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I. RESUMEN. 

 

La tricomoniasis es un padecimiento que afecta a millones de personas alrededor 

del mundo y es causada por el parásito protozoario Trichomonas vaginalis, el 

cual requiere de diversos nutrientes como el zinc y el hierro para su desarrollo en 

el tracto genitourinario. En diversos eucariotas, se ha reportado que la 

adquisición de dichos iones es regulada a través de transportadores de iones tipo 

ZIP y tipo CDF.  

 

Se realizó un BLAST en el genoma de T. vaginalis identificando in silico ochos 

secuencias tipo ZIP (TvZIP1-8) y ocho de tipo CDF (TvCDF1-8), las cuales se 

identificaron también de forma experimental en el genoma, además se determinó 

su expresión en diferentes condiciones: En altas concentraciones de zinc los 

transportadores TvZIP1, 3, 5 y 7, así como los TvCDF se regulan de forma 

negativa a excepción del TvCDF3 que muestra una regulación positiva. En 

concentraciones altas de hierro TvZIP2 mostró un aumento en los niveles de 

expresión, mientras que, TvZIP4 disminuyó su expresión en las concentraciones 

probadas. En la evaluación con peróxido de hidrógeno TvZIP1, 3-5, TvZIP7 y 

TvCDF1-8 disminuyeron los niveles de expresión después de los 60 min con el 

tratamiento de 400 µM de H2O2. Con respecto al choque térmico a 43°C para 

TvZIP3, TvZIP4, ZIP6 y TvZIP7 y para los TvCDF 1, 2, 3, 6, 7 y 8 el mayor cambio 

en la expresión se observó a los 90 minutos de incubación. 

 

Con base en los resultados obtenidos podemos inferir que T. vaginalis tiene dos 

de las principales familias de transportadores de iones (ZIP y CDF) que le 

permiten adaptarse a los constantes cambios en su microambiente como son el 

altas concentraciones de iones metálicos o situaciones de estrés que se 

presentan como parte de la respuesta inmune del huésped a la infección como 

el aumento de la temperatura o el estrés oxidativo y de esta forma colonizar el 

tracto genitourinario de hombre y mujeres. 
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II. INTRODUCCIÓN. 

 

La tricomoniasis se considera como la infección de transmisión sexual (ITS), no 

viral, número uno en el mundo ya que la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

la considera un problema de salud pública que afecta aproximadamente a 200 

millones de personas al año. En México, se estima que tiene una incidencia de 

104 casos por cada 100,000 habitantes, ubicándose entre las veinte causas de 

enfermedades transmisibles.1–3 

 

Dicha ITS es causada por el parásito Trichomonas vaginalis, el cual requiere de 

diversos nutrientes para su desarrollo en el tracto genitourinario debido a que no 

tiene la capacidad para producir los nutrientes necesarios para su supervivencia 

y desarrollo. Entre estos nutrientes se pueden mencionar los iones divalentes, 

entre los que destacan el hierro, calcio, zinc, entre otros.4–6 

 

El zinc y el hierro son nutrientes esenciales que participa en la regulación de 

algunas propiedades de virulencia, tales como, la síntesis de metaloproteinasas 

relacionadas con la evasión del sistema inmune y la citotoxicidad. Por otro lado, 

dichos iones se ven relacionados con la estimulación de las adhesinas que 

participan en la citoadherencia del parásito así como con cisteínproteinasas que 

intervienen en el proceso de hemolisis.7 

 

Debido a la importancia que tienen el zinc y el hierro se requiere comprender 

cómo el parásito adquiere estos nutrientes. En el caso de otros organismos 

eucariotas se ha reportado que existen dos familias de proteínas de transporte 

que permiten el transporte de dichos iones a través de la bicapa lipídica, estas 

son los transportadores del tipo ZIP y los del tipo CDF. Este tipo de 

transportadores se han identificado de forma experimental en diversos 

organismos, incluyendo parásitos, pero a la fecha no existen reportes en T. 
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vaginalis, por lo que hasta ahora, se desconoce el proceso por el cual dicho 

protozoo mantiene la homeostasis de estos metales traza. 

 

Como se mencionó anteriormente, tanto el zinc como el hierro son importantes 

en la patogénesis de T. vaginalis por lo que conocer los mecanismos de 

regulación permitirá el desarrollo de nuevas estrategias para el control de la 

tricomoniasis. Es por eso que en este trabajo de tesis se propone el análisis de 

los genes de transportadores de tipo ZIP y CDF de T. vaginalis, así como la 

variación de su expresión en diferentes condiciones ambientales. 
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III. ANTECEDENTES. 

 

 

3.1. Generalidades de la tricomoniasis. 

La tricomoniasis es una ITS, no viral, extremadamente común en seres humanos 

causada por el parásito protozoario T. vaginalis. Según la OMS la tricomoniasis 

afecta cada año entre 160 y 180 millones de personas alrededor del mundo con 

edades entre 15 y 49 años y tiene una incidencia mundial de 276 millones de 

nuevos casos cada año.8,9 

 

En México, en el 2011 se notificaron 113,843 casos con una incidencia de 104 

por cada 100,000 habitantes ocupando el lugar número doce entre las veinte 

principales causas de enfermedades transmisibles. En el reporte de 

enfermedades de transición sexual del año 2016 se notificaron 48,507 casos, y 

para este año, hasta la semana 49 se reportan 45,156 casos. Las mayores cifras 

hasta este momento se registran en Veracruz, Puebla y el Estado de México. La 

tricomoniasis afecta principalmente a mujeres entre los 25 y 44 años de edad, 

con 110,775 casos del total según el reporte epidemiológico de morbilidad 

realizado en 2011.3,10,11 

 

La tricomoniasis en las mujeres se caracteriza por vaginitis, por pequeñas 

lesiones hemorrágicas puntiformes en el cérvix (cérvix en forma de fresa) y una 

secreción espumosa verde amarillenta de olor fétido, se le relaciona con uretritis 

o cistitis además de que ocasiona complicaciones durante el embarazo. En los 

hombres, el parásito se desarrolla en la próstata, uretra o vesículas seminales, 

puede producir síntomas leves y se le atribuye 5 o 10% de las uretritis no 

gonocócicas.12,13 

 

Esta ITS también se ha asociado a inflamación pélvica atípica, infertilidad, cáncer 

cervical, neoplasia intraepitelial cervical, cáncer de próstata, aumenta la 
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susceptibilidad a la infección y transmisión del virus de inmunodeficiencia 

humana (VIH) y virus del papiloma humano (VPH). Sin embargo, a pesar de estas 

consecuencias y la incidencia reportada esta ITS no es de reporte obligatorio por 

lo tanto se desconoce el número real de personas afectadas por dicho 

padecimiento.12,14,15 

 

El método de diagnóstico más común es la visualización del parásito en una 

preparación salina del flujo vaginal, secreción prostática o flujo uretral. Así como 

puede identificarse en papanicolaou, pruebas inmunológicas, pruebas de 

sensibilidad a oligonucleótidos y por reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 

por sus siglas en inglés). Sin embargo, el método de oro para su detección es el 

cultivo del parásito.16,17 

 

