg8b
(rTvAtg8a/b) se utilizaron los extractos proteicos bacterianos sin y con
induccion en un ensayo de WB, utilizando el anticuerpo anti-histidinas (a-His).
Obteniendo s6lo el reconocimiento en la fraccién inducida (Fig. 23B) de una

banda de aprox 20 kDa y otra de 18 kDa.

7.2.4. Purificacion de las proteinas recombinantes rTvAtg8a/b.
Para analizar en qué fraccion se encontraban las proteinas recombinantes se

realizé una lisis de bacteriana de las cepas obtenidas y se analizo la fraccion
soluble (FS) y la insoluble (FI) de los lisados bacterianos. Los resultados
mostraron que la proteina rTvAtg8a/b se encontraban principalmente en la Fl

(cuerpos de inclusion, o IB) (Fig. 24A).
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Figura 18. Expresién de tvatg8a/b en las distintas condiciones inductoras de
autofagia. Ensayo de RT-PCR. A. Se muestra los productos amplificados de cada
gen correspondiente para tvatg4, tvatg8a y tvatg8b en RG y AG. B. Se muestra los
productos amplificados de cada gen correspondiente para tvatg4, tvatg8a y tvatg8b
en ausencia y presencia del inductor Rapa (conc. 500 nM/12h). C. Se muestra los
productos amplificados de cada gen correspondiente para tvatg4, tvatg8a y tvatg8b
en RH y AH. Se utiliz6 a B-tubulina como control de carga. C(+) DNA gendémico; C(-)
sin DNA gendmico. Se muestra el analisis densitométrico de los genes atg8 de T.
vaginalis en las distintas condiciones inductoras de autofagia.
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Se siguio la metodologia para la solubilizacion de cuerpos de inclusién (Fig.
24B) descrita en Materiales y Métodos para posteriormente purificarlas por
cromatografia de afinidad a niquel, ya que las proteinas presenta una etiqueta
de histidinas. Posteriormente, estas fracciones se analizaron por electroforesis
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Fig. 24C) y finalmente se
pasaron por una columna de intercambio iénico (PD-10) para remover las

sales, como se observa en la Fig. 24E la proteina no se logré obtener pura.

Después de pasar los cuerpos de inclusion solubilizados por la columna de
afinidad a niquel, en los eluidos correspondientes a la proteina recombinante
rTvAtg8b se observd una doble banda entre los marcadores de 15 y 20 kDa
(Fig. 24C) por lo que realizamos un ensayo de WB con estas fracciones y ver
cual de las dos bandas era reconocida por el anticuerpo a-His (Fig. 24D), para
posteriormente cortar esta banda del gel de acrilamida y ser utilizada para

inmunizar conejos y obtener anticuerpos.

7.2.5 Obtencion de anticuerpos policlonales anti-rTvAtg8a/b en ratones
0 conejo.
Para poder determinar la expresion a nivel de proteina y la localizacion de este

marcador de autofagia en las diferentes condiciones inductoras de este tipo de
respuesta celular en T. vaginalis fue necesario la produccion de anticuerpos
policlonales contra las proteinas rTvAtg8a/b por lo cual para el caso de
rTvAtg8b se macer6 la banda del gel de acrilamida que previamente fue

fuertemente reconocida con el Ab a-His en un ensayo de WB.

Un conejo macho de 6 semanas de edad se inmuniz6 como se describe en
Materiales y Métodos. En la Fig. 25 se muestra la dilucion a la que se utilizo
este anticuerpo contra ambas proteinas recombinantes (rTvAtg8a/b), en
ensayos de reconocimiento cruzado y posteriormente fue usado para el
reconocimiento de la proteina Atg8b nativa de T. vaginalis en extractos de
proteinas totales de este parasito asi como su localizacion en las distintas

condiciones inductoras de autofagia.
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Figura 19. Diagrama de clonacién de los genes tvatg8a/b. A. Construccién
obtenida en la maestria con el plasmido pGEM®-T Easy/tvatg8a/b, la cual tiene un
tamarfio de 3387/3357 pb. Esta construccién no contenia sitios de corte para enzimas
de restriccidn necesarias para la subclonacién en pCold I. B. Carriles 1-2, se muestra
la electroforesis del DNAp (4 ul méas 2 ul de BC6x) de la construccion mencionada en
A, en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x. Carriles 1-7 se muestra el ensayo de
PCR con los oligos que amplifican los genes tvatg8a/b con los sitios de corte para
BamHlI y Hindlll. Se cargd 10 ul de marcadores de 1 kbp; se utiliz6 DNAg como C(+);
se utilizé el DNAp de la construccién en A como DNA molde; sin DNA como C(- ). Se
obtuvo un amplicn del tamafio de 372 y otro de 342 pb. Electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% en TBE 1x, en el cual se cargd 10 pl del producto de reaccién mas
2 ul de BC6x. C. Inserto purificado (tvatg8a/b). Carril 1, 10 pl de marcadores de 1
kbp; carril 3, se cargé 4 ul del inserto purificado (tvatg8b) (mas 2 ul de BC6x) con un
tamafio de 342 pb; carril 5, se cargé 4 pl del inserto purificado (tvatg8a) (mas 2 pl de
BC6x) con un tamafio de 372 pb. Electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% en TBE
1x. El inserto liberado fue incorporado al vector de transicion pGEM®-T Easy.
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7.3. Identificacion del marcador de autofagia (Atg8b) a nivel de proteina
en T. vaginalis en condiciones inductoras de este proceso.
Cabe mencionar que para la deteccion de esta proteina en extractos de T.

vaginalis tuvimos que buscar en la literatura un tipo de extracto que permitiera
la deteccion de la proteina Atg8b ya que cuando se utilizaron extractos con
TCA 10% o extracto de adhesinas; el cual contenia inhibidores de proteasas;
no pudimos detectar por WB a la proteina TvAtg8b. Al parecer esta proteina

es muy labil y susceptible a degradacion.

Se utilizaron dos tipos de amortiguadores de lisis: El primero, contenia el
detergente IGEPAL®CA-630 y el segundo, contenia Tritobn X-100, ambos
contenian inhibidores de proteasas asi como inhibidores de fosfatasas, como
se recomienda por Gémez-Sanchez y col., 2015. Este tipo de lisado esta
descrito detalladamente en Materiales y Métodos. Se verific6 que esta
metodologia fuera funcional mediante ensayos de WB y utilizando extracto de
células Hela, cultivadas en presencia de Rapamicina (500 nM) (inductor de
autofagia) asi como el anticuerpo a-LC3, el cual reconoce a la proteina LC3

(ortélogo de Atg8 en células de eucariontes superiores) en ensayos de WB.

En la Fig. 26D se observa el reconocimiento de dos bandas (14 y 12 kDa) en
los dos tipos de extractos. Las cuales corresponden a la forma soluble (LC3-
I); reconocida con menor intensidad y a la forma insoluble o lipidica (LC3-11);
reconocida con mayor intensidad por el anticuerpo a-LC3. Este resultado
favorece el uso de ambos tipos de extracto, ya que el haber detectado con
mayor intensidad la banda que corresponde a la forma lipidica fue indicativo

de la presencia de un proceso autofagico activo.
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Figura 20. Analisis de las clonas transformadas con pGEM®-T Easy/tvatg8b. A.
Electroforesis del DNAp con el plasmido pGEM®-T Easy/tvatg8b que incluye los sitios
de corte para las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. Carril 1, 7 pl de marcadores
de 1 kbp; carril 2, 4 ul de DNAp (mas 2 pl de BC6x). Gel de agarosa al 1% en TBE
1x. B. Liberacidn del inserto tvatg8b. Carril 1; 6 yl de marcadores de 1 kbp, carril
2; 2 ul de DNAp (mas 2 pl de BC6x) sin digerir con las enzimas de restriccién, carril
3; 2 pl de DNAp (mas 2 pl de BC6x) digerido con las enzimas de restriccion BamHI y
Hindlll, liberando un inserto con un tamafo de 342 pb. Gel de agarosa al 1% en TBE
1x. C. Purificacion del inserto tvatg8b. Se corrobor6 la purificacion del inserto de
tvatg8b con un tamarfio de 342 pb mediante la electroforesis en un gel de agarosa al
1.5% en TBE 1x. Carril 1; 6 pl de marcadores de 1 kbp, carril 2; vacio, carril 3; 4 pl
del purificado (mas 2 ul de BC6x).
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Para los extractos de T. vaginalis utilizamos el amortiguador que contenia el
detergente IGEPAL®CA-630 y parasitos crecidos durante 24 h en las

diferentes condiciones inductoras de autofagia.

En la Fig. 27A se observa la electroforesis de los lisados obtenidos en las
condiciones de restriccion de glucosa (RG) y alta glucosa (AG), se hicieron
réplicas de este gel, las cuales fueron electro transferidas a membranas de
nitrocelulosa e incubados con los distintos anticuerpos en ensayos de WB.
Como control positivo C(+) de regulacion positiva por RG utilizamos el Ab a-
TvCP2, el cual reconocié una banda de aprox. 27 kDa; que corresponde a la

TvCP2; la cual a nivel de proteina fue mas abundante en RG (Fig. 27B).

Una de las proteinas de interés en este proyecto era la PFO-A/AP120 por lo
que quisimos saber: ¢como era su expresion a nivel de proteina en las
condiciones de RG y AG?, ¢ era factible que AG regulara positivamente a nivel
de proteina su expresion, como ocurria en alto hierro (AH)? Podemos observar
en la Fig. 27C al utilizar el anticuerpo anti-PFO50, el cual reconocié una banda
de aprox. 120 kDa; que corresponde a la proteina PFO-A/AP120, la cual a
nivel de proteina no cambié su expresion en las diferentes condiciones de

glucosa.

La otra proteina de interés fue la TvAtg8b en su forma lipidica, ya que era
indicativo de un proceso autofagico activo e inducido. En ambas condiciones
de glucosa (RG y AG) se detecto con el anticuerpo anti-TvAtg8b una banda de
~9 kDa, la cual podria corresponder a la forma lipidada de TvAtg8b. Esta
banda se reconoci6 con la misma intensidad en ambas condiciones (Fig. 27E)
y una banda de mayor peso molecular (18 kDa) que podria corresponder a la
forma soluble de TvAtg8b, que no corresponde al peso molecular de la
proteina nativa sin procesar (14 kDa) (Fig. 27E) y otras dos bandas de mayor
tamafio de las cuales aun no tenemos explicacion pero que podrian

corresponder al reconocimiento cruzado con contras Atgs.
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Figura 21. Secuencia del inserto del plasmido pGEM®-T Easy/tvatg8b. A.
Alineamiento de una clona secuenciada proveniente del plasmido pGEM®-T
Easy/tvatg8b con la secuencia gendmica de T. vaginalis G3. Con asterisco () se
muestran los nucleétidos idénticos, existiendo una similitud del 99.1% entre ambas
secuencias. Los nucledtidos libres que no tienen comparacion (-) corresponden al
vector. Se utilizé el programa MUSCLE (3.8) para hacer el alineamiento multiple. B.
Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos entre la clona secuenciada y la
secuencia correspondiente a Atg8b (TVAG_239800). C. Tabla donde se muestra el
Gnico cambio a nivel de amino&cidos en la secuencia clonada.
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CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

