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ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is an amitochondriate protist parasite that contains
hydrogenosomes instead. Oxidation of pyruvate to acetyl coenzyme A catalyzed by
the metabolic enzyme pyruvate ferredoxin-oxide reductase (PFO) occurs in this
organelle. This protein in the presence of high iron concentrations (HI) is relocated
to the parasite membrane, acquiring an alternative non-enzymatic function as an
adhesin (AP120). Thus, PFO is characterized by its double functionality as a
"moonlighting or multifunctional protein” (AP120 / PFO). In a short kinetics of
trichomonads exposure to HI, the amount of PFO increases in the cytoplasm in the
first minutes, after 20 min mobilizes to the membrane and after 60 min the protein
label disappears from cytoplasm and parasite membrane. Where does the protein
go? Studies carried out in our laboratory demonstrated the presence of this protein
in vaginal secretions of trichomoniasis patients, showing its expression and secretion
during infection. In addition, in in vitro ligand-receptor and inhibition assays using
extracts of HI-grown parasites with fixed HelLa cells and antibodies anti-PFO and
anti-AP120 showed that T. vaginalis AP120 / PFO binds to the cell surface and
functions as an adhesin. Therefore, our aim was to demonstrate whether parasites
grown under HI condition secrete the multifunctional protein AP120 / PFO and if,
during the interaction between trichomonas and monolayers of HelLa cells, AP120 /
PFO binds to the surface of host cells. The results of the in vitro secretion and WB
assays showed that AP120 / PFO is secreted under HI condition. Furthermore,
indirect immunofluorescence assays and confocal microscopy of the host cell-
parasite interaction under HI condition showed that the AP120 / PFO protein binds
to the surface of HelLa cells during the interaction, confirming the results of the in
vitro ligand-receptor assay and suggesting that this type of interaction occurs during

infection.
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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es un protozoario parasito amitocondriado que en su lugar
contiene hidrogenosomas. En este organelo ocurre la oxidacion del piruvato a acetil
coenzima A catalizada por la enzima metabdlica piruvato ferredoxin-6xido reductasa
(PFO). Esta proteina en presencia de altas concentraciones de hierro (AH) se
relocaliza a la membrana del parasito, adquiriendo una funcién alternativa no
enzimética como adhesina (AP120), caracterizandose por esta doble funcionalidad
como una “proteina multifuncional o moonlighting protein” (AP120/PFO). En una
cinética corta de exposicion de tricomonas a AH, en los primeros minutos la PFO se
incrementa en citoplasma, a los 20 min se moviliza a la membrana y después de 60
min la marca de la proteina desaparece del citoplasma y de la membrana del
parasito. ¢A donde se va la proteina? Estudios realizados en nuestro laboratorio
demostraron la presencia de dicha proteina en secreciones vaginales de pacientes
positivas a la tricomoniasis mostrando su expresion y secrecion durante la infeccion.
Ademas, mediante ensayos de ligando receptor in vitro utilizando extractos de
parasitos en presencia de AH con células Hela fijadas y ensayos de inhibicién con
anticuerpos anti-PFO o anti-AP120 se demostré que la AP120/PFO de T. vaginalis
se une a la superficie de las células y funciona como adhesina. Por lo que nuestro
objetivo fue demostrar si parasitos cultivados en AH secretan a la proteina
multifuncional AP120/PFO vy si durante la interaccion entre tricomonas y monocapas
de células HelLa vivas, la AP120/PFO se une a la superficie de las células
hospederas. Los resultados de los ensayos de secrecion in vitro y WB muestran
gue la AP120/PFO se secreta en presencia de AH. Ademds, ensayos de
inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal de la interaccion célula-
parasito en AH muestran que la proteina AP120/PFO se une a la superficie de las
células HelLa durante la interaccion, confirmando los resultados del ensayo de
ligando-receptor in vitro y sugiriendo que este tipo de interaccion ocurre durante la

infeccion.
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INTRODUCCION
Tricomoniasis

La tricomoniasis es una infeccion de transmision sexual (ITS) no mortal que ocurre
en el tracto urogenital femenino y masculino y los humanos son el tnico huésped
natural del parésito (Menezes et al., 2016). Su importancia para la salud publica se
ve subrayada por el hecho de que la infeccion por T. vaginalis es prevalente en
mujeres en edad reproductiva y se asocia con resultados reproductivos adversos
graves (Mielczarek & Blaszkowska, 2016). En la mayoria de los casos puede ser
asintomatica (85%) aunque algunas personas pueden presentar sintomas. Entre las
complicaciones se encuentra vaginitis, parto prematuro, uretritis, prostatitis,
infertilidad, incremento en el riesgo de cancer de cérvix y de prostata y es un factor

de riesgo para la infeccion y transmisién del VIH (Poole & McClelland, 2013).

Epidemiologia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que
anualmente se infectan ~276.4 millones de personas; la mitad corresponde a los
hombres, los cuales actian como portadores de la enfermedad (Poole &
McClelland, 2013; WHO, 2016). La prevalencia en mujeres es de 5.3% y en
hombres de 0.6% (Rowley et al., 2019). La incidencia de la tasa de tricomoniasis
depende de muchos factores, como la edad, la actividad sexual, el nUmero de
parejas sexuales, la presencia de otras ITS, las costumbres sexuales, la fase del
ciclo menstrual, las técnicas de examen diagnostico, la recoleccién de muestras y
la experiencia del laboratorio. La recopilacibn de datos epidemiolégicos
significativos sobre la infeccidn por T. vaginalis se ve obstaculizada por el hecho de
gue la tricomoniasis actualmente no es una infeccion reportable dentro de la
vigilancia epidemioldgica, en paises desarrollados o en desarrollo (Poole &
McClelland, 2013). Junto con la enfermedad de Chagas, cisticercosis, toxocariasis
y toxoplasmosis, la tricomoniasis pertenece al grupo de infecciones parasitarias

desatendidas (NPI’s por sus siglas en inglés), que se ha dirigido por la CDC (“Center
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of Disease Control”) como prioridad para la accién de salud publica (Mielczarek &
Blaszkowska, 2016).

Sintomatologia

Las mujeres con infeccion por T. vaginalis pueden llegar a desarrollar algunos
sintomas después de 6 meses post infeccion (Edwards et al., 2016; Petrin et al.,
1998). Entre los sintomas mas comunes se encuentran picazon y dolor durante el
coito, secrecion espumosa de color verde con mal olor, vaginitis, que puede variar
de leve a grave. En muy raros casos (2% de casos) se observa “colpitis macularis”
o “cérvix de fresa” que consiste en lesiones puntiformes hemorragicas en la mucosa
vaginal y cervical. También se encuentra asociada con cervicitis, uretritis,
enfermedad pélvica inflamatoria, cancer cervical e infertilidad. En las mujeres
embarazadas con infecciébn por T. vaginalis se puede presentar una ruptura
prematura de las membranas ocasionando parto prematuro y bajo peso de los
recién nacidos (Guenthner et al., 2005; Edwards et al., 2016; Petrin et al., 1998).

En hombres la infeccion por T. vaginalis es generalmente asintomatica,
comportandose como reservorio y trasmisor de la enfermedad (Petrin et al., 1998).
Sin embargo, algunos pacientes pueden presentar sintomas como prostatitis,
epididimitis e infertilidad. Ademas, la tricomoniasis también es un factor de riesgo
para el desarrollo de cancer de prostata (Sutcliffe et al., 2006).

Diagnostico

El diagnostico de la tricomoniasis debe ser tanto laboratorial como diagnostico
clinico, ya que solo con la sintomatologia se podria generar confusion con otras ITS.
El método mas utilizado para el diagnéstico de la tricomoniasis es el examen
microscoépico directo en fresco, a partir de muestras obtenidas de secreciones
vaginales o cervicales en el caso de la mujer o descarga uretral en los hombres en
donde se detectan los microorganismos moviles. Sin embargo, la sensibilidad de
esta técnica de visualizacion microscopica es variable, con sensibilidades del 38%
al 82% entre las mujeres sintomaticas. La prueba diagnéstica tradicional de

laboratorio ha sido el cultivo de tricomonas con un medio Diamond modificado. Sin
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embargo, presenta muchas desventajas. Por lo que el método de cultivo fue
mejorado a un cultivo en caldo (InPouch), presentando mayor sensibilidad. En la
actualidad existen otros métodos de diagndstico basado en la deteccion de
antigenos o métodos moleculares mas sensibles como PCR (Bouchemal et al.,
2017; Van Der Pol B., 2016; Menezes et al., 2016).

Tratamiento

La familia de farmacos de nitroimidazol, representada principalmente por
metronidazol (MTZ) y tinidazol, se ha utilizado como agentes antitricomonales
durante mas de 30 afios, siendo MTZ el tratamiento de eleccion. Estos
medicamentos son los Unicos autorizados por la Administracion de Alimentos y
Drogas (FDA) (Menezes et al., 2016; Meites et al., 2015). El régimen posoldgico
recomendado es una unica dosis de 2 g de MTZ por via oral. En caso de que el
tratamiento no sea efectivo, los clinicos habitualmente recomiendan repetir el mismo
esquema. Sin embargo, si no se logra la eliminacion del parasito, algunos médicos
prescriben tinidazol o bien alargan la duracion del tratamiento (Ibafiez & Goémez,
2017).

Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado del orden Trichomonadida que
infecta el tracto urogenital del humano. En cultivo axénico, la forma del protozoo
tiende a ser mas uniforme, es decir, en forma de pera u ovoide con flagelos en el
extremo anterior (Midlej y Benchimol, 2010), pero el parasito adquiere una forma
mas ameboide cuando se une a las células epiteliales vaginales (Arroyo et al., 1993;
Petrin et al., 1998) (Figura 1), mide entre 7 a 30 um de largo y entre 4 a 14 um de
diametro. EI movimiento vibratorio y direccional caracteristico de T. vaginalis se
debe a la presencia de cinco flagelos, uno de los cuales es recurrente y
constituyente fundamental de un organelo motor complejo: la membrana ondulante.
El axostilo constituye el eje de la célula sobresaliendo en la parte posterior del
protozoo y se une a la pelta, estructura citoesquelética con forma de medialuna que

rodea el area de donde emergen los flagelos anteriores. El nacleo se encuentra en
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la porcién anterior del parasito, y, como en otros eucariotas, esta rodeado por una
envoltura nuclear con poros (lbafiez & Gomez, 2017; Petrin et al., 1998). El genoma
de T. vaginalis es uno de los de mayor tamafio secuenciado en un organismo vivo,
incluido el hombre. T. vaginalis tiene un genoma de ~160 Mbp, organizado en seis
cromosomas, en el cual al menos el 65% de dicho genoma es repetitivo (Carlton et
al., 2007). El citoplasma presenta numerosas vacuolas y vesiculas relacionadas con
procesos de endocitosis, digestion y transporte, asi como ribosomas e
hidrogenosomas (lbafiez & Gomez, 2017). También posee aparato de Golgi bien
definido (Benchimol et al., 2001).

Figura 1. Morfologia de Trichomonas vaginalis.

A) Parasito piriforme, donde se observan los flagelos (F), la membrana ondulante
(Mo) y el axostilo (Ax) (Midlej y Benchimol, 2010). B) Parasito ameboide (Tv) al
contacto con células epiteliales vaginales (VEC) (Arroyo et al., 1993)
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Reproduccién y ciclo de vida

El trofozoito es la forma usual e infectante del parasito. No se han descrito formas
quisticas; sin embargo, en situaciones desfavorables, T. vaginalis puede interiorizar
sus flagelos y adoptar una configuracion de pseudoquiste. El Unico hospedero
natural de este microorganismo es el hombre, infectando principalmente el epitelio
escamoso del tracto urogenital. T. vaginalis se reproduce por fisién binaria y se
transmite de manera directa de persona a persona a través del contacto sexual
(Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis.

(https://lwww.cdc.gov/dpdx)
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Mecanismos de evasion del sistema inmune

T. vaginalis ha desarrollado numerosos mecanismos implicados en la supervivencia
y colonizacién del tracto urogenital y en la evasion de la respuesta inmunitaria del
huésped, entre ellas se encuentran: recubrirse con proteinas del huésped,
secrecion de sustancias toxicas como las cistein proteasas (CP), fagocitosis, el

mimetismo molecular, degradacion de inmunoglobulinas, entre otros.

Recubrimiento con proteinas del huésped: el recubrimiento de la superficie

del parasito con moléculas del huésped como la fibronectina (Fn), laminina o
proteinas séricas, puede representar un mecanismo por el cual los factores inmunes
en la vagina son efectivamente neutralizados, permitiendo la supervivencia en un
ambiente hostil temprano en la infeccidén o durante la menstruacién cuando abundan
otros factores inmunes especificos e inespecificos (Peterson & Alderete,1982;
Crouch et al., 2001).