En cuanto al tratamiento de la tricomoniasis se requiere que éste sea rápido y 

eficaz, así que se recurre a los fármacos de la familia de los nitroimidazoles entre 

los que destacan el metronidazol (MTZ) y el tinidazol (TNZ). Dichos 

medicamentos se han empleado por más de 30 años, siendo el MTZ el 

tratamiento de mayor elección debido a su bajo costo y su disponibilidad en los 

sistemas de salud pública. Por otro lado, el TNZ si bien tiene una vida media más 

larga y alcanza altas concentraciones sanguíneas más rápido que el MTZ es más 

caro.9,16,18 

 

3.2. Trichomonas vaginalis. 

3.2.1. Morfología. 

T. vaginalis es un parásito protozoario descrito en 1836 por Alfred Donné como 

“animalículos” que se encontraban presentes en secreciones genitales, 

posteriormente, se le nombro como T. vaginalis debido a que se demostró que la 

vagina es su hábitat normal.12,19  
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Este protozoo flagelado mide entre 10 y 30 micrómetros de longitud y de 5 a 12 

micrómetros de ancho, puede presentar diversos aspectos, por ejemplo, en 

cultivos in vitro se puede observar ovoide o piriforme, pero cuando dicho parásito 

se adhiere a las células del epitelio genital adopta una forma ameboide. Posee 

cinco flagelos de los cuales cuatro se encuentran en la porción anterior, el quinto 

flagelo se encuentra en la parte posterior y forma parte de la membrana 

ondulante.20,21 

 

La forma infectante del parásito es el trofozoíto, no se ha descrito la forma de 

quiste; sin embargo, en condiciones desfavorables este puede adoptar una 

configuración de pseudoquiste internalizando sus flagelos. El citoesqueleto de T. 

vaginalis se compone de tubulina y fibras de actina, el núcleo se encuentra en 

posición anterior, debajo de éste surge una pared solida llamada axostilo que se 

encuentra de forma longitudinal en el parásito, además posee aparto de Golgi, 

retículo endoplásmico e hidrogenosomas. 11,14,15  

 

3.2.2. Microambiente. 

Durante la transmisión entre hospederos masculinos y femeninos, T. vaginalis 

está expuesta a cambios ambientales drásticos, que incluyen variaciones de pH, 

temperatura, la presencia de lactobacilos, cambios hormonales cíclicos, 

descamación del epitelio, flujo menstrual en el caso de las mujeres, nutrientes 

escasos y fluctuación en las concentraciones de hierro (vagina) y zinc (próstata), 

poliaminas, respuesta inmunitaria del huésped, entre otras. Por lo que, para 

poder causar una infección crónica no mortal a los humanos requiere de una gran 

capacidad adaptativa además de múltiples recursos como son: la adquisición de 

nutrientes, la evasión de la respuesta inmune, la expresión coordinada y 

alternada de múltiples genes, etc. Además de moléculas de defensa para 

neutralizar los efectos del oxígeno ya que dicho parásito es microaerófilo.7,22,23 
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3.2.3. Adquisición de nutrientes. 

El parásito protozoario T. vaginalis necesita para su crecimiento de un gran 

número de nutrientes y metabolitos preformados como carbohidratos, 

aminoácidos, purinas, pirimidinas, iones metálicos divalentes (hierro, calcio y 

zinc), ácidos grasos y esteroles, ya que carecen de citocromos y de las rutas 

metabólicas de los ácidos tricarboxílicos y de la fosforilación oxidativa.7,19 

 

Dichos nutrientes, en especial los metales traza, participan en su proceso de 

patogénesis, el cual es un proceso multifactorial que comienza con la adhesión 

del parásito a la célula huésped (células epiteliales y eritrocitos), seguido por la 

producción de un efecto citotóxico sobre la célula blanco, la hemólisis y que 

finaliza con la fagocitosis de la misma.24,25  

 

En el caso del particular del zinc (Zn2+), se ha propuesto que participa en la 

regulación y síntesis de metaloproteinasas como la TvMP50 y GP63 relacionadas 

con la evasión del sistema inmune y la citotoxicidad. Con respecto a la adhesión, 

se ha reportado que cuatro de las cinco adhesinas del parasito, AP23, AP53, 

AP51 y AP65-1, son reguladas de forma transcripcional por Zn2+.4,7,26 

 

Igualmente, como elemento traza, se ha propuesto al Zn2+ como posible 

regulador de muchas proteínas que contienen dominios de “dedos de zinc” las 

cuales han sido identificadas de acuerdo con su genoma y otros de manera 

experimental como la proteína HMP35 que presenta una secuencia de cisteínas 

similar al dominio de dedos de zinc RING.4,27 Por otro lado, existen estudios que 

consideran que el Zn2+ tiene un efecto tóxico sobre T. vaginalis, el cual se ha visto 

que es dependiente de la concentración y que dicho efecto sólo se observa en 

altas concentraciones, pero, en concentraciones menores a 1.6 mM 

(concentración mínima inhibitoria) el parásito se adapta y parece adquirir cierta 

tolerancia o resistencia al Zn2+.28 
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En el caso del hierro (Fe2+), se ha reportado que es de suma importancia para el 

crecimiento y el mantenimiento de la infección por T. vaginalis, también estimula 

la citoadherencia y la resistencia al complemento pero, reduce la citotoxicidad y 

la inducción de la apoptosis de la célula huésped.6,22 

 

En el caso de algunas proteínas esenciales para el parásito se ha descrito que 

algunas se regulan de forma positiva por Fe2+, como las adhesinas (AP120, 

AP65, AP51 AP33 y AP23) y de forma negativa como las cisteínproteinasas 

TVCP12, TVCP65 y TVCP39. Además, el Fe2+ también participa en la 

relocalización celular de las adhesinas, la expresión de TvGAPDH y TvLEGU-1 

proteínas que participan en la citoadherencia y de TvLIP importante para el 

proceso de hemolisis.6,7,25 

 

La adquisición de los nutrientes necesarios para la supervivencia, desarrollo y 

patogénesis del parásito es a través de la fagocitosis de las células epiteliales y 

las secreciones vaginales, por otro lado, la membrana celular del parásito permite 

la incorporación de los nutrientes a través de proteínas de transporte que han no 

han sido descritas. Sin embargo, en otros microorganismos eucariotas se 

reportan, de manera particular, la presencia de diversas proteínas que participan 

en el transporte de nutrientes y en la absorción, secuestro y salida de iones 

divalentes como el Fe2+ y el Zn2+.7,19,29 

 

3.3. Transportadores de iones. 

Las proteínas de transporte son las encargadas de mantener la homeostasis del 

Zn2+, Fe2+ y otros metales traza en las células eucariotas a través de procesos 

de absorción, secuestro y salida de dichos iones, ya que, en algunos casos la 

acumulación excesiva en la célula puede causar citotoxicidad.30 

 

