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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es el protozoario parasito responsable de la tricomoniasis
en humanos; la infeccién de transmision sexual, no viral, mas comun en el mundo. Este
parasito tiene un degradoma abundante integrado en su mayoria por cisteina
proteinasas (CPs). Algunas de estas CPs son factores de virulencia diferencialmente
modulados por hierro al nivel transcripcional y posttranscripcional. La TvCP2 es una CP
regulada negativamente por hierro que participa en la citotoxicidad hacia células HelLa.
En este trabajo se determiné que la citotoxicidad hacia células HelLa es debido a la
induccion de apoptosis que es un evento multifactorial en el que participa TvCP2.
Debido a la relevancia que tiene la condicion de bajo hierro en la patogenia de
tricomonas y la participacion de TvCP2, se hicieron andlisis in silico de las regiones
regulatorias 5’ y 3’ de tvcp2 en busca de elementos regulatorios. Los resultados
muestran un posible elemento tallo-burbuja y dos sefiales de poliadenilacion en la
region 3’-UTR del transcrito de tvcp2. Al hacer el analisis de RACE-3" se encontréd que,
dependiendo de las concentraciones de hierro en el cultivo, ambas sefiales de
poliadenilacion son utilizadas, en un posible proceso de poliadenilacion alternativa, lo
gue resulta en una region 3 -UTR mas larga en la condicion de RH que en AH. A
consecuencia de esto, los transcritos de tvcp2 son mas estables y generan una mayor
traduccidén obteniéndose una mayor cantidad de proteina TvCP2. Para elucidar el
mecanismo de regulacion posttranscripcional mediante un posible mecanismo de
poliadenilacién alternativa mediada por hierro, se buscaron genes candidatos de la
maquinaria de poliadenilacion de T. vaginalis, no descrita a la fecha, por andlisis in silico
en la base de datos del genomay de ESTSs, y por andlisis de transcriptomas y proteomas

reportados en la literatura. Nuestros resultados muestran la presencia y expresion de



los elementos minimos necesarios de la maquinaria de poliadenilaciéon en T. vaginalis
y presentan una regulacion positiva por hierro a nivel de transcrito. Estos datos sugieren
la presencia de un nuevo mecanismo de regulacion por hierro de tvcp2 a nivel

posttranscripcional mediado por una poliadenilacién alternativa en T. vaginalis.



ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is a protozoan parasite responsible of human
trichomoniasis, the most common, non-viral, sexually transmitted infection. This
parasite has a large degradome, at least half of them are cysteine proteinases (CPSs).
Some of these CPs are virulence factors, which are differentially modulated by iron
at transcriptional and posttranscriptional levels. One of these CPs is TvCP2, an iron
down-regulated CP that plays an important role in the cytotoxicity towards HelLa
cells. We determined that the cytotoxicity towards HelLa cells is due to apoptosis
induction in which TvCP2 is participating. Due to the biological relevance of iron-
restriction conditions in the parasite pathogenicity and the role of TvCP2 in it, we
performed an in silico analysis of the 3’ and 5’ regulatory regions in the search of
regulatory elements. We identified the presence of a putative stem-loop structure
and two polyadenylation signals in the 3’-UTR of tvcp2 transcripts. By 3"-RACE
assays using cDNA from IR and HI parasites, the results revealed that both
polyadenylation signals are used by the parasite depending of the iron
concentrations in culture, suggesting a possible alternative polyadenylation process
in the tvcp2 transcripts, resulting in a longer 3 -UTR region in IR than in HI conditions.
Thus, the tvcp2 transcripts are more stable and a high translation rate resulting in an
increase in the amount of TvCP2 protein. To elucidate the possible mechanism of
regulation, by an in silico analysis candidate genes for the polyadenylation
machinery, not described yet, were searched in the T. vaginalis genome database,
supported by EST analysis, and analysis of previously reported transcriptomic and

proteomic data. Our results showed the presence of the basic elements for the



polyadenylation machinery in T. vaginalis and might have a positive regulation by
iron at MRNA level. These data suggest that the tvcp2 iron regulation is related to a
novel putative posttranscriptional mechanism mediated by an alternative

polyadenylation in T. vaginalis.



1. Introduccién

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomoniasis, la infeccion de
transmision sexual no viral mas comun en el mundo (Poole y col., 2013; Chang y
col., 2016). Cada afio se presentan mas de 250 millones de nuevos casos a nivel
mundial (WHO, 2012), de los cuales mas del 80% son asintomaticos. Sin embargo,
en algunas personas los sintomas pueden aparecer semanas 0 meses después de
la infeccion inicial (Chang y col., 2016; Lord y col., 2016; WHO, 2012). La tasa de
infeccion varia dependiendo de diferentes variables como los cuidados de la salud,
estatus cultural, estado socioecondémico y promiscuidad del individuo (Hezarjaribi y
col., 2015). Es importante destacar que el reporte al Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica de nuevos casos de tricomoniasis no es obligatorio (no esta bajo
vigilancia epidemiolédgica en todo el mundo, incluyendo México), por lo que estos
datos se encuentran subestimados, aunado al alto porcentaje (~80%) de pacientes

asintomaticos.

1.1. Tricomoniasis

Las mujeres con infeccion por T. vaginalis presentan sintomatologia variable,
gue empeora durante el ciclo menstrual (vaginitis, ardor, mal olor y descarga vaginal
abundante, espumosa, verde-amarillenta) debido a la intensa infiltracion leucocitaria
(Menezes y col., 2016). En hombres, la infeccién por tricomonas generalmente se
autolimita posiblemente por las concentraciones de zinc (>1.6 mM) en las
secreciones prostaticas y seminales que tienen efecto tricomonicida (Gimenes y

col., 2014; Figueroa-Angulo y col., 2012).



La infeccibn se ha asociado con serias complicaciones de salud como
enfermedad pélvica atipica, partos prematuros, infertilidad, desarrollo de cancer
cérvico-uterino y prostatico (Nazari y col., 2015; Brum-Vieira y col., 2015; Sutcliffe y
col., 2006.), asi como incremento en el riesgo de coinfeccion con el virus del VIH y

de su transmision (Kissinger, 2015).

1.2. Tricomoniasis en México

El Boletin Epidemiolégico de la Secretaria de Salud en México,
correspondiente a la semana 52 (29 de diciembre de 2019 al 4 de enero de 2020)
incluye a las enfermedades de transmision sexual mas importantes en México y la
tricomoniasis urogenital se ubica como la 3° causa, detras de la candidiasis
urogenital y la vulvovaginitis bacteriana, con 38 761 casos, mientras que el nimero
de casos en la misma semana del 2018 fue de 43 204 y en el 2000 se registraron
poco mas de 200 000 casos nuevos (Figura 1). Esto representa una disminucion
relevante en la incidencia de la infeccion con el paso de los afios, lo cual pudiera
deberse a las medidas de prevencién adoptadas por la epidemia del VIH/SIDA,
como el uso de conddn. Los estados con mayor tasa de incidencia fueron Veracruz,
Puebla y Estado de México, concentrando poco mas del 40% de los nuevos casos

a nivel nacional.



Casos nuevos de tricomonosis
en el periodo 2000-2019

250

100

No. de casos (x1000)
o & 2 3
2000 R

2001+

2004

2005-
2006
2007-
2008-

2009

2010+

2011-J——

2012+

20137

2014+

2015

2016+

2013

2002
20034
20194

20174

Figura 1. Incidencia de tricomoniasis en México. Estadistica reportada desde el afio 2000 hasta
el 2019. (Modificado del Boletin Epidemioldgico del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica

de la Secretaria de Salud).



1.3. Caracteristicas de T. vaginalis

T. vaginalis es un protozoario parasito con un ciclo de vida muy simple
comparado con otros protozoarios parasitos, ya que solo tiene un hospedero, que
es el humano (Figura 2), que presenta una forma oval o redondeada (Doxtader y
col., 2016), dependiendo de las condiciones de cultivo liquido in vitro. Sin embargo,
en contacto con el epitelio vaginal sufre un drastico cambio, de una morfologia oval
a una ameboide, que utiliza para adherirse mejor al epitelio vaginal (Arroyo y col.,
1993; 2015) y evitar ser eliminada en las secreciones vaginales. Este parésito
presenta un solo nucleo y abundantes granulos citoplasmicos, tiene 5 flagelos, uno
de los cuales se encuentra adosado a la membrana ondulante, los cuales le dan al
parasito su movilidad caracteristica junto con el axostilo. Este parasito se reproduce
por fisién binaria longitudinal, presenta dos estadios, pseudoquiste y trofozoito. El
nicho que coloniza es el tracto urogenital del humano (Nadler y col., 1988;

Mielckzarek y col., 2016).

La principal fuente de nutrientes para la generacién de energia en T. vaginalis
son los carbohidratos que se metabolizan a través de un proceso fermentativo bajo
condiciones aerobias o anaerobias (microaerofilicas). Los productos resultantes del
metabolismo de carbohidratos ademas de adenosina trifosfato (ATP) incluyen
acetato, lactato, malato, glicerol, Hz2 y COz2, si se mantiene al parasito en condiciones
de anaerobiosis (Steinblchel y Muller, 1986). En restriccion de carbohidratos, los
aminoacidos juegan un papel crucial en el mantenimiento del crecimiento y la

supervivencia de T. vaginalis (Yoon y col., 1991), lo que se confirmd mediante un
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Figura 2. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. En el esquema se representa el ciclo de vida
del parasito, el estadio de trofozoito y la reproduccion por fisién binaria longitudinal. (Tomado de

http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/).



analisis transcriptomico de pardsitos crecidos en restriccion y alta glucosa (Huang y

col., 2014).

1.4. Cisteina proteinasas (CPs) de T. vaginalis

Las proteinasas, también llamadas proteasas, son enzimas que catalizan la
hidrélisis de enlaces peptidicos (Sajid y col., 2002), se clasifican de acuerdo con el
aminoéacido que se encuentra en el sitio catalitico como: cisteina, serina, treonina,

acido glutamico, acido aspartico y metaloproteasas (Rawlings y col., 2014).

T. vaginalis presenta uno de los degradomas mas grande entre los
protozoarios. De acuerdo con el reporte del genoma de T. vaginalis, este parasito
presenta mas de 440 genes que codifican para proteasas, de los cuales 220
corresponden a proteasas del tipo cisteina (CPs) (Carlton y col., 2007). Sin
embargo, solo 23 se han detectado por zimografia en doble dimension, las cuales
al realizar la identificacion por espectrometria de masas solo corresponden a nueve

productos génicos diferentes (Neale y col., 1990; Ramén-Luing y col., 2010).

Las CPs estan subdivididas en familias de acuerdo con la similitud de
secuencia que guardan entre ellas y a la especificidad de la degradacion de
pequefos sustratos peptidicos. Estas proteasas se agrupan en clanes (CA, CD, CE,
CF, CL, CM, CN, CO, CP, CQ) que comparten un ancestro en comun. En T.
vaginalis los clanes mas comunes con un mayor nivel de expresion son el CA 'y el
CD, nombrados comunmente como de tipo papaina y de tipo legumaina,

respectivamente debido a la alta homologia en la secuencia que guardan con las
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Figura 3. Procesamiento de las cisteina proteinasas del clan CA. En este esquema se muestra
el procesamiento necesario para la activacion de las CPs del clan CA o del tipo papaina (Tomado

de Arroyo y col., 2015).



proteasas presentes en Carica papaya Yy en Canavalia ensiformis (una leguminosa),

respectivamente.

Las CPs de tipo papaina (o clan CA) se sintetizan como precursores 0
zimbégenos que carecen de actividad proteolitica y requieren de un procesamiento
para adquirir la funcion catalitica en su forma madura. Estas proteasas presentan
en su secuencia tres regiones definidas: “pre” (que en algunas proteasas presenta
un péptido sefial), propéptido o “pro” y la secuencia de la enzima madura. Para
activarse se necesita que se remuevan las regiones “prepro”, dejando la regién de

la enzima madura activa (Figura 3; Arroyo y col., 2015).

1.5. Mecanismos de patogenicidad de T. vaginalis y el papel de las cisteina

proteinasas

1.5.1. Citoadherencia

T. vaginalis utiliza varios mecanismos de patogenicidad para establecer y
mantener una infeccion activa; de manera inicial, la citoadherencia a las células
epiteliales vaginales es crucial para el inicio de la infeccion. El parasito se adhiere a
la mucosa vaginal o cervical (Lehker y col., 2000), cambia drasticamente su
morfologia hacia una forma ameboide (Arroyo y col., 1993), expresa multiples
adhesinas (AP120, AP65, AP51, AP33y AP23) (Arroyo y col., 1992; Moreno-Brito y
col.,, 2005; Meza-Cervantez y col.,, 2011) que en conjunto con proteinas del
citoesqueleto (microfilamentos y microtdbulos), glucoconjugados de matriz
extracelular (Crouch y Alderete, 1999), asi como lipofosfoglicano (LPG) (Bastida-

Corcuera y col., 2005) y la actividad de CPs (Arroyo y Alderete, 1989) como la



TVvLEGU-1 (Rendon-Gandarilla y col., 2013), le permiten al parasito mantenerse
adherido al epitelio vaginal evitando ser arrastrado por el flujo vaginal (Mendoza-

Lépez y col., 2000; Hernandez-Gutiérrez y col., 2004).

1.5.2. Hemdlisis

La hemdlisis es un mecanismo de patogenicidad que le permite a T. vaginalis
obtener nutrientes (lipidos y hierro) presentes en los eritrocitos. Este mecanismo de
patogenicidad es dependiente de contacto (Dailey y col., 1991; Fiori y col., 1993) y
el nivel de actividad B-hemolitica en aislados frescos correlaciona con la
sintomatologia clinica (Dailey y col., 1991). En este mecanismo de patogenicidad se
han reportado a varias moléculas de T. vaginalis entre las que se encuentran
proteinas formadoras de poros, fosfolipasa A (Fioriy col., 1999; Lubick y col., 2004),
asi como la participacion de CPs a través de un mecanismo dependiente de
contacto y localizaciébn en la membrana del parasito, como la TvCP4 regulada
positivamente por hierro (Solano-Gonzélez y col., 2007; Cardenas-Guerra y col.,

2013).

1.5.3. Citotoxicidad

Cuando las condiciones de nutrientes son escasas en el ambiente vaginal,
sobre todo de hierro y glucosa, el parasito adapta sus factores de virulencia
disminuyendo la expresion de adhesinas y expresando CPs que actlan como
factores de virulencia de manera dependiente o independiente de contacto. Cuando
la citotoxicidad es dependiente de contacto, el resultado es fagocitosis, citélisis y
destruccion de monocapas celulares (Figueroa-Angulo y col., 2012). Cuando es

independiente de contacto, las CPs TvCP2, TvCP12, TvCP39y TvCP65 se secretan



al entorno vaginal. Estas proteasas tienen afinidad a la superficie de las células
cervicales y del epitelio vaginal resultando en la induccion de citotoxicidad
(Hernandez-Gutiérrez y col., 2004; Sommer y col., 2005; Ramon-Luing y col., 2011;

Cuéllar-Silva, tesis de maestria, 2012; Rivera-Rivas y col., 2020).

1.5.4. Apoptosis

Como se mencion0 anteriormente, algunas de las CPs de T. vaginalis
contribuyen a la patogénesis del parasito al ser secretadas hacia la mucosa vaginal.
Estas CPs participan en la alteracibn y posible degradacion de uniones
intercelulares (Lubick y Burgess, 2004) que llegan hasta la destruccion de las
monocapas de células epiteliales vaginales (VEC) in vitro, ocasionando apoptosis
(Sommer y col., 2005). Kummer y col., (2008) demostraron la presencia de 4
cisteina proteinasas (CP2, CP3, CP4 y CPT) en los productos de secrecion,
referidas como CP30 de secrecidon y que son reguladas negativamente por hierro a
nivel de proteinay actividad proteolitica, las cuales son capaces de inducir apoptosis
en cultivos primarios de células epiteliales vaginales humanas (Sommer y col.,
2005). El nivel de destruccion de las células hospederas se correlaciona
directamente con la actividad enzimatica de la CP30 de secrecion (Kummer y col.,
2008). Recientemente, en el laboratorio se caracterizé la participacién de TvCP2 en
citotoxicidad en condiciones de restriccion de glucosa mediante la induccién de

apoptosis a monocapas de células HeLa (Miranda-Ozunay col., 2019).
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1.5.5. Evasion de larespuesta inmune

Durante la infeccion por T. vaginalis, el parasito se enfrenta a cambios
ciclicos y dréasticos en el microambiente vaginal, por lo que evolutivamente ha
desarrollado estrategias para su defensa y para evadir la respuesta inmune del
hospedero. A la fecha, se han descrito multiples mecanismos de evasion de la
respuesta inmune: a) Degradacién de inmunoglobulinas por CPs como la TvCP39
gue se involucra en la degradacion de IgA, IgG e IgM (Hernandez-Gutiérrez y col.,
2004). b) Mimetismo molecular, que ocurre por el recubrimiento de la membrana del
parasito con proteinas que guardan homologia con proteinas del hospedero; tal es
el caso de algunas adhesinas (AP65, AP51 y AP33) que muestran homologia con
enzimas metabdlicas como la enzima malica y la succinil-CoA sintetasa, en sus
subunidades B y a, respectivamente. Con esta proteccion, el parasito evita ser
reconocido como un agente extrafio por el sistema inmune del hospedero (Figueroa-
Anguloy col., 2012). c) Degradacion del complemento, una de las vias mas eficaces
en la eliminacion de parasitos. A este respecto, T. vaginalis ha desarrollado
resistencia al complemento mediada por una CP regulada positivamente por hierro
gue degrada al componente C3b del complemento (Alderete y col., 1995; Lehker y
col., 2000); sin embargo, aun no se ha identificado a la CP responsable de esta
actividad. d) Variacion antigénica en la superficie del parasito que puede ayudar a
tricomonas a escapar del sistema inmune y sobrevivir en el hospedero (Alderete,
1988). Ademas, T. vaginalis puede recubrirse con moléculas del hospedero, como
albumina para no ser reconocido por el sistema inmune (Figueroa-Angulo y col.,

2012).
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1.6. Factores ambientales que regulan los mecanismos de patogenicidad

El hierro es un catién divalente que juega un papel relevante en la fisiologia
y morfologia de T. vaginalis, debido a que es esencial en su supervivencia,
metabolismo y multiplicacion en cultivo. El requerimiento de hierro en su forma
ferrosa es alto (250-300 uM) (Gorrell, 1985; Lehker y col., 1992; Ortiz-Estrada y col.,
2015). El hierro acta como un factor modulador de mecanismos de patogenicidad
conocidos y algunos otros aun por conocer. De manera inicial, el hierro induce
cambios biolégicos en el parésito; en alto hierro se vuelven ameboides y muy
adhesivos y el crecimiento es mas acelerado, mientras que los parasitos crecidos
en condiciones de bajo hierro, son muy poco o nada adhesivos, su morfologia es
redondeada y se multiplican mas lentamente. Ademas, la regulacién de la expresion
de las proteinasas cambia tanto a nivel de RNA como de proteina y de actividad
proteolitica, evidenciada por cambios en los patrones proteicos dependientes de las
concentraciones de hierro en las que se crecieron las tricomonas (Arroyo y col.,
2015). Estos cambios afectan propiedades de virulencia como citoadherencia,
hemolisis, resistencia al complemento, induccion de apoptosis en la célula blanco y

citotoxicidad (Figueroa-Angulo y col., 2012).

El zinc es otro oligoelemento que modula la expresion de factores de
virulencia en T. vaginalis. Las concentraciones normales de zinc en el fluido
prostatico fluctian entre 4.5 y 7 mM, suficiente para tener un efecto tricomonicida
gue resuelve la infeccion (Krieger y col., 1982). Cuando las concentraciones de zinc
se encuentran reducidas (<1.6 mM) en algunos pacientes el parasito logra sobrevivir

(Krieger, 1995; Puente-Riveray col., 2017). A estas concentraciones el zinc reduce
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la tasa de crecimiento e induce cambios en el proteoma, expresando
diferencialmente 27 proteinas (Quintas-Granados y col., 2013). Esta expresion
diferencial en el proteoma de T. vaginalis en presencia de zinc puede jugar un papel
clave en la sobrevivencia del parasito en el ambiente adverso del tracto
genitourinario masculino, en comparacion con el ambiente vaginal mas permisivo

(Figueroa-Angulo y col., 2012; Puente-Riveray col., 2017).

Para la generacion de energia y el consecuente mantenimiento de la
infeccion crénica por T. vaginalis, la fuente de carbono es muy importante. La
glucosa es el principal recurso de energia utilizando tanto en condiciones de
aerobiosis como anaerobiosis, por lo cual, la restriccion de glucosa es un estrés
metabdlico que induce la expresion de mecanismos de supervivencia, como la
induccién de autofagia o citotoxicidad y la consiguiente patogenicidad (Huang y col.,
2014) que se puede evidenciar mediante la expresion diferencial de CPs que
participan en citotoxicidad (TvCP39, TvCP12 y TvCP2) reguladas negativamente

por glucosa (Miranda-Ozuna 'y col., 2019).

En cultivos de T. vaginalis crecidos en restriccién de glucosa hay disminucion
en la tasa de crecimiento del parasito (Miranda-Ozunay col., 2016) y aumento en la
tasa de supervivencia de los pardsitos en cultivo hasta por 96 h (Huang y col., 2014).
Esto muestra que la restriccidbn de glucosa activa mecanismos de supervivencia
(Huang y col., 2014). Muchas de estas respuestas se deben a cambios en la
expresion de genes particulares por diversos mecanismos de regulacién a nivel

transcripcional y posttranscripcional y a veces hasta el nivel posttraduccional (Le6n-
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Sicairos y col., 2004; Solano-Gonzélez y col., 2007; Torres-Romero y Arroyo., 2009;

Arroyo y col., 2015; Sanchez-Rodriguez y col., 2018; Rivera-Rivas y col., 2020).

1.7. Transcripcion de genes en T. vaginalis

T. vaginalis posee uno de los genomas mas grandes entre los protistas
parasitos, con alrededor de 160 Mb que codifican para alrededor de 46 000
proteinas (Smith y col., 2011a). Por estudios transcriptomicos se han obtenido
alrededor de 100 000 secuencias expresadas (EST) en parasitos cultivados en
diferentes condiciones como: diferentes fases del ciclo celular, de crecimiento, de
restriccion de nutrientes o de patogénesis. El analisis de estos datos sugiere que la
expresion de genes estad altamente regulada en el parasito por controles de

transcripcion rigurosos (Figueroa-Angulo y col., 2012).

Acerca de la regulacion de la transcripcion basal de genes en T. vaginalis, se
conoce aun muy poco. Sin embargo, analisis del genoma del parasito predicen que
mas del 75% de los genes codificantes de proteinas usan un elemento iniciador (Inr)
parecido al de metazoarios, como promotor basal y una secuencia altamente
conservada [TCA+1Py(T/A)] en el sitio de inicio de la transcripcién. Este promotor
puede ser reconocido por IBP39, un factor de transcripcion especifico de T. vaginalis
ademas de factores de transcripcion generales, como TvTBP1y TvTBP2 y que se
asocian a la RNA polimerasa Il (Parra-Marin y col., 2019). Usualmente, los genes
gue codifican para factores de virulencia presentan una o dos copias del elemento
promotor Inr; el que se encuentra mas distal es el funcional (Smith y col., 2011a;

Smith y col., 2011b).
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1.7.1. Regulacién transcripcional por hierro

T. vaginalis es un parasito que tiene un alto requerimiento de hierro (250 pM)
y tiene la capacidad de adaptase a las concentraciones cambiantes de hierro en el
medio ambiente, mediante la regulacién de la expresion de sus genes y de las
proteinas que codifican, impactando directamente las funciones en las que
participan. El primer mecanismo de regulacion por hierro descrito a nivel
transcripcional se identificé al caracterizar la regulacion positiva por hierro del gen
ap-65 que codifica para la adhesina AP65. En este gen se identificé la presencia de
un elemento de respuesta a hierro, al cual se pueden unir proteinas nucleares
(factores de transcripcion tipo Myb) que potencian la transcripcién del gen ap-65 en
respuesta a hierro (Tsai y col., 2002). Ademas, se identificaron otros tres motivos
de respuesta a hierro que tienen comportamientos diferenciales dependientes de
las concentraciones de hierro (MRE-1, MRE-2r y MRE-2f) y a los cuales también se
unen proteinas Myb (Mybl, Myb2 y Myb3), cuya localizacion nuclear tiene lugar
debido a la accion de proteinas de la familia de las ciclofilinas (TvCyP1, TvCyP2),
las cuales favorecen su importe nuclear, el cual es regulado por hierro. Una vez en
este compartimento, las proteinas Myb regulan por sinergia o antagonismo debido
a competencia por la unién con los elementos de respuesta a hierro provocando el
incremento o decremento en los niveles de transcripcion del gen ap-65 (Ong y col.,
2004; Ong y col., 2007; Hsu y col., 2009; Martin y col., 2018; Hsu y col., 2020). Sin
embargo, llama la atencion que este mecanismo de respuesta positiva a hierro solo

se ha detectado en este gen.
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1.7.2. Regulacién postranscripcional por hierro

1.7.2.1. Sistema paralelo IRE/IRP como un mecanismo de regulacion de la

expresion de genes

Los mecanismos para el control posttranscripcional para la sintesis de
proteinas generalmente estan mediados por interacciones especificas RNA-
proteina. En mamiferos, la homeostasis del hierro es regulada por mecanismos de
regulacion posttranscripcional mediados por interacciones RNA-proteina entre
proteinas citoplasmicas regulatorias de hierro (IRP-1 e IRP-2) con estructuras tipo
tallo-burbuja conocidas como elementos de respuesta a hierro (IRES) que se
encuentran en las regiones no traducidas (UTRs) de los mMRNA gue codifican para
proteinas involucradas en la homeostasis del hierro, reguladas por hierro y que son
blancos de un mecanismo de regulacién conocido como sistema IRE/IRP (Figura 4)
(Wang y col., 2011; Sanchez y col., 2011). Estas interacciones RNA-proteinas tiene
dos tipos de resultados: 1) Cuando las concentraciones de hierro son bajas, las
IRPs se unen a los IREs y el efecto regulador depende de la posicion del elemento
IRE en la secuencia del mRNA blanco: Si el IRE esta localizado en el 5°-UTR, la
union de la IRP inhibir& el inicio de la traduccion y el nivel de la proteina caera. Si el
IRE se localiza en el 3"-UTR, la union de la IRP protegera al mRNA de la
degradacion, promoviendo una mayor estabilidad y vida media del mRNA, con lo
gue la traduccién se vera incrementada y por tanto el nivel de proteina. 2) Cuando
el hierro se encuentra en exceso, la actividad de union a RNA de las proteinas IRP

se inactiva, la IRP2 se degrada, mientras que la IRP1 se une a un complejo 4Fe-4S
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Figura 4. Regulacién coordinada dependiente de hierro de la expresién de los mRNA de
ferritina (fer) y receptor de transferrina (TfR1) por interacciones IRE/IRP. La restriccion de hierro
promueve la union de IRPs (proteinas citosolicas) a los IRE presentes en las regiones no traducidas

de los mRNA de ferritina y TfR1. Tomado de Wilkinson y Pantopoulos, 2014.
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para actuar como una aconitasa citosolica activa; ya que se clasifica como una
proteina multifuncional (Jeffery, 2009). Cuando las proteinas IRP no se unen a los
IRE, como es el caso en el que las concentraciones de hierro son altas, para los
MRNA que tienen los IRE en la regiéon 5 -UTR su traduccion no se ve impedida y
esto hace que haya una mayor cantidad de proteina; mientras que en los mRNA
gue tienen los IRE en la region 3 -UTR su estabilidad se ve disminuida, haciendo
gue su vida media se acorte y por lo tanto se degraden mas rapidamente y esto
hace que haya una menor traduccion y por lo tanto una menor cantidad de proteina

(Figura 4; Wilkinson y Pantopoulos, 2014).

T. vaginalis no presenta ciclo de Krebs y por lo tanto carece de una proteina
multifuncional con actividad de aconitasa (Torres-Romero y Arroyo, 2009). Sin
embargo, hay dos estructuras tallo-burbuja tipo IRE atipicas identificadas y
caracterizadas en los mMRNA de dos CPs que participan en la virulencia de
tricomonas y que se regulan diferencialmente por hierro al nivel posttranscripcional,
la TvCP4 (positiva) y la TvCP12 (negativa). Ademas, T. vaginalis presenta proteinas
citoplasmicas que son capaces de unir tanto a los IREs tipicos de mamiferos (IRE-
fer) como a los IREs atipicos de estas dos CPs de T. vaginalis, lo cual sugiere la
existencia de un mecanismo postranscripcional de regulacién por hierro mediado
por interacciones RNA-proteina, paralelo al sistema IRE/IRP de mamiferos (Solano-
Gonzalez y col., 2007; Torres-Romero y Arroyo, 2009; Figueroa-Angulo y col.,

2015).
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1.7.2.2. Poliadenilacion del mRNA como un mecanismo de regulacién de la

expresion génica

Los extremos 3" de todos los mMRNA eucariontes estan poliadenilados (tienen
colas de poliA). Esta modificacion tiene influencia en el transporte del mMRNA del
nucleo al citoplasma, en la estabilidad y en la traduccion del mensajero (Lewis y
col., 1995; Proudfoot y col., 2002). El proceso celular de la poliadenilacion involucra
multiples proteinas que acttan en el mecanismo de poliadenilacién en dos pasos.
El primero involucra el reconocimiento especifico del sitio de corte determinado por
la union de diversos factores de poliadenilacion a elementos presentes en la
secuencia del 3"-UTR del mRNA, tanto proximales como distales. En mamiferos, la
sefial proximal es el hexanucléotido AAUAAA que esta localizado en la region 3'-
UTR del mRNA a 10-30 nucleétidos rio arriba del sitio de corte para poliadenilacion
y la sefal distal son elementos ricos en uridinas (Colgan y col., 1997). El segundo
paso involucra la polimerizacion de la cola de adenosinas a una longitud especifica,

por ejemplo ~150-250 en mamiferos y ~55-90 en levaduras (Brown y col., 1998).

El sitio de corte para poliadenilacion en células de mamiferos es reconocido
por un factor especifico de corte y poliadenilacion (CPSF, por sus siglas en
inglés) multiproteico integrado por las proteinas CPSF-100, CPSF-30, CPSF-160,
CPSF-73, Fipl y WDR33. Este complejo multiproteico recluta e interactia con el
factor de estimulacion de corte (CstF, por sus siglas en inglés) que es otro
complejo multiproteico integrado por CstF-77, CstF-50 y CstF-64. La union de estos
dos complejos multiproteicos recluta los factores de corte (CF, por sus siglas en

inglés) que reconocen el sitio de corte y presentan actividad de endonucleasa. Estos
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factores de corte estan integrados por las proteinas CFI-25 y CFI-59 que representa
el factor de corte | (CFI) y el factor de corte Il (CFIl) formado por las proteinas
Pcfll y Clpl. También participan proteinas accesorias como simplekina y la poli
(A) “binding protein” 1 (PABPN1). Estos factores de corte interactian con la sefial

de corte, ejerciendo la actividad de endonucleasa, posicionando a la poli (A)
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Figura 5. Maquinaria de poliadenilacién en mamiferos. Las lineas negras representan el pre-

MRNA (5°-3") sintetizado por la RNA polimerasa Il. Las cajas negras representan los elementos en
el mRNA que son reconocidos como elementos necesarios para la poliadenilacion. AAUAAA
representa la sefial de poliadenilacion y la flecha en color rojo el sitio de corte. (Tomado de Proudfoot

y col., 2002).
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polimerasa (PAP) para iniciar la adicion de la cola de poli (A) de manera templado

independiente (Colgan y col., 1997; Mandel y col., 2008; Whale y col., 1996).

La sefial de poliadenilacién es el primer elemento identificado por la
maquinaria de poliadenilacion (Proudfoot y Brownlee, 1976). El reconocimiento de
este motivo se lleva a cabo por la proteina CPSF-160 como parte del complejo
CPSF (Di Giammartino y col., 2011), reclutando el resto de la maquinaria, siendo
este reconocimiento el primer paso crucial en el mecanismo de poliadenilacién. Una
vez unido el complejo CPSF a la sefial de poliadenilacién, otra proteina de este
complejo denominada CPSF-73 reconoce el motivo consenso del sitio de corte y
por su actividad de endonucleasa corta el pre-mRNA en este sitio. En mamiferos
existe un orden de preferencia para realizar el corte el cual es el siguiente:
A>U>C>»G (Chen y col., 1995), por lo que el corte puede ocurrir en varias
posiciones, pero con variaciones minimas alrededor del sitio de corte. A través de
la subunidad CstF-64, con actividad de unidbn a RNA, se reconoce el elemento
distal rico en uridinas que al reclutar al resto del complejo CstF actia como un
ancla que permite la correcta orientacion de la poli (A) polimerasa (PAP) (Pérez-
Canadillas y Varani, 2003), para que se inicie la adicion de adeninas de manera
templado-independiente. La proteina simplekina accesoria sirve como un puente
gue une el complejo CPSF y el CstF, dando estabilidad al proceso (Hoffman y
col., 2016). La proteina de unién a poli (A) (PABPN1) actia como un regulador de
la longitud de la cola de poli (A) al finalizar la interaccion de la PAP con el complejo
CPSF, dando fin al proceso de poliadenilacion (Figura 5; Kerwitz y col., 2003; Kuhn

y col., 2009).
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1.7.2.3. Mecanismo de poliadenilacion alternativa

En numerosos organismos eucariontes se ha reportado la presencia de
extremos 3"-UTR alternativos (Elkon y col., 2013; Tian y col., 2013). Esto es debido
a la presencia de multiples sefiales de poliadenilacion alternativas en los pre-
MRNAs. La poliadenilacion alternativa del mismo gen puede generar diferentes
proteinas 0 mMRNAs maduros con diferentes 3" -UTRs. El principal efecto de la
presencia de poliadenilacion alternativa es que haya diferentes grados de
estabilidad del mRNA, asi como diferentes niveles de eficiencia de traduccién, o
gue se favorezca alguna localizacién subcelular en particular (Shi, 2012). Este

proceso depende de los estimulos ambientales a los que se enfrente la célula.

Dos modelos de poliadenilacion alternativa se han propuesto, el primero
llamado “First come, first served” que hace referencia a la presencia de dos
sefiales de poliadenilacion, en la cual se ve favorecido el uso de la primera sefal
debido a la proximidad y a que el uso de esta sefial resulta en una mayor eficiencia
en el alargamiento, llegando asi al término de la sintesis de un mRNA en un menor
tiempo. Este mecanismo de poliadenilacién es el preferentemente usado cuando los
organismos se encuentran en condiciones fisioldgicas (Pinto y col., 2011; Yu y col.,

2013).

Bajo este principio en el que se ve favorecido el uso de la primera seial de
poliadenilacién en condiciones fisioldgicas surge la pregunta: ¢ En qué momento se
lleva a cabo el uso de la sefal de poliadenilacion distal? Para esto se ha planteado
un segundo mecanismo en el cual la segunda sefial de poliadenilacion presenta una
mayor afinidad por los componentes de la maquinaria (Yao y col., 2013; Lackford
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y col., 2014). Esto se debe a la presencia de las sefiales candnicas o equivalentes
de las sefales de poliadenilacién necesarias para llevar a cabo este proceso (Figura
5). En este mecanismo se ha mostrado que la concentracién delos componentes
de la maquinaria de poliadenilacion juega un papel regulatorio muy importante. Por
ejemplo, proteinas como CstF64 (encargada de reconocer el elemento distal rico
en uridinas) en el pre-mRNA IgM en células B de humano presenta baja afinidad
por el elemento proximal cuando la proteina se encuentra en altas concentraciones,
lo cual lleva al uso de la sefial distal para el inicio de la poliadenilacion (Takagaki y

col., 1996; Takagaki y Manley, 1998).

1.7.2.4. Maquinaria de poliadenilacion en protozoarios

En Entamoeba histolytica por analisis in silico se detectd la presencia de
elementos pertenecientes a la maquinaria de procesamiento del extremo 3" de los
pre- MRNA (Lopez-Camarillo y col., 2005). En este estudio se describié que su
genoma contiene 16 genes cuyos productos proteicos son homoélogos a miembros
de la maquinaria de poliadenilacion descrita en otros organismos, entre los que se
encuentran 4 subunidades del complejo protéico EhCPSF (160, 100, 73 y 30 kDa),
ademas de las proteinas EhFIP1 y EhPAP, las tres subunidades de EhCstF (77, 64
y 50 kDa), las dos subunidades de EhCFIIm (CIP1 y PCF11), asi como factores
accesorios como EhMpel, EhPfs2, EhSsu72 y EhPC4. Sin embargo, no se reportd

la presencia de genes homoélogos a simplekina, CFIm59 y CFIm68, ni a sus
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Figura 6. Modelo de la maquinaria de procesamiento 3" de los pre-mRNA de E. histolytica. A)
Complejo CPSF unido a la sefial de poliadenilacion, B) Complejo CstF unido a la secuencia rio abajo
rica en U, C) Complejos CFIm y CFlim que permiten el corte para poliadenilacion. Tomado de Lopez-

Camarillo y col., 2005.
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homologos Ptalp y Hrplp de levadura, aunque si se encontr6 un homologo a

CFIm25 (Figura 6; Lépez-Camarillo y col., 2010).

1.7.2.4.1. Poliadenilacion en T. vaginalis

La sefal de poliadenilacion de T. vaginalis consta de un tetranucledtido
UAAA que puede o no estar sobrelapado al codon de paro UAA; a 10-30 nucledtidos
rio abajo se encuentra una region rica en A correspondiente al sitio de corte y a
menos de 30 nucledtidos de distancia de ésta se encuentra el elemento distal, una

secuencia rica en U (Figura 7; Espinosa y col., 2002; Fuentes-Barrera y col., 2012).

Sin embargo, no hay reportes acerca de las proteinas que integran la
maquinaria de poliadenilacion ni de la presencia de un mecanismo de
poliadenilacién alternativa y su posible funcion como elemento regulador
posttranscripcional de la expresion de genes en T. vaginalis, ni mucho menos estar

relacionada con la posible regulacion diferencial por hierro.
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Figura 7. Esquema comparativo de las sefiales de procesamiento de la regién 3"-UTR en

animales, levaduras y T. vaginalis. Las posibles secuencias de los elementos regulatorios se

encuentran debajo de las correspondientes cajas. Las flechas verticales indican los sitios de corte

(Tomado de Espinosa y col., 2002).
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1.8. Antecedentes directos

En T. vaginalis, se han identificado estructuras tipo IRE en mRNA de CPs
gue son reguladas positiva o negativamente por hierro. Tal es el caso del gen tvcp4
regulado positivamente por hierro a nivel postranscripcional, el cual presenta una
estructura tipo IRE atipica en la region 5° del mRNA. Este elemento es atipico, ya
que su secuencia es diferente al IRE reportado en el gen de ferritina de humano,
considerada como candnica. Sin embargo, esta estructura tiene la capacidad de
unir especificamente a la IRP1 recombinante de humano, a IRPs presentes en
extractos citoplasmicos de células HelLa y a proteinas citoplasmicas de T. vaginalis
crecidas en condiciones restringidas de hierro (Solano-Gonzalez y col., 2007; Calla-
Choque y col., 2014; Figueroa-Angulo y col., 2015).

También se identifico al gen tvcpl2 regulado negativamente por hierro al nivel
posttranscripcional. La estabilidad de su mRNA varia en funcion de la concentracion
de hierro al cual esté expuesto el parasito; su mRNA es més estable en condiciones
de restriccion de hierro que en alto hierro. La estructura tipo IRE identificada en la
region 3 -UTR de los transcritos de tvcpl2 también es atipica, no se parece al IRE-
tvcp4 y tiene afinidad por IRPs de humano, asi como por proteinas de unién a RNA
citoplasmicas atipicas presentes en extractos citoplasmicos de tricomonas crecidas
en bajo hierro (Figura 8; Ledn-Sicairos y col., 2004; Torres-Romero y Arroyo, 2009;

Figueroa-Angulo y col., 2015; Ledn-Sicairos y col., 2020 en revision).
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Figura 8. Comparacion de estructuras secundarias de elementos IRE atipicos de T. vaginalis

con el IRE candnico o tipo (IRE-fer). A) Elemento de respuesta a hierro consenso (IRE-fer)

localizado en la region 5 -UTR del mMRNA de la cadena pesada de la ferritina humana. B) Estructura

de un IRE atipico de T. vaginalis localizado en la regién 5 del mMRNA tvcp4. C) Estructura de un IRE

atipico de T. vaginalis localizada en la regién 3-UTR del mRNA de tvcpl2 (Tomado de Figueroa-

Angulo y col., 2015).
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En mamiferos, las proteinas con funcion de union a estas estructuras tallo-
burbuja de RNA generalmente son proteinas multifuncionales IRP o tipo aconitasa.
Sin embargo, el analisis in silico del genoma de T. vaginalis revela la ausencia de
genes que codifiquen para proteinas IRP o aconitasas (Carlton y col., 2007; Gorrell
y col., 1985). A pesar de ello, los resultados obtenidos por ensayos funcionales de
“crosslinking”, REMSA y Northwestern blot usando las sondas de IRE-tvcp4 e IRE-
tvcpl2 marcadas radiactivamente e incubadas con extractos citoplasmicos de
parasitos crecidos en condiciones de alto y bajo hierro mostraron la presencia de
proteinas con afinidad por RNA, de 135, 110, 60 y 45 kDa identificadas por
espectrometria de masas como TVvACTN3, TvACTN2, TvHSP70 y TVvACT,
respectivamente (Figueroa-Angulo y col., 2015). Las funciones candnicas de estas
proteinas son de union a actina, como las actininas 2 y 3 (TVACTN2 y TVACTNS),
chaperona en el caso de TVvHSP70 y de proteina de citoesqueleto como la actina
(TVACT) (Loyevsky y col., 2001; Arroyo y col., 2015; Calla-Choque y col., 2014;

Figueroa-Angulo y col., 2015).

Una de estas proteinas atipicas de unién a RNA de 135 kDa presente en los
extractos citoplasmicos de tricomonas crecidas en condiciones de restriccion de
hierro, se identificé por MS a la actinina 3 (TVACTN3), como una proteina de union
a RNA de T. vaginalis. TVACTN3 puede participar en la regulacion a nivel
posttranscripcional por hierro mediante un sistema paralelo al sistema IRE/IRP
tipico, al menos en el caso de las estructuras tipo IRE ya reportadas (Torres-Romero
y Arroyo, 2009; Calla-Choque y col., 2014; Figueroa-Angulo y col., 2015). La HSP70

es una proteina ubicua altamente conservada a través de la evolucion. Esta proteina
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tiene diversas funciones, aunque la principal es como chaperona que ayuda en el
proceso de ensamblaje y correcto plegamiento de proteinas durante su maduracion
(Kampingay col., 2010). En T. vaginalis, se encontrd que la TvHSP70 citoplasmica
también se une a RNA e interactla con las estructuras tipo IRE de tvcp4 y tvcpl2,
lo cual puede regular la expresion diferencial por hierro de estas proteasas
(Figueroa-Angulo y col., 2015; Figura 9). La caracterizacion molecular como
proteinas de union a RNA de TVACTN2 y TVvACT no se ha realizado aun. Sin
embargo, se propone que las cuatro proteinas formen un complejo multiproteico que
interactla con los IREs en condiciones de bajo hierro (Figura 9 Arroyo y col., 2015;
Solano-Gonzalez y col., 2007; Ledn-Sicairos y col., 2004; Figueroa-Angulo y col.,

2015).

Como parte de mi trabajo de maestria, la cisteina proteinasa TvCP2 se
caracterizo funcionalmente y se estudio su expresion en diferentes concentraciones
de hierro en cultivo (0, 20 y 250 uM; restriccion, normal y alto, respectivamente). Por
ensayos de Transcriptasa Reversa- Reaccion en Cadena de la polimerasa (RT-
PCR) se evalué la expresion del gen tvcp2 en condiciones de restriccion, normal y
alto hierro, encontrando mayor expresion del transcrito tvcp2 en condiciones de

restriccion de hierro (Figura 10).
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Figura 9. Identificacion de proteinas de unidon a RNA atipicas de T. vaginalis. Ensayo de “UV
crosslinking” utilizando las sondas IRE-fer e IRE-tvcp4 marcadas con 2P, en contacto con extractos
citoplasmicos de T. vaginalis crecidas en condiciones de restriccion de hierro. Se muestran las
proteinas que interactian con RNA en estas condiciones y que fueron identificadas por MS (Tomado

de Figueroa-Angulo y col., 2015).
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Figura 10. Efecto del hierro en la expresiéon del gen tvcp2. Ensayo de RT-PCR en el que se
obtiene el amplicén de 945 pb esperado para el gen tvcp2 en las condiciones de restricciéon, normal
y alto hierro (B, N y A, respectivamente). El amplicon de B-tubulina se usé como control de carga.
Este resultado muestra mayor expresién del gen tvcp2 en condiciones de restriccion de hierro

(Tomado de Rivera-Rivas, Tesis de Maestria, 2016).
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Figura 11. Efecto del hierro sobre la cantidad de proteina TvCP2 en extractos totales de

proteinas. A) Perfil de proteinas de parasitos crecidos en las condiciones de restriccion (B), normal

(N) y alto hierro (A) en un gel de poliacrilamida al 12% tefiido con Azul de Coomassie. B) Ensayo de

WB con el suero preinmune (SP), como control negativo. C) Ensayo de WB con el anticuerpo a-

TvCP2. D) Ensayo de WB con el anticuerpo a-TvPFO, como control de respuesta positiva a hierro.

E) Ensayo de WB con el anticuerpo a-EhHK, como control de carga, ya que la cantidad de proteina

TvHK no cambia por hierro. F) Andlisis densitométrico de la cantidad de proteina TvCP2 en las

distintas condiciones de hierro. Estos datos muestran el efecto negativo del hierro a nivel de la

proteina TvCP2. (Tomado de Rivera-Rivas, Tesis de Maestria, 2016).
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Por ensayos de Western Blot (WB) de proteinas provenientes de parasitos
crecidos en diferentes concentraciones de hierro utilizando un anticuerpo anti-
TvCP2r y extractos de proteinas totales y resistentes a proteasas, en condiciones
de bajo hierro se observo que hay una mayor cantidad de proteina TvCP2 que en
alto hierro (Figura 11). Estos datos son consistentes con el efecto negativo del hierro

al nivel del transcrito de tvcp2.

Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-TvCP2r
mostraron la localizacion subcelular de TvCP2 en el parasito. La figura 12 muestra
la localizacion de la marca de TvCP2 puntiforme en la membrana plasmatica (no
permeabilizados) asi como en el citoplasma (permeabilizados) de los parasitos. El
hierro modifica la abundancia de la marca de TvCP2. La marca puntiforme de
TvCP2 en citoplasma puede corresponder a una localizacion lisosomal, en

vesiculas de secrecién o a ambas.

Ademas, se encontré que TvCP2 participa en la induccion de citotoxicidad
hacia monocapas de células HelLa. Al realizar ensayos de inhibicion de la
citotoxicidad con anticuerpos anti-TvCP2r, entre monocapas confluentes de células
HelLa incubadas con parasitos pretratados con IgGs purificadas a-TvCP2r, se
observo que el anticuerpo redujo la destruccion de la monocapa por las tricomonas
tratadas con el anticuerpo inmune de manera concentracion-dependiente, llegando

a una inhibicién de la citotoxicidad de alrededor de 55% con 300 ug/ml de IgG a-
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Figura 12. Localizacion subcelular de TvCP2 en las diferentes concentraciones de hierro.
Ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-TvCP2r en parasitos no
permeabilizados (A) y permeabilizados (B) crecidos en condiciones de restriccion (0) y alto (250 pM)
hierro. La imagen de contraste diferencial de fases (DPC; a, f, k), tincion de nacleos (DAPI; b, g, 1),
tincién de membrana plasmatica (DIL; c, h, m), marca de TvCP2 (FITC; d, i, n) y el traslape (e, j, 0).
Como control negativo se utilizaron parasitos no permeabilizados incubados solo con el suero

preinmune (PI; k, I, m, n, 0). Barra= 20 um.
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Figura 13. Ensayo de inhibicién de la citotoxicidad. En esta figura se muestra el ensayo de
inhibicién de la citotoxicidad realizado con el anticuerpo a-TvCP2. A) Las graficas corresponden al

ensayo con parasitos del aislado CNCD 147 crecidos en condiciones de restriccion de hierro.