clona CGGGGCGCAGGTGCATGL TCCCGECCGCCATGOCGECCGCGGGAAT TCGATTGGCGGGAT
tvatg8b = ceememscceecccesdccccscssccessecscessccss s csc e
clona CCATGGAGTTGCAAAGTCATGACAGATCTAATAATATAAT GACAATGCTCAATAAATACC
tvatgsb --ATGGAGT TGCAAAGTC T TGACAGATCTAATAATATAAT GACAATGC TCAATAAATACC
AR L R L L R R e e L R
clona CAGACCACATTCCTGTCATCGTCGAACGCGATCCACACTGCACAACTTTACCAGATATCA
tvatgsb CAGACCACATTCCTGTCATCGTCGAACGCGATCCACACTGCACAACTTTACCAGATATCA
BEAREREREAAABIITAAAAEIITEASAIIT AR EAAITT LA SIITEAAISIT S
clona AAAATAMAAAAT TTTTTGTCACAAAAACTCTTTCAGTAGGAAAT TTGTT TATTGCGTAC
tvatgsb AAAATAAAAAAT TTTTTGTCACAAAAACTCTTTCAGTAGGAAATTTTGTTTATTGCGTAC
BASARERAARARRRAAAANRR AR AN ERARANRR AL SRR A
clona GAAACAGACTTGATATCAACGAAAAGGATGCAATTTTCTTGTTTGT TGATAATACATTAC
tvatgsb GAAACAGACTTGATATCAACGAAAAGGATGCAATTTTCTTGTTTGTTGATAATACGTTAC
BAXERRRAAAARAR LA AARIS L AAIRATEAARRARLAAIR LA TLLARRAE S0
clona CAAATCCAAGCGATAACCTTGGAGCAATATACGAAAAGCATAAAT CAGAAGATCAAATGC
tvatgsb CAAATCCAAGCGATAACC T TGGAGCAATATACGAAAAGCATAAAT CAGAAGAT CAAATGC
BASERTFILAERAIITAAAAIEITARAAAIIITAAAIIITLAAITTALAAAIITLLHIITT LA
clona TTCATTGTACTTATAGTTCTGACTCTGCTTACGGAT TTTTGTGAAAGCTTCGCCAATCAC
tvatgsb TTCATTGTACTTATAGTTCTGACTCTGCTTACGGATTTTTGTGA= == === === == == ===
LR AL L R R L R R L R R L L L R L L L
clona TAGTGAATTCGCGGCCGCC TGCAGGTCGACCATATGGGAGAGC TCCCAACGCGTTGGATG
tvatg8b = c-ememscccsccsccesccccccsssccsssssscsssssccessscesssscasana-
B
aa clona 1 MELQSLDRSNNIMTMLNKYPDHIPVIVERDPHCTTLPDIKNKKFFVTKTL
PEEEEREREER R e e e e e e e e e e e e e e v e e
aa (TVAG_239800) 1 MELQSLDRSNNIMTMLNKYPDHIPVIVERDPHCTTLPDIKNKKFFVTKTL
aa clona 51 SVGKFVYCVRNRLDINEKDAIFLFVONTLPNPSONLGAIYEKHKSEDQML 100
Ry
aa (TVAG_239800) 51 SVGNFVYCVRNRLDINEKDAIFLFVONTLPNPSONLGAIYEKHKSEDQUL 100
aa clona 81 HCTYSSDSAYGFL 113
FLEEEETTEELT
aa (TVAG_239800) @1 HCTYSSDSAYGFL 113
Secuencia Triplete Aminoacido Numero de
correspondiente aminoacido
clona AAA =Lisina
. 54
TVAG_239800 AAT N=Asparagina
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El que se haya obtenido de la misma intensidad la banda que podria
corresponder a la forma lipidica de TvAtg8b apoya los resultados obtenidos
por ultraestructura en los cuales en ambas condiciones se observo la

presencia de diversas vesiculas autofagicas (Figs. 13y 14).

La siguiente condicion analizada fue utilizando lisados de parasitos crecidos
en ausencia y presencia del inductor de autofagia; Rapa (Rapamicina 500 nM
durante 12 h), se realiz6 la electroforesis de los extractos obtenidos (Fig. 28A)
y los ensayos de WB. Nuevamente se utilizaron los anticuerpos anti-TvCP2 y
anti-PFO50 como controles, la deteccion de esta proteasa y adhesina en estas
condiciones debia ser la misma, dado a que el inductor de autofagia no debia
afectar la expresion de ninguna de ellas (Fig. 28B, C).

El efecto de este inductor de autofagia se observé reflejado en la deteccion de
la proteina TvAtg8b que en ausencia del inhibidor tanto la forma soluble como
la forma lipidada, las bandas de 18 y 9 kDa, respectivamente, se detectaron
con la misma intensidad (Fig. 28E), sugiriendo la presencia de una autofagia
basal en condiciones normales (dato demostrado en la maestria por
ultraestructura; tesis de maestria). En presencia del inductor la deteccién de la
forma lipidada (banda de 9 kDa) fue de manera mas intensa que la soluble
(banda de 18 kDa), lo cual sugeriria la presencia de vesiculas-Atg8 positivas
en este tiempo de induccion (Fig. 28E) y a su vez un proceso activo autofagico
como se muestra en la Fig. 15.

Por ultimo, el otro estimulo analizado fue en ausencia o presencia de hierro
(RH y AH). EIl lisado de parasitos crecidos en RH y AH durante 24 h se
analizaron por electroforesis y WB (Fig. 29A para corroborar que existia un
efecto del hierro sobre el crecimiento de los parasitos que indicara la induccion

de la autofagia en ambas condiciones de crecimiento.
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Figura 22. Andlisis de las clonas obtenidas con la construcciéon pColdl/tvatg8b.
A. Electroforesis del DNAp del vector pColdl (vacio). Carril 1, 7 pl de marcadores de
1 kbp; carril 2, 4 ul de DNAp (mas 2 pl de BC6x) del vector pColdl. Gel de agarosa al
1% en TBE 1x. B. Linearizacion del vector pColdl. Carril 1; 6 ul de marcadores de
1 kbp, carril 2; 2 pl de DNAp (méas 2 pl de BC6x) sin digerir con las enzimas de
restriccion, carril 3; 4 pl de DNAp (més 2 pl de BC6x) digerido con las enzimas de
restriccion BamHI y Hindlll y tratado con la enzima alcalina (CIP). Gel de agarosa al
1.5% en TBE 1x. C. DNAp del vector pColdl/tvatg8b. Obtencién del DNAp de las
clonas obtenidas con la construccion pColdl/tvatg8b mediante lisis alcalina. Carril 1,
7 ul de marcadores de 1 kbp, carriles 3-8, 2 ul de DNAp (mas 2 ul de BC6x).
Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 1x. D. Caracterizacion de las clonas
“positivas” mediante PCR. El DNAp obtenido de 6 clonas se utilizé como DNA
molde para ensayos de PCR con oligonucle6tidos que se anclan en el vector pColdl.
Carril 1, 7 yl de marcadores de 1 kbp; carriles 3-8, 20 ul del producto PCR (mas 2 pl
de BC6x); carril 11, C(+) se utiliz6 DNAp con la construccion (pColdl/preprotvcp4),
carril 12, C (+) se utiliz6 DNAp del vector pColdl vacio, carril 14, C(-) sin DNA molde,
solo se usé la mezcla de reaccion. La region amplificada en el vector vacio es de 215
pb. El tamafio amplificado en el C(+) es de 473 pb (215 p del vector mas 258 pb del
inserto preprotvcp4) y de las clonas con el vector (pColdl/tvatg8b) el tamafio del
amplificado fue de 557 pb (215 pb del vector mas 342 pb del inserto). Electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x. E. Caracterizacion de las clonas positivas
mediante DD. Se realiz6 doble digestién del DNAp de las clonas positivas (clona 4 y
clona 5) con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, liberando un inserto de 342
pb, el cual corresponde al tamafio reportado en el genoma de T. vaginalis para atg8b
(TVAG_239800). Electroforesis gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x.
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Los anticuerpos anti-TvCP2 detectaron la banda de la proteasa con mayor
intensidad en RH que en AH, la cual se regula negativamente por hierro. Lo
contrario se detecto con el anticuerpo anti-AP120, ya que la adhesina se regula
positivamente por hierro (AH), observandose una mayor cantidad de AP120
en AH (Fig. 29C). Sin embargo, cuando se realizo la deteccion de la proteina
TvAtg8b, de manera sorprendente observamos que en el caso de RH la
deteccién de la forma soluble y lipidada (18 y 9 kDa, respectivamente) de esta
proteina fue con la misma intensidad, a diferencia de AH donde se observé
con mayor intensidad la forma lipidada (9 kDa) que la forma soluble (18 kDa)
(Fig. 29E). El reconocimiento de la forma lipidada de una manera mas intensa
en AH, apoya el resultado obtenido en las Figs. 16 y 17, donde se observo

mayor presencia de vesiculas autofagicas en la condicién de AH a 24 h.

Para corroborar que las bandas que sugerimos como la forma soluble y
lipidada de la proteina TvAtg8b correspondan, se realizaron tres experimentos:
1) el lisado de parasitos crecidos en condiciones normales de cultivo durante
24 h, obteniendo por separado la fraccion insoluble en la de la pastilla (P) y la
fraccion soluble (FS) como se menciona en Materiales y Métodos, por
electroforesis y WB utilizando geles de tricina (TT-SDS) (Fig. 30A). . Un dato
importante que se observé y que debemos mencionar es que; durante la
electroforesis, ambas fracciones migraron diferente, llegando primero al fondo
del gel la fraccidn proveniente de la pastilla (P), qguedando un poco mas arriba
la fraccién soluble (FS) (Fig. 30B).

Cuando se realiz6 el ensayo de WB con el Ac a-rTvAtg8b se puede observar
la deteccion de manera intensa una banda de ~9 kDa (TvAtg8b-PE) en la
fraccion de la pastilla, la cual corresponderia a la forma lipidica y de manera
tenue el reconocimiento de una banda de ~18 kDa en la misma fraccién (Fig.
30D). Y de igual intensidad se observé una banda de ~18 kDa (si se hubiera

migrado igual que la fraccion insoluble) en la fraccion soluble (FS) (Fig. 30D).
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Figura 23. Obtencion de la proteina recombinante TvAtg8b (rTvAtg8b). A.
Induccién a dos temperaturas de la proteinarecombinante rTvAtg8b. En el panel
de la izquierda, se observa la induccién con IPTG [1 mM] a 16 °C durante 3 h. Carril
1, 7 yl de marcadores precision plus protein™ standards, dual color (Cat. No. 161-
0374, BIO-RAD). Carril 2, 25 pl de la fraccion no inducida (NI) del C(+); carril 3, 25 pl
de la fraccion inducida (l) del C(+), carril 5, 25 ul de la fracciéon no inducida (NI)
correspondiente a la proteina recombinante (rTvAtg8b); carril 6, 25 pl de la fraccién
inducida (I) de rTvAtg8b. Panel de la derecha. Induccién con IPTG [1 mM] a 37 °C
durante 3 h. Carril 1, 7 ul de marcadores precision plus protein™ standards, dual color;
carril 2, 25 pl de la fraccion inducida (l) del C(+); carril 3, 25 ul de la fracciébn no
inducida (NI) de rTvAtg8b; carril 4, 25 pl de la fraccién inducida (I) de rTvAtg8b. Se
observo la induccién de una banda de 13 kDa que corresponde al C(+); recombinante
del prepro de la TvCP4 y la induccién de una banda de 18 kDa que corresponde a la
proteina rTvAtg8b. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%. B.
Reconocimiento de la etiqgueta de histidinas de la proteina recombinante
(rTvAtg8b). Se muestra membranas en las cuales se electro transfirié una réplica de
los geles mostrados en la parte superior. Se observa el reconocimiento con el Ac anti-
His tag (Dil 1:3 000) de una banda de 13 kDa en la fraccion | del C(+) y de una banda
de 18 kDa en la fraccién | correspondiente a la proteina rTvAtg8b.
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2) El segundo experimento, fue ensayos de WB, en los cuales la muestra fue
el lisado de paréasitos después de cultivarlos en ausencia y presencia del
inhibidor Wortmanina durante 60 min con el Ac a-rTvAtg8b, observando la
deteccién de manera intensa de una banda de ~18 kDa (TvAtg8b-I) tanto en
ausencia y en presencia del inhibidor (Fig. 31), no asi la banda de ~9 kDa
(TvAtg8b-I11), la cual disminuyé en presencia del inhibidor (Fig. 31), Este
resultado sugiere que la banda de 9 kDa corresponda a la formada lipidada
TvAtg8b-Il ya que coincide con lo reportado por Klionsky y col., 2007; Gomez-
Sanchez y col.,, 2015. Donde se menciona que el uso de este tipo de
inhibidores; los cuales interfieren con la formacion del autofagosoma; mediante
WB su efecto de inhibicion se ve en la cantidad disminuida de la isoforma de
LC3-1l o Atg8-Il a nivel de proteina. Y 3) ensayos de WB de lisado de parasitos
crecidos en AH previamente tratados con formaldehido al 1.6%. Este método
es utilizado para la preservacion de complejos entre proteinas, Como se
muestra en la Fig. 32, el Ac a-rTvAtg8b reconocié 3 bandas: una banda de ~9
kDa (forma lipidada), otra banda de ~10 kDa (posiblemente la nativa, soluble)
y por ultimo una banda de ~18 kDa en la fraccién de la pastilla (P). En cambio,
en la fraccién soluble (S) solo se detecta el reconocimiento de las bandas de
~9 kDa y ~18 kDa.