Estos transportadores también permiten a la célula controlar los niveles 

intracelulares cuando se exponen a concentraciones altas de Zn2+ o Fe2+ o 
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cuando los niveles extracelulares son bajos, esto al facilitar el secuestro 

intracelular dentro de los orgánulos o eflujo de iones a través de la membrana 

plasmática.31,32 

 

Entre los transportadores de iones se encuentran los trasportadores ABC, los 

transportadores de la RND (Transportador de Resistencia, Nodulación y División) 

y las proteínas CorA las cuales se han reportado en bacterias, también se han 

encontrado ATPasas de tipo P en algunas células eucariotas. Sin embargo, las 

dos familias de transportadores que se encuentran comúnmente en células 

eucariotas para el transporte de iones metálicos son la familia de transportadores 

tipo ZIP y la familia transportadores tipo CDF. De forma general la familia ZIP se 

encarga de la absorción y el trasporte de Zn2+ y Fe2+ desde fuera de la célula 

hasta el citoplasma, mientras que la familia CDF permite el eflujo de estos iones 

de la célula.30,33,34 

 

3.3.1. Transportadores tipo ZIP. 

La familia de transportadores ZIP (Zinc Regulated Transporter-, Iron Regulated 

Transporter- like protein, por sus siglas en inglés) recibe su nombre debido a los 

dos primeros miembros que se identificaron, ZRT1 y ZRT2 de Saccharomyces 

cerevisiae e IRT1 de Arabidopsis thaliana, los primeros son transportadores de 

Zn2+ en una levadura y los segundos son transportadores de Fe2+ en una planta; 

a esta familia también se le denomina como SLC39A (Solute-Linked Carrier 39 

A, por sus siglas en inglés). Su función es la de transportar iones metálicos desde 

fuera de la célula hasta el citoplasma.35,36 

 

En el año 2001, había 86 secuencias de proteínas ZIP registradas en la base de 

datos perteneciente al Centro Nacional para la Información en Biotecnología 

(NCBI, por sus siglas en inglés), para este año se tiene un registro de 71,469 

secuencias aminoacídicas. Gaither y Eide mencionan que el aumento en estos 
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registros se debe a la utilización de herramientas de análisis de bases de datos 

más sensibles.30,37 

 

Los transportadores ZIP se pueden agrupar en dos familias de acuerdo con las 

similitudes entre los aminoácidos que los conforman, la primera subfamilia (ZIP 

I) incluye genes de hongos, plantas y un protozoario; en la segunda subfamilia 

(ZIP II) se agrupan genes de mamíferos y nematodos. Sin embargo, Gaither y 

Eide, por medio de un análisis bioinformático identificaron a dos subfamilias más 

a las que denominaron gufA y LIV-1/LZT donde incluyen en general a proteínas 

de eucariontes.38–40 Este tipo de proteínas de transporte se han identificado en 

diferentes organismos, por ejemplo, en humano se reportan 14 transportadores, 

de los cuales ZIP1, ZIP2 y ZIP3 corresponden a la subfamilia ZIP II y ZIP5, ZIP6 

y ZIP10 pertenecen a la subfamila LIV-1. En la subfamilia gufA se encuentra la 

proteína gufA de Myxococcus xanthus, la cual se identificó y clasificó por 

secuencia en dicho grupo, sin embargo, su función aún no ha sido descrita de 

forma experimental.  31,36,41 

 

La mayoría de las proteínas que conforman la familia ZIP, son homodímeros que 

poseen ocho dominios transmembrana y una topología similar donde los 

extremos amino y carboxilo terminal se encuentran fuera de la membrana, la 

longitud de dichas proteínas es de 309 a 476 aminoácidos, esta diferencia se 

debe a la región variable que se encuentra en los dominios transmembrana III y 

IV, y que es rica en histidina. En los dominios transmembrana IV y V se encuentra 

una región rica de histidina, la cual se ha predicho con forma de hélice anfipática 

que junto con un residuo polar adyacente forman el sitio de unión intramembranal 

para metales pesados como zinc, hierro, manganeso, cobre y cadmio. Por último, 

la región II y III que se encuentra en el exterior de la membrana, podría ser el sitio 

de unión del sustrato durante el proceso de transporte (Figura 1).36,38,39 
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Figura 1. Representación gráfica de un transportador tipo ZIP. Se enumeran las ocho 

regiones transmembrana (RTM) descritas para este tipo de transportadores, se señalan los 

aminoácidos H-S y H-E en las RTM IV y V respectivamente que son importantes para la unión 

del metal, así como la región variable.31,36   

 

3.3.2. Transportadores tipo CDF. 

La familia de transportadores conocida como Facilitadores de Difusión de 

Cationes (CDF, por sus siglas en inglés) pueden encontrarse en bacterias, 

arqueas y eucariotas, estas proteínas fueron descritas en la década de 1990 y el 

primer miembro que se caracterizó fue CzcD que desempeña un papel 

importante en la resistencia a metales pesados de Cupriavidus metallidurans 

(anteriormente Alcaligenes eutrophus, Ralstonia metallidurans) A esta familia de 

transportadores también se le conoce como ZnT (Zinc Transporters) SLC30 

(Solute-Linked Carrier 30). 34,42,43 

 

Los transportadores CDF se encargan del transporte de Zn2+, cadmio (Cd2+), 

cobalto (Co2+), manganeso (Mn2+), níquel (Ni2+) y Fe2+, por lo que se divide en 

tres grupos según la especificidad de los iones metálicos, el primero es el 

conformado por Mn2+-CDF, el segundo por Fe2+/Zn2+-CDF y el tercero por Zn2+-

CDF. Recientemente, se realizó un análisis filogénico de la familia de 

transportadores CDF encontrando que contiene 18 clados, de los cuales 13 

tienen por lo menos un CDF caracterizado y 5 subtipos que contienen CDF no 
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caracterizado, también se identificaron 8 clados en los que se encontraba 

presente el Zn2+ lo que sugiere que los transportadores son polifiléticos.32,44 

 

Las proteínas que conforman la familia CDF tienen la función de transportar iones 

metálicos desde el citoplasma hacia afuera de la célula, pero diversos autores 

mencionan que, CDF en eucariotas tiene una función adicional como un 

transportador intracelular de sustratos. Por ejemplo, en Saccharomyces 

cerevisiae, la proteína MSC2 media la exportación de iones desde el núcleo hasta 

el citoplasma, mientras que otros dos CDF (MMt1 y MMT2) se encargan de 

exportar Fe2+ en las mitocondrias. En las plantas se ha reportado el transporte de 

Zn2+ por este tipo de transportadores mientras que, en humanos los CDF (ZnT) 

se encuentra en la membrana celular y funcionan como exportadores de iones 

Zn2+, otros se encuentran en la membrana de organelos intracelulares que se 

encargan de secuestrar Zn2+ en compartimientos celulares como lisosomas, 

vesículas secretoras y aparato de Golgi.32,34 

 