37



TvCP2r, comparado con las IgGs del suero preinmune que muestra 10% de
inhibiciéon a las concentraciones probadas. Estos resultados indican que TvCP2
participa de manera individual en la induccion de citotoxicidad a células HelLa
(Figura 13).

En conjunto, estos resultados muestran que el hierro tiene un efecto negativo
sobre la TVvCP2, lo cual impacta en la citotoxicidad. También sugiere un mecanismo
de regulacién por hierro de la expresion de tvcp2, posiblemente al nivel
posttranscripcional que puede ser mediado: a) Por interacciones RNA-proteina
mediante un sistema paralelo al IRE-IRP a través de estructuras tipo IRE que
incrementen la estabilidad del mensajero en restricciobn, pero no en altas
concentraciones de hierro. b) Por un mecanismo de poliadenilacion alternativa
gue también favorece la estabilidad y consiguiente traduccién del mRNA de TvCP2
en la condicién de restriccion de hierro, promoviendo una mayor cantidad de
proteina en restriccion que en alto hierro (Figuras 11y 12) y ademas un mayor efecto
citotoxico del parasito en restriccion de hierro hacia monocapas de células HelLa

(Figura 13).
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2. Justificacion

La cisteina proteinasa TvCP2 regulada negativamente por hierro participa en
la patogenia de T. vaginalis, particularmente en la citotoxicidad a monocapas de
células HelLa. Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo por el cual el hierro
regula la expresion de este gen, por lo que es importante identificarlo y caracterizarlo

para entender mejor la biologia y la patogenia del parasito.

3. Hipotesis

La cisteina proteinasa TvCP2 que participa en la induccion de apoptosis a
células hospederas inducida por restriccion de hierro, presenta una expresion
génica negativa mediada por hierro al nivel postranscripcional modulando la
estabilidad del mRNA debido a: 1) la presencia de estructuras tallo-burbuja tipo IRE;
0 2) por una poliadenilacion alternativa, que en restriccion de hierro se favorece la
traduccion del mRNA tvcp2, hay una mayor cantidad de TvCP2 y un incremento en

la citotoxicidad de tricomonas hacia células HelLa.
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4. Objetivo General

Determinar la participacion de TvCP2 en la induccion de apoptosis hacia la
célula hospedera en condiciones de restriccion de hierro e identificar y caracterizar
el mecanismo de regulacién a nivel postranscripcional mediado por hierro del gen

tvep2.

5. Objetivos particulares

1. Demostrar la participacion de TvCP2 en la induccion de apoptosis a células HelLa

en restriccion de hierro.

2. Identificar in silico posibles secuencias regulatorias en las regiones 5’y 3" del gen

tvep2.

3. Determinar la vida media del mMRNA y el sitio de corte para poliadenilacion del

gen tvcp2 en diferentes condiciones de hierro.

4. ldentificar in silico genes, transcritos y proteinas correspondientes a la maquinaria

de poliadenilacion en T. vaginalis.

5.- Analizar el efecto del hierro en la expresién a nivel de transcrito y su identificacion
por andlisis protedbmicos de los componentes de la maquinaria de poliadenilacion

de T. vaginalis.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Cultivo de parasitos en distintas condiciones de hierro

El aislado CNCD 147 de T. vaginalis se cultivd en condiciones estandar en
30 ml de medio TYM (Triptona-extracto de levadura-maltosa) suplementado con
10% de suero bovino de adulto (SBA) y con un inéculo inicial de 1 x 107 parasitos
por 24 h a 37°C. Para el cultivo en distintas condiciones de hierro, al medio TYM se
le afiadieron 150 uM de 2,2"-dipiridilo o 250 uM de sulfato ferroso amoniacal para el
cultivo de restriccion de hierro (RH; 0 uM) o de alto hierro (AH; 250 pM),
respectivamente y se incub6 toda la noche. Al dia siguiente, se agreg6 10% de SBA,
se inocularon los parasitos (3.5 x 107 u 8 x 108, respectivamente) y se incubaron
durante 24 h a 37°C. Para parasitos utilizados para determinar la estabilidad del
MRNA, se hizo un cultivo en RH y AH durante 12 h, se le agreg6 actinomicina D (50
Hg/ml) y se tomaron alicuotas de 1 x 107 parasitos del cultivo a diferentes tiempos
(O, 6, 12, 18 y 24 h) después de iniciado el tratamiento con actinomicina D y se

extrajo el RNA.

7.2. Cultivo de células HeLa en monocapas confluentes

A placas de 6, 24 0 96 pozos se agregaron 1 x 10°, 3 x 10° 0 3.5 x 10* células/pozo
en 1 ml, 500 ul o 100 pl de medio DMEM completo, respectivamente y se incubaron
durante 20 h a 37 °C en una atmésfera de CO:2 al 5% para obtener monocapas
confluentes de células HelLa. Las monocapas confluentes se lavaron 3x con PBS
pH 7 frio para eliminar las células no adheridas las cuales también se utilizaron para

los diferentes ensayos de apoptosis.
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7.3. Purificacion de IgG del suero anti-TvCP2r

A partir de 1 ml de suero de conejo anti-TvCP2r se purificaron las IgGs por
precipitaciéon con acido caprilico (Sanchez-Rodriguez y col., 2018). Para ello, se
afiadieron 2 volumenes de acetato de sodio 60 mM pH 5.2 y 75 pl de acido caprilico
al suero y se agité a temperatura ambiente (TA) por 30 min. La mezcla se centrifugd
a 7 200 rpm por 10 min a 4 °C, se recupero el sobrenadante, se le afiadio sulfato de
amonio al 50% de saturacion (0.94 gr para el volumen de 3 ml), se dejé en agitaciéon
constante 2 h a 4 °C y se centrifugé a 7 200 rpm por 30 min. El precipitado
conteniendo las 1gGs se resuspendié en 500 ul de PBS estéril y se cuantifico la
cantidad de proteinas por el método de Bradford. Las IgGs anti-TvCP2r se utilizaron
en los ensayos de inhibicion de la induccién de la apoptosis. De igual manera se
purificaron las IgGs de 1 ml de suero preinmune (Pl) para usarlas como control

negativo en los ensayos de inhibicion.

7.4. Ensayo de interaccion de parasitos crecidos en restriccion de hierro para

determinar induccion de apoptosis a células HelLa

Para medir la induccion de apoptosis por T. vaginalis, se utilizaron
monocapas confluentes de células HelLa crecidas en placas de 6, 24 0 96 pozos,
las cuales interaccionaron por 1 h a 37°C en atmosfera de CO: al 5% con parasitos
en una relacion 5:1 parasito:célula (5 x 108, 1.5 x 106 1.75 x 10° parasitos, segun
las placas que se utilizaron) crecidos en condiciones de RH y pretratados con 300
pug/ml de IgGs anti-TvCP2r en medio de interaccion (DMEM:TYM gquelado con 150
UM de 2-2"-dipiridilo y sin suero, relacion 2:1) durante 20 min. Como controles se

utilizaron monocapas de células HelLa en su medio de cultivo, monocapas de células
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HelLa en medio de interaccion, cultivos de parasitos y de células Hela, interaccion
de células HelLa con parasitos crecidos en RH pretratados con 300 ug/ml de IgG de
suero preinmune y la interaccion de células HeLa con parasitos sin tratamiento
como control positivo. Como control positivo para la deteccion de inducciéon de
apoptosis por fragmentacion de DNA y TUNEL en los dos tipos celulares, se
utilizaron células Hela y parasitos crecidos en RH incubados con H202 al 5%

durante 30 miny 1 h.

7.4.1. Ensayo de Anexina V-FITC para determinar induccién de apoptosis a

células HelLa

Para el ensayo de anexina V, después de la interaccion de parasitos crecidos
en RH (preincubados con IgGs anti-TvCP2r o de suero preinmune (SP) o sin
tratamiento) con las monocapas de células HelLa (placas de 96 pozos) por 1 h a
37°C, las monocapas se lavaron 3 veces con PBS pH 7 y 3 veces con el
amortiguador de uniébn de anexina V (AVBB) del kit Annexin V-FITC (BD
Pharmingen). Las células adheridas se incubaron con la anexina V-FITC (dilucion
1:10) en un volumen de 25 pl/pozo por 15 min a TA, se lavaron 3 con AVBB y las
células adheridas a los pozos se observaron en un microscopio invertido de
epifluorescencia del Dr. Juan Ernesto Ludert (agradecemos que nos permitié
utilizarlo). La fluorescencia también se cuantific6 por espectrofluorometria
(SpectraMax Gemini EM) para tener datos cuantitativos adicionales a los datos
cualitativos de las imagenes obtenidas. Este experimento se realizé por triplicado

técnico y bioldgico con resultados similares.
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7.4.2. Ensayo de escalera para identificar fragmentacion de DNA

Para este ensayo las interacciones parasitos:células se realizaron en placas de 6
pozos. Después de la interaccion se les retiré el sobrenadante a las monocapas y
se centrifug6 a 5 000 rpm por 5 min. La pastilla de células recuperadas y las células
que permanecieron adheridas a la placa se lisaron con 500 pl de amortiguador de
lisis (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 5 mM, Tritdn X-100 al 0.2%), se afiadio 2 ul de
RNAsa A (50 pg/ml) y se incubd 30 min a 4 °C, se centrifugd 30 min a 13 000 rpm
y el sobrenadante se dividid en dos alicuotas de 250 pl. A cada una se le afiadi6 50
ul de NaCl 5 M frio, se dio vértex 10 s, se agregd 600 pl de etanol absoluto y 150 pl
de acetato de sodio 3 M pH 5 y se precipitd a -80 °C por 1 h. Los tubos se
centrifugaron a 13 000 rpm por 20 min, se descarto el sobrenadante, se resuspendio
la pastilla en 400 pl de amortiguador de extraccion (Tris HClI 10 mM pH 7.4, EDTA
5 mM), se afadieron 2 pl de RNAsa A libre de DNAsas (50 pg/ml), se incub6 2 h a
37°C, se agrego6 40 pl de proteinasa K (10 mg/ml) y 40 pl de amortiguador de
resuspension (Tris-HCI 100 mM pH 8, EDTA 100 mM, NaCl 250 mM), se incub6 18
h a 50 °C en agitacion y se hizo extraccion fenol:cloroformo con 250 pl de fenol
equilibrado y 250 pl de cloroformo, se mezclé por inversion y se centrifugé a 13 000
rpm por 5 min. La fase acuosa se transfirié a tubos nuevos y se precipité con 1 mi
de etanol absoluto y 40 pl de acetato de sodio 3 M, se mezcld por inversion, se
precipitd 1 h a -80 °C, se centrifug6 a 13 000 rpm por 20 min y la pastilla de DNA se
resuspendio en 15 pl de agua inyectable estéril. EI DNA obtenido se analizé por
electroforesis en gel de agarosa al 2.5%. Este ensayo se realiz6 por triplicado

bioldgico con resultados similares.
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7.4.3. Ensayo de TUNEL para determinar induccién de apoptosis a células

HelLa por fragmentacion de DNA

Para confirmar la participacion de TvCP2 en la induccion de apoptosis a
células HeLa en RH, también se realiz6 el ensayo de TUNEL (“Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End Labelling”). Luego de la
interaccion de parasitos (con o sin pretratamiento con IgGs anti-TvCP2r o de SP)
con células Hela crecidas sobre cubreobjetos en placas de 24 pozos, se utilizaron
tanto células recuperadas del sobrenadante de la interaccidbn como las remanentes
gue quedaron adheridas a los cubreobjetos. Las células del sobrenadante se
recuperaron por centrifugacion a 14 000 rpm por 1 min. Estas células y las
remanentes en los cubreobjetos se fijaron con 500 pl de formaldehido al 4% durante
10 min, se permeabilizaron con 500 pl de Tritébn X-100 al 2.5% durante 5 min a TA.
Para utilizar el kit para deteccion de apoptosis “DeadEnd Fluorometric TUNEL
System” (Promega), las células en las laminillas y las células recuperadas se
lavaron tres veces con PBS pH 7, se incubaron con amortiguador de equilibrio 1x
(100 pl/laminilla), durante 15 min, se descarté el amortiguador y se incubaron con
50 ul de la mezcla de nucle6tidos marcados con FITC durante 1 h a 37 °C. Las
células se lavaron con amortiguador de lavado (2x SSC) durante 15 min y 3 veces
con PBS pH 7. Tanto las células en suspension como las de las laminillas se
analizaron por microscopia confocal (Zeiss). Este ensayo fue realizado por

duplicado biolégico con resultados similares.
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7.5. Andlisis bioinformatico de las regiones regulatorias 5" y 3" del gen tvcp2

Para determinar la presencia de elementos reguladores presentes en ambas
regiones, se realiz6 un andlisis bioinformatico por comparacion mediante
alineamientos multiples de la secuencia gendmica de tvcp2 (que incluy6 las
regiones regulatorias 5" y 3") y con los diferentes ESTs (“Expressed sequence tags”)
gue se han reportado en diferentes condiciones de cultivo de parasitos y que se

encuentran en la base de datos del genoma de T. vaginalis (http://www.trichdb.org).

Inicialmente, se delimitd la longitud de las regiones regulatorias a analizar
tomando en cuenta la longitud de la regién intergénica en ambos sentidos 5’ y 3’
(Figura 14). Debido a la cercania de los genes contiguos en el “contig” se incluyeron
98 pb rio arriba del sitio de inicio de la traduccion como la region regulatoria 5 -tvep2
y 189 pb rio abajo del coddn de paro como la region regulatoria 3"-tvcp2 y se realizd
el alineamiento con los ESTs reportados en distintas condiciones de cultivo para el
gen tvep2 con el numero de acceso TVAG_057000, encontrandose 823 ESTs. Para
el caso de la regién regulatoria 5° se busco la secuencia consenso del sitio de inicio
de la transcripcion (Inr), los motivos regulatorios a los cuales se une la maquinaria
basal de la transcripcion (Liston y Jonhson, 1998) y la presencia de elementos de
respuesta a hierro reportados para el gen ap-65-1 (Tsai y col., 2002). Para
determinar el sitio de inicio de la transcripcion y los sitios de union de factores de
transcripcion reportados experimentalmente se utilizé el software MATCH (Kel y
col., 2003). Ademas, se utilizaron los ESTs reportados para TvCP2 obtenidos a

partir de la base de datos del genoma de T. vaginalis (http://www.trichdb.org)

(Carlton y col., 2007).
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886bp

hyp 3

5 ATG tvep2 TAA

100bp

Figura 14. Contexto gendmico de tvcp2. A) Ubicacion del gen tvcp2 en el contig DS113412. Se
encuentra flanqueado hacia el extremo 5  por el gen que codifica para una dihidroorotato
deshidrogenasa (dhd) y separado por una region intergénica de 305 pb. Hacia el extremo 3’ esta
flanqueado por un gen que codifica para una proteina hipotética (hyp) y separado por una region
intergénica de 886 pb. El gen tvcp2 es de 945 pb y para los analisis in silico se tomaron 98 pb de la

regién regulatoria 5", mientras que de la region regulatoria 3" se tomaron 189 pb.
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Respecto a la region regulatoria 3'-tvcp2, se analizaron los ESTs

encontrados en la base de datos del genoma (http://www.trichdb.org), se buscaron

las secuencias regulatorias tales como la sefial de poliadenilacion, el sitio de corte
y el elemento distal rico en T por comparaciéon con las secuencias consenso
reportadas previamente (Figura 5; Espinosa y col., 2002). Ademas, se buscaron
elementos tipo IRE, que como caracteristica principal tienen la formacion de
estructuras tallo-burbuja que son capaces de interaccionar con proteinas de unién
a RNA utilizando el software MFold 3.5 (Zuker y col., 2003), con un AG negativo, lo
cual sugeriria que termodinamicamente seria mas factible la formacién de esta

estructura in vivo.

7.6. Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y ensayos de RT-PCR en presencia

y ausencia de actinomicina D.

7.6.1. Extraccion de RNA total

Para extraer el RNA total de parasitos (2.0 x 10’) crecidos en diferentes
condiciones de hierro, se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml nuevo, se
centrifugaron a 1 800 rpm por 5 min a 4°C, se desecho el sobrenadante, se adicioné
1 ml de trizol y 0.2 ml de cloroformo, se mezclé 15x por inversién, se incub6 por 3
min a TA, se centrifugd a 8 000 x g por 20 min a 4°C, se recolecté la fase acuosa,
se transfirio a un tubo Eppendorf de 1.5 ml nuevo y se precipitd el RNA con 0.5 ml
de alcohol isopropilico (2-propanol), se incub6 15 min a TA y se centrifug6 a 8 000
x g 25 min a 4 °C. El sobrenadante se deseché con mucho cuidado, la pastilla se

lavé con 1 ml de etanol al 75% en agua DEPC (Dietilpirocarbonato) y se centrifugo
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a 8 000 x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se desech6 con mucho cuidado y el
tubo se dejo destapado por 10 min a TA para que se evaporara el etanol. La pastilla
de RNA se resuspendié en 30 pl de H20 DEPC y la muestra se cuantificd por
densidad optica a 260 nm en Nanodrop, se hicieron alicuotas de 10 pg y se
almacenaron a -70°C hasta su uso. Las muestras se analizaron en un gel de

agarosa al 1% en amortiguador TBE 1x/DEPC.

7.6.2. Tratamiento con DNAsa |

Para eliminar el DNA genomico (DNAg) contaminante, a 10 pg de RNA
obtenido en cada condicion de hierro se trat6 con DNAsa | libre de RNAsas (New
England Biolabs), se agrego 4 ul del amortiguador de reaccion 10x, 1 pl de DNAsa
| (2000 U/ml) y se completd el volumen a 40 pl con agua estéril; se incubd a 37°C
durante 10 min, se afiadi6 1 ul de EDTA 0.5 mM y se llevé a un volumen final de
100 pl con agua inyectable. La enzima se inactivd a 75°C por 10 min. EI RNA se
precipitd con 250 pl de etanol absoluto y 10 pl de acetato de sodio 3 M en agua

DEPC a -70°C toda la noche.

7.6.3. Retrotranscripcion

La pastilla de 10 pg de RNA total tratado con DNAsa | de parasitos crecidos
en concentraciones altas, normales y restriccion de hierro, se resuspendié en 14 yl
de agua libre de RNAsas (se separaron 3 pl para utilizarlos como control) se
adicion6 1 pl de Primer Oligo dT (Invitrogen) y las reacciones se incubaron a 65°C
durante 5 min, se agregaron 4 ul de amortiguador de reaccién 5x, 2 ul de mezcla de

dNTPs 10 mM, 1 pl de la enzima inhibidora de RNAsas “RiboLock” (200 U/ul), 1 ul
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de la retrotranscriptasa Revert Aid M-MOLV RT (200 U/ul) y se llevé a un volumen
final de 20 pl; la reaccion se mezcld, se dio un “spin” y se incubé durante 1 h a 42°C.
La enzima se inactivé a 70°C durante 10 min, se colocé en hielo y el cDNA obtenido

se cuantific6 en Nanodrop a 260 nm.

7.6.4. Amplificacion por PCR del gen tvcp2 y los componentes putativos de la

maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis

Para una reaccion de amplificacion, en tubos Eppendorf nuevos para PCR
se agreg6 500 ng de cDNA de parasitos crecidos en las diferentes condiciones de
hierro, 0.2 pl de la enzima Tag polimerasa, 5 ul de amortiguador para PCR 10x, 2
pl de MgCl250 mM, 1 ul de desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTP's) 0.2 mM y
1 pl de cada uno de los oligonucledtidos (oligos; directo y reverso). Para el
fragmento de 322 pb del gen tvcp2 los oligos utilizados fueron: directo 5°-GGG CTA
ACG ATG AGG TTA AGG-3"; reverso 5-GGC GAATTC TTA GAG AGC CTT TGG
AAG GAT AGT TCA G-3'. Para amplificar los componentes putativos de la
maquinaria de poliadenilacion se agregaron 500 ng de cDNA de parasitos crecidos
en las diferentes condiciones de hierro, 0.2 pl de Taq polimerasa, 2 pl de
amortiguador para PCR 10x, 0.8 ul de MgClz, 0.4 pl de dNTP s y 0.4 pl de cada uno
de los oligonucledtidos de los componentes de la maquinaria de poliadenilacion. Los
oligos utilizados se enlistan en la tabla 1. Como control positivo de RT-PCR se
prepard una reaccion de 50 ul que se le afiadié 500 ng de DNAg. Como controles
negativos se prepararon reacciones con RNA tratado con DNAsa | como molde y
sin DNA. Las condiciones de PCR que se utilizaron para amplificar el fragmento de
322 pb del gen tvcp2 fueron: 95 °C por 2 min y 20 ciclos de 95 °C por 1 min, 55 °C
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por 35 s, 72 °C por 80 sy 1 ciclo de 72 °C por 7 min. Las condiciones de PCR para
amplificar los componentes de la maquinaria de poliadenilacion fueron: 95 °C por 2
min y 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 90 s y un ciclo de 72
°C por 7 min. Para el caso de los genes cpsfl60b y pfs2a fueron las siguientes: 95
°C por 2 min y 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 60 °C por 1 min, 72 °C por 90 s y un
ciclo de 72 °C por 7 min. Las reacciones de PCR se almacenaron a -20°C hasta su
analisis. Como control de carga se amplifico el gen B-tubulina (Dos Santos y col.,
2015) bajo las siguientes condiciones de PCR: 1 ciclo a 95 °C por 2 min, 30 ciclos
a 95 °C por 1 min, 55 °C por 35 s, 72 °C por 80 s y un ciclo de 72 °C por 7 min. Los
productos de amplificacion se analizaron en geles de agarosa al 1% y 2% con

bromuro de etidio (0.5 pg/pl) en amortiguador TBE 1x a 60 V durante 60 min.
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Tabla 1. Oligonucle6tidos utilizados para amplificar componentes de la maquinaria de

poliadenilacién de T. vaginalis.

TvCPSF 160 (077030)-Fw
TvCPSF 160 (077030)-Rv
TvCPSF 160 (532720)-Fw
TvCPSF 160 (532720)-Rv

TvCPSF 73 (363680)-Fw
TvCPSF 73 (363680)-Rv
TvCPSF 30-Fw
TvCPSF 30-Rv
TvPAPa (127020)-Fw
TvPAPa (127020)-Rv
TvPAPa (187910)-Fw
TvPAPa (187910)-Rv
TvCstF 77-Fw
TvCstF 77-Rv
TvCstF 64-Fw
TvCstF 64-Rv
TvCstF 50-Fw
TvCstF 50-Rv
TvClpl (162880)-Fw
TvClpl (162880)-Rv
TvClpl (317830)-Fw
TvClp1l (317830)-Rv
TvPfs2 (121040)-Fw
TvPfs2 (121040)-Rv
TvPfs2 (002920)-Fw
TvPfs2 (002920)-Rv
TvPC4/Subl1l-Fw
TvPC4/Sub11-Rv
TvSsu72-Fw
TvSsu72-Rv
TvCFIm25-Fw
TvCFIm25-Rv

TgA CgT TgA CgA ATA CgC gA

CCTggg TCACAgCCTTgATT

TTA ACA ggA ATC gCg CAA CC
TgT CAT CAg TCT ggT CAAATg g

AgA ACT CCA gCC AAATCg CA
ggA Agg AgC CAT Cgg gTT Ag
TgC gTC CAT ggT gAT CgT Tg

Tgg ACC ATC Cgg ACA AAATCC
ACg gAT ACT TTggTggCg TT
ACg TTg TTg CgC TTC TTT gg
gAA gCC ggC ATg TTC CAATC
gCT ggA AAA TgC TCg CCA AA

TTg CCA gCT TCA CAA ggA CA
ggT CTT TCT Tgg ggC TTC gT

ACA ATC TgA gCC AgA gCC Ag
TAC CgT gCT CgA TgA ACA gC

CAT ACA gAC ATC gTC CCg CA
TAT CgT Cgg TAT ggC CgT Tg

Agg AgA gCT TgC TCC AAA gAC
ggA ATC TgC ACC ggA Agg AA

AgC TCA TCg TgA TCg CTA CA

ACC TAA AgC Tgg CAT TCC CC
TgA TCT ggA CAC ATT CCg gC
gCg gTC ggT Agg AgA gAT Tg

AAC gCA ATT ACC gCC ACA Ag

gCA CCg CAA TAA ACg TCT CC

gCA Agg ATg ATg AAT ggC TTC C

TCA Agg TTA CCA CCA AgA gCA
ACg TCA AAATgC CTg gTg CT
AAg TgT AgC ggg gTT gAA AgT
AAT TAC AAA TgC CAg gCg gA

AAT TCA CCT TCg ACA ATg Cgg

140

261

264

142

187

281

139

250

262

167

288

124

196

100

& b g secuencia de los oligos y el tamafio esperado del amplicén. Los oligonucleétidos fueron

disefiados utilizando el software Primer Blast.
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7.7. Ensayos de RACE-3" (“Rapid Amplification of cDNA Ends”) con RNA de

pardsitos crecidos en diferentes concentraciones de hierro.

A partir del RNA tratado con DNAsa |, se procedié a realizar la sintesis de
cDNA, el cual presenta una variacion respecto a la sintesis tradicional, ya que se
cambioé el primer oligo dT que se usa, por el oligonucleétido que permite

retrotranscribir solo los mRNA con colas de poliA, cuya secuencia fue:

5" GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTITTTTTTITTTT 3°, que se denomina
Oligo RACE-3" AP, el cual se anclé en los extremos poliadenilados de los mMRNA
que se retrotranscribieron en cDNA, con el cual se hicieron reacciones de PCR
utilizando oligonucleétidos especificos para el gen tvcp2. Como oligonucle6tido
directo y reverso se uso el primer RACE-3" AUAP (Reverse), cuya secuencia es 5'-
GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3" (que se ancla en la region que se encuentra
adyacente a las colas de poli (A) después de la retrotranscripcion) y un
oligonucledtido anidado especifico para el gen tvcp2. En este caso, se disefiaron
dos oligonucled6tidos, denominados GSP1 y GSP2 (“Gene Specific Primer”), que
anclan en regiones que son unicas para el gen tvcp2. El oligo GSP2 (anidado) se
ancla en la secuencia que codifica para el péptido diferencial de la proteina TvCP2.
Las secuencias de estos oligonucledtidos anidados fueron: 5'-
GGCTGGCCATCCAAGGCTA-3 para GSP1 y 5-GGGCTACGATGAGGTTAAGG-
3" para GSP2. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el mismo
programa de amplificacién que para el gen tvcp2 completo, solo que en vez de
utilizar 20 ciclos se usaron 30 para obtener la mayor cantidad posible de amplicones.

El producto de PCR de cada una de las condiciones de hierro se clono en el vector
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pGEM-T Easy, se transformaron bacterias competentes E. coli DH5a, se
seleccionaron clonas candidatas, se extrajo DNA plasmidico para verificar la
presencia del inserto y se enviaron a secuenciar para poder analizar la region 3" -
UTR del gen tvcp2 obtenida experimentalmente en las diferentes condiciones de

hierro.

7.8. Determinacion de la vida media del mRNA del gen tvcp2 en diferentes

condiciones de hierro.

Para determinar la vida media del mRNA del gen tvcp2 de parasitos crecidos
en condiciones de RH y AH se trataron con 50 pg/ml de actinomicina D para
bloquear la transcripcion de genes cuando alcanzaron la fase semi-logaritmica (12
h) y se aisl6 RNA total de parasitos en estas condiciones a los tiempos 0, 6, 12, 18
y 24 h después de dicho blogueo transcripcional. Los niveles de expresion de los
genes tvcp2 y B-tubulina se midieron por RT-PCR utilizando los oligos especificos
para cada gen y se utilizaron las condiciones de amplificacion antes descritas. La
intensidad de las bandas que se observaron en los geles de agarosa al 1.5% tefiidos
con bromuro de etidio se cuantific6 mediante un analisis densitométrico con el
programa “Quantity One”. La cantidad de pixeles obtenida para el transcrito de
tubulina sin tratamiento se tom6 como el 100% para cada condicion estudiada. Los
niveles de mRNA del gen tvcp2 se normalizaron con respecto a la cantidad de
transcritos de tubulina en cada condicién. La vida media experimental del mRNA (el
tiempo en el cual la mitad de los transcritos permanecen intactos) se determiné
mediante la interpolacion de los datos graficados en una escala semilogaritmica,

correspondiente a las cantidades de mRNA del gen tvcp2 detectados en los
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diferentes tiempos después del tratamiento con actinomicina D. La vida media del
MRNA del gen tvcp2 se obtuvo a partir de la mejor linea después de la
transformacion logaritmica por regresion lineal de los datos obtenidos en el andlisis
densitométrico de los productos de amplificacién de ambos genes, con la ecuacion
de decaimiento t1/2=Ln2/K, donde K es la constante de decaimiento (Belasco y

Braweman, 1993).

7.9. Extraccion de DNA plasmidico por método CTAB

Las colonias candidatas que se obtuvieron se analizaron previamente por
“PCR colony” en busqueda de los fragmentos clonados del ensayo RACE-3"-. Para
esto se extrajo DNA plasmidico por el método CTAB (Del Sal y col., 1998) a partir
de cultivos de 50 ml en medio LB y ampicilina (100 pg/ml) a 37°C por 24 h a 200
rom. La pastilla de bacterias obtenida se resuspendié en 1 ml de amortiguador
STET (sacarosa al 8%, Triton X-100 al 0.1%, EDTA 50 mM pH 8y Tris-HCI 50 mM
pH 8) y se afiadid 10 pl de RNAsa A (50 pg/ml). La suspensiéon se dividio en 6
alicuotas de 200 ul y a cada una de ellas se le afiadio 4 pl de lisozima (50 pg/ml) y
se agitdé suavemente por 10 min. Al final de este paso se observé un moco. Luego
las muestras se hirvieron por 45 s y se centrifugaron 10 min a 14 000 rpm. La pastilla
se removio con un palillo de dientes y al sobrenadante se le afiadieron 8 ul de
cetiltrimetilamonio (CTAB) 5%, se mezcld bien y se centrifugdé 5 min a 14 000 rpm.
La pastilla que se obtuvo se resuspendié en 300 ul de NaCl 1.2 M por vortexeo
vigoroso hasta su resuspension, se volvio a precipitar con 750 pl de etanol absoluto
frio, se centrifugd a 14 000 rpm por 10 min y la pastilla se lavé con 750 ul de etanol

al 70% y se volvio a centrifugar a 14 000 por 10 min. El sobrenadante se descarté y
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la pastilla se resuspendio en 50 ul de agua inyectable estéril. EI DNA obtenido se
analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1% y por digestion con la enzima de

restriccion EcoRl.

7.10. Andlisis de la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis

7.10.1. Analisis in silico de sefial de localizacién nuclear, ESTs, transcriptomas
y proteomas reportados para identificar los componentes putativos de la

maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis

Para determinar la presencia y los componentes de la maquinaria de
poliadenilacién de T. vaginalis, desconocida hasta este momento, se partié de la
identificacién de esta maquinaria en el parasito protozoario E. histolytica (Lopez-
Camarillo y col., 2005) utilizando a los componentes de la maquinaria de
poliadenilacién de E. histolytica comparados con los reportados en humano y
Saccharomyces cerevisiae. En base a esto, se utilizaron las secuencias de
aminoacidos (aa) de los componentes de la maquinaria de poliadenilacion que se
describieron y se hizo BLAST contra el genoma de T. vaginalis, del cual se
obtuvieron candidatos para cada componente de la maquinaria putativa de
poliadenilacion de T. vaginalis. A partir de estos candidatos se gener6 una base de
datos que se fue filtrando al realizar los andlisis de datos posteriores. Las
secuencias de aa de los candidatos se analizaron contra los datos reportados en la
base de ESTs en diferentes condiciones de cultivo de T. vaginalis para determinar
si estos candidatos tienen expresibn a nivel de transcrito detectada
experimentalmente, asi como los datos reportados en los transcriptomas
disponibles para T. vaginalis reportados en la literatura y finalmente comparar con
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los datos protedmicos en las diferentes condiciones que también se han reportado.
Con estos analisis se logré identificar y confirmar la expresién de los integrantes de

la maquinaria de poliadenilacion de T. vaginalis a nivel de transcrito y de proteina.

Utilizando la secuencia de aminoacidos de estas proteinas se hizo la
prediccidn de posibles secuencias de localizacion nuclear, para predecir silos genes
gue se identificaron realmente pudieran tener, al menos in silico, una forma de ser
translocados al nucleo que es donde finalmente tendrian su actividad en la
maduracibn de mRNAs de T. vaginalis. Esto se realizé introduciendo estas

secuencias en el software cNLS Mapper (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/). Como

secuencias validas se tomaron las que presentaran un score >2 y la busqueda se

realiz6 en las secuencias de aa completa de cada proteina (Kosugi y col., 2009).

7.10.2. Disefio de oligonucleétidos, PCR punto final semicuantitativa para
cada uno de los componentes putativos de la maquinaria de poliadenilacién

de T. vaginalis

Una vez que se tuvieron los componentes candidatos de la maquinaria de
poliadenilacién de T. vaginalis, se procedio a hacer el disefio de oligonucleétidos
especificos para amplificacion por PCR. Los oligonucleétidos se disefiaron con el
software PRIMER-Blast en el cual se introdujo la secuencia de cada uno de los
genes de los componentes putativos de la maquinaria de poliadenilacion de T.
vaginalis, se limit6é a que los oligos tuvieran una Tm < 65 °C, que fueran especificos,
gue amplifiquen un producto esperado de <250 pb y que tuvieran una longitud
maxima de 25 nucledtidos. En la tabla 1 se muestran los oligonucléotidos disefiados,
asi como las secuencias de nt. Estos oligonucleotidos se utilizaron para evaluar el

58


http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/

efecto del hierro en la expresién de cada uno de los genes que codifican a los

componentes de la maquinaria de poliadenilacion por RT-PCR semicuantitativa.

7.10.3. Extractos nucleares de T. vaginalis en RH y AH para identificacion de

los componentes de la maquinaria de poliadenilacion de Tv por MS/MS

Parasitos crecidos en condiciones de RH y AH (1 x 108) se lavaron dos veces
con PBS frio, pH 7; la pastilla se resuspendié6 en 250 ul de amortiguador de
extraccion (HEPES 10 mM, pH 7.6, MgCl2 3 mM, KCI 40 mM, NP40 0.5% vy glicerol
5%) frio, se adicionaron los inhibidores de proteasas TLCK (N-a-p-tosil-L-lisina-
clorometil-cetona) 7.5 mM y leupeptin 1.6 mM. La mezcla se homogenizé con vértex
por 15 sy se incub6 10 min a 4°C, repitiendo esto una vez mas, se agrego a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml nuevo y se centrifugé a 14 000 rpm por 5 min mas a 4°C, se
recuperd el sobrenadante (correspondiente a los extractos citoplasmicos) y se
almacenaron a -70°C por una semana, en alicuotas de 50 pl. La pastilla que resultd
(nucleos), se resuspendio en 150 ul del amortiguador de extraccion para preparar
el extracto nuclear. La concentracidon de proteinas en los extractos citoplasmicos y
nucleares se cuantifico por el método de Bradford, se cargaron 50 pg de proteinas
provenientes del extracto nuclear en un gel de acrilamida al 12% dejando que las
proteinas entraran solamente al gel concentrador. El gel se tifid con Azul de
Coomassie al 0.2%. La banda de proteinas nucleares concentradas se cortd y se
envio a la Unidad de Proteémica del CINVESTAV (Zacatenco e Irapuato) para su
identificacién por espectrometria de masas mediante la metodologia de “shotgun”

de complejidad media para la identificacion de proteinas presentes en el extracto
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nuclear, en busca de proteinas de los componentes de la maquinaria de

poliadenilacién de T. vaginalis.
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8. RESULTADOS

8.1. Demostrar la participacion de TvCP2 en la induccion de apoptosis a

células HeLa en RH

Para demostrar la participacion de TvCP2 en la induccién de apoptosis como
mecanismo de muerte por el cual se induce la citotoxicidad a células hospederas,
se utilizaron dos estrategias experimentales. La primera fue la deteccién de la
externalizacién de fosfatidilserina en la membrana de las células remanentes de la
interaccion Tv/HelLa, para lo cual se realizaron experimentos de anexina V, la cual
tiene afinidad por la fosfatidilserina que se muestra externalizada en la membrana
de células apoptéticas. En este experimento se utilizaron como controles negativos:
a) Monocapas de células HelLa sin tratamiento y b) Monocapas de células HelLa
incubadas con medio de interaccion DMEM:TYM quelado con 2-2"-dipiridilo. Como
control positivo se utilizaron monocapas de células HelLa interaccionadas con
parasitos crecidos en RH. La participacion de TvCP2 en la induccién de apoptosis
se evalud por el pretratamiento de los pardsitos crecidos en RH con concentraciones
crecientes de IgG purificadas del suero anti-TvCP2r (50, 100 y 300 pug/ml) y de suero
preinmune como control. Enseguida, los parasitos se incubaron con monocapas de
células HelLa durante 1 h a 37 °C en atmésfera de CO:2 al 5%. En la figura 15 se
muestra el resultado representativo de la incubacion de los remanentes de las
interacciones con la anexina V-FITC. En el panel A se muestra un gréafico en el que
se analizo por espectrofluorometria la fluorescencia obtenida de las interacciones
por triplicado técnico, en la cual se observa la sefial de las monocapas con bajo

hierro cuya sefal se tom6 como 100% de induccién de apoptosis. Las intensidades
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Figura 15. Ensayo de Anexina V-FITC para demostrar la participacién de TvCP2 en la

induccién de apoptosis a células HelLa por parasitos en RH. A) Grafica de la intensidad de
fluorescencia obtenida de monocapas de células HelLa asi como los remanentes de la interaccion
de T. vaginalis crecidos en RH preincubados con concentraciones de 0, 50, 100 y 300 pg/ml de 1gGs
provenientes de suero Pl y suero anti-TvCP2r. B) Imagenes representativas tomadas por
microscopia de epifluorescencia del fendmeno de inhibicidn de la induccién de apoptosis al utilizar
IgGs anti-TvCP2r. C) Imagenes representativas de los controles negativos (Monocapa y monocapa
con medio de interaccién) y positivo (monocapa incubada con parasitos crecidos en RH). D)
Imagenes representativas de la induccién de apoptosis al utilizar 1gG provenientes de suero

preinmune como control.
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obtenidas después de la interaccion con parasitos cultivados en RH y preincubados
con IgGs del Ac anti-TvCP2r y de suero preinmune (P1). Con el suero Pl se observo
una cierta disminucion de la induccién de citotoxicidad de alrededor de un 15% que
se mantiene en todas las concentraciones utilizadas. Con las IgGs anti-TvCP2r se
observa una disminucién de la induccién de apoptosis de manera concentracion-
dependiente hasta 45% de inhibicién de la induccion de apoptosis al utilizar 300
ug/ml de 1gGs. Estas diferencias son significativas respecto al control de suero PI.
En el panel B se muestra una imagen representativa por microscopia de
epifluorescencia de los campos que se observaron de cada concentracion de IgGs
anti-TvCP2r, que muestra la sefial de anexina V y el traslape de la imagen de
fluorescencia con campo claro. En esta imagen se muestra una gran intensidad en
la sefial verde de anexina V acompafiada de un gran dafio a la monocapa de células,
mismas que disminuyen conforme se aumento la concentracion de IgG anti-TvCP2r.
En el panel C se muestran los campos correspondientes a los controles de
monocapa de células HeLa y monocapa de células HelLa incubadas con el medio
de interaccién, asi como el control positivo de monocapa de células HelLa incubada
con parasitos crecidos en la condicién de RH, en el cual se muestra una gran
intensidad de la sefial verde y un gran dafio a la monocapa de las células HelLa. En
el panel D se muestran los campos correspondientes a las diferentes
concentraciones utilizadas de IgGs de suero PI utilizadas como control de
especificidad, en los que se observa la marca verde de anexina V y el dafio a las

monocapas que no fue inhibido por estas IgGs.
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La segunda estrategia para determinar la participacion de TvCP2 en la
induccién de apoptosis a células hospederas fue mediante ensayos que demuestran
el daflo al DNA de la célula. En esta estrategia se plantearon dos tipos de
experimentos. El primero de ellos fue la verificacion directa del dafio al DNA por
parte de moléculas del parasito. Para esto se realiz6 el ensayo de escalera de DNA,
el cual involucra la extraccion de DNA luego de la interaccion de parasitos con las
monocapas de células HelLa, mismo que fue tratado con proteinasa Ky RNAsa A
para eliminar restos de proteinas y RNA, como se describié en la metodologia. Este
DNA se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 2.5% para comprobar su
integridad. En la figura 16 se muestra una imagen representativa del ensayo de
escalera de DNA. En el carril 1 se muestra el DNA gendémico de células HelLa sin
interaccionar, en el cual se aprecia su integridad. Como control se incubaron
monocapas de células HeLa con H20:2 al 5% durante 30 y 60 min (carriles 2y 3), en
los que se muestra una disminucion en la cantidad de DNA de alto peso y se observa
la presencia de un barrido de DNA que se desprende de la banda de alto peso, asi
como bandas débiles en tamafios entre 500 y 200 pb, que pareciera como una
escalera, lo que muestra el dafio al DNA por el tratamiento con el H202. En el carril
4 se muestra DNA gendmico obtenido de parasitos crecidos en RH, en el que se
muestra que también hay integridad de su material genémico, la cual disminuye
drasticamente y se convierte en un barrido por el tratamiento con H20z2al 5% a 30 y
60 min. En el carril 7 se muestra el DNA obtenido de la interaccién de parasitos
crecidos en bajo hierro con las células HelLa, en el que se observa DNA gendémico
de alto peso y también un barrido que se desprende de esta banda de alto peso, lo

gue sugiere el dafio al DNA de la célula hospedera por parte del paréasito. En el carril
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8 los parasitos se preincubaron con IgGs de suero preinmune (control negativo) y
no se observan diferencias significativas respecto a la condicion sin IgGs. En el carril
9 se muestra el efecto del pretratamiento de los parasitos con IgGs anti-TvCP2r, en
el que se observa proteccion del DNA gendémico al tener una mayor cantidad de
DNA de alto peso y una disminucién en el barrido, que permitioé definir la escalera
de DNA. Este experimento sugiere la participacion de TvCP2 en la induccién de
apoptosis a células HeLa y a pesar de ser inhibida por el uso de IgGs especificas,
se mantiene un cierto dafio al DNA, posiblemente debido a otras moléculas del
parasito que no fueron inhibidas con las IgGs anti-TvCP2r, sugiriendo que la

induccién de apoptosis es un proceso multifactorial.

El segundo ensayo para verificar el dafio al DNA y la participacion de TvCP2
en la induccion de apoptosis fue por medio del kit “DeadEnd TUNEL Fluorometric
System” (Promega). Luego de la interaccion de parasitos y células, asi como los
controles de células y paréasitos con H202, los remanentes de la interaccion, asi
como las células que quedaron en el sobrenadante de la interaccion, se analizaron
por el método de TUNEL. En la figura 17 se muestra el resultado del analisis del
ensayo de TUNEL. En el panel A se muestra a células remanentes de la monocapa
de células HelLa incubada con el medio de interaccion y que no muestra sefal
fluorescente verde de TUNEL, como se esperaba. Las monocapas de células HelLa
y parasitos crecidos en bajo hierro tratados con H20:2 al 5% a 30 y 60 min utilizados
como controles positivos de la reaccion muestran una fuerte sefial de TUNEL e

indica induccion de apoptosis por dafio al DNA. El panel B muestra el analisis de
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Figura 16. Ensayo de escalera de DNA. Ensayo representativo de la inhibicion de la degradacion
de DNA por TvCP2. Carril 1: DNA gendmico de células Hela sin tratamiento. Carril 2 y 3: DNA de
células Hela tratadas con H202 al 5% por 30 y 60 min usados como control positivo de induccién de
apoptosis. Carril 4: DNA gendmico de parasitos crecidos en condiciones de RH. Carril 5y 6: DNA de
parasitos tratados con H202 al 5% por 30 y 60 min usados como control positivo. Carril 7: DNA
obtenido después de la interaccidn de parésitos crecidos en RH con monocapas de células Hela.
Carril 8: DNA obtenido de la interaccion de parasitos pretratados con 300 pg/ml de IgGs de suero PI.
Carril 9: DNA obtenido de la interaccidn de parasitos pretratados con 300 pg/ml de IgGs anti-TvCP2r.
Marcadores de peso molecular de 1 Kb. Este ensayo fue realizado por duplicado biolégico con

resultados similares.
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TUNEL en células recuperadas del sobrenadante, del medio de interaccion que no
muestra sefial verde, asi como de las recuperadas del sobrenadante de la
incubacion con H20:2 al 5% como control positivo, que también muestran una intensa
sefal verde que indica dafio al DNA. En el panel C se muestran células remanentes
de la monocapa de células HeLa que no muestran sefial de TUNEL, como se
esperaba, células remanentes de la interaccion de pardasitos de bajo hierro con
células Hela, en la cual se observa un gran dafio a la monocapa y los remanentes
muestran sefal positiva de TUNEL. Este mismo efecto se observo en las células
incubadas con parasitos pretratados con IgGs de suero PI. Los resultados obtenidos
con parasitos pretratados con IgGs anti-TvCP2r muestran que la monocapa
conserva su integridad, aunque se observan algunos huecos de células que se
desprendieron y los parasitos se encuentran interaccionando directamente con las
células HelLa. A pesar de eso, las células no presentaron sefial positiva a TUNEL.
En el panel D se analizan las células que se recuperaron de los sobrenadantes. De
la monocapa de células HelLa se logré recuperar una célula que muestra ligera sefal
positiva de TUNEL, que podria ser del recambio natural de la monocapa, mientras
gue las células recuperadas de la interaccion HelLa:Tv muestran sefal positiva de
TUNEL, al igual que las del suero PI, mientras que las que se recuperaron de la
interaccién con parasitos pretratados con IgGs anti-TvCP2r muestran una sefial
débil de TUNEL. Estos resultados en conjunto confirman la participacion de TvCP2
en la induccién de apoptosis a células hospederas. Sin embargo, al no haber una
inhibicién completa de este mecanismo de patogenicidad, se sugiere la participacion
de otras moléculas en este proceso multifactorial. La participacion de TvCP2 en la

induccion de apoptosis favorecida por las condiciones de RH en el cultivo
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posiblemente derivado de una mayor cantidad de proteina en esta condicion sugiere
la presencia de un mecanismo de regulacion de la expresiéon de este gen que se ve
favorecida por la condicién de RH. Es por esto que el proyecto a partir de aqui se
enfocara en la identificacion y caracterizacion de un posible mecanismo de

regulaciéon de la expresion del gen tvep2 medido por hierro.
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Figura 17. Ensayo de TUNEL. Ensayo de TUNEL para el analisis de induccion de apoptosis por
Trichomonas vaginalis a células HelLa. Este ensayo fue realizado en células remanentes (A) y
recuperadas del sobrenadante (B) en células HelLa incubadas con medio de interaccion (control
negativo) asi como células HelLa y parasitos incubados con H202 al 5% por 30 y 60 min (control
positivo). Este ensayo fue realizado también en células remanentes (C) y recuperadas de
sobrenadante (D) de monocapas de células Hela sin tratamiento (control negativo), después de la
interaccién con parasitos crecidos en RH y preincubados con IgG provenientes de suero preinmune
y suero anti-TvCP2r. Contraste Diferencial de Fases (DPC; a, e, i, m, q), los nlcleos de todas las
células fueron tefiidos con DAPI (en azul; b, f, j, n, r); la sefial fluorescente de TUNEL (en verde; c,
0, k, 0, s) y la mezcla de los canales (d, h, I, p, t). Este experimento fue realizado por duplicado
biolégico con resultados similares. Las laminillas fueron analizadas por microscopia confocal (Zeiss).

Barra= 20 pm.
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8.2. Identificar in silico posibles secuencias regulatorias en las regiones 5’y 3’

del gen tvcp2.