Estos resultados de WB sugieren que el reconocimiento de ambas bandas (18
y 8/9 kDa) por el anticuerpo anti-rTvAtg8b son las dos isoformas (soluble y

lipidica) de la proteina TvAtg8b de T. vaginalis.

Hasta el momento a nivel de ultraestructura en las diferentes condiciones
inductoras de autofagia, se observé la presencia de vesiculas tipo autofagicas
(AVi o AVd), se detectaron autofagosomas tipicos (doble membrana), asi
como diversos tipos de vesiculas de diferentes tamafios que podrian o no estar
involucradas con un proceso activo de autofagia, con diferente contenido
citoplasmico, a excepcion de la condicion de AH, en la cual fue mayoritaria la
autofagia de hidrogenosoma a un tiempo prolongado de cultivo.
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En las mismas condiciones de cultivo analizadas por ultraestructura se detect6
la expresion de la proteina nativa TvAtg8b como una banda de 18 kDa
(posiblemente la forma soluble) y otra de 9 kDa (posiblemente la forma
lipidada) en ensayos de WB. Sin embargo, la siguiente duda a responder era:
¢€el anticuerpo verdaderamente esta reconociendo a la proteina marcadora de
autofagia?, si era asi, la deteccion de esta proteina en ensayos de
inmunofluorescencia debia ser de manera puntiforme, sugiriendo asi la

presencia de vesiculas Atg8-positivas.

7.4 Localizacion de Atg8b en condiciones inductoras de autofagiaen T.
vaginalis.
Para este ensayo, se eligio solo las condiciones que podrian inducir autofagia

como una respuesta de sobrevivencia a la falta y exceso de nutrientes, como
son: Rapa (inductor convencional), restriccion de hierro (RH) asi como
restriccion de glucosa (RG), alta glucosa (AG) y como condicion control,
condiciones normales de cultivo (N). Descartando AH, la cual se pretende
estudiar a tiempos muy cortos de cultivo (cuestién de minutos) (objetivo 3 de
este proyecto). En la Fig. 33A observamos la deteccién con el anticuerpo a-
rTvAtg8b de manera puntiforme (paneles c, g, k, 0 y s) en comparacion con el
suero preinmune (PIl) usado como control negativo (Fig. 33A, panel w), lo cual
sugiere la presencia de estructuras-TvAtg8b positivas tipo autofagosomas en
las diferentes condiciones inductoras de autofagia. EI mayor porcentaje de
células con estructuras TvAtg8b- positivas fue detectado en parasitos crecidos
en RG (32%), comparado con 9% en la condicion N, con 8% en la condicién
de Rapa, con 11% en la condicion RHy con un 7% en la condicion de AG (Fig.
33B). Adicional a este dato, el nUmero de estructuras tipo vesiculas TvAtg8b-
positivas por célula fue mayor en la condicion de RG (cercano a 4 estructuras
por célula) en comparacion con las otras condiciones inductoras de autofagia,
en las cuales el numero de estructuras tipo vesiculas TvAtg8b-positivas fue
de: 1 por célula en la condicién N y ~2 por célula en las condiciones de Rapa,
de RH y de AG (Fig. 33C).
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Figura 24. Purificacién de la proteina recombinante TvAtg8b (rTvAtg8b). A.
Fraccién donde se encuentra la proteina rTvAtg8b. Carril 1, 7 yl de marcadores
precision plus protein standards, dual color; carril 2, 20 ul de la fraccién (NI); carril 3,
20 pl de la fraccion (1); carril 4, 20 ul de la fraccién soluble (FS) del lisado de bacterias;
carril 5, 20 pl de la fracciéon cuerpos de inclusion (CB) del lisado de bacterias. La
proteina recombinante rTvAtg8b se observa en la fraccién CB. Gel de poliacrilamida
al 12%. B. Solubilizacion de los cuerpos de inclusion (CB). Carril 1, 7 ul de
marcadores precision plus protein standards, dual color; carril 2, 20 ul de la FS; carril
3, 20 pl de la fraccién CB; carril 4; 20 ul de la pastilla obtenida de la solubilizacion de
los CB (CByasiila), carril 5, 20 ul de la solibilizacion de los CB (CBsolubilizados). Gel de
poliacrilamida al 12%. C. Purificacion de la proteina recombinante (rTvAtg8b) por
afinidad a niquel. Carril 1, 7 ul de marcadores (antes mencionados); carril 2, pl de la
pastilla obtenida de la solubilizacion de los CB (CBpasiila); carril 3, 20 pl de la
solibilizacién de los CB (CBsolubiiizados), carriles 4-5, 20 ul de la fraccion de lavados (L1
y L2); carriles 6-8, 20 pl de la fraccion de eluidos (E1, E2 y E3). Gel de poliacrilamida
al 12%. C. Reconocimiento de la proteina recombinante (rTvAtg8b) con el
anticuerpo a-His Tag. Una réplica del gel mostrado en C, se electro transfirié a una
membrana de nitrocelulosa de 0.2 ym. La cual se incub6 con el Ab a-His Tag (dilucion
1:3 000) el cual reconoce a la proteina recombinante (rTvAtg8b) en la fraccién
CBpastila, CBsoluviizados Y €n E2. D. Eluidos obtenidos por pD10. Columna de
intercambio i6nico, eluidos en PBS pH7.0. Carril 1; 7 pl de marcadores; carril 2, 20 pl
de la muestra sin pasar por la columna (to), carriles 3-8; eluidos de las fracciones E1
y E2 obtenidos en C con 3 ml de PBS pH7.0, los cuales fueron recolectados en
alicuotas de 500 pl, Gel de poliacrilamida al 12%.
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También se destacO la distribucion en los tamafios encontrados de las
vesiculas TvAtg8b-positivas detectadas en las diferentes condiciones
inductoras de autofagia. En la condicion N, el 75% de las vesiculas tenian un
tamafo < 1 ym (Fig. 33A, panel c; asterisco), mientras el otro 25% tenia un
tamano < 2 ym. En la condicion de Rapa, el 76.2% de las vesiculas tenia un
tamano < 1 ym (Fig. 33A, panel g; flechas blancas) y el otro 23.8% tenia un
tamafio < 2 ym. En la condicién de RH, el 52.8% de las vesiculas tenia un
tamafio < 1 ym, mientras el otro 47.8% tenia un tamano < 2 ym (Fig. 33A,
panel k; flechas blancas). En la condicion de AG, el 95.4% de las vesiculas
tenia un tamafo < 1 ym, mientras el otro 4.6% tenia un tamafo < 2 ym (Fig.
33A, panel s; asterisco). Por dltimo, en la condicion de RG, se detectaron
vesiculas de 3 tamafios: 1) el 29.1% fue de vesiculas con un tamafo < 1 ym,
2) el 64.6% fue de vesiculas con un tamano < 2 ym y 3) el 6.3% fue de
vesiculas con un tamafio < 2.8 um (Fig. 33A, panel o; flechas blancas) (Tabla
1). Estos resultados muestran que la condicion de RG indujo mas vesiculas
Atg8b-positivas por célula, asi como vesiculas de mayor tamafio en
comparacion con las otras condiciones. Por lo que surgid la siguiente pregunta:
¢ Estas vesiculas de gran tamafio provienen de la fusién de autofagosomas
con lisosomas, dando origen a autolisosomas, y es lo que estamos detectando

con el Ab anti-TvAtg8b en la condicion de RG?

Para responder la pregunta anterior, realizamos ensayos de
inmunofluorescencia utilizando dos maneras de detectar los autolisosomas
(vesiculas &cidas del flujo autofagico): La primera, fue con el kit Cyto-ID®
Autophagy detection (el cual marcaria vesiculas del flujo autofagico; vesiculas
pre y autofagicas) mas lysotracker (marcador de lisosomas). Este ensayo a su
vez nos sirvido de control con respecto al Ac producido contra la proteina
recombinante  rTvAtg8b, ¢el anticuerpo  anti-TvAtg8b  reconoce
autofagosomas? La segunda manera fue utilizando el Ac a-TvAtg8b mas

lysotracker en RG.
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Figura 25. Reconocimiento de la proteina recombinante (rTvAtg8b) por los
anticuerpos producidos en conejo. Carril 1, 7 yl de marcadores “precision plus
protein standards dual color”, carril 2; electroforesis de la proteina recombinante
rTvAtg8b. Gel de poliacrilamida al 15%, tefiido con azul de coomassie (CBB). Carril
3, réplica del gel anterior electro transferido a una membrana de 0.2 um e incubada
con el suero preinmune (PI) (dilucion 1:200), carril 4, membrana incubada con el Ab
a-rTvAtg8b (dilucién 1:200) donde se reconoce la banda correspondiente a la proteina
rTvAtg8b (peso aprox. de 18 kDa). Carriles 3 y 4 ensayos de WB.
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Cuando se usO el marcador Cyto-ID® de autofagia la mayoria de los
autofagosomas detectados (Fig. 34D) también se marcaron con lysotracker
(Fig. 34C), como se observa en el panel de traslape (Fig. 34E), asi como en el
zoom hecho en una region del traslape (Fig. 34F). Notablemente, el anticuerpo
a-TvAtg8 b (Fig. 34J) funciond de igual manera que el kit o incluso mejor, ya
que permitié distinguir vesiculas preautofagicas; como fagoforos o membranas
de aislamiento y autofagosomas (Fig. 34L, se observan en color verde) de
vesiculas acidas como son los autolisosomas (Fig. 34K) los cuales se originan
a partir de la fusion de autofagosomas (cuyo marcador caracteristico es Atg8)
(Fig. 34J, verde) con vesiculas acidas (Fig. 34l, rojo) que en este ensayo
observamos de color amarillo (Fig. 34K y L). Los autolisosomas son organelos
gue confirman el dltimo paso del flujo autofagico, por lo que para corroborar la
presencia de este tipo de organelos realizamos ensayos de
inmunofluorescencia en ausencia y presencia del inhibidor E64d asi como
zimogramas para verificar la inhibicién de la actividad proteolitica de proteasas
(Fig. 35C). En la Fig. 35 observamos la acumulacion de autolisosomas (Fig.