El modelo estructural de los trasportadores CDF que se describió en un principio 

fue CzcD de C. metallidurans (Figura 2) que consiste en seis dominios 

transmembrana de los cuales los dominios I, II, V y VI son antipáticos y se reporta 

que forman un canal, mientras que, los dominios III y IV se localizan en la parte 

lipídica del lado externo de la membrana. La región II, V y VI tienen una región 

conservada de aspartato que se postula como sitio de unión al zinc. Otros autores 

reportan que los residuos de aspartato en las regiones transmembrana V y VI se 

relacionen de forma importante con el transporte del Zn2+. Sin embargo, en las 

regiones transmembrana II y V se encuentran también dos residuos de histidina 

que de igual forma se relacionan con el transporte del Zn2+, pero, el ácido 

glutámico en la región transmembrana I no se ha relacionado con esta actividad 

de transporte. Al igual que los transportadores de tipo ZIP, los CDF cuentan con 

una región rica en histidinas.30,34,44 
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Figura 2. Representación gráfica de un transportador CDF. Se enumeran las seis regiones 

transmembrana para los transportadores CDF así como los aminoácidos conservados E en RTM-

I, H-D en RTM-II y H-D en RTM-V importantes para la unión y transporte del metal, de igual forma 

se señalan las regiones ricas en H que contribuyen a la función del transportador.30,45 

 

Posteriormente, en 2007 se elucida la estructura en 3D del transportador YiiP 

(FieF) encontrado en E. coli (Figura 3). El transportador YiiP asemeja una Y con 

cada brazo formando un dominio transmembrana, dicho transportador es un 

homodímero formado por dos proteínas integrales de membrana (33 kD cada 

una) compuestas cada una de seis segmentos transmembrana y un dominio 

carboxilo terminal (C-terminal) situado en el citoplasma. Dos bandas de residuos 

aromáticos en la superficie de las proteínas sugieren el límite de la región de la 

membrana mientras que los dominios C-terminal sobresalen hacia el citoplasma 

y se yuxtaponen entre sí para formar el área de dimerización. La unión de los 

dominios carboxilo y transmembrana forman un bucle intracelular formando otra 

zona de dimerización. Las seis hélices transmembrana están unidas entre sí por 

tres bucles extracelulares denominados como EL1, EL2, EL3 y dos bucles 

intracelulares nombrados como IL1 e IL2. Un bucle adicional IL3 une al dominio 

C-terminal y el dominio transmembrana VI. Cada protómero de YiiP contiene 

sitios de unión al Zn2+ que permiten la estabilización del dímero.34,46,47 
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Figura 3. Representación gráfica de un transportador CDF-FieF. Homodímero formado por 

dos proteínas integrales de membrana compuestas cada una de seis regiones transmembrana, 

en las RTM II y V se señalas los aminoácidos conservados (H-D, H-D) importantes para la función, 

así como el área de dimerización y los sitios de unión al zinc.31,48  

 

3.4. Transportadores tipo ZIP y CDF en otros microorganismos. 

Como se mencionó, los transportadores de tipo ZIP y CDF son importantes para 

la homeostasis de diversos iones metálicos entre los que se encuentra el Zn2+ y 

el Fe2+, debido a esto algunos investigadores se han dado a la tarea de estudiar 

este tipo de proteínas en diversos seres vivos, encontrando que, estos 

transportadores tienen diferentes miembros y dependiendo del organismo y las 

condiciones ambientales es posible encontrar más de uno en la membrana. 

(Cuadro 1).  
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Cuadro 1. Número de transportadores ZIP y CDF encontrados en diferentes 

organismos. 

NI: No Identificado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organismo 
Transportador 

Referencias 
ZIP CDF 

Homo sapiens 11 14 Kambe T. et al 2015.31 

Arabidopis thaliana 18 13 
Grotz N. et al 199849, Kobae Y. 

et al 2005.50 

Leishmania major 4 4 
Jacques I. et al 201051, Huynh 

C. et al. 2006.52 

Trypanosoma brucei 5 7 Kramer U. et al 2007.33 

Caenorhabditis elegans 6 8 
Guerinot M. 200039, Cheol H., 

et al 2013.53 

Saccharomyces cerevisiae 5 5 
Kramer U. 200833, Nies D. 

2003.54  

Escherichia coli NI 2 
Fu D. 201055, Anton A. et al 

2004.42 

Cupriavidus metallidurans       NI 5 Eide L. 2001.30 

Drosophila melanogaster 5 7 
Mathews F. 200556, Pielage et 

al 2004.57 
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IV. OBJETIVOS. 

 

 

Objetivo general. 

Evaluar la expresión de los genes que codifican transportadores de zinc 

pertenecientes a las familias ZIP y CDF en el parásito Trichomonas vaginalis. 

 

Objetivos específicos. 

1. Identificar y analizar in silico los genes de transportadores ZIP y CDF 

presentes en el genoma de Trichomonas vaginalis. 

2. Identificar en el genoma de T. vaginalis la secuencia de genes de 

transportadores tipo ZIP y CDF previamente identificados in silico. 

3. Analizar el efecto de metales traza (zinc y hierro) sobre la expresión de los 

genes de transportadores tipo ZIP y CDF. 

4. Analizar el efecto de diferentes estímulos ambientales (choque térmico y 

estrés oxidativo) sobre la expresión de los genes de transportadores tipo ZIP y 

CDF. 
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V. HIPÓTESIS. 

 

 

El parásito protozoario T. vaginalis contiene genes que codifican proteínas tipo 

ZIP y CDF y su expresión es dependiente de las condiciones nutricionales y 

ambientales. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

6.1 Tipo de estudio. 

Se llevó a cabo un estudio de tipo experimental 

 

6.2. Variables. 

Cuadro 2. Variables que se analizaran en el proyecto de tesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variable 

dependiente 

Variable independiente Definición 

operacional 

Medición 

Expresión de 

transportadores 

tipo ZIP 

Concentraciones de los 

metales traza y la 

exposición a los diferentes 

estímulos ambientales 

Semicuantitativa RT-PCR duplex 

Expresión de 

transportadores 

tipo CDF 

Concentraciones de los 

metales traza y la 

exposición a los diferentes 

estímulos ambientales 

Semicuantitativa RT-PCR duplex 
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6.3 DIAGRAMA METODOLÓGICO (TRANSPORTADORES TIPO ZIP Y CDF). 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alineamiento 

múltiple 

Diseño de 

oligonucleotidos 

Análisis in silico 

BLAST en el 

genoma de T. 

vaginalis 

Búsqueda de 

dominios ZIP/CDF 

Identificación y 

caracterización de 

genes  

RT-PCR 

Diferentes 

condiciones 

experimentales 

Extracción ARN 

Síntesis de cDNA 

Choque 

térmico 
Zinc Estrés 

oxidativo 
Hierro 

Cultivo de 

parásitos 

Extracción ADN 

genómico 

PCR 

Identificación 

experimental de 

los genes 

Cultivo de 

parásitos 
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6.4. Identificación de los genes TvZIP y TvCDF. 