Para buscar un posible mecanismo de regulacion por hierro en tvcp2, en
primera instancia se realiz6 el analisis in silico de las regiones promotoras del gen
tvcp2 (TVAG_057000). La regién regulatoria 5° de 98 pb que se encuentra
flanqueando al gen tvcp2 se analizé en el software MATCH 1.0. La Figura 18
muestra la prediccion de un sitio de inicio de la transcripcion que tiene identidad con
la secuencia consenso del Inr reportado previamente en T. vaginalis (Smith y col.,
2011a) a 11 nt rio arriba del sitio de inicio de la traduccion (ATG). A 18 nt rio arriba
del ATG se encontrd un sitio de unién para la proteina Myb2, asi como a 23 nt rio
arriba del ATG una secuencia que tiene identidad con la secuencia consenso del
Motivo 3. Dichos motivos forman parte del promotor minimo requerido para la
transcripcion basal de genes en Tv, por lo que son secuencias que pueden reclutar
a la maquinaria de la transcripcion para tener una expresion basal del gen tvcp2, en
cualquier condicion. Asimismo, se extendio el analisis 500 nt rio arriba del promotor
para buscar elementos lejanos que pudieran responder a hierro, tal como se ha
descrito con anterioridad para el gen ap65-1, regulado positivamente por hierro al
nivel transcripcional (Ong y col., 2004). El software predijo la presencia de un sitio
de unidn para la proteina GATA-1, localizado a 193 nt rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcion, asi como un sitio para Oct-1 a 354 nt rio arriba del ATG. Estos dos
motivos funcionan como elementos promotores lejanos que también son capaces
de reclutar a la maquinaria basal de la transcripcion; sin embargo, ain no se ha

reportado su papel en la regulacion de la transcripcion debido a condiciones
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Figura 18. Analisis in silico de laregion regulatoria 5" del gen tvcp2 para determinar sitios de
union de factores de transcripcién. A) Andlisis in silico de la region regulatoria 5 del gen tvcp2 en
el que muestra la presencia de sitios de union de factores de transcripcién basales que permiten la
transcripcion basal del gen. B) Analisis de las secuencias EST reportadas para el gen tvcp2 en
condicién de bajo hierro comparada con otras condiciones de cultivo (adhesion a fibronectina,
adhesion a células VEC, baja glucosa, condiciones normales, trofozoito, pseudoquiste inducido por

frio, etc) para verificar el sitio de inicio de la transcripcion.
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cambiantes de hierro en Tv.

Los datos obtenidos del analisis in silico sugieren que no hay elementos de
respuesta a hierro en la region regulatoria 5-tvcp2 y que por lo tanto a nivel
transcripcional no hay una regulacién por hierro en la expresion de este gen. Por lo
gue se analizé la region regulatoria 3" para la busqueda de elementos regulatorios

gue respondan a hierro.

Para el andlisis de la region regulatoria 3~ se analizaron 200 nt rio abajo del
coddn de paro (UAA) que presenta el mRNA tvcp2 por medio del software MFold
3.5 que ayuda a la prediccion de la formacién de estructuras secundarias en

secuencias de RNA.

La Figura 19 muestra el andlisis de la region regulatoria 3"-tvcp2 en la que se
encontrd una estructura tallo-burbuja de 19 nt ubicada inmediatamente después del
codon de paro y con un AG=-2.40. Esta estructura tallo-burbuja se compard con
otras estructuras previamente reportadas en mensajeros regulados negativamente
por hierro, como el IRE presente en el mMRNA del Receptor de Transferrina en
humanos (Wilkinson y Pantopoulos, 2014) y el IRE-tvcpl2 previamente reportado
en T. vaginalis (Ledn-Sicairos y col., 2004). Al hacer la comparacioén en la estructura
tallo-burbuja de tvcp2 se observa que no hay homologia de secuencia con las
previamente reportadas. Sin embargo, se encontraron motivos como el U-A en la
base de la cabeza de la estructura, los cuales brindan estabilidad termodinamica a
la estructura. Ademas, se encontrd el motivo U-U-G, que corresponde a un dominio

de estabilizacion de estructuras tallo-burbuja reportadas en IRE de protozoarios.
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Figura 19. Andlisis in silico de la region regulatoria 3" de tvcp2. A) Analisis de la regién
regulatoria 3'-tvcp2 con el software MFold 3.1 para la identificacion de estructuras tallo-burbuja. Se
muestra la estructura tallo-burbuja encontrada. B) Comparacion de la estructura tallo-burbuja
encontrada en el mRNA tvcp2 con otras estructuras previamente reportadas como IRE-hTfry el IRE-
tvcpl2. C) Comparacion de la estructura tallo-burbuja del mRNA tvcp2 con IRESs putativos reportados

en E. histolytica (Amebaporo C y formina).
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Estos datos fueron comparados con estructuras tallo-burbuja reportadas
previamente en E. histolytica. Las estructuras con las cuales se compar6 la
estructura tallo-burbuja encontrada en tvcp2 fueron las presentes en los mRNA del

amebaporo C y de la formina (Soto-Castro y col., 2017).

En estas estructuras también se encuentra presentes los dominios A-U vy el
de estabilizacién reportado en protozoarios. Este analisis por comparacion sugiere
gue la estructura tallo-burbuja encontrada en el mRNA tvcp2 podria ser funcional y
participar en un mecanismo de regulacién a nivel postranscripcional por hierro
mediado por el sistema paralelo al IRE/IRP previamente descrito para tricomonas

(Solano-Gonzélez y col., 2007; Ledn-Sicairos y col., 2004).
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8.3. Determinar la vida media del mRNA tvcp2 y el sitio de corte para

poliadenilacion en diferentes condiciones de hierro

Para corroborar la posible regulacion de tvcp2 al nivel posttranscripcional se
verificd la regulacion negativa por hierro a nivel de transcrito por gRT-PCR
(previamente evaluado por RT-PCR punto final en el trabajo de maestria). La Figura
20 muestra una expresion 2 veces mayor de transcritos de tvcp2 en la condicion de
RH respecto a AH. Esto confirma los datos obtenidos previamente en el que se
determind que en la condicién de RH hay una mayor cantidad de transcritos tvcp2
y que coincide con el aumento en la cantidad de proteina y la relevancia en los
mecanismos de patogenicidad de T. vaginalis. Estos resultados apoyan la presencia

de un mecanismo de regulacion por hierro al nivel posttranscripcional.
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Figura 20. Analisis de la expresion de tvcp2 en RHy AH por gRT-PCR. Andlisis de la expresién
de los transcritos en condiciones de RH y AH por gRT-PCR. El ensayo de cuantificacién del cambio
en la expresion se realizé por el método de 2"22¢t (Livak y col., 2001), por comparacion con transcritos

de B-tubulina en las mismas condiciones de hierro.
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Para confirmar la presencia de un mecanismo de regulacion a nivel
posttranscripional por hierro para tvcp2, se evalud la estabilidad del mMRNA a través
de la determinacion de la vida media del mMRNA tvcp2 en condiciones de RH y AH
mediante el uso del bloqueador transcripcional actinomicina D, como se describe en
la metodologia. Este bloqueador transcripcional impide la sintesis de nuevos
transcritos y permite el analisis de los transcritos ya sintetizados y asi seguir su
estabilidad por medio de una cinéticaa 1, 3, 6 y 12 h posttratamiento. La Figura 21A
muestra en un tiempo inicial diferencias en la cantidad de transcrito entre RH y AH
y que ademas conforme transcurri6 el tiempo de la cinética, los mensajeros de tvcp2
en RH se mantuvieron estables al no mostrar degradacién, aiin mas alla de las 12
h de tratamiento con el bloqueador transcripcional. En contraste, en los transcritos
tvcp2 de AH se observé una cantidad inicial disminuida, respecto a la condicion de
RH, aunado a que se observo la perdida de transcritos tvcp2 a las 6 y 12 h después
del tratamiento con actinomicina, lo que sugiere un decaimiento en la estabilidad del
MRNA tvcp2 en la condicion de AH. Los transcritos de B-tubulina se utilizaron como
control los cuales se mantuvieron estables hasta las 12 h después del bloqueo

transcripcional e independiente de la condicion de hierro.

Al hacer el analisis densitométrico de las bandas y graficar las intensidades
obtenidas en una gréfica semi-logaritmica, se observa que los transcritos de tvcp2
en RH se mantienen estables, con una vida media de >12 h, mientras que hay una
disminucién de la cantidad de los transcritos de tvcp2 en la condicion de AH y su
estabilidad se redujo hasta llegar un 3% respecto a los de RH en tiempo inicial. La

vida media de los transcritos de tvcp2 en AH fue de 3.6 h.
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Figura 21. Ensayo de estabilidad y determinacion de la vida media del mRNA tvcp2 en
condiciones de RH y AH. A) Gel de agarosa al 2% en el cual se corrieron los productos de PCR
obtenidos de la amplificacion del fragmento de tvcp2 a partir de cDNA obtenido de parasitos tratados
con Actinomicina D a tiempos de 0, 1, 3, 6 y 12 h postratamiento y cultivados en condiciones de RH
y AH. B) Grafico (escala semi-logaritmica) del andlisis densitométrico de las bandas obtenidas de
tvcp2 en RH y AH, asi como las obtenidas para B-tubulina, para el calculo de la vida media del mMRNA

tvep2.
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Este resultado muestra que hay una estabilidad diferenciada entre
condiciones de hierro para los transcritos de tvcp2, por lo que se infiere que hay un
mecanismo que actla a nivel postranscripcional que afecta la estabilidad de los
MRNA de tvcp2. Por lo que se volvié a reanalizar in silico la regidn regulatoria 3"del
gen, en busca de la sefal de poliadenilacion y el sitio de corte de tvcp2 en los ESTs
y transcriptomas en diferentes condiciones de cultivo en busca de mas secuencias
regulatorias en las que pudiera tener algun efecto del hierro y modular su expresion

génica.

En la region regulatoria 3'-tvcp2 se buscaron las secuencias reportadas
previamente por Espinosa y col., 2002 necesarias para la poliadenilacion de los
MRNA. En la Figura 22 se muestra el contexto genomico de la sefial de
poliadenilacion reportado por Espinosa y se compara mediante un esquema con lo
encontrado a nivel de secuencia gendmica en tvcp2. La sefial de poliadenilacion en
tvcp2 se encuentra acoplada al codon de paro. A 35 nt rio abajo se encuentra una
secuencia que tiene homologia con la secuencia consenso del sitio de corte para
poliadenilacion reportada (Espinosa y col., 2002) y a 16 nt rio debajo de éste, se

encuentra un elemento distal ricoen T.

Al analizar con mayor detalle la secuencia que corresponde al posible sitio
de corte, se observo que ahi se encuentra la secuencia para otra posible sefal de
poliadenilacién. Por lo que se siguié analizando los nucleétidos rio abajo de la
segunda sefial de poliadenilacion y se encontré a 27 nt rio debajo de la segunda
sefal de poliadenilacién otra secuencia putativa para un segundo sitio de corte para

poliadenilacién. Ademas, a 7 nt rio abajo del segundo sitio de corte se encontr6 un
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Figura 22. Analisis in silico de la regién regulatoria 3'- tvcp2 para la busqueda de sefiales de
poliadenilacién. A) Analisis in silico de la region regulatoria 3" -tvcp2, a nivel de secuencia genémica,
en la que se compar6 su secuencia con las secuencias consenso del contexto genémico de la sefial
de poliadenilacion en T. vaginalis. B) Andlisis de ESTs reportados para el gen tvcp2 que incluyen la
region regulatoria 3"-tvep2. Los ESTs analizados provienen de paréasitos en diferentes condiciones
de cultivo (por ejemplo, baja glucosa, condiciones normales, adhesion a fibronectina, adhesion a
células VEC, pseudoquiste inducido por frio, etc.). Estos se compararon con los ESTs reportados en

la condicién de RH.
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segundo elemento distal rico en T. Este andlisis orienta hacia la presencia de un
posible fendmeno de poliadenilacién alternativa, hasta la fecha no descrito en T.
vaginalis. La funcionalidad de las dos posibles sefales de poliadenilacion
detectadas a nivel gendmico en tvcp2 se busco a nivel transcriptomico mediante el
analisis de las secuencias EST reportadas para el gen tvcp2 en la base de datos
del genoma de tricomonas. Encontramos que los 48 ESTs de bajo hierro presentan
un 3 -UTR mas largo (60 nt) en comparacion con los 220 ESTs reportados para las
demas condiciones de cultivo de parasitos (37 nt) (baja glucosa, contacto con
células VEC, adhesiéon a fibronectina, trofozoito, frio, cultivo no sincronizado y
sincronizado, condiciones normales). Los resultados de este analisis in silico de
ESTs sugieren que in vivo ambas sefiales de poliadenilacién del gen tvcp2 se
utilizan, posiblemente mediante un proceso de poliadenilacion alternativa
dependiente de las condiciones de cultivo de las tricomonas. Los datos se apoyan
en la presencia transcritos con 2 diferentes longitudes de 3"-UTR y diferente
estabilidad de los mRNA tvcp2 dependiente de la concentracion de hierro en el

cultivo mostrado en las Figuras 21y 22.

Para confirmar la presencia de una poliadenilacion alternativa promovida con
las concentraciones de hierro, se realizé un experimento de RACE-3" utilizando
RNA de parasitos crecidos en RH y AH, el cual permitié determinar el sitio de corte
para poliadenilacion de tvcp2, haciendo uso en la reaccion de RT-PCR anidada con
un oligonucledtido (oligo) adaptador que actia como sonda para captar los
transcritos poliadenilados del gen tvcp2 en especifico mediante otro par de oligos

gue anclan en secuencias divergentes de la region codificante del gen tvcp2.
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En la Figura 23 se muestra el disefio de estos oligos y la secuencia en la cual
hibridan. Enseguida, se realizd la extraccibn de RNA de parasitos crecidos en
condiciones de RH y AH (Figura 20A), se hizo el tratamiento con DNAsa | y se
sintetizO el cDNA. Este cDNA se utilizd para realizar la amplificaciéon de los

transcritos especificos de tvcp2.

En la Figura 24B se muestra el resultado de la amplificacion utilizando ambos
oligos especificos. Al utilizar el oligo especifico 1 se tiene la amplificacion de varias
bandas entre 300 y 1000 pb y que se logra una mayor especificidad al utilizar el
oligo especifico 2 para tvcp2; por lo que se observa la presencia de 2 bandas de
1000 pb que se conservo de la amplificacién inicial y una segunda banda de 400 pb
en la condicion de bajo hierro, mientras que en la condicién de alto hierro se tiene

una sola banda de 400 pb.

Los productos de PCR se ligaron al vector de transito pGEM-T Easy
(Promega) y se transformaron bacterias E. coli quimiocompetentes de la cepa
DH5a. De la transformacion se obtuvieron 150 colonias del amplicén de RH y 130
colonias del amplicon de AH. Estas clonas se evaluaron por PCR de colonia
utilizando el oligo especifico 2 y el oligo que ancla en el codén de paro para

monitorear si las clonas presentan el inserto.
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>TVAG 057000 | Trichomonas wvaginalis G3 | Clan CA, family Cl, papain-like
cysteine peptidase | CDS | length=945

5 ATGTTTGCTTICTTGCTTTCTGGCGCTACAAGCAACGTCCTCAAGCATGAGGAGAAGGCCTTCCTTGCCTACATGC
GTGAGACAGGCAACTTCTTCACAGGCGATGAGTACCATTTCCGCCTTGGCATCTACCTTGCCAACAAGCGTCTTGTTC
AGGAACACAACGCTGCTAACAAGGGCTTCAAGCTTGGACTCAACAAGCTCGCTCACCTTACACAGTCCGAATACAGAT
CTCTTCTTGTGCTAAGAGACTCGGACAGAAGT CTGGCAACTTCTTCAAGTGCGATGCTCCAGCCARCGACGCTGTCGA
CTGGCGTGACAAGGGCATTGTCAACAAGATCAAGGATCAGGGTCAGTGCGGCTCCTGCTGEGGCTTTCTCTGCCATCCA
GGCCTCCGAATCCCGCTATGCTCAGGCTAACAAGCAGCTCCTCGATCTCGCCGAACAGAACATCGTTGATTGCGTTAC
ATCCTGCTATGGCTGCAACGGTEBECTEECCATCCAAGECTA T CGACTACGT TGTCAAGCACCAGGCTGGCAAGTTCAT
GCTCACAGCTGACTACCCATACACAGCTCGCGATGGCACATGCAAGTTCCATGCTTCCAAGTCTGTCGGTTTAACARA
GGGCTACGATGAGGTTAAGGACACAGAGGCTGAACTCGCTAAGGCTGCTTCCARGGGTGTTGTCTCCGTCTGCATCGA
TGCTTCCCACTACTCCTTCCAGCTTTACACATCTGGCATCTATGATGAACCATCCTGCTCTGCCTGGAACCTCGATCA
CGCTGTCGGCCTTGTTGGCTACGGCACAGAGGGCTCARAGAACTACTGGATCGTCCGCAACTCCTGGGGCACATCTTG
GGGTGAGCAGGGCTACATCCGCATGATCAAGGACAAGT CCAACCAGTGCGGCATTGCT TCTGARAGCTATCCTTCCARA
GGCTCTCTAA-3’

EbEuiens GSP1-tvep2/Rv-tvep2= 456 pb
Oligo Fw-tvcp2 GSP2-tvcp2/Rv-tvep2= 322 pb

Oligo Rv-tvcp2

Figura 23. Disefio de oligonucleotidos especificos para el ensayo de RACE-3". Resaltado en
color gris y aquamarina se muestran los oligos disefiados previamente por Lorenzo-Benito, tesis de
maestria, 2011, que amplifican al gen completo tvcp2. Resaltado en color verde se muestra el oligo
especifico 1 y en amarillo se muestra el oligo especifico 2. Estos oligos anclan en las secuencias
mas divergentes respecto a otras CPs de T. vaginalis, con lo que se hace especifico el ensayo de

RACE-3".
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Figura 24. Ensayo de RACE-3" para los mRNA de tvcp2 en RHy AH. A) Analisis de la integridad
del RNA obtenido de parésitos crecidos en condiciones de RH y AH en geles de agarosa/DEPC al
1%. Se obtuvieron 2 lotes de RNA de cultivos de parasitos independientes de los cuales se sintetizd
cDNA utilizado como templado. B) Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de los
productos de la amplificacién por PCR punto final de los transcritos de tvcp2 mediante PCR anidada,
primero con el oligo especifico 1 (GSP1, carriles 1 y 2) y luego con el oligo especifico 2 (GSP2,

carriles 3y 4).
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En la Figura 25 se muestra en andlisis por PCR de colonia de las clonas
obtenidas. De las 20 clonas analizadas en la condicion de RH, solamente 2 no
contenian inserto, mientras que en las colonias de la condicion de AH, 9 de las 20
colonias analizadas no presentaron inserto. Como control positivo (carril 8) se utilizd

DNA gendmico.

A partir de este ensayo de PCR de colonia, se seleccionaron las clonas que
poseen el inserto del producto de PCR del RACE-3’, se extrajo DNA plasmidico y
se analizé por digestion con la enzima de restriccion EcoRI, ya que los sitios de
EcoRlI en el vector de transito utilizado son los que se encuentran flanqueando el
sitio multiple de clonacién y permitié la evaluacion rapida de la presencia del inserto
con una sola digestién. En la Figura 25 se observa la liberacion del inserto en el
tamano esperado de ~500 pb en todas las clonas analizadas de RH, mientras que
en las de AH se observa la presencia de insertos de diferentes tamafos entre 500
y 200 pb. Los plasmidos obtenidos de estas clonas fueron secuenciados en el
Laboratorio Nacional de Gendmica del Instituto de Ecologia, UNAM. En la Figura 27
se muestra el alineamiento de las clonas que se secuenciaron. En total se
secuenciaron 12 pladsmidos obtenidos de la condicion de RH y 10 de la de AH. De
las secuencias de RH se encontr6 en 10 de las 12 clonas que la cola de poli (A) se
afadio en un sitio de corte més alejado y por tanto en un 3"-UTR mas largo. En el
caso de AH se observo este fendmeno en 5 de las 10 clonas analizadas; los 5
restantes mostraron la adicion de la cola de poli (A) en un sitio de corte que resulta

en un 3’-UTR maés corto.
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Figura 25. Andlisis de las colonias obtenidas de la ligacion del producto de PCR del RACE 3’
por PCR de colonia. Analisis por electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de
amplificacion por PCR punto final de los fragmentos clonados del producto de PCR proveniente del

ensayo RACE-3" en condicion de RH (A) y AH (B).

90



bp Restriccion Hierro

12000
4000
2000

1000
500

100

bp

12000
4000
2000 bl A AT A AR AR AR

1000
500 -

100

bp Alto Hierro

91



Figura 26. Andlisis por digestion con EcoRI de DNA plasmidico de las clonas obtenidas del
ensayo RACE-3". Analisis por electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de digestion con
la enzima de restriccion EcoRI del DNA plasmidico de las clonas positivas que contienen el producto

del ensayo RACE-3" para el mRNA tvcp2 en condiciones de RH y AH.
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Figura 27. Alineamiento del resultado de la secuenciacién de los pldsmidos obtenidos del
ensayo RACE-3" paratvcp2 en RH y AH. Alineamiento de las secuencias de las clonas obtenidas
en condiciones de restriccion y alto hierro. Las secuencias fueron comparadas con la secuencia

codificante de tvcp2, asi como con la secuencia genomica del 3"-UTR-tvcp2.
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El haber encontrado diversidad en cuanto a la eleccion del sitio de corte para
poliadenilacibn en ambas condiciones de hierro sugiere que este fenémeno no es
absoluto y sugiere que hay una tendencia a utilizar los sitios de corte de manera
diferenciada. Esto se puede explicar a través del ensayo de estabilidad del mMRNA
tvcp2 en el cual en la condicibn de AH a las 6 y 12 h después del bloqueo
transcripcional se disminuye drasticamente la cantidad de transcritos pero estos no
desaparecen por completo, lo cual probablemente esos transcritos podrian
corresponder a transcritos con el 3"-UTR mas largo y ser transcritos mas estables
gue sean los que al final de un cultivo de 24 h en alto hierro permiten la traduccién
de la proteina en alto hierro, pero en menor cantidad que en RH. Este resultado en
conjunto con lo obtenido en los analisis in silico, sugieren la participacién de un
mecanismo de regulacion a nivel postranscripcional mediado por hierro de la
expresion del gen tvcp2 y que este puede ser a través de interacciones RNA-
proteina mediante una estructura tallo-burbuja o bien a través de un mecanismo de
poliadenilacién alternativa. Debido a esto se planted analizar la maquinaria de
poliadenilacién en T. vaginalis y ver la posible modulacion por hierro de algunos de

sus componentes para llevar a cabo la poliadenilacién alternativa.

8.4. Identificacion in silico de la maquinaria de poliadenilacioén en T. vaginalis

Espinosa y col., 2002 describieron el contexto genémico de la sefial de
poliadenilacién y las secuencias consenso que funcionan para el reclutamiento de
la maquinaria de poliadenilacion en T. vaginalis. Esta maquinaria esta presente en
el parésito, ya que presenta transcritos poliadenilados funcionales. Sin embargo, a

la fecha aun no se han descrito los componentes que integran dicha maquinaria y
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menos la regulacién de su funcion por diferencias en las condiciones de nutrientes

en el microambiente como podrian ser glucosa o hierro.

Es por esto que se hizo un andlisis in silico para identificar los posibles
componentes de la maquinaria de poliadenilaciébn en tricomonas. El primer
acercamiento fue revisar los componentes que tienen las maquinarias de
poliadenilacién en humano y en E. histolytica (Ospina-Villa y col., 2020) los cuales

se muestran en la Figura 28.

La maquinaria de poliadenilacién en humano, la mejor descrita, se divide en
cuatro complejos: 1) CPSF (“Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor”),
integrado por las proteinas CPSF160, CPSF100, CPSF73, CPSF30, WDR33, FIP,
Simplekina, Poli (A) Polimerasa a, B y y. 2) CstF (“Cleavage stimulation factor”),
integrado por las proteinas CstF77, CstF64, CstF50, PABP-2, PP1a y RBPP6. 3)
CFIm (“Cleavage Factor | m”) integrado por las proteinas CFIm72, CFIm68, CFIm59
y CFIm25. 4) CFlim (“Cleavage Factor Il m”), integrado por las proteinas CLP1 y
PCF11. Lo reportado para E. histolytica es que tiene una maquinaria con menos
elementos para llevar a cabo la poliadenilacién de sus transcritos. En la figura 28 se
observa la ausencia de elementos como simplekina, poli (A) polimerasa By vy, asi
como CstF50 y componentes del complejo CFIm como CFIm72, CFIm68, CFIm59.
En el caso del complejo CFIm, solo se encuentra descrita la proteina EnCFIm25,
gue es precisamente la proteina involucrada en la actividad de exonucleasa y que
lleva a cabo el corte para poliadenilacién. Este dato sugiere que hay una maquinaria

de poliadenilacién criptica, con los elementos minimos necesarios para llevar a cabo
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Figura 28. Modelo de la maquinaria de poliadenilacién en humano y en E. histolytica. Modelo
en el que se compara la maquinaria de E. histolytica respecto a la de humano, en la cual se muestra
a los componentes del complejo CPSF (complejo que reconoce la sefial de poliadenilacion y lleva
adosada la poli (A) polimerasa), del complejo CstF (complejo que reconoce el elemento distal rico
en U), del complejo CFIm (complejo encargado del reconocimiento del sitio de corte y que por su
actividad de exonucleasa lleva a cabo el corte para poliadenilacién) y el complejo CFlim (complejo
que también reconoce el elemento distal rico en U y que actlia como andamio para el correcto
ensamblaje del resto de la maquinaria de poliadenilacion). En el caso de E. histolytica se observa la
ausencia de algunos componentes de los diferentes complejos proteicos de la maquinaria de

poliadenilacion. Tomado de Ospina-Villa 'y col., 2020.
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esta funcién y que posiblemente constituya un ancestro evolutivo de lo que se

encuentra en eucariontes superiores.

Con los numeros de acceso de los genes que participan como integrantes de
la maquinaria de poliadenilaciéon de E. histolytica, se realiz6 la busqueda de
homodlogos en la base de datos del genoma de T. vaginalis, por medio de BLAST
para buscar genes que pudieran codificar para las proteinas de la maquinaria de
poliadenilacién. Este analisis in silico (Figura 29; Suplementario 1) resulté en la
identificacién a nivel genémico de 13 de los componentes de la maquinaria de
poliadenilacién (la de humano cuenta con 22 proteinas componentes en total).
Inclusive para algunos de estos genes se encontré mas de una copia. Tal es el caso
de TvCPSF160, TvCPSF73, TVCPSF30, TvCstF50, TvCIP1 y TVvPAP. A partir de
estos datos se gener0 una base de datos con la informaciéon de cada gen
encontrado como candidato a la maquinaria de poliadenilacion de Tv. A estos genes
seleccionados se le reviso su expresion a nivel de transcrito en la base de datos de
los ESTs reportados para cada gen. También se buscd en los transcriptomas
reportados para Tv: en baja y alta glucosa (Huang y col., 2014), bajo y alto hierro
(Horvathova y col., 2007), adherencia a fibronectina (Huang y col., 2012) y
adherencia a células VEC (De Jesus y col., 2007). Del analisis de la literatura
correspondiente se encontraron transcritos para TvCPSF160, TvCPSF100, TvPAP,
TvCstF77, TvCstF64, TvCstF50, TvRBPP6, TvCFIm25, TvCIP1 y TvPCF11. Con
estos datos se busco la expresion de estos genes candidatos a nivel de proteina en
los proteomas de Tv para identificar a los componentes que se expresan y tienen

actividad en la maquinaria de poliadenilacion.
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Figura 29. Analisis in silico de la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis comparada con
la maquinaria de poliadenilacion de otros organismos. En esta tabla se muestran los
componentes de la maquinaria de poliadenilacion para H. sapiens, S. cerevisiae, G. lamblia, C.
parvum, E. dispar y E. histolytica. Los genes, los transcritos y las proteinas de tricomonas
encontrados homélogos a la maquinaria reportada para E. histolytica, utilizando herramientas
bioinformaticas como BLAST y reportes en la literatura. Imagen de la maquinaria de poliadenilacion

modificada de Ospina-Villa y col., 2020.
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Para esto, se hizo una revision en la literatura que reporta los proteomas para
Tv en condiciones de baja y alta glucosa (Huang y col., 2014), bajo y alto hierro (De
Jesus y col., 2007), adherencia a fibronectina (Huang y col., 2012), adherencia a
células VEC (De Jesus y col., 2007), asi como el proteoma de trofozoito y
pseudoquiste (Dias-Lopes y col., 2018). Este andlisis muestra la identificacién a
nivel de proteina de los componentes de la maquinaria de poliadenilacion de Tv
constituida en el complejo CPSF por TvVCPSF160, TVCPSF73, TvCPSF30, TVPAP;
en el complejo CstF por TvCstF77, TVCstF64, TvCstF50y TvCIP1; en el complejo
CFIm por TVCFIm25 y las proteinas accesorias TvSsu72, TvPfs2, TvPC4/Subl1,

(Figura 30).

Es interesante notar que hubo homologos encontrados a nivel genémico y a
nivel de transcrito, pero la proteina no se identificé en los proteomas revisados. En
cambio, algunos genes homoélogos identificados como CPSF73 y CPSF30, aunque
no se encontraron en los transcriptomas ni en las secuencias EST reportadas, si se
identificaron, pero en los proteomas. Esto podria sugerir que muchos de estos
homologos tienen un nivel de transcripcibn muy bajo en comparacion con otros
genes, por lo que resultan indetectables. Lo mismo podria pasar con los homélogos
gue no se identificaron a nivel de proteina, lo que sugiere que son componentes
muy escasos y no es posible identificarlos por MS en un extracto de proteinas
totales del parasito. Por lo que se recomienda realizar un fraccionamiento celular
para separar el nucleo y asi buscar enriquecer las proteinas nucleares para su

identificacién por MS.
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Figura 30. Comparacion de la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis contra la
maquinaria de poliadenilacion en humano. Esquema en el que se representa la maquinaria de
poliadenilacién de T. vaginalis. Los componentes que no presentan color son los que estan ausentes

en el parasito respecto al humano.
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8.5. Analizar el efecto del hierro en la expresién de los componentes de la
maquinaria de poliadenilaciéon de T. vaginalis y su identificacion por

protedmica en extractos nucleares

Para evaluar a nivel de transcrito la expresion de los componentes de la
maquinaria de poliadenilacion de T. vaginalis en condiciones de restriccion y alto
hierro por medio de RT-PCR punto final por duplicado biol6gico, utilizando
oligonucledtidos especificos que amplifican fragmentos de <300 pb y cDNA
sintetizado a partir de RNA proveniente de parasitos crecidos en ambas condiciones
de cultivo. Los resultados expresados en la Figura 31 muestran una regulacion
positiva por hierro a nivel global en los integrantes de la maquinaria de
poliadenilacién de T. vaginalis. Al hacer el andlisis por complejos se observa lo
siguiente: el complejo CPSF (encargado de reconocer la sefial de poliadenilacion)
integrado en T. vaginalis por dos genes cpsfl160, cpsf73, cpsf30 y dos genes de pap
mostrO que ambos genes cpsfl60 estan regulados positivamente por hierro,
mientras que cpsf73 y cpsf30 muestran tendencia a una mayor cantidad de
transcritos en la condicion de alto hierro; sin embargo, no hay diferencias
significativas, mientras que ambos genes pap (poli A polimerasa) no muestran
diferencias en su expresion. En el complejo CstF (encargado de reconocer el
elemento distal rico en U) integrado en T. vaginalis por cstf77, cstf64 y cstf50 se
observdé que los genes cstf77 y cstf50 muestran una mayor expresion en la
condicion de alto hierro con diferencia estadisticamente significativa, mientras que
el gen cstf64 mostré la misma tendencia; sin embargo, la diferencia no fue

estadisticamente significativa.
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Figura 31. Amplificacion por RT-PCR punto final de la maquinaria de poliadenilacién de T.
vaginalis. Amplificacion de fragmentos de los genes que codifican para las proteinas integrantes de
la maquinaria de poliadenilaciéon, agrupados en los complejos que forman, utilizando cDNA
sintetizado a partir de RNA proveniente de parasitos crecidos en condiciones de restriccion (RH) y
alto hierro (AH). Como control positivo de amplificacién se amplificé cada gen con DNA genémico
del aislado CNCD147. Como controles negativos se utilizé una reaccién con RNA tratado con DNAsa
y otra reaccion sin DNA. Como control de la condicién de hierro se amplifico a los genes tvcp2 y pfoa
(gen regulado negativa y positivamente por hierro, respectivamente) y el el gen b-tub se utilizé como
control de carga. Se realizé el analisis densitométrico de las bandas obtenidas de cada gen en el
duplicado bioldgico y se analizo las diferencias estadisticamente por el método de analisis de
varianzas (ANOVA) usando el software GraphPad Prism 8. Los asteriscos indican diferencia

significativa.
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El complejo CFIm integrado por cflm25 mostré los siguientes resultados: el
gen cfIm25 presentd una mayor expresion en la condicidn de alto hierro y el analisis
densitométrico no muestra diferencias significativas. Adicionalmente, los
componentes accesorios de la maquinaria de poliadenilacion pc4/subll, ssu72 y
dos genes de clpl presentaron los siguientes resultados: El gen pc4/subll fue el
Unico gen de los analizados que mostré una mayor expresién en parasitos crecidos
en RH que en AH y cuya diferencia es estadisticamente significativa. En cambio, el
gen ssu72 mostrd una ligera mayor expresion en la condicién de alto hierro. Al igual
gue el gen clpla, mientras que el gen clplb tiene una tendencia de mayor expresion
en la condicion de alto hierro, pero no es tan evidente y el analisis densitométrico
no muestra diferencias significativas. Como control de regulacién negativa por hierro
se amplificd un fragmento de 322 pb del gen tvcp2 (Rivera-Rivas y col., 2020) y
como control de regulacion positiva por hierro se amplificé un fragmento de 1.1 kb
del gen pfoa (Meza-Cervantez y col., 2011). Como control de carga se amplificé el
gen btub. Los controles muestran la expresion previamente reportada, dando

validez al material utilizado para el andlisis de expresion a nivel de transcrito.

La busqueda de los componentes de la maquinaria de poliadenilacion de T.
vaginalis se continu6é desde otra perspectiva. Para lo cual se realiz6 un andlisis
protedmico a partir de extractos nucleares de T. vaginalis crecidas en RH y AH por
MS/MS, mediante el método de “shotgun de complejidad media”, el cual permitio la

identificacién de una mayor cantidad de proteinas.

Los resultados de espectrometria de masas muestran la identificacion de 435

proteinas en el extracto nuclear de T. vaginalis crecidas en RH, de las cuales 93
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Proteinas identificadas en extractos nucleares en restriccion de hierro

mm Asignadas
mm No Asignadas

Total=435

Figura 32. Proteoma nuclear en RH. Porcentaje de proteinas nucleares asignadas y no asignadas
del total de proteinas identificadas por MS/MS en el extracto nuclear de RH. La gréafica de pastel
muestra el porcentaje de proteinas asignadas y no asignadas respecto al total de proteinas

identificadas.
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corresponden a proteinas hipotéticas o no asignadas (21.3%) y 342 proteinas

corresponden a proteinas asignadas (78.7%) (Figura 32).

Las proteinas asignadas que se identificaron se clasificaron en 15 grupos de
acuerdo a su funcion (Figura 33). La distribucion de las proteinas identificadas fue
la siguiente: 17 de citoesqueleto, 30 metabdlicas, 6 histonas, 69 corresponden a
proteinas ribosomales, 19 que participan en sefializacién, 9 en el procesamiento del
RNA, 6 proteinas que tienen union a DNA, 8 que participan en la degradacion y
reciclaje de proteinas, 11 en el plegamiento de proteinas, 5 ATPasas, 11 proteinas
gue participan en la traduccién de mRNAs, 2 proteasas del tipo metaloproteasas,
25 proteinas que funcionan en el tréfico vesicular, 2 adhesinas, 3 proteinas que
pertenecen al sistema antioxidante y 14 proteinas con otras funciones. Los datos
particulares de cada proteina identificada se concentraron en el apéndice #1. La

mayoria de las proteinas identificadas corresponden a tipicas proteinas nucleares.
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Clasificacion de proteinas nucleares identificadas
en restriccion de hierro

Proteinas ribosomales
Metabdlicas

_Traduccion
Citoesqueleto
_Senalizacion
Procesamiento del RNA
Union a DNA

] Histonas
Plegamiento de proteinas
Degradacion de proteinas
Transporte

Adhesinas

ATPasas

. Proteasas
Sistema antioxidante
Otras
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No. de proteinas identificadas

Figura 33. Clasificacién funcional de las proteinas nucleares identificadas por MS/MS en
extractos nucleares de parasitos crecidos en RH. Clasificacién de las proteinas asignadas de

acuerdo a su funcién.
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Proteinas identificadas en extractos nucleares en alto hierro

18.5%

mm Asignadas
No Asignadas

81.5%

Total=454

Figura 34. Proteoma nuclear en AH. Contiene proteinas nucleares asignadas e hipotéticas del total
de proteinas identificadas por MS/MS. Grafica de pastel que muestra el porcentaje de proteinas

asignadas e hipotéticas respecto al total de identificadas.
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Las proteinas identificadas por espectrometria de masas en el extracto
nuclear de AH fueron 454, de las cuales 84 correspondieron a proteinas no

asignadas (18.5%) y 370 a proteinas asignadas (81.5%) (Figura 34).

Las proteinas asignadas se clasificaron en 15 grupos de acuerdo a su
funcion. La distribucion fue la siguiente: 26 de las proteinas identificadas
correspondieron a proteinas del citoesqueleto, 77 metabdlicas, 70 ribosomales, 15
que participan en la traduccion de mRNAs, 8 ATPasas, 17 que participan en el
plegamiento de proteinas, 11 que participan en la degradacion y reciclaje de
proteinas, 5 en el procesamiento del RNA, 29 que participan en sefializacion, 4 que
se unen a DNA, 30 de trafico vesicular, 2 histonas, 1 proteasa, 1 adhesina , 4
proteinas del sistema antioxidante y 11 con otras funciones (Figura 35; Apéndice

#2).

Los proteomas nucleares de RH y AH se compararon. Ambas condiciones
comparten 117 proteinas, 318 fueron exclusivas de la condicion de RH y 342 de la

condicion de AH (Figura 36).

Adicionalmente realizamos un analisis in silico de las secuencias de
aminoécidos de las proteinas de la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis
para identificar la presencia de secuencias de localizacion nuclear en cada uno,
utilizando el sotware cNLS Mapper (Kosugi y col., 2009). Los resultados muestran
gue todos los componentes presentan al menos una sefial de localizacién nuclear
ya sea monopartita (PKKKRKV) o bipartita canénica (KRPAATKKAGQAKKKK)

(Marforiy col., 2011) Los resultados de cada proteina se muestran en la tabla 2.
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Clasificacion de proteinas nucleares identificadas en alto

hierro

Proteinas ribosomales
Metabdlicas
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Figura 35. Clasificacién funcional de las proteinas nucleares de parasitos cultivados en AH.

Clasificacion de las proteinas asignadas identificadas por MS/MS, de acuerdo a su funcion.
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Restriccion hierro Alto hierro

Figura 36. Comparacion de los proteomas nucleares de parasitos cultivados en RHy AH. La
cantidad de proteinas nucleares compartidas en las dos condiciones de cultivo (RH y AH) se

muestran en color morado, las de RH se muestran en color azul y las de AH en café.
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Tabla 2. Determinacion de sefiales de localizacion nuclear en las proteinas

componentes de la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis.

Proteina No. Secuencia de motivo de localizacién nuclear® Localizaciéon Score
NLS? (aa)
PPLKKKETVL® 238 3
TvCPSF160a 2
KNVIDDCDMLIDKIEDMPDHLKFAT¢ 1250 3.1
TvCPSF160b 1 RQYMKRRFAIV® 1438 4.5
GEDKLTVMPLFAFQEVGRSCIILKYHRKRV! 7 2.6
TvCPSF73 3 KYKRKRVMLDCGIHPAYENFGGLPFIDAIDP® 30 2.5
KVECDKQDERLELELNELATTLHEFCQP® 6.45 2.7
GDKCKRKHTP® 121 3
TvCPSF30 2
EFKFESVLKEVDQNEENDLKDYINKLSKKD® 15 5.6
TvPAPa 1 RPLSTKIENPQVINRKKIPDFCFPNGRKKKPSK! 461 4.1
TvPAPD 1 TNKELLEKGELLTPFEKQVIELIKKTCESH 6 4
TvCstF77 1 RSKPNLSLEDIMAAYDYALDKVGLDIKACP? 89 4
TvCstF64 1 RLFIRNLPSKVEEKELVKEFSKMGEITDCKVIRTE® 8 2.2
TvCstF50 1 FYPPKLTLEIEQNGEIANHELDLQSLDSTTN¢ 22 2.5
TvClpla 1 RLSLGDVVKLKVVEGVVWLFGWQIPLETELTFRDES 15 2.2
TvClplb 1 DPIRKRFDSDSEARFLLTPGQSITLSVDSGH 9 2
TvPfs2a 1 FEKKNLIEMINYFFDEEPQERPQNNMRQPH 5 2.8
IWKIRDREYYQHYILDHAQQERSSKDIATY 156 3.9
TvPfs2b 2
DPTKKLLASCSDDKTITIWRPFERANPIILY 312 3.1
TvPC4 1 RIQVHKFKGKILFDRIELYCKDDEWLPGKKGISL® 32 4.8
TvSsu72 1 KEILSKMESENNQYYEEQGLIKMLRDD® 62 4.1
TvCFIm25 1 RIHKLSNYRFGASEDEEEEEKAHTDRMEKIKEIFA? 4 3.3
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aNumero de sefiales de localizacion nuclear presentes en las proteinas de la maquinaria de
poliadenilacién de tricomonas encontradas a través del software cNLS Mapper (Kosugi y col., 2009).
bSecuencia de la/s sefial/es de localizacion nuclear encontradas en la secuencia de aminoacidos de
las proteinas que componen la maquinaria de poliadenilacion de T. vaginalis. “Secuencias que tienen
homologia con la secuencia monopartita candnica de eucariontes superiores. YSecuencias que

tienen homologia con la secuencia bipartita canénica de eucariontes superiores.
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9. DISCUSION

T. vaginalis es un paréasito protozoario que se enfrenta a concentraciones
cambiantes de nutrientes durante el ciclo menstrual, tales como hierro y glucosa
(Arroyo y col., 2015). Los cambios drésticos en las concentraciones de nutrientes
modulan diferencialmente la expresiéon de factores de virulencia, tales como
adhesinas (Moreno-Brito y col., 2005; Meza-Cervantez y col., 2011) y CPs (Miranda-
Ozuna y col., 2019). Estas CPs han sido relacionadas con mecanismos de
patogenicidad del parasito, como por ejemplo en la citotoxicidad a monocapas de
células HelLa por CPs como TvCP39, TvCP65, TvCP12 y TvCP2 (Ramon-Luing y
col., 2011; Alvarez-Sanchez y col., 2000; Ledn-Sicairos y col., 2004; Miranda-Ozuna

y col., 2019; Rivera-Rivas, trabajo de maestria, 2016).

Hasta ahora, no se habia profundizado en el posible mecanismo de muerte
gue causa el parasito hacia las células hospederas. Los resultados obtenidos en el
objetivo 1 de este trabajo se describe la participacion de TvCP2 en la induccién de
apoptosis a las células Hela, lo cual sugiere que este podria ser el mecanismo de
muerte que sufren las células HelLa debido a la interaccién con T. vaginalis. Lo cual
es consistente con lo reportado previamente sobre la CP30 como producto de
secrecion de T. vaginalis regulado negativamente por hierro y que participa en la
induccion de apoptosis a células epiteliales vaginales (Sommer y col., 2005;
Kummer y col., 2008). Dicha fraccion de CP30 de secrecioén esta integrada por 4
cisteina proteinasas (TvCP2, TvCP3, TvCP4 y TvCP39). Sin embargo, en este
punto se desconocia de manera individual la contribucion de las proteinasas que

integran la fraccion CP30 de secrecion en la actividad citotéxica.
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Para que una molécula del parasito, como la TvCP2, se le pueda considerar
una proteina citotoxica implicada en la induccién de apoptosis como mecanismo de
muerte inducido por T. vaginalis a las células HelLa es necesario que esta molécula
se localice en la membrana plasmatica de parasito y/o en sus productos de
secrecion (Arroyo y Alderete, 1995; Alvarez-Sanchez y col., 2000). Previamente,
hemos reportado la localizacion de TvCP2, en las condiciones de RH y AH, en
citoplasma con un patron puntiforme similar a vesiculas, en la membrana plasmatica
del parasito y en secreciones vaginales de pacientes con tricomoniasis. Esto podria
deberse a que TvCP2 se encuentra en los productos de secrecion in vitro del
parasito en ambas condiciones de hierro (Rivera-Rivas y col., 2020). En conjunto,
esta informacion muestra que TvCP2 cumple las condiciones para comportarse
como un factor citotoxico. La participaciéon de TvCP2 en citotoxicidad se confirmé al
inhibir a la TvCP2 nativa con IgGs anti-TvCP2r, las cuales bloquearon a la proteina
presente en membrana plasmatica del parésito y la de secrecién, logrando disminuir
la citotoxicidad y la induccion de apoptosis a monocapas de células HeLa de manera
concentracion dependiente, similar a lo obtenido con el producto de secrecion CP30

(Sommery col., 2005; Kummer y col., 2008).

T. vaginalis posee algunas CPs que son moduladas negativamente por hierro
y que se han caracterizado como proteasas citotoxicas a monocapas de células
Hela, tales como TvCP12 y TvCP39 (Ledn-Sicairos y col., 2004; Cuellar-Silva,
2011, Tesis de maestria; Ramon-Luing y col., 2011). Sin embargo, ninguna de éstas
se ha relacionado con el mecanismo de muerte celular por induccion de apoptosis

a células HelLa. Previamente se demostr6 que TvCP2 produce citotoxicidad por
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induccién de apoptosis a monocapas de células HelLa al utilizar parasitos crecidos
en condiciones de restriccion de glucosa (Miranda-Ozuna y col., 2019), con lo que
se determina que TvCP2 es una molécula relevante en los mecanismos de
patogenicidad de T. vaginalis, que se encuentra modulada negativamente por
restriccion de nutrientes y que esta modulacién favorece la accion citotéxica del
parasito debido a que induce apoptosis a monocapas de células HelLa. Debido a
esto, la condicion de restriccidn de hierro tiene relevancia en la patogenia de T.
vaginalis y particularmente en la expresion y actividad de TvCP2 como una proteina

citotdxica.

Por lo que en el presente trabajo se caracterizé el mecanismo de regulacién
de la expresion de TvCP2 por hierro, ya que la restriccién de hierro promueve una
mayor expresion de TvCP2 y su consecuente incremento en la citotoxicidad del

parasito.

Para buscar un posible mecanismo de regulacion de la expresion de TvCP2
mediada por hierro, se hicieron analisis in silico de la region 5 para identificar
posibles motivos de respuesta a hierro (Ong y col.,, 2004). Derivado de esta
busqueda, se encontré el sitio de inicio de la transcripcidon y motivos que permiten
la transcripcion basal del gen tvcp2. Sin embargo, no se encontré ningdn motivo con
homologia al reportado previamente para el gen ap65-1 que es un motivo de
respuesta positiva a hierro y que promueve la expresiéon de este gen en altas
concentraciones de hierro, lo cual era de esperarse, ya que la expresion de tvcp2
se regula negativamente por hierro. A la fecha, no se han identificado motivos

presentes en la regién 5°- UTR que respondan negativamente a hierro.
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Respecto a la region regulatoria 3"-tvcp2, se hizo un andlisis in silico en el
cual se buscé la presencia de estructuras tallo-burbuja, como el caracterizado
previamente en TvCP12, otra CP de T. vaginalis que participa en la induccion de
citotoxicidad a monocapas de células HeLa. En este mecanismo de regulacién
postranscripcional negativa mediado por hierro en el que participa una estructura
tallo-burbuja en la region 3"-UTR del mRNA tvcpl2que interacciona con proteinas
citoplasmicas de union a RNA atipicas (Figueroa-Angulo y col., 2015), favoreciendo
la estabilidad del mRNA y propiciando una mayor traduccién de TvCP12 en la
condicion de restriccidn de hierro (Ledn-Sicairos y col., 2004). En el andlisis in silico
se encontrg la presencia de una estructura tallo-burbuja en la region 3"-UTR-tvcp2
que al compararla con estructuras tallo-burbuja en mRNA regulados negativamente
por hierro en eucariontes superiores y en otros protozoarios como E. histolytica
mostro la presencia de dos motivos conservados entre las estructuras tallo-burbuja,
el motivo U-A en la base de la burbuja y el motivo G-U-U presente en el tallo de
estructuras tallo-burbuja de mRNA de protozoarios (Torres-Romero y Arroyo, 2009).
El hallazgo de estos motivos conservados en la estructura tallo-burbuja encontrada
en la regién 3"-UTR del mRNA tvcp2 sugiere que sea una estructura funcional que

podria ayudar a incrementar la estabilidad del mRNA tvcp2.