35A, panel I; B) en presencia del inhibidor.

La deteccién de Atg8 y su localizacion en vesiculas tipo autolisosomas son
indicativos de eventos finales del proceso autofagico en T. vaginalis. Sin
embargo, surge otra pregunta: ¢ la proteina TvAtg8b participa en la biogénesis
del autofagosoma? Es decir ¢estara involucrada en los pasos iniciales del

proceso autofagico?

Los pasos iniciales del proceso autofagico, como ya se menciond en la
introduccién involucran lo siguiente: 1) membrana de aislamiento o fagéforo;
etapa que consta de una membrana naciente alrededor del material
citoplasmico a englobar. 2) Expansion, etapa del alargamiento de la membrana
de aislamiento en la cual participa el complejo Atg7/Atg3/Atg8. 3) Maduracién,
la formacion esférica de la vesicula autofagica, la cual cuando esté terminada

dara lugar 4) al autofagosoma (AV), organelo esférico de doble membrana el
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Figura 26. Reconocimiento de la proteina LC3 (ortélogo de Atg8) con el Ab a-
LC3 en dos tipos de lisados de células HelLa. A. Carril 1, 7 yl de marcadores; carril
2, 20 pl del lisado de células HelLa con el amortiguador B (detergente Triton X-100),
20 pl del lisado de células HeLa con el amortiguador A (IGEPAL®CA-630).
Electroforesis en gel de tricina tefiido con azul de Coomassie (CBB). B. Réplica del
gel mostrado en A electro-transferido a una membrana de nitrocelulosa para realizar
el ensayo de WB con el Ab a-Total de células HelLa (1:1 000), como control positivo
C(+). Revelado por color. C. Ensayo de WB con el Ac secundario a-IgG de conejo
acoplado a HRP (1:10 000), como control negativo C (-). D. Ensayo de Wb con el Ab
primario a-LC3 (1:10 000), después de los lavados incubado con el Ab secundario a-
IgG de conejo acoplado a HRP (1: 3 000) para ser revelado por color. Se observa el
reconocimiento tenue de una banda de 14 kDa que corresponde a LC3-I (forma
soluble de LC3) e intenso de una banda de 12 kDa que corresponde a LC3-II (forma
lipidica de LC3) en los dos tipos de extractos usados.
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cual posteriormente se fusionar4 con el lisosoma originando un nuevo
organelo denominado 5) autolisosoma, el cual degrada el material citoplasmico
previamente secuestrado por el autofagosoma con ayuda de la actividad de
las hidrolasas, asi como también a la membrana externa del autofagosoma,
guedando un organelo de una sola membrana y de mayor tamafo. En la Fig.
36 se muestra la deteccion de la proteina TvAtg8b en cada una de las etapas
del flujo autofagico en RG. Este resultado sugiere la participacion de la

proteina TvAtg8b en la biogénesis del autofagosoma.

Hasta el momento, sabemos que las distintas condiciones analizadas en este
trabajo indujeron autofagia en T. vaginalis, s6lo la condicion de alto hierro tiene
efecto en la sobre-expresion de la proteina PFO-A/AP120, pero no RG, AG,
RH o Rapa (Figs. 27, 28 y 29). Por lo que nos formulamos la siguiente
pregunta: ¢Se requiere de una sobre expresiéon de PFO-A/AP120 para su

relocalizacion en la superficie del parasito?

7.5. Localizacién de PFO-A/AP120 en la superficie del parasito en las
distintas condiciones inductoras de autofagia.
Como observamos mediante ensayos de WB, la proteina PFO-A/AP120 solo

se sobre-expresd en AH, ni siquiera en AG se observd una sobre-expresion
de dicha proteina. Por lo que la siguiente hipétesis formulada fue: la sobre-
expresion de PFO-A/AP120 favorece la relocalizacion de esta proteina
hidrogenosomal hacia la superficie del parasito donde adquiere la funcién de
adhesina mediante la autofagia del hidrogenosoma que se utiliza como una

via no convencional de transporte.

Por lo antes mencionado, realizamos ensayos de inmunofluorescencia
indirecta con parasitos cultivados en las diferentes condiciones inductoras de
autofagia, fijados pero no permeabilizados para detectar a la proteina PFO-

A/AP120 en la superficie de los parasitos.
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Figura 27. Expresion de la proteina TvAtg8b en las condiciones de RG y AG. A.
Extractos obtenidos en RG y AG. Carril 1; 7 yul de marcadores; carril 2, 15 ul del
extracto obtenido del lisado de parasitos en glucosa restringida (GR); carril 3; 15 pl
del extracto obtenido del lisado de parasitos en alta glucosa (AG). Gel de tricina tefiido
con azul de coomassie (CBB). B. Ensayo de WB con el Ac a-TvCP2. Réplicas del
gel mostrado en A, se electro transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.2 um
para los ensayos de WB. Se incubd una de estas membranas con el Ac a-TvCP2
(dilucién 1:2 000). C. Ensayo de WB con el Ac a-PFO50. Se incub6 una membrana
con el Ac a-PFO50 (dilucion 1:7 000). D. Ensayo de WB con el suero preinmune
(PI). Se incub6 una membrana con el PI (dilucién 1:5 000) como control negativo, C(-
).E. Ensayo de WB con el Ac a-TvAtg8b. Se incubd una membrana con el Ac a-
TvAtg8b (dilucién 1:5 000). Los ensayos de WB se revelaron por quimioluminiscencia
y por placa.
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En la Fig. 37 observamos que sdélo AH indujo la relocalizacién de PFO-
A/AP120 hacia la superficie de los parasitos. Este resultado sugiere que la
sobre- expresion de PFO-A/AP120 promueve su relocalizacion y funcibn como
adhesina. Las siguientes preguntas a contestar: En las condiciones inductoras
de autofagia; exceptuando AH; ¢la adherencia de los parasitos es menor? Si
las principales adhesinas requieren de una sobre-expresion a nivel de proteina
para después relocalizarse a la membrana plasmatica, ¢Cuales son las
proteinas que participan en la adhesion en condiciones inductoras de autofagia
diferentes a AH? Por ultimo ¢ Se requiere de la autofagia del hidrogenosoma
inducida por alto hierro para relocalizar a PFO-A/AP120 del hidrogenosoma a

la superficie del parasito?

7.6 Efecto de la Wortmanina (inhibidor de autofagia) en la relocalizacion
de PFO-A/AP120 hacia la superficie del parasito en AH.
Para saber si la relocalizacion de PFO-A/AP120 hacia la superficie del parasito

en AH requeria de la autofagia del hidrogenosoma (Fig. 5), realizamos una
cinética a tiempos cortos de cultivo en AH (0, 20, 30 y 40 min) en ausencia y
presencia del inhibidor Wortmanina (concentracién 50 uM). Este farmaco es
permeable y ademas es un potente inhibidor, selectivo e irreversible de la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K, siglas en inglés), la cual se requiere para el
proceso autofagico. La inhibicion de PI3K con wortmanina disminuye la
formacién de autofagosomas afectando de este modo la autofagia.

En la Fig. 38 observamos una cinética en ausencia y presencia de wortmanina
(wort) donde no se detecté a PFO-A/AP120 en un tiempo cero (t0 min) en la
membrana al usar parasitos no permeabilizados (PNP), a los 20 min (t 20 min)
se detectd a la adhesina de 120 kDa (AP120) en la superficie de los parasitos
(se observa en color amarillo). Sin embargo, en presencia de wortmanina, al
mismo tiempo de cultivo se observa un exceso de PFO-A/AP120 acumulado
en el citoplasma de los parasitos (se observa en color verde), lo que podria

sugerir que al inhibir la formacion de autofagosomas, no ocurrid el
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secuestramiento del hidrogenosoma dentro de este tipo de vesiculas y por
ende no llego la proteina hidrogenosomal (PFO-A) a la superficie del parésito.

A los tiempos de 30 y 40 min en ausencia del inhibidor no se observo
nuevamente a la proteina PFO-A/AP120 en la superficie del parasito pero al
compararlo con los mismos tiempos en presencia de wortmanina se observa
con mayor intensidad la deteccibn de la proteina PFO-A/AP120 en el
citoplasma de los parasitos.

Para corroborar el efecto inhibidor de la autofagia inducida por altas
concentraciones de hierro, realizamos a los mismos tiempos una cinética en
ausencia y presencia de wortmanina pero ahora siguiendo a la proteina
TVvAtg8b.

Al inhibirse la autofagia por la wortmanina, la presencia de vesiculas Atg8-
positivas debid de reducirse en presencia del inhibidor como se observa en la
Fig. 38. Este resultado sugiere fuertemente que la proteina PFO-A/AP120 llega
a la superficie del parasito a través de un proceso inicial de autofagia del

hidrogenosoma inducida Unicamente por altas concentraciones de hierro.
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Figura 28. Expresion de la proteina TvAtg8b en ausencia y presencia del
inductor de autofagia (Rapamicina). A. Carril 1; 7 pul de marcadores; carril 2, 15 pl
del extracto obtenido del lisado de parasitos en ausencia de Rapa; carril 3; 15 pl del
extracto obtenido del lisado de parasitos en presencia de Rapa. Gel de tricina tefiido
con azul de Coomassie (CBB). B. Ensayo de WB con el Ac a-TvCP2. Réplicas del
gel mostrado en A, se electro transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.2 um
para los ensayos de WB. Se incubd una de estas membranas con el Ac a-TvCP2
(dilucién 1:2 000). C. Ensayo de WB con el Ac a-PFO50. Se incub6 una membrana
con el Ac a-PFO50 (dilucién 1:7 000). D. Ensayo de WB con el suero preinmune
(P). Una membrana se incubd con el suero Pl (dilucion 1:5 000) como control
negativo, C(-). E. Ensayo de WB con el Ac a-TvAtg8b. Una membrana se incubd
con el Ac a-TvAtg8b (dilucién 1:5 000). Los ensayos de WB se revelaron por
gquimioluminiscencia y por placa.