Las secuencias de transportadores tipo ZIP ya caracterizados: IRT1 de A. 

thaliana (No. GenBank: AAB01678.1), ZRT1 (No. GenBank: P32804.1) y ZRT2 

(No. GenBank: NP_013231) de S. cerevisiae y de transportadores tipo CDF CzcD 

de C. metallidurans (No. GenBank: CAA67085), YiiP (No. GenBank: P69380.1) 

de E. coli y ZRC1 (No. GenBank: NP_013970) de S. cerevisiae fueron utilizadas 

para realizar una búsqueda tipo BLAST para encontrar genes homólogos tipo ZIP 

(TvZIP) y CDF (TvCDF) en el genoma de T. vaginalis albergado en la bases de 

datos TrichDB (http://trichdb.org/trichdb/).  

 

6.5. Análisis in silico de las secuencias de TvZIP y TvCDF. 

Una vez identificados los genes TvZIP y TvCDF se realizó un análisis de dominios 

conservados en el programa SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) con la 

secuencia de aminoácidos, de igual forma se realizó un alineamiento múltiple con 

el algoritmo MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) y se editó 

usando el programa BOXSHADE con una fracción de umbral de 0.3, 

posteriormente, la predicción de las regiones transmembrana se realizó con el 

programa MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/); la localización 

subcelular se predijo con el programa CELLO (http://cello.life.nctu.edu.tw/) y la 

función putativa de los transportadores se realizó con la herramienta PFP del 

servidor Kihara Bionformatics (http://kiharalab.org/web/pfp.php). Por otro lado, 

las propiedades fisicoquímicas como longitud de las secuencias, peso molecular 

y punto isoeléctrico se analizaron mediante el servidor ProtParam de Expasy 

(http://web.expasy.org/protparam/). 

 

Por último, para establecer la relación evolutiva entre las secuencias de los TvZIP 

y TvCDF encontrados se realizó un análisis filogenético con proteínas ya 

caracterizadas pertenecientes a las diferentes subfamilias de los transportadores 

tipo ZIP y CDF utilizando el método Neighbor-Joining con el modelo de sustitución 
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de Jones-Taylor-Thornton (JTT) con un bootstrap de 1000 repeticiones, esto en 

el programa MEGA 7.0 (www.megasoftware.net). 

 

6.6. Diseño de oligonucleóditos. 

Las secuencias de nucleótidos fueron analizaron mediante alineamiento múltiple 

en el programa MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) para 

identificar el porcentaje de identidad entre las secuencias de los transportadores 

TvZIP y TvCDF. 

 

Tomando en cuenta los porcentajes de identidad obtenidos entre las secuencias 

se diseñaron oligonucleótidos específicos para cada una, esto se realizó con el 

programa Prime-BLAST contenido en la base de datos del Centro Nacional para 

Información de Biotecnología (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

 

 

6.7. Identificación de los transportadores TvZIP y TvCDF en el genoma de 

T. vaginalis por PCR. 

 

6.7.1. Cultivo de parásitos. 

El cultivo de parásitos en condiciones normales se realizó con el aislado clínico 

caracterizado denominado T. vaginalis MICH01, donado por la Dra. Elizbeth 

Álvarez Sánchez de la Universidad Autónoma de la Ciudad de México, el cual se 

cultivó en tubos de vidrio con 5 mL de medio TYM (Triptona-Levadura-Maltosa) 

a pH 6.5, suplementado con 18% de suero de caballo (SC) inactivado por calor y 

se incubaron a 37°C para posteriormente ser cosechados en fase logarítmica de 

crecimiento. 
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6.7.2. Extracción de ADN. 

Una vez cosechados los parásitos se realizó la extracción de ADN, lo que permitió 

la identificación de los genes de los transportadores. Dicha extracción se realizó 

con el estuche comercial Wizard genomic (PROMEGA, No. catálogo A1125) y 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, los parásitos 

cultivados se lavaron tres veces con PBS, se contaron en una cámara de 

Neubauer para obtener la cantidad de 20x106 parásitos a los que se les añadieron 

600 µL de la solución de lisis, posteriormente, se añadieron 3 µL de la solución 

RNAsa y se incubó 30 minutos a 37ºC, luego se añadieron 200 μL de la solución 

de la precipitación de proteínas, se homogenizó y se dejó en hielo durante 5 

minutos para luego centrifugar a 14,000 g durante 4 minutos. El sobrenadante 

obtenido se traspasó a un tubo con 600 μL de isopropanol, se homogenizó y se 

centrifugó a 14,000 g durante 1 minuto. Se retiró el sobrenadante y se añadieron 

600 μL de etanol al 70%, se centrifugó nuevamente a 14,000 g durante 1 minuto, 

seguidamente se decantó el sobrenadante y la pastilla obtenida se dejó secar 

durante 15 minutos. Por último, se rehidrató el ADN durante 1 hora en 100 µL de 

solución de rehidratación a 65°C. Posteriormente se realizó la PCR. 

 

6.7.3. Amplificación de los transportadores TvZIP y TvCDF por PCR. 

Posterior a la extracción del ADN se realizó una reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) en punto final para la amplificación de los transportadores 

TvZIP1-8 y TvCDF1-8 previamente identificados por métodos in silico, para lo 

cual en un microtubo de 0.2 mL se añadieron los reactivos a las concentraciones 

indicadas en el cuadro 3. Seguidamente, se colocaron los tubos en el 

termociclador y se programó un ciclo de desnaturalización a 95°C por 2 minutos, 

35 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 segundos, templado a 57.7°C por 

30 segundos, extensión a 72°C por 1 minuto y una extensión final a 72°C por 7 

minutos. Para la visualización de los productos de PCR se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 3% teñido con bromuro de etidio y se observó 

en un transiluminador de rayos UV (Gel Doc XR System, Bio-Rad), obteniendo 



25 
 

las bandas correspondientes a los pesos de los amplicones señalados en los 

cuadros 4 y 5. Como control constitutivo se empleó el gen de α-tubulina (peso 

esperado 101 pb) reportado por Santos O. et al58 y también se corrió un control 

negativo sin material genético en las mezclas de PCR. 

Las condiciones de amplificación descritas anteriormente fueron empleadas para 

la identificación de los genes de los dos tipos de transportadores. 

 

 

Cuadro 3. Mezcla de reacción para PCR de los transportadores TvZIP y 

TvCDF. 

Componente Volumen añadido 

(µL) 

Concentración 

final  

Agua estéril 17.50 --- 

Buffer de la polimerasa 

(10x) 

2.50 1X 

dNTPs (10 mM) 0.75 0.30 mM 

MgCl2 (25 mM) 1.50 1.25 mM 

Primer F (10 µM)* 1.00 0.40 µM 

Primer R (10 µM)* 1.00 0.40 µM 

ADN (62.9 ng/µL) 0.50 1.25 ng/µL 

Taq polimerasa (5 U/µL) 0.25 0.05 U 

Volumen final 25  

*Primer F y Primer R específicos para cada transportador de acuerdo con los 

cuadros 4 y 5. 
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Cuadro 4. Oligonucleótidos para los transportadores ZIP de T. vaginalis. 