Para confirmar la participacién de un mecanismo postranscripcional mediado
por hierro involucrado en la expresion de tvcp2, se analizo la estabilidad del mMRNA
de tvcp2 de parasitos crecidos en condiciones de RH y AH, a diferentes tiempos
postratamiento con Actinomicina D. El resultado mostré una estabilidad

incrementada en los transcritos de tvcp2 de parasitos crecidos en condiciones de
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RH, con una vida media mayor a las 12 h; mientras que los transcritos en AH
mostraron menor estabilidad, ya que tienen una vida media de 3.6 h. Esto sugiere
gue en la condicidn de bajo hierro existe algiin mecanismo que favorece una mayor
expresion de TvCP2 al encontrar mMRNAs mas estables. Estos datos son acordes a
lo previamente reportado para los mRNA tvcpl2 cuyos mensajeros son mas
estables en bajo que en alto hierro (Ledn-Sicairos y col., 2004). Ademas, el efecto
negativo del hierro sobre la expresion de TvCP2 a nivel de mRNA se corrobor6 por
gRT-PCR, la cual resulté en una expresion de alrededor de dos veces mas en la
condicion de RH respecto a la de AH, lo cual resulta consistente con lo previamente
obtenido durante el trabajo de maestria (Rivera-Rivas, tesis de maestria, 2016) por

RT-PCR punto final.

Debido a la mayor estabilidad de los transcritos de tvcp2 en RH, se busco la
sefal de poliadenilacion del mensajero de tvcp2, siguiendo el contexto gendémico
reportado por Espinosay col., 2002. En el 3 -UTR-tvcp2 se encontraron dos sefiales
de poliadenilacion, dos sitios de corte para poliadenilacion y dos elementos distales
ricos en uridinas, los cuales por ensayos de RACE-3" se corroboré que ambos son
funcionales; con una tendencia del 80% a utilizar la sefial de poliadenilacion distal
en la condicion de RH, lo cual genera un 3-UTR mas largo y mas estable que
favoreceria una mayor traduccion del mRNA tvcp2 en esta condicion. Lo cual se
soporta experimentalmente, ya que por WB se observa mayor cantidad de TvCP2
en RH que en AH (Figuras 10 y 20). Esta tendencia del uso de la segunda sefial de
poliadenilaciéon en los transcritos de AH es solo del 30%. Lo cual puede explicar la

presencia de baja cantidad de proteina TvCP2 en la condicion de AH por ensayos
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de WB (Rivera-Rivas, tesis de maestria, 2016; Rivera-Rivas y col., 2020),
posiblemente debido a la presencia de baja proporcién de mRNA tvcp2 con el 3'-
UTR mas largo. Previamente se ha reportado la aparicion de mas de una sefial de
poliadenilacién en los genes tales como la beta- succinil CoA sintetasa (B-SCS), en
la que no ha sido descrita la funcionalidad de ambas sefiales de poliadenilacion.
Otro ejemplo de doble sefial de poliadenilacién se reporté en la metionina liasa
gamma para la cual se utilizan ambas sefiales de poliadenilacién, corroborando su

funcionalidad (Espinosa y col., 2002).

Este tipo de variacion en el uso de las sefiales de poliadenilacion se
denomina poliadenilacion alternativa (Elkon y col., 2013), la cual es un mecanismo
de regulacion de la expresion de genes que puede influir directamente en la
estabilidad de los RNA mensajeros, favoreciendo la traduccion (Di Giammartino y
col., 2011) e inclusive modificar la region codificante, favoreciendo alguna
localizacion subcelular en la proteina sintetizada (Turner y col., 2018). En el caso
del mRNA tvcp2, se puede inferir por comparacidon con los modelos de
poliadenilacion alternativa (Turner y col., 2018) que se tiene una poliadenilacion
alternativa de tipo tandem, en la cual una o mas sefiales de poliadenilacion
ubicadas en la region regulatoria 3"- del gen de interés resulta en tamafos diferentes
de la region 3"-UTR, con cambios en la estabilidad del mRNA sin modificar la
secuencia codificante. Este modelo propuesto de poliadenilacion alternativa en
tandem es consistente con los cambios observados en la estabilidad del mRNA, la
mayor cantidad de proteina y el consecuente incremento en la citotoxicidad del

parasito en la condicion de RH.
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El fendbmeno de poliadenilacion alternativa se regula por algunos de los
factores que integran la maquinaria de poliadenilacion, tales como CFIm25 (Najaf
Abadi y col., 2019), CPSF160 (Yang y col., 2016), o CPSF73 (Lépez-Camarillo y
col., 2005), lo cual permite la seleccion de una sefal de poliadenilacién en cierta
condicion, teniendo como producto un mRNA con diferentes grados de estabilidad.
Sin embargo, en T. vaginalis ain no se ha descrito la maquinaria de poliadenilacion
ni su participacién en un mecanismo de regulacion tal como la poliadenilacion
alternativa, ni mucho menos que pueda estar modulada por factores ambientales

como el hierro.

Debido a esto, como parte de este proyecto, también se buscé la maquinaria
de poliadenilacién de T. vaginalis y se identificaron algunos candidatos que al ser
modulados diferencialmente por hierro pudieran estar participando en la regulacion
de la poliadenilacion alternativa de los mRNA tvcp2 mediada por hierro. Por su
cercania evolutiva, se utilizd como base la maquinaria de poliadenilacion
previamente descrita para E. histolytica (LOpez-Camarillo y col., 2005). Al utilizar las
secuencias de cada uno de los integrantes reportados por analisis BLAST en la

base de datos del genoma de T. vaginalis (www.trichdb.org), se encontraron los

primeros candidatos, de los cuales hay algunos que se encontraron hasta 3 copias
génicas (ubicadas en diferentes contigs). Mientras que hubo componentes que no
se encontré ningun gen que tuviera homologia con los previamente reportados para
E. histolytica. A su vez, se comparo6 lo obtenido en el analisis del genoma de T.
vaginalis con las maquinarias de poliadenilacion reportadas para otros parasitos

protozoarios como Cryptosporidium parvum (Mazurie y col., 2013), Giardia lamblia
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(Franzén y col., 2013) comparados con la maquinaria del humano, encontrando
diferencias en la expresion de los componentes de las maquinarias de
poliadenilaciéon de los diferentes microorganismos, ausencia de algunos de los
elementos presentes en la maquinaria de humano, o totalmente ausentes en la
maquinaria de protozoarios como la de G. lamblia la mas criptica, ya que solamente
posee las proteinas necesarias para el reconocimiento de la sefial de
poliadenilacién y los motivos que permiten el andamiaje del resto de la maquinaria.
Respecto a esto, T. vaginalis no tiene una maquinaria tan criptica como la de G.
lamblia, pero si lo es respecto a la maquinaria de E. histolytica, ya que hay
componentes de la maquinaria (como CPSF100) que si posee, pero T. vaginalis no.
Asimismo, no es tan completa como la que presentan los humanos. La maquinaria
de poliadenilacion de T. vaginalis tiene las proteinas esenciales que reconocen los
motivos y sefiales de poliadenilacion en el mMRNA y algunas proteinas accesorias.
Los datos obtenidos del analisis in silico de la busqueda de la maquinaria de
poliadenilacién de T. vaginalis muestra que a nivel de genes se tiene a la mayoria
de los genes que codifican para componentes de la maquinaria de poliadenilacion,
estando ausentes los que codificarian para PAB[3, PAPy, PABP, los integrantes del
complejo CFIm (72, 68 y 59). Esto en comparacién con la maquinaria de E.
histolytica resulta en una maquinaria mas compacta, ya que E. histolytica si
presenta genes para WDR33, PABP y PP1a. En cambio, al compararla con la de G.
lamblia se muestra que T. vaginalis tiene una maquinaria de poliadenilacion mas
robusta, ya que a diferencia de G. lamblia si presenta genes para CPSF160, asi
como para CstF64 y CstF50, lo que resulta en una mayor cantidad de componentes

en la maquinaria de T. vaginalis que en G. lamblia, pero menos que en E. histolytica,
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lo cual podria reforzar la posicion evolutiva que cada uno de estos protozoarios

ocupa.

El analisis de la maquinaria de poliadenilacion de T. vaginalis se extendid
mediante revision extensa en transcriptomas y proteomas reportados hasta la fecha.
Cabe sefalar que a nivel de transcrito hubo algunos genes que no encontramos su
expresion; sin embargo, se encontraron en los proteomas reportados por Dias-
Lopes y col., 2018, en los estadios de trofozoito y pseudoquiste inducidos por AH y

RH.

Con los candidatos de la maquinaria de poliadenilaciéon encontrados en los
analisis protedmicos reportados se disefiaron oligonucleotidos especificos para
amplificar fragmentos de <300 pb por RT-PCR punto final para determinar el
impacto del hierro en la expresion de los genes correspondientes. Los resultados
nos muestran una regulacion positiva por hierro a nivel global de los 16 genes
putativos que componen la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis. Excepto
el gen que codifica para la proteina accesoria PC4/Subl11 (que es un activador de
la poli (A) polimerasa), el cual se observé una regulacién negativa por hierro. Este
resultado toma sentido, dado que en la condicién de alto hierro (o abundancia de
nutrientes) aumenta la tasa de crecimiento del parasito, por lo que requeriria un nivel
de actividad transcripcional mas elevado. Por lo que con los datos obtenidos por
RT-PCR y densitometria no podemos concluir acerca de que la poliadenilacién
alternativa en mRNAs tales como el tvcp2 se deba a una mayor expresion a nivel

de transcrito de los componentes de la maquinaria de poliadinilacion. Se requiere

122



realizar mas estudios al respecto, ya que el hierro puede influir en el mecanismo de

importe y exporte nuclear de estos factores entre otras posibilidades.

Con base a esto elaboramos una hipotesis en la cual se plantea que la
regulacion de la concentracion nuclear de los componentes que integran la
maquinaria de poliadenilacién en T. vaginalis esté dada por el importe de estas
proteinas desde el citoplasma al ndcleo, ya sea que el punto de regulacion sea a
través de modificaciones postraduccionales que favorezcan su importe nuclear o
esté dado por las proteinas componentes del poro nuclear y que estas sean
responsivas a hierro, lo cual favorezca el importe al nicleo de los componentes de
la maquinaria de poliadenilacion e incremente su concentracion en su sitio de
accion, logrando saturar el sitio correspondiente a la primera sefial de
poliadenilacion y entonces en la condicion de AH tener la poliadenilacion estandar.
Por lo tanto, el fendmeno de poliadenilacion alternativa se presenta en RH cuando
la cantidad de transcrito y de proteina de los componentes de la maquinaria de
poliadenilacion se sintetizan en baja cantidad y se importan también en poca
cantidad al nucleo. Las proteinas que reconocen la sefial de poliadenilacion se
uniran primero al segundo motivo con mayor afinidad y entonces el resto de la
maquinaria se ensamblara a partir de esta. Por lo que, en la condicion de RH el
transcrito tvcp2 tendra una 3’-UTR mas larga. El este mecanismo propuesto es
similar al caso de la cadena pesada de la inmunoglobulina M (IgM) en humanos, ya
gue esta existe en dos formas (forma membranal y forma secretoria) y esto es
causado por un mecanismo de poliadenilaciéon alternativa. La forma membranal es

debido a la seleccion del sitio distal de poliadeniliacién y la forma secretoria por la
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seleccion del sitio proximal acompafiada de un fendmeno de splicing. Al estimular
células B primarias con LPS se observa un cambio en la seleccion de la sefial de
poliadenilacién acompafado de un incremento en los niveles de la proteina CstF64
y esto induce la seleccién de la primera sefial de poliadenilacién, dando como
resultado una mRNA trunco (que pierde la region que codifica para el dominio
transmembranal) y que tiene un 3"-UTR mas corto (Takagaki y col., 1996; Takagaki

y Manley, 1998; Di Giammartino y col., 2011).

Ademas, se propone que hay diferencias en “fuerza” entre las sefales de
poliadenilacién, debido a variaciones de la sefial de poliadenilacion candnica y en
los nucledtidos adyacentes (Tian y col., 2013). Mientras que la sefal de
poliadenilacién candnica (AAUAAA) esta presente en los mRNAS con un dnico sitio
de poliadenilacidn, las variantes ocurren en mensajeros con multiples sitios de
poliadenilacion y frecuentemente la que tiene mayor similitud con la canonica
aparece rio debajo de las variantes (Beaudoing y col., 2010). Por ejemplo, en
analisis de genomas completos de mas de 10,000 mRNAs humanos mostraron que
alrededor de un tercio de estos tienen una sefal de poliadenilacion proximal no
candnica, rodeada frecuentemente con nucleotidos U y GU rio debajo de la sefal
de poliadenilacion comparada con la sefial de poliadenilacién canodnica, implicando
gue la unién de los factores de poliadenilacion (CPSF y CstF) pueda compensar la

ausencia del hexanucleotido consenso (Nunes 'y col., 2010).

Extrapolando esta idea a lo que vemos en T. vaginalis, se realizo la
comparacion de ambas sefiales de poliadenilacién encontradas en el mMRNA tvcp2.

A pesar de que la secuencia consenso para T. vaginalis reportada es UAAA
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(Espinosa y col., 2002), revisamos los nucleétidos adyacentes a las encontradas

(Figura 37).

En el caso de la primera sefial de poliadenilacion que esta acoplada al codon
de paro, previamente tiene los nucledtidos AC y posterior a la sefial de
poliadenilacién se encuentran los nucleotidos UU, quedando toda esa region de la
siguiente manera: UCUAAAUU. Por otro lado, la segunda sefial de poliadenilacién
previamente tiene los nucleétidos UA y posterior a la sefial de poliadenilacién se
encuentran los nucleétidos AU, quedando esa region de la siguiente manera:
UAUAAAAU, que se asemeja mas a la secuencia candnica de poliadenilacién de
eucariontes superiores (AAUAAA) y por lo tanto la maquinaria de poliadenilacién
tendria mayor afinidad por esta (Figura 37). Esto es consistente con lo previamente
reportado de que las sefiales de poliadenilacion proximales son “mas débiles”
respecto a las distales y que la mayor cantidad de factores de la maquinaria de
poliadenilacion facilitaria el uso de la seial proximal (Di Giammartino y col., 2011),
tal como estaria ocurriendo en la condicion de alto hierro, en la cual los
componentes de la maquinaria se encontrarian en mayor cantidad y favorecerian el

uso de la sefal de poliadenilacion proximal en el mMRNA tvcp2.

Adicionalmente, también se ha estudiado en células con baja actividad
mitGtica como las células neuronales en las que se sugiere que tienen un nivel de
proliferacion disminuido que estos linajes celulares presentan transcritos con 3'-
UTRs mas largos, respecto a los mismos transcritos provenientes de células con
proliferacion mayor (Di Giammartino y col., 2011). En el caso de T. vaginalis, se

conoce que es un parasito que incrementa su proliferacion en condiciones ricas en
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LAAAGGCUCUCUAAAUUGCGAUAAAAAUUGUACGAUGAAGUACUUUGAUAUAAAAUAGUUUUGGGAAACG
CGAUUUAAUUCCTTGALUUUUUUAACUUUUUUUCAUAA...

Figura 37. Analisis de las sefiales de poliadenilacion presentes en el mMRNA tvcp2 comparada
con la secuencia can6nica de la sefial de poliadenilacion en eucariontes superiores.
Fragmento de la secuencia codificante y el 3"-UTR del mRNA tvcp2. En color amarillo se muestra
ambas sefiales de poliadenilacion. La primera sefal esta acoplada al codén de paro y la segunda
acoplada al primer sitio de corte para poliadenilacién. En color turquesa se muestran los sitios de
corte para poliadenilacién y el color gris se muestra los elementos distales ricos en U. Subrayado se
muestra las secuencias adyacentes a las sefiales de poliadenilacion que se compararon con la

candnica consenso en eucariotes superiores (AAUAAA).
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nutrientes, tales como alto hierro, y que cuando hay restriccion de nutrientes, la tasa
de division disminuye drasticamente, pasando de tener una division cada 4 h en alto
hierro a tener una division cada 12 hrs en condiciones de restriccion de hierro
(Arroyo y col., 2015), por lo que el resultado obtenido con el transcrito tvcp2 en
condiciones de bajo hierro en el que el 3"-UTR se encuentra alargado pueda tener
también una tasa de proliferacién disminuida y que el 3"-UTR se acorte mientras la
proliferacion del pardsito se ve incrementada. Mas estudios con otros mMRNAs
mensajeros de T. vaginalis tendran que ser analizados para evaluar si hay
correlacion entre la poliadenilacién alternativa y la tasa de proliferacién celular del

parasito debido a restriccion de nutrientes.

Otro factor a considerar seria también si el importe hacia el nucleo de los
componentes de la maquinaria de poliadenilacion de T. vaginalis podria estar
regulado por hierro y entonces regular la concentracion nuclear de los factores de
poliadenilacion y su actividad. Previamente se ha reportado para la proteina Myb3
(un factor de transcripcion que se ha reportado favorece la expresion del gen ap65-
1 en la condicion de alto hierro) que su importe nuclear esta regulado positivamente
por hierro a través de la activacion de protein cinasas y otras proteinas que
favorecen la fosforilacion y ubiquitinacién de Myb3, lo cual acelera su importe hacia

el nucleo en la condicién de alto hierro (Hsu y col., 2014).

Asimismo, se realiz6 un analisis protedmico de extractos nucleares de
parasitos crecidos en condiciones de RH y AH con la idea de enriquecer los
componentes nucleares e identificar los componentes de la maquinaria de

poliadenilacién en el aislado (CNCD147) que se trabaja en el laboratorio.
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El resultado encontrado nos muestra composiciones cambiantes de las
proteinas que se encuentran en la fraccion nuclear en ambas condiciones de hierro.
Sobre todo, se observo un incremento en las proteinas metabdlicas translocadas a
ndcleo en la condicion de alto hierro, asi como de las proteinas de citoesqueleto.
Sin embargo, las proteinas que componen a la maquinaria de poliadenilacion no se
identificaron en este andlisis protedémico. Esto puede ser debido a que se tenga una
escasa cantidad de estos componentes, aun teniendo un concentrado de proteinas
nucleares, pero que se puede ver enmascarado por las proteinas mas abundantes
gue residen en nucleo, o las que se importan temporalmente dependiendo de la
condicion de hierro. Esto es consistente con la informacion reportada en los
proteomas de extractos de trofozoitos y pseudoquites (Dias-Lopes y col., 2018),
donde si se logré identificar a los componentes de la maquinaria de poliadenilacion.
También reportan que las cantidades encontradas de estos componentes estan en
el orden de femtogramos, indicando que son de las proteinas menos abundantes.
A pesar de esto, su funcién en la poliadenilacion est4 presente aiun en esas

concentraciones tan bajas.

De esta manera se podria explicar este tipo de regulacion posttranscripcional
mediada por hierro, la cual es un proceso multifactorial, que esta dada posiblemente
por la concentracién de los componentes de la maquinaria de poliadenilacion, su
importe al ndcleo, su afinidad por las sefiales de poliadenilacion y la fuerza de las
propias sefiales de poliadenilacion para reclutar a los componentes de la maquinaria

de poliadenilacion.
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Sin embargo, se deberan realizar més estudios para conocer a profundidad
la naturaleza de las sefiales de poliadenilacién encontradas y el rol que puedan
jugar en la seleccidén de sitios alternativos de poliadenilacién, asi como el papel
particular de cada uno de los candidatos encontrados en este estudio, la regulacién
por hierro a nivel de proteina de la maquinaria de poliadenilacion y el mecanismo

de importe nuclear y si este se ve favorecido también por hierro.
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10. SUMARIO

T. vaginalis es un protozoario parasito del tracto genitourinario masculino y
femenino, en el que se enfrenta a condiciones cambiantes como las
concentraciones de hierro durante el ciclo menstrual, ademas de otros factores del
microambiente vaginal como microbiota, respuesta inmune, etc. (Figueroa-Anguloy
col., 2012). El cambio en las concentraciones de hierro promueve la modulacion de
los factores de virulencia. Uno de estos factores es TvCP2, una cisteina proteinasa
de tipo catepsina L regulada negativamente por hierro que participa en la
citotoxicidad a monocapas de células HelLa. Los resultados del presente trabajo
muestran que la citotoxicidad es mediada por la induccion de apoptosis a células
HelLa. Estos resultados muestran la relevancia biol6gica para el parasito de la
condicion de restriccion de hierro, ya que la regulacion negativa por hierro de tvcp2
se da través de un mecanismo de regulacion a nivel posttranscripcional de
poliadenilacion alternativa, debido a que nuestros resultados muestran la presencia
de dos sefales de poliadenilacion en el extremo 3"-UTR-tvcp2 las cuales son
funcionales de manera alterna dependiente de las concentraciones de hierro que
favorece el incremento en la traduccion de TvCP2 y su consecuente incremento en

la patogenia de T. vaginalis en RH (Figura 38).
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11. CONCLUSION

La cisteina proteinasa TvCP2 se regula negativamente por hierro a través de
un mecanismo de poliadenilacion alternativa que favorece un incremento en los
niveles de traduccién de TvCP2 y su consecuente incremento en la citotoxicidad a
monocapas de células HelLa, mediada por la induccion de apoptosis en RH. Sin
embargo, no se descarta que la estructura tallo-burbuja encontrada en el 3"-UTR-
tvcp2 también participe en la regulaciéon de la expresion de tvcp2 y actie de manera
coordinada con la poliadenilacién alternativa contribuyendo en la estabilidad del
transcrito de tvcp2 en RH. Asimismo, se describen los componentes de la
maquinaria de poliadenilacién y su regulacion positiva por hierro a nivel de transcrito

de la mayoria de éstos.
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12. Modelo del funcionamiento de la maquinaria de poliadenilacion de T.
vaginalis en bajo y alto hierro
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Figura 38. Modelo del funcionamiento hipotético de la maquinaria de poliadenilacion de T.
vaginalis en el procesamiento del mRNA tvcp2 en condiciones de RHy AH y su participacién
en la patogenia del parasito. La funcién de la maquinaria de poliadenilacién puede estar regulada
por hierro a nivel cantidad de proteina lo cual en la condicion de restriccion de hierro (A) permite que
se favorezca la seleccion de la segunda sefial de poliadenilacion debido a que tiene mayor afinidad
por esta (mayor similitud a la secuencia consenso hexamérica en eucariontes superiores) y afiade
la cola de poli (A) en el segundo sitio de corte. Mientras que en la condicion de AH (B) aumenta la
concentracion de todos los factores de poliadenilacién lo cual favorece la unién a la primera sefal
de poliadenilacion “mas débil” haciendo que ahora la maquinaria se acople en la primera sefial de
poliadenilacién y afiada la cola de poli (A) en el primer sitio de corte. El producto final son regiones
3-UTR mas largas en la condicion de restriccién de hierro respecto a las de alto hierro. C) Modelo
de funcionamiento del mecanismo de poliadenilacion alternativa y su participacion en la patogenia
del parasito a células HeLa. En AH se reconoce la primera sefial de poliadenilacion, se madura el
MRNA y este se exporta del ntcleo. Tiene una vida media disminuida y esta menos tiempo disponible
para ser traducido, lo cual resulta en una menor cantidad de TvCP2 citoplasmica y una menor
citotoxicidad del parasito a la monocapa de células HeLa. En RH se reconoce la segunda sefial de
poliadenilacién, se madura el mMRNA y se exporta del nlcleo. Tiene una vida media incrementada y
esta mas tiempo disponible para ser traducido, lo cual resulta en una mayor cantidad de TvCP2
citoplasmica y una mayor citotoxicidad del parasito a la monocapa de células HelLa. Modelo creado

con BioRender.com
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13. PERSPECTIVAS

1) Estudiar el mecanismo de induccion de apoptosis a células HeLa mediada

por TvCP2.

2) Caracterizar las proteinas integrantes de la maquinaria de poliadenilacion
de T. vaginalis para determinar su participacion en la regulacion de la expresion de

tvcp2, asi como de otros factores de virulencia del parasito mediada por hierro.

3) Determinar el(los) componente(s) de la maquinaria de poliadenilacién de
T. vaginalis que son criticos para que se lleve a cabo la poliadenilacion alternativa

dependiente de hierro en el parésito.

4) Estudiar la posible participacion del mecanismo de poliadenilacion
alternativa como un mecanismo de regulacion de la expresion de otros factores de
virulencia en parasitos crecidos en condiciones de restriccion de nutrientes tales

como glucosa.

5) Analizar la participacion de proteinas que favorezcan el importe nuclear
para la translocacion de los componentes de la maquinaria de poliadenilacion en

respuesta a hierro.

6) Estudiar la funcionalidad y posible participacion de la estructura tallo-
burbuja tipo IRE atipica encontrada en el extremo 3"-UTR-tvcp2 en la regulacién de

la expresion de TvCP2 mediada por restriccion de hierro.
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Tabla 3. Componentes de la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis identificados en el genoma

Descripcion Tamafio Orientacién
(pb)
1 CPSF160 TVAG_077030 Proteina hipotética 3910 5°-3
2 CPSF160 TVAG_532720 Proteina similar a neurobeachina, putativa 6516 3-5
3 CPSF100 TVAG_380050 Kinectina, putativa 7500 5-3
4 CPSF73 TVAG_437970 Factor de poliadenilacién C-terminal del procesamiento 3"- del pre-mRNA, 2040 3-5
endonucleasa
5 CPSF73 TVAG_183200 Factor especifico de corte y poliadenilacion 1767 5-3
6 CPSF73  TVAG_363680 Factor terminal 2 C de corte y poliadenilacion 2103 5-3
7 CPSF30 TVAG 047060 Factor especifico de corte y poliadenilacion 501 5-3
8 CPSF30 TVAG_ 094550 Factor especifico de corte y poliadenilacion 501 5-3
9 PAPa TVAG 391250 Dominio central de poli (A) polimerasa 1404 3-5
10 PAPa TVAG 388620 Poli (A) polimerasa 1485 5-3
11 PAPa TVAG_ 127020 Poli (A) polimerasa, putativa 1670 3-5
12 PAPg TVAG 187910 tRNA-nuceotidil transferasa 1365 3-5
13 FIP1 TVAG_463950 FIP1 576 5-3
14 CstF77 TVAG_343030 Subunidad del factor estimulante de corte 77 kDa 1857 3-5
15 CstF64 TVAG_028060 Subunidad del factor estimulante de corte 64 kDa 1731 3-5
16 CstF50 TVAG_ 493960 Proteina con repetidos WD, putativa 1329 3-5
17 CstF50 TVAG 374220 Proteina con repetidos WD, putativa 1290 5-3
18 CstF50 TVAG 105750 Proteina con repetidos WD, putativa 1167 3-5
19 Clp1 TVAG_ 162880 Proteina Clp1 del complejo de corte Il de pre-mRNA 1188 5-3
20 Clpl TVAG 317830 Proteina hipotética 1197 5-3
21 Clp1 TVAG 248940 Factor ia de la subunidad Clp1 de corte y poliadenilacion, putativa 1344 3-5
22 Pcf11 TVAG_ 198600 Subunidad catalitica alfa DNA polimerasa, putativa 3658 5-3
23 Pfs2 TVAG 121040 Proteina con repetidos WD, putativa 1497 5-3
24 Pfs2 TVAG 002920 Proteina con repetidos WD, putativa 1401 3-5
25 Pfs2 TVAG_ 105750 Proteina con repetidos WD, putativa 1167 3-5
26 Mpel TVAG_ 196880 BAS1, putativa 659 5-3
27 Mpel TVAG 265310 Proteina hipotética 1608 5-3
28 PC4/Subll TVAG 255210 Coactivador transcripcional kelp de la RNA polimerasa I, putativa 338 5-3
29 PC4/Subll TVAG_403840 Proteina hipotética 5493 5-3
30 Ssu72 TVAG_229140 Proteina spac3g9.04, putativa 615 3-5
31 CFIm25 TVAG_475950 Factor de corte im de pre-mRNA, subunidad de 25 kDa, putativa 576 3-5
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Tabla 4. Componentes de la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis identificados a nivel de transcrito

Descripcion Tamafio ESTs
1 CPSF160 TVAG_077030 Proteina hipotética 3910 1
2 CPSF160 TVAG_532720 Proteina similar a neurobeachina, putativa 6516 0
3 CPSF100 TVAG_380050 Kinectina, putativa 7500 2
4 CPSF73 TVAG_437970 Factor de poliadenilacion C-terminal del procesamiento 3'- del pre-mRNA, 2040 5
endonucleasa
5 PAPa TVAG_ 388620 Poli (A) polimerasa 1485 1
6 PAPa TVAG 127020 Poli (A) polimerasa, putativa 1670 2
7 CstF77 TVAG_ 343030 Subunidad del factor estimulante de corte 77 kDa 1857 1
8 CstF64 TVAG 028060 Subunidad del factor estimulante de corte 64 kDa 1731 4
9 CstF50 TVAG_ 493960 Proteina con repetidos WD, putativa 1329 5
10 Clp1 TVAG 162880 Proteina Clpl del complejo de corte Il de pre-mRNA 1188 1
11 Clp1 TVAG 317830 Proteina hipotética 1197 3
12 Pcfll TVAG 198600 Subunidad catalitica alfa DNA polimerasa, putativa 3658 4
13 Pfs2 TVAG 121040 Proteina con repetidos WD, putativa 1497 5
14 Pfs2 TVAG 002920 Proteina con repetidos WD, putativa 1401 1
15 PC4/Subll TVAG_ 255210 Coactivador transcripcional kelp de la RNA polimerasa I, putativa 338 3
16 PC4/Subll TVAG_403840 Proteina hipotética 5493 8
17 Ssu72 TVAG 229140 Proteina spac3g9.04, putativa 615 02
18 CFIm25 TVAG_475950 Factor de corte im de pre-mRNA, subunidad de 25 kDa, putativa 576 2

aTranscritos identificados en el transcriptoma de bajo y alto hierro (Horvathovay col., 2007).
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Tabla 5. Componentes de la maquinaria de poliadenilacién de T. vaginalis identificados a nivel de proteina

Nombre Descripcion Cuantificacion
a

1 CPSF160 @ TVAG 077030 Proteina hipotética 1297 160 5.4 0.044 0.114
2 CPSF160 TVAG_532720 Proteina similar a neurobeachina, putativa 2172 160 5.2 0.080 0.211
3 CPSF73  TVAG_ 437970 Factor de poliadenilacion C-terminal del procesamiento 3'- 679 73 5.8 0.021 0.012
del pre-mRNA, endonucleasa
4 CPSF73  TVAG 363680 Factor terminal 2 C de corte y poliadenilacién 700 73 5.2 0.017 0.148
5 CPSF30  TVAG 047060 Factor especifico de corte y poliadenilacion 166 30 7.4 0 0.038
6 PAPa TVAG_ 388620 Poli (A) polimerasa 494 55 7.3 0.098 0.206
7 PAPa TVAG 127020 Poli (A) polimerasa, putativa 508 56 8.3 0.135 0.109
8 PAPa TVAG 187910 Poli (A) polimerasa, putativa 454 53 7.5 3.477 0.208
8 CstF77 TVAG 343030 Subunidad del factor estimulante de corte 77 kDa 614 77 6.0 0.052 0.471
9 CstF64 TVAG_ 028060 Subunidad del factor estimulante de corte 64 kDa 576 64 5.6 0.040 0.044
10 CstF50 TVAG 493960 Proteina con repetidos WD, putativa 433 50 5.5 0.433 0.470
11 CstF50 TVAG 374220 Proteina con repetidos WD, putativa 429 49 5.8 0.012 0.025
12 Clp1 TVAG 162880 Proteina Clpl del complejo de corte Il de pre-mRNA 395 40 5.2 0.259 0.511
13 Clp1 TVAG 317830 Proteina hipotética 398 41 6.8 0.207 1.043
14 Pfs2 TVAG 121040 Proteina con repetidos WD, putativa 498 52 5.5 0.062 0.032
15 Pfs2 TVAG_ 002920 Proteina con repetidos WD, putativa 466 50 6.9 0.303 0.167
16 PC4/Subll TVAG_255210 Coactivador transcripcional kelp de la RNA polimerasa I, 96 11 5.0 1.251 4.586
putativa
17 Ssu72 TVAG 229140 Proteina spac3g9.04, putativa 204 25.3 5.3 0.113 0
18 CFIm25 TVAG_475950 Factor de corte im de pre-mRNA, subunidad de 25 kDa, 191 25 6.0 0.150 0.341
putativa

aDatos de cuantificacion obtenidos de los datos de proteGmica reportados en los estadios de trofozoito y
pseudoquiste (estadios inducidos por alto hierro y restriccion de hierro) (Dias-Lopes y col., 2018)
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Tabla 6. Proteinas del extracto nuclear de parasitos cultivados en restriccion de hierro identificadas por

espectrometria de masas.

Gen No. Acceso
TVAG_164550 A2E1Z6
TVAG_064640 A2DYM3
TVAG_131210 A2DBB7
TVAG_106800 A2DIM3
TVAG_140290 A2DNC1
TVAG_054130 A2EMI2
TVAG_155060 A2DIZ2
TVAG_005910 A2E6Z8
TVAG_347250 A2FSH1
TVAG_348090 A2DSVO0
TVAG_246200 A2E4S6
TVAG_437020 A2DFFO
TVAG_020040 A2D919
TVAG_313290 A2G5E4
TVAG_231250 A2F2S5
TVAG_198680 A2DDQ3
TVAG_066030 A2E1L5
TVAG_054500 A2DDT1
TVAG_470330 A2G442
TVAG_ 117480 Q76KS8
TVAG_306190 A2DNBO
TVAG_119330 A2D780
TVAG_020480 A2DTRS8
TVAG_482430 A2EBQ2
TVAG_ 143030 A2G5X6
TVAG_071920 A2D895
TVAG_ 199240 A2DDV9
TVAG_199100 A2DDU5
TVAG 074480 A2DCH7
TVAG_423320 A2DTHO

a) Proteinas asignadas clasificadas con base en su funcién

Descripcion

Proteina ribosomal, putativa
Proteina ribosomal L5
Proteina ribosomal S4, 40S
Proteina ribosomal S3, putativa
Proteina ribosomal L27e, putativa
Proteina ribosomal L7-2, putativa
Proteina ribosomal L12, 60S
Proteina ribosomal L8, putativa
Proteina ribosomal L18a, 60S
Proteina ribosomal S3Ae, putativa
Proteina ribosomal S5-B, 40S
Proteina ribosomal, putativa
Proteina ribosomal S16, putativa
Proteina ribosomal L32, putativa
Proteina ribosomal L21e, putativa
Proteina ribosomal S7, 40S
Proteina ribosomal, S8, 40S
Proteina ribosomal L6, putativa
Proteina ribosomal L32, putativa
Proteina ribosomal S14
Proteina ribosomal SA, 40S
Proteina ribosomal L21e, putativa
Proteina ribosomal S13p/S18e, putativa
Proteina ribosomal L18, 60S, putativa
Proteina ribosomal S7, 40S
Proteina ribosomal S23, 40S
Proteina ribosomal S19e, putativa
Proteina ribosomal S7, 40S
Proteina ribosomal L10a
Proteina ribosomal L13e, putativa

aa

370
308
255
216
139
239
160
251
176
247
193
209
140
132
159
167
197
197
133
159
256
159
155
186
168
144
148
186
215
189

MW
(kDa)
40.3
34.8
28.6
24.4
15.9
26.9
17.2
26.9
19.8
28.1
21.6
23.7
15.6
15.3
17.9
18.6
22.1
22.9
15.3
16.6
28.5
17.9
17.5
21.1
18.7
15.6
16.5
20.8
24.3
21.8

pl

9.98
9.92
9.91
9.99
9.99
9.80
9.74
10.49
9.83
9.45
9.14
10.24
9.91
10.81
11.02
9.55
10.33
8.18
10.68
10.30
5.17
11.34
11.28
10.45
9.55
11.22
10.14
9.52
10.13
10.59
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TVAG_148950
TVAG_067370
TVAG_094720
TVAG_417810
TVAG_199270
TVAG_083260
TVAG_263760
TVAG_033590
TVAG_192910
TVAG_426320
TVAG_159370
TVAG_006170
TVAG_040820
TVAG_110530
TVAG_044560
TVAG_272960
TVAG_013870
TVAG_055940
TVAG_006250
TVAG_101690
TVAG_026460
TVAG_066760
TVAG_246730
TVAG_224750
TVAG_158830
TVAG_262730
TVAG_038050
TVAG_020530
TVAG_015800
TVAG_353280
TVAG_407240
TVAG_076410
TVAG_120980
TVAG_298270
TVAG_050420
TVAG_264670

A2ECR7
A2DSF3
A2FWA1
A2EDA1
A2DDW?2
A2DM53
A2EPO3
A2DEJ9
A2DHO5
A2DYP9
A2F592
A2D8G1
A2DPS3
A2DGQ4
A2E7LS
A2FOH5
A2DDE2
A2DVDS8
A2DLW4
A2DJQ1
A2DZ49
A2D9L2
A2DKL2
A2DW98
A2EBR2
A2FS39
A2DCS2
A2EXW?7
A2DP51
A2EN51
A2F421
A2DINS
A2D7P3
A2ET18
A2DIN4
A2DAAO

Proteina ribosomal L15
Proteina ribosomal L35a, putativa
Proteina ribosomal L34e, putativa
Proteina ribosomal L34e, putativa
Proteina ribosomal L7Ae, putativa
Proteina ribosomal L22, putativa

Proteina ribosomal L18a, 60S
Proteina ribosomal S6, 40S
Proteina ribosomal L30, 60S

Proteina ribosomal L18, putativa
Proteina ribosomal L30p/L7e, putativa
Proteina ribosomal L19-3, putativa
Proteina ribosomal S17-B, 40S, putativa
Proteina ribosomal S10p/S20e, putativa
Proteina ribosomal L11, putativa
Proteina ribosomal S24e, putativa
Proteina ribosomal L29, putativa
Proteina ribosomal S19, putativa
Proteina ribosomal S15a
Proteina ribosomal L24e, putativa
Proteina ribosomal L14, putativa
Proteina ribosomal S13, 40S
Proteina ribosomal L38e, putativa
Proteina ribosomal L23, putativa
Proteina ribosomal L29, putativa
Proteina ribosomal L14, putativa
Proteina ribosomal L24, putative
Proteina ribosomal L36e, putativa
Proteina ribosomal L23, putativa
Proteina ribosomal S19e, putativa
Proteina ribosomal, putativa
Proteina ribosomal L31e, putativa
Proteina ribosomal L7Ae, putativa
Proteina ribosomal L31e, putativa

Proteina ribosomal L39, 60S

Proteina ribosomal S30, 40S

204
102
116
116
244
164
176
216
112
186
239
178
129
122
169
140
124
144
130
113
128
151
74
140
124
128
138
91
140
148
209
110
124
110
51
62

24.3
11.6
13.3
13.3
27.5
18.5
19.8
24.5
12.2
21.2
26.8
21.0
14.9
13.8
19.3
16.0
14.3
16.2
14.6
13.2
14.7
17.0
8.5
15.6
14.3
14.6
15.7
10.9
14.8
16.4
24.0
12.4
134
12.4
6.3
6.9

11.24
10.20
10.58
10.58
9.52
9.92
9.83
10.37
9.07
10.30
9.64
11.74
10.40
9.58
10.14
10.61
10.39
10.18
9.77
10.89
9.50
10.40
9.70
10.21
10.39
9.58
10.46
10.15
10.68
10.10
10.45
9.85
8.92
9.80
12.60
11.66
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TVAG_402510
TVAG_040120
TVAG_498400

Gen

TVAG_267870
TVAG_412220
TVAG_183500
TVAG_144730
TVAG_165340
TVAG_254890
TVAG_146910
TVAG_475220
TVAG_036010
TVAG_462920
TVAG_391760
TVAG_182620
TVAG_257780
TVAG_293770
TVAG_464170
TVAG_263740
TVAG_094630
TVAG_310050
TVAG_358110
TVAG_329460
TVAG_073860
TVAG_496160
TVAG_133030
TVAG_304500
TVAG_157940
TVAG_268050
TVAG_265760
TVAG_064490

A2DI07
A2DST7
A2E828

No. Acceso
Q27090
A2DLD6
A2F1M8
A2D987
A2FVK7
P53400
A2EXN1
A2DHT2
A2EM29
Q6XKE2
Q9GTP2
A2DMO03
A2DFT9
A2D900
A2F4F9
A2FKA7
A2F592
A2EPO1
A2DBT5
A2EKS1
A2ELB9
QINDF8
A2EEC2
A2FR66
Q5S7TO0
A2F2N5
A2FBC9
A2DLF4
A2F2H3
A2EHCA4

Proteina ribosomal acida, 60S
Proteina ribosomal S26, 40S
Proteina que contiene el dominio Brix

Descripcion
Proproteina de la subunidad B de la enzima malica hidrogenosomal
Subunidad A de la malato deshidrogenasa
Subunidad A de la malato deshidrogenasa
Subunidad beta de la succinato-CoA ligasa, mitocondrial
Subunidad beta de la succinato-CoA ligasa, mitocondrial
Subunidad alfa-2 de la succinato-CoA ligasa, mitocondrial
Piruvato:ferredoxin oxidorreductasa E
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Oxigeno reductasa hidrogenosomal
Hidrogenasa dependiente de hierro de 64 kDa, putativa, fragmento
Proteina de la familia de las fosfofructocinasas
Proteina de la familia de las fosfofructocinasas
Proteina TvhydB, putativa
Proteina de ensamblaje hierro-hidrogenasa
Proteina de la familia de las fosfofructocinasas
Enolasa 4, putativa
Proteina de la familia de las enolasas
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Proteina TvhydB, putativa
Proteina de la familia de las enolasas
Enolasa 3, fragmento
Piruvato fosfato dicinasa
Proteina de la familia de las fosfofructocinasas
NADH deshidrogenasa hidrogenosomal de 51 kDa
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Proteina de la familia 4-alfa glucanotransferasa
Fosfoglicerato cinasa
Proteina de la familia de union FAD/FMN, oxidorreductasa
Rubreritrina

105
118
275

aa
567
567
566
409
409
309
1157
361
361
417
589
324
323
470
517
326
493
483
712
404
483
331
917
324
429
316
932
419
356
191

11.0
13.8
31.9

MW (kDa)

63.2
63.1
62.9
43.8
43.8
32.6
128.0
39.2
39.2
46.4
64.8
24.5
34.7
50.8
58.6
34.6
53.3
53.2
81.2
44.7
52.5
35.9
101.0
35.2
46.7
34.8
109
45.3
39.7
21.3

4.32
10.55
8.69

pl
6.92
7.96
7.96
7.78
7.44
9.44
8.09
7.84
8.03
7.85
7.71
8.16
8.41
8.97
8.69
8.10
6.73
5.63
8.05
9.17
5.91
5.87
6.11
7.18
8.09
5.33
6.13
7.06
8.68
7.99
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|

Gen

TVAG_380910
TVAG_2830220
TVAG_239580
TVAG_379780

TVAG_208470
TVAG_435990
TVAG_072140
TVAG_036210
TVAG_020030
TVAG_226360

Gen
TVAG_337240
TVAG_512800

TVAG_008680
TVAG_190450
TVAG_312170
TVAG_120180
TVAG_497260
TVAG_015940
TVAG_006480
TVAG_354020
TVAG_239310

No. Acceso

097108
A2FUH8
A2DEK5
A2DGI5
A2E7KS3

A2F347
A2FB71
A2D8B8
A2DAU3
A2EPZ2
A2ER70

No. Acceso

P90623
A2HNG1
Q27120
Q964E6
A2DC16
A2DKH3
A2ED60
A2D7G4
A2EGWS
A2DP64
A2E755
A2FH22
A2DGG1

Descripcion

Factor de elongacién 1-alfa, fragmento
Factor de inicio de la traduccién eucaridtico, putativo
Factor de inicio de la traduccion eucariotico 5A
Proteina que contiene dominio de unién a GTP/Factor de elongacién Tu
Proteina de la familia de la subunidad alfa del factor de inicio de la
traduccion eucariotico 2
Proteina de la familia de la treonil-tRNA sintetasa

Subunidad beta del complejo de asociacién a polipéptidos nacientes
Subunidad beta del complejo de asociacién a polipéptidos nacientes

Proteina que contiene el dominio NAC

Factor eucarittico de liberacion 1, putativo
Proteina de la familia IF2B/IF5

CITOESQUELETO Y ASOCIADAS
Descripcion
Actina
Actina, fragmento
Actina, fragmento
Cadena alfa de tubulina, fragmento
Cadena beta de tubulina
Alfa actinina, putativa
Cadena ligera de la dineina
Proteina que contiene dominio de plectina/S10
Cadena pesada de la dineina
RIB72
Cadena pesada de la dineina
Proteina de la familia de actina
Actinina, putativa

aa

422
410
167
684
306

709
138
137
167
438
405

aa

376
360
367
430
447
931
90
141
4493
182
4660
390
1129

MW

(kDa)
46.6
46.0
18.4
76.4
34.1

81.6
151
14.9
18.4
49.5
46.2

MW (kDa)
41.8
40.2
40.8
47.7
49.9
106.2
10.4
16.2
512.3
20.8
529.9
44.1
127.8

pl

8.63
6.32
5.16
5.55
4.96

6.70
8.05
8.05
4.89
5.57
4.96

pl
5.26
5.49
5.50
5.01
4.92
5.02
7.37
9.67
5.63
7.24
6.04
5.83
5.00
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TVAG_440130
TVAG_087140
TVAG 212110
TVAG_181970

Gen
TVAG_407250
TVAG_151920
TVAG_059360
TVAG_274750
TVAG_169060
TVAG_462940
TVAG_185080
TVAG_159730
TVAG_461080
TVAG_125340
TVAG_454380
TVAG_315190
TVAG_429360
TVAG_405380
TVAG_298130
TVAG_037530
TVAG_408160
TVAG_572140
TVAG_454380

Gen
TVAG_158990
TVAG_371220
TVAG_371980
TVAG_459140
TVAG_282140
TVAG_380100
TVAG_407130

A2FDL6
A2EN28
A2EIG7
A2F6X9

No. Acceso
A2F422
A2ELV7
A2ERL1
A2EB65
A2EWS4
Q4KXQ3
A2D8F3
Q4G2D2
A2DY82
A2F9K9
A2EU51
A2FDI8
A2F954
A2FYY9
A2ETO06
A2FCWO0
A2FX13
A2GGN6
A2FN11

No. Acceso

A2E6S8
A2FYE4
A2EOW9
A2E6B9
A2E9S9
A2DXES8
A2F410

Cadena pesada de la dineina
Subunidad de 34 kDa del complejo Arp2/3
Proteina de la familia Tctex-1
Proteina de la familia Tctex-1

SENALIZACION
Descripcion
Proteina asociada a la adenilil ciclasa
Subunidad beta de la proteina de union de nucleétido guanina
Proteina de la familia de repetidos similares a Armadillo/Beta catenina
Subunidad alfa de la proteina G, putativa
Homodlogo de Cdc42, putativa
Isoforma A de la proteina 14-3-3
Proteina nuclear de unién a GTP
Proteina de uniéon a GTP pequeiia, putativa
Proteina nucleolar 1 de unién a GTP
Proteina que contiene dominios de unién a nucleétidos ciclicos
14-3-3
Proteina cinasa de la familia CAMK
Subunidad beta de la proteina de union de nucleétido guanina
Proteina de la familia de las enzimas de unién a AMP
Proteina de la familia mano EF
Proteina de la familia mano EF
Proteina de unién a GTP pequefia, putativa
Proteina de resistencia a multidrogas, putativa
Proteina que contiene el dominio TUDOR