115



kDa

30
37

23
20

13

10

I

S/Rapa
C/Rapa

|

CBB

B C
= = = =
A @]
kDa woo kDa
0. = =— 4APIXO
s 50 -
. 37
23 — ame o TCP2 5y
20 20
13 15
10 wi:..
il J w a1t
- - I
2 3 1 2 3
WB
E
= & ]
o =
- %
5 &
kDa *# kDa 7 ©
5 30| S &
- 37 [
5 25
20 f‘; -—- 1
15 Ab a-TvAtgSb
10
10 e
2 1 2
WB

116



Figura 29. Expresion de la proteina TvAtg8b en restriccién de hierro (RH) y alto
hierro (AH). A. Carril 1; 7 pl de marcadores; carril 2, 15 pl del extracto obtenido del
lisado de parasitos en RH; carril 3; 15 ul del extracto obtenido del lisado de parasitos
en AH. Gel de tricina tefiido con azul de Coomassie (CBB). B. Ensayo de WB con el
Ac a-TvCP2. Réplicas del gel mostrado en A, se electro-transfirieron a membranas
de nitrocelulosa de 0.2 um para los ensayos de WB. Una de estas membranas se
incubd con el Ac a-TvCP2 (dilucién 1:2 000). C. Ensayo de WB con el Ac a-PFO50.
Una membrana se incub6 con el Ab a-PFO50 (dilucién 1:7 000). D. Ensayo de WB
con el suero preinmune (Pl). Una membrana se incub6 con el Pl (dilucion 1:5 000)
como control negativo, C (-). E. Ensayo de WB con el Ac a-TvAtg8b. Una membrana
se incubd con el Ac a-TvAtg8b (dilucién 1:5 000). Los ensayos de WB se revelaron
por quimioluminiscencia y por placa.
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Figura 30. Reconocimiento de la forma soluble y lipidica de TvAtg8b. A.
Electroforesis de los extractos obtenidos a partir del lisado de parasitos en
condiciones normales (N). Carril M; 7 pl de marcadores; carril 1, 15 pl del extracto
proveniente de la pastilla (P) del lisado de parasitos en N; carril 2; 30 ul del extracto
proveniente de sobrenadante (FS) del lisado de parasitos en N. Gel de tricina tefiido
con azul de Coomassie (CBB). B. Electro-transferencia de la pastilla (P) y
sobrenadante (FS). Réplicas del gel mostrado en A, se electro-transfirieron a
membranas de nitrocelulosa de 0.2 um para los ensayos de WB. Se observa un
corrimiento diferente entre ambas fracciones, migré mas rapido la fraccion P que la
fraccion FS. C. Control (-) de WB con el suero preinmune (Pl). Una membrana se
incubo con el suero preinmune (dilucion 1:10 000). D. Ensayo de WB con el Ac a-
TvAtg8b. Una membrana se incubd con el Ac a-TvAtg8b (dilucién 1:10 000). Se
observa la deteccion de la forma lipidica en la fraccién de la pastilla (TvAtg8b-PE) y
la forma soluble de la proteina (TvAatg8b) en la FS. Los ensayos de WB se revelaron
por quimioluminiscencia y fotodocumentador.
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Figura 31. Reconocimiento de la forma soluble y lipidada de TvAtg8b en
ausenciay presenciadel inhibidor Wortmanina. Carril 1; 7 pl de marcadores; carril
2, 15 pl del lisado de parésitos en N durante 24 h; carril 3; 15 pl del lisado de parasitos
en N en ausencia de inhibidor (60 min), carril 4; 15 ul del lisado de parasitos en N en
presencia del inhibidor wortmanina (50 uM) durante 60 min. Gel de tricina tefiido con
azul de Coomassie (CBB). Réplicas del gel mostrado, se electro-transfirieron a
membranas de nitrocelulosa de 0.2 um para los ensayos de WB. Una membrana se
incubo con el Ac a-TvAtg8b (dilucion 1:2 000). Se observa la deteccion de la forma
soluble de la proteina (TvAatg8b-I) con la misma intensidad, no asi la forma lipidada
(TvAtg8b-Il), la cual en presencia del inhibidor se detecté en menor intensidad.
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Figura 32. Reconocimiento de la forma soluble y lipidada de TvAtg8b en lisados
de parasitos crecidos en AH, previamente tratados con formaldehido (deteccién
de complejos entre proteinas). Electroforesis del lisado de parasitos previamente
tratados con fijador (formaldehido al 1.6%). Carril 1; 7 pl de marcadores, carriles 2, 5,
8, 11y 14; 15 pl de la fraccién pastilla (P) de la lisis de nUmero de parasitos de manera
creciente (2.5, 5, 10, 20y 40 x 10°), carriles 3, 6, 9, 12 y 15; 15 pl de la fraccién soluble
(S) de la lisis de parasitos de manera creciente. Gel de tricina teflido con azul de
Coomassie (CBB). Se realizé la electro-transferencia del gel mostrado a membranas
de nitrocelulosa de 0.2 um para los ensayos de WB. Se incub6 con el Ac a-TvAtg8b
(dilucién 1:1 000). Se observa la deteccion de tres bandas: ~18, ~10 kDa (de manera

tenue) y una de ~8 kDa (reconocimiento fuerte).
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Figura 33. Localizacion de TvAtg8b en vesiculas tipo autofagosomas en las
diferentes condiciones inductoras de autofagia. A. Pardsitos incubados en
condiciones normales sin inductor (N, a-d), con 500 nM de Rapamicina (Rapa, e-h),
en restriccion de hierro (HR, i-), en glucosa restringida (GR, m-o; u-x), y en alta
glucosa (AG, g-t) las cuales fueron analizadas por ensayos de inmunofluorescencia y
microscopia confocal, utilizando DAPI (azul) para la tincion de los nucleos, el
anticuerpo a-rTvAtg8b o suero Pl como anticuerpos primarios y como anticuerpo
secundario a-lgG de conejo acoplado a FITC (verde). Asteriscos y flechas indican
estructuras tipo vesiculas TvAtg8-positivas. Barra = 10 um. B. Porcentaje de parasitos
con estructuras TvAtg8-positivas en las diferentes condiciones mostradas en A.
Aproximadamente 100 células fueron analizadas para cada condicién de cultivo, la
media y la desviacion estandar se muestran con diferencia significativa. Comparacion

entre cada condicion, con un valor (P value <0.05) indicada con (****). C. Promedio
del nimero de estructuras TvAtg8-positivas por pardasito positivo en cada condicion
de cultivo. Comparacion entre las condiciones N vs GR, y AG vs GR con diferencia

significativa (P value <0.05) indicada también con (**).
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Tabla 1. Porcentaje de estructuras-TvAtg8b positivas con diversos tamafios
inducidos en diferentes condiciones de cultivo

Tamafio de vesiculas/vacuolasP (%)

Condiciones de cultivo@ 0.1 -
lpm 1.1-2pm 2.1-2.8pum
N 75 25 0
Rapa 76.2 23.8 0
RH 52.8 47.2 0
RG 29.1 64.6 6.3
AG 95.4 4.6 0

aCondiciones de cultivo; N: Normal; Rapa: [500] nM Rapamicina; RH:
Restriccion de hierro; RG: Restriccion de glucosa; AG: Alta glucosa.

bZEN 2009 light edition programa utilizado para medir el tamafio (diametro)
de las vesiculas/vacuolas.
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Figura 34. Deteccién de autofagosomas y autolisosomas con el Ab a-
TvAtg8b en la condicibn de GR. A-F. Inmunofluorescencia indirecta
mostrando la composicién en 3D asi como imagenes de parasitos obtenidos
por Nomarsky de los cortes en Z, se muestra parasitos fijados con
formaldehido y pretratados con lysotracker red y Cyto-ID™ para deteccion de
vesiculas autofagicas (sefal verde fluorescente) durante 30 min a 37 °C. G-L.
Parasitos fijados pretratados con lysotracker red, se incubaron con el
anticuerpo primario a-rTvAtg8b (dilucién 1:200), seguido de la incubacion con
el anticuerpo secundario a-lgG de conejo acoplado a FITC (dilucion 1:200). M-
R. Parésitos fijados pretratados con lysotracker red, fueron incubados con el
suero preinmune (P1) de conejo (dilucion 1:200), seguido de la incubacién con
el anticuerpo secundario a-lgG de conejo acoplado a FITC (dilucion 1:200).
Las imagenes de microscopia confocal (Zeiss) muestran vacuolas acidas
marcadas con Lysotracker (en rojo), vesiculas autofagicas y/o vesiculas
TvAtg8b-positivas (en verde), y los nucleos marcados con DAPI (en azul). Las
imagenes que corresponden al traslape muestran la colocalizacion entre
Lysotracker Red y FITC (verde) en amarillo. Los paneles correspondientes al
zoom, claramente muestran vesiculas tipo autofagosomas (verde) de manera
distinta de autolisosomas (amarillo). Barra = 10 pum.
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Figura 35. Deteccion de autofagosomas y autolisosomas con el Ab a-
TvAtg8b en la condicion de GR en ausencia y presencia del inhibidor
E64d. A. Inmunofluorescencia indirecta mostrando la composicion en 3D asi
como imagenes de parasitos obtenidos por Nomarsky de los cortes en Z, se
muestra parasitos previamente cutivados sin y con E64d durante 30 min a 37
°C, posteriormente incubados con Lysotracker Red durante 30 min a 37 °C,
posteriormente fijados con formaldehido. a-l. Parasitos incubados con el
anticuerpo primario a-rTvAtg8b (dilucion 1:200), seguido de la incubacién con
el anticuerpo secundario a-IgG de conejo acoplado a FITC (dilucién 1:200).
Las imagenes de microscopia confocal (Zeiss) muestran vacuolas &cidas
marcadas con Lysotracker (en rojo), vesiculas autofagicas y/o vesiculas
TvAtg8b-positivas (en verde), y los nlucleos marcados con DAPI (en azul). Las
imagenes que corresponden al traslape muestran la colocalizacion entre
Lysotracker Red y FITC (verde) en amarillo. Los paneles correspondientes al
zoom, claramente muestran vesiculas tipo autolisosomas (amarillo). Barra =
10 um. B. Gréfica donde se muestra el porcentaje de células con acumulacion
de autolisosomas en ausencia y presencia del inhibidor E64d. Comparacion
entre cada condicion, con un valor (P value <0.05) indicada con (*). C. Se muestra el
gel de sustrato de las dos condiciones de cultivo en ausencia y presencia del inhibidor
E64d, en cada carril (2-3) se carg6 15 pl de muestra total.
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Figura 36. Participacion de la proteina TvAtg8b en la biogénesis del
autofagosoma durante el flujo autofagico en la condicién de GR. A-D. Cortes
finos de parasitos observados por MET e inmunomarcaje. TvAtg8b se detectd usando
el anticuerpo a-TvAt8gb (cabezas de flecha). En las diferentes etapas que conforman
la biogénesis del autofagosoma: A. 1) En la formacion del fagéforo o membrana de
aislamiento. B. 2) en la expansion o alargamiento de esta membrana en una regién
citoplasmica. C. 3) en la maduracion y completa formacién de la vesicula autofagica
conocida como autofagosoma (AV). D. 4) en el ultimo paso, en el cual se fusiono el
lisosoma con el autofagosoma originando al autolisosoma, el cual se encarga de la
degradacion del material secuestrado por AV con ayuda de la actividad de las
hidrolasas contenidas y también se detecta Atg8 en el interior del autolisosoma como
parte del proceso de reciclaje de esta proteina. Barra = 200 nm.
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Figura 37. Localizacion de PFO-A/AP120 en la superficie de los parasitos en las
diferentes condiciones inductoras de autofagia. Parasitos incubados en
condiciones de restriccion de glucosa (RG, A-F), en alta glucosa (AG, G-L), con 500
nM de Rapamicina (Rapa, M-R), en restriccién de hierro (RH, S-X) y en alto hierro
(AH, Y-4), las cuales fueron analizadas por ensayos de inmunofluorescencia y
microscopia confocal, utilizando DAPI (azul) para la tincion de los nucleos, el
anticuerpo a-PFOA como anticuerpo primario y como anticuerpo secundario a-1gG de
conejo acoplado a FITC (verde), Dil (rojo) para la tincién de la membrana plasmatica.
La localizacién de PFOA en membrana se observa en el panel de traslape (amarillo),
asi como en el panel correspondiente al 3D, en el cual se muestra la proyeccién
maxima de cada condicion. Barra = 10 um.
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Figura 38. Relocalizacién de PFO-A/AP120 en la superficie de los parasitos en
ausenciay presencia del inhibidor de autofagia en la condicion de AH. Parasitos
incubados en condiciones de alto hierro durante 0, 20, 30 y 40 min en ausencia del
inhibidor de autofagia (s/wort, A-D, I-L), en AH con el inhibidor de autofagia (c/wort,
E-H, M-P), los cuales fueron analizadas por ensayos de inmunofluorescencia y
microscopia confocal, utilizando DAPI (azul) para la tincién de los nucleos, los
anticuerpos a-PFOA o a-TvAtg8b como anticuerpo primario y como anticuerpo
secundario a-IgG de conejo acoplado a FITC (verde), Dil (rojo) para la tincién de la
membrana citoplasmatica. La localizacion de PFOA en membrana se observa en
amarillo. Barra = 10 pm.
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8. Discusion
La autofagia es un mecanismo que se activa para mantener la homeostasis y

la sobrevivencia celular cuando hay escasez de nutrientes. Las proteinas que
participan en dicho proceso han sido descritas como proteinas Atg por el
acrénimo en inglés; AuTophaGic-related (Kiel 2010). Estas proteinas estan
involucradas principalmente en el alargamiento y formacion del autofagosoma
a través de dos sistemas de tipo ubiquitinacion. El primero de ellos conformado
por las proteinas Atgl2/Atg5/Atgl6 y el segundo por las proteinas
Atg7/Atg3/Atg8(LC3). La proteina Atg8 ha sido propuesta como marcador
especifico de autofagosomas asi como de actividad autofagica (Kabeya et al.,
2000, Kamada et al., 2000 & Ohsumi, 2001).