F: Forward; R: Reverse 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nombre Tamaño Secuencia 

Tamaño 

esperado del 

producto 

TvZIP1 F 20 GCTGGACATTATCCCGCTGA 
315 

TvZIP1 R 20 TCCGGCCATCCATAAAGCTC 

TvZIP2 F 20 AGGTGGCAATCGCGTTTAGA 
370 

TvZIP2 R 20 TGTAAAGGGCTGAAGCTGGG 

TvZIP3 F 20 TGCAGGCTTGTCATTCCCAT 
166 

TvZIP3 R 20 AACAGCTGGCGCTAATGGAT 

TvZIP4 F 20 CGTCTTCCTTGGTGCAGGAT 
432 

TvZIP4 R 20 AACGCGAAAGCTTCAACTGG 

TvZIP5 F 20 GTGAATCTCTCGCTGGTGGA 
360 

TvZIP5 R 20 CGAGGCCAAAGCCTTCAATG 

TvZIP6 F 20 TCACAAGCCAGTCGAAGCAT 
195 

TvZIP6 R 20 AAAGTTCCAGCGGAAAACGC 

TvZIP7 F 20 TGGCTTGGCTCTCGGAATTT 
253 

TvZIP7 R 20 GGCAGAAAATGCGCTGACAA 

TvZIP8 F 20 TCGCCCTCCGAAATCGAAAT 
174 

TvZIP8 R 20 TCTTGGAGTTCGTGGAAGCC 
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Cuadro 5.  Oligonucleótidos para los transportadores CDF de T. vaginalis. 

F: Forward; R: Reverse 

 

6.8. Efecto de metales traza sobre la expresión de los genes de 

transportadores ZIP y CDF. 

 

Se realizaron cultivos de parásitos en presencia de zinc y hierro con el fin de 

observar si la expresión de los transportadores varía en estas condiciones, por lo 

que, para los experimentos con zinc se realizó según lo descrito por Vázquez L. 

et al59, con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos fueron cultivados 

en medio TYM complementado con 18% de SC y se añadieron las 

concentraciones crecientes de sulfato de zinc (ZnSO4) de 0.25 mM, 1.0 mM y 1.6 

mM y los tubos de cultivo se incubaron a 37ºC por 24 horas. Los experimentos 

con hierro se realizaron según lo reportado por Santos O. et al58 con algunas 

modificaciones. Brevemente se añadieron al medio TYM con parásitos las 

Nombre Tamaño Secuencia 

Tamaño 

esperado del 

producto 

TvCDF1 F 20 AAAAAGCCCCCGACAAAACG 
428 

TvCDF1 R 20 AGAACACGACCTGTACGACG 

TvCDF2 F 20 GTATCCTCGGCCTTCTCGTT 
256 

TvCDF2 R 20 AGTATGCTACCTGTGCGACG 

TvCDF3 F 20 CCAGCCTGCTCAATCCTCAT 
162 

TvCDF3 R 20 CTCGTGAACTGCAACCATGC 

TvCDF4 F 20 GACTCATCACGCTTTGACGC 
430 

TvCDF4 R 20 CACGACTGCTATTGAGCCGA 

TvCDF5 F 20 ACCACGCCAGCAAACAGATA 
246 

TvCDF5 R 20 TGGCATTCATCTGGCGGTAA 

TvCDF6 F 20 GGTCGGTCATCAAGTCCCAG 
400 

TvCDF6 R 20 ACCGGCCTGGAATGCAATAA 

TvCDF7 F 20 TTTCCGCACCTCAGGAACTC 
231 

TvCDF7 R 20 TGCATCTACGCCCATCTTCC 

TvCDF8 F 20 TACACAAGCTCTTGCCGAGG 
372 

TvCDF8 R 20 AGTTGCAGGCTTTCGCCTAT 
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concentraciones de 62.5, 125 y 250 µM de sulfato ferroso (FeSO4) y después de 

24 horas de incubación se realizó la extracción de ARN y la síntesis de ADN 

complementario. Como control constitutivo se empleó el gen de α-tubulina 

reportado por Santos O. et al58, como control negativo se empleó ARN del cultivo 

de parásitos en condiciones normales y como control de expresión se empleó el 

gen que codifica para la adhesina AP120 para los cultivos suplementados con 

FeSO4 y el gen codificante para TvMP50 en el caso de los cultivos tratados con 

ZnSO4. 

 

6.9. Efecto en la expresión de los genes de transportadores ZIP y CDF bajo 

diferentes estímulos ambientales.  

 

6.9.1. Prueba de estrés oxidativo. 

Los parásitos que fueron cultivados en condiciones normales se lavaran tres 

veces con PBS, se les agregara medio nuevo y 400 µM de peróxido de hidrogeno 

(H2O2), los cultivos se incubaran por 0, 60, 90, 120 y 180 minutos, transcurrido el 

tiempo, se realizó la extracción de ARN, la síntesis de ADNc y la RT-PCR de 

acuerdo con lo descrito anteriormente. Como control negativo se empleará ARN 

del cultivo de parásitos en condiciones normales y como control positivo se 

empleará el gen que codifica para la proteína TvGP63.60 

 

6.9.2. Prueba de choque térmico. 

En el caso de los cultivos que fueron sometidos a choque térmico los parásitos 

cultivados en condiciones normales se incubaron a 43ºC por 0, 30, 60, 90 y 120 

minutos, pasado el tiempo se realizó la extracción de ARN, la síntesis de ADNc 

y la RT-PCR de acuerdo con lo descrito anteriormente. Como control negativo se 

empleará ARN del cultivo de parásitos en condiciones normales y como control 

positivo se empleará el gen que codifica para la proteína HP70.61 
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6.10. Extracción de ARN. 

Para determinar la variación en la expresión de los transportadores TvZIP y 

TvCDF en presencia de los diversos tratamientos, se realizó la extracción de ARN 

de los cultivos en condiciones normales y con los diversos tratamientos. La 

extracción de ARN de los parásitos crecidos en las diferentes condiciones de 

cultivo se realizó con el estuche comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen, No. catálogo 

74106) de acuerdo con lo señalado por el fabricante. Brevemente, se contaron 

los parásitos crecidos en cada condición en una cámara de Neubauer para 

obtener la cantidad de 5x106 parásitos, estos se lavaron tres veces con PBS, se 

les añadió 600 µL de la solución amortiguadora RLT y se centrifugó a máxima 

velocidad por 3 minutos, posteriormente, se añadieron 600 µL de etanol al 70% 

y se transfirieron 700 µL de la mezcla a la columna “RNeasy mini spin” colocada 

en un tubo colector para luego centrifugar a 8,000 g durante 15 segundos. 