Secrecion _de CP: son factores liticos esenciales en los procesos de

adherencia y colonizacién del tracto urogenital, aunque también intervienen en otros
procesos relacionados con la evasion inmunitaria en donde participan en la
degradacion de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas IgA, IgM e 1gG
humanas, asi como por medio de la lisis del factor C3b o del inhibidor de proteasas
secretado por los leucocitos (Ibafiez & Gomez, 2017).

Fagocitosis: Mediante ensayos tanto in vivo como in vitro han demostrado la
capacidad de T. vaginalis de fagocitar diferentes tipos de células como células del
microbiota vaginal, levaduras e incluso células del sistema inmunitario (Ibafiez &
Gomez, 2017; Renddn-Maldonado et al., 1998) y espermatozoides (Benchimol et
al., 2008).

Mimetismo _molecular: la expresiéon de enzimas metabdlicas con funciones

alternativas en la superficie celular, las cuales al existir como moléculas similares a
las del huésped puede conferir una estrategia de evasion inmune e, igualmente
importante, pueden imitar o subvertir una funcion equivalente a la del huésped
(Alderete et al., 2001).
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Metabolismo

T. vaginalis es un organismo eucariota primitivo. Aunque es similar en muchos
aspectos a otros eucariotas, difiere en su metabolismo energético y muestra notable
similitud con bacterias anaerobias (Petrin et al., 1998). Son protozoos
microaerdfilos, carentes de mitocondrias y peroxisomas. Los organulos implicados
en el metabolismo energético son los hidrogenosomas. Este organelo contiene
enzimas que participan en el metabolismo del piruvato durante la glicolisis; ademas
es el sitio de sintesis de ATP (Mdiller, 1995) y de produccion de hidrégeno molecular.
Los hidratos de carbono son la principal fuente de ATP del tricomonadido (Ibafiez &
Gomez, 2017). El metabolismo de los carbohidratos ocurre en dos compartimentos:
en el citoplasma y en los hidrogenosomas. En el citoplasma, la glucosa se convierte
en fosfoenolpiruvato y posteriormente en piruvato a través de una via clasica de
Embden-Meyerhoff-Parnas. Algunos intermediarios de esta ruta metabdlica, como
el piruvato o el malato, continlan su catabolismo en los hidrogenosomas (Ibafez &
Gomez, 2017; Petrin et al., 1998). El piruvato sufre una descarboxilacion oxidativa

por accioén de la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa (PFO)

La PFO es una enzima hidrogenosomal presente en T. vaginalis y en otros
protozoarios amitocondriados como Giardia intestinalis (Ellis et al., 1993) y
Entamoeba histolytica (Rodriguez et al., 1996) que se encuentra formada por dos
subunidades homologas de aproximadamente 120-130 kDa. Sin embargo, es una
enzima ausente en humanos. La PFO se encarga de descarboxilar oxidativamente
el piruvato que se suministra desde el citosol o través de la enzima malica
hidrogenosomal, en acetil-CoA; el cual se convierte en acetato por accion de la
acetato succinato-CoA transferasa en una reaccion dependiente de succinato. El
succinil CoA resultante sirve como sustrato para la sintesis de ATP por la succinato
de la tioquinasa, mientras que los electrones liberados del piruvato se transportan a
través de la ferredoxina a hidrogenasa obteniéndose hidrégeno molecular como
producto final en la cadena transportadora de electrones dentro del hidrogenosoma
(Figura 3) (Beltran et al., 2013; Ibafiez & Gémez, 2017).
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Figura 3. Esquema de la via metabolica de la PFO en los hidrogenosomas de

Trichomonas vaginalis.

Esquema tomado y modificado de Meza-Cervantez, tesis de doctorado, 2011,
Land et al., 2004.

Factores ambientales y T. vaginalis

Trichomonas vaginalis se encuentra expuesto a diversos estimulos ambientales
presentes en el tracto urogenital tanto del hombre como de la mujer, como pH,
temperatura, cambios en las concentraciones hormonales durante el ciclo
menstrual, concentraciones de hierro, glucosa, poliaminas, zinc, etc. En este
sentido, el parasito ha tenido que ser capaz de desarrollar mecanismos de
adaptacién al hospedero para colonizar y mantener la infeccién en este ambiente
tan hostil (Ibafiez & Gémez, 2017).

El hierro es uno de los factores que mas se han estudiado en la patogenia de

T. vaginalis. Este parasito requiere altas concentraciones de hierro (250-300 uM)
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para su crecimiento y metabolismo. Los niveles altos de hierro condicionan procesos
metabdlicos asociados al hidrogenosoma, regulando el potencial de membrana del
organulo, asi como la expresion de enzimas hidrogenosomales entre las que se

encuentran las AP (Adhesinas) (Ibafez & Gémez, 2017).

El hierro modula los niveles de varias propiedades de virulencia en T.
vaginalis (Figueroa-Angulo et al., 2015). Una de estas propiedades es la adherencia
a las células epiteliales de la vagina (VECs) mediada por la regulacion positiva del
hierro a la sintesis de cinco adhesinas (AP65, AP51, AP33, AP23 y AP120) que al
aumentar su expresion se incrementan los niveles de adherencia de los parasitos
(Arroyo & Alderete, 1992; Garcia et al., 2003; Garcia & Alderete, 2007; Lehker et
al., 1991; Moreno-Brito et al., 2005).

Estas AP destacan por su diversidad funcional y el mimetismo molecular que
presentan, co-localizandose en el hidrogenosoma donde desarrollan diversos
papeles enzimaticos o pudiéndose expresar en la superficie del parasito donde
intervienen en el proceso de interaccion con el hospedero (Ibafiez & Gémez, 2017).
La APG65 presenta identidad con la enzima malica descarboxilante dependiente del
NAD hidrogenosomal, las AP51 y AP33 a las subunidades B y a de la enzima
succinil CoA sintetasa, respectivamente, y la AP120 con la piruvato ferredoxin 6xido
reductasa (PFO) (Alderete et al., 1995; Arroyo & Alderete, 1992; Engbring &
Alderete, 1998; Moreno-Brito et al., 2005). Por dicha diversidad funcional estas
proteinas son denominadas como “moonlighting proteins” o proteinas

multifuncionales.

Proteinas “moonlighting”

“Moonlighting protein” se refiere a una sola cadena de aminoacidos que presenta
dos o mas localizaciones y funciones bioquimicas o biofisicas distintas y
fisiologicamente relevantes (Jeffery, 2019) y que no se debe a fusion de genes,
variantes de proteinas por el mecanismo de “splicing alternativo” o efectos
pleiotropicos (Jeffery, 2016). La primera funcion descrita para una proteina recibe el

nombre de funcidén candnica y la segunda funcion es la “moonlighting”.
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Los primeros ejemplos fueron descritos por Piatigorsky & Wistow, 1989
cuando reportaron que ciertas proteinas estructurales del cristalino del ojo eran
enzimas bien conocidas (Huberts & van der Klei, 2010). Las funciones de las
‘moonlighting proteins” pueden variar como consecuencia de cambios en su
localizacion celular, tipo celular, estado oligdmerico, o la concentracion celular del
ligando, sustrato, cofactor o producto, y en muchos casos, una proteina puede tener

una combinacion de estas condiciones para cambiar funciones (Jeffery,1999).
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ANTECEDENTES

Moreno-Brito et al., 2005, identificaron y caracterizaron una nueva adhesina de 120
kDa (AP120) expresada en la superficie de parasitos cultivados en altas
concentraciones de hierro y que presenta afinidad por las superficie de las células
HelLa (Figura 4 panel B). Ademas, mediante un analisis por electroforesis
bidimensional (2-D) se demostr6 que la proteina AP120 estaba constituida por tres
manchas de las cuales Unicamente la primera era reconocida por al anticuerpo anti-
AP120 en condiciones de alto hierro. Se le realizé mapeo triptico y se analiz6 por
espectrometria de masas encontrando que la proteina AP120 presenta homologia
con la enzima piruvato ferredoxin 6xido reductasa (PFO) de T. vaginalis (Figura 4

panel C).
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Figura 4. Analisis de la proteina AP120 de T. vaginalis.

(Moreno-Brito et al., 2005)
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Por medio de analisis in silico de la base de datos de la secuencia del genoma
de T. vaginalis (TrichDB) se demostré que existen 6 genes homologos a PFO (pfo
a-pfo-f). Mediante ensayos de RT-PCR semicuantitativa (Figura 5), usando RNA de
parasitos crecidos en diferentes concentraciones de hierro (0, 20 y 250 uM) se
demostrd que de todos los genes pfo solo el gen pfo a se expresé en 250 uM de
hierro, mientras que el gen pfo b se expres6 de manera constitutiva en todas las
condiciones de hierro probadas, aunque se observo un incremento en alto hierro, lo
gue no sucedi6 con los otros genes pfo c-f (Meza-Cervantez, tesis de licenciatura,
2005; Meza-Cervantez et al., 2011).

PCR RT-PCR
A

[Fe>] (uM)
+ o} 20 250 bp

-4 1178

Figura 5. Efecto del hierro en la transcripcion de genes pfo de T. vaginalis.

(Meza-Cervantez et al., 2011).
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A su vez, se demostro que la adhesina AP120 estaba codificada por uno de
los genes de la PFO, el gen pfo a (Moreno-Brito et al., 2005) que solo se transcribe
en altas concentraciones de hierro (Meza-Cervantez, tesis de maestria, 2007). Esto
llevd a sugerir que la PFO A pudiera ser una proteina multifuncional (“moonlighting
protein”), una enzima metabdlica asociada a la superficie que participa tanto en los
procesos metabolicos en el hidrogenosoma como en los procesos de adhesion en

la superficie del parasito.

Por lo anterior fue necesario demostrar que la PFO era otra enzima asociada
a la superficie de tricomonas con una funcién no enzimatica y que participa en la
adhesion como la AP120, cuando se relocaliza del hidrogenosoma a la membrana

en condiciones de alto hierro durante el crecimiento del parasito.

Mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFl) y marcaje de
superficie con biotina, se demostré la doble localizacién de la PFO tanto en la
superficie como en los hidrogenosomas de tricomonas (Figura 6A) (Moreno-Brito et
al., 2005; Meza-Cervantez et al., 2011). Sin embargo, solo la PFO hidrogenosomal
tiene actividad enzimatica (Figura 6B). Ademas, mediante ensayos in vitro de union
celular (ensayos de ligando-adhesina) en donde se realiz6 la interaccion de células
Hela con extractos de parasitos cultivados en diferentes concentraciones de hierro
(AH) se comprob6 que la AP120/PFO de T. vaginalis se une a la superficie de las
células HelLa en AH, determinando la participacion de esta proteina en las
interacciones (Figura 6C). Con estos ensayos de ligando-adhesina e inhibicién de
la adhesion (Figura 6D) se describié la participacion de esta proteina en la
citoadherencia de T. vaginalis, lo que confirm6 su doble funcionalidad (Meza-
Cervantez, tesis de doctorado, 2011; Meza-Cervantez et al., 2011), concluyendo
gue la AP120/PFO es un ejemplo de proteinas cuya funciéon depende de su
localizacion modulada por las concentraciones de hierro hoy denominadas
“‘moonlighting proteins”: a) en el hidrogenosoma como enzima metabdlica 'y b) en la

membrana plasmatica como adhesina en altas concentraciones de hierro.

Una vez comprobada su doble funcionalidad, la siguiente pregunta que surgio

fue ¢cual es el mecanismo que utiliza dicha proteina para relocalizarse a la
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membrana? Los resultados de inmunolocalizacion con particulas de oro y
microscopia electréonica de transmision mostraron la localizacion de la PFO en
hidrogenosomas, vacuolas, citosol y superficie de T. vaginalis (Figura 7) (Meza-
Cervantez, tesis de doctorado, 2011), sugiriendo que la relocalizacion pudiera
llevarse a cabo a través de dos vias: a) la via autofagica y b) la via de secrecién
convencional (Figura 8).
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Figura 6. Caracterizacion de la PFO de T. vaginalis.
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A) IFI localizacion de la PFO en superficie del parasito. B) Actividad enzimatica de
la PFO mediante fraccionamiento celular. C) Ensayo ligando-adhesina. D) Inhibicion
de la de adhesion de la PFO (Tomado y modificado de Meza-Cervantez et al., 2011).

Figura 7. Localizaciéon de la PFO en hidrogenosomas, vacuolas, en

citoplasmay en la superficie de T. vaginalis.

(Meza-Cervantez, tesis de doctorado, 2011).
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A. Autofagia de hidrogenosomas

Figura 8. Vias propuestas para larelocalizacion de la PFO.