PROCESAMIENTO DE RNA
Descripcion
Proteina de unién a RNA, putativa (posible proteina de unién a poli (A))
Proteina de unién a poli (A), putativa

Proteina que contiene dominio de unién a SnoRNA

Proteina que contiene dominio de unién a SnoRNA
Fibrilarina, putativa
Fibrilarina, putativa

Proteina similar a la pseudouridina sintasa

4506
307
109
108

aa
427
335
505
363
188
237
215
203
596
369
238
407
333
652
783
785
191
189
828

514.9
34.7
12.4
12.1

MW (kDa)

46.2
37.1
54.9
40.3
21.0
27.1
24.4
224
67.8
41.6
27.3
45.4
36.8
71.8
89.1
89.1
21.4
21.1
93.9

5.92
8.98
6.52
5.76

pl
6.90
6.68
7.06
5.26
6.39
5.19
7.49
5.71
9.01
8.65
4.86
8.56
6.98
6.49
6.93
6.70
4.96
5.02
6.99

aa
189
477
569
481
318
308
391

MW (kDa)
21.1
53.9
63.6
53.7
34.0
33.4
43.6

pl
10.30
8.25
6.95
6.55
9.89
9.61
9.17
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TVAG_236960 A2DCP6 Posible regulador de transcritos sin sentido, putativo 619 69.1 6.87

TVAG_227750 A2ERS7 Proteina de la familia res, enzima de restriccion tipo Ill, RNA helicasa 1961 222.9 7.44
Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
TVAG_402580 A2DI13 Proteina que contiene el dominio alfa ribonucleétido reductasa 614 68.6 6.83
TVAG_038880 A2E5KO0 DNA Topoisomerasa 2 1458 166.9 6.39
TVAG_209190 A2DVG1 Proteina helicasa de la familia DEAD/DEAH 478 53.2 5.74
TVAG_193230 A2DH37 Proteina helicasa de la familia DEAD/DEAH 541 60.0 7.34
TVAG_173590 A2EVI2 Proteina helicasa de la familia DEAD/DEAH 598 65.3 9.04
TVAG_235060 A2DPM5 Proteina cinasa atipica de la familia PIKK 2171 246.9 6.51
Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
TVAG_026390 A2DJ26 Histona H2B 129 14.1 9.85
TVAG_014920 Q27875 Histona H4 101 114 11.33
TVAG_014910 A2DGG3 Histona H3-1 138 155 11.25
TVAG_021440 A2DHC5 Histona H2A 139 15.2 10.36
TVAG_087830 A2G713 Histona H3-1 138 155 11.25
TVAG_002360 A2G7D4 Proteina de la familia linker de histonas H1 y H5 302 35.4 9.73
Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
-- P90622 Chaperonina 60, fragmento 544 57.8 6.37
TVAG_151220 A2EQB9 Proteina de choque térmico 70 citoplasmica 659 71.3 5.40
TVAG_066690 A2DS85 Subunidad delta 1 de la proteina del complejo T 536 57.8 6.11
TVAG_153560 A2EPR1 Proteina de choque térmico, putativa 720 83.6 5.02
-- Q94834 HSP70 mitocondrial 609 66.8 7.42
-- 076307 Proteina de choque térmico 70 de reticulo endoplasmico, fragmento 619 68.3 5.17
TVAG_305730 A2DN65 Proteina que contiene dominio DnaJ 416 46.7 7.39
TVAG_303600 A2DR42 Subunidad zeta de chaperonina CCTzeta 528 57.9 6.49
TVAG_381290 A2FKC5 Proteina de la famila HSP20/alfa cristalina 113 12.3 6.09
-- Q9GU10 Subunidad alfa-2 de chaperonina CCTalpha, fragmento 433 46.6 8.57
-- Q9GU07 Subunidad eta de chaperonina CCTeta 558 60.1 5.53
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Gen
TVAG_266380
TVAG_388670
TVAG_115420
TVAG_076170
TVAG_231160
TVAG_438030
TVAG_074870
TVAG_193070

No. Acceso
A2EPF2
A2DYJ9
A2F710
A2D9L4
A2F2R6
A2FCG4
A2E404
A2DH21

DEGRADACION DE PROTEINAS
Descripcion

Proteina de la familia repetidos ciclosoma/proteasoma

Proteina que contiene dominio PCI
Complejo endopeptidasa de proteosoma

Proteina que contiene dominio PCI

Proteina de la familia repetidos ciclosoma/proteasoma
Proteina que contiene dominio PCI

Proteasoma, putativa

Proteina que contine dominio PCI

aa
850
435
391
389
854
415
468
369

MW (kDa)
94.4
48.9
43.9
43.9
95.3
48.5
52.8
42.9

pl
5.49
5.03
7.62
5.76
5.19
6.57
5.31
5.91

Gen
TVAG_072120
TVAG_051820

TVAG_36627
TVAG_373190
TVAG_044240
TVAG_421580
TVAG_532880
TVAG_472690
TVAG_103850
TVAG_270990
TVAG_547230
TVAG_436840
TVAG_333150
TVAG_009720
TVAG_065750
TVAG_476310
TVAG_083310
TVAG_430250
TVAG_344080
TVAG_037710
TVAG_039020
TVAG_076100

No. Acceso
A2D8B6
A2FII9
A2DHS1
A2DZI2
A2EOQI2
A2FR45
A2GL34
QONI37
A2FU96
A2FJW4
A2EA6G8
A2GKQ5
A2DFD2
A2EHB1
A2ET48
A2ELX9
A2DA54
A2DM58
A2E351
A2E7M9
A2FCX8
A2E5L3
A2D9K7

Descripcion
Proteina que contiene el dominio C2
Proteina acarreadora mitocondrial
Coatomero subunidad beta
Proteina de la familia adaptina, region N-terminal
Subunidad alfa del complejo AP-2
Adaptina Mu, putativa
Proteina que contiene dominio VPS/Clatrina
Proteina hidrogenosomal de membrana 31
Subunidad beta del complejo AP
Proteina de la familia adaptina, region N-terminal
Proteina con repetidos WD, putativa
Proteina de la familia adaptina, region N-terminal
Proteina de la familia dinamina regién central
Proteina de la familia de la subunidad media del complejo adaptador
Subunidad gamma del complejo AP-1
Proteina de la superfamilia del facilitador mayor
Proteina de la familia de la subunidad media del complejo adaptador
Proteina de la familia adaptina, region N-terminal
Subunidad beta del complejo AP
Subunidad gamma del complejo AP-1
Proteina de la familia copina
Subunidad SRP72 de la particula de reconocimiento de sefiales
Proteina de poro nuclear

aa
290
401
900
808
1006
426
838
316
724
844
1157
849
597
436
778
486
407
690
715
739
547
590
759

MW (kDa)

33.3
44.6
100.7
90.1
111.6
48.9
94.9
34.6
80.7
96.4
128.7
93.8
66.1
48.7
85.6
53.7
45.5
76.2
80.5
81.4
60.2
66.3
84.8

pl
6.43
9.66
6.39
5.22

5.40

6.37
5.20
9.88
4.92
5.20
5.78
5.85
6.28
5.12
6.30
5.80
5.74
4.88
5.41
6.39
7.31
7.71
5.03
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TVAG_250050 A2DCK8 Proteina de poro nuclear 770 86.0 5.83

TVAG_038030 A2DXW1 Coatomero subunidad beta 857 97.7 5.12
Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
-- Q27102 Adhesina AP65-1 567 63.2 7.53
-- Q27102 Adhesina AP65-3 567 63.1 7.96
Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
TVAG_318870 A2EP65 Factor asociado a espermatogénesis, putativo 796 87.2 5.26
TVAG_006020 A2E6R2 Subunidad A ATPasa proton tipo V 347 40.0 5.03
TVAG_016670 A2ER05 ATPasa 1 tipo Obg 392 44.1 6.80
TVAG_453110 A2ES57 Adenositrifosfatasa, putativa 496 55.6 6.11
TVAG_038640 A2DY20 Proteina de familia ATPasa tipo V, subunidad D 246 27.9 8.03
Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
TVAG_212800 A2E2S0 Clan MG, familia M24, aminopeptidasa tipo P, metalopeptidasa 967 109.1 5.40
TVAG_159580 A2F5B3 Clan MP, familia M67, metalopeptidasa tipo Poh-1 300 33.5 6.70

SISTEMA ANTIOXIDANTE

Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
-- Q8IEV2 Tioredoxin peroxidasa 196 21.9 6.79
TVAG 055200 A2ETI8 Tiol peroxidasa 169 18.1 8.78
TVAG_455310 A2GAUS8 Triparedoxin peroxidasa 196 21.9 6.54
Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
TVAG_261950 A2DUA7 Proteina de la familia de lectina con repetidos QXW 131 15.0 6.35
-- Q95WG9 Proteina tipo IscS/NifS 411 44.8 8.21
TVAG_366360 A2DHTO Proteina de la familia de lectina con repetidos QXW 246 28.4 8.35
-- Q8WR12 Proteina de cluster hibrido 514 56.8 8.00
TVAG_136660 A2DJES8 Nucleésido difosfatasa cinasa 389 44.3 5.07
TVAG_048780 A2FJD9 Proteina de la familia de lectina con repetidos QXW 237 27.5 9.19
TVAG_440180 A2FDM1 Subunidad A del complejo ribonucleoproteico H/ACA 177 18.1 10.37
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TVAG_030160
TVAG_468280
TVAG_067760
TVAG_300550
TVAG_492260
TVAG_377950
TVAG_123500

A2FVE3
A2EOR7
A2EMGO
A2EP35
A2G584
A2DAY6
A2FCS6

Proteina MGC78960, putativa
Proteina de la familia lectina con repetidos QXW
Proteina que contiene dominio MIFAG
Proteina rica en prolina
Proteina MGC84469
Proteina que contiene bromodominio
Proteina cinasa de la familia STE

605
229
724
367
595
322
461

65.6
26.4
83.5
41.7
68.1
36.9
50.7

6.93
9.11
5.34
8.40
6.16
7.14
7.47
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Gen

TVAG_164550
TVAG_131210
TVAG_106800
TVAG_140290
TVAG_054130
TVAG_155060
TVAG_005910
TVAG_347250
TVAG_348090
TVAG_437020
TVAG_020040
TVAG_231250
TVAG_198680
TVAG_054500
TVAG_470330
TVAG_306190
TVAG_119330
TVAG_020480
TVAG_143030
TVAG_071920
TVAG_074480
TVAG_148950
TVAG_067370
TVAG_417810
TVAG_199270
TVAG_083260
TVAG_263760
TVAG_033590
TVAG_192910
TVAG_426320

No. Acceso

A2E1Z6
A2DBB7
A2DIM3
A2DNC1
A2EMI2
A2DIZ2
A2E6Z8
A2FSH1
A2DSV0
A2DFFO
A2D919
A2F2S5
A2DDQ3
A2DDT1
A2G442
A2DNBO
A2D780
A2DTRS
A2G5X6
A2D895
A2DCH7
A2ECR7
A2DSF3
A2EDA1
A2DDW2
A2DM53
A2EPO3
A2DEJ9
A2DHO5
A2DYP9

Tabla 7. Proteinas del extracto nuclear de parasitos crecidos en alto hierro
masas. b) Proteinas asignadas clasificadas con base a su funcion

identificadas por espectrometria de

Descripcion aa

Proteina ribosomal, putativa 370
Proteina ribosomal S4, 40S 255
Proteina ribosomal S3, putativa 216
Proteina ribosomal L27e, putativa 139
Proteina ribosomal L7-2, putativa 239
Proteina ribosomal L12, 60S 160
Proteina ribosomal L8, putativa 251
Proteina ribosomal L18a, 60S 176
Proteina ribosomal S3Ae, putativa 247
Proteina ribosomal, putativa 209
Proteina ribosomal S16, putativa 140
Proteina ribosomal L21e, putativa 159
Proteina ribosomal S7, 40S 167
Proteina ribosomal L6, putativa 197
Proteina ribosomal L32, putativa 133
Proteina ribosomal SA, 40S 256
Proteina ribosomal L21e, putativa 159
Proteina ribosomal S13p/S18e, putativa 155
Proteina ribosomal S7, 40S 168
Proteina ribosomal S23, 40S 144
Proteina ribosomal L10a 215
Proteina ribosomal L15 204
Proteina ribosomal L35a, putativa 102
Proteina ribosomal L34e, putativa 116
Proteina ribosomal L7Ae, putativa 244
Proteina ribosomal L22, putativa 164
Proteina ribosomal L18a, 60S 176
Proteina ribosomal S6, 40S 216
Proteina ribosomal L30, 60S 112
Proteina ribosomal L18, putativa 186

MW
(kDa)
40.3
28.6
24.4
15.9
26.9
17.2
26.9
19.8
28.1
23.7
15.6
17.9
18.6
22.9
15.3
28.5
17.9
17.5
18.7
15.6
24.3
24.3
11.6
13.3
27.5
18.5
19.8
24.5
12.2
21.2

pl

9.98
9.91
9.99
9.99
9.80
9.74
10.49
9.83
9.45
10.24
9.91
11.02
9.55
8.18
10.68
5.17
11.34
11.28
9.55
11.22
10.13
11.24
10.20
10.58
9.52
9.92
9.83
10.37
9.07
10.30
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TVAG_159370
TVAG_006170
TVAG_040820
TVAG_044560
TVAG_272960
TVAG_013870
TVAG_055940
TVAG_101690
TVAG_026460
TVAG_246730
TVAG_158830
TVAG_262730
TVAG_038050
TVAG_020530
TVAG_015800
TVAG_353280
TVAG_076410
TVAG_050420
TVAG_466650
TVAG_015780
TVAG_112230
TVAG_190280
TVAG_182520
TVAG_265930
TVAG_121100
TVAG_464120
TVAG_185880
TVAG_163900
TVAG_344700
TVAG_207570
TVAG_199380
TVAG_006250
TVAG_066760
TVAG_164700
TVAG_093600
TVAG_319220

A2F592
A2D8G1
A2DPS3
A2E7L8
A2FOH5
A2DDE2
A2DVDS8
A2DJQ1
A2DZ49
A2DKL2
A2EBR2
A2FS39
A2DCS2
A2EXW7
A2DP51
A2EN51
A2DINS
A2D9N4
A2FL91
A2DB09
A2G4E1
A2DKF7
A2D8Z0
A2F2J0
A2D7Q5
A2E264
A2D9IN1
A2DG67
A2FVM1
A2F2MO
A2DDX3
A2DLW4
A2D9L2
A2E211
A2DBI3
A2FUMS8

Proteina ribosomal L30p/L7e, putativa
Proteina ribosomal L19-3, putativa

Proteina ribosomal S17-B, 40S, putativa

Proteina ribosomal L11, putativa
Proteina ribosomal S24e, putativa
Proteina ribosomal L29, putativa
Proteina ribosomal S19, putativa
Proteina ribosomal L24e, putativa
Proteina ribosomal L14, putativa
Proteina ribosomal L38e, putativa
Proteina ribosomal L29, putativa
Proteina ribosomal L14, putativa
Proteina ribosomal L24, putative
Proteina ribosomal L36e, putativa
Proteina ribosomal L23, putativa
Proteina ribosomal S19e, putativa
Proteina ribosomal L31e, putativa
Proteina ribosomal L39, 60S
Proteina ribosomal L5
Proteina ribosomal L12, 60S
Proteina ribosomal L13e, putativa
Proteina ribosomal L13e, putativa
Proteina ribosomal L13, putativa
Proteina ribosomal L32, putativa
Proteina ribosomal L18, 60S
Proteina ribosomal S14, putativa
Proteina ribosomal L35Ae, putativa
Proteina ribosomal L6, 60S
Proteina &acida ribosomal PO, 60S
Proteina ribosomal S19e, putativa
Proteina ribosomal L13e, putativa
Proteina ribosomal S15a
Proteina ribosomal S13, 40S, putativa
Proteina ribosomal S15a, putativa
Proteina ribosomal L23, putativa
Proteina ribosomal S24e, putative

239
178
129
169
140
124
144
113
128
74
124
128
138
91
140
148
110
51
308
160
189
189
189
132
186
162
102
151
317
148
189
130
151
130
140
140

26.8
21.0
14.9
19.3
16.0
14.3
16.2
13.2
14.7
8.5
14.3
14.6
15.7
10.9
14.8
16.4
12.4
6.3
34.8
17.2
21.8
21.9
21.7
15.2
21.1
17.0
11.7
16.1
34.3
16.5
21.8
14.6
17.0
14.6
155
16.0

9.64
11.74
10.40
10.14
10.61
10.39
10.18
10.89

9.50

9.70
10.39

9.58
10.46
10.15
10.68
10.10

9.85
12.60

9.92

9.74
10.65
10.59
10.52
10.78
10.46
10.20
10.20

9.39

6.65
10.18
10.49

9.77
10.40

9.92
10.29
10.61
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TVAG_216440
TVAG_467320
TVAG_163180
TVAG_099510

Gen
TVAG_412220
TVAG_ 146910
TVAG_475220
TVAG_036010
TVAG_462920
TVAG_ 391760
TVAG_257780
TVAG 293770
TVAG_ 263740
TVAG_310050
TVAG_496160
TVAG_268050

TVAG_464170
TVAG_144730
TVAG_329460

TVAG_230580
TVAG_073860
TVAG_157940
TVAG_383940
TVAG_242960
TVAG_154680

A2ENX8
A2FQDS8
A2DFZ5
A2FXW1

No. Acceso
Q27090
A2F1M8
A2DHT2
A2EM29
Q6XKE2
Q9GTP2
A2DMO03
A2DFT9
A2F4F9
A2FKA7
A2EPO1
A2EKS1
A2FR66
A2DLF4
Q5S7T0
015567
A2E269
A2FVK7
Q6LC42
A2EBB4
Q4KY23
Q5EFD8
A2EDY6
A2EEC2
A2FBC9
A2F093
A2F855
A2F259

Proteina ribosomal L24e, putativa
Proteina que contiene dominio Brix
Proteina ribosomal S5, putativa
Proteina ribosomal L6, putativa

Descripcion
Proproteina de la subunidad B de la enzima malica hidrogenosomal
Subunidad A de la malato deshidrogenasa
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Oxigeno reductasa hidrogenosomal
Hidrogenasa dependiente de hierro de 64 kDa, putativa, fragmento
Proteina de la familia de las fosfofructocinasas
Proteina de la familia de las fosfofructocinasas
Proteina de ensamblaje hierro-hidrogenasa
Proteina de la familia de las fosfofructocinasas
Proteina de la familia de las enolasas
Proteina TvhydB, putativa
Proteina de la familia de las fosfofructocinasas
Fosfoglicerato cinasa
Cadena de hidrogenasa, putativa
Succinato-CoA ligasa, subunidad beta, fragmento
Enolasa 4, putativa
Subunidad beta de la succinato-CoA ligasa, mitocondrial
Subunidad beta de la succinato-CoA ligasa, fragmento
Enolasa 2, putativa
Piruvato:ferredoxin oxidorreductasa tipo A
Enolasa 3, putativa
Piruvato:ferredoxin oxidorreductasa Bl
Piruvato fosfato dicinasa
Proteina de la familia 4-alfa glucanotransferasa
Fosfoglicerato cinasa
Piruvato:ferredoxin oxidorreductasa BlI
Proteina de la familia 4-alfa glucanotransferasa

178
286
193
151

aa
567
566
361
361
417
589
324
323
517
326
483
404
324
419
429
405
493
409
403
472
1157
472
1157
917
932
419
1157
930

21.2
33.2
21.7
16.0

MW (kDa)
63.2
62.9
39.2
39.2
46.4
64.8
24.5
34.7
58.6
34.6
53.2
44.7
35.2
45.3
16.7
43.4
53.3
438
43.4
51.2
127.8
51.3
127.9
101.0
109.0
45.3
128.0
108.7

9.67
6.87
9.14
9.57

pl
6.92
7.96
7.84
8.03
7.85
7.71
8.16
8.41
8.69
8.10
5.63
9.17
7.18
7.06
8.09
8.03
6.73
7.44
7.01
6.02
7.97
6.19
7.97
6.11
6.13
7.28
7.93
6.02
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TVAG_222040
TVAG_043060
TVAG_300000
TVAG_437410

TVAG_228780
TVAG_253650
TVAG_348330
TVAG_361130
TVAG_310250
TVAG_214830
TVAG_204360
TVAG_171090
TVAG_139300
TVAG_258220
TVAG_226870
TVAG_113710
TVAG_493290
TVAG_241160
TVAG_491670
TVAG_328940
TVAG_061930

TVAG_272880
TVAG_268020
TVAG_205910

TVAG_183300
TVAG_276310
TVAg_206500
TVAG_381690
TVAG_117360
TVAG_415140

A2E3F9
A2F6S0
A2FAF3
A2DFI7
015568
A2DJ40
Q2PCA5
A2DMN2
A2DSX4
A2FNFO
P53400
A2EKU1
A2DK87
A2FJ30
A2FIPS
A2E4A4
A2E926
A2FCD1
A2DNM4
A2F2D7
A2F6B9
A2EAJS
A2EW36
A2E7V8
Q27096
Q5FZz8
A2F0G8
A2DLF1
A2FW50

A2D968
A2ECR2
AE1N5
A2FZ56
A2E3S6
A2FAJ7

Proteina de la familia 4-alfa glucanotransferasa
Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa
Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa, putativa
Piruvato fosfato dicinasa
Subunidad alfa de la succinato-CoA ligasa, mitocondrial
Alcohol deshidrogenasa
Flavoproteina tipo A, fragmento
Malato deshidrogenasa
Alfa-1,4-glucan fosforilasa
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Subunidad alfa-2 de la succinato-CoA ligasa, mitocondrial
Fosfoenolpiruvato carboxicinasa, putativa
Proteina de la familia uridina cinasa/fosforibulocinasa
Malato deshidrogenasa, putativa
L-lactato deshidrogenasa
Fosfoenolpiruvato carboxicinasa
Proteina de la familia glicosiltransferasa, grupo 1
Proteina de la familia 4-alfa-glucanotransferasa
Fosfoglicerato mutasa
Proteina de la familia piridoxal cinasa
Enzima malica
Enzima malica
Proteina de la familia alcohol deshidrogenasa, contenedora de hierro
Glucosa-6-fosfato isomerasa
TvhydB
Triacilglicerol lipasa
Proteina de la familia de oxidorreductasa que unen FAD/FMN
Aspartato aminotransferasa
Proteina de la familia dominio | alfa/beta/alfa de
fosfoglucomutasa/fosfomanomutasa
Proteina de la familia aminotransferasa clase V
Enzima 11B 1,4.alfa-glucano, putativa
Proteina de cluster hibrido
AT5g28840/F7P1_20, putativo
Proteina de la familia hidrolasa tipo haloacido deshalogenasa
Proteina que contiene el dominio catalitico de la glutamina sintetasa

930
328
328
917
309
365
852
332
944
350
309
600
520
322
334
599
1572
1035
251
290
398
398
395
542
449
298
380
398
586

371
671
542
357
223
698

108.6
36.2
36.2

101.0
32.4
39.1
92.7
35.7

106.8
38.4
32.6
67.0
59.5
35.7
37.0
67.0

177.5

121.2
28.3
32.8
42.5
42.4
44.1
61.1
49.2
32.9
42.1

443.7
65.6

41.9
78.1
59.9
40.7
25.0
78.4

6.30
6.20
6.47
6.06
9.44
6.61
6.21
6.86
5.96
5.72
9.44
7.12
5.94
6.46
6.42
6.49
5.94
5.57
8.32
6.11
7.33
6.80
6.70
6.35
8.95
5.43
8.47
7.52
6.61

7.58
6.14
8.31
6.46
5.33
6.67
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TVAG_123810
TVAG_047210
TVAG_183850
TVAG_409990
TVAG_114530
TVAG_430670
TVAG_145700
TVAG_391870
TVAG_362020
TVAG_419720
TVAG_388630
TVAG_336310

Gen

TVAG_380910
TVAG_208470
TVAG_226360
TVAG_067400
TVAG_118970
TVAG_342610
TVAG_324610
TVAG_024690
TVAG_276400
TVAG_334040
TVAG_152430
TVAG_328570

015565
A2EMX3
Q5S7S9
A2FHI8
A2D9C2
A2E8G9
A2FAS2
A2E392
A2EFT9
A2DFV0
A2FRCO
A2EUI6
A2DYJ6
A2FIM6

No. Acceso

A2FUHS
A2F347
A2ER70
A2DSF6
A2FCD6
A2D744
A2EIM3
A2G8P4
A2FF46
Q5QGR5
A2ECS1
A2EIBO
A2F719
A2F4T2
Q5QGRO

Metionina gamma liasa
Proteina de la familia de enzimas de union a AMP

Subunidad de 24 kDa de la NADH deshidrogenasa hidrogenosomal

Deshidrogenasa especifica 2-hidroxiacido isomero-D
Proteina de la familia amidinotransferasa
Proteina de unién a oxisterol
UDP-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Proteina de la familia adenosina deaminasa
S-adenosilmetionina sintetasa
Proteina de la familia de cisteina sintetasa
Proteina de la familia treonina deshidratasa
Proteina de la familia aminotransferasa, clases | y Il
Proteina que contiene el dominio radical SAM
Proteina que contiene el dominio radical SAM

Descripcion

Factor de inicio de la traduccidn eucariotico, putativo
Proteina de la familia de la treonil-tRNA sintetasa
Proteina de la familia IF2B/IF5
Factor de elongacién alfa-1
Factor de inicio de la traduccién eucariotico 6
Proteina de la familia de la subunidad 2 del factor de iniciacion
Proteina de la familia histidil-tRNA sintetasa
Proteina que contiene el dominio de unién a anticodén DALR
Proteina de la familia isoleucil-tRNA sintetasa
Prolil-tRNA sintetasa, fragmento
Proteina de la familia cisteinil-tRNA sintetasa
Proteina de la familia leucil-tRNA sintetasa
Lisina-tRNA ligasa
Proteina que contiene dominio de unién a tRNA
Alanil-tRNA sintetasa, fragmento

398
648
201
322
415
394
470
732
384
299
418
414
386
377

aa

410
709
405
437
246
314
797
689
1069
506
660
1040
605
383
1003

43.1
71.4
21.9
35.7
46.0
45.5
51.8
81.9
42.1
32.8
45.2
46.3
43.9
43.1

MW
(kDa)
46.0
81.6
46.2
48.3
26.6
35.5
87.8
77.1
122.7
57.6
75.7
118.8
69.1
42.0
112.9

6.52
7.53
8.76
8.16
6.40
7.31
6.02
6.51
6.87
8.16
6.67
7.42
7.83
5.27

6.32
6.70
4.96
8.63
4.67
6.95
6.09
6.33
6.52
7.34
6.83
6.23
5.87
7.24
6.51
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Gen
TVAG 337240
TVAG 512800
TVAG_008680
TVAG_ 190450
TVAG 120180
TVAG_354020
TVAG 087140
TVAG_156680
TVAG_ 222320
TVAG_124870
TVAG_ 371880
TVAG_459130
TVAG_123140
TVAG_150940
TVAG_470160
TVAG_208990
TVAG_470230
TVAG_298300
TVAG_ 351310
TVAG_100620
TVAG_439840
TVAG_327050
TVAG_ 333620

No. Acceso
P90623
A2HNG1
Q964E6
A2DC16
A2DKH3
A2D7G4
A2FH22
A2EN28
X5FVA1L
A2FRUO
A2GONS8
A2EIJ3
A2EQ0V9
E5FCB3
A2E6B8
A2FH85
A2FMO06
A2FE23
A2DVE1
A2FE30
A2ET21
A2DZL5
A2ENN9
A2DFD2
A2FTQ7
A2F8R8

Descripcion
Actina
Actina, fragmento
Cadena alfa de tubulina, fragmento
Cadena beta de tubulina
Alfa actinina, putativa
Proteina que contiene dominio de plectina/S10
Proteina de la familia de actina
Subunidad de 34 kDa del complejo Arp2/3
Alfa actinina-3
Actinina, putativa
Coronina
Coronina
Proteina tipo actina 3
Factor de despolimerizacién de actina, putativo, fragmento
Profilina
Proteina de la familia de dominio central de dinamina
Proteina tipo tropomiosina de unién a actina/cofilina
Subunidad 4 del complejo de proteinas relacionadas a actina 2/3
Profilina
Subunidad alfa de la proteina capping de F-actina
Proteina de la familia de dominio central de dinamina
Fimbrina, putativa
Profilina
Proteina de la familia de dominio central de dinamina
Proteina con repetidos de ankirina
Proteina con repetidos WD, putativa

aa
376
360
430
447
931
141
390
307
1129
609
436
436
420
126
122
597
141
169
122
261
594
610
122
597
720
592

MW (kDay)
41.8
40.2
47.7
49.9
106.2
16.2
44.1
34.7
127.7
69.0
48.4
48.1
46.6
14.5
13.2
67.5
15.8
19.6
13.2
29.1
67.3
67.8
13.1
66.1
80.9
64.5

pl
5.26
5.49
5.01
4.92
5.02
9.67
5.83
8.98
4.97
5.00
5.81
6.46
6.47
5.24
8.27
6.09
5.86
9.38
8.25
5.58
6.21
5.35
7.83
6.28
6.20
6.74
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Gen
TVAG_407250
TVAG_169060
TVAG_462940
TVAG_185080
TVAG_159730
TVAG_ 461080
TVAG_ 315190
TVAG_ 429360
TVAG_405380
TVAG_ 408160
TVAG_ 099490
TVAG_351500
TVAG_340550
TVAG_069460
TVAG_072700
TVAG_ 253760
TVAG_ 022370
TVAG_179660
TVAG_035370
TVAG_331490
TVAG_251260
TVAG_462480
TVAG_158470
TVAG_312450
TVAG_008850
TVAG_495400
TVAG_205390
TVAG_133120

No. Acceso
A2F422
A2EWS4
Q4KXQ3
A2D8F3
Q4G2D2
A2DY82
A2FDI8
A2F954
A2FYY9
A2FX13

KADH
A2FXV9
Q4G2A2
A2EKGS
A2ELAO
A2FYU1
A2DMP3
A2GDD4
A2F448
A2DAL1
Q4G2C6
A2FUZ1
A2DLV9
A2FN11
A2EHQO
A2FGTO
A2DVI3
A2FFR8
A2EDI9

Descripcion
Proteina asociada a la adenilil ciclasa
Homologo de Cdc42, putativa
Isoforma A de la proteina 14-3-3
Proteina nuclear de unién a GTP
Proteina de unién a GTP pequenfia, putativa
Proteina nucleolar 1 de unién a GTP
Proteina cinasa de la familia CAMK
Subunidad beta de la proteina de union de nucleétido guanina
Proteina de la familia de las enzimas de unién a AMP
Proteina de union a GTP pequefia, putativa
Adenilato cinasa
Proteina de la familia ROK
Proteina RYL1 de unién a GTP tipo Ras
Proteina de la familia de enzimas de union a AMP
Proteina de la familia de enzimas de unién a AMP
Adenilato cinasa, putativa
Proteina de la familia Armadillo/ repetidos tipo beta catenina
Proteina que contiene dominio RhoGAP
Proteina de la familia adenilato cinasa
Proteina de la familia Ras
Proteina de la familia Ras
14-3-3
Racl, putativa
Proteina que contiene dominio Tudor
Proteina tipo SRP54, putativa
Proteina que contiene dominio PX
Proteina nucleolar de unién a GTP 2
Proteina pequefia de uniéon a GTP, putativa
Subunidad 3 de la GTPasa del factor de liberacion eucariético

aa
427
188
237
215
203
596
407
333
652
191
229
307
209
652
633
217
776
576
191
202
206
238
200
828
553
135
504
434
555

MW (kDa)
46.2
21.0
27.1
24.4
22.4
67.8
45.4
36.8
71.8
21.4
25.5
33.0
23.8
71.8
70.2
24.0
86.6
65.8
21.2
23.0
22.8
27.2
22.6
93.9
59.6
15.5
57.5
48.2
61.7

pl
6.90
6.39
5.19
7.49
5.71
9.01
8.56
6.98
6.49
4.96
8.91
7.15
8.46
6.67
6.79
7.44
5.35
4.94
8.02
6.29
8.41
4.84
5.00
6.99
7.75
5.20
8.51
9.28
7.46
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Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
TVAG_459140 A2E6B9 Proteina que contiene dominio de unién a SnoRNA 481 53.7 6.55
TVAG_282140 A2E9S9 Fibrilarina, putativa 318 34.0 9.89
TVAG_330710 A2FAN7 Posible regulador de transcritos sin sentido 814 91.7 8.53
TVAG_453810 A2DPV7 Proteina que contiene dominio Piwi 809 91.6 9.01
TVAG_179860 A2F468 RNA helicasa p47 dependiente de ATP 420 47.5 6.23

Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
TVAG_402580 A2DI13 Proteina que contiene el dominio alfa ribonucleétido reductasa 614 68.6 6.83
TVAG_038880 A2E5KO0 DNA Topoisomerasa 2 1458 166.9 6.39
TVAG_209190 A2DVG1 Proteina helicasa de la familia DEAD/DEAH 478 53.2 5.74
TVAG_060470 A2ECH6 Proteina que contiene el dominio N-terminal de la familia SNF2 1354 157.8 5.16

Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
TVAG 021440 A2DHC5 Histona H2A 139 15.2 10.36
TVAG_100580 A2ENN5 Histona H4 101 11.4 11.3

Gen No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl

-- P90622 Chaperonina 60, fragmento 544 57.8 6.37
TVAG_066690 A2DS85 Subunidad delta 1 de la proteina del complejo T 536 57.8 6.11
TVAG_153560 A2EPR1 Proteina de choque térmico, putativa 720 83.6 5.02

- Q94834 HSP70 mitocondrial 609 66.8 7.42

-- 076307 Proteina de choque térmico 70 de reticulo endoplasmico, fragmento 619 68.3 5.17
TVAG_303600 A2DRA42 Subunidad zeta de chaperonina CCTzeta 528 57.9 6.49

-- Q9GU07 Subunidad eta de chaperonina CCTeta 558 60.1 5.53
TVAG_ 163000 A2DFX7 Proteina de choque térmico citosoélica, putativa 657 71.1 5.45

Q5KTX1 HSP9O tipo citosélico (fragmento) 353 41.5 5.10
TVAG_137880 A2EC21 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 172 18.6 8.24
TVAG_466660 A2FL92 Proteina de la familia chaperonina TCP1/cpn60 537 58.7 5.91
TVAG_381470 A2FKE2 Proteina DnaK 573 63.6 5.58

-- Q9GU09 Subunidad gamma chaperonina CCTgamma, fragmento 462 50.4 5.58
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TVAG_277390
TVAG_433130
TVAG_177930
TVAG_464010

Gen
TVAG_388670
TVAG_115420
TVAG_076170
TVAG_074870

TVAG_035330
TVAG_128250
TVAG_286380
TVAG_371680
TVAG_455710

A2FTUS8
A2DIV4
A2DIES
A2E253

No. Acceso
A2DYJ9
A2F710
A2D9L4
A2E404
Q27100
A2DAK7
Q9oGU11
A2EBI6
A2EPF2
A2E0T9
A2G060

Peptidil prolil cis-trans isomerasa
Proteina de choque térmico 70 kDa, mitocondrial, putativa
Chaperonina, putativa
Proteina de la familia calreticulina

Descripcion
Proteina que contiene dominio PCI
Complejo endopeptidasa de proteosoma
Proteina que contiene dominio PCI
Proteasoma, putativa
Ubiquitina, fragmento
Complejo endopeptidasa de proteosoma, putativo
Subunidad alfa 1 de chaperonina CCTalfa
Complejo endopeptidasa proteosoma
Proteina de la familia de repetidos ciclosoma/proteosoma
Proteina que contiene el dominio PCI
Proteina de la familia ThiF

203
622
527
557

23.0
67.7
56.8
63.3

6.77
6.70
5.86
4.92

DEGRADACION DE PROTEINAS

aa
435
391
389
468
116
422
516
423

378
286

MW (kDa)
48.9
43.9
43.9
52.8
13.1
47.2
55.2
47.3

43.2
31.8

pl
5.03
7.62
5.76
5.31
5.90
5.34
7.78
5.77

6.10
6.05
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Gen
TVAG_072120
TVAG_051820
TVAG_366270
TVAG_ 373190
TVAG_044240
TVAG_421580
TVAG_532880
TVAG_472690
TVAG_ 547230
TVAG_436840
TVAG_333150
TVAG_009720
TVAG_369020
TVAG_169740
TVAG_222450
TVAG_070500
TVAG_349870
TVAG_ 211200
TVAG_282070
TVAG 357210
TVAG_257310
TVAG_126970
TVAG_064150
TVAG_120630
TVAG_ 590550
TVAG 398430
TVAG_ 439460
TVAG 216890

No. Acceso
A2D8B6
A2FI119
A2DHS1
A2DZI2
A2EOQI2
A2FR45
A2GL34
Q9NI37
A2FU96
A2GKQ5
A2DFD2
A2EHB1
A2ET48
A2EVO7
Q4G2C9
Q4G290
A2F5C1
Q4G298
Q4G289
Q4G2B3
A2E9S2
A2FWD3
A2ELG5
A2GI9W5
A2EIX2
A2D7K8
A2HNP3
A2FSV1
A2FAG5
A2FE95

Descripcion
Proteina que contiene el dominio C2
Proteina acarreadora mitocondrial
Coatémero subunidad beta
Proteina de la familia adaptina, region N-terminal
Subunidad alfa del complejo AP-2
Adaptina Mu, putativa
Proteina que contiene dominio VPS/Clatrina
Proteina hidrogenosomal de membrana 31
Subunidad beta del complejo AP
Proteina de la familia adaptina, region N-terminal
Proteina de la familia dinamina regién central
Proteina de la familia de la subunidad media del complejo adaptador
Subunidad gamma del complejo AP-1
Proteina que contiene dominio VPS y clatrina
Proteina relativa a Ras, Rab11C, putativa
Proteina de unién a GTP YPTM2, putativa
Proteina de union a GTP pequefia, putativa
GTPasa pequefia Rab10
Proteina pequefia de unién a GTP
Proteina pequefia de unién a GTP
Proteina pequefia de unién a GTP
Proteina pequefia de unién a GTP
Proteina pequefia de union a GTP
Inhibidor de la disociaciéon de Rab GDP
Factor de ribosilacion de ADP, putativo
Proteina similar al factor de ribosilacion de ADP 3, putativo
Proteina de membrana hidrogenosomal Hmp35
Proteina que contiene dominio C2
Proteina de la familia adaptina region N-termina
Proteina asociada al sorteo de proteinas vacuolares 35

aa
290
401
900
808
1006
426
838
316
724
849
597
436
778
614
211
202
199
196
197
195
196
181
200
439
181
177
316
287
829
789

MW (kDa)
33.3
44.6
100.7
90.1
111.6
48.9
94.9
34.6
80.7
93.8
66.1
48.7
85.6
68.4
23.1
22.3
21.8
22.1
21.3
21.2
21.9
20.2
21.3
49.0
20.8
19.9
34.7
33.1
92.2
90.3

pl
6.43
9.66
6.39
5.22

5.40

6.37
5.20
9.88
4.92
5.85
6.28
5.12
6.30
5.10
5.73
7.21
5.16
8.40
5.08
5.67
5.26
5.94
6.16
5.85
5.83
5.22
8.56
8.48
5.48
5.29
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ADHESINAS

Gen

No. Acceso
Q27093

Descripcion
Adhesina AP65-1

aa
567

MW (kDa)
63.2

pl
7.53

Gen
TVAG_318870
TVAG_006020
TVAG_016670
TVAG_453110
TVAG_038640
TVAG_185830
TVAG_476020
TVAG_388330

Gen
TVAG_212500

No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
A2EP65 Factor asociado a espermatogénesis, putativo 796 87.2 5.26
A2E6R2 Subunidad A ATPasa protén tipo V 347 40.0 5.03
A2ERO05 ATPasa 1 tipo Obg 392 44.1 6.80
A2ES57 Adenositrifosfatasa, putativa 496 55.6 6.11
A2DY20 Proteina de familia ATPasa tipo V, subunidad D 246 27.9 8.03
A2D8M7 ATPasa de la familia AAA 446 49.2 8.37
A2DA25 ATPasa de la familia AAA 738 82.9 5.92
A2DYGS8 ATPasa transportadora de calcio 981 108.2 5.90

No. Acceso Descripcion aa MW (kDa) pl
A2E2P0 Proteasa dependiente de Zn y ATP, putativa 494 55.5 6.71

ATPasas

Gen

TVAG_055200
TVAG_455310
TVAG_039980

Gen

TVAG_469020

TVAG_047250
TVAG_316050

No. Acceso Descripcion aa MW (kDa)
Q8IEV2 Tioredoxin peroxidasa 196 21.9
A2ETI8 Tiol peroxidasa 169 18.1

A2GAUS Triparedoxin peroxidasa 196 21.9
A2EQX2 Superoxido dismutasa 194 22.2
No. Acceso Descripcion aa MW (kDa)
Q95WG9 Proteina tipo IscS/NifS 411 44.8
A2FD73 Proteina que contiene el dominio asociado a la sintesis de biotinay 446 50.2
tiamina
A2FJH2 Serina/treonina proteina cinasa no especifica 452 50.5
A2FAW3 Serina/treonina proteina cinasa no especifica 440 50.7

SISTEMA ANTIOXIDANTE

pl
6.79
8.78
6.54
7.30

pl
8.21
8.09

5.82
6.96

178



TVAG_261950
TVAG_268810
TVAG_445420
TVAG_306660
TVAG_420420
TVAG_078350

A2DUA7
A9NIQ2
A2FIW7
A2E4KS
A2DNF6
A2ED65
A2FYA1L

Proteina de a familia lectina con repetidos QWX
Proteina tipo SCC3 A
Proteina cinasa de la familia STE
Serina/treonina protein fosfatasa
Proteina HCaRG
Proteina de la familia DJ-1
Proteina que contiene dominio BTB/POZ

131
903

303
182
187
510

15.0
101.8

34.7
20.2
19.2
59.6

6.35
5.47

531
4.79
7.37
6.18
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Tabla 8. Proteinas del extracto nuclear de parasitos crecidos en restriccion de hierro identificadas por
espectrometria de masas. b) Proteinas no caracterizadas clasificadas con base a la posible funcion de los dominios
encontrados

e RIBOSOMALES

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_198100 A2DDJ7 Proteina ribosomal S2, 40S 268 29.6 9.96
TVAG_010560 A2DNY3 Proteina ribosomal 30S/40S 185 21.8 10.23
TVAG_110890 A2DGT9 Proteina ribosomal L13a, 60S 200 22.4 10.05
TVAG_070530 A2D7V7 Proteina ribosomal L13 200 224 10.08
TVAG_121550 A2DHU7 Proteina ribosomal L27a 151 17.0 10.18
TVAG_192480 A2DGW2 Proteina ribosomal L35a 102 11.6 10.20
TVAG_113950 A2DHUS8 Proteina ribosomal S11, 40S 155 18.0 10.58
TVAG_111510 A2DYSO0 Proteina ribosomal S25, 40S 115 12.6 9.79
TVAG_050990 A2DQN8 Proteina ribosomal S28, 40S 68 7.6 10.20
TVAG_388910 A2DYM3 Proteina ribosomal L3, 60S 415 46.8 10.20
TVAG_199230 A2DDV8 Proteina ribosomal L27a, 60S 162 18.2 10.29
TVAG_459170 A2E6C2 Proteina ribosomal L6 151 16.2 9.57
TVAG_083700 A2DEM7 Proteina ribosomal L37a, 60S 92 10.0 10.43
TVAG_226630 A2ER97 Proteina ribosomal S25, 40S 115 12.6 9.79
TVAG_377870 A2DAX8 Proteina ribosomal eS6, 40S 304 36.2 9.60

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_395550 A2F1E4 Acetil CoA hidrolasa 523 57.2 8.79
TVAG_164890 A2FS74 Acetil CoA hidrolasa 523 57.3 8.62
TVAG_377380 A2GD34 Region de hélice beta mano derecha, dominio tipo pectina-liasa 920 99.0 5.16
TVAG_225930 A2DNX2 Dominio medio y N-terminal Fucl/AraA 383 41.9 8.47
TVAG_081640 A2E6V6 Tioesterasa/tiolester dehidratasa isomerasa 130 14.0 9.19

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_276410 A2ECS2 Factor de elongacién y traduccién 841 93.3 6.55
TVAG_333940 A2EIAQ Factor eucariotico de inicio de la traduccién 3 608 68.2 6.57
TVAG_267950 A2DLE4 Lisil-tRNA sintetasa 537 60.9 6.38
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TVAG_184380 A2E9X4 Subunidad 8 de factor de inicio de la traduccion eucarittico 3 773 90.0 4.97

\ CITOESQUELETO |

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_136170 A2DJ99 Proteina cinasa asociada a Rho 906 103.1 5.39
TVAG_166580 A2DE65 Proteina de membrana asociada a apoptosis (polimerizacion de actina) 1088 124.5 8.18
TVAG_461810 A2F155 Proteina cinasa asociada a Rho 863 98.1 5.48
TVAG_300850 A2FKL6 Dominio I/LWEQ de unién a actina 1821 202.4 5.16
TVAG_466640 A2FL90 Dominio I/LWEQ de unién a actina 1659 182.6 6.27
TVAG_465850 A2EX66 Proteina cinasa asociada a Rho 874 99.2 5.49
TVAG_117060 A2E3P6 Proteina cinasa asociada a Rho 878 100.4 5.25
TVAG_026760 A2DZ79 Dominio tipo caltractina 717 79.0 5.80

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_120360 A2D7I1 Deoxiguanosina cinasa 209 23.2 6.05
TVAG_262370 A2DUE9 Nucleésido trifosfato hidrolasa que contiene el dominio P-loop 198 22.8 5.35
TVAG_249850 A2DCI8 Nucledsido trifosfato hidrolasa, inhibidor de RNAsa L 599 66.8 8.90
TVAG_251250 A2FUZ0 Dominio tipo BAR/IMD 248 28.6 8.38
TVAG_436540 A2DFA2 Dominio de repetidos tipo Armadillo 482 54.1 9.14
TVAG_385550 A2FU08 Dominio de serina/treonina fosfatasa 1014 117.0 8.35
TVAG_365950 A2DHN9 Dominio de repetidos tipo Armadillo 512 58.9 6.64
TVAG_377800 A2DAX1 Dominio de repetidos tipo Armadillo 236 27.2 7.96
TVAG_437150 A2DFG1 Nucleésido trifosfato hidrolasas que contiene el dominio P-loop 558 63.2 6.47
TVAG_211910 A2EIE7 Dominio de activacion de GTPasa 660 75.5 8.63
TVAG_208590 A2F359 Dominio con repetidos tipo WD40 1185 1324 5.11
TVAG_254480 A2DMW5 Dominio tipo RNI de serina/treonina cinasas 780 89.0 5.48
TVAG_383970 A2F096 Dominio con repetidos tipo WD40 757 83.2 6.90
TVAG_409860 A2F8E6 Nucleésido trifosfato hidrolasa que contiene el dominio P-loop 734 81.3 6.11
TVAG_353990 A2FH19 Nucleésido trifosfato hidrolasa que contiene el dominio P-loop 209 23.3 6.57
TVAG_163680 A2DG45 Dominio de repetidos tipo Armadillo 817 93.1 6.21
TVAG 443950 A2E2D7 Domino BTB/POZ 483 57.2 7.02
TVAG_382870 A2FJL5 Dominio de repetidos tipo Armadillo 489 55.7 6.48
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PROCESAMIENTO DEL RNA

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_043470 A2EV87 Dominio SUP-12 de unién a RNAs poliadenilados 202 23.2 10.27
TVAG_210380 A2DVU5 Dominio de reconocimiento de RNA 190 21.1 11.21
TVAG_256150 A2FYA9 Dominio tipo PIN 759 86.0 5.77
TVAG_083540 A2DM81 Complejo de silenciamiento de RNA, dominio de nucleasa tipo 849 94.6 5.88

TUDOR-SN
TVAG_045340 A2FHHO Proteina de unién a RNA 184 20.5 10.15
TVAG_470410 A2EM86 Dominio tipo PIN 763 86.1 5.97
TVAG_003950 A2E5A9 HAPB4 (involucrado en la regulacipon de la estabilidad de los mRNA) 269 30.7 9.33