Seguidamente se añadieron 700 μL de la solución RW1, se volvió a centrifugar a 

8,000 g por 15 segundos y se añadieron 500 μL de la solución RPE y se 

centrifugó a 8,000 g por 2 minutos, la columna se colocó en un tubo nuevo y se 

añadieron 50 μL de agua DEPC, se centrifugó a 8,000 g por 1 minuto para eluir 

el ARN. Por último, se realizó un tratamiento con DNasa. 

 

6.11. Síntesis de ADN complementario. 

Una vez realizada la extracción de ARN se procedió a la síntesis de ADN 

complementario (ADNc) para lo cual se empleó el estuche comercial RevertAid 

H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, No. catálogo K1632) 

y de acuerdo con lo señalado por el fabricante. Brevemente, se tomaron 150 ng 

de RNA total y se depositaron en un tubo cónico de 0.2 µL, de igual forma se 

añadió 1 µL del oligonucleótido “Oligo(dt)18” y los microlitros necesarios de agua 

libre de nucleasas para tener un volumen final de 12 µL. Seguidamente se 

añadieron 4 µL de la solución de reacción 5X, 1 µL del inhibidor “RiboLock 

RNase”, 2 µL de la mezcla de dinucleótidos y 1 µL de la transcriptasa reversa, el 

tubo con  la mezcla se incubó a 42°C por 1 hora y posteriormente a 70°C por 5 
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minutos. El ADNc resultante se diluyó 5 veces con agua estéril y se conservó a -

80°C hasta su uso. 

 

6.12. Amplificación de los transportadores TvZIP y TvCDF por RT-PCR. 

Posterior a la extracción del ARN y síntesis del ADNc se realizó una RT-PCR 

dúplex, para lo cual en un microtubo de 0.2 mL se añadieron los reactivos en los 

volúmenes indicados en el cuadro 6. Seguidamente, se colocaron los tubos en el 

termociclador y se programó un ciclo de desnaturalización a 95°C por 2 minutos, 

35 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 segundos, templado a 57.7°C por 

30 segundos, extensión a 72°C por 1 minuto y una extensión final a 72°C por 7 

minutos. Para la visualización de los productos de PCR se realizó un corrimiento 

electroforético en gel de agarosa al 3% teñido con bromuro de etidio y se 

observaron las bandas correspondientes a los pesos de los amplicones 

señalados en los cuadros 4 y 5.  

Las condiciones de amplificación descritas anteriormente fueron empleadas para 

la identificación de los genes de los dos tipos de transportadores. 

 

Cuadro 6. Mezcla de reacción para RT-PCR dúplex de transportadores 

TvZIP y TvCDF. 

Componente Volumen añadido 

(µL) 

Concentración 

final 

Agua estéril 15.50 ---- 

Buffer de la polimerasa 

(10x) 

2.50 1X 

dNTPs (10 mM) 0.75 0.30 mM 

MgCl2 (25 mM) 1.50 1.25 mM 

Primer F (10 µM) 1.00 0.40 µM 

Primer R (10 µM) 1.00 0.40 µM 

Primer F α-Tb (10 µM) 1.00 0.40 µM 

Primer R α-Tb (10 µM) 1.00 0.40 µM 

ADNc  1.25  

Taq polimerasa (5 U/µL) 0.50 0.1 U 

Volumen final 25  
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6.13. Plan de procesamiento de datos y presentación de resultados. 

Los resultados de los diferentes experimentos se presentan en formato de 

cuadros e imágenes representativas. De igual forma con el programa ImagenJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/) se determinó la densidad de pixeles de las bandas 

correspondientes a cada transportador de acuerdo con los diferentes 

experimentos y se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de una vía con post 

hoc de Dunnett a los que presentaron una diferencia significativa en el programa 

GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., California, Estados Unidos de 

América), estos resultados se presentan en forma de gráficas de barras con la 

desviación estándar correspondiente. 
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VII. RESULTADOS. 

 

 

7.1. Análisis in silico. 

La identificación de las secuencias homologas se realizó a partir de las 

secuencias consenso para cada tipo de transportador, por un lado para los ZIP 

se emplearon las secuencias de los transportadores IRT1, ZRT1 y ZRT2 y para 

los CDF se usaron ZCR1, CzcD y YiiP, dichas secuencias se introdujeron a un 

motor de búsqueda (BLAST) en el genoma de Trichomonas vaginalis que se 

encuentra almacenado en la base de datos TrichDB (http://trichdb.org/trichdb/) y 

se obtuvieron para los ZIP 8 secuencias homologas a IRT1, 14 y 8 secuencias a 

ZRT1 y ZRT2 respectivamente. En el caso de los CDF se identificaron 20 

secuencias homologas al transportador CzcD, 10 secuencias al FieF y 9 

secuencias al ZRC1. Cuadros mostrados en el capítulo XI de Anexos. 

 

Posteriormente, se realizó una búsqueda de dominios a las 31 secuencias y 39 

secuencias de aminoácidos obtenidas para determinar si en estas se hallaba el 

dominio característico de los transportadores ZIP o CDF, encontrando que solo 

8 de estas secuencias tenían el dominio ZIP (Figura 4A) y 8 el dominio CDF 

(Figura 4B), dicho análisis se llevó a cabo con el programa SMART 

(http://smart.embl-heidelberg.de/). Dicho programa señala que de las 8 

secuencias con dominios tipo ZIP, tres de estas (TvZIP1, TvZIP3 y TvZIP8) 

presentan dos dominios tipo ZIP. Por otro lado, de las ocho secuencias 

identificadas con dominios CDF, dos presentan un dominio adicional relacionado 

con la dimerización del transporte de zinc, estos son, TvCDF6 y TvCDF8. 

http://trichdb.org/trichdb/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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Figura 4. Dominios ZIP y CDF encontrados para las secuencias identificadas en T. 

vaginalis. A: Dominios correspondientes a transportadores ZIP. B: Dominios 

correspondientes a transportadores CDF. Los recuadros grises indican la posición en la que 

se encuentra el dominio ZIP o CDF de acuerdo con el programa SMART. ZIP:Zrt-, Irt-like 

protein; CDF: Facilitadores de Difusión de Cationes; ZT_dimer: dimerización del Transporte 

de Zinc. 

 

Una vez identificadas las secuencias con dominio ZIP y CDF se llevaron a cabo 

diferentes análisis bioinformáticos, primeramente, se localizaron las secuencias 

en el genoma de T. vaginalis y así se identificaron el tamaño de los genes y las 

proteínas; para los transportadores TvZIP (Cuadro 7) el tamaño de los genes se 

encuentra entre 627 y 900 pares de bases y el tamaño de las proteínas está en 

el rango de 208 (TvZIP7) y 299 (TvZIP2) aminoácidos, mientras que los TvCDF 

(Cuadro 8) tienen un marco de lectura entre 1038 y 1488 y el tamaño de sus 

proteínas varía entre 346 (TvCDF5) y 496 (TvCDF6) aminoácidos. 
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Cuadro 7. Secuencias genómicas tipo ZIP identificadas en el genoma de T. 

vaginalis.  

 

ORF: Marco abierto de lectura; pb: pares de bases; aa: aminoácidos. 