Sin embargo, T. vaginalis carece del complejo Atgl2 y sélo posee el sistema
tipo ubiquitinacion de la proteina Atg8, para la cual se han reportado en el
genoma dos genes que codifican para Atg8 (Carlton et al., 2007), los cuales
se reportaron por Huang et al., 2014 con una expresion diferencial en las
condiciones de restriccion de glucosa. En dicho trabajo se demuestra que el
gen que codifica para tvatg8b (TVAG_239800) se expresa menos que el gen
gue codifica para tvatg8a (TVAG_486080) en condiciones de RG. A nivel de
aminoacidos, ambas proteinas conservan los dominios funcionales de Atg8 y
muestran una identidad de secuencia menor al 50% entre ellas y con las
demas Atg8 reportadas en otros protozoarios. Ademas, ambas proteinas Atg8
de Trichomonas spp aparentemente pertenecen a familias distintas de Atg8,
una es tipo LC-3 (TvAtg8a) y la otra tipo GABARAP (TvAtg8b) (Huang et al.,
2018). A pesar de ello ambas proteinas podrian participar en la formacién del

autofagosoma (Matthias y Eichinger 2016).

Pero ¢por qué decidimos trabajar con la proteina TvAtg8b? Originalmente
nuestro grupo de trabajo la habia nombrado como TvAtg8a, ya que tenia el
TVAG con el menor dato numérico. Sin embargo, Huang et al., 2014 los reporto
como TVvAtg8b y a nivel de transcrito el gen que se expresaba 4 veces mas era

el que codificaba para la proteina tvatg8a (TVAG_486080) en la condicion de
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RG. Sorprendentemente, cuando realizamos ensayos de RT-PCR (Fig. 18)
con nuestro aislado (CNCD 188), el cual es de tipo 2 diferente al aislado
trabajado por Huang et al., 2014 (tipo 1); los resultados obtenidos a nivel de
expresion de ambos genes mostraron que no es mayor la expresion del gen
tvatg8a. Ambos genes se expresaron en abundancia en las distintas
condiciones de induccion de autofagia, incluida la condicion de RG. Razo6n por
la cual era importante estudiar la participacion de la proteina TvAtg8b en el

proceso autofagico.

En extractos obtenidos a partir del lisado de pardsitos, el anticuerpo anti-
rTvAtb8b reconocio principalmente dos bandas, una de aproximadamente 18
kDa, la cual podria corresponder al precursor TvAtg8b (forma citosdlica) y una
banda aproximadamente de 9 kDa, la cual podria corresponder a la forma
lipidada, aquella que esta conjugada con fosfatidiletanolamina (PE) (TvAtg8b-
PE) (Fig. 30). Esta isoforma se asocia preferentemente con estructuras
autofagicas (membrana de aislamiento o fagéforo, autofagosomas o
autolisosomas). En los extractos obtenidos de parasitos crecidos en las
condiciones N y RH, ambas isoformas (TvAtg8b y TvAtg8b-PE) se detectaron
con la misma intensidad (Figs. 28 y 29). Sin embargo, en RG, AG, Rapay AH,
la isoforma reconocida con mayor intensidad con el anticuerpo a-TvAtg8b en
ensayos de WB fue la banda de la forma lipidada (TvAtg8b-PE) (Figs. 27-29).

En otros tipos de célula, la diferencia de migracion entre ambas isoformas de
Atg8 no es tan grande en comparacion con la TvAtg8b de T. vaginalis. La
diferencia en la migracion entre la forma citosoélica (Atg8/LC3) y la forma
lipidada (Atg8-PE/LC3-PE) de Atg8/LC3 es cercana a 2 kDa (Fig. 26)
(Mizushima y Yoshimori 2007). Estas diferencias en la migracion se pueden
deber a los diferentes sistemas de electroforesis usados. El sistema de Urea-
SDS-PAGE es parte de la metodologia mas comunmente usada para el
estudio de Atg8/LC3 (Nakatogawa and Ohsumi 2012). Sin embargo, esta
metodologia no funcion6é para los extractos de tricomonas. En su lugar

utilizamos el sistema de tricina-SDS-PAGE, el cual nos ayud6 a optimizar la
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separacién de proteinas de bajo peso molecular (<30 kDa) y el bajo porcentaje
de acrilamida usado facilita la transferencia de proteinas hidrofobicas a la
membrana de nitrocelulosa (Schagger, 2006). Estas dos son caracteristicas

de las proteinas Atg8: bajo peso molecular y alta hidrofobicidad.

La deteccion de la forma lipidica de la proteina Atg8 (Atg8-PE) es indicativo de
la formacion y presencia de autofagosomas en el citosol de las células. Este
organelo es el principal marcador del flujo autofagico inducido en condiciones
carentes de nutrientes (Klionsky et al., 2007). En el caso de T. vaginalis, la
autofagia se indujo al cultivar al parasito en diferentes condiciones de estrés
como restriccion de glucosa, alta glucosa, la presencia de Rapa (inductor
canonico utilizado para la induccion de autofagia en diversos tipos de células)
y la ausencia o restriccion de hierro (RH). Los analisis por inmunofluorescencia
indirecta revelaron cambios drasticos en la sefal positiva de TvAtg8b las
cuales se pueden asociar con las vesiculas/vacuolas de diferentes morfologias
observadas por ultraestructura mediante MET. Las estructuras TvAtg8b-
positivas se detectaron en forma de “punto” en la condicion control (N), Rapa,
RH y AG (Fig. 33A, paneles c, g, k y s). Sélo en la condiciébn de RG las
estructuras TvAtg8b-positivas fueron similares a la morfologia de
“vesiculas/vacuolas” (Fig. 33A, panel o). Incluso en esta condicion, el
porcentaje de células (32%) con estructuras TvAtg8b-positivas fue mayor en
comparacion con las otras condiciones de cultivo (Fig. 33B) y el nimero de
estructuras TvAtg8b-positivas por parasito positivo (cercana a 4
vesiculas/vacuolas por célula) también fue mayor en RG (Fig. 33C) comparado

con las otras condiciones de estrés.

Las estructuras TvAtg8b-positivas presentaron diversos tamafos dependiendo
de la condicién inductora de autofagia, permitiendo ser clasificadas de la
siguiente manera: forma de “punto”, vesiculas con un tamafio <1 ym y como
vesiculas/vacuolas con un tamafio de 1.1 a 2 um o de 2.1 a 3 um de diametro.
En el caso de las condiciones N, Rapa, RH y AG, las estructuras TvAtg8b-

positivas mas abundantes fueron las de forma de “punto” (75%, 76.2%, 55.8%
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y 95.4% respectivamente). En la condicion de RG, las vesiculas/vacuolas mas
abundantes fueron las que tenian un tamafio entre 1.1y 2 um (64.6%) (Tabla
1).

Se ha reportado el rango del diametro de los autofagosomas entre 0.3 um y
0.9 um, principalmente en levaduras (Wang y Klionsky 2003), mientras que en
células de eucariontes superiores puede alcanzar un didmetro de 1.5 pm
(Mizushima et al. 2002) y en el caso de protozoarios como Entamoeba y
Toxplasma (Andrade et al. 2006; Picazarri et al. 2008) presentan
autofagosomas con un diametro por arriba de 5 um hasta 10 um. En las
condiciones de cultivo analizadas por inmunofluorescencia indirecta,
exceptuando la condicion de RG; se encontraron predominantemente
estructuras TvAtg8b-positivas con un tamafio <1 um, sugiriendo que estas
estructuras mantienen el tamafio estandar reportado para los autofagosomas,
previamente en levaduras durante el cultivo en condiciones de autofagia
inducida. En RG, las estructuras TvAtg8b-positivas tuvieron un tamafio entre
1.1 a 2 ym, similar al tamafio reportado en células de eucariontes superiores

en donde la autofagia es activada como respuesta a un inductor especifico.

En las diferentes condiciones inductoras de autofagia analizadas en este
trabajo, el material englobado o secuestrado dentro de las vesiculas tipo

autofagicas morfolégicamente no fue el mismo.

Aungue ya se habia reportado en T. vaginalis la induccion de autofagia como
respuesta de sobrevivencia en RG, lo que quedaba por saber era que material
citoplasmico era secuestrado dentro de los autofagosomas y para nuestra
sorpresa encontramos la presencia de diversos tipos de vesiculas ademas que
cabe mencionar que sélo en la condicion de RG se observé al aparato de Golgi
asi como el ER (Fig. 13A) mas prominentes en comparacion con las otras
condiciones inductoras de autofagia y al ser mas grandes de lo habitual se
haya inducido una autofagia “selectiva” de estos organelos; a pesar de que
basicamente la autofagia es un proceso no selectivo; como se observa en la

Fig. 13C, la cual muestra dos vesiculas autofagicas con remanentes
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membranosos similares a las cisternas que conforman el aparato de Golgi (G).
Sugiriendo asi la participacion de la autofagia para remover organelos
disfuncionales o en exceso como se reportd por Yokota et al., 1993. En RG
también se detecto la presencia de vesiculas autofagicas iniciales o tempranas
(AVi) con doble membrana (Fig. 13B) como lo reportd Eskelinen 2008 y
vesiculas autofagicas degradativas o tardias (AVd) con remanentes de
material electron-denso y membranoso. Este tipo de vesicula es muy similar a
la reportada por Benchimol 1999 en el estudio de la autofagia de
hidrogenosoma en T. foetus. Tanto las AVi y como las AVd, forman parte del

proceso autofagico.

Por primera vez, se detectdé en T. vaginalis la presencia de vesiculas tipo
cuerpos multilamelares (MLB) en condiciones inductoras de autofagia como
en RG (Fig. 13D), AG (Fig. 14D) y RH (Fig. 16E); sin embargo, no sabemos si
este tipo de vesiculas participan en la autofagia. En otro tipo de células (células
alveolares), los MLB forman parte de los lisosomas y funcionan como sitios de
almacenamiento de lipidos asi como vesiculas de secrecion (Flacks y Flacks,
1972; Hariri et al., 2000).

En T. vaginalis, aparentemente la condicion de RG favorece la presencia de
un proceso autofagico activo. El cual es bien sabido que inicia con la formacién
de un organelo de doble membrana, conocido como autofagosoma el cual
secuestra partes citoplasmaticas (Fig. 13F-J) (Baba et al., 1994). La
membrana del autofagosoma se deriva de una estructura (ya antes
mencionada) denominada fagéforo y recientemente se ha visto asociada a la
proteina Atg8 con el control del alargamiento o expansion del fagoforo durante
la formacion del autofagosoma (Xie et al. 2008) como lo observamos en este
trabajo (Fig. 33).