UNION A DNA

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_539120 A2HXI6 Dominio Rad50 de reparacion de ruptura de DNA de doble cadena 295 32.1 4.55
TVAG_474360 A2ESX2 Proteina centrosomal de 135 kDa 1042 119.0 5.17
TVAG_339450 A2F901 Dominio Rad50 de reparacipon de DNA 977 110.9 5.25
TVAG_ 012080 A2G3G0 Proteina centrosomal de 152 kDa 1037 117.8 5.78
TVAG_291910 A2DQX1 Motivo UvrB/UvrC de reparacion de DNA 327 37.7 9.32
TVAG_ 157160 A2E9I8 Dominio Rad50 de reparacién de DNA de doble cadena 1035 118.0 5.94
TVAG_197420 A2EPL2 Dominio Rad50 de reparacipon de DNA de doble cadena 1033 117.9 5.39
TVAG_270500 A2FGO00 Dominio TLK de proteina cinasas 689 78.7 6.95
TVAG_325000 A2F135 Dominio Rad50 de reparacipon de DNA de doble cadena 1011 117.1 5.77
TVAG_416640 A2EQQ6 Proteina 1 de mantenimiento estructural de cromosomas 1104 127.4 5.16
TVAG_226850 A2FCC9 DNA polimerasa phi 835 94.7 8.09

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_477530 A2F9G0 Subunidad regulatoria 26S de proteasoma 388 43.4 9.10
TVAG_433230 A2DIW4 Subunidad regulatoria 26S de proteasoma 382 43.0 6.87
TVAG_475770 A2DA01 Dominio tipo Cullina 673 76.4 5.68
TVAG_171960 A2DEU7 Subunidad regulatoria no ATPasa del proteosoma 26S 258 29.2 6.43
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Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_420260 A2ED49 Dominio catalitico de la ATPasa/Protén tipo V 610 67.9 5.26
TVAG_262750 A2FS41 Dominio de la subunidad H de ATPasa tipo V 433 48.9 6.61

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_100720 A2ENP Factor 2 de transporte nuclear 183 21.6 8.63
TVAG_206430 A2E1M8 Dominio USOL1 de transporte intracelular de proteinas 1235 140.8 5.38

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_455090 A2FMX1 218 22.6 9.61
TVAG_291380 A2DQR9 1151 131.4 6.76
TVAG_216170 A2ENV1 324 36.0 9.67
TVAG_098000 A2E2D0 1315 148.6 5.52
TVAG_013410 A2DD97 2667 308.1 6.01
TVAG_431560 A2G666 1601 183.2 5.91
TVAG_395240 A2F1B3 550 61.9 6.28
TVAG_227780 A2ERTO 841 94.0 6.57
TVAG_306370 A2DNC7 961 108.3 6.70
TVAG_109650 A2EAF4 465 53.3 5.63
TVAG_344270 A2E7P8 199 23.0 9.26
TVAG_433060 A2DIU7 923 106.9 5.47
TVAG_567390 A2GDJ6 257 30.2 7.34
TVAG_266360 A2DQI9 473 54.9 4.98
TVAG_458790 A2E684 191 22.1 8.22
TVAG_333110 A2EHA7 516 59.7 9.44
TVAG_110760 A2DGS6 609 68.2 6.34
TVAG_347810 A2DSS2 377 43.7 9.61
TVAG_479840 A2F8G1 1098 126.7 5.35
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Tabla 9. Proteinas del extracto nuclear de parasitos crecidos en alto hierro identificadas por espectrometria de

masas. b) Proteinas no caracterizadas clasificadas con base a la posible funcion de los dominios encontrados

RIBOSOMALES

Gen
TVAG_198100
TVAG_010560
TVAG_110890
TVAG_070530
TVAG_121550
TVAG_192480
TVAG_113950
TVAG_111510
TVAG_050990
TVAG_071700
TVAG_119970

Gen
TVAG_395550
TVAG_164890
TVAG_377380
TVAG_038850
TVAG_150430
TVAG_255980
TVAG_340510
TVAG_026290
TVAG_397250
TVAG_092750

Gen
TVAG_276410
TVAG_333940
TVAG_267950

No. Acceso
A2DDJ7
A2DNY3
A2DGT9
A2D7V7
A2DHU7
A2DGW?2
A2DHUS8
A2DYSO0
A2DQNS8
A2D873
A2D7E3

No. Acceso

A2F1E4
A2FS74
A2GD34
A2E5J8
A2DRUS
A2DYZ5
A2EKGb5
A2DZ32
A2DXB2
A2FTT2

No. Acceso
A2ECS2
A2EIAO
A2DLE4

Dominio

Proteina ribosomal S2, 40S
Proteina ribosomal 30S/40S
Proteina ribosomal L13a, 60S

Proteina ribosomal L13
Proteina ribosomal L27a
Proteina ribosomal L35a
Proteina ribosomal S11, 40S
Proteina ribosomal S25, 40S
Proteina ribosomal S28, 40S
Proteina ribosomal L3, 50S
Proteina ribosomal L6, 60S

METABOLICAS

Dominio

Acetil CoA hidrolasa

Acetil CoA hidrolasa

Regién de hélice beta mano derecha, dominio tipo pectina-liasa

Dominio ciclasa de terpenoides/ preniltransferasa
Dominio de glucanotransferasa
Dominio tipo hidrogenasa exclusiva de hierro
Dominio de ligasa aspartato-amonio
Dominio de unién a oxisterol
Glucocinasa
Glucocinasa

TRADUCCION
Dominio

Factor de elongacion y traduccién
Factor eucariotico de inicio de la traduccion 3
Lisil-tRNA sintetasa

aa
268
185
200
200
151
102
155
115

68
415
151

MW (kDa)
29.6
21.8
22.4
22.4
17.0
11.6
18.0
12.6
7.6
46.8
16.3

pl

9.96
10.23
10.05
10.08
10.18
10.20
10.58
9.79
10.20
10.20
9.36

aa
523
523
920
886
1149
413
318
383
372
375

aa
841
608
537

MW (kDa)
57.2
57.3
99.0
98.4
130.8
46.5
36.8
43.6
418
415

MW (kDa)
93.3
68.2
60.9

pl
8.79
8.62
5.16
5.17
5.88
6.13
5.62
5.94
7.75
6.68

pl
6.55
6.57
6.38
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TVAG_266630
TVAG_417700

Gen
TVAG_136170
TVAG_166580
TVAG_461810
TVAG_300850
TVAG_466640
TVAG_180570
TVAG_466780
TVAG_254350
TVAG_035180
TVAG_437390
TVAG_243360
TVAG_311270

Gen
TVAG_120360
TVAG_262370
TVAG_249850
TVAG_251250
TVAG_436540
TVAG_385550
TVAG_063450
TVAG_394400
TVAG_110010
TVAG_172200
TVAG_329880
TVAG_204060
TVAG_040860
TVAG_410690
TVAG_215070
TVAG_057830

A2DQL6
A2ED92

No. Acceso
A2DJ99
A2DE65
A2FI55
A2FKL6
A2FL90
A2EE85
A2FLA4
A2DMV2
A2DAJ2
A2DFI5
A2FI19
A2FX53

No. Acceso
A2D711
A2DUE9
A2DCI8
A2FUZ0
A2DFA2
A2FU08
A2EU15
A2DWF6
A2DGK?2
A2DEX1
A2FQT4
A2FXT6
A2EWP8
A2FU58
A2F637
A2FLD2

Metionil-tRNA-sintetasa
Activador traduccional gcnl

Dominio
Proteina cinasa asociada a Rho

Proteina de membrana asociada a apoptosis (polimerizacion de actina)

Proteina cinasa asociada a Rho
Dominio I/LWEQ de unién a actina
Dominio I/LWEQ de unién a actina
Dominio central FERM
Proteina de membrana asociada a apoptosis
Dominio homélogo a calponina
Dominio con homologia a ARP2/3
Segundo dominio FERM
Dominio relacionado a dineina tipo AAA
Dominio de asociacion a Kinesina

Dominio
Deoxiguanosina cinasa
Nucleésido trifosfato hidrolasa que contiene el dominio P-loop
Nucledsido trifosfato hidrolasa, inhibidor de RNAsa L
Dominio tipo BAR/IMD
Dominio de repetidos tipo Armadillo
Dominio de serinal/treonina fosfatasa
Dominio de la familia factor X fragil citoplasmico
Dominio de repetidos tipo WD40
Dominio tipo BAR/IMD
Dominio de repetidos tipo Armadillo
Nucleésido trifosfato hidrolasa que contiene el dominio P-loop
Dominio circular con repetidos tipo Ankirina
Dominio de repetidos tipo Armadillo
Dominio de repetidos tipo Armadillo
Dominio de repetidos tipo Armadillo
Dominio de repetidos tipo WD40

710
2281

aa
906
1088
863
1821
1659
5481
1101
196
373
1751
4106
698

aa
209
198
599
248
482
1014
1214
347
250
1191
2386
313
494
494
438
1164

81.1
254.5

MW (kDa)
103.1
124.5
98.1
202.4
182.6
613.2
125.7
22.2
417
199.7
467.5
79.4

MW (kDa)
23.2
22.8
66.8
28.6
54.1
117.0
137.6
38.8
28.2
133.8
277.0
35.4
55.0
54.7
49.4
125.3

5.71
5.92

pl
5.39
8.18
5.48
5.16
6.27
6.06
8.50
8.84
8.44
5.54
5.06
7.33

pl
6.05
5.35
8.90
8.38
9.14
8.35
5.52
4.98
7.12
5.01
6.55
6.86
7.46
8.05
491
6.71
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TVAG_387670
TVAG_154760

Gen
TVAG_043470
TVAG_210380
TVAG_256150
TVAG_083540

Gen
TVAG_539120

Gen
TVAG_477530
TVAG_433230
TVAG_083710
TVAG_455110

Gen
TVAG_100720
TVAG_ 206430
TVAG_008790
TVAG_063710

Gen
TVAG_420260
TVAG_262750

A2E0z4 Dominio de activacion de GTPasa 610 69.8 5.63
A2F267 Dominio BP28CT, dominio de repetidos tipo Armadillo 1705 192.4 5.58
No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
A2EV87 Dominio SUP-12 de unién a RNAs poliadenilados 202 23.2 10.27
A2DVU5 Dominio de reconocimiento de RNA 190 21.1 11.21
A2FYA9 Dominio tipo PIN 759 86.0 5.77
A2DM81 Complejo de silenciamiento de RNA, dominio de nucleasa tipo 849 94.6 5.88
TUDOR-SN
No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
A2HXI6 Dominio Rad50 de reparacion de ruptura de DNA de doble cadena 295 32.1 4,55
No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
A2F9G0 Subunidad regulatoria 26S de proteasoma 388 43.4 9.10
A2DIW4 Subunidad regulatoria 26S de proteasoma 382 43.0 6.87
A2DM96 Dominio HECT, ubiquitin transferasa 351 40.1 5.90
A2FMX3 Dominio tipo Cullina 831 95.7 8.22
No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
A2ENP Factor 2 de transporte nuclear 183 21.6 8.63
A2E1M8 Dominio USO1 de transporte intracelular de proteinas 1235 140.8 5.38
A2F7V1 Dominio tipo Tim44, Dominio tipo NTF-2 de transporte nuclear 326 36.5 9.03
A2EU41 Dominio 2 de la proteina de sorteo vacuolar 39 868 99.2 5.24
No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
A2ED49 Dominio catalitico de la ATPasa/Protoén tipo V 610 67.9 5.26
A2FS41 Dominio de la subunidad H de ATPasa tipo V 433 48.9 6.61
A2FZ87 Subunidad E/31 ATP sintasa, dominio tipo E ATPasa tipo V 203 23.2 5.43

TVAG_438870
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SIN DOMINIO/OTROS

Gen No. Acceso Dominio aa MW (kDa) pl
TVAG_455090 A2FMX1 218 22.6 9.61
TVAG_291380 A2DQR9 1151 131.4 6.76
TVAG_216170 A2ENV1 324 36.0 9.67
TVAG_098000 A2E2D0 1315 148.6 5.52
TVAG_013410 A2DD97 2667 308.1 6.01
TVAG_431560 A2G666 1601 183.2 5.91
TVAG_031860 A2EUI5 322 35.8 9.72
TVAG_038420 A2DXZ9 1687 191.3 7.40
TVAG_196620 A2FCY2 Dominio START (dominio de unidn a lipidos) 212 24.0 6.81
TVAG_576970 A2GNU7 Dominio START (dominio de unién a lipidos) 213 24.3 6.04
TVAG_440200 A2FDM3 2440 25.9 9.82
TVAG_383370 A2FSG7 281 32.0 5.60
TVAG_369200 A2FGEG6 393 44.0 4.82
TVAG_208760 A2DVB8 659 75.3 6.28
TVAG_167810 A2FLB9 403 45.1 7.30
TVAG_102740 A2ECYO0 419 47.9 6.55
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SOLUCIONES
Solucién de 2-2"-Dipiridilo 15 mM (Sigma)

Pesar 0.02343 gr de 2-2"-dipiridilo y disolver en 10 ml de agua bidestilada.

Esterilizar por filtracion por 0.22 um. Almacenar a 4°C protegido de la luz.
Solucion de Acido sulfosalicilico 50 mM (Sigma)

Pesar 0.1271 gr de &cido sulfosalicilico y disolver en 10 ml de agua miliQ.
Solucioén de Sulfato Ferroso Amoniacal 25 mM (Sigma)

Pesar 0.09803 gr de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado y disolver en
10 ml de &cido sulfosalicilico 50 mM. Esterilizar por autoclave y se almacena a 4°C

protegido de la luz.

Amortiguador Salino de Fosfatos (PBS)

NaCl.............ooeils 8 gr
KClL ., 0.2 gr
NazHPOa4..........cc.... 8.52 gr
KoHPOg4.. ..o, 0.27 gr

Ajustar el pH a 7 con HCI concentrado y aforara 1 L.

Amortiguador de corrida 10x

Trisma Base.............. 30.2 gr

Glicina........c.cooeens 144 gr
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Aforar a 1 L con agua destilada. El pH final queda en 8.3 cuando se hace 1x

(no se debe de ajustar).

Amortiguador de transferencia

Trisma Base............... 4.84 gr
Glicina.......ccoviiienne 22.52 gr
H20 destilada............. 1600 ml
Metanol...............c.oeeeee. 400 ml

Volumen final 2 L. Almacenar a 4°C protegido de la luz.

Tris-HCI/SDS pH 6.8

TrismaBase...................... 6.055 gr

SDS... 0.4 gr

Ajustar a pH 6.8 con HCI y posteriormente aforar a 100 ml con agua destilada

y luego filtrar por 0.45 um. Almacenar a TA.

Tris-HCI/SDS pH 8.8

Trisma Base................ 18.165 gr

SDS... 0.4 gr

Ajustar a pH 8.8 con HCl y posteriormente aforar a 100 ml con agua destilada

y luego filtrar por 0.45 pm. Almacenar a TA.
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Acrilamida 30%

Acrilamida............... 29.2¢gr

Bisacrilamida............ 0.8 gr

Disolver en 40 ml de agua destilada y una vez disuelto aforar a 100 ml.

Almacenar a 4°C protegido de la luz.

Amortiguador TBE 10x

Trisma Base................. 108 gr
Acido Bérico.............. 27.5gr
EDTA....coo. 9.3 gr

Aforar a 1 L con agua destilada. Almacenar a TA.

Amortiguador de carga 6x para DNA/RNA

Adicionar 1 volumen de soluciéon de Azul de Bromofenol: Xilene-Xianol

reconstituido y 4 volumenes de formamida.

Azul de bromo fenol: xilene-xianol......... 100 pl
Formamida............ccoooiiiiiiiii, 400 pl
Volumenfinal.................oo 500 pl

Guardar a 4°C hasta su uso.
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Paraformaldehido 2%

Pesar 2 gr de paraformaldehido y disolver en 100 ml de PBS pH 7. Se

disuelve calentando a una temperatura constante de 55°C.
Agua DEPC

Para 1L, agregar 1 ml de DEPC (Sigma) en 1000 ml de agua destilada. Dejar

en agitacion toda la noche y posteriormente esterilizar en autoclave.

Amortiguador de lisis (Extraccion de DNA gendmico)

SDS (Sigma).......cccovvviiiiiiinn. 0.2%
NaCl.....ooii e 100 nM
EDTA. 100 nM, pH 8
Tris-HCI. ..o, 100 nM, pH 8

Almacenar a TA.

Bromuro de etidio

Bromuro de etidio (Sigma)................ 0.5 mg

Agua destilada...................... 1 mi

Almacenar cubierto de la luz y manejar con precaucién debido a que es

cancerigeno.
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Solucion decolorante fuerte para geles de poliacrilamida

Metanol.................... 500 ml

Agua destilada........... 625 ml

SDS-Amortiguador 2x

TrismaBase................... 1.52 gr

SDS.. 20qgr

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH A 6.8. Posteriormente adicionar:

Glicerol......ccccoeiiiiii... 20 ml

Agua destilada............ Aforar a 100 mli

Sacarosa al 10% en PBS pH 8

Sacarosa (Sigma).................... 10 gr

PBSpHS........... cbp100 ml

Rojo de fenol (0.1 gr)

Persulfato de amonio al 10%

Disolver 10 mg en 1 ml de agua destilada. Almacenar en alicuotas de 250 ul

hasta 2 semanas a -20°C.
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Solucién stock de Azul brillante de Coomassie 0.2%

Metanol.............cooiiiiiini. 500 mi
Acido acético glacial.............. 100 ml
Agua destilada..................... 400 m|

Azul de Coomassie R 250....... 2.00 gr

Tapar perfectamente el matraz y agitar toda la noche. Filtrar con papel “Whatman”

No. 1y proteger de la luz. Almacenar a TA.
Amortiguador de muestra 1x
SDS-Amortiguador 2X................... 400 pl
B-mercaptoetanol 5%.............cccceee... 50 pl
Azul de Bromofenol
(Stock 10 mg/ml)......cccovvieininnnn.n. 50 pl
PBS-Triton X-100 al 0.2%

Afnadir 0.2 ml de Triton X-100 a 100 ml de PBS pH 7. Agitar y posteriormente

filtrar por 0.22 um. Almacenar a 4°C hasta su uso.
PBS-Glicina 0.5 M

Pesar 1.87 gr de glicina y disolver en 25 ml de PBS pH 7, luego aforar a 50

ml con mas PBS. Almacenar a 4°C hasta su uso.
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PBS-AlbUmina 1%

Pesar 0.5 gr de albumina y disolver en 50 ml de PBS pH 7. Almacenar a 4°C

hasta su uso.

Medio TYM
Bacto Triptona............ccooiiiiiinnn. 30 gr
Extracto de levadura......................... 15 gr
Maltosa.........ooeiiiiiii 7.5qr
Cisteina.......ccoooiiiii 1.5gr
Acido ascorbico. ..........cooevuieiiiiiiin. 0.3gr
KoHPOu4.. o 1.2 gr
KH2POu4.. .o 1.2 gr

Disolver todo en 1 L de agua bidestilada, ajustar el pH a 6.2 con HCI, aforara 1.5 L
y esterilizar envasado en frascos de 100 ml o tubos de 6 ml por autoclave a 15 psi/15
min.

Medio y Agar LB

Bacto Triptona.............cooooiiiiiin. 10 gr
Extracto de levadura........................... Sgar
NaCl... 5gar

Para preparar agar, afiadir 15 gr de agar bacteriol6gico por cada 1 L de medio
preparado.
Disolver todo en 800 ml de agua destilada y una vez disuelto aforar a 1 L.

Esterilizar en frascos de 500 ml a 15 psi/15 min.
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Abstract

Trichomonas vaginalis induces cellular damage to the host cells (cytotoxicity) through the pro-
teolytic activity of multiple proteinases of the cysteine type (CPs). Some CPs are modulated by
environmental factors such as iron, zinc, polyamines, etc. Thus, the goal of this study was to
assess the effect of glucose on T. vaginalis cytotoxicity, proteolytic activity and the particular
role of TvCP2 (TVAG_057000) during cellular damage. Cytotoxicity assays showed that
glucose-restriction (GR) promotes the highest HeLa cell monolayers destruction (~95%) by
trichomonads compared to those grown under high glucose (~44%) condition. Zymography
and Western blot using different primary antibodies showed that GR increased the proteolytic
activity, amount and secretion of certain CPs, including TvCP2. We further characterized the
effect of glucose on TvCP2. TvCP2 increases in GR, localized in vesicles close to the plasma
membrane and on the surface of T. vaginalis. Furthermore, pretreatment of GR-trichomonads
with an anti-TvCP2r polyclonal antibody specifically reduced the levels of cytotoxicity and
apoptosis induction to HeLa cells in a concentration-dependent manner. In conclusion, our
data show that GR, as a nutritional stress condition, promotes trichomonal cytotoxicity to
the host cells, increases trichomonad proteolytic activity and amount of CPs, such as TvCP2
involved in cellular damage.

Introduction

Trichomonas vaginalis is the causative agent of human trichomoniasis, the most common non-
viral sexually transmitted infection worldwide, affecting ~276.4 million people annually (Poole
and McClelland, 2013). This flagellated protist is responsible for severe health complication,
such as chronical inflammation (vaginitis, urethritis and prostatitis), infertility, increasing
the risk of prostate and cervical cancer, and facilitating the infection and transmission of
the human immunodeficiency virus (HIV) (Petrin et al., 1998).

The cellular and molecular mechanisms of T. vaginalis pathogenesis have not been clearly
elucidated due to the multifactorial nature of its virulence mechanisms described up to
date. Particularly, multiple molecules have been identified in the cellular damage caused by
T. vaginalis, such as porins (Fiori et al, 1993), phospholipases (Lubick and Burgess, 2004)
and proteinases localized on the parasite surface or secreted into the extracellular medium,
depending on the environmental conditions (Figueroa-Angulo et al., 2012). Trichomonas
vaginalis has multiple proteinases, mainly of the cysteine type (CPs), differentially modulated
by iron, playing crucial roles in the virulence of T. vaginalis, in cytoadherence (TVLEGU-1)
(Arroyo and Alderete, 1989; Rendén-Gandarilla et al., 2013), cytotoxicity (TvCP39 and
TvCP65) (Alvarez-Sanchez et al, 2000; Ramén-Luing et al, 2011), haemolysis (TvCP4)
(Cardenas-Guerra et al., 2013), apoptosis induction (TvCP2, TvCP3, TvCP4 and TvCPT)
(Sommer et al., 2005), among others. Additionally, trichomonad CPs are found in the vaginal
secretions of patients with trichomoniasis, some of which are immunogenic (Hernandez et al.,
2014; Arroyo et al., 2015). During vaginal infection, trichomonads are constantly exposed to
stress conditions throughout the menstrual cycle, competition for nutrients with the vaginal
microflora, and host immune response, among others. However, T. vaginalis adapts and
responds to environmental changes, differentially modulating the expression of multiple genes,
including those encoding virulence factors, to maintain a chronic infection (Figueroa-Angulo
et al., 2012). Glucose is the primary carbon source for T. vaginalis under both anaerobic and aer-
obic conditions. Thus, the energy generation through glycolysis is vital to the maintenance of a
trichomonal chronic infection. The major source of glucose in the vaginal fluid is from the glyco-
gen derived from vaginal epithelial cells through the action of a-glucosidase and S-amylase
(Stafkova et al., 2018). We recently reported that T. vaginalis is exposed to different glucose levels
(0.3-36.65 mm) during vaginal infection of women with trichomoniasis. We also reported that
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glucose promotes trichomonad growth and increases the adherence
levels of parasites to laminin and fibronectin (Miranda-Ozuna et al.,
2016). Trichomonas vaginalis also activates survival mechanism,
such as metabolic reprogramming, enhancing antioxidant ability
and autophagy, as a response to nutritional stress by glucose restric-
tion (Huang et al., 2014, 2017). These data suggest that glucose is
also an essential nutrient for T. vaginalis; however, its effects on
trichomonal pathogenesis have not been explored yet.

Here, we assessed the effect of nutritional stress by glucose-
restriction (GR) on the trichomonal cytotoxicity and apoptosis
induction of HeLa cells and proteolytic activity involved in cellu-
lar damage. GR condition increases the cytotoxicity levels of
T. vaginalis and the proteolytic activity released by T. vaginalis
during host-parasite interaction with HeLa cell monolayers.
Furthermore, TvCP2 plays a key role in cytotoxicity and apoptosis
induction to HeLa cells under GR conditions.

Materials and methods
Parasites and Hela cell cultures

Trichomonas vaginalis parasites from the fresh clinical isolate
CNCD188 (Alvarez-Sdnchez et al., 2000) were cultured for 1
week by daily passages in trypticase-yeast extract (TY) medium
supplemented with 25 mm glucose (MERCK) [standard glucose
concentration in the regular medium TYG; normal glucose
(NG)] and 10% heat-inactivated bovine serum (HIBS) after incu-
bating at 37 °C for 20 h. For growing parasites in different glucose
concentrations, TY-HIBS medium was either supplemented with
50 mm glucose (high glucose; HG) or not supplemented with
extra glucose (GR), containing <1 mMm glucose derived from
medium components (Miranda-Ozuna et al, 2016). HeLa cells
were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA) supplemented with
10% HIBS for 48 h at 37 °C in a 5% CO, atmosphere to obtain
confluent HeLa cell monolayers (Alvarez-Sanchez et al., 2007).

Preparation of protein extracts and gel electrophoresis
separation by sodium dodecyl! sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE)

Total protein extracts (TPE) were obtained from parasites (2 x 107)
grown under both glucose (HG and GR) conditions by 10% tri-
chloroacetic acid (TCA) precipitation at 4 °C overnight (ON) and
analysed by SDS-PAGE on 12% polyacrylamide gels. Similarly,
protease-resistant extracts (PRE) were obtained from parasites
(2x10”) grown under both glucose conditions without protease
inhibitors, which leaves the proteolytic activity intact for detection.
Briefly, parasites suspended in PBS pH 8 were lysed with 0.5%
sodium deoxycholate (DOC) for 20 min at 4 °C, centrifuged at 16
000 x g for 30 min at 4 °C, and analysed by SDS-PAGE on 12% poly-
acrylamide gels. The proteolytic activity from PRE or DMEM-TYG
medium (20 yL) obtained after 60 min parasite-HeLa cell inter-
action was analysed by substrate SDS-PAGE on 12% polyacrylamide
gels co-polymerized with 0.2% gelatin (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Proteinases were renatured with 2.5% Triton
X-100 and activated with 100 mm sodium acetate buffer, pH 4.5,
containing 0.1% p-mercaptoethanol for 12h or 18 h at 37 °C,
respectively, as described by Cdrdenas-Guerra et al. (2013). Gels
were Coomassie brilliant blue (CBB) stained to show the proteolytic
activity as white bands against a blue background.

Western blot (WB) assays

For WB assays, TPE or PRE from parasites (2 x 10”) grown under
HG or GR conditions were separated by SDS-PAGE, blotted onto
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nitrocellulose (NC) membranes (0.2 um pore size; Bio-Rad),
blocked with 10% nonfat dried milk in PBS-Tween 20 [PBS pH 7
with 0.1% Tween 20 (PBS-T20)], and incubated with different
primary antibodies (all diluted in PBS-T20): anti-TvCP2r (1:2000
dilution), anti-TvCP3r (1:2000 dilution), anti-TvCP4r (1:1000 dilu-
tion), anti-TvCP12r (1:2000 dilution), anti-TvCP39r (1:1000
dilution), anti-TvLEGU-1r (1:500 dilution), anti-Tv-CatDr (1:200
dilution) and anti-TC-2r (1:200 dilution) for 18 h at 4 °C. After
incubation for 1 h at 37 °C with a peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit secondary antibody (1:3000 dilution in PBS-T20 with 5%
nonfat dried milk; Bio-Rad), the reactive bands were developed
using a chemiluminescence system (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate; Thermo Scientific-Pierce). Images
were captured with a ChemiDoc XRS System (Bio-Rad) and ana-
lysed using the Quantity One software (Bio-Rad). Alpha-enolase
protein (TVENO) detected with an anti-TVENOr antibody
(1:2000 dilution in PBS-T20) was used as a loading or secretion
control, since it is not affected by glucose. Triosephosphate isomer-
ase (TvTIM), detected with an anti-TvTIMr antibody (1:1000 dilu-
tion in PBS-T20) was used as a control protein upregulated by
glucose (Miranda-Ozuna et al, 2016). These experiments were
performed at least two independent times with similar results.

Cytotoxicity assay

Cytotoxicity assays were performed by a colorimetric method as
described by Alvarez-Sanchez et al. (2000) with some modifica-
tions. Briefly, parasites grown under HG or GR conditions were
suspended in DMEM:TY interaction medium [2:1 (vol/vol)] with-
out HIBS, supplemented with 50 mm glucose (HG) or without
glucose (GR), according to the parasite glucose growth condition.
Parasites (2 x 10° well™!) were added to confluent HeLa cell
monolayers on 96-well microtiter plates (~4 x 10* cells well ™)
at a 5:1 ratio (parasite: HeLa cell) and incubated for 15, 30 and
60 min at 37 °C in a 5% CO, atmosphere, washed 5x with PBS
at RT, and HeLa cell monolayer destruction was assessed using
light microscopy and spectrophotometric quantification at
570 nm. The interaction medium after 60 min host—parasite
interaction was recovered, centrifuged and the supernatant was
analysed by zymography for the presence of trichomonad secreted
proteinases. Control parasites in the interaction medium without
serum and with or without glucose (TYG:DMEM or TY:DMEM)
were monitored for cell viability at the same incubation time of
the assay by the trypan blue exclusion method. Parasite viability
was maintained between 99 and 98% throughout the assay (up
to 60 min) under both interaction media.

For cytotoxicity inhibition experiments, parasites grown under
GR conditions were pre-incubated with increasing concentrations
(0, 25, 50, 100 and 200 yg mL™") of an anti-TvCP2r immuno-
globulin G (IgGs) (purified by the caprylic acid method, as
previously reported; Sanchez-Rodriguez et al., 2018) for 30 min
at 37 °C, before interaction with confluent HeLa cell monolayers
on 96-well microtiter plates for 30 min at 37 °C in a 5% CO,
atmosphere. The same concentrations of preimmune (PI) rabbit
serum IgGs were used as a negative control. Untreated parasites
were taken as 100% cytotoxicity. The experiment was performed
in triplicate at least three independent times, with similar results.

Apoptosis assays

Apoptosis assays (Annexin V-FITC and DNA fragmentation
assay) were performed using the same protocol described above
for cytotoxicity inhibition experiments. After incubation of
T. vaginalis with confluent HeLa cell monolayers on 96-well
microtiter plates for 30 min at 37 °C in a 5% CO, atmosphere
and washed 5 times with PBS at room temperature (RT), remnant
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HeLa cell monolayers were labeled for 15 min using the Annexin
V-fluorescein isothiocyanate (FITC) Fluorescence Microscopy Kit
(BD Pharmingen), following the manufacturer’s recommenda-
tions. The FITC fluorescent signal from apoptotic HeLa cells
was analysed by epifluorescence microscopy (Nikon, Japan)
(Sommer et al., 2005) and quantitated by a spectrofluorometric
analysis (SpectraMax Gemini EM spectrofluorometer).

For DNA fragmentation assay, after incubation of T. vaginalis
with confluent HeLa cell monolayers on 6-well microtiter plates
(at a 4:1 ratio) for 30 min at 37 °C in a 5% CO, atmosphere,
the supernatant was recovered and centrifuged. The cells attached
in the plate and in the pellet were lysed with the lysis buffer
(10 mm Tris-HCl pH 7.4, 5mm EDTA, 0.2% Triton X-100).
DNA was pretreated with RNase A (50 uyg mL™") and proteinase
K (1 mg mL™"), recovered by phenol-chloroform extraction and
precipitated with ethanol and 3 M sodium acetate. Normal-
grown parasites and HelLa cells treated with 5% H,O, for 30
and 60 min at 37 °C in a 5% CO, atmosphere were used as posi-
tive controls. The DNA was analysed by electrophoresis in 2%
agarose gels (Abcam Protocols, 2018).

In vitro secretion assays

The in vitro secretion assays were performed as described by
Cérdenas-Guerra et al. (2013) with few modifications. Parasites
grown under HG or GR condition were harvested, washed three
times with PBS pH 7 and suspended (1 x 10° parasites mL™") in
PBS supplemented with 50 mm glucose or without glucose,
according to the parasite growth condition (HG or GR, respect-
ively). The parasites were incubated at 37 °C for 60 min, parasite
viability was measured by the trypan blue exclusion method, and
the supernatant containing secretion products (SP) was clarified
by centrifugation at 900 x g and filtered through a 0.22 um
NC membrane. The proteins were precipitated with 10% TCA
at 4°C ON, separated by SDS-PAGE on 12% polyacrylamide
gels, blotted onto NC membrane, and analysed by WB assay to
confirm the presence of TvCP2 in the SP. To identify TvCP2
by mass spectrometry (MS) in the in vitro SP, the protein band
of interest was manually excised from the CBB-stained gel and
a matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)-time of
flight (TOF) MALDI-TOF/TOF MS analysis was performed at
the Protein Core Facility, (CINVESTAV-IPN, Unidad Irapuato).

Immunolocalization of TvCP2 by indirect immunofluorescence
assays (IFA)

To determine the localization of TvCP2 under different glucose
conditions, IFA and confocal microscopy analyses were performed
using parasites grown under HG and GR conditions and an
anti-TvCP2r antibody. For TvCP2 localization, parasites were
fixed with 4% formaldehyde in PBS for 20 min at RT on
coverslips, washed two times with 20 mm NH,Cl in PBS
(NH,CI-PBS), two times with 0.2% bovine serum albumin (BSA)
in PBS (PBS-BSA) and two times with PBS before permeabilization
with 0.02% Triton X-100 in PBS for 5 min at RT. Parasites were
then incubated with an anti-TvCP2r antibody or PI serum (both
at a 1:100 dilution) for 1 h at RT, washed five times with PBS,
and incubated with a FITC-conjugated anti-rabbit secondary
antibody (1:100 dilution) (Thermo Scientific-Pierce) for 1h at
RT. For nuclei staining, the coverslips were mounted with
Vectashield- 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) mounting
solution (Vector Laboratories, Burlingame, CA) and the parasites
were analysed by confocal microscopy using a Zeiss microscope
and ZEN 2012 software (Carl Zeiss, Germany). For lysosome
staining, live parasites (1 x 10° parasites mL~") grown under both
glucose conditions (HG and GR) were incubated with 2 um
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Lysotracker Red DND-99 (Invitrogen) following the manufac-
turer’s instructions for 30 min at 37 °C with gentle shaking.
Parasites were then washed, fixed and processed as described for
IFA with the anti-TvCP2r antibody.

Immunogold labelling and transmission electron
microscopy (TEM)

Parasites grown under HG and GR conditions were fixed with 4%
formaldehyde-0.2% glutaraldehyde in serum-free DMEM, dehy-
drated in ethanol, embedded in LR White resin (London Resin
Co. Ltd., Berkshire, UK) and polymerized under UV light at 4 °C
for 18 h. Ultrathin sections were mounted on mesh nickel grids,
incubated with an anti-TvCP2r primary antibody (1:30 dilution),
for 18 h, washed, incubated with a 15 nm gold particle-conjugated
goat anti-rabbit IgGs secondary antibody (Ted Pella, Inc,
Reeding, CA, USA) for 1 h at RT, and contrasted with uranyl acetate
and lead citrate. As a negative control, the secondary antibody alone
was used. Ultrathin sections were analysed by TEM in a JEM-1011
transmission electron microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan).

Scanning electron microscopy (SEM)

After parasite-HeLa cell interaction in TY:DMEM interaction
medium without serum for 45 min at 37 °C, samples were fixed
in 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer for 30 min at 37 °C,
washed with PBS and milli-Q water, dehydrated in ethanol, crit-
ical point-dried with CO, in a Sandri-780 dryer (Tousimis®) and
coated with gold using a JFC-1100 ionizer (JEOL Ltd., Tokyo,
Japan). The samples were analysed with a JEOL-JSM 7100 F
scanning electron microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan).

Statistical analysis

Statistically significant differences between means were deter-
mined by analysis of variance (ANOVA) using GraphPad Prism
5.0. The data were analysed by one-way ANOVA using the
Tukey method comparing all pairs of columns (P<0.05) for
Figs 1, 2 and 5. The scores showing statistical significance are
indicated in the figures with an asterisk. The corresponding
P values are indicated in the figure legends.

Results

Effect of glucose on the cytotoxicity levels and the amount and
proteolytic activity of T. vaginalis proteinases

To assess the effect of glucose on the cytotoxicity of T. vaginalis,
parasites grown under both (GR and HG) glucose conditions were
incubated with confluent HeLa cell monolayers and the levels of
cellular destruction were determined by a colorimetric method.
Interestingly, the optical microscopy (Fig. 1A) and spectrophoto-
metric analyses (Fig. 1B) showed that parasites under GR condi-
tions exhibited the highest levels of monolayers destruction
(~95%) compared to parasites under HG conditions (~44%)
after 60 min interaction. These differences were significant.

In addition to contact-dependent cytotoxicity, T. vaginalis
secretes molecules with a proteolytic activity that could contribute
to cellular damage. To confirm this, we performed zymograms of
the PRE and supernatants obtained after 60 min of HeLa-Tv
interaction under both (GR and HG) glucose conditions
(Fig. 1C). Our results showed the presence of four main bands
(~90-, ~66-, ~34- and ~25-kDa) with proteolytic activity released
after host-parasite interaction under both glucose conditions
(Fig. 1C, lanes 3 and 4). However, under GR condition the proteo-
Iytic activity bands were more intense, especially the ~66 kDa
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Fig. 1. Effect of glucose on the cytotoxicity levels, proteolytic activity and amount of different proteins of Trichomonas vaginalis. (A) Cytotoxicity assays to show
HelLa cell monolayers integrity by staining with crystal violet dye, after 15, 30 and 60 min interaction with T. vaginalis under glucose-restricted (GR) (Lane 1) or high
glucose (HG) (lane 2) conditions. HeLa cell monolayers incubated 60 min under both GR and HG conditions, but without T. vaginalis were used as 100% monolayer
integrity controls. (B) Percentage of cytotoxicity levels on Hela cells induced by T. vaginalis at different times (15, 30 and 60 min), under GR (black bars) or HG
(white bars) conditions determined by spectrophotometric analysis of the eluted dye from HeLa cell monolayers. (C) Zymogram of proteinase-resistant extracts
(PRE) (lanes 1 and 2) or supernatants (SN) (lanes 3 and 4) obtained after interaction of HeLa cell monolayers with parasites grown under GR (lanes 1 and 3)
or HG (lanes 2 and 4) conditions for 60 min at 37 °C and 5% CO, atmosphere. (D) WB assays of proteinase-resistant extracts (PRE, 35 ug per lane) from parasites
grown under GR (lane 1) or HG (lane 2), transferred onto NC membrane and incubated with different primary antibodies against recombinant proteinases of
T. vaginalis (TvCP2, TvCP3, TvCP4, TvCP12, TvCP39, TVLEGU-1 and Tv-CatD). An anti-trichocystatin 2 (TC-2r) antibody recognizes a 10-kDa band of an endogenous
inhibitor of CPs, TC-2. An anti-enolase (TVENOr) antibody that recognizes a 48-kDa band was used as a control protein (TVENO) not affected by glucose. An anti-
triosephosphate isomerase (TvTIMr) antibody that recognizes a 27-kDa band was used as a control protein (TvTIM) for a positive glucose modulation.
(E) Densitometric analysis of the bands detected by WB (D) using the Quantity One software (Bio-Rad). The bar graphs show the relative amounts of TvTIM,
TvCP2, TvCP3, TvCP4, TvCP12, TvCP39, TVLEGU-1, Tv-CatD and TC-2 proteins normalized to the level of the TVENO protein. For B and E, the error bars indicate
the standard deviation (SD) of three and two independent experiments, respectively. The asterisk (*) shows significant differences (P<0.05) as determined by
ANOVA. Arrowheads show the proteolytic activity bands in the zymogram (C) and the molecular weight of protein bands detected by WB in kDa (D).
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band, than under HG condition. Zymograms from PRE (Fig. 1C,
lanes 1 and 2) under both glucose conditions (GR and HG) were
used as controls of the effect of glucose on the total trichomonad
proteolytic activity. These results showed that certain CPs are
released by T. vaginalis during HeLa-Tv interaction mainly
under GR conditions.

To determine the effect of glucose on the amount of proteins
related to trichomonal virulence, particularly with cellular

damage, PRE from parasites grown under both (GR and HG)
glucose conditions were analysed by WB assays using different
anti-proteinases antibodies (Fig. 1D). Our results showed an
increase in the amount of proteinases TvCP2, TvCP3, TvCP4,
TvCP12, TvCP39, TvLEGU-1 and the endogenous inhibitor of
CPs, trichocystatin-2 (TC-2), under GR condition (Fig. 1D, lane
1) compared to the reduced amount of Tv-CatD and TvTIM
under the same GR condition, because these are two glucose
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Fig. 2. Glucose-restricted (GR) condition up-regulates the amount and in vitro secretion of TVvCP2 by Trichomonas vaginalis. (A) SDS-PAGE and Coomassie brilliant
blue (CBB) staining of 12% polyacrylamide gels were performed to assess the total protein extracts (TPE) from parasites grown under GR (lane 1), NG (lane 2) and
HG (lane 3) conditions. (B) For WB assays, duplicated gels from the panel (A) transferred onto NC membranes were incubated with different primary antibodies,
including an anti-TvCP2r antibody (a-TvCP2r; 1:2000 dilution) that recognized a 27-kDa band corresponding to the native TvCP2 protein. An anti-hexokinase anti-
body (a-EhHKr; 1:1000 dilution) that recognized a 43-kDa band was used as a control protein (TvHK) for glucose-induced modulation. An anti-enolase (a-TVENOr)
antibody that recognized a 48-kDa band was used as a control protein (TVENO) not affected by glucose. A preimmune rabbit serum (PI) (1:1000 dilution) was used
as a negative control. (C) Densitometric analysis of the bands detected by WB (B) using the Quantity One software (Bio-Rad). The bar graphs show the relative
amount of TVCP2 protein, under the three glucose conditions (GR, NG and HG), normalized to the level of the TVENO protein, which was used as a loading control.
The error bars indicate standard deviations (SDs) of three independent experiments. The asterisk (*) show significant differences (P<0.05), as determined by
ANOVA. (D) SDS-PAGE and CBB staining of 12% polyacrylamide gels of proteins present in secretion products (SP) of T. vaginalis, obtained in GR (lane 1) and
HG (lane 2), concentrated with 10% TCA precipitation and transferred onto NC membranes for WB assays. The a-EhHKr antibody (1:1000 dilution) was used as
a control of a protein (TvHK) that is not secreted under both glucose conditions (GR and HG) (lanes 3 and 4). The a-TVENOr antibody was used as a control
of a secreted protein (TVENO) that is not affected by glucose condition (lanes 5 and 6). The o-TvTIMr antibody was used as a control of a secreted protein
(TvTIM) induced by glucose (lanes 7 and 8). The a-TvCP4r antibody was used as a control of a secreted protein (TvCP4) downregulated by glucose (lanes 9
and 10). The o-TvCP2r antibody was used to follow the secretion of TvCP2. Arrowheads show the expected protein bands detected by WB.

upregulated proteins, used as positive controls of the HG effect
(Fig. 1D, lane 2). These differences corroborated by densitometric
analysis (Fig. 1E) of the bands detected by WB normalized against
the TVENO band, used as a loading control, were significant (P <
0.05) for all the proteins studied.

GR induces expression and secretion of TvCP2 in T. vaginalis.

The cysteine proteinase TvCP2 was previously identified as part
of a 30 kDa band (CP30) with proteolytic activity found in in
vitro SP of T. vaginalis composed of four CPs (CP2, CP3, CP4
and CPT), negatively regulated by iron and involved in cytotox-
icity and apoptosis induction to vaginal epithelial cells (Sommer
et al, 2005; Kummer et al., 2008). In addition, we recently
reported that TvCP2 is one of the trichocystatin-3 (TC-3; an
endogenous CP inhibitor) targeted CPs (Sanchez-Rodriguez
et al., 2018). Together, these data suggest that TvCP2 could be
involved in cytotoxicity. However, TvCP2 has not been character-
ized yet as an individual CP. Thus, we followed TvCP2 in further

experiments to investigate the effect of glucose in this particular
CP and its possible role in cytotoxicity.

By WB using PRE from parasites grown under GR and HG con-
ditions and an anti-TvCP2r antibody, we found that the amount of
TvCP2 is reduced by glucose (Fig. 1D). To confirm the glucose
negative effect, TPE from parasite grown under GR (<1 mm),
NG (25mm) and HG (50 mM) conditions were analysed by
SDS-PAGE (Fig. 2A) and WB assays using an anti-TvCP2r anti-
body (Fig. 2B). Our results show the highest amount of the
27-kDa TvCP2 band in parasite proteins from GR condition
(Fig. 2B, lane 1) compared with those from NG and HG conditions
(Fig. 2B, lanes 2 and 3). These differences corroborated by densito-
metric analysis of the WB TvCP2 bands normalized against the
TvENO band (Fig. 2C) were significant (P <0.05). WB with an
anti-EhHKr antibody, using the same TPE extracts, was performed
as a control of a protein positively regulated by glucose, showing an
opposite effect to TvCP2 (Fig. 2B). PI rabbit serum was used as a
negative control for WB (Fig. 2B). Thus, these data show that the
amount of TvCP2 is reduced by glucose.
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To determine whether glucose affects the secretion of TvCP2,
we performed an in vitro secretion and WB assays (60 min at
37 °C) using parasites grown under GR and HG glucose condi-
tions and an anti-TvCP2r antibody. Parasites showed 95-97%
viability at the end of the secretion assay. Figure 2D shows that
TvCP2 is secreted under both glucose conditions (Fig. 2D, lanes
11 and 12). The TvCP2 band was more intense in the SP of para-
sites in the GR (Fig. 2D, lane 11) than in the HG conditions;
whereas the control TVENO band showed similar intensity in
both glucose condition, suggesting that secretion of TVENO is
not affected by glucose levels (Fig. 2D, lanes 5 and 6). In contrast,
the TvTIM band showed greater intensity in the HG (Fig. 2D,
lanes 8) than in the GR conditions; whereas the TvCP4 band
showed greater intensity in the GR (Fig. 2D, lane 9) than in the
HG conditions. Both proteins were used as positive controls of
secreted proteins under both glucose conditions. As a negative
control of secretion, the TvHK was not detected by the specific
antibody, as expected (Fig. 2D, lanes 3 and 4). The CBB-stained
control gel showed the protein profile of SP of parasites in the
GR and HG conditions (Fig. 2D, lanes 1 and 2). The presence
of TvCP2 in the in vitro secretion products detected by the
anti-TvCP2r antibody (Fig. 2D) was confirmed by MS analysis.
Five peptides with identical masses to TvCP2 (TVAG_057000)
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Fig. 3. The TvCP2 proteinase is localized in cyto-
plasmic vesicles and on the surface of
Trichomonas vaginalis. (A) Nomarsky microscopy
and indirect immunofluorescence to detect the
cytoplasmic, lysosomal and vesicle localization
of TvCP2 in permeabilized parasites grown
under GR (a-e) and HG (f-j) conditions. Before
fixation, live parasites were incubated for
30 min at 37 °C with LysoTracker red to stain
lysosomes. Parasites were then fixed, blocked
and incubated with a primary anti-TvCP2r anti-
body (1:100 dilution) followed by a
FITC-conjugated secondary antibody (1:100 dilu-
tion). As a negative control, permeabilized para-
sites grown under GR condition incubated with
preimmune (PI) rabbit serum (1:100 dilution) fol-
lowed by a FITC-conjugated secondary antibody
(k-0) were used. The confocal microscopy
(Zeiss) images show nuclei labelled with DAPI
(in blue), lysosomes (acid vesicles) stained with
LysoTracker (in red) and TvCP2 labelled with
FITC (in green). The merged images show the
low levels of co-localization between TvCP2 and
parasite lysosomes (in yellow). Bar size: 10 pm.
These experiments were performed two inde-
pendent times, with similar results. (B) Possible
vesicle trafficking routes to the plasma mem-
brane of TvCP2. TEM analysis of immunogold
labelling of ultrathin sections of parasites
grown under GR (panels a, ¢ and d) and HG
(panel b) conditions using a primary a-TvCP2r
antibody at 1:30 dilution and a secondary anti-
body conjugated to 15 nm gold particles. The
TEM images show parasites in GR conditions dir-
ectly incubated with a secondary antibody conju-
gated to gold particles as a negative control
(panel d). In general, TvCP2 gold labelling free
in the cytoplasm, in cytoplasmic vesicles (V), vesi-
cles close to the plasma membrane (PM) and on
the parasite surface (arrows). N, nucleus. Bar:
1pm.

were identified by MALDI-TOF/TOF MS analysis that represents
22% TvCP2 sequence coverage (Supplementary Fig. S1). Thus,
these data show that TvCP2 is part of the released products of
live trichomonads promoted by glucose restriction condition.