A. Autofagia de hidrogenosomas; B. Via de secrecion vacuolar. (Meza-Cervantez,
tesis de doctorado, 2011).

Hernandez-Garcia demostré que la relocalizacién de la PFO a la membrana ocurre
solo en altas concentraciones de hierro a través de la autofagia de los
hidrogenosomas, comprobandolo mediante el uso de wortmannina, un inhibidor de
autofagia (Figura 9) y con marcadores de autofagia como la TvAtg8. (Hernandez-

Garcia, tesis de maestria, 2012; Tesis de doctorado 2019).
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Figura 9. Relocalizacién de AP120/PFO a la superficie de los parasitos en
ausenciay presencia del inhibidor de autofagia wortmannina en condicién
de AH.

(Hernandez-Garcia, tesis de doctorado 2019).

Mediante una cinética de tiempos cortos de parasitos en AH y observados
por Inmunofluorescencia indirecta (IFl), se mostré que la relocalizacion de la
AP120/PFO desde los hidrogenosomas hasta la superficie de T. vaginalis ocurria
en los primeros 20 min (Figura 10). En cambio, a los 30 y 40 min ya no se observé
a la proteina ni en la superficie ni en el interior de los parasitos, surgiendo las

siguientes preguntas: 1) ¢ Qué paso con la proteina? ¢ Se degradd? ¢,0 se secretd?

Mediante ensayos de Western blot (WB) y ELISA con proteinas
recombinantes (PFO50r) se demostré la presencia de anticuerpos anti-AP120/PFO
en sueros de pacientes positivos a T. vaginalis (Figura 11A). También se detecto a
la AP120/PFO en secreciones vaginales de pacientes con tricomonas por ensayos
de WB con anticuerpos anti-PFO50r (Figura 11B), lo que demuestra que esta
proteina se expresa durante la infeccion (Meza-Cervantes, tesis de doctorado,
2011; Moreno-Brito et al., 2005).
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Figura 10. Localizacion de la AP120/PFO en membrana en una cinética de

tiempo corto en presencia de alto hierro.

(Hernandez-Garcia, tesis de doctorado 2019).
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Figura 11. Presencia de anticuerpos anti-AP120/PFO en sueros (Panel A) y
de la AP120/PFO de T. vaginalis en secreciones vaginales (Panel B) de

pacientes positivos a Tricomoniasis.
(Meza-Cervantes, tesis de doctorado, 2011).
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La relevancia del estudio de la AP120/PFO radica en que es una proteina
Unica del parasito muy inmunogénica (Moreno-Brito et al., 2005) e inducida por
hierro; lo que la convierte en una molécula blanco contra el patégeno; mientras que
las otras adhesinas son poco inmunogénicas debido a que comparten homologia
de secuencia con algunas enzimas metabolicas del hospedero (Meza-Cervantes,
tesis de doctorado, 2011).

Con todos los datos anteriores nos surgio el interés de estudiar la
participacion de la proteina multifuncional AP120/PFO de T. vaginalis en la
interaccién de parasitos con monocapas de células HelLa en condiciones de alto
hierro y determinar si la AP120/PFO se secreta al medio extracelular cuando

desaparece de la membrana del parasito en altas concentraciones de hierro.
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JUSTIFICACION

La proteina multifuncional AP120/PFO de T. vaginalis es una proteina metabdlica
gue se encuentra normalmente en los hidrogenosomas del parasito (PFO) y que en
condiciones de AH incrementa su cantidad y se relocaliza a la membrana plasmatica
para cumplir una funcién alternativa no enzimatica como adhesina (AP120). Sin
embargo, después de cierto tiempo la proteina AP120/PFO desaparece de la
membrana del parasito. ¢A donde se va la AP120/PFO de T. vaginalis? ¢Se

degrada? O ¢ se secreta?

Estudios realizados en el laboratorio demuestran la presencia de anticuerpos
anti-AP120/PFO en sueros y de la proteina AP120/PFO en secreciones vaginales
de pacientes positivas a tricomoniasis, mostrando su expresion y posiblemente su
secrecion durante la infeccion. Ademés, mediante ensayos in vitro de ligando-
receptor utilizando extractos del parasito y células HelLa fijadas, se demostré que la
AP120/PFO de T. vaginalis se une a la superficie de las células hospederas,
caracterizandola como adhesina por su participacion en las interacciones célula-

parasito.

Por lo anterior, es de interés estudiar si parasitos en AH secretan a la
AP120/PFO o se degrada cuando desaparece de la membrana de T. vaginalis y
determinar su participacion en la interaccion parasito-célula, utilizando monocapas

de células Hela.
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HIPOTESIS

La proteina multifuncional AP120/PFO de Trichomonas vaginalis en altas
concentraciones de hierro se secreta al medio extracelular y participa en la
interaccion de parasitos-células Hela, uniéndose a la superficie de las células

hospederas.
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OBJETIVOS

General

Demostrar la presencia de la proteina multifuncional AP120/PFO en los productos
de secrecion de T. vaginalis en altas concentraciones de hierro y evaluar su

participacion en la interaccion parasito-célula.

Especificos:

1. Demostrar la presencia de la AP120/PFO de T. vaginalis en los productos de

secrecion in vitro del parasito en diferentes concentraciones de hierro.
2. Estudiar la participacion de la AP120/PFO de T. vaginalis en la interaccion

de parasitos en altas concentraciones de hierro con monocapas de células
Hela.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo 1. Demostrar la presencia de la AP120/PFO de T. vaginalis en los

productos de secrecion in vitro del parasito en diferentes concentraciones de

hierro.
Aislado CNCD 188
Cultivo de parésitos en AH 250 pM
Fe2*y RH 2,2-dipiridilo 150 uM
!
Ensayo de secrecion:
\ 4
a) AH: PBS/Ma|t08a 05%/ 250 HM Ensayo de V|ab|||dad
Fe?* b) RH: PBS/maltosa 0.5% con Azul de Tripano
1h37°C I
TCA proteinas TCA proteinas de
totales a 4 °C/ ON secrecion a 4 °C/ON

Geles SDS-PAGE al 10%

wB
Ac a-PFO50r
C (+): Ac a-TvCP4r
C (-): Ac a-EhHKr
C (-): SNC
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Objetivo 1.1. Aislar vesiculas extracelulares (VES) de los productos de

secrecion in vitro de T. vaginalis en altas concentraciones de hierro.

Aislado CNCD 188
cultivado en 250 uM Fe?*

\
|

Ensayo de secrecion: v
PBS/Maltosa 0.5%/ 250 pM Ensayo de viabilidad
Fe2* con Azul de Tripano
1h37°C

[
|

2x Centrifugacién 800
xgl0mina4-°C
1
Centrifugacion 100 000 x g
90 mina4 °C

Centrifugacion 13 000 rpm
10 mina4-°C

Pastilla

IFI
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Objetivo 2. Estudiar la participacion de la AP120/PFO de T. vaginalis en la
interaccion de parasitos en altas concentraciones de hierro con monocapas

de células Hela.

Tven AH 5x 108 Tven AH 5x 106
parasitos/ml parasitos/mi
Células HelLa Células HelLa

1 x 106 células/ml 1 x 106 células/ml

Interaccién 45 min a 37 °C

Fijacion
A
Permeabilizados No Permeabilizados
Incubacién con Ac Incubacién con Ac
anti-tubulina anti-HelLa

Incubacion con Ac a -PFO50r

IFI
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de parasitos

En este trabajo se utilizaron parasitos de T. vaginalis del aislado CNCD 188 (Centro
Nacional de Clinicas de Displasias del Hospital General de México) de una semana
de descongelacién, se cultivaron por 24 h a 37°C en medio triptona-extracto de
levadura-maltosa (TYM) con 10% de suero de bovino adulto (SBA) inactivado por
calor, para obtenerlos en fase logaritmica (Diamond, 1957). Para obtener parasitos
crecidos en altas concentraciones de hierro (AH), al medio de cultivo se le agregé
una solucion de sulfato ferroso amoniacal a una concentracion final de 250 uM y a
los parasitos en restriccion de hierro (RH) se le agrego la solucion 2,2 dipiridilo a
150 puM (agente quelante de hierro) 24 h antes de la inoculacion de los parésitos.

Cultivo de células HelLa

Las células HeLa se cultivaron sobre laminillas de vidrio en medio de cultivo "Eagle”
modificado por Dulbecco con suero bovino adulto (DMEM-SBA) al 10% con
penicilina/estreptomicina al 1% y se incubaron a 37 °C con CO2zal 5% por 24 h hasta

obtener una monocapa confluente.

Extraccion de proteinas totales por precipitaciéon con TCA al 10%

Para la extraccion de proteinas totales se utilizaron 2 x 107 parasitos del aislado
CNCD 188 en fase logaritmica previamente lavados con PBS pH 7 frio, se
resuspendieron en 900 ul de PBS frio y 100 ul de TCA al 100%, se homogenizé bien
y se incub6 a 4 °C durante toda la noche. La muestra se microcentrifugé a 13 000
rpm durante 5 min a 4 °C para obtener las proteinas precipitadas; la pastilla se lavo
5 veces con PBS frio, se dej6 secar y se resuspendié en amortiguador de muestra
1x con 5% de B-mercaptoetanol, se hirvié por 3 min y se microcentrifugo a 13 000

rom durante 5 min a 4 °C para eliminar el material no solubilizado. Las proteinas
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solubilizadas se separaron por electroforesis (SDS-PAGE) en geles de

poliacrilamida al 10%.

Electroforesis (SDS-PAGE) y electrotransferencia de proteinas a membrana
de nitrocelulosa (NC)

Las muestras de los extractos totales de proteinas obtenidas por precipitacion por
TCA al 10% se cargaron en geles de poliacrilamida al 10%, y se corrieron a 100
volts a temperatura ambiente (TA). El gel tefiido con Azul de Coomassie al 2.5% se
us6 como control. Otro gel duplicado se utilizé para realizar la transferencia a una
membrana de nitrocelulosa (NC; Bio-Rad) de 0.45 o 0.22 um en sandwich de
transferencia con el siguiente orden: lado obscuro de la unidad de transferencia,
esponja, papel filtro Whatman 3 mm, gel de poliacrilamida, membrana de NC, papel
filtro, esponja y lado transparente de la unidad de transferencia en camara humeda
con amortiguador de transferencia, en frio y agitacion constante por 30 min a 60
volts y después 1 h a 100 volts. Para verificar la transferencia la membrana se tifid
con Rojo de Ponceau, se capturd la imagen en el fotodocumentador y luego se
realizo cinco lavados de 10 min cada uno con PBS pH 7. Las membranas de NC
con las proteinas transferidas se bloquearon con leche descremada al 5% en PBS-

Tween al 0.1% en agitacion constante durante toda la noche a 4 °C.

Ensayo de Western Blot (WB)

Las membranas de NC se lavaron 5 veces con PBS-Tween al 0.1% por 10 min c/u,
se incubaron con el anticuerpo primario (a-PFO50r) a una dilucion 1:4 000 en leche
al 5% por 24 h en agitacion a 4 °C. Las membranas de NC se lavaron 5 veces con
PBS-Tween al 0.1% cada 10 min en agitacion constante y se incubaron
posteriormente con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a
peroxidasa en una dilucién 1:3 000 en leche al 2.5% en PBS-Tween al 0.1% a

temperatura ambiente, cubierto de la luz durante 2.5 h, se realizaron 3 lavados con
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PBS-Tween al 0.1%y 2 lavados con PBS pH 7, de 10 min cada uno. Las membranas
de NC se revelaron por el método de quimioluminiscencia utilizando el kit
“SuperSignal West Pico Plus Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific-
Pierce)” y las imagenes se capturaron en el fotodocumentador (ChemiDoc XRS,

Bio-Rad) y se analizaron mediante el software “Quantity One”.

Ensayo de secrecion

Para la deteccién de la proteina AP120/PFO en las secreciones de T. vaginalis en
condiciones de AH y RH, se realizaron ensayos de secrecién in vitro, con una
densidad de 2 x 10° parasitos/ml del aislado CNCD 188. Parasitos en fase
logaritmica, se despegaron con bafio agua-hielo por 15 min, se centrifugaron a 1
800 rpm por 5 min a 4 °C para retirar el medio de cultivo y se lavaron 3 veces con
PBS pH 7 frio. Luego los paréasitos crecidos en AH se resuspendieron en una
solucion de PBS pH 7.0 suplementado con maltosa al 0.5% y sulfato ferroso
amoniacal 250 uM o en una solucion de PBS suplementado con Maltosa al 0.5% y
2,2-dipiridilo 150 uM para RH a una densidad de 2 x 108 parasitos/ml por 1 h a 37
°C. Los parasitos se centrifugaron a 1 800 rpm por 5 min a 4 °C; el sobrenadante se
decant6 a otro tubo nuevo y se microcentrifugd dos veces a 2 000 rpm por 10 min a
4 °C. El producto de secrecion se precipité con TCA al 10% durante toda la noche
a 4 °C. La pastilla se lavé 3 veces con acetona fria a 13 000 rpm por 5 min a 4 °C,
se dej6é secando en campanay se resuspendio en 35 pl de amortiguador de muestra
1x (BM 1x) con 5% de p-mercaptoetanol, se hirvidé por 3 min y se microcentrifugd a
13 000 rpm durante 5 min a 4 °C. Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE y se
transfirieron a una membrana de NC para ensayos de WB.