La autofagia provee a las células de nutrientes y elimina organelos dafiados
mediante la degradacion dentro del autolisosoma, organelo formado en la
Gltima etapa del proceso autofagico, en la cual se fusiona el autofagosoma con

el lisosoma (Figs. 34, 35). El AL degrada el material secuestrado a través de
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la actividad degradativa de las hidrolasas. Esta degradacion mediada por los
lisosomas tiene un papel muy importante en el reciclaje derivado de la

autofagia inducida para mantener la homeostasis y la sobrevivencia celular.

El haber estudiado la condicion RG nos permitié involucrar a la proteina
TvAtg8b con las diferentes etapas del proceso autofagico, ya que fue la
condicion mas favorable para detectar un proceso autofagico activo. En el caso
de T. vaginalis la condicion de oro para inducir autofagia fue RG, incluso mas

efectiva que Rapa; el inductor mas utilizado en los diversos tipos celulares.

Lo que destacamos de las demas condiciones de cultivo, para el caso de AG
es la presencia de abundantes depdsitos de glucogeno (GS) (Fig. 14A) que, al
haber en exceso, se favorece la degradacion de este polisacéarido en vesiculas
denominadas glucogenosomas (Fig. 14B), los cuales son autofagosomas de
glucégeno similares a los reportados en células de mamifero (higado, rifion,
piel, en leucocitos polimorfonucleares (PMNs) y en células endoteliales)
(Rikihisa, 1984). Este tipo de vesicula fue predominante en AG ya que fue en
la que se observé mayor cantidad de depésitos de glucdégeno, los cuales se
observaron en menor proporciéon en Rapa (Fig. 15C). En AH a tiempos cortos
de cultivo (Fig. 17D y E) también se observo la presencia de vesiculas

similares a glucogenosomas.

En la condicion de Rapa, se observaron abundantes vacuolas digestivas (dV),
lo cual podria estar relacionado con un proceso de autofagia activo.
Adicionalmente, las estructuras tipo autofagosomas que se muestran en esta
condicion, son similares a los autofagosomas tipicos reportados en la
literatura; es decir estan constituidos de una doble membrana (Fig. 15B) y su
tamafio promedio fue de 1300-1900 nm, y el cargo fue en la mayoria de veces
material citosolico amorfo. Las vesiculas tipo autofagosomas en esta condicion
se observaron cercanos a vacuolas, lo cual podria sugerir una futura fusion
entre este tipo de vesiculas, dando origen a lo que podria ser un AL. Al parecer
el contenido citoplasmico de las vesiculas autofagicas presentes en esta

condicion es de material heterogéneo (Fig. 15C). En otro tipo de estructura se
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detectd la presencia de material membranoso dentro de una vesicula naciente
que podria corresponder a RE dado a que se alcanzan a apreciar los
ribosomas adosados a este organelo (Fig. 15D, zoom), asi como vesiculas no
definidas (Fig. 15E, zoom) las cuales contienen estructuras circulares que
aparentemente no estan unidas a la membrana; similares a aquellas
estructuras encontradas en células provenientes de Dendrobium (Van Doorn
et al. 2015). Aunque aun no se ha demostrado la posible funcion de este tipo

de vesiculas en autofagia.

Otra de las condiciones estudiadas como posible inductora de autofagia fue la
restriccion de hierro ya que sabiamos el hierro es un elemento esencial para
T. vaginalis. Por lo que el tipo de vesiculas observadas en RH fueron vacuolas
autofagicas iniciales o tempranas (AVi) las cuales, a diferencia de las inducidas
en Rapa, se detectaron con una sola membrana; autofagosomas atipicos, con
material citoplasmico intacto. Se detecto la presencia de vesiculas tipo cuerpos
multivesiculares, las cuales son vesiculas de mayor tamafio con vesiculas
electron-densas de menor tamafio en su interior. Anteriormente no se tenia
evidencia a nivel de ultraestructura de este tipo de vesiculas en T. vaginalis.
Los MVB son importantes ya que participan en las vias de secrecion, a partir
de ellos se originan los exosomas; los cuales son vesiculas de gran
importancia en la virulencia y patogénesis de T. vaginalis (Twu et al., 2013).
La participacibn de vesiculas tipo MVB se ha sugerido en vias no
convencionales de secrecion para proteinas multifuncionales en T. vaginalis,
como es en el caso de la proteina glucolitica TvTIM, la cual se encontr6 en la
superficie del parasito en altas concentraciones de glucosa (Miranda-Ozuna et
al., 2016). Adicionalmente, en esta condicion se detectaron lisosomas
secundarios (Fig. 16D), los cuales son conocidos como cuerpos de lipofuscina
en células de mamifero, compuestos del 30-70% de proteinas, 20-50% de
lipidos y del 4-7% de carbohidratos y metales, principalmente hierro (Merlo et
al., 2015). Esta es la primera vez que este tipo de cuerpos ha sido encontrado
en Trichomonas; sin embargo, su funcion en este parasito asi como su

asociacion con la autofagia aun se desconocen. Aunque en otro tipo de
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células, estas estructuras participan en el almacenamiento de lipidos y estan
relacionadas con el envejecimiento. Este tipo de lisosomas pueden fusionarse
con la membrana plasmatica para liberar su contenido al espacio extracelular
(Katz y Robison Jr, 2002; Lullmann-Rauch y Watermannn, 1987). En T.
vaginalis, los lisosomas secundarios podrian tener la misma funcion,
participando en las vias no convencionales de secrecion para ciertas

moléculas. Sin embargo, se requiere de futuros estudios para confirmarlo.

En la condicion de alto hierro (AH), el material que con mayor frecuencia se
observé dentro de las vesiculas autofagicas degradativas o tardias (Avd) fue
semejante a hidrogenosoma (H) (Fig. 17-C). Tal vez en esta condicién ocurra
un proceso autofagico selectivo de hidrogenosoma, ya que se observan estos
organelos de diversos tamarnos, con diferentes formas y con las vesiculas
periféricas de gran tamafo. El tamafio reportado previamente para los

hidrogenosomas es de aproximadamente 300 nm (Benchimol 2009).

La autofagia de hidrogenosoma detectada en T. vaginalis fue similar a lo
reportado en Tritrichomonas foetus en condiciones de privacién de suero asi
como el tratamiento con ciertos farmacos (Benchimol, 1999). Los
hidrogenosomas presentaban una apariencia anormal, asi como un tamafio
mayor de lo habitual (hidrogenosomas “gigantes”, los cuales podrian medir 2
um) dentro de los autofagosomas (Benchimol, 1999). En T. vaginalis, los
hidrogenosomas detectados dentro de autofagosomas mostraban tamafnos
anormales entre los 800 y 1200 nm. Esto sugiere que la autofagia es parte del
proceso natural de cualquier célula para remover organelos “viejos”, en exceso
0 anormales, como suele ocurrir con las mitocondrias 0 peroxisomas en

células de mamifero (Anding y Baehrecke, 2017).

El que ocurriera la autofagia selectiva de hidrogenosoma, exclusivamente en
AH nos hace relacionar tal fendmeno con la siguiente pregunta ¢,es necesaria
la autofagia de hidrogenosoma para que enzimas hidrogenosomales lleguen a
la superficie de los parasitos? El resultado obtenido en la Fig. 38 sugiere que

efectivamente se requiere de la autofagia de hidrogenosoma para que las
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proteinas multifuncionales provenientes de hidrogenosoma como la proteina

PFO-A/AP120 se relocalicen a la superficie de los parasitos.

Por lo que en este caso, la autofagia inducida por AH no tiene como fin la
obtencion de nutrientes a partir de la degradacion del material secuestrado por
el autofagosomas, sino mas bien participa como una via de secrecidon no
convencional, en la cual puede existir una degradaciéon parcial del material
secuestrado por el autofagosoma (Fig. 17). Como se reporté para la citosina
proinflamatoria IL-1p que utiliza la autofagia como via de secrecion (Dupont et
al., 2011; Ponpuak et al., 2015).

Curiosamente en la Fig. 38, se observd la localizacion de TvAtg8b en
membrana plasmatica de los parasitos al tO min, el cual equivale a condiciones
normales 24 h. Esta localizaciébn podria sugerir que el origen de las
membranas de aislamiento o fagoforo proviene de la membrana plasmatica

del parasito.
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9. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

De las condiciones inductoras de autofagia (glucosa, rapamicina y/o
hierro) s6lo cuando se incrementaron las concentraciones de hierro
(desde 20 pM hasta 250 uM) se indujo una autofagia “selectiva” de

organelo, siendo principalmente de hidrogenosoma.

La deteccién de TvAtg8b en su forma lipidada y su localizacion en
vesiculas tipo autofagosomas son indicadores de eventos de autofagia.

Las vesiculas TvAtg8b-positivas fueron de diversos tamafos desde <
lpm hasta = 3 ym, lo que podria estar relacionado con el estimulo
inductor de autofagia.

La condicion de RG es la condicién mas favorable para inducir autofagia
en T. vaginalis, desde tiempos cortos (30 min) se observo la induccion

de este proceso para mantener la homeostasis y sobrevivencia celular.

La localizacion de PFO en la membrana ocurre Unicamente en altas
concentraciones de hierro, condicién donde se observé anteriormente

la autofagia “selectiva” de hidrogenosoma.

La proteina AP120/PFO A llega a la superficie del parasito a través de
un proceso de autofagia de hidrogenosoma (autofagia “organelo-
especifica”) inducida unicamente por altas concentraciones de hierro.

La cudl se bloquea con wortmanina.
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10. Perspectivas

Confirmar que los pesos moleculares reconocidos por el anticuerpo
anti-TvAtg8 corresponden a la forma soluble (18 kDa) y la forma lipidada
(9 kDa).

Demostrar que los reconocimientos de mayor peso molecular con el
anticuerpo anti-rTvAtg8b son posibles complejos con otras Atgs o

multimeros de la proteina.

Demostrar si la autofagia del hidrogenosoma en alto hierro es una via
exclusiva para AP120/PFO-A o cualquier enzima hidrogenosomal lo
utiliza para llegar a la superficie del parasito.

Analizar si la autofagia es la via no convencional para que proteinas no
convencionales multifuncionales lleguen a la superficie celular o si se

asocia con otros tipos de vias de tréfico vesicular.

Utilizar otros inhibidores de autofagia para demostrar su participacion
como via no convencional de trafico vesicular, ¢es un proceso

degradativo o de secrecién?

Después que llega la proteina PFO-A/AP120 a la membrana ¢ se

secreta?

¢, Qué hace la TvAtg8b en la superficie de T. vaginalis antes de la
induccion de autofagia, en condiciones normales de cultivo y en alta

glucosa
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12. Apéndice
Acrilamida al 30%/Bisacrilamida al 0.8%

e Acrilamida 30g¢

¢ N,N'metilbisacrilamida  0.80 g
Disolver en 40 ml de agua destilada. Una vez disuelto aforar hasta 100 ml.
Filtrar a través de papel filtro “Whatman” no.1. Almacenar a 4 °C hasta 1 mes,
previamente protegido de la luz.
Nota: Descartar después de 30 dias, ya que gradualmente la acrilamida se

hidroliza a &cido acrilico y amonio.