TvCP2 is localized in the cytoplasm, vesicles and on the surface
of T. vaginalis

To assess the cellular localization of TvCP2 in trichomonads
grown under different glucose conditions, we performed IFA on
formaldehyde-fixed and permeabilized parasites using an
anti-TvCP2r antibody. By confocal microscopy, higher fluorescence
signal (in green) on cytoplasm (free and in vesicles) and close to the
surface of parasites grown under GR (Fig. 3A, panels a-e) than
under HG conditions (Fig. 3A, panels f-j) was observed, which
was further confirmed by immunogold localization TEM images
(Fig. 3B). As a negative control, in parasites incubated with PI
serum (Fig. 3A, panels k-o0) no green fluorescent was observed, as
expected.

To explore whether TvCP2 may have a typical lysosomal localiza-
tion, similar to other cathepsin-L CPs, we performed co-localization
assays using the anti-TvCP2r antibody and LysoTracker-red
DND-99 as a lysosomal marker. Figure 3A shows (in the merged

Downloaded from https://www.cambridge.org/core. CINVESTAV, on 06 Aug 2019 at 01:49:50, subject to the Cambridge Core terms of use, available at https://www.cambridge.org/core/terms.
https://doi.org/10.1017/50031182019000209


https://doi.org/10.1017/S0031182019000209
https://www.cambridge.org/core
https://www.cambridge.org/core/terms

1162

Fig. 4. SEM observation of a HeLa cells monolayer inter-
action with Trichomonas vaginalis grown in GR condi-
tion. (A) Control HeLa cells monolayer with a zoom of
their surface (white frame). (B) Control T. vaginalis
(Tv), keeps an ovoid shape with free flagella. (C)
Interaction of Hela cells (H) monolayer and T. vaginalis,
the blebbing cells and stress fibres are observed during
the interaction. (D) Higher magnification of the blebbing
cell during the interaction (framed area in C). (E)
Disruption on the Hela cell surface during the inter-
action (black arrowhead). (F) A parasite over a Hela
cell (H) while flagella interact with another HelLa cell
that is rounded (asterisk), disruption on HeLa cell sur-
face (arrowheads).

images) very low levels of TvCP2/lysosomal co-localization in para-
sites under both glucose conditions (Fig. 3A, panels e and j; in yel-
low) with a Pearson’s correlation coefficient of 0.43 for GR and 0.27
for HG conditions. These data suggest that TvCP2 is not a lysosomal
CP. Thus, the TvCP2-positive vesicles (in green) could correspond
to secretory vesicles (Fig. 3A), mainly under GR conditions.

TEM and immunogold localization assays of parasites grown
under both glucose conditions confirmed the subcellular localiza-
tion of TvCP2. Parasites under GR condition showed localization
in the cytoplasm (62%), inside vesicles with different sizes (30%),
or on the plasma membrane (6%) (Fig. 3B, panels a and c).
Similarly, in trichomonads under HG condition, TvCP2 showed
cytoplasmic localization (33%), inside vesicles (54%), or on the
plasma membrane (4%) (Fig. 3B, panel b). Interestingly, in para-
sites under GR condition, TvCP2 was also localized in
electron-lucent vesicles close to the plasma membrane (Fig. 3B,
panel a) that could correspond to putative secretory vesicles.
Moreover, the detection of the gold label on the parasite mem-
brane confirms the surface localization of TvCP2 mainly under
GR condition (Fig. 3B, panel c, black arrowheads). The secondary
antibody used as a negative control did not show any gold label-
ling, as expected (Fig. 3B, panel d).

TvCP2 plays a key role in the trichomonal cytotoxicity through
apoptosis induction in HelLa cells.

Our results showed that GR increases the cytotoxicity levels of
T. vaginalis to HeLa cell monolayers (Fig. 1). In addition, GR
increases the amount and promotes surface localization and
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secretion of TvCP2 (Figs 2 and 3), suggesting a possible role of
TvCP2 in the trichomonal cytotoxicity modulated by glucose star-
vation. To explore this hypothesis, we assessed the protective
effect of an anti-TvCP2r antibody against trichomonal cytotox-
icity. We first check by SEM the type of cellular damage inflicted
by T. vaginalis grown under GR conditions to HeLa cell mono-
layers during the parasite:host interaction (Fig. 4). Figure 4A
shows the morphology of control HeLa cells monolayer and the
integrity of the HeLa cells surface with microvilli (zoomed
image). The morphology of a control parasite grown in the GR
condition is also shown (Fig. 4B). Figure 4C-F show the HeLa
cells drastic morphological changes due to the interaction with
T. vaginalis. Parasites firmly adhered to cells conserved the
ovoid shape (Tv), whereas the cells in contact with parasites pre-
sented blebs and long stress fibres, both markers of cell stress and
apoptosis induction (Fig. 4C and D). Besides, HeLa cells with or
without direct contact with parasites also presented rupture of the
cell membrane (Fig. 4E and F, black arrowhead). Rounded HeLa
cells in contact with parasite flagella were also observed as another
type of damage inflicted by trichomonads (Fig. 4F, asterisk).
These results show that the interaction between HeLa cells and
GR-parasites induced severe cellular damage that could be related
to apoptosis induction.

Thus, to evaluate the participation of TvCP2 in this type of cel-
lular damage, live parasites grown under GR condition were pre-
incubated with increased concentrations of the anti-TvCP2r IgGs
(0-200 ug mL™") before interaction with HeLa cell monolayers
expecting some degree of protection. Figure 5A shows up to
~60% reduction in trichomonal cytotoxicity using 100 and
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Fig. 5. TVCP2 participates in the cellular damage towards Hela cells due to apoptosis induction. (A) Cytotoxicity inhibition assay performed with 2 x 10° live para-
sites grown under GR condition and preincubated with increasing concentrations (0-200 yg mL™*) of anti-TvCP2r or Pl serum purified 1gGs followed by incubation
with HelLa cell monolayers (4 x 10* cells well™) at 5:1 ratio. HelLa cell monolayers without parasites were used as a negative control. HeLa cell monolayers with
parasites grown under GR without antibody treatment were used as a positive control (+) and considered as 100% cytotoxicity levels. (B) Apoptosis inhibition
assay was performed similarly to the cytotoxicity inhibition assay. After incubation with live parasites, cell monolayers were incubated with FITC-conjugated
Annexin V. Annexin V fluorescence signal (in green) was quantified using a SpectraMax Gemini EM spectrofluorometer. Each point in the bar is the mean of the
percentage of cell monolayer destruction or apoptosis induction of representative experiments with triplicate samples. The error bars indicate standard deviations
(SDs) of three independent experiments. The Annexin V fluorescence signal of HeLa cell monolayers without parasites but incubated in the interaction media
(DMEM:TY) (mock) were used as a negative control (-). HeLa cell monolayers incubated with parasites grown under GR without antibody treatment were used
as a positive control (+) and considered as 100% apoptosis induction. The asterisk (*) shows significant differences (P<0.05), as determined by ANOVA. (C)
Annexin-V fluorescence signal was also observed by epifluorescence microscopy (Nikon). In addition to the other assay controls described in (B), HeLa cell mono-
layers before the host-parasite interaction were used as an extra negative control (-). The green label indicates apoptotic cells accompanied by cellular damage.

200 pug mL™" anti-TvCP2r IgGs compared with the same concen-
trations of PI serum IgGs used as a negative control, which
showed great monolayer destruction (Fig. 5A).

We further hypothesized that cellular damage that leads to cell
death of HeLa cell monolayers by live trichomonads is due to
apoptosis induction, and TvCP2 is one of the molecules partici-
pating in this process. To test this hypothesis, we performed an
apoptosis inhibition assay by the Annexin V-FITC method in
the presence of increasing concentrations of purified anti-
TvCP2r or PI serum IgGs. Figure 5B and C show the apoptosis
induction to HeLa cell monolayers by parasites grown under
GR condition as a strong Annexin V green label and wide
destruction of HeLa cell monolayers, which was taken as 100%
apoptosis induction. The damage of HeLa cell monolayer and
Annexin V label was reduced in a concentration-dependent man-
ner up to ~80% by the anti-TvCP2r IgGs, but not by the PI serum
IgGs used as a negative control (Fig. 5B and C). These differences
were significant (Fig. 5B).

We further analysed the HeLa cells damage caused by T. vagi-
nalis through the DNA degradation assays by agarose gel electro-
phoresis. Figure 6A shows high molecular size bands indicative of
the integrity of HeLa cells and trichomonads genomic DNA
before the host-parasite interaction used as controls. As a positive
control of DNA degradation for both type of cells, we induced
apoptosis by treatment with 5% H,O, for 30 and 60 min at 37 °C

(Singh et al., 2007) and observed the fragmentation/degradation
of both genomic DNAs. As expected, in HeLa cells after H,0,
treatment a DNA laddering with multiple bands was observed;
whereas in trichomonads, the H,O, treatment induced DNA deg-
radation observed as a smear (Fig. 6A, lanes 5-6). Analysis of the
genomic DNA after the parasite-host cell interaction showed a
massive degradation and the absence of the high molecular size
DNA band (Fig. 6B, lane 3) compared with the control DNA
bands (Fig. 6B, lanes 1-2). However, a certain degree of protection
of the genomic DNA band was observed after the interaction of
anti-TvCP2r IgG-pretreated parasites with HeLa cell monolayers
(Fig. 6B, lane 4) compared with the interactions with PI serum
IgGs-pretreated parasites (Fig. 6B, lane 5) used as a control.

These data confirmed the participation of TvCP2 in the tricho-
monal cytotoxicity due to apoptosis induction to HeLa cell mono-
layers, as previously suggested (Sommer et al., 2005; Kummer
et al., 2008).

Discussion

Glucose is the primary carbon and energy source for T. vaginalis.
We recently reported that T. vaginalis is exposed to different glu-
cose levels (0.3-36.65 mm) during vaginal infection of women
with trichomoniasis (Miranda-Ozuna et al., 2016). Compared
to the lowest value of glucose detected in vaginal secretion
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(0.3 mm) of patients with trichomoniasis, <1 mm glucose, used in
in vitro assays as the GR condition, it is representative of the low-
est glucose concentration detected during trichomonal infection.

In vitro studies showed that under metabolic stress by GR, T.
vaginalis activates several adaptive mechanisms, such as metabolic
reprogramming, enhancing antioxidant ability and autophagy as a
cell survival strategy (Huang et al., 2014, 2017). In this work, we
focused on studying the effect of GR on the T. vaginalis cytotox-
icity, as another cell survival strategy for the acquisition of glucose
and nutrients from the host cell.

Here, we report that glucose negatively regulates trichomonal
cytotoxicity. Particularly, we observe almost total destruction of
HeLa cell monolayers by T. vaginalis under GR conditions, in a
contact-dependent manner, suggesting that T. vaginalis activates
its cytotoxicity mechanism in response to nutritional stress by
glucose. A similar cytotoxic effect induced by GR conditions
has been reported in other parasites as Entamoeba histolytica,
supporting that glucose has an important role in parasites viru-
lence modulation (Tovy et al., 2011).

In addition to cell contact, the cytotoxicity of T. vaginalis also
involves secreted molecules to the extracellular medium, such as
porins, phospholipases and proteinases that contribute to cellular
damage (Fiori et al., 1993; Lubick and Burgess, 2004). Thus, in
this work, we explored the effect of glucose on the activity of pro-
teinases released during the interaction of T. vaginalis with HeLa
cell monolayers. Zymograms show the presence of at least 4 bands
with proteolytic activity in both glucose conditions (GR and HG)
released during host-parasite interaction and cellular destruction.
Interestingly, the highest proteolytic activity was observed in a
66-kDa band under GR conditions, suggesting that certain pro-
teolytic activity could be linked with the high cytotoxicity levels
of T. vaginalis under GR conditions. The CP-dependent cytotox-
icity has been related to a 65-kDa (TvCP65) (Alvarez-Sanchez
et al, 2000) and a 39-kDa (TvCP39) (Herndndez-Gutiérrez
et al., 2003, 2004; Ramoén-Luing et al., 2011) proteolytic activities
modulated by environmental factors such as iron, zinc, polya-
mines and other unknown factors that participate in T. vaginalis

virulence (Figueroa-Angulo et al., 2012), such as glucose as
described in here.

Trichomonas vaginalis exhibits high levels of proteolytic activ-
ity, mediated mainly by CPs (Hernandez et al., 2014; Arroyo et al.,
2015). Some CPs are differentially modulated by iron and play
diverse biological roles in trichomonal pathogenesis. In this
study, we found that glucose negatively regulates the expression
of six CPs: TvCP2, TvCP3, TvCP4, TvCP12, TvCP39 and
TvLEGU-1 at the protein level. Interestingly, some of these CPs
have been localized on the cell surface of or secreted by T. vagina-
lis, participating in different steps of the host cellular damage,
such as cytoadherence (TVLEGU-1) (Rendén-Gandarilla et al.,
2013), haemolysis (TvCP4) (Cardenas-Guerra et al., 2013), cyto-
toxicity (TvCP12 and TvCP39) (Hernandez-Gutiérrez et al., 2003,
2004) and apoptosis (the secreted CP30 complex: CP2, CP3, CP4
and CPT) (Kummer et al., 2008; Sommer et al., 2005). Our results
suggest that some of the CPs negatively modulated by glucose
could be responsible for the high cytotoxicity levels of T. vaginalis
under GR conditions.

We also found that glucose also reduced the amount of one of
the endogenous cystatin-like CP inhibitors, TC-2, previously
identified in the active degradome of T. vaginalis to be associated
with TvCP39 (Ramoén-Luing et al., 2011; Puente-Rivera et al,
2014). Their principal function is cellular protection from an exa-
cerbated proteolytic activity, suggesting that overexpression of
TC-2 under GR condition could be related with the increase in
the CPs amount, proteolytic activity and cytotoxic effect of
T. vaginalis toward host cells. In addition to its association with
TvCP39, it is possible that the TC-2 inhibitor binds to other
CPs as a regulatory mechanism of the endogenous trichomonad
CP proteolytic activity under GR conditions.

An opposite effect to the CPs expression was observed for the
trichomonad aspartic proteinase Tv-CatD. We found that glucose
positively regulates the expression of Tv-CatD at the protein level.
The Tv-CatD was recently reported as a proteinase that degrades
human haemoglobin (Mancilla-Olea et al., 2018). In vivo, the ery-
throcytes are an important source of glucose and haemoglobin for
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T. vaginalis. We hypothesize that glucose and haemoglobin levels
are increased during menstrual flux, positively affecting the
expression of Tv-CatD that could be involved in haemolysis.

In vitro studies show that T. vaginalis causes cell detachment
followed by cellular destruction as a result of apoptosis induced
by secreted CPs of the 30 kDa region (CP2, CP3, CP4 and
CPT). Here, we reported that the amount of TvCP2, TvCP3
and TvCP4 increased under GR, a stress condition that promotes
the destruction and death of the host cells in up to 30-60 min
interaction. Thus, we selected to follow TvCP2 as one of the mole-
cules responsive to glucose, to confirm the cytotoxicity and apop-
tosis induction under GR condition. First, we used TPE from
parasites grown under different glucose condition (GR, NG and
HG) to confirm that the amount of TvCP2 and its secretion
increased by GR conditions. The negative effect of glucose in cel-
lular damage described in here is similar to the negative influence
of iron in cytotoxicity and apoptosis induction (Sommer et al.,
2005; Kummer et al., 2008).

The highest proteolytic activity of T. vaginalis is in acid lyso-
somes. Therefore, it is expected that cathepsin L-like CPs are loca-
lized in this cellular compartment. We investigate the effect of
glucose on the lysosomal localization of TvCP2. Our results
show that TvCP2 does not have lysosomes as the main localiza-
tion in trichomonads as other cathepsin-L CPs do. TvCP2 main
localization was in different size vesicles close to the plasma mem-
brane, suggesting that TvCP2 was in secretory vesicles. The vesi-
cles localization of TvCP2 was confirmed by TEM microscopy
that shows the highest gold particle labelled in parasites grown
under GR compared to those under HG conditions. The localiza-
tion of TvCP2 in secretory vesicles is supported by the in vitro
secretion results and consistent with the presence of TvCP2 as
part of the CP30 in vitro secreted proteolytic activity (Sommer
et al., 2005).

The parasite-HeLa cell interaction analysed by SEM showed
that the apoptosis induction in HeLa cell by parasites in the GR
condition is due to the detachment and rounding of HeLa cells
and the presence of blebbing cells, a characteristic during the exe-
cution phase of apoptosis (Mills et al., 1999, Charras, 2007).
Moreover, we observed the presence of stress fibres and rupture
of the cell membrane due to the mechanical stress and cytotoxic
effect induced in a short period (30 min) compared with the effect
induced by fresh Tv isolates (Midlej and Benchimol, 2010).

The results of cytotoxicity and apoptosis inhibition, using the
anti-TvCP2r antibody, confirm that TvCP2 is used by trichomo-
nads to induce cellular destruction, damage to DNA and cell
death of the HeLa cell monolayers under GR condition. Our
results show a 60 and 80% of cytotoxicity and apoptosis inhib-
ition, respectively, and certain protection of the HeLa cells gen-
omic DNA degradation by the anti-TvCP2r antibody, showing
the participation of other trichomonad molecules that contribute
to cellular damage, a multifactorial virulence mechanism. Further
studies will be necessary to identify and characterize the mechan-
ism of apoptosis induction by TvCP2.

Analysing the events that occur in the apoptosis cascade, we can
note that the apoptosis process has 4 stages: (1) Induction, (2) Early
stage, (3) Mid-stage, (4) Late stage. The induction stage is divided
into 2 pathways such as the intrinsic pathway, mediated by mito-
chondria in response to internal stimuli such as DNA or plasma
membrane damage and the extrinsic pathway, mediated by extra-
cellular death receptors, for example, FasL to CD95 (Elmore,
2007). Our results suggest the activation of the apoptosis pathway
during the trichomonads-HeLa cells interaction because we
observed HeLa cell plasma membrane asymmetry (Annexin-V
fluorescence signal) and DNA damage, and some inhibition of
these processes when the parasites were preincubated with the
anti-TvCP2r IgGs before the interaction with HeLa cells.
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However, we could not analyse the deeper apoptosis pathway
such as caspase-3 activation because our assay conditions do
not allow analysis of longer interaction times as previously
reported (Sommer et al., 2005; Kummer et al., 2008) due to the
high cytotoxicity levels and proteolytic activity of the fresh
trichomonad isolate used in this study, properties that were
greatly enhanced by glucose restriction studied in here
(Miranda-Ozuna et.al., 2016). These particular conditions drove
the HeLa cells to rapid cell detachment, lost of the monolayer,
cell rounding and blebbing and massive cellular destruction in
less than 1h that appears to be not enough time to detect
caspase-3 activation as previously shown for SiHa cells after 4 h
(Quan et at., 2017). More experiments will be needed to elucidate
the apoptosis process during the interaction between trichomo-
nads and HeLa cells mediated by glucose. Nevertheless, the par-
ticipation of other trichomonad molecules during the apoptosis
cannot be discarded.

Same as glucose, iron also plays an important role in tricho-
monal cytotoxicity and apoptosis induction (Alvarez-Sdnchez
et al., 2007; Kummer et al., 2008). The parasite responds to iron
fluctuations by changing the gene expression of CPs. For example,
tvcp4 and tvcpl2 mRNAs are upregulated and downregulated by
iron, respectively, by a posttranscriptional regulatory mechanism
mediated by RNA-protein interactions described for both
mRNAs (Solano-Gonzalez et al, 2007; Torres-Romero and
Arroyo, 2009; Arroyo et al., 2015; Figueroa-Angulo et al., 2015).
Based on that, we could hypothesize that a similar mechanism
mediated by RNA-protein interactions could also participate in
the glucose-related gene expression regulation of trichomonad
CPs. However, an unknown mechanism cannot be discarded.

It is also clear from recent data (Huang et al, 2014;
Miranda-Ozuna et al., 2016; Mancilla-Olea et al., 2018; Stafkova
et al., 2018) that glucose gene expression regulation is just starting
to be unveiled as an attractive new field of research in T. vaginalis.
No doubt that the new findings will shed some light in under-
standing the complex biology that T. vaginalis uses for survival
during infection in the highly changing vaginal environment
throughout the menstrual cycle.

In summary, our findings demonstrated that GR is another
nutritional stress condition that promotes trichomonal cytotox-
icity to the host cells, by increasing the amount and proteolytic
activity of CPs such as TvCP2, which plays an important role
in the apoptosis induction during cellular damage.

Supplementary materials. The supplementary material for this article can
be found at https:/doi.org/10.1017/S0031182019000209.
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Abstract

Trichomonas vaginalis (Tv) induces host cell damage through cysteine proteinases (CPs)
modulated by iron. An immunoproteomic analysis showed that trichomoniasis patient
sera recognize various CPs, also some of them are present in vaginal washes (VWs).
Thus, the goal of this work was to determine whether TvCP2 is expressed during infection
and to assess the effect of iron on TvCP2 expression, localization and contribution to in
vitro cellular damage. Western-blotting (WB) assays using TvCP2r and vaginitis patient
serum samples showed that 6/9 Tv (+) but none of the Tv (—) patient sera recognized
TvCP2r. WB using an anti-TvCP2r antibody and VWs from the same patients showed
that in all of the Tv (+) but none of the Tv (—) VWs, the anti-TvCP2r antibody detected
a 27 kDa protein band that corresponded to the mature TvCP2, which was confirmed by
mass spectrometry analysis. Iron decreased the amount of TvCP2 mRNA and the protein
localized on the parasite surface and cytoplasmic vesicles concomitant with the cytotoxic
effect of TvCP2 on HeLa cells. Parasites pretreated with the anti-TvCP2r antibody also
showed reduced levels of cytotoxicity and apoptosis induction in HeLa cell monolayers.
In conclusion, these results show that TvCP2 is expressed during trichomonal infection
and plays an important role in the in vitro HeLa cell cytotoxic damage under iron-
restricted conditions.

Introduction

Trichomonas vaginalis (Tv) is the protozoan parasite responsible for human trichomoniasis,
the most common, non-viral, sexually transmitted neglected disease worldwide (WHO,
2012). This infection is associated with serious health complications, such as pregnancy out-
come, children with low birth weight, infertility, and cervical and prostate cancer (Lehker and
Alderete, 2000).

During infection, trichomonads are exposed to constantly changing microenvironmental
conditions throughout the menstrual cycle, such as nutrients scarcity and competition with
the vaginal microbiota, hit by the host immune response and hormonal fluctuations,
among others. However, T. vaginalis has mechanisms that allow the parasite to adapt and
respond to environmental changes, such as iron concentration differentially modulating the
gene expression of virulence factors, among other proteins, thus allowing the maintenance
of a chronic infection (Figueroa-Angulo et al, 2012).

Trichomonas vaginalis has high requirements of exogenous iron (up to 300um), an
essential micronutrient for its survival, multiplication and metabolism (Gorrell, 1985;
Lehker and Alderete, 1992). Iron by known and unknown mechanisms also regulates the
virulence factors of T. vaginalis. The absence of iron in the culture media reduces cell
growth and induces morphological changes in T. vaginalis from amoeboid to rounded
parasites and flagella internalization. Evidence of pseudocyst formation in T. vaginalis
under nutritional stress conditions such as iron restriction has been reported (Dias-
Lopes et al., 2017). Thus, iron plays an important role in the physiology and morphology
of T. vaginalis. Besides, morphological alterations are also accompanied by an extensive
change in the protein profiles of parasite grown under different iron conditions and suggest
that protein synthesis is differentially regulated by iron in trichomonads (Benchimol, 2004;
De Jesus et al., 2006, 2007).

The T. vaginalis genome has ~440 genes that encode proteinases; half of them are cyst-
eine proteinases (CPs), and 48 correspond to cathepsin L-like CPs (Carlton et al., 2007),
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but less than half show proteolytic activity by two-dimensional
gel electrophoresis (2-DE) zymography (Neale and Alderete,
1990; Ramon-Luing et al, 2010; Cardenas-Guerra et al.,
2013). The expression of some CP genes is differentially modu-
lated by iron concentrations (Arroyo et al., 2015). Moreover,
CPs are considered to be virulence factors (Herndndez et al.,
2014), participating in haemolysis (Dailey et al., 1990; Fiori
et al., 1993, 1996, 1999; Lubick and Burgess, 2004; Cardenas-
Guerra et al, 2013, 2015), complement resistance (Alderete
et al., 1995), cytoadherence (Arroyo and Alderete, 1989, 1995;
Mendoza-Lépez et al., 2000; Rendén-Gandarilla et al., 2013),
cytotoxicity (Alvarez-Sanchez et al., 2000, 2007; Ramo6n-Luing
et al, 2011; Carvajal-Gamez et al., 2014; Arroyo et al., 2015)
and apoptosis induction in HeLa and human vaginal epithelial
cells (Sommer et al, 2005; Kummer et al, 2008; Miranda-
Ozuna et al., 2019).

The tvep2 (TVAG_057000) gene (945-bp) was identified as
one of the cDNA clones in an expression library together with
three other genes that encode similar trichomonad cathepsin
L-like CPs (Mallinson et al., 1994), which were also found in in
vitro secretion products (SPs) involved in the induction of apop-
tosis in vaginal epithelial cells (Sommer et al., 2005). TvCP2 is
downregulated by glucose and is involved in cellular damage
(Miranda-Ozuna et al, 2019). Moreover, several immunogenic
proteinases from T. vaginalis (immunoproteome) were identified
in an immunoproteomic analysis, combined with mass spectrom-
etry (MS) and the use of patient sera in 2-DE-Western-blotting
(2-DE-WB) assays (Ramon-Luing et al., 2010). In this analysis,
TvCP2 was one of the CPs recognized by patient sera. However,
the presence of TvCP2 in vaginal secretions during infection
and the effect of iron on the expression, localization and function
of TvCP2 in the cytotoxic mechanisms of T. vaginalis and the
putative association with cystatin-like endogenous CP inhibitors
have not yet been determined.

In this work, we demonstrated the presence of TvCP2 in vagi-
nal washes (VWs) of trichomoniasis patients and assessed the
effect of iron in diminishing the expression of TvCP2, which is
localized on the plasma membrane and in secretory vesicles,
and could be targeted by TC-3, an endogenous CP inhibitor of
T. vaginalis. TvCP2 is a key parasite CP involved in the cytotoxic
cellular damage through apoptosis induction in HeLa cells under
iron-restricted (IR) conditions.

Materials and methods
Cloning and expression of the TvCP2 recombinant protein

The complete tvep2 gene (945-bp) (TVAG_057000) was amplified
by PCR using trichomonad genomic DNA as a template, a sense
primer (5'-GCCGGTACCATGTTTGCTTTCTTGCTTTCTGGC-
GCT-3'), and an antisense primer (5-GGCGAATTCTTAGAG-
AGCCTTTGGAAGGATAGTTCAG-3') (Supplementary Fig. S1A).
The restriction sites used, Kpnl and EcoRI, respectively, are
underlined in the primer sequences for directional cloning
into the pCold I prokaryotic expression vector (Takara Bio Inc,,
Mountain View, CA, USA), as recommended by the manufac-
turer. Recombinant protein expression in the Escherichia coli
strain BL21 (DE3) was induced with 1 mm isopropyl-g-D-1-thio-
galatopyranoside for 16 h at 16 °C and analysed by sodium dode-
cyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
WB assays using an anti-histidine6 tag monoclonal antibody
(a-His6; Invitrogen-Gibco, Carlsbad, CA, USA). The recombinant
TvCP2 protein (TvCP2r) was purified by affinity chromatography
using Ni-Sepharose 6 Fast Flow columns (GE Healthcare-
Amersham Biosciences, UK), as recommended by the manufac-
turer (Supplementary Fig. S2A).
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Production of a polyclonal anti-TvCP2r antibody (anti-TvCP2r)

To produce an anti-TvCP2r polyclonal antibody, a 6-week-old
male New Zealand rabbit was subcutaneously immunized twice
with 200ug of purified TvCP2r protein mixed with the
TiterMax Gold adjuvant (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO,
USA) every 15 days. The anti-TvCP2r antibody was used in
WB assays to detect native TvCP2 in VWs from patients with
trichomoniasis and in Tv extracts, for indirect immunofluores-
cence, and for cytotoxicity and apoptosis-induction inhibition
assays. A preimmune (PI) serum sample was obtained before ani-
mal immunization and was used as a negative control in all
experiments using antibodies (Supplementary Fig. S2B and C).
For inhibition assays, immunoglobulin G (IgG) fractions from
anti-TvCP2r and PI sera were obtained using the caprylic acid
method (Harlow and Lane, 1988). The use and handling of rab-
bits for antibody production were included in a protocol submit-
ted and approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee at CINVESTAV (Protocol No. 0229-16).

Biological samples

To detect the presence of TvCP2 in VWs from patients with tricho-
moniasis, nine Tv (+) VWs and nine Tv (—) samples were obtained
from patients attending the Hospital General de México (HGM),
who had been diagnosed with vaginitis through clinical examin-
ation. Diagnosis for the presence or absence of Tv in these patients
was confirmed by VW microscopic analysis and in vitro culture
(Table 1). Moreover, to detect the presence of antibodies against
TvCP2 in sera from patients with trichomoniasis, TvCP2r was
used as an antigen in WB assays, and sera from Tv (+) and Tv
(—) patients were used as primary antibodies (1:100 dilution)
(Table 1). To obtain patient biological samples (VW and serum),
each patient who participated in this study signed an informed
consent form included in a protocol approved by the HGM scien-
tific and ethical committees (Protocol No. DI/14/204/03/010).

Parasites and HelLa cell cultures

Parasites from the fresh clinical T. vaginalis isolates CNCD 147
(type 2) and CNCD 280 (type 1) were used in this study for all
experiments or where indicated, respectively (Alvarez-Sanchez
et al., 2000; Conrad et al, 2012; Sanchez-Rodriguez et al., 2018).
Trichomonad cultures were maintained at 37°C for 1 week by
daily passage in trypticase-yeast-extract-maltose (TYM) medium
supplemented with 10% heat-inactivated bovine serum (HIBS)
(Diamond, 1957). Organisms at the mid-logarithmic phase were
used for all assays. The TYM medium used for regular parasite
growth contained 20 M iron [normal iron (NI) condition]. For
parasites grown under high-iron (HI) or IR condition (250 or 0
um iron, respectively), the culture medium was supplemented
with 250 um ferrous ammonium sulphate or 150 um 2-2'-dipyridyl
(an iron-chelating agent; Sigma-Aldrich, Co.), respectively (Gorrell,
1985; Alvarez-Sanchez et al., 2007). To obtain confluent HeLa cell
monolayers, cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM) (Gibco Lab, Grand Island, NY, USA) supple-
mented with 10% HIBS at 37 °C for 48 h in a 5% CO, atmosphere
(Alvarez-Sanchez et al., 2000; Miranda-Ozuna et al., 2019).

RNA isolation and reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) analysis

Total RNA was isolated from parasites (2 x 10”) grown under dif-
ferent iron concentrations using TRIzol reagent (Invitrogen). The
quality of RNA was determined using agarose gels (data not
shown). Before cDNA synthesis, total RNA was first treated with
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Table 1. Characteristics of biological samples from patients with vaginitis used in Western-blot assays shown in Fig. 1

VW microscopic analysis®

Sample number® Patient ID VECH WBC® Bacteria T Tv culture Serum*®
1 HGMM 718 + + +++ + + +
2 HGMM 513 + ++ +++ + + +
3 HGMM 664 ++ + +++ + + +
4 HGMM 492 + + + + + +
8 HGMM 507 + + ++ + + +
6 HGMM 588 + +++ + + + +
7 HGMM 490 + ++ ++ + + +
HGMM 478 ++ + +++ + + +
9 HGMM 615 + + + + + +
10 HGMM 578 + + +H = = +
11 HGMM 479 + + +H - - +
12 HGMM 261 ++ + ++H+ — — +
13 HGMM 431 + + + - NA -
14 HGMM 367 + + ++ — NA —
15 HGMM 457 iz +++ T - NA -
16 HGMM 452 + ++ ++ — NA —
17 HGMM 717 ot it +++ - NA -
18 HGMM 587 + + + — NA —

Samples of vaginal washes (VWs) and sera were obtained from enrolled people attending for an annual Pap smear examination at the ‘Medicina Preventiva del Hospital General de México’
(HGMM). People accepted to participate after signing the consent form approved in the Protocol No. DI/14/204/03/010 by the HGM ethical committee. The presence of Tv detected in the
microscopic analysis was confirmed by in vitro culture of vaginal secretions. All patients were diagnosed with cervicovaginitis, but in none of them was the presence of yeast detected.
*The patient sample number from 1 to 9 of WVs and sera are from Tv (+) patients and from 10 to 18 are from Tv (-) patients. These samples were used in WBs shown in Fig. 1.
bPatient WVs were TCA-precipitated for the WB assay presented in Fig. 1C using anti-TvCP2r serum as the primary antibody. The protein profile of each VW used in Fig. 1C was shown as
Supplementary Fig. S4. Signs (+ or —) show the abundance of cellular components as follows: +, few; ++, moderate; +++ abundant; —, absent.

“Patient serum at 1:100 dilution for the WB assay presented in Fig. 1B using TvCP2r as antigen; NA, no serum sample was obtained from these patients.

94VEC, presence of vaginal epithelial cells.
*WBC, presence of white blood cells.
Tv, presence of moving parasites confirmed by in vitro culture of VW.

DNase I for 60 min at 37°C. To check for the absence of gDNA,
DNase-treated RNA was used as a template for PCR reaction.
PCR reaction without cDNA was also used as a negative control
(Fig. 2A). To obtain cDNA, 10 ug total DNase-treated RNA was
processed using a RevertAid first-strand cDNA synthesis kit
(Thermo Scientific-Pierce, Rockford, IL, USA), following the man-
ufacturer’s instructions. For endpoint PCR amplification, 500 ng
cDNA, Taq DNA polymerase (Invitrogen) and specific primers
for tvep2 (TVAG_057000) designed using the gene sequence
reported in TrichDB were selected to amplify a 322-bp fragment.
The tvep2 primers used were a sense primer (5-GGGCTACG-
ATGAGGTTAAGG-3') at position 623-643 nt and an antisense
primer (5-GGCGAATTCTTAGAGAGCCTTTGGAAGGATAG-
TTCAG-3') at position 908-945 nt (Supplementary Fig. S1A).
The amplification programme consisted of 20 cycles of denatur-
ation at 95 °C for 1 min, annealing at 55 °C for 35 s and extension
at 72 °C for 80 s. The 112-bp fragment of the T. vaginalis B-tubulin
mRNA (Madico et al., 1998) was used as an internal control. The
amplification programme consisted of 25 cycles of denaturation at
94 °C for 1 min, annealing at 55 °C for 1 min and extension at 72 °C
for 30s. These experiments were performed three independent
times with similar results.

Protein preparation and SDS-PAGE

Proteins [total protein extracts (TPEs) and protease-resistant
extracts (PREs)] were obtained from 2 x 107 parasites cultured

under different iron concentrations. To obtain TPEs for WB,
washed parasites were resuspended in PBS pH 7.0 for 10% tri-
chloroacetic acid (TCA) precipitation at 4°C for 18 h. To obtain
PREs for WB, washed parasites were lysed with 0.5% sodium
deoxycholate in PBS pH 8.0, and in the absence of protease inhi-
bitors to keep the proteolytic activity intact, as previously
described (Miranda-Ozuna et al., 2019). Then, PRE lysates were
centrifuged at 13000 x g for 30 min at 4°C and supernatants
were analysed, without boiling, by SDS-PAGE on 12% polyacryl-
amide gels. Proteins from VWs were obtained by 10% TCA pre-
cipitation using 100 uL of VW supernatant. TCA-protein pellets
from TPEs and VWs were resuspended directly in SDS-PAGE
sample buffer, boiled for 3min and analysed through SDS-
PAGE and WB assays using different primary antibodies.

In vitro secretion assays

The in vitro secretion assay was performed as previously
described (Hernandez-Gutiérrez et al., 2004) with some modifica-
tions. Briefly, parasites grown under IR or HI conditions were
harvested, washed three times with PBS, resuspended (2 x 10°
parasites mL™') in PBS-0.5% maltose directly or supplemented
with 250 um ferrous ammonium sulphate, according to the para-
site growth condition (IR or HI, respectively), incubated for 90
min at 37 °C, and parasite viability was assessed by the Trypan
Blue exclusion method. To confirm the presence of TvCP2 in the
SPs, the supernatant was clarified by centrifugation at 900 x g,

Downloaded from https://www.cambridge.org/core. IP address: 189.166.148.197, on 13 Jul 2020 at 19:41:54, subject to the Cambridge Core terms of use, available at
https://www.cambridge.org/core/terms. https://doi.org/10.1017/50031182020000438


https://www.cambridge.org/core/terms
https://doi.org/10.1017/S0031182020000438
https://www.cambridge.org/core

Parasitology

A B Serum
Controls Tv (+) Tv ()
Da =—— _ ——
250 |
150 - T _\
100 |
75 |
50 |
37 ¥ [[« 38 kDa <38 kDa
25 |
20 |
15 -
o o dUEOHEEEE CE
1 2 1 23 4 5 6 7 89 10 11 12
C TV (+) VW
a-TvCP2r e - L — le 27 kDa
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tv (1) VW
a-TvCP2r

10 1 12 13 14 15 16 17 18

Fig. 1. Presence of TvCP2 during trichomonal infection. (A) Controls of WB assays
using the recombinant TvCP2 protein (TvCP2r) transferred onto NC membrane
stained with Ponceau Red (lane 1) and the recognition by the anti-TvCP2r antibody
(1:8000 dilution; lane 2) used as a positive control. (B) WB assays using NC membrane
containing TvCP2r as antigen incubated with different Tv (+) (lanes 1-9) and Tv (-)
(lanes 10-12) patient sera (Table 1) at a 1:100 dilution. (C) WB assays performed using
the anti-TvCP2r (1:2000 dilution) antibody in NC membranes containing duplicate
samples of the proteins from nine Tv (+) (Supplementary Fig. S3, lanes 1-9) and
nine Tv (—) vaginal washes (VWs) (Supplementary Fig. S3, lanes 10-18) previously
separated by SDS-PAGE using 12% polyacrylamide gels and CBB-stained
(Supplementary Fig. S3; Table 1). Sera and VWs used in Fig. 1B and C, lanes 1-12
are from the same patients in each case (Table 1).

filtered through a 0.22 um membrane, and proteins were precipi-
tated with 10% TCA at 4°C for 18 h prior to WB assays. These
experiments were performed at least in three independent times.

Western blot

WB assays were performed using different sources of proteins
(TvCP2r, in vitro SPs, TPEs or PREs from Tv or TCA-precipitated
proteins from VWs) separated by SDS-PAGE on 12% polyacryl-
amide gels, transferred onto nitrocellulose (NC) membranes
(0.2um pore size; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA),
and blocked with 10% non-fat dried milk in PBS-0.1% Tween
20 (PBS-T20). The NC membranes were incubated for 1h at
37°C with the following primary antibodies diluted in PBS-T20:
anti-TvCP2r (1:2000 dilution); anti-TvCP4r (1:500 dilution;
Cérdenas-Guerra et al.,, 2013), TvCP4 is a CP that is secreted
under HI conditions and was used as a positive control for SPs;
anti-TvPFOr (1: 10000 dilution; Meza-Cervantez et al., 2011),
this antibody was produced against a recombinant protein of
the carboxy-terminal region of Tv pyruvate ferredoxin:oxidore-
ductase (PFO) A, which is induced under HI condition and was
used as a positive control for iron induction; anti-EhHKr (1:500
dilution; Meza-Cervantez et al., 2011), this antibody was pro-
duced against an Entamoeba histolytica hexokinase recombinant
protein (EhHKr) that recognizes the TvHK, which was used as
a negative control for SPs WB; anti-TvLEGU-1r (1:500 dilution;
Rendén-Gandarilla et al., 2013), TVLEGU-1 is a CP of the aspar-
aginyl endopeptidase (legumain) subfamily that was used as a
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loading control for PREs WB; anti-His6 (1:1000 dilution), PI
serum (1:100 dilution) or Tv (+) and Tv (—) patient sera (dilution
1:100; Ramon-Luing et al., 2010). After five washes with PBS-T20,
NC membranes were incubated for 1 h at 37°C with a peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit, anti-mouse or anti-human IgG
secondary antibody (1:3000 dilution; Bio-Rad Laboratories).
Then, the reactive bands were developed using a chemilumines-
cence system (SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Thermo Scientific-Pierce), images were captured in a
ChemiDoc XRS System (Bio-Rad), and analysed using Quantity
One software (Bio-Rad). Densitometry analysis was determined
using the pixels of the TvCP2 protein bands detected by the
anti-TvCP2r antibody in the IR conditions as a 100% intensity
and used to calculate the relative intensity of the bands detected
by the anti-TvCP2r antibody in the HI conditions for both
types of protein extracts (TPEs and PREs) and the in vitro secre-
tion assay. These experiments were performed at least in three
independent times.

Protein identification by MS

Protein bands of interest detected in WB assays using in vitro
trichomonad SPs and patient VWs were excised from Coomassie
brilliant blue (CBB)-stained gels (Supplementary Fig. S4). The
samples were analysed on a NanoAcquity nano-flow liquid chro-
matography (LC) system (Waters), coupled to a linear ion trap
mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany)
equipped with a nanoelectrospray ion source (LC-ESI-MS/MS).
Proteins were identified from the tandem MS data using
SEQUEST software with searches in the TrichDB database at the
Proteomics Laboratory in CINVESTAV-Unidad Irapuato.

Indirect immunofluorescence assay (IFA) and lysotracker
labelling assays

To determine the cellular localization of TvCP2 under different iron
concentrations, IFA and confocal microscopy analyses were per-
formed using parasites grown under IR and HI conditions and an
anti-TvCP2r antibody. Parasites attached to coverslips were fixed
with 4% formaldehyde in PBS for 30 min at room temperature
(RT). Half of the coverslips with fixed parasites were permeabilized
with 0.07% Triton X-100 for 5 min at RT, while the other half were
not treated. All coverslips were then blocked with 0.5 M glycine for 1
h at 37 °C and 1% fetal bovine serum for 15 min at 37 °C. Parasites
were incubated with the anti-TvCP2r antibody or PI serum as a
negative control (1:100 dilution) for 18 h at 4 °C, followed by incu-
bation with a fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated second-
ary anti-rabbit antibody (1:100 dilution) (Thermo Scientific-Pierce)
for 1 h at RT. The parasites were stained with the membrane marker
1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate
(DIL-CM-38; Molecular Probes-Invitrogen) at 1:2000 dilution for
30 min at RT, washed with PBS, and mounted with Vectashield-
DAPI (4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) mounting solution. For lyso-
somal co-localization assays, the acidic compartments of live para-
sites grown under both iron conditions (IR and HI) were
incubated with 2 um LysoTracker Red DND-99 (Invitrogen) follow-
ing the manufacturer’s instructions for 30 min at 37 °C. Parasites
were then washed, fixed and processed as previously described by
Miranda-Ozuna et al. (2019) for IFA and incubated with an
anti-TvCP2r antibody.

The TC-3 and TvCP2 co-localization assays were performed
using the CNCD280 Tv isolate, as previously reported
(Sanchez-Rodriguez et al., 2018). Briefly, parasites were incubated
with both primary antibodies (mouse anti-TC-3r and rabbit
anti-TvCP2r, both at 1:100 dilution) for 18 h at 4 °C, washed
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Fig. 2. Effect of iron on the expression of TvCP2 at the mRNA, protein and in vitro secretion. (A) Endpoint RT-PCR with specific primers for the tvcp2 and g-tubulin
genes using 500 ng of cDNA from parasites grown in IR (0 um; lane 1) and HI conditions (250 um; lane 2). As a positive control, 500 ng of gDNA was used (lane 3). To
verify the lack of gDNA contamination, DNase-I-treated RNA was used as a template for the PCR (lane 4). As another negative control, a reaction without DNA was
used (lane 5). B-Tubulin mRNA under different iron concentrations was used as a loading control. Arrowheads show the length of each amplicon in base pairs (bp).
(B) Densitometric analysis of the tvcp2 bands detected in the ethidium bromide-stained agarose gel in (A) using Quantity One software (Bio-Rad) and compared
with the g-tubulin bands used as a loading control. (C and E) Coomassie-Brilliant-Blue (CBB)-stained 12% SDS-PAGE gel for TPEs and PREs from parasites grown
under IR (Oum) and HI (250 um) conditions (lanes 1 and 2), respectively. For WB assays, duplicate gels of (C) and (E) were transferred onto NC membranes and
incubated with different antibodies: anti-TvCP2r polyclonal antibody (1:2000 dilution); anti-TvPFO50r antibody (1: 10000 dilution) to detect an overexpressed
PFO-A control protein under HI conditions; anti-EhHKr antibody (1:1000 dilution) as a loading control to detect TvHK; anti-TvLEGU-1r antibody (1:500 dilution)
as a control for a proteinase expressed under both iron conditions used; and PI serum (1:1000 dilution) as a negative control. (D and F) Densitometric analysis
of the TvCP2 protein bands detected by WB in (C and E) using Quantity One software (Bio-Rad) were compared with the protein bands detected by the
anti-EhHKr antibody in (C) and by the anti-TvLEGU-1r antibody in (F) as loading controls, respectively. (G) CBB-stained protein profiles of the in vitro secreted pro-
ducts from parasites grown under IR (0 um) and HI (250 um) conditions. WB assay of duplicated samples transferred onto NC membranes using polyclonal antibodies
specific for each protein (anti-TvCP2r, anti-TvCP4r and anti-EhHKr) to detect TvCP2; TvCP4 (secreted protein) and TvHK (non-secreted protein) were used as con-
trols to determine the active secretion of TvCP2 from live parasites. (H) Densitometric analysis of the protein bands detected by WB in (G) for TvCP2 using Quantity
One software (Bio-Rad). The band detected by amplification of tvcp2 by RT-PCR and TvCP2 in WB assays with the anti-TvCP2r antibody in the IR-grown
parasite TPE, PRE or SP (A, C, E and G) was set as 100% of relative intensity for the densitometry analysis (B, D, F and H). (*) indicate a significant difference
with P<0.05 values.
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with PBS, incubated with FITC-conjugated and Alexa-Fluor-
594-conjugated secondary antibodies, respectively (1:100 dilution;
Thermo Scientific-Pierce) for 1 h at RT, mounted, and analysed
by confocal microscopy using a Zeiss microscope and Zen 2012
software (Carl Zeiss, Germany). PI sera were used as negative con-
trols. To quantify the degree of co-localization (putative molecu-
lar association) between two fluorochromes, the Pearson’s
correlation coefficient (r) was used. Values close to zero represent
weak association while values between 0.5 and 1 represent bio-
logical meaningful association (Adler and Parmryd, 2010).

Pull-down assay

A pull-down assay was performed according to the manufac-
turer’s instructions (Pierce™ Pull-Down PolyHis Protein:
Protein Interaction Kit) as recently reported (Sanchez-Rodriguez
et al., 2018). Briefly, TC-3r and clarified protein extract (CPE)
were used as bait and prey proteins, respectively. The CPE was
obtained from parasites (2x107) of the CNCD 280 isolate
grown under NI conditions. The CPE was incubated with
TC-3r (150 ug) previously immobilized on a cobalt resin column
for 18 h at 4°C. After washing, fractions (CPE, washes and bound
or prey proteins) were analysed by SDS-PAGE on a 13% poly-
acrylamide CBB-stained gel. Additionally, bound proteins were
transferred onto NC membranes (Bio-Rad) for WB detection
with the anti-TvCP2r antibody and with the anti-TvTIMr anti-
body and PI serum as negative controls (Sdnchez-Rodriguez
et al, 2018). Bovine serum albumin (BSA) and HSP70r were
used as a negative control and unrelated protein, respectively,
with a similar treatment as TC-3r.