Fluorescencia de parasitos después de la secrecion in vitro por tinciéon con
DAPI.

Para los ensayos de fluorescencia se utilizaron parasitos cultivados en AH en una

densidad de 2 x 10° parasitos/ml, se lavaron 3 veces con PBS pH 7 y se colocaron
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sobre las laminillas por 1 h con PBS suplementado con maltosa 0.5% y 250 uM de
hierro y se incubaron a 37 °C, se les retir0 el sobrenadante (el cual se precipité con
TCA al 10%). Los parasitos en las laminillas se fijaron con formaldehido al 4% en
PBS por 15 min a TA, se lavaron dos veces con NH4Cl 20 mM en PBS, dos veces
con PBS-BSA y dos veces con PBS pH 7. Los parésitos fijados y bloqueados se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0.2% en PBS durante 10 min a TA, se lavaron
dos veces con PBS y dos veces con PBS-BSA al 0.2%. Los parasitos fijados y
permeabilizados se montaron con 7 pl de Vectashield con DAPI para tefiir los

nucleos. Las laminillas se observaron por microscopia confocal.

Obtencién de vesiculas extracelulares

Para la obtencién de vesiculas extracelulares se siguio el protocolo descrito por
Rodriguez-Cruz, tesis de maestria, 2018, el cual fue modificado del método
estandar para la obtencién de vesiculas reportado por Raposo & Stoorvel, 2013.
Para la secrecion y captura de vesiculas se utilizaron 3.60 x 108 parasitos,
distribuidos en 6 tubos con 6.0 x 107 parasitos resuspendidos en 30 ml (densidad
de 2 x 10° Tv/ml) de PBS pH 7 suplementado con maltosa al 0.5% y Fe2* 250 uM
por 1 h. El producto de secrecion se centrifugb 2 veces a 800 x g por 10 mina 4 °C
para retirar los parasitos y restos celulares presentes. El sobrenadante se
ultracentrifugdé a 100 000 x g por 75 min a 4 °C, se decantd y se recuperaron las
pastillas de cada tubo en un tubo Eppendorf y se microcentrifugaron a 13 000 rpm
durante 4 min a 4 °C. La pastilla de vesiculas se utiliz6 para ensayos de

fluorescencia.

Fluorescencia de las vesiculas extracelulares de T. vaginalis

Las pastillas de las vesiculas se fijaron con 1 ml de formaldehido al 4% sobre
cubreobjetos, pretratados con una solucion de poli-L-lisina, durante 20 min a 4 °C.
Los cubreobjetos se lavaron 1 vez con NH4Cl 20 mM en PBS pH 7, 1 vez con PBS-
BSA al 0.2% y 1 vez con PBS pH 7, se incubaron con DIL (1:2 500) diluido en agua
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miliQ filtrada por 1 h a temperatura ambiente y se lavé 5 veces con PBS pH 7. Las
laminillas se montaron con 7 ul de solucion Vectashield con DAPI, se sellaron con

esmalte de ufias transparente y se observaron por microscopia confocal.

Seguimiento de PFO durante la interaccién de tricomonas vivas en altas
concentraciones de hierro con monocapas de células HelLa vivas (IFI
permeabilizadas).

Las células HelLa se crecieron sobre laminillas de vidrio en placas de 6 pozos hasta
llegar a confluencia, se lavaron 3x con PBS a 37 °C y se interaccionaron con
parasitos en AH, lavados previamente 3x con PBS, en una relacion 1:5 células:
parasitos, por 45 min a 37 °C en CO:2 al 5% en medio de interaccion DMEM: TYM
en relacion 2:1 sin suero, adicionado solucién de sulfato ferroso amoniacal a una
concentracion final de 250 puM. Posteriormente, se les retiré el medio de interaccion,
se lavaron 3x con PBS pH 7 a 37 °C y se fijaron con paraformaldehido al 4% a 37
°C por 10 min en la incubadora; se lavaron 3x con PBS a TA y se permeabilizaron
con Tritébn X-100 al 1% a temperatura ambiente por 20 min, se bloquearon con BSA
al 3% en Tritén X-100 al 0.1% por 1 h, se incubaron con el anticuerpo primario ratén
anti-tubulina de humano en dilucién 1:500 (en BSA al 0.3% en Triton X-100 al 0.1%)
en camara humeda a 4 °C por 20 h. Posteriormente las monocapas y parasitos se
lavaron 3x con Triton X-100 al 1 % y se incubaron con el anticuerpo primario anti-
PFOS50r (dilucién 1:100) en BSA al 0.3% por 1 h a TA, después se lavaron 3x con
Triton X-100 al 1% y se incubaron con los anticuerpos secundarios de cabra anti-
conejo acoplado a FITC (Thermo Fisher) en dilucion 1:100 y cabra anti-raton
acoplado a Alexa 594 (Thermo Fisher) en dilucién 1:100 por 1 h a TA, se lavaron 3x
con Tritdn X-100 al 1%, 3x con Tritdbn X-100 al 0.1%, 3x con agua miliQ filtrada y se
montaron con 10 pl de solucidén “Vectashield” con DAPI (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) para tefiir los nucleos. Las muestras se observaron por
microscopia confocal en un microscopio Zeiss y se analizaron las imagenes con el
software ZEN 3.1 (Carl Zeiss, Germany); también se observaron por microscopia

de epifluorescencia.
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Seguimiento de PFO durante la interaccién de tricomonas vivas en altas
concentraciones de hierro con monocapas de células HelLa vivas (IFlI no
permeabilizadas).

Para la realizacion de este ensayo partimos de la interaccion entre células HelLa-
parasitos como en el ensayo anterior, pasados los 45 min de interaccion se retiro el
medio de interaccion y se lavaron 3x con PBS pH 7 a 37 °C, se fijaron con
formaldehido al 4% en PBS por 15 min a TA, se lavaron 2x con NH4Cl 20 mM en
PBS, 3x con BSA al 0.2% en PBS (PBS-BSA) y 3x con PBS, se incubaron con el
anticuerpo primario conejo anti-HelLa (dilucion 1:100) en PBS-BSA por 1 ha TA en
agitacion, se lavaron 3x con PBS, 2x con PBS-BSA y se incubaron 1 h con el
anticuerpo primario ratén anti-pepPFOAr (dilucién 1:100) en agitacion, se lavaron 5x
con PBS-BSA y se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-raton acoplado
a FITC en dilucién 1:100 y anti-conejo acoplado a Alexa 594 en dilucion 1:100 por
1 haTA en PBS-BSAy con agitacion, se lavaron 5x con PBS y se montaron con 4
ul de Vectashield con DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) para tefir
nacleos. Las muestras se observaron por microscopia confocal en un microscopio

Zeiss y se analizaron las imagenes con el software ZEN 3.1 (Carl Zeiss, Germany).
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RESULTADOS

1. Presencia de la AP120/PFO en secreciones in vitro del parasito en

diferentes concentraciones de hierro.

La AP120/PFO de T. vaginalis en condiciones normales es una enzima
hidrogenosomal, pero en condiciones de alto hierro se relocaliza a la membrana
plasmatica del parasito cumpliendo una funcién diferente como adhesina a través
de un proceso de secrecidn no convencional, la hidrogenofagia (Hernandez-Garcia,
2019 Tesis de Doctorado). La funcion de PFO como adhesina se siguié mediante
una cinética de parasitos en AH por ensayos de IFl y se observé que a los 40 min
la AP120/PFO se encontraba en la superficie de tricomonas; sin embargo, a los 60
min la proteina desaparecia de la membrana plasmatica y del interior del parasito,
preguntandonos ¢Adonde se va la AP120/PFO de T. vaginalis cuando desaparece
de la membrana del parasito? ¢La AP120/PFO de T. vaginalis se degrada o se
secreta activamente cuando desaparece de la membrana del parésito? En los
antecedentes de este trabajo se describe la presencia de la proteina AP120/PFO
de T. vaginalis en pacientes positivas a la infeccibn causada por este parasito,

mostrando que se expresa y posiblemente se secreta durante la infeccion.

Para responder estas preguntas se realizaron ensayos de secrecion in vitro
de parasitos viables en diferentes concentraciones de hierro, alto hierro (AH) y
restricciéon de hierro (RH) y los productos de secrecion se transfirieron a membranas

de NC para realizarles Western blot con diferentes anticuerpos.

¢La AP120/PFO de T. vaginalis se degrada cuando desaparece de la
membrana del parasito? Para esto, las proteinas totales (PT) de los parasitos en
concentraciones de AH y RH se obtuvieron antes y después de la secrecion,
ademas del producto de secrecion, se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron
a membranas de NC para incubarse con el anticuerpo anti-PFO50r por ensayos de
WB.
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En la figura 12 se muestra los resultados del ensayo de WB. En el panel A
como control del ensayo se tifid la membrana de NC con Rojo de Ponceau que
permite observar los patrones de las proteinas totales (PT) y de las proteinas de
secrecion (PS) de los parasitos en las dos concentraciones de hierro. En el panel B
se muestra el control negativo del ensayo, una membrana de NC incubada con
suero preinmune, en la que no se observa ninguna reactividad. En el panel C se
muestran los resultados de una membrana de NC incubada con el anticuerpo anti-
PFO50r. En la membrana de NC se observa una banda de ~120 kDa que
corresponde a la proteina AP120/PFO de T. vaginalis en las PT antes y después de
secrecion en ambas condiciones de hierro (AH y RH), asi como también en las PS

de los parasitos Unicamente en la condicion de AH.

Estos resultados nos muestran que la proteina AP120/PFO de T. vaginalis
no se encuentra degradada, ya que se observa la banda de 120 kDa tanto en las
PT antes y después de la secrecion, asi como en las PS de AH. Ademas, estos
resultados también nos muestran que la proteina solo se secreta por parasitos en

condiciones de AH.

50



i c a-PFOS50r

A Rojo de Ponceau B
AR == AH RH AH RH
PT PT PT PT
PT PT kDa kDa
AS DS PS AS DS PS AS DS PS AS DS PS
a 250 o 250 | ¥
i 150 | 150
i 100 100 [
3 75 75 -
- 50
37
37
25
25 20
20
1 2 3 4 5 6 A & d B RS 1 2 3 4 5 6

Figura 12. Secrecion in vitro de la AP120/PFO de T. vaginalis en diferentes
concentraciones de hierro. A) Membrana de NC tefiida con Rojo de Ponceau como control
positivo del ensayo con el perfil de proteinas totales y de proteinas de secrecion de
parasitos cultivados en AH (250 uM) y RH (<1 uM), analizados por SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida al 10%, transferidos a membranas de NC. B) Membrana de NC incubada con
suero preinmune (dilucion 1:4 000) como control negativo del ensayo. C) Membrana de NC
incubada con el anticuerpo anti-PFO50r (dilucion 1:4 000) que reconoce una banda de 120
kDa correspondiente a la proteina AP120/PFO de T. vaginalis. Carril 1: proteinas totales
antes de secretar (AS) en AH; Carril 2: proteinas totales después de secretar (DS) en AH,;
Carril 3: proteinas de secrecion (PS) en AH; Carril 4: proteinas totales antes de secretar
(AS) en RH; Carril 5: proteinas totales después de secretar (DS) en RH; Carril 6: proteinas
de secrecion (PS) en RH.
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Con el ensayo anterior se demostré que la AP120/PFO de T. vaginalis no se
degrada, pero también se demostré que se secreta en condiciones de AH. Sin
embargo, para confirmar los resultados anteriores y demostrar que la AP120/PFO
de T. vaginalis se secreta en esa condicion se realiz6 el mismo procedimiento para
el ensayo de secrecion, con la diferencia que solo se tomaron las PT después de
secretar. Antes y después del ensayo de secrecion in vitro de los parasitos en
diferentes concentraciones de hierro se midio la viabilidad celular con Azul de
tripano en relacion 1:1 y se observaron en la cdmara de Neubauer. En la figura 13
se muestra la viabilidad celular de los parasitos antes (AS) y después (DS) de la
secrecion de dos ensayos individuales en los que la viabilidad fue mayor al 95% en

todos los casos.