Amortiguador anodo (geles de tricina)

e Trizma base (0.2 M C¥) 48.44 g en 1 litro de agua

destilada
Se ajusta el pH 8.9 con HCI concentrado, se lleva a 2 | después del ajuste

Se almacena a 4 °C max. 1 mes

Amortiguador catodo (geles de tricina)

e Trizma base (0.1 M Cx) 12119
e Tricina (0.1 M Cx) 17.92 g
e SDS 19

Diluir a 1 | con agua destilada, no se ajusta pH, se almacena a 4 °C hasta 1

mes

Amortiguador de carga 6x (BC6x%)
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e 100 pul mezcla azul de bromofenol y Xilene-xianol (esta almacenado a 4
OC)
e 400 pul de formadida

Se almacena a 4 °C

Amortiguador de elucion pH 7.4 (cromatografia afinidad a niquel)

e Trizma base 25 mM 0.303 g
e NaCl 500 mM 2.920 g
¢ Imidazol 500 mM 3.404 g
e Urea 4M 24.024 g
e Agua destilada cbp 100 ml

Se ajusta el pH 7.4, se filtra por 0.2 um y se protege de la luz.

Amortiguador de muestra 1x (BM 1x)

e SDS/amortiguador 2x 500 pl
e [(-mercaptoetanol 10% 50 ul
e Azul de bromofenol 50 ul

(stock 10 mg/ml)
e Agua desionizada 400 pl

Amortiguador de muestra 2x (BM 2x)

e SDS/amortiguador 2x 400 pl
e [(3-mercaptoetanol 10% 50 ul
e Azul de bromofenol 50 ul

(stock 10 mg/ml)
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Amortiguador de muestra 2x para geles de tricina

e 4 ml del stock de Tris-HCI/SDS pH 6.8
e 3 ml de glicerol = 30% glicerol

e 0.15gde SDS = 1.5% SDS

e 1.6 ml DE agua bidestilada

Se pesa 0.004 g (4 mg) de Azul de Coomassie R250, al cual se le adiciona 1
ml de agua bidestilada, este ml se afiade a la mezcla anterior. Se hacen

alicuotas de 480 ul y a cada una se le afade 20 ul de B-mercaptoetanol.

Amortiguador de lavado 1 pH 7.4 (cromatografia afinidad a niquel)

e Trizma base 25 mM 0.303 g
e NaCl 500 mM 2.920¢
e Imidazol 20 mM 0.136 g
e Urea 4 M 24.024 g
e Agua destilada cbp 100 ml

Se ajusta el pH 7.4, se filtra por 0.2 um y se protege de la luz.

Amortiguador de lavado 2 pH 7.4 (cromatografia afinidad a niquel)

e Trizma base 25 mM 0.303 g
e NaCl 500 mM 2.920 g
¢ Imidazol 50 mM 0.340¢g
e Urea 4 M 24.024 g
e Agua destilada cbp 100 ml

Se ajusta el pH 7.4, se filtra por 0.2 um y se protege de la luz.

Amortiguador de transferencia para membrana de nitrocelulosa
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e Tris-base 25 mM 6.06 g

e Glicina 192 mM 28.83 ¢
¢ Metanol absoluto 400 ml
e Agua destilada cbp 2000 ml

Amortiguador de Union pH 7.4 (cromatografia afinidad a niquel)

e Trizma base 25 mM 0.303 g
e NaCl 500 mM 29209
e Imidazol 10 mM 0.068 g
e Urea 4 M 24.024 g
e Agua destilada cbp 100 ml

Se ajusta el pH 7.4, se filtra por 0.2 um y se protege de la luz.

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.0

e NaCl (Merck) 137 mM 8.00¢9
e KCI (Merck) 2.7 mM 0.20¢9
e NazHPO4 (Merck) 10 mM 1.42¢
o KH2PO4 (Merck) 2 mM 0.27g
e Agua destilada cbp 1000 ml

Amortiguador TBE 10x

e Triz base (Sigma) 108 g

e Acido Bérico (Merck) 55 ¢

e EDTA (Sigma) 9.3¢9

e Agua destilada cbp 1 000 ml

Amortiguador TBS 1x pH 7.5 (Revelar por color)

e Tris20 mM 2429
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e NaCl 500 mM 29.22 ¢
e Agua destilada cbp 1000 ml

Disolver en menor volumen de agua para ajustar el pH 7.5 y después se lleva
al volumen final deseado. Se almacena a TA.

Amortiguador Tris-HCI/SDS pH 6.8 (para BM2x, geles de tricina)

e Trizmabase 0.5 M pH 6.8
e 0.4% SDS

Amortiguador Tris-HCI/SDS pH 8.45 (geles de tricina)
e Trizma base 3 M 739

Se disuelven en 100 ml de agua bidestilada, se ajusta el pH 8.45 con 1 N HCI,
se afora hasta 200 ml se filtra por 0.45 pm

e Se aflade SDS 06¢g
Se almacena a 4 °C max. 1 mes

Amortiguador 5% (SDS-PAGE electroforesis) (Amortiguador de corrida)

e Trizma base 30.2¢g

e Glicina 144 g

e SDS 10 g

e Agua destilada cbp 2000 ml

Ampicilina (100 pg/ml)

e Se filtra por 0.22 um, para esterilizarla y se protege de la luz.
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Azul de Coomassie R250 al 2.5%

e 50% metanol
e 0.5 gde Azul de Coomassie R250

Se agrego el metanol y el azul de Coomassie a un recipiente tapado y se agita

por 18 h a TA, después se agrega:

e 10% acido acético glacial

e 40% agua destilada

Bromuro de etidio (0.5 mg/ml)

e Bromuro de etidio (Sigma) 0.5 mg

e Agua destilada 1ml
Nota: guardar cubierto de la luz y tener cuidado a su manejo porque es
cancerigeno. Al término de su uso es necesario depositarlo en contenedores

especiales.

Cloruro de amonio (NH4Cl) 20 mM

e NH4Cl (A-4514, Sigma-Aldrich) 0.10¢9
e PBSpH7.0cbp 100 ml

Se prepara en matraz volumétrico de 100 ml, se filtra por membrana de 0.2

pm.

cOmplete tabletas de inhibidores de proteasas soluciéon stock 25x
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Se disuelve una tableta en 2 ml de agua inyectable (PISA). Se hicieron
alicuotas de 200 pl, se protegieron de la luz y se almacenan a -20 °C al menos

por 12 semanas.

2,2 Dipiridilo (C10HsN2) 15 mM

e 2.2 Dipiridilo (Cat. No. D-7505, Sigma Aldrich) 0.02g¢g

e Agua destilada 10 ml
Se mezcla bien, se afora en matraz volumétrico de 10 ml y se esteriliza por
filtracion (0.2 um). Se almacena a 4 °C cubierto de la luz (no debe utilizarse
después de dos semanas).

Etanol 70%

Para 50 ml
e FEtanol 100% 35 ml
e Agua destilada 15 mi
Glicina0.5M
e Glicina (G7126-1KG, Sigma-Aldrich) 9.38 ¢
e PBSpH7.0cbp 250 mi

Se afor6 en matraz volumétrico de 250 ml y se filtré6 por membrana de 0.2 pum.

Marcadores 1 kbp

Tienen una conc. 1 pg/ul

e 5 ul del stock de marcadores mas 55 pl BC6x
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Medio Luria Bertani (LB)

e NaCl 109
e Triptona 109
e Extracto de levadura 109

Nota: Se ajusta el pH a 7.0 y se afora con agua destilada a 1 litro. Por ultimo

se esteriliza por autoclave.

Medio LB Agar (placas)

El LB se prepara como se describi6é en la parte superior, se agregan 20 g de
agar bacteriolégico, después de haberlo esterilizado por autoclave y a una
temperatura de 45 °C se adiciond la ampicilina (100 pg/ml) y se transfirio a

cajas Petri en esterilidad.

Medio TYM (Triptona-extracto de levadura-maltosa)

e Bacto triptona 20g

e Extracto de levadura 109

e Maltosa 549

e Acido ascorbico 0.29g

e Cisteina 19

e K2HPO4 0.8¢g

e KH2PO4 0.8¢

e Agua destilada cbp 1000 ml

Se ajusta el pH 6.2, se filtra por Watman No. 1, se esteriliza por autoclave.

Medio TY (Triptona-extracto de levadura)
e Bacto triptona 16 g
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e Extracto de levadura 8¢

e Acido ascorbico 0.16 g
e Cisteina 0.8¢g

e KoHPO4 0.64g
e KH2PO4 0.64¢9
e Agua destilada cbp 800 ml

Se ajusta el pH 6.2, se filtra por Watman No. 1, se esteriliza por autoclave.
Paraformaldehido 2%

e Paraformaldehido 29
e PBSpH?7.0 100 ml

Nota: Se disuelve calentando a una temperatura constante 55 °C.

PhosSTOP solucion stock 10x

Se disuelve una tableta de PhosSTOP en 1 ml de agua inyectable (PISA), se
hicieron alicuotas de 200 pl, las cuales se protegen de la luz y se almacenan
a -20 °C. La solucién stock es estable a esta temperatura al menos 6 meses.

Persulfato de amonio (PSA) al 10%

e 10mg (0.01 g) en 1 ml de agua destilada.
Nota: Almacenar en alicuotas hasta 2 semanas a -20 °C.

SDS/amortiguador 2x

e Trizma-base 1.52¢g
e SDS 2009
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Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8. Posteriormente

adicionar:
e Gilicerol 20 ml
e Agua destilada cbp 100 ml

Solucion Decolorante

e Acido acético 50 ml
e Metanol 165 ml
e Agua destilada cbp 1000 ml

Solucién Glucosa stock 1 M

e Se utilizé D(+)-Glucosa anhidra (MERCK) 1 M 18049
e PBSpH7.0cbp 10 ml

Se disuelve con vortex y se prepara en matraz volumétrico de 10 ml. Se

esteriliza por filtracion con unidades de 0.2 pm.

Solucién | (extraccion de DNA plasmidico)

e Glucosa 50 mM
e Tris-Cl 25 mM, pH 8.0
e EDTA 10 mM, pH 8.0

Nota: Esterilizar en autoclave. Se afora con agua destilada.

Solucién 1l (extraccion de DNA plasmidico)

e NaOH 0.2N
e SDS 1%
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Nota: Usar recién preparada y sin esterilizar. Se afora con agua destilada.

Solucion Il (extraccion de DNA plasmidico)

e Acetato de sodio 5 M 60 ml

e Acido acético glacial 11.5 ml para ajustar pH a 5.2
e Agua bidestilada 28.5 ml

e Volumen total 100 ml

Nota: Esterilizar en autoclave.

Sulfato ferroso amoniacal 25 mM (solucion stock)
e Acido sulfosalicilico (Sigma) 50 mM 0.1271¢
e Agua destilada 10 ml
En esta solucion se disuelve el sulfato ferroso
e Sulfato ferroso (Sigma) 25 mM 0.098 g
Se mezcla bien, se afora en matraz volumétrico de 10 ml ambas soluciones,
se esteriliza por autoclave y se almacena a 4 °C cubierto de la luz (no debe

ser utilizado por mas de una semana).

Tris-CI/SDS pH 6.8 4%

e Trizma-base (Sigma) 5 mM 6.05¢

e SDS (Sigma) 0.13 mM 0.40¢g

e AjustarapH 6.8

e Agua destilada cbp 100 ml
Se filtra por 0.45 um, se almacena a 4 °C

Tris-Cl/SDS pH 8.8 4x

e Trizma-base (Sigma) 15 mM 18.16 g
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e SDS (Sigma) 0.13 mM 0.40¢g

e Ajustar el pH 8.8

e Agua destilada cbp 100 ml
Se filtra por 0.45 pm, se almacena a 4 °C

X-Gal

e Disolver 100 mg (0.1 g) X-Gal (5-bromo-4 chloro-3 indolyl B-D-
galactoside) en 2 ml de N,N-Dimethylformamida (filtrar por 0.2 pum).

Nota: Se protege de laluz y se almacena a -20 °C.
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