Immunogold localization using transmission electron
microscopy (TEM)

These assays were performed using the CNCD280 Tv isolate, as
previously reported (Sanchez-Rodriguez et al., 2018), grown
under NI conditions. Ultrathin (60 nm) sections were obtained
and incubated for 18 h at RT with a mouse anti-TC-3r antibody
(1:10 dilution) or with a rabbit anti-TvCP2r antibody (1:20 dilu-
tion) alone or together (for co-localization assays) with mouse
anti-TC-3r as primary antibodies, and with gold-conjugated anti-
mouse or anti-rabbit IgG (1:60 dilution) (or together) as second-
ary antibodies (Ted Pella Inc. Redding, CA, USA) (using 20 or 30
and 15nm gold particles, respectively). Then, the sections were
contrasted with uranyl acetate and lead citrate. Secondary anti-
bodies alone were used as negative controls for these assays.
The sections were examined using a JEM-1011 transmission elec-
tron microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan).

Cytotoxicity, apoptosis induction and inhibition assays

Cytotoxicity assays were performed by a colorimetric method as
previously described (Alvarez-Sanchez et al, 2000; Miranda-
Ozuna et al, 2019) using confluent HeLa cell monolayers in
96-well microtiter plates and parasites grown under IR or HI con-
ditions. For inhibition assays, parasites grown under IR conditions
were incubated prior to the interaction assays for 30 min at 4 °C in
the presence of increasing IgG concentrations (0, 50, 100 and 300
ug mL™!) of anti-TvCP2r or PI serum (used as a negative control).
The parasites were then washed and resuspended in interaction
medium (DMEM: iron-chelated TYM at a 2:1 ratio and without
serum). The untreated or IgG-pre-treated parasites (2 x 10°
well™!) were added to confluent HeLa cell monolayers (5 x 10*
well™") at a 5:1 parasite-to-host cell ratio and incubated for 1h
at 37°C in a 5% CO, atmosphere. HeLa cell monolayer destruc-
tion was assessed using light microscopy and spectrophotometric
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quantification at 570 nm. Untreated parasites were set as 100%
cytotoxicity. Each experiment was performed in triplicate at
least three independent times, with similar results.

Trichomonal  apoptosis  induction  assays:  Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick-End Labeling
(TUNEL) DNA fragmentation and Annexin V-FITC were per-
formed. A TUNEL assay after the cytotoxicity assay in the absence
or presence of 300ugmL™" anti-TvCP2r IgG-treated parasites
using the DeadEnd™  Fluorometric =~ TUNEL  System
(Promega, Madison, WI, USA) was performed following the man-
ufacturer’s instructions. Briefly, after incubation of T. vaginalis with
confluent HeLa cell monolayer for 30 min at 37 °C, cells recovered
from the supernatant and those remaining in the monolayer
attached to the coverslips were fixed with 4% formaldehyde, per-
meabilized with 0.2% Triton X-100 for 5 min at RT, and incubated
with the Terminal deoxynucleotidyl transferase and fluorescein-
labelled nucleotide mix for 1h at 37°C. Nuclei were stained with
DAPI. HeLa cells and Tv incubated with H,O, for 30 and 60
min at 37 °C in a 5% CO, atmosphere were used as positive con-
trols. Green fluorescence incorporated in the nicked DNA was
observed by confocal microscopy (Zeiss). Experiments were per-
formed at least two independent times with similar results.

To confirm the role played by TvCP2 in apoptosis induction,
other assays were also performed. For the DNA fragmentation
assay, after incubation of T. vaginalis (with or without pre-
treatment with anti-TvCP2r or PI IgGs) with confluent HeLa
cell monolayers on six-well microtiter plates for 30 min at 37 °C
in a 5% CO, atmosphere, the supernatant was recovered and cen-
trifuged. The cells attached to the plate and in the pellet were
processed for DNA extraction as previously reported (Miranda-
Ozuna et al., 2019). As positive controls, parasites and HeLa
cells treated with 5% H,O, for 30 and 60 min at 37 °C in a 5%
CO, atmosphere were used. The DNA was analysed by electro-
phoresis in 2% agarose gels. The experiments were performed at
least two independent times with similar results.

For the annexin V-FITC staining method, after the incubation
of T. vaginalis with confluent HeLa cell monolayers for 30 min at
37 °C in a 5% CO, atmosphere, the cell monolayers were labelled
with the Annexin V-FITC Fluorescence Microscopy Kit (BD
Pharmingen) for 15min at RT, following the manufacturer’s
recommendations. The FITC fluorescent signal from apoptotic
Hela cells was observed under an epifluorescence inverted micro-
scope (Nikon, Japan) and quantified by a spectrofluorometric
analysis (SpectraMax Gemini EM spectrofluorometer). The inter-
action of HeLa cell monolayers with parasites grown under IR
conditions without antibody pre-treatment and their level of
Annexin V label was set as 100% apoptosis.

Statistical analysis

Statistically significant differences between means were deter-
mined by analysis of variance (ANOVA) using GraphPad Prism
6. The scores showing statistical significance are indicated in the
figures with asterisks. The corresponding P values are indicated
in the figure legends.

Results

Expression of TvCP2r and anti-TvCP2r antibody production and
validation

To demonstrate the expression of TvCP2 during trichomonal
infection, we determined the immunogenicity of TvCP2 by
detecting the reactivity of anti-TvCP2 antibodies in patient
serum samples and the presence of the TvCP2 proteinase in vagi-
nal secretions of patients with trichomoniasis using VWs
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(Table 1). For this purpose, the recombinant TvCP2 protein and
the previously generated polyclonal anti-TvCP2r antibodies
(Miranda-Ozuna et al., 2019) were used. The complete 945-bp
open reading frame of the tvep2 gene (TVAG_057000) that
encodes a 315-aa cathepsin L-like zymogen with a predicted
molecular mass of ~35kDa and pI 7.0 (Supplementary
Fig. S1A) was cloned. The N-terminal region from aa residues
1-72 corresponds to the prepro-region that is removed by proteo-
lytic processing during proteinase maturation leaving a 242-aa
and 27 kDa mature proteinase (Supplementary Fig. S1B). The
affinity-purified recombinant TvCP2 (TvCP2r) proteinase
expressed as a 38 kDa protein band (Supplementary Fig. S2A)
was used as an antigen in WB assays with vaginitis patient sera
(Fig. 1).

The anti-TvCP2r antibody produced in rabbits was validated
by WB assays using TvCP2r, TPEs and PREs obtained from nor-
mally grown parasites (Supplementary Fig. S2). The anti-TvCP2r
antibody recognized a 38kDa TvCP2r protein band
(Supplementary Fig. S2C, lane 1) and a ~27 kDa protein band
in the TCA-precipitated TPEs and the PREs from parasites
grown in NI concentrations (Supplementary Fig. S2C, lanes
2 and 3). The ~27 kDa protein could correspond to the mature
TvCP2 proteinase (Supplementary Fig. S1B). The PI serum
showed no reactivity (Supplementary Fig. S2B). The anti-
TvCP2r antibody tested by IFA using normally grown fixed and
non-permeabilized parasites detected TvCP2 mainly in spots on
some parts of the parasite surface (Supplementary Fig. S2D).

TvCP2 is present during trichomonal infection

To determine the immunogenicity of TvCP2 during infection, the
presence of anti-TvCP2 antibodies in vaginitis patient sera
(Table 1) using TvCP2r as an antigen was analysed in WB assays.
Figure 1B shows the immunodetection of TvCP2r (38 kDa) in 6/9
tested Tv (+) patient sera, while no bands were detected when Tv
(—) patient sera were tested. As a positive control, the rabbit
anti-TvCP2r antibody was used (Fig. 1A).

The presence of TvCP2 during infection in Tv (+) and Tv (-)
VWs with similar cytological composition, at least under the
microscopic examination of each wet mount (Table 1) was also
analysed in WB assays. Proteins from VWs of vaginitis patients
were concentrated by TCA precipitation, electrophoresed
(Supplementary Fig. S3), and transferred onto NC membranes to
perform WB assays using the anti-TvCP2r antibody (Fig. 1C).
Supplementary Figure S3 shows the CBB-stained protein profile
of each VW sample used in the WB analysis. The immune detec-
tion of TvCP2 in the Tv (+) VWSs showed a 27 kDa protein band in
all VWs tested (Fig. 1C), which was confirmed by MS analysis,
using two bands from the 27 kDa region of Tv (+) and two from
the Tv (=) VWs profiles (Supplementary Fig. S3, segmented rec-
tangles). Only on the Tv (+) VWs bands, four peptides were iden-
tified that corresponded to the TVAG_057000 gene product, giving
a 17% sequence coverage (Supplementary Fig. S1C). As expected,
the anti-TvCP2r antibody did not detect the presence of TvCP2
in Tv (=) VWs (Fig. 1C). Thus, these data demonstrate that
TvCP2 is expressed during infection.

TvCP2 is downregulated by iron at the mRNA and protein levels

The presence of TvCP2 in VWs of Tv (+) patients prompted us to
study the effect of iron on the in vitro TvCP2 expression. Thus,
the iron effect at the transcript and protein levels and in the in
vitro secretion and cellular localization of TvCP2 was determined.
The role of TvCP2 in parasite cytotoxicity was also analysed.
These results could help explain its presence and function during
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infection when exposed to iron variations throughout the men-
strual cycle.

To determine the effect of iron on the expression of tvcp2, we
designed specific primers (Supplementary Fig. S1A) and per-
formed an RT-PCR assay of the tvcp2 gene using cDNA synthe-
sized from DNase I-treated total RNA obtained from parasites
grown under IR and HI conditions using trizol. RT-PCR results
showed more tvcp2 transcripts in the IR condition than in the
HI condition (Fig. 2A), which was confirmed by a densitometry
analysis (Fig. 2B). As a positive control, the tvcp2 gene was amp-
lified from genomic DNA, and S-tubulin mRNA was used as a
loading control. DNase I-treated RNA as a template (no RT reac-
tion) and a PCR reaction without DNA template were used as
negative controls, which did not show any amplification
(Fig. 2A, lanes 4 and 5).

To determine the effect of iron on TvCP2 protein expression,
WB assays using TPEs from parasites grown in IR and HI condi-
tions were performed. The anti-TvCP2r antibody recognized a
27 kDa protein band with greater intensity in parasites grown in
IR conditions than in those grown under HI conditions
(Fig. 2C and D). The anti-TvPFO50r antibody detected a 120
kDa PFO protein (used as a control for an iron-upregulated pro-
tein, PFO) (Meza-Cervantez et al., 2011) with greater intensity in
the HI condition than in the IR condition. The anti-EhHKr anti-
body [obtained against a recombinant hexokinase (EhHKr) from
E. histolytica that recognizes Tv hexokinase (TvHK), which is a
cytoplasmic protein that is not secreted in vitro and does not
change under different iron conditions] detected a 43kDa
TvHK protein band with similar intensity in both iron conditions,
which was used as a loading control. The PI serum used as a nega-
tive control showed no recognition, as expected (Fig. 2C and D).
Also, WB assays using protein extracts prepared in the absence of
protease inhibitors (PREs) from trichomonads grown under dif-
ferent iron conditions (Fig. 2E and F) were performed. The
anti-TvCP2r antibody also detected a 27 kDa protein band with
greater intensity in the IR condition than in the HI condition,
compared with the recognition observed by the anti-TvLEGU-
Ir antibody (TvLEGU-1 is an asparaginyl endopeptidase that
does not change under different iron conditions), a protein that
was used as a loading control for PREs. The PI serum did not
show any reactivity (Fig. 2E and F).

To corroborate that TvCP2 was present in Tv (+) vaginal
secretions due to active secretion by live parasites under different
iron concentrations, in vitro secretion assays under IR and HI
conditions, WB assays using the anti-TvCP2r antibody and MS
analysis to confirm the presence of TvCP2 were also performed.
Parasite viability assessed during the in vitro secretion assay was
98 and 99% under IR and HI conditions, respectively.
Figure 2G shows the presence of TvCP2 in the excretion pro-
ducts/SPs of live parasites, mainly under IR conditions, as sup-
ported by a densitometric analysis (Fig. 2H). Four peptides of
the TVAG_057000 gene product were identified by MS, giving a
17% sequence coverage (Supplementary Fig. S1C). These data
confirm the secretion of TvCP2 by metabolically active parasites
mainly under IR conditions.

Localization of TvCP2

To determine whether iron modulates the subcellular localiza-
tion of TvCP2, an IFA using the anti-TvCP2r antibody and
fixed and non-permeabilized or permeabilized parasites grown
under different iron conditions were performed and analysed
by confocal microscopy. Figure 3 shows a higher TvCP2 fluor-
escence signal (in green) in IR than in HI parasites (Fig. 3A
and B, panels d and i). TvCP2 was detected in spots on the sur-
face of non-permeabilized parasite that co-localized (in yellow)
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Fig. 3. TVCP2 is localized in spots on the parasite surface and in cytoplasmic vacuoles of T. vaginalis under different iron concentrations. (A and B) IFA of non-
permeabilized (NP) and permeabilized (P) parasites, respectively, incubated with the anti-TvCP2r antibody followed by FITC-conjugated goat anti-rabbit 1gG (in
green). Differential phase contrast (DPC; a, f, k and p) images of parasites grown under IR (0um) and HI (250 um) conditions; nuclei stained with DAPI (in blue;
b, g, | and q); parasites labelled with DIL (in red; ¢, h, m and r) as a membrane marker; TVvCP2 (labelled with FITC; in green; d, i, n and s) staining of parasites
incubated with the anti-TvCP2r antibody (1:100 dilution) and a FITC-conjugated secondary antibody (1:100 dilution); merge of the co-localization of TvCP2
with membrane marker (in yellow; e, j, 0 and t). Preimmune (PI) serum was used as a negative control representative of all experiments (panels u-y), using non-
permeabilized parasites. The slides were observed at 63x magnification by confocal microscopy (Zeiss) 3D maximum projection. Scale bar =10 um. (C) Localization
of TVCP2 in lysosomes was performed using parasites incubated with Lysotracker (in red; ¢ and h), fixed and permeabilized with Triton X-100 and incubated with
the anti-TvCP2r antibody as in (B) (in green; d and i) (merge; e and j). The scant co-localization of TvCP2 with lysosomes (in yellow; e). Nuclei were stained with
DAPI (in blue; b and g). The slides were observed at 63x magnification by confocal microscopy (Zeiss) 3D maximum projection. Differential phase contrast (DPC; a

and f) images of parasites grown under IR and HI conditions. Scale bar =10 um.

with the membrane marker DIL (in red) with a Pearson’s correl-
ation coefficient of r=0.76 (Fig. 3A, panels e and j), supporting
a surface localization of TvCP2. TvCP2 was also detected in
cytoplasmic spots in permeabilized parasites that could corres-
pond to lysosomes and/or secretory vesicles (Fig. 3B, panels n,
0, s and t). The PI serum exhibited no reaction (Fig. 3B). To cor-
roborate whether TvCP2 may also have a lysosomal localization
in the parasite, an assay using live parasites incubated with
Lysotracker Red before IFA with the anti-TvCP2r antibody

(in green) was performed. Figure 3C shows the presence of lyso-
somes (in red; panels ¢ and h). However, the co-localization
of both labels was observed only in few spots (in yellow;
panel e), suggesting that TvCP2 may also be present in some
lysosomes. Nevertheless, the co-localization analysis reported a
Pearson’s correlation coefficient of r=0.46, suggesting a minor
lysosomal localization of TvCP2 (Fig. 3C, panels e and j).
Thus, some of the TvCP2 spots could correspond to secretory
vacuoles.
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TvCP2 could be a protease targeted by TC-3

We recently determined that an endogenous CP inhibitor, tricho-
cystatin 3 (TC-3), interacts with and inhibits the proteolytic activ-
ity of several trichomonad CPs, thereby reducing cellular damage
(Sanchez-Rodriguez et al., 2018). We aimed to evaluate whether
TvCP2 is another CP target for TC-3 using a similar approach.
Thus, a pull-down assay was performed as reported by
Sanchez-Rodriguez et al. (2018) using TC-3r as bait protein and
trichomonad extract as a source of TvCP2. The TC-3r-bound pro-
teins were eluted and analysed by SDS-PAGE and WB assays. An
eluted 30kDa very weak protein band was detected in
CBB-stained gels. Besides, a prominent 14.2kDa protein band
that corresponds to TC-3r, used as an anchor, was also eluted
(Fig. 4A, lane 2). Finally, to detect whether the TvCP2 protease
was present in the eluted fraction, we performed a WB assay
using the anti-TvCP2r antibody and an anti-TvTIMr antibody
(Miranda-Ozuna et al., 2016) and PI serum as negative controls.
The eluted TC-3r pull-down and CPE showed the presence of the
~27 kDa TvCP2 band that corresponds to the molecular mass of
the mature protease (Fig. 4B). As expected, neither the PI serum
nor the anti-TvTIMr antibody used as negative controls showed
any recognition in the eluted fraction from the TC-3 pull-down
assay. Similarly, the anti-TvIIMr antibody detected a protein
band only in the control CPE. The HSP70r and BSA proteins
were used as control bait proteins (as an unrelated and negative
control protein, respectively; Figure 4A). The HSP70r pull-down
assay showed very weak protein bands at ~56-65kDa in the
CBB-stained gel (Fig. 4A). However, the WB did not show recog-
nition by the anti-TvCP2r antibody (Fig. 4B). Similarly, the BSA
pull-down assay did not show any band in the gel (Fig. 4A), and
by WB, there was no recognition (Fig. 4B), showing that the
TC-3r/TvCP2 interaction was specific. These data show that
TvCP2 could be one of the CPs targeted by TC-3 in T. vaginalis.

Limited co-localization of TC-3 with TvCP2 in T. vaginalis

To verify whether the binding of the TC-3 inhibitor with TvCP2
identified by pull-down and WB assays occurs in the same cellular
compartment of T. vaginalis, co-localization of IFA of TC-3 with
TvCP2 were performed. First, we determined the localization of
TvCP2 in non-permeabilized CNCD280 Tv isolate (a type 1 iso-
late). The TvCP2 protease (Fig. 4C, panel c; green label) was
detected on the plasma membrane (Fig. 4C, panel b; red label)
as prominent spots in non-permeabilized parasites (Fig. 4C,
panel d; yellow label). The negative control did not show any
green label, as expected (Fig. 4C, panels g and h). In permeabi-
lized Tv, immunofluorescence showed a punctate pattern of
TvCP2 distribution throughout the cell, compatible with vesicular
localization (Fig. 4D, panel b; red label) consistent with ultrastruc-
tural data (Fig. 4E, panels b-e). The subcellular localization of
TvCP2 in the whole parasite is shown as a specificity control
(Fig. 4E, panel b). TvCP2 accumulates mainly in vesicles and
close to the parasite surface. The negative control did not show
any gold particles, as expected (Fig. 4E, panel a). Figure 4D
immunofluorescence  merge  images  revealed  limited
co-localization of TvCP2 (panel b, red label) and TC-3 (panel c,
green label) at both in an area close to the nucleus and in some
puncta (panel d, yellow label, white arrowheads). The organelles
where TvCP2 and TC-3 may co-localize were subsequently identi-
fied by immune gold labelling as in vesicles and on the parasite
surface by electron microscopy (TEM; Figure 4F), but the fre-
quency of co-localization was minimal. For example, TvCP2 was
frequently observed in TC-3-free vesicles and TC-3 in
TvCP2-free vesicles (Fig. 4F, panel e). Although both molecules
were also found in the organelle - Golgi complex - these were
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not in close proximity (Fig. 4F, panel f), suggesting that these
two molecules do not interact in the Golgi complex either; instead,
both molecules may undergo glycosylation and follow the classical
secretory pathway. Occasionally, the TvCP2 and TC-3 molecules
were observed in close proximity (Fig. 4F, panels g-i) in some vesi-
cles and on the parasite surface. The negative control did not show
any gold particles (Fig. 4F, panels a-d). Thus, these data suggest
that the TvCP2 protease has a limited interaction with TC-3 at
these parasite compartments (vacuoles and parasite surface).
Thus, our data could not confirm the co-localization of TvCP2
with TC-3 in the parasite. However, these results could also sug-
gest the TvCP2 is not the main CP targeted by TC-3, but could
also suggest that TvCP2 may be interacting with any of the two
trichocystatin inhibitors of trichomonads, such as TC-1 or TC-2
(Carlton et al., 2007).

TvCP2 plays a key role in trichomonal cytotoxicity and
apoptosis induction in HeLa cell monolayers

To investigate the role of TvCP2 on trichomonal cytotoxicity
under the influence of iron, the effect of iron on the levels of
trichomonal cytotoxicity in HeLa cell monolayers was first exam-
ined. Parasites grown under IR conditions were more cytotoxic
than those grown under HI conditions (Fig. 5A). To determine
whether TvCP2 is involved in trichomonal cytotoxicity towards
HeLa cell monolayers modulated by IR conditions, live IR para-
sites were pretreated with increasing concentrations (0-300 ug
mL™") of purified anti-TvCP2r IgGs or with PI serum IgGs
used as a negative control. The anti-TvCP2r antibody showed a
protective effect on HeLa cell monolayers by reducing cytotoxicity
levels by up to 40% (Fig. 5B). The PI serum-pretreated parasites
destroyed the HeLa cell monolayers as the untreated
parasites did. These data showed that the interaction of live para-
sites with the anti-TvCP2 antibody reduced the TvCP2-
dependent trichomonal cytotoxicity under IR conditions.

To further confirm the role played by TvCP2 in the HeLa cell
damage triggered by T. vaginalis, three different apoptosis inhib-
ition assays were performed. Two of them, through DNA frag-
mentation assays assessed by a TUNEL assay and by DNA
laddering observed by agarose gel electrophoresis using the high-
est concentration of anti-TvCP2 IgGs in the cytotoxicity inhib-
ition assays (Fig. 5B). Figure 5C and D and Supplementary
Fig. S5 (lanes 1 and 4) show the lack of TUNEL reaction (no
green label) and the control of high molecular size bands, respect-
ively, that correspond to HeLa cells and trichomonad genomic
DNA, as indicative of DNA integrity before the host-parasite
interaction. The induction of apoptosis (as a positive control of
DNA degradation) was achieved by the treatment of both cell
types with 5% H,O, for 30 and 60 min at 37°C (Singh et al,
2007) and the fragmentation/degradation of both genomic
DNAs was observed. In HeLa cells and trichomonads after
H,0, treatment, DNA fragmentation was observed as a
TUNEL-positive reaction (green label; Supplementary Fig. S4).
These results were supported by the DNA degradation observed
in the agarose gel as a reduction of the genomic DNA band
and as smears mainly in the Tv gDNA (Supplementary Fig. S5,
lanes 2, 3, 5, 6). Analysis of the genomic DNA after parasite-
host cell interaction showed DNA fragmentation detected by a
TUNEL positive reaction (green label; Fig. 5C and D) and
DNA degradation detected by a reduction of the high molecular
size DNA band and an enrichment of a lower size DNA band
(Supplementary Fig. S5, lane 7) compared with the control
DNAs (Supplementary Fig. S5, lanes 1 and 4). However, after
the interaction of anti-TvCP2r IgG-pretreated parasites with
HeLa cell monolayers, the lack of TUNEL reaction (no green
label; Fig. 5C and D) and a certain degree of protection of the
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genomic DNA integrity was observed (Supplementary Fig. S5,

lane 9) compared with the interactions with PI serum IgG-pre-
treated parasites (Fig. 5C and D; Supplementary Fig. S5, lane 8)

used as a control.
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Fig. 4. TvCP2 could be targeted by TC-3r in T. vaginalis. (A)
Pull-down assay with TC-3r; CBB-stained gel. Lane 1, a clarified
protein extract (CPE) from the CNCD280 Tv isolate; lane 2, elu-
tion fraction using TC-3r as bait protein; lanes 3-4, elution frac-
tions using BSA or HSP70r as control bait proteins, respectively.
(B) Western-blot assay using duplicate samples from (A). Lane 1,
CPE; lanes 2-4, elution fractions after a pull-down assay with
TC-3r, BSA and HSP70r, respectively. For WB, the following anti-
bodies were tested: Pl serum, anti-TvTIMr and anti-TvCP2r. (C)
Confocal microscopy analysis of TvCP2 localization using a rab-
bit anti-TvCP2r antibody, a preimmune serum used as a negative
control, and a FITC-labelled secondary antibody (in green;
panels ¢, d, g and h), DIL (panels b, d, f and h; in red) as a mem-
brane marker, and DAPI (panels b-d; panels f-h; in blue) as a
nucleus marker. Merged (panels d and h) and DPC (panels a
and e). (D) Co-localization analysis by indirect immunofluores-
cence assays and confocal microscopy using rabbit anti-
TvCP2r and mouse anti-TC-3r as primary antibodies. Alexa
Fluor-594-labelled (in red, panels b, d, f and h) secondary anti-
body for TvCP2 and FITC-labelled secondary antibody for TC-3
(in green, panels c, g, d and h). Merged (panels d and h) and
DPC (panels a and e). White arrowheads point to discrete
areas of each label alone (panels b and c) and in co-localization
(yellow label; panel d). The slides were observed at 63x magni-
fication by confocal microscopy (Zeiss). Scale bar=10um. (E)
TEM immunogold labelling with a rabbit anti-TvCP2r antibody
and a 20 nm gold particle secondary antibody. Panel a, the sec-
ondary antibody alone was used as a negative control (—) for
TEM immunolocalization assays. Panel b shows the subcellular
localization of TvCP2 in the whole parasite, as a specificity con-
trol. (F) Co-localization by TEM with immunogold labelling for
mouse anti-TC-3r (30 nm particle) and rabbit anti-TvCP2r (15
nm particle) as primary antibodies were analysed according to
the method described by Pastorek et al. (2016). Panels a-d are
images using both secondary antibodies alone as negative con-
trols for TEM immunoco-localization assays. Panel e shows local-
ization of TvCP2 in TC-3-free vacuoles and of TC-3 in TvCP2-free
vacuoles. Panel f shows localization of both molecules in the
Golgi complex, but not in close proximity. Panels g-i (black cir-
cle) show co-localization (close proximity) of TC-3 and TvCP2
labels on the vacuole membrane and on the plasma membrane.
Subcellular compartments observed in panels E and F by TEM:
N, nucleus; H, hydrogenosome; V, vacuoles; ER, endoplasmic
reticulum, G, Golgi complex; black arrow in Fig. 4E, panel c indi-
cates plasma membrane; black circles in Fig. 4F, panels g-i indi-
cate co-localization between TC-3 and TvCP2. Black arrows in
Fig. 4E, panels b-e and Fig. 4F, panels e-i indicate the compart-
ments where the TvCP2 label is concentrated. Black arrowheads
in Fig. 4F panels e-i indicate the compartments where the TC-3
label is observed.

Additionally, an apoptosis inhibition assay followed by the
Annexin V-FITC method in the presence of the anti-TvCP2r or
PI serum IgGs was performed. Apoptosis induction in HeLa cell

monolayers by IR parasites (used as a positive control) showed a
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Fig. 5. TvCP2 participates in cellular damage to HelLa
cells through apoptosis induction detected as DNA frag- Pl
mentation by TUNEL assay. (A) Cytotoxicity assays were
performed using 2% 10° live parasites grown under IR
(0um) and HI (250 um) conditions. (B) Cytotoxicity inhib-
ition assays were done using 2 x 10° live parasites grown
under IR conditions and pretreated with increasing con-
centrations of purified IgGs of the anti-TvCP2r antibody
or preimmune (PI) serum, followed by interaction with
HeLa cell monolayers (3.5x10% well™). As a negative
control (=), HeLa cell monolayers without parasites
were used. As a positive control (+), HeLa cell mono-
layers with parasites grown under IR conditions without
antibody pretreatment were used, and their level of
destruction was set as 100% cytotoxicity. Each point in
the bar represents the mean of the percentage of the
destruction of the HeLa cell monolayer for representa-
tive experiments with triplicate samples (panel B). (=)
(C and D) TUNEL assay was performed after the inter-
action of Hela cells with trichomonads as previously
described in (B). Inhibition of apoptosis induction
detected by TUNEL was performed with live parasites
pretreated with 300ugml™ of anti-TvCP2 purified
IgGs. Parasites pretreated with the same amount of
1gGs purified from preimmune (PI) serum were used as
a negative control for the inhibition assays. HelLa cell
monolayer without treatment was used as a negative
control. HeLa cell monolayers incubated with live para-
sites were used as a positive control. After the inter-
action, the remaining cells attached to the coverslips
(C) and released into the culture medium (D) were incu-
bated with TdT transferase and the fluorescein-labelled
nucleotide mix, as recommended by the manufacturer,
and observed by confocal microscopy (Zeiss). (C and D)
Differential Phase Contrast (DPC; panels a, e, | and m),
DAPI (in blue, panels b, f, j and n), fluorescent TUNEL
label (in green, panels c, g, k and o) and merge (panels
d, h, l and p). These experiments were performed at least
two independent times with similar results. The slides
were observed at 63x magnification by confocal micros-
copy (Zeiss) 3D maximum projection. Scale bar =20 uwm.
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strong Annexin V (in green) fluorescence intensity and extensive
cytotoxic damage of HeLa cell monolayers compared to the lack
of Annexin V fluorescent signal in the negative control of HelLa
cell monolayers (Supplementary Fig. S6A). The cytotoxic damage

DAPI TUNEL MERGE

DAPI

of the HeLa cell monolayer and the fluorescence intensity of
Annexin V were reduced (up to 46.6 +2.2%) by the anti-TvCP2r
IgGs, but not by the PI serum IgG (81 +11.1%) (Supplementary
Fig. S6B) and these differences were significant (P < 0.05).
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Thus, all together these data support the participation of
TvCP2 in trichomonal cytotoxicity due to apoptosis induction
as a cell death mechanism in HeLa cell monolayers, as previously
suggested (Sommer et al, 2005, Kummer et al., 2008) that
occurred in parasite grown under different starvation conditions
such as putrescine (Carvajal-Gamez et al., 2014), zinc (Puente-
Rivera et al., 2017), glucose (Miranda-Ozuna et al., 2019) and
iron, as shown in this work.

Discussion

Iron is an essential nutrient for T. vaginalis. Similar to other
amitochondriate protozoa, such as E. histolytica and Giardia
lamblia, iron is necessary for high amounts (50-300 um) for para-
site metabolism, multiplication and survival that results in com-
petition for iron between the pathogen and host during the
infection (Lehker and Alderete, 1992; Ortiz-Estrada et al., 2015).
Like glucose, the scarcity of iron is a metabolic stress that induces
the activation of survival mechanisms and acts as a regulator of
virulence factors such as CPs and other metabolic enzymes
(Figueroa-Angulo et al., 2012; Arroyo et al., 2015). Also, an iron-
responsive promoter-dependent transcriptional iron regulatory
mechanism and an iron-responsive element/iron regulatory
protein-like (IRE/IRP-like) system that participate in a post-
transcriptional mechanism mediated by iron have been identified
in this parasite (Tsai et al., 2002; Solano-Gonzalez et al., 2007;
Torres-Romero and Arroyo, 2009; Figueroa-Angulo et al.,
2015), indicating that fluctuations in iron concentrations also
play a crucial role in the regulation of gene expression in T. vagi-
nalis, as previously shown at the transcriptomic level (Horvathova
et al., 2012).

Trichomonas vaginalis is a parasitic protozoan with a complex
active degradome due to its high proteolytic activity that includes
the activities of cathepsin-L-like and legumain-like CPs (Ramon-
Luing et al., 2010). Some of these CPs were identified as part of
the trichomonad immunoproteome detected by trichomoniasis
patient sera (TvCP2, TvCP4, TvCP39) (Ramoén-Luing et al,
2010), suggesting their presence and participation during infec-
tion in the host-parasite interaction (CP30 and TvCP39)
(Sommer et al., 2005; Kummer et al., 2008; Ramoén-Luing et al.,
2011). However, the role of some of these CPs, such as TvCP2,
during infection has not been characterized.

Thus, the goals of this work were as follows: (1) to demonstrate
that TvCP2 is immunogenic and that is present in vaginal secre-
tions of patients with trichomoniasis, as a meaning of its expres-
sion during infection and (2) to assess the effect of iron on TvCP2
expression, localization and participation in trichomonal cytotox-
icity. In this work, we demonstrated the presence of TvCP2 in
vaginal secretions, confirmed its immunogenicity and suggested
that TvCP2 could be a protease targeted by the TC-3 inhibitor,
which could regulate its proteolytic activity at the post-
translational level, as has been reported for TC-2 and TvCP39
(Puente-Rivera et al., 2014). Further, the effect of iron on the
expression and localization of TvCP2 and its role in cellular dam-
age was determined.

Our results demonstrated that TvCP2 protein is expressed,
processed to the mature form and triggers an immunological
response in Tv-infected people, since anti-TvCP2 antibodies
were found in sera from Tv (+) patients (Fig. 1B). These data
are consistent with the Tv immunoproteome analysis (Ramén-
Luing et al., 2010), suggesting that TvCP2 could be a putative
biomarker of trichomoniasis. TvCP2 is also released during
trichomonal infection as the mature form, since a 27kDa
TvCP2 protein band was found in vaginal fluids from Tv (+)
patients (Fig. 1C; Supplementary Fig. S1B). These results are con-
sistent with previous reports that showed active in vitro and in
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vivo secretion of CPs by the parasite and the presence of some
trichomonad CPs of the 30kDa region in vaginal secretions
(Neale and Alderete, 1990; Mendoza-Lopez et al, 2000;
Hernandez-Gutiérrez et al, 2003, 2004; Ramon-Luing ef al,
2011). Moreover, mature TvCP?2 is released in SPs by metabolically
active parasites under different iron conditions in vitro (Fig. 2G).

Our results also suggest a possible vesicular secretory pathway
for the secretion of TvCP2 since TvCP2 shows cytoplasmic vacu-
olar localization that most of them do not correspond to lyso-
somes (Fig. 3). Thus, the punctate fluorescent staining could
correspond to autophagy or secretion vesicles that follow a secre-
tory pathway to reach the parasite membrane and subsequent
secretion. However, the secretion pathway of TvCP2 is still
unknown. Further studies are necessary to elucidate the TvCP2
secretory pathway. Thus, the presence of TvCP2 in Tv (+) VWs
(Fig. 1) could be due to active secretion during infection that
occurs under different iron conditions (Fig. 2), as well as under
glucose starvation, as we recently described (Miranda-Ozuna
et al., 2019), suggesting that several host components could regu-
late trichomonad gene expression, in particular TvCP2 and other
CPs, which may be closely regulated by fluctuations in iron and
glucose concentrations during the menstrual cycle (Figueroa-
Angulo et al., 2012; Miranda-Ozuna et al., 2019). These responses
allow the parasite to adapt to the changing environment and sur-
vive during periods of nutrient scarcity in the host to maintain the
infection (Torres-Romero and Arroyo, 2009). These results are
consistent with previous reports on the analysis of the Tv immu-
noproteome, in which TvCP2 was one of the spots detected by Tv
(+) patient sera (Ramén-Luing et al., 2010), rendering it as a puta-
tive biomarker for immunodiagnosis.

Additionally, TvCP2 was downregulated by iron at the mRNA
and protein levels, in its localization (Figs 2 and 3), and at the
functional level. Furthermore, iron also played an important
role in trichomonal cytotoxicity through apoptosis induction in
HeLa cell monolayers under IR conditions (Fig. 5; Supplementary
Figs S4-S6). These results are consistent with previous reports
(Sommer et al., 2005; Kummer et al., 2008) and like the previously
reported iron downregulation of TvCP12 and TvCP65 at the tran-
script and protein levels. These CPs also participate in cellular
destruction (Ledn-Sicairos et al, 2004; Alvarez-Sanchez et al,
2007; our unpublished results). However, it is interesting to notice
that TvCP2 is one of the molecules downregulated by iron and,
despite that, participates in cellular damage. These data are
contrasting with those previously reported by Ryu et al. (2001),
in which cytotoxicity increased under high iron conditions and
during menstruation. However, it is important to notice that
the parasite activates some CPs under nutrient starvation. The
parasite became more aggressive under iron restriction to be
able to acquire iron from epithelial cells. Indeed, our results
showed that it is under IR microenvironmental conditions when
TvCP2 participates in cellular damage mediated by apoptosis
induction. These results are consistent with those previously
reported by Kummer et al. (2008), in which TvCP2 is part of
the CP30 in vitro secretory products from parasites under IR
conditions.

Moreover, the tvep2 iron-mediated downregulation shown in
our work (Fig. 2A) is consistent with the transcriptomic analysis
reported in parasites under IR and HI conditions (Horvathova
et al, 2012). However, the mechanism underlying the iron-
mediated downregulation of tvcp2 gene expression remains
unknown. Thus, it is important to elucidate how the iron regula-
tory mechanism occurs, which may help to understand the adap-
tation and pathogenicity of the parasite under nutrient starvation
in the vaginal microenvironment during the menstrual cycle.

Interestingly, regulation of TvCP2-active cytotoxic activity may
be carried out, in part by TC-3, a surface endogenous CP

Downloaded from https://www.cambridge.org/core. IP address: 189.166.148.197, on 13 Jul 2020 at 19:41:54, subject to the Cambridge Core terms of use, available at
https://www.cambridge.org/core/terms. https://doi.org/10.1017/50031182020000438


https://www.cambridge.org/core/terms
https://doi.org/10.1017/S0031182020000438
https://www.cambridge.org/core

772

inhibitor of TvCP2, which has been shown to inhibit several CPs
(Sanchez-Rodriguez et al, 2018). Indeed, pull-down assays
showed the interaction of TC-3r and TvCP2 (Fig. 4A and B)
and co-localization assays by IFA and immunogold localization
by TEM (Fig. 4D and F) showed the presence of limited
co-localization events of TC-3r and TvCP2 in cytoplasm vacuoles,
and on the parasite surface (Fig. 4F, panels g-i), which may also
help to control the contribution of TvCP2 to cellular damage.
Nevertheless, the co-localization detected between both molecules
was limited and insufficient to support a putative interaction
detected by using immunoco-localization assays, as described
here (Fig. 4D and F). This could be because the parasite requires
the protease in an active form and not tightly regulated in these
cellular compartments. Moreover, TvCP2 could not be the main
protease targeted by TC-3 inhibitor, or that TvCP2 protease is
associated with another trichomonad CP inhibitor, as was previ-
ously reported for TvCP39 and TC-2 (Puente-Rivera et al., 2014).
Further studies will help to elucidate the nature of the molecular
and biological interaction between these molecules of T. vaginalis.
These data did show that TvCP2 localization was similar in the
two types of Tv isolates used here (Conrad et al., 2012).

Moreover, the participation of TC-3 in modulating the tricho-
monal cytotoxicity effect on HeLa cell monolayers (Sdnchez-
Rodriguez et al., 2018) shows that TC-3r exhibits inhibitory activity
over certain cytotoxic CPs located on the parasite surface and plays
arole in the post-translational regulation of this virulence property
(Alvarez-Sanchez et al., 2000, 2007; Hernandez-Gutiérrez et al.,
2003, 2004; Ramon-Luing et al., 2011; Arroyo et al., 2015). Our
results then support the participation of TvCP2 that together
with TvCP39, TvCP12, TvCP65 and TvCP3 in trichomonal cyto-
toxicity, since the TC-3/CP interaction occurs on the parasite sur-
face (Sdnchez-Rodriguez et al., 2018), which is similar to the
interaction of these cytotoxic CPs with TC-2r, another endogenous
CP inhibitor of T. vaginalis (Puente-Rivera et al., 2014).

The results obtained in this work regarding the cytotoxicity
and apoptosis inhibition assays using the anti-TvCP2r antibody
confirmed that TvCP2 is used by trichomonads to induce cellular
destruction, damage to DNA and cell death of the HeLa cell
monolayers also under iron starvation conditions (Fig. 5;
Supplementary Figs S4-S6). However, Tv cellular damage under
IR conditions is not as drastic as the monolayer destruction
observed using parasites cultured under glucose-restricted condi-
tions (Miranda-Ozuna et al, 2019), suggesting that the effect of
iron starvation differentially regulates the participation and the
effect of the distinct trichomonal factors involved in the cytotoxic
mechanisms, such as porins, phospholipase A, a cell detaching
factor (Petrin et al., 1998; Fiori et al., 1999; Lubick and Burgess,
2004). Thus, further studies are necessary to elucidate the
mechanisms of apoptosis induction by TvCP2 related to iron
and glucose starvation.

In conclusion, in this study, we determined that iron downre-
gulates TvCP2, a cysteine protease present in vaginal secretions
from patients with active infection. This T. vaginalis protease
plays a key role in trichomonal cytotoxicity by the induction of
apoptosis in HeLa cell monolayers. Additionally, TvCP2 could
also be post-translationally regulated by TC-3, a surface endogen-
ous CP inhibitor in this protist parasite.

Supplementary material. The supplementary material for this article can
be found at https://doi.org/10.1017/S0031182020000438.
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Supplementary Fig. S3. Protein patterns of the VWs from women with cervico-
vaginitis. SDS-PAGE 12% polyacrylamide CBB-stained gels of the proteins present
in (A) nine Tv (+) (lanes 1-9) and (B) nine Tv (-) (lanes 10-18) vaginal washes (VWSs;
Table 1) used to detect the presence of the native TvCP2 protein during infection.
Segmented rectangles indicate the protein bands that were excised from the CBB-
gels and processed for MS/MS identification in Tv (+) and Tv (-) VW samples.
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Supplementary Fig. S4. Controls of induction of DNA fragmentation to HelLa cells
and Tv. (A) TUNEL assay was performed after the incubation of HelLa cells and
trichomonads with 5% H202 at 30 and 60 min at 37°C, as apoptosis inductor and
positive control. After the incubation, the remaining cells attached to the coverslips
(A) were incubated with TdT transferase and fluorescein-labelled nucleotide mix, as
recommended by the manufacturer and observed by confocal microscopy (Zeiss,
Germany). Differential Phase Contrast (DPC; panels a, e, i, m and q), DAPI (in blue,
panels b, f, j, n and r) fluorescent TUNEL label (in green, panels c, g, k, o and s) and
merge (panels d, h, |, p and t). HeLa cell monolayer incubated with the interaction
medium was used as a negative control. (B) TUNEL assay was performed after the
incubation of HeLa cells with 5% H202 at 30 and 60 min at 37°C, as apoptosis
inductor and positive control. After the incubation, the cells released into the culture
medium were incubated with TdT transferase and fluorescein-labelled nucleotide
mix, as recommended by the manufacturer and observed by confocal microscopy
(Zeiss, Germany). Differential Phase Contrast (DPC; panels a, e and i), DAPI (in
blue, panels b, f and j), fluorescent TUNEL label (in green, panels c, g and k) and
merge (panels d, h and I). HeLa cell monolayer incubated with the interaction
medium was used as a hegative control. These experiments were performed at least
two independent times with similar results. The slides were observed at 63x
magnification by confocal microscopy (Zeiss) 3D maximum projection. Scale bar =
20 um.
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Supplementary Fig. S5. Trichomonas vaginalis induces DNA damage to HelLa cells.
(A) A DNA degradation assay assessed DNA damage due to T. vaginalis interaction.
Lane 1, HelLa cell genomic DNA used as a negative control. Lanes 2 and 3, positive
controls of HeLa cell DNA damage induced by 5% H202 treatment for 30 and 60 min
at 37°C, respectively. Lane 4, T. vaginalis genomic DNA used as a negative control.
Lanes 5 and 6, positive control of trichomonad DNA damage induced by 5% H20:2
treatment for 30 and 60 min at 37°C, respectively. Inhibition of DNA degradation assay
performed with live parasites (4 x 108) grown under IR conditions and pre-incubated
with 300 pg mL* anti-TvCP2r or PI serum purified 1gGs followed by incubation with
HeLa cell monolayers (1 x 10° cells wellt) for 30 min at 37°C (lanes 8 and 9,
respectively). Genomic DNA obtained following the interaction of HeLa cell monolayers
with parasites grown under IR conditions without antibody treatment was used as a
positive control of DNA damage (lane 7). DNA was analysed by electrophoresis in 2%
agarose gels. The bracket indicates DNA degradation as a smear or DNA
fragmentation as a laddering. The asterisk shows the presence of a large genomic
DNA band. The arrowhead shows the presence of a low size band that may correspond

to DNA degradation products.
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Supplementary Fig. S2. Production of recombinant TvCP2 protein (TvCP2r)

and anti-TvCP2r antibody as biological tools to test samples from trichomoniasis
patients and TvCP2 localization. (A) Cloning of tvcp2, expression of the recombinant
TvCP2 protein, and anti-TvCP2r polyclonal antibody production. Coomassie Brilliant
Blue-stained (CBB) SDS-PAGE on a 12% gel containing TvCP2r purified by nickel
affinity chromatography (lane 1); total protein extract (TPE; lane 2), and protease-

resistant extract (PRE; lane 3). M, broad range molecular weight markers (Bio-Rad)



(B) WB assay from a duplicate CBB gel incubated with Pl serum at a 1:2000 dilution
used as a negative control. (C) WB assay from a duplicate CBB gel using a
polyclonal a-TvCP2r antibody at a 1:2000 dilution. Arrowheads show the molecular
mass of recombinant (38-kDa) and mature (27-kDa) TvCP2 protein bands in
kilodaltons (kDa). (D) IFA of non-permeabilized (NP) parasites incubated with the
anti-TvCP2r antibody or preimmune (PI) serum followed by FITC-conjugated goat
anti-rabbit 1gG (in green). (a and f) Differential phase contrast (DPC) image of
parasites grown under normal iron concentrations (NI; 20 uM [Fe?*]); nuclei stained
with DAPI (in blue; b and g); parasites labelled with DIL (in red; c and h) as a
membrane marker; TvCP2 (labelled with FITC; in green; d) staining of parasites
incubated with the anti-TvCP2r antibody (1:100 dilution; panel d), or with a Pl serum
(1:100 dilution; panel I) used as a negative control, and a FITC-conjugated
secondary antibody (1:100 dilution); merge showing the co-localization of TvCP2
with the membrane marker (in yellow; e and j). The slides were observed at 63x
magnification by confocal microscopy (Zeiss) 3D maximum projection. Scale bar =

10 pm.
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Supplementary Fig. S6. TvCP2 participates in cellular damage to HelLa cells through
apoptosis induction. (A and B) Apoptosis inhibition assays were done using 2 x 10°live
parasites grown under IR conditions and pretreated with 300 ug mL* of purified 19gGs
of the anti-TvCP2r (a-TvCP2r) antibody or preimmune (PI) serum, followed by
interaction with HeLa cell monolayers (3.5 x 10* well!) (B). (A) As a negative control
(-), HeLa cell monolayers without parasites were used. As a positive control (+), HeLa
cell monolayers with parasites grown under IR conditions without antibody pre-
treatment were used. The cell monolayers were incubated with FITC-conjugated
Annexin V after interaction with live parasites. (A and B) Annexin V fluorescence (in
green, indicative of apoptotic cells) was observed by epifluorescence microscopy
(Nikon). Fluorescence was also quantified using a SpectraMax Gemini EM
spectrofluorometer. The interaction of HelLa cell monolayers with parasites grown
under IR conditions without antibody pre-treatment and their level of Annexin V label

was set as 100% apoptosis.
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Supplementary Fig. S1. In silico analysis of the tvcp2 gene and zymogen and identification of
TvCP2 peptides by MS/MS. (A) Genomic organization of the tvcp2 gene (TVAG_057000; contig
DS113412) and putative transcription start site (+1 arrow) predicted from the T. vaginalis

genomic sequence (Carlton et al., 2007; www.trichdb.org). Arrows indicated the position of

primers used for cloning, RT-PCR and gRT-PCR assays). The bar represents 100 bp. (B)
Schematic representation of the zymogen TvCP2 protein sequence. The predicted protein
sequence is 315-aa. The catalytic triad is indicated in light gray boxes. A prepro-peptide of 72-
aa (light gray boxes; 8-kDa molecular weight) and a mature proteinase sequence (dark gray
box; 27-kDa molecular weight) are shown. (C) Amino acid sequence of the complete TvCP2
zymogen. Peptides identified by MS/MS from in vitro secretion assays (Black rectangle) and

from patient vaginal secretions (bold letters).
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