Como control del ensayo se muestra en la Figura 14 el patrén de proteinas
en membranas de NC tefiidas con Rojo de Ponceau. Las membranas de NC se
incubaron de la siguiente forma: La membrana de la figura 14A se incub6 con el
anticuerpo anti-TvCP4, luego se le realizd stripping y se incubd con suero
preinmune. La Figura 14D muestra la membrana de NC incubada con el anticuerpo

anti-PFO50r, luego se le realiz6 stripping y se incub6 con el anticuerpo anti-EhHKr.

En la Figura 14 se muestra los resultados del ensayo de secrecion in vitro de
los parasitos en ambas condiciones de hierro (AH y RH) en el cual las proteinas
totales (PT) y proteinas de secrecion (PS) de los parasitos se separaron por SDS-
PAGE y se transfirieron a membranas de NC y se incubaron con distintos
anticuerpos. En la figura 14B se observan las PT y PS de los parasitos en AH y RH
incubadas con suero preinmune (PI) como control negativo del ensayo. En la figura
14C se muestra como control positivo de secrecion del ensayo, una membrana de
NC incubada con el anticuerpo anti-TvCP4r que reconoce una banda de 24 kDa de
la proteasa TvCP4 madura tanto en PT (carriles 1-2) como en PS (carriles 3-4). En
la Figura 14E se observa como control negativo de secrecion una membrana de NC
incubada con el anticuerpo anti-EhHKr que reconoce una banda de 40 kDa de la
hexoquinasa de T. vaginalis solo en las PT (carriles 1-2), ausente en las PS (carriles

3-4); resultados esperados, dado que la TVHK es una proteina citoplasmica que no
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se secreta. En la figura 14F se muestran los resultados de una membrana incubada
con el anticuerpo anti-PFO50r, la proteina de interés. En la figura 14F se puede
observar la presencia de una banda de ~120 kDa que corresponde a la AP120/PFO
de T. vaginalis en las PT tanto de AH como de RH (carriles 1-2), aunque en mayor
cantidad en AH. Sin embargo, en las PS se observa la banda Unicamente en la

condicion de AH.

Los resultados anteriores confirman: primero, que la AP120/PFO de T.
vaginalis no se degrada y segundo que se secreta en condiciones de AH. Los
productos de secrecion se obtuvieron después de 1 h de incubacién a 37° C de los
parasitos cultivados en las diferentes condiciones, por lo que podemos afirmar que
después de los 60 min la desaparicion de la marca de la proteina AP120/PFO de la
membrana plasmatica del parasito se debe a la secrecion y no a la degradacion de

esta proteina en AH.
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Figura 13. Viabilidad celular de los paréasitos en diferentes concentraciones de hierro
antes y después del ensayo de secrecion in vitro. Ensayo de viabilidad celular con Azul
de Tripano de parésitos cultivados en condiciones de AH y RH antes (AS) y después (DS)
del ensayo de secrecion in vitro. Los ensayos se realizaron por duplicado.
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Figura 14. Efecto del hierro en la secrecion in vitro de la AP120/PFO de T. vaginalis.
Perfil de proteinas totales (PT, carriles 1y 2) y de proteinas de secreciéon (PS, carriles 3y
4) de parasitos cultivados en AH (250 uM) y RH (<1 pM), analizados por SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida al 10%, transferidos a membranas de NC (A-D) e incubados con diferentes
anticuerpos. B) Suero preinmune (dilucién 1:4 000) como control negativo del ensayo. C)
Anticuerpo anti-TvCP4r (dilucién 1:1 000) que reconoce una banda de 24 kDa de la proteasa
TvCP4 utilizado como control positivo de secrecion. E) Anticuerpo anti-EhHKr (dilucion 1:1
000) que reconoce una banda de ~40 kDa correspondiente a la hexoquinasa de T. vaginalis
(TvHK) utilizado como control negativo de secrecion. F) Anticuerpo anti-PFO50r (dilucién
1:4 000) que reconoce una banda de 120 kDa correspondiente a la proteina AP120/PFO
de T. vaginalis.
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1.1

Vesiculas extracelulares (VEs) de los productos de secrecion in vitro

de T. vaginalis en altas concentraciones de hierro.

Con el ensayo anterior se confirmé la secrecion de la proteina AP120/PFO de T.
vaginalis en altas concentraciones de hierro presente en los productos de secrecién
del parasito. Con el objetivo de observar el producto secretado por los parasitos
cuando se encuentran en condiciones de AH realizamos el ensayo de secrecion in
vitro en laminillas. Los parasitos se colocaron sobre las laminillas con medio de
secrecion durante 1 h, luego se fijaron y se tifieron con DAPI presente en la resina

Vectashield y se analizaron por microscopia confocal.

Al igual que en el ensayo anterior, a los parasitos se les realiz6 ensayo de
viabilidad celular con Azul de Tripano. La Figura 15A muestra que la viabilidad
celular de los paréasitos fue mayor al 95% en ambas condiciones (antes y después
de la secrecidn) por lo que se prosiguio con el ensayo. En la Figura 15B se muestra
a los parasitos en AH después de la secrecion in vitro fijados y no permeabilizados
y sus productos de secrecion después de 1 h. Los parasitos presentan estructuras
tipo vesiculas con morfologia y tamafio homogéneos distribuidas por toda la
laminilla, asi como también en la superficie del parasito, tal y como se muestra en
el panel d. Esto muestra que se trata de material secretado directamente por el
parasito y depositado en las laminillas, o que sugiere se traten de vesiculas

extracelulares (VES) secretedas en AH.
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Figura 15. Ensayo de secrecion in vitro de parasitos en AH. Ensayo de secrecion in
vitro de parasitos en AH sobre laminillas incubados con DAPI y analizados por microscopia
confocal. A) viabilidad celular de los parasitos en AH antes (AS) y después de secrecién
(DS). B) Imégenes de los parésitos en AH: a) Nomarsky; b) DAPI; c) traslape; d) zoom.
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Una vez observado el producto secretado por los parasitos en AH en forma
vesiculada, se recuper6é por medio de ultracentrifugacion, proceso por el cual se
obtienen las vesiculas extracelulares contenidas en el producto de secrecion. Las
VEs obtenidas se tifieron con DIL utilizado como marcador de membrana y con
DAPI para marcaje de DNA y se analizaron por microscopia confocal. Antes y
después del ensayo de secrecion se les midio la viabilidad celular a los parasitos
con Azul de tripano. Los resultados se muestran en la figura 15, en donde se

observa que la viabilidad de los parasitos fue mayor al 95%.

En la Figura 16 se observa la presencia de las vesiculas extracelulares de
tamafio homogéneo secretadas por el parasito en AH, las cuales oscilan entre 2-3
pm de diametro. Estos resultados concuerdan con la morfologia observada en la
secrecion de parasitos en AH en laminilla. Sin embargo, el tratamiento con el DIL
no logré tedir muy bien las vesiculas. El que las vesiculas presentaran un tamafo
homogéneo nos llamé la atencién ya que cuando el pardsito se encuentra en
diferentes condiciones de glucosa libera vesiculas de tamafios muy heterogéneos,
tal y como se muestra en la Figura 17. Los tamafos de las VEs en la condicion de
AG oscilan entre 0.5 a 5 um de didmetro (Rodriguez Cruz, tesis de maestria, 2018).
Estos resultados nos demuestran que el parasito secreta diferentes VEs
dependiendo de la condicion de cultivo en la que se encuentra.
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Figura 16. Vesiculas extracelulares (VEs) aisladas de los productos de secrecion in
vitro de T. vaginalis en altas concentraciones de hierro. A) Ensayo de viabilidad celular
con Azul de Tripano de parasitos cultivados en condiciones de AH y RH antes (AS) y
después (DS) del ensayo de secrecion in vitro. B) Vesiculas extracelulares (VES) aisladas
de los productos de secrecion in vitro de T. vaginalis en altas concentraciones de hierro
obtenidas por ultracentrifugacion.
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Figura 17. Vesiculas secretadas por T. vaginalis en diferentes condiciones. Paneles
a-f: Imagenes del ensayo de fluorescencia de VEs aisladas de parasitos en AG con
diametros entre 0.5-5 um (Datos tomados de la tesis de Maestria de Rodriguez Cruz, 2018).
Paneles g-i: Imagenes del ensayo de fluorescencia de VEs aisladas de parasitos en AH con
diametros entre 2-3 um. Las vesiculas se incubaron con DIL (en rojo) y con DAPI (en azul)
para tefiir material genémico que pudiera estar presente en las vesiculas. Las vesiculas se
obtuvieron de parésitos en secrecion in vitro 1 h a 37 °C y luego se analizaron por
microscopia confocal.
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2. Participacion de la AP120/PFO de T. vaginalis en la interaccién de
parasitos en altas concentraciones de hierro con monocapas de células
HelLa.

En los antecedentes de este trabajo se menciond la capacidad que tiene la
AP120/PFO de T. vaginalis de unirse a la superficie de células HeLa mediante
ensayos in vitro de ligando-adhesina en los que se utilizaron extractos de parasitos
en AH con células Hela fijadas. Esto permitio caracterizar a la AP120/PFO de T.
vaginalis como una adhesina. Dado que en estos ensayos se utilizaron extractos de
parasitos y células Hela fijadas, nos preguntamos si este fendbmeno puede ser
reproducible al utilizar un modelo mas parecido a la realidad, utilizando parasitos
completos y viables con monocapas de células HelLa viables y sin fijar. Para
responder esta pregunta se realizaron ensayos de interaccion de parasitos vivos en
AH con monocapas de células HeLa a 37°C por 45 min y analizados por

inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos especificos para detectar HeLa y Tv.

Para la interaccion se realizaron dos metodologias diferentes. En la primera
metodologia después de la interaccion de los parasitos cultivados en AH con
monocapas de células Hela, se fijaron, pero no se permeabilizaron antes de la IFI
con los anticuerpos anti-HelLa para detectar proteinas de la membrana de HeLa 'y
anti-PFO50r para detectar a la adhesina AP120/PFO, se analizaron por microscopia
epifluorescencia y confocal. Esta metodologia nos permitié responder la pregunta
¢La interaccion pardsitos-célula permite la unién de la AP120/PFO de T. vaginalis

a la superficie de las células HeLa?

En las Figuras 18-20 se muestran los resultados del analisis por microscopia
de epifluorescencia. En las imagenes se muestra el reconocimiento del anticuerpo
anti-HelLa sobre la superficie de las células HeLa (mostrado en color rojo) y el
reconocimiento de la proteina AP120/PFO de T. vaginalis (mostrado en color verde)
sobre los parasitos. En la figura 18 se observan tres fenomenos principales: 1) la
adhesion de los parasitos a las células Hela, 2) la presencia de “blebbing” de

diferentes tamafios en las células HelLa en respuesta a la interaccién con Tvy 3) la
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liberacion de material en forma de vesiculas extracelulares de las células HeLa y su
depdsito en los parasitos. El primer fendmeno de adhesion representado en la figura
18 con un recuadro, nos indica que en efecto existe una interaccion directa de los
parasitos con las células HelLa, observandose como las membranas de los parasitos
adquieren la forma de la célula HeLa. Ademas, se puede observar como, en este
caso, mas de un parasito puede unirse a una misma célula HelLa. Este proceso de
adhesion de los parasitos a las células HelLa es el que desencadena los otros dos
fendmenos descritos anteriormente, la formacion de “blebbing” y la liberacion de

material de las células HelLa y su depdsito en los parasitos.

La formacion de “blebbing” muestra los primeros pasos de dafio celular
ocasionado por la interaccién de los paréasitos con las células HelLa. En la figura 18
se sefiala esta estructura con la cabeza de flecha, se observa como una protrusion
de la membrana de la célula HelLa, indicativo del dafio celular presente. En la figura
19 se observa este mismo fendmeno, en este caso la presencia de “blebbing es de
diferentes tamafnos”. Esto nos podria sugerir la presencia de diferentes etapas de

dafio celular, dependiendo del nimero y didmetro de estas estructuras por célula.

En la figura 19 y 20 se puede observar el tercer fenomeno descrito, la
liberacién de material en forma de vesiculas extracelulares (Ves en rojo) de las
células HelLa y su depésito en los parasitos. La figura 20 (donde mayoritariamente
se encuentran parasitos) permite ilustrar la reproducibilidad del fenémeno, ya que
todos los parasitos muestran sobre ellos numerosas VESs liberadas por las células
HelLa. Estos resultados son consistentes con lo reportado, ya que las vesiculas
extracelulares pueden liberarse de los patdgenos (virales, bacterianos y parasitos),
asi como de las células infectadas, y éstas son potencialmente relevantes para el

proceso de infeccidn y la respuesta inmune a la infeccién (Sampaio et al., 2017).

Este fenomeno podria explicarse con tres posibles eventos. El primero de
ellos, es como un mecanismo de defensa de las células HeLa contra el parasito, en
el cual consiste en material liberado por las células HeLa en forma de VEs que en
su interior pudiera contener sustancias que le permitan actuar contra el parasito. Por

lo que la célula liber6 estas VEs y se depositaron en la superficie de los parasitos.
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El segundo evento podria tratarse de un mecanismo de evasion del sistema inmune
del hospedero por parte del parasito. En la introduccién de este trabajo se
describieron diferentes mecanismos de evasion del sistema inmune que presenta
T. vaginalis, en el cual uno de ellos era el recubrimiento de proteinas del hospedero.
Por lo que podemos proponer que posiblemente el parasito durante la interaccion
fagocitd parte de la célula HeLa y recubrio su superficie con proteinas de la célula,
logrando asi evadir el sistema inmune. De esta manera, el tercer evento es que el
anticuerpo anti-HelLa presente reactividad cruzada con las proteinas del parasito
gue ubica en su superficie con homologia a proteinas del hospedero como las
adhesinas AP65, AP51 y AP33. Asi como también otras enzimas como la GADPH,

enolasa, entre otras.
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Figura 18. Adhesion de Tv a la superficie de las células HelLa resultado de la
interaccién Tv-células HeLa en altas concentraciones de hierro. Imagenes de
epifluorescencia de la interaccidon entre parasitos en AH con monocapas de células HelLa
incubadas con los anticuerpos anti-HelLa y anti-pepPFOAr. A) Nomarski. B) parasitos (Tv)
con restos de material (vesiculas) de células HeLa (flecha gruesa) y presencia de “blebbing”
en células HelLa (cabeza de flecha). En el recuadro se representa el fendmeno de adhesion
de los parasitos a la membrana de las células HelLa. Las imagenes se observaron en un
microscopio de epifluorescencia.
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Figura 19. Formacion de “blebbing” en células HelLa provocadas por la interaccién
Tv-células HelLa en altas concentraciones de hierro. Imagenes de epifluorescencia de
la interaccion in vivo de pardasitos en AH con monocapas de células HelLa que se fijaron,
pero no se permeabilizaron antes de la incubacién con los anticuerpos anti-HelLa y anti-
pepPFOA. A) Nomarski. B) Epifluorescencia de parasitos (Tv), liberacion de material
(vesiculas) de células HelLa (flecha gruesa) y presencia de “blebbing” de diferentes
didmetros en células HelLa (cabeza de flecha).

67



68



Figura 20. Liberacion de VEs por las células HelLa producto de la interaccion TV-
células HelLa en altas concentraciones de hierro. Imagenes de epifluorescencia de la
interaccion in vivo de parasitos en AH con monocapas de células HelLa que se fijaron, pero
no se permeabilizaron antes de la incubacion con los anticuerpos anti-HeLa y anti-
pepPFOA. A) Nomarski. B) Epifluorescencia, se observa la liberacion de material
(vesiculas) de células HelLa (flecha gruesa) depositado en los parasitos (Tv).
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Con los resultados anteriores se pudo observar de manera general, los efectos de
la interaccion de los parasitos con las células HeLa. Sin embargo, la resolucion de
la microscopia de epifluorescencia solo nos permitié observar la localizacién de la
proteina AP120/PFO de T. vaginalis en los parasitos. Para detectar que la proteina
se une a la superficie de las células HelLa, las mismas laminillas de las interacciones
HelLa-Tv se observaron por microscopia confocal en un microscopio Zeiss y se

analizaron las imagenes con el software ZEN 3.1 (Carl Zeiss, Germany).

Las Figuras 21 y 22 muestran de manera mas clara la marca de proteina
AP120/PFO de T. vaginalis tanto en los parasitos como en la superficie de las
células HeLa. Tomando en cuenta que no estan permeabilizadas, se asume que la
proteina se encuentra solo en la superficie de las células y de los parasitos. Sin
embargo, estos resultados sugieren que también se pudiera encontrar a la
AP120/PFO de T. vaginalis dentro de las células HelLa debido al dafio celular

provocado por el parasito durante la interaccion.

En la figura 21 se observa la presencia de la proteina AP120/PFO (en verde)
dentro y en la superficie del parasito como es de esperarse, asi como también sobre
la superficie de las células HeLa (en rojo). Obsérvese en el acercamiento de la figura
21e indicado con la cabeza de flecha de color blanco, puntos de colocalizacién (en
amarillo) entre la proteina AP120/PFO de T. vaginalis (en verde) con las proteinas
de superficie de las células HelLa (en rojo) en la célula HelLa, asi como también en
los parasitos (Figura 21f). Estos resultados sugieren un proceso dinamico de
respuesta de ambos tipos celulares durante la interaccién Tv: células HelLa, en
donde tanto las células como los parasitos liberan material y lo depositan sobre sus
superficies. Sobre todo, confirma la unién de la proteina AP120/PFO a la superficie
de las células HeLa cuando los parasitos vivos interaccionan con monocapas de
células Hela vivas en altas concentraciones de hierro, tal como se demostré con

los ensayos in vitro utilizando extractos de parasitos con células Hel a fijadas.
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En la figura 22 se muestra la colocalizacion (en amarillo) entre las proteinas
de superficie de las células HeLa (en rojo) con la AP120/PFO de T. vaginalis (en
verde) en la superficie de la mayoria de las células HelLa. Especificamente en el
panel e, se muestra una célula HeLa no dafiada con marca de colocalizacion en
toda su superficie. Sin embargo, en el panel f, ademés de observar la colocalizacion
en la superficie, se muestra abundante marca (en verde) de la proteina AP120/PFO
de T. vaginalis en su interior. Esto sugiere que la interaccion de los parasitos con
las células HelLa provoc6 un dafio que permitié que la proteina AP120/PFO se
detectara en el interior de la célula HeLa. Sin embargo, con estos resultados no se
puede afirmar este fendmeno. Por lo que la siguiente pregunta que nos surgié fue
¢ Permite la interaccion de parasitos-célula la internalizacion de la AP120/PFO de

T. vaginalis a la célula HeLa?
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AF594/a-HelLa FITC/a-pepPFOA

DAPI MERGE

ZOOM

Figura 21. Microscopia confocal de la localizacién de la AP120/PFO de T. vaginalis
en células HelLa después de su interaccién. Imagenes de microscopia confocal del
ensayo de inmunofluorescencia de la interaccion in vivo de parasitos en AH con monocapas
de células HelLa que se fijaron, pero no se permeabilizaron antes de la incubacién con los
anticuerpos anti-HelLa (panel a) y anti-pepPFOA (panel b). En el zoom (paneles e y f) se
observa colocalizacion (en amarillo) entre la AP120/PFO de T. vaginalis (en verde) y las
proteinas de superficie de células HelLa (en rojo) tanto en los parasitos (cabeza de flecha
blanca) como en las células Hela. Las interacciones se observaron por microscopia
confocal en un microscopio Zeiss y las imagenes se analizaron con el software ZEN 3.1
(Carl Zeiss, Germany).
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AF594/a-Hel a FITC/a-pepPFOA

Figura 22. Microscopia confocal de los efectos causados por la interaccion Tv-
células HeLa sobre las células HelLa. Imagenes de microscopia confocal de la interaccion
in vivo de parasitos en AH con monocapas de células HelLa que se fijaron, pero no se
permeabilizaron antes de la incubacion con los anticuerpos anti-HelLa (panel a) y anti-
pepPFOAr (panel b). DAPI (panel c). En el zoom (paneles e y f) se observa colocalizacion
entre la AP120/PFO de T. vaginalis y las proteinas de superficie de células HelLa en la
célula HelLa (cabeza de flecha). También se observa a la proteina AP120/PFO de T.
vaginalis en el citoplasma de las células HelLa. Las interacciones se observaron por
microscopia confocal en un microscopio Zeiss y se analizaron las imagenes con el software
ZEN 3.1 (Carl Zeiss, Germany).
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Para responder la pregunta planteada ¢ permite la interaccion de parasitos-
célula la internalizacién de la AP120/PFO de T. vaginalis a la célula HeLa? Se
realiz6 una segunda metodologia para el analisis de la interaccion. Después de la
interaccion Tv: células HelLa las células se fijaron y se permeabilizaron con Tritén
X-100 antes de la IFI con los anticuerpos anti-tubulina, para detectar proteinas
internas de las células HeLa y anti-PFO50r, para detectar a la adhesina AP120/PFO

de T. vaginalis, se analizaron por epifluorescencia y microscopia confocal.

A diferencia de los resultados de las interacciones entre parasitos y células
HelLa que en el procesamiento se fijaron, pero no se permeabilizaron, en estas
figuras, las células HelLa no presentan el fenomeno de “blebbing” antes descrito. Sin
embargo, la morfologia de las células si parece haberse alterado. A su vez, el
namero de parasitos es mayor al nimero de células y la marca de la proteina de

tricomonas depositada sobre las células HeLa también parece ser mayor.

En la figura 23A se muestra el campo claro de la interaccion célula-parasito
en la que se sefala a las células HelLa (He) y a los parasitos (Tv). En esta figura se
muestra el fenbmeno de adhesion en los recuadros, en donde se observa a
parasitos adheridos a la superficie de las células HeLa. También se observa que un
mismo parasito puede adherirse a dos células HelLa simultdneamente. Estos
resultados concuerdan con los resultados anteriores de las interacciones sin
permeabilizar, mostrando que no se trata de un fenémeno fortuito. Esto se confirmé
por inmunofluorescencia representada en la figura 23B, en donde se observa
claramente la adhesion de los parasitos a las células HelLa. En la figura 24, se
muestra principalmente la presencia de la AP120/PFO de T. vaginalis en el interior

de las células Hela, representada con las cabezas de flecha.

En la figura 25B se muestra la imagen de epifluorescencia de la interaccion
y se observa a las células HeLa (He) con una red de filamentos de tubulina
reconocidos por el anticuerpo anti-tubulina (en rojo) en mayor proporcion que

parasitos (Tv) (en verde).
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Figura 23. Adhesion de Tv a la superficie de las células HelLa resultado de la
interaccién permeabilizada de Tv-células HelLa en altas concentraciones de hierro.
Imagenes de epifluorescencia de la interaccion in vivo de parésitos en AH con monocapas
de células HelLa que se fijaron y permeabilizaron antes de la incubacién con los anticuerpos
anti-tubulina y anti-PFO50r. A) Nomarski: en los recuadros se muestra el proceso de
adhesion. B) Epifluorescencia de parasitos (Tv), células HelLa (He) en donde se sefiala el
nucleo (N) y marca de la proteina AP120/PFO de T. vaginalis depositada en el interior de
las células HelLa (cabeza de flecha blanca). Esta metodologia se aplic6 a las siguientes
figuras (24-27).
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Figura 24. Localizacién de la AP120/PFO de T. vaginalis en células HelLa después de
la interaccion permeabilizada de Tv-células HelLa. Imagenes de epifluorescencia de la
interaccion in vivo de parasitos en AH con monocapas de células HelLa que se fijaron y
permeabilizaron antes de la incubacién con los anticuerpos anti-tubulina y anti-PFO50r. A)
Nomarski. B) Epifluorescencia de parasitos (Tv), células HeLa (He) en donde se sefiala el
nacleo (N, en azul) y marca (en amarillo) de la proteina AP120/PFO de T. vaginalis
depositada en el interior de las células HelLa (cabeza de flecha blanca).
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Figura 25. Reconocimiento de filamentos de tubulina en células HeLa mediante
epifluorescencia de lainteraccion permeabilizada de Tv-células HelLa. Imagenes de la
interaccion in vivo de parasitos en AH con monocapas de células HelLa que se fijaron y
permeabilizaron antes de la incubacién con los anticuerpos anti-tubulina y anti-PFO50r. A)
Nomarski. B) Epifluorescencia de parasitos (Tv), células HeLa (He) en donde se sefiala el
ndcleo (N) y marca de la proteina AP120/PFO de T. vaginalis depositada en el interior de
las células HelLa (cabeza de flecha blanca). Obsérvense los filamentos de tubulina de las
células Hela.
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Las interacciones in vivo entre los parasitos en AH con monocapas de células
HelLa que posteriormente se fijaron y permeabilizaron antes de la incubacion con
los anticuerpos, también se analizaron por microscopia confocal con el software
ZEN 3.1 (Carl Zeiss, Germany). En las figuras 26 y 27 se muestran los resultados

de las interacciones.

En ambas figuras se muestra a las células HelLa (He) con sus filamentos de
tubulina (en rojo) y con marca de la proteina AP120/PFO (en verde) de T. vaginalis
en su interior. En la Figura 26 panel d se muestra un gran acumulo de proteina
AP120/PFO de T. vaginalis depositado en las células Hela, representado por
cabeza de flecha. Al igual que en las imagenes de epifluorescencia mostradas
previamente, se observa un gran niamero de parasitos conteniendo a la proteina
AP120/PFO. Esto puede deberse a que el contacto con las células provoca la
produccién y a su vez la secrecion de la proteina AP120/PFO, depositandose en

ultima instancia en las células Hela.

En la figura 27 ademas se observa como la marca de la proteina AP120/PFO
(en verde) en la célula HeLa (en rojo) se encuentra entre los filamentos de tubulina.
Como este es un marcador de estructuras internas, se considera que la marca de
la proteina observada se encuentra dentro de las células, no en la superficie como

se observo con los resultados anteriores con las muestras no permeabilizadas.

Esto nos permite entonces concluir que, ademas de que la interaccion entre
parasitos vivos en AH con monocapas de células HelLa vivas permite la secrecion
de la proteina AP120/PFO de T. vaginalis; también permite que una vez secretada
se internalice la AP120/PFO en la célula HeLa para cumplir con una tercera funcién
aun desconocida. Por lo tanto, estos datos sugieren: 1) que la interaccion entre
parasitos y células HelLa permiten la internalizacion de la proteina a la célula HeLa
y 2) la multifuncionalidad de la proteina AP120/PFO de T. vaginalis cuando se

cultivan en AH.
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AF594/a-tubulina FITC/a-PFOAS0r

DAPI MERGE

Figura 26. Microscopia confocal de la AP120/PFO de T. vaginalis en el interior de las
células HeLa después de lainteraccién permeabilizada de Tv-células HeLa. Imagenes
de microscopia confocal del ensayo de inmunofluorescencia indirecta de la interaccion de
parasitos en AH (Tv) con monocapas de células HelLa (He) que se fijaron y permeabilizaron
antes de la incubacién con los anticuerpos anti-tubulina (panel a) y anti-PFO50r (panel b).
Se sefialan los nucleos de las células HeLa (N). En el panel d se sefiala la presencia de la
AP120/PFO de T. vaginalis en el interior de las células HelLa. Las imagenes se analizaron
con el software ZEN 3.1 (Carl Zeiss, Germany).
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AF594/a-tubulina FITC/a-PFOA50r

DAPI MERGE

Figura 27. Reconocimiento de filamentos de tubulina en células HeLa mediante
microscopia confocal de la interaccion permeabilizada de Tv-células HeLa. Imagenes
de confocal de la interaccién in vivo de parasitos en AH (Tv) con monocapas de células
HelLa (He) que se fijaron y permeabilizaron antes de la incubacién con los anticuerpos anti-
tubulina (panel a) y anti-PFO50r (panel b). Se sefialan los ndcleos de las células HelLa (N,
panel c). En el panel d se observa marca de la AP120/PFO de T. vaginalis en el interior de
las células HelLa.



A manera de control y de demostrar que la presencia de la AP120/PFO de T.
vaginalis en las células HelLa es producto de su secrecion y su posterior depésito e
internalizaciéon en las células Hela, se realizO un BLAST entre la proteina
AP120/PFO de T. vaginalis contra el genoma del Homo sapiens, se trabajé con la
secuencia de la proteina PFOA con el TVAG_198110 en la base de datos TrichDB
y se realizo el BLAST en la base de datos de NCBI con la proteina completa y con
el fragmento PFO50 de la region COOH-terminal contra la que se hizo el anticuerpo

utilizado en este trabajo.

Los resultados no mostraron identidad entre la secuencia de la proteina
AP120/PFO de T. vaginalis con ninguna secuencia del genoma humano (figura 28)
por lo que podemos comprobar el hecho de que esta proteina es una proteina Unica
del parasito, tal y como se describié en los antecedentes de este trabajo. Esto nos
indica que, en efecto, la proteina AP120/PFO encontrada en las células HelLa
proviene del parasito. De esta manera podemos confirmar que el parasito secreta
la proteina AP120/PFO y la deposita en la superficie de las células HelLa y

posteriormente se internaliza en las células.

Ademas, se realiz6 el BLAST contra la region C-terminal de la proteina PFO
de T. vaginalis y el genoma del Homo sapiens. Esta region es la region que se utilizd
para producir el anticuerpo anti-PFO50r utilizado para los experimentos en este
trabajo. Los resultados no mostraron identidad con ninguna secuencia del genoma
humano, por lo que nos afirma que la proteina se encuentra Unicamente en el

pardsito.
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Figura 28. Alineamiento entre la secuencia de PFO de T. vaginalis con genoma en
Homo sapiens. A) BLAST entre la secuencia de la proteina completa PFO de T. vaginalis
y el genoma de humano. B) BLAST entre la secuencia C-terminal de la proteina PFO de T.
vaginalis y el genoma humano. Se trabajo en la base de datos NCBI con la secuencia de la
proteina PFO de T. vaginalis con el TVAG_198110 obtenido de la base de datos TRICHDB.
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DISCUSION

La AP120/PFO de T. vaginalis se conoce como una “‘moonlighting protein” o
proteina multifuncional debido a que posee mas de una funcién. Generalmente la
segunda funcién no tiene relacion alguna con la primera. En los hidrogenosomas
tiene una funcién como enzima metabdlica y en la superficie del parasito como una
adhesina. Dicha funcion como adhesina se siguié mediante una cinética a tiempos
cortos de parasitos en altas concentraciones de hierro y se siguio a la AP120/PFO
por ensayos de IFl y en las imagenes de microscopia confocal se observd que en
los primeros 20 min de exposicion al hierro la proteina se encontraba en la superficie
del parasito. Sin embargo, a los 60 min la marca de la proteina desaparecio de la
superficie del parasito, volviendo a encontrarse minutos después. Este fenbmeno
aparece de manera ciclica, en donde se pierde la marca de la proteina y minutos
después aparece sobre la superficie siempre y cuando se mantenga el estimulo de
alto hierro. Ademas, se demostré que la AP120/PFO se encuentra presente en
secreciones vaginales y hay anticuerpos anti-AP120/PFO en sueros de pacientes
positivos a tricomoniasis. Todo lo anterior nos llevo a preguntarnos qué pasa con la
proteina cuando desaparece de la superficie de los parasitos, ¢,se degrada? O ¢se

secreta?

En este trabajo se demostré que la proteina multifuncional AP120/PFO de T.
vaginalis no se degrada y, que, ademas, en condiciones de AH se secreta al medio
extracelular como una proteina de 120 kDa (su peso esperado). Esto explica porque
en los ensayos de inmunofluorescencia la marca desaparece de la superficie de los

parasitos a los 40 a 60 min de exposicion a la condicion de AH.

En los ensayos de secrecion in vitro de parasitos en diferentes
concentraciones de hierro se detecto una banda de 120 kDa correspondiente a la
AP120/PFO de T. vaginalis en las PT de ambas condiciones; sin embargo,
Unicamente se detecté en las PS de los parasitos en AH, pero no en las PS de
parasitos en RH (Figura 14). Esto nos indica que la condicion de AH es la que
promueve la sobre expresion y a su vez la secrecion de la AP120/PFO, ya que como

se mostré en la cinética de parasitos a tiempos cortos (Figura 10), luego de
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desaparecer la proteina de la membrana se volvié a incrementar su produccion en
el citoplasma de los parasitos y el fenémeno se repite de manera ciclica. Estos datos
sugieren que mientras la condicion de AH se mantenga, el parasito continuara con

la produccion excesiva de la AP120/PFO y la secrecion de la proteina.

Esta proteina a diferencia de las otras adhesinas con capacidad de
multifuncionalidad es una proteina Unica del parésito, es muy inmunogénica y se
encuentra presente en secreciones vaginales de pacientes positivas a
tricomoniasis. Esto muestra que la AP120/PFO de T. vaginalis se expresa y se
secreta durante la infeccion en altas concentraciones de hierro. Esto se puede
interpretar desde el punto de vista del parasito como un mecanismo para sobrevivir
al flujo menstrual en la mujer y mantener la infeccion. El parasito adquiere el hierro
y comienza su proceso de sobreexpresion de proteinas encargadas de la adhesion
(adhesinas) en su superficie, permitiendo adherirse a las células vaginales y asi
colonizar la mucosa urogenital. Sin embargo, dado que la AP120/PFO es muy
inmunogénica, solo la expresa en su superficie en presencia de altas
concentraciones de hierro y después la retira para evitar ser detectada por los
anticuerpos que se generan en su contra. Una forma de deshacerse de ella es
mediante su secrecion y de esta manera puede contribuir a evadir al sistema inmune

del hospedero al atrapar los anticuerpos con la proteina secretada.

No es nuevo el hecho de que una proteina multifuncional de T. vaginalis sea
secretada. Tal es el caso de la adhesina AP65 o enzima méalica descarboxilante,
cuya secrecion qued6 demostrada (Garcia el at., 2007; Kucknoor et al., 2007). Se
sabe que tricomonas es capaz de secretar enzimas metabdlicas que pueden mediar
importantes interacciones entre patégeno-hospedero, ya sea provocando sintomas,
evadiendo al sistema inmune y en la patogenicidad. Sin embargo, una caracteristica
gue presentan estas proteinas con capacidad multifuncional es que carecen de
secuencia sefal de secrecion, de péptidos dirigidos a membrana y de motivos de

anclaje. Por lo que el mecanismo de secrecion de estas proteinas aun no se conoce.

En los ultimos afos se han descrito adhesinas e invasinas de bacterias Gram

positivas en la superficie celular que no poseen una secuencia sefal o motivos de
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anclaje de membrana. A pesar de que los mecanismos de secrecion se desconocen,
se demostré que estas proteinas representan una nueva clase de factores de
virulencia (Chhatwal, 2002).

No siendo la excepcion, la AP120/PFO de T. vaginalis se secreta al medio
extracelular en donde podria jugar un papel importante en la biologia de la
interaccion patégeno-hospedero. Sin embargo, aun desconocemos la funcion que

ésta puede tener al ser secretada.

Ademas de realizar el ensayo de secrecion de parasitos en diferentes
concentraciones de hierro en tubo, también se realiz6 sobre laminillas. Esto con el
objetivo de visualizar el material particulado que los parasitos secretan. En los
resultados analizados por microscopia Optica se logré observar a los parasitos
viables con un contenido abundante y muy homogéneo depositado sobre las
laminillas tipo vesiculas extracelulares. En la figura 15 se observa como un parasito
presenta sobre su superficie estas vesiculas lo que podria sugerir que ese material
lo secreta el parasito. Este material secretado por los parasitos se ultracentrifugo y
se analiz6 por microscopia de fluorescencia. Los resultados mostraron que el
material recuperado, las vesiculas extracelulares, fue similar al observado
anteriormente en el ensayo de secrecion in vitro sobre laminillas, lo que nos lleva a
confirmar que el material secretado por el parasito en condiciones de AH
corresponde a vesiculas extracelulares. Estas vesiculas extracelulares presentan la
caracteristica de ser muy homogéneas en tamafo, las cuales oscilan entre 2-3 um
de diametro. Realizando una comparacion entre las vesiculas secretadas por
parasitos en AH con las secretadas en la condicione de AG logramos observar que
hay mucha diferencia. Ya que las vesiculas secretadas por parasitos en condiciones
de AG son muy heterogéneas, con tamafios entre 0.5 y 5 um de diametro
(Rodriguez-Cruz, tesis de maestria, 2018). Estos resultados muestran que T.
vaginalis es capaz de secretar vesiculas extracelulares que varian en tamafio y
posiblemente en contenido, dependiendo de la condicibn ambiental en la que se

encuentre.
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Entre los antecedentes de este trabajo se describieron dos posibles vias de
secrecion de la AP120/PFO de T. vaginalis. Una de ellas es mediante la secrecion
convencional, ya que en ensayos de microscopia electronica de transmisién de
parasitos en AH se observo a la proteina dentro de vesiculas. Es por esto por lo que
nos dimos a la tarea de obtener las vesiculas extracelulares secretadas por
parasitos en AH. Sin embargo, en este trabajo no se logré determinar si la
AP120/PFO de T. vaginalis es secretada dentro de estas vesiculas extracelulares
en esta condicion, solamente demostramos que se secreta. Por lo que queda como

perspectiva del trabajo.

Ya que se demostré que la AP120/PFO de T. vaginalis se secreta al medio
extracelular en la condicién de alto hierro, lo siguiente que nos propusimos fue
determinar su participacién en la interaccién pardsito célula. En los antecedentes de
este trabajo se describié que la proteina se une a la superficie de las células Hela,
lo que permitié caracterizarla como una adhesina. Los ensayos realizados para
demostrar ese fendmeno se realizaron utilizando extractos de parasitos en altas
concentraciones de hierro con monocapas de células HelLa previamente fijadas. Sin
embargo, en este trabajo quisimos reproducir este fendmeno, pero de una manera
mas cercana a la infeccién in vivo. Para esto utilizamos parasitos vivos cultivados
en altas concentraciones de hierro y monocapas de células Hela sin fijar y los
dejamos interaccionar por 45 min en medio de interaccién en presencia de hierro 'y
luego las analizamos por microscopia de epifluorescencia y microscopia confocal.
Para este ensayo decidimos utilizar dos metodologias diferentes. La primera, en la
que la interaccion se analizé por IFl sin permeabilizar y la segunda por IFl ya
permeabilizados, esto con el propdsito de observar las diferentes localizaciones que

pudiera tener la proteina AP120/PFO secretada sobre las células HelLa.

El no permeabilizar la interaccién nos permite conservar la membrana intacta
y asi poder observar la localizacion de la proteina AP120/PFO en la superficie de
las células HelLa. En los resultados de la interaccion se observaron varios
fendmenos importantes tanto en los parasitos como en las células HelLa. El primero

de ellos fue la adhesion de los parasitos a la superficie de las células HelLa. En los
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resultados se logré observar como varios parasitos se encontraban adheridos a una
misma célula, asi como también cdmo un solo parasito se adhirié a dos células
distintas. Esto nos permite concluir que el proceso de adhesion de los parasitos a
las células HelLa es muy efectivo y es de esperarse, ya que se ha demostrado que
el hierro estimula la expresion de adhesinas, entre ella la AP120/PFO, que facilita
la adhesion de los parasitos a las células hospederas. Légicamente, para que pueda
llevarse a cabo cualquier otro mecanismo de patogenicidad por parte del parasito,
éste debe en primera instancia, adherirse a las células hospederas. Por lo que el

adherirse a las células desencadend otros fendmenos importantes.

El segundo fendmeno observado en los resultados de la interaccion entre
parasitos-células fue un fendmeno conocido como “blebbing” en las células Hela.
El “blebbing” son protrusiones de la membrana plasmatica que estan asociadas a
las primeras etapas en el proceso de apoptosis. La tamafio de estas estructuras
puede variar (Charras, 2008), y se observaron en la gran mayoria de las células
HelLa. Esto nos confirma que la interaccion de T. vaginalis con las células HeLa aun

en alto hierro, provoca un dafio en las células HelLa.

Por ultimo, otro fendbmeno observado en los resultados de la interaccion
parasitos-células no permeabilizado fue la secrecion de material de las células HelLa
en lo que sugerimos son vesiculas extracelulares y su depdsito sobre los parasitos.
Este fendmeno se logré observar en varios parasitos por lo que no es un fenémeno
fortuito. ElI hecho de que las células HeLa pudiesen estar liberando material en
forma de vesiculas extracelulares es muy probable, ya que puede entenderse como
un mecanismo de defensa por parte de éstas al dafio provocado por los parasitos.
Estas vesiculas extracelulares secretadas y depositadas sobre los parasitos pueden
contener moléculas que pueden resultar toxicas para los parasitos. Se sabe que las
vesiculas extracelulares pueden funcionar como potentes vehiculos de
comunicacion intracelular, tanto en procariotas como en eucariotas, debido a su

capacidad de transferir proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Yafez-M¢ et al., 2015).

Sin embargo, este fendmeno observado en la interaccion puede ser

explicado desde el punto de vista del parasito. En la introduccién de este trabajo se
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hablé de los mecanismos de evasion del sistema inmune que presenta T. vaginalis.
Uno de ellos es el recubrimiento del parasito con proteinas del huésped. Por lo que,
en los resultados, en lugar de observar el material de células HelLa depositado sobre
los parésitos lo que puede observarse son restos de células HelLa fagocitados por
el parésito y el recubrimiento de éstos sobre la superficie del parasito. Sin embargo,
se necesitarian mas experimentos para comprobar cualquiera de estas dos

hipotesis.

Debido a la poca resolucion que permite la microscopia de epifluorescencia
no fue posible observar la proteina AP120/PFO en las células HelLa. Por lo cual se
analizaron por microscopia confocal. Con esta técnica se logré observar que la
AP120/PFO de T. vaginalis se encuentra tanto en los parasitos como en la superficie
de las células HelLa. Asi mismo, se logro observar puntos de colocalizacion en la
superficie de las células HelLa entre la AP120/PFO de T. vaginalis con las proteinas
de las células HelLa, lo que nos permite confirmar que la AP120/PFO de T. vaginalis
si se une a la superficie de las células HeLa. Fenbmeno que nos confirma los
ensayos in vitro de adhesina-ligando en los que se observé que la AP120/PFO de
T. vaginalis se une a las células HelLa fijadas a partir de un extracto. También se
observé material de las células HelLa depositado sobre los parasitos tal y como se
observo mediante la microscopia de epifluorescencia. Debido a que la interaccién
no se permeabilizé6 asumimos que la marca de la proteina sobre las células HelLa
se encuentra en la superficie, no en su interior. Sin embargo, en la figura 22 se
puede observar el contraste entre una célula sin dafio aparente con la marca de la
proteina sobre la superficie con una célula HeLa ya dafiada por el parasito, lo cual
hizo permeable la membrana de las células HelLa a proteinas del parasito, entre
ellas la AP120/PFO detectada con el anticuerpo anti-PFOr por lo que algunas
células HelLa parecen presentar a la proteina AP120/PFO en el interior de la célula
hospedera. Esto nos llevd a la siguiente pregunta ¢Es posible que la interaccion
entre parasito-célula permita la internalizacién de la AP120/PFO de T. vaginalis a

las células HelLa?
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Es por esto por lo que también analizamos la interaccion Tv-HelLa
permeabilizandola después de la fijacion. Los resultados muestran que la marca de
la proteina AP120/PFO si pudiera encontrarse en el interior de la célula HelLa. Sin
embargo, se requiere de mas experimentos para confirmar este fenédmeno. No es
de extrafiarse el hecho de que una proteina de T. vaginalis sea secretada y
posteriormente internalizada en células hospederas para cumplir una funcion
importante en la misma. Como, por ejemplo, la modulacién de la respuesta
inmunitaria que ocurre con la TvTIM en altas concentraciones de glucosa, como se
reportd recientemente (Miranda-Ozuna et al., 2016), pudiendo ser el caso de la
AP120/PFO de T. vaginalis en altas concentraciones de hierro. ElI hecho de
encontrar a esta proteina en el interior de las células recalca el potencial de ser una
proteina multifuncional, actuando como una enzima metabdlica en los
hidrogenosomas, como una adhesina en la superficie y con una tercera funcion, ain

desconocida, en el interior de las células hospederas.

Finalmente, en conclusién y con base en los resultados obtenidos, en la figura
29 proponemos un modelo de la participacion de la proteina multifuncional
AP120/PFO en la interaccion de Trichomonas vaginalis con las células HelLa en
altas concentraciones de hierro. El estimulo de las altas concentraciones de hierro
desencadena: la secrecion de la proteina AP120/PFO por parte del parasito y ésta
a su vez se deposita sobre la superficie de las células o bien, se internaliza en las
mismas (3); la adhesion del paréasito a las células (1), la formacion de “blebbing” (2)
y la liberacién de material (vesiculas extracelulares) el cual deposita sobre los

parasitos (3).
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Participacion de la proteina multifuncional AP120/PFO en la interaccion
Trichomonas vaginalis-células Hela en altas [Fe?*]

Interaccion Trichomonas vaginalis-células Hela en altas concentraciones de hierro. 1)
Adhesion de los parasitos a las células Hela. 2) Formacion de "blebbing” en las células Hela.
3) Liberacion de material de células Hela y su depdsito sobre los parasitos; liberacion de la
AP120/PFO de los parasitos y su depdsito sobre las células Hela

94

°fis o
| Célula Hela con
"blebbing”
®
®

as H

Created in BioRender.com bio



Figura 29. Modelo propuesto de la participacién de la proteina AP120/PFO en la
interaccion Trichomonas vaginalis-células HelLa en altas concentraciones de Fe?*.
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CONCLUSIONES

o La proteina multifuncional AP120/PFO de T. vaginalis se secreta al medio
extracelular cuando los parasitos se encuentran en altas concentraciones de

hierro.

o La interaccion de parasitos vivos en AH con monocapas de células HelLa
viables permite la union de la AP120/PFO de T. vaginalis a la superficie de las

células Hela.

o Ademas de la secrecion y de la union de la AP120/PFO de Tv a la superficie
de las células Hela, los resultados sugieren su internalizacion en la célula

hospedera.
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PERSPECTIVAS

o Determinar si la AP120/PFO de T. vaginalis se encuentra en el interior de las
vesiculas extracelulares secretadas por parasitos en altas concentraciones de

hierro.

o Confirmar la presencia de la AP120/PFO de T. vaginalis en el interior de las
células HelLa en interaccion con parasitos en AH.

o Determinar la funcién que desempefia la AP120/PFO de T. vaginalis en el interior
de la célula hospedera.

o Evaluar el contenido de las vesiculas extracelulares secretadas por las células
HeLa en la interaccion con parasitos en AH.

o Determinar la modulacion de la expresion de la AP120/PFO de parésitos en
restriccion de hierro cuando interaccionan con células Hela.
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Apéndice

Acrilamida al 30%/bisacrilamida al 0.8%

» Acrilamida 3049
> N, N'metilbisacrilamida 0.804¢g

Disolver en 40 ml de agua destilada. Una vez disuelto aforar hasta 100 ml. Filtrar a
través de papel filtro “Whatman” no.1. Almacenar a 4 °C hasta 1 mes, previamente

protegido de la luz.

Nota: Descartar después de 30 dias, ya que gradualmente la acrilamida se hidroliza

a acido acrilico y amonio.

Amortiguador de muestra 1x (BM 1x)

» SDS/amortiguador 2x 500 pl

» B-mercaptoetanol 10% 50 pl

» Azul de bromofenol 50 pl (stock 10 mg/ml)
» Agua desionizada 400 pl

Amortiguador de muestra 2x (BM 2x)

» SDS/amortiguador 2x 400 pl
» B-mercaptoetanol 10% 50 i
» Azul de bromofenol 50 I (stock 10 mg/ml)

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.0

» NacCl (Merck) 137 mM 8.00¢g
» KCI (Merck) 2.7 mM 0.204¢
» Na2HPO4 (Merck) 10 mM 1.42¢
» KH2PO4 (Merck) 2 mM 0.27g
» Agua destilada 1000 ml

Mezclar todos los reactivos en 800 ml de agua destilada. Una vez disuelto ajustar el

pH a 7.0 y aforar a un litro.
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Amortiguador de corrida 5x (SDS-PAGE electroforesis)

» Trizma base 30.2¢
» Glicina 144 g
» SDS 109
» Agua destilada 2000 ml

Amortiguador de transferencia para membrana de nitrocelulosa

» Tris-base 25 mM 3.03g
» Glicina 192 mM 14.25¢
» Metanol absoluto 200 ml
» Agua destilada 800 ml

Disolver primero el Trizma y la glicina. Una vez disueltos agregar el metanol,

finalmente aforar a 1 litro con agua destilada. Enfriar a 4 °C.
Solucién 2,2 Dipiridilo (C10H8N2) 15 mM

» 2,2 Dipiridilo 0.02¢g
» Agua destilada 10 ml

Se mezcla bien, se afora en matraz volumeétrico de 10 mly se esteriliza por filtracion
(0.2 um). Se almacena a 4 °C cubierto de la luz (no debe utilizarse después de dos

semanas).

Solucion Decolorante

> Acido acético 50 mi
> Metanol 165 ml
» Agua destilada 1000 ml

Solucién Sulfato ferroso amoniacal 25 mM (solucién stock)

> Acido sulfosalicilico (Sigma) 50 mM 0.1271 g
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» Agua destilada 10 mi
En esta soluciéon se disuelve el sulfato ferroso
» Sulfato ferroso (Sigma) 25 mM 0.098 g

Se mezcla bien, se afora en matraz volumétrico de 10 ml, se esteriliza por autoclave
y se almacena a 4 °C cubierto de la luz (no debe ser utilizado por mas de una

semana).

Tris-Cl/SDS pH 6.8

» Trizma-base (Sigma) 5 mM 6.05¢
» SDS (Sigma) 0.13 mM 0.40¢9
» Agua destilada 100 ml

Disolver en 80 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8. Aforar a volumen final de
100 ml con agua destilada. Se filtra por 0.45 ym, se almacenaa 4 °C

Tris-CI/SDS pH 8.8
» Trizma-base (Sigma) 15 mM 18.16 g

» SDS (Sigma) 0.13 mM 0.40¢g
Se debe ajustar el pH 8.8.
» Agua destilada 100 ml

Disolver en 80 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.8. Aforar a volumen final de

100 ml con agua destilada. Se filtra por 0.45 ym, se almacena a 4 °C
Persulfato de amonio al 10%
10 mg (0.01 g) en 1 ml de agua destilada.

Nota: Almacenar en alicuotas hasta 2 semanas a -20 °C
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