 

 

Cuadro 8. Secuencias genómicas tipo CDF identificadas en el genoma de T. 

vaginalis.  

 

ORF: Marco abierto de lectura; pb: pares de bases; aa: aminoácidos. 
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Consecutivamente, se predijeron las regiones transmembrana para cada uno de 

los transportadores TvZIP (Figura 5) y para cada TvCDF (Figura 6) con el 

programa MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). En el caso de los 

transportadores TvZIP se encontró que TvZIP1, TvZIP2, TvZIP3, TvZIP5 y 

TvZIP8 posiblemente poseen ocho regiones transmembrana (RTM) y el amino y 

carboxilo terminal se encuentran en la parte extracelular, mientras que el TvZIP4 

y el TvZIP6 tendrían siete RTM y por último el TvZIP7 presentaría cinco RTM. 

Por otro lado, el programa señala seis RTM para TvCDF1, TvCDF2, TvCDF3, 

TvCDF5, TvCDF7 y TvCDF8 y el amino y carboxilo terminal se ubicaron en el 

citoplasma, mientras que TvCDF4 tendría nueve RTM y el amino en posición 

extracelular y TvCDF6 tendría diez RTM. 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
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Figura 5. Regiones transmembrana identificadas para los transportadores TvZIP. En la 

figura se representa la membrana del parásito, los bucles intra y extracelulares (líneas negras) y 

las regiones transmembrana (cilindros azules con números romanos) para cada uno de los 

transportadores tipo ZIP identificados en el genoma de T. vaginalis. 
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Figura 6. Regiones transmembrana identificadas para los transportadores TvCDF. En la 

figura se representa la membrana del parásito, los bucles intra y extracelulares (líneas negras) y 

las regiones transmembrana (cilindros azules con números romanos) para cada uno de los 

transportadores tipo CDF identificados en el genoma de T. vaginalis. 
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De igual forma se realizó un alineamiento múltiple con el algoritmo MUSCLE 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) para identificar las regiones 

conservadas entre los transportadores TvZIP (Figura 7) y TvCDF (Figura 8) y 

también se esquematizaron las posibles regiones transmembrana empleando la 

secuencia del transportador TvZIP1 y el TvCDF1 respectivamente.  

 

El alineamiento múltiple en el caso de los transportadores TvZIP (Figura 7) 

mostró que a excepción del TvZIP7 los demás TvZIP tienen en la RTM II un 

residuo conservado de histidina (H), mientras que todas las secuencias tienen la 

región HS (histidina-serina) conservada en la RTM IV y en la región V los 

aminoácidos conservados de histidina y ácido glutámico (HXXXE) a excepción 

de los TvZIP3 y TvZIP5 los cuales presentan fenilalanina (F) en lugar de histidina 

(H), además, en la región variable que se localiza entre las RTM III y IV se 

identificó en el caso de TvZIP1, TvZIP2, TvZIP6 y TvZIP 7 una región rica en 

histidinas (HXHXH). Todas estas regiones conservadas de aminoácidos se 

relacionan con el transporte de Zn2+ y Fe2+. Además, se ha reportado que el 

aspartato (D) en el bucle entre la RTM II y RTM III se relaciona con el transporte 

de Fe2+.31,39,62 

 

En cuanto al alineamiento múltiple de los TvCDF (Figura 8) se observa que para 

TvCDF1, TvCDF2 y TvCDF3 en la RTM II hay una región conservada de histidina-

aspartato (HXXXD) y en la RTM V se identificó el motivo HXXXD (histidina-

aspartato), además, de regiones ricas en histidina en el amino y carboxilo 

terminal, dichos motivos y regiones se relacionan con el transporte de Zn2+, en el 

caso de los TvCDF7 y TvCDF8, se identificaron los motivos aspartato-aspartato 

(DXXXD) en RTM II y aspartato-aspartato (DXXXD) en RTM V, estas regiones se 

reportan importantes para el transporte de manganeso.31,36,62 En el caso de los 

TvCDF4, TvCDF5 y TvCDF6 no se identificó alguno de los motivos mencionados. 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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Figura 7. Alineamiento múltiple de los TvZIP. En negro se señalan los aminoácidos idénticos 

y en gris los similares. En los recuadros rojos se observan los aminoácidos conservados en las 

RTM importantes para el transporte de iones. Los recuadros con números romanos indican las 

RTM, las líneas representan las regiones intra- y extracelulares entre las RTM y la línea curva la 

región variable de las secuencias analizadas. 
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Figura 8. Alineamiento múltiple de los TvCDF. En negro se señalan los aminoácidos idénticos 

y en gris los similares. En los recuadros rojos se observan los aminoácidos conservados en las 

RTM importantes para el transporte de iones. Los recuadros con números romanos indican las 

RTM, las líneas representan las regiones intra- y extracelulares entre las RTM. 
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Para la localización subcelular, la función putativa de los transportadores y las 

propiedades fisicoquímicas (peso molecular y punto isoeléctrico) se emplearon 

los programas ya descritos en la metodología (CELLO, PFP y ProtParam 

respectivamente) obteniendo los siguientes resultados. Para los TvZIP (Cuadro 

9) el peso molecular se encuentra entre 23,181 y 33,415 Daltons (Da) y el punto 

isoeléctrico se encuentra entre 5.19 y 7.61. Con respecto a la localización 

subcelular, todos los TvZIP posiblemente se encuentran en la membrana 

plasmática y su función putativa es la de un transportador transmembrana de 

iones metálicos. Por otro lado, para los TvCDF (Cuadro 10) el peso molecular se 

encontró entre 38,716 y 58,607 Da, los puntos isoeléctricos están en el rango de 

5.30 y 8.08 y según los programas empleados estos transportadores se localizan 

en la membrana plasmática y tienen una función teórica de transportador de 

cationes. 

 

 

Cuadro 9. Propiedades, localización y función teórica de los 

transportadores TvZIP. 
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Cuadro 10. Propiedades, localización y función teórica de los 

transportadores TvCDF. 

 

 

Por último, se realizó un árbol filogenético para los TvZIP y otro para los TvCDF 

incluyendo proteínas ya caracterizadas pertenecientes a las diferentes 

subfamilias de los transportadores tipo ZIP y CDF utilizando el método Neighbor-

Joining con corrección JTT empleando el programa MEGA 7.0 

(www.megasoftware.net). 

 

El árbol filogenético para los transportadores tipo ZIP (Figura 9) se realizó 

empleando 52 secuencias de transportadores tipo ZIP ya caracterizados en las 

diferentes subfamilias descritas anteriormente, ZIP-I, ZIP-II, LIV-1 y GufA. Dicho 

árbol muestra que todas las secuencias identificadas en el genoma de T. 

vaginalis (TvZIP) se agrupan en una de las ramas junto con los transportadores 

ZIP de una amiba de vida libre (N. gruberi) y los ZIP de un nematodo (C. elegans), 

dicha rama corresponde a la subfamilia ZIP-II. 
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Figura 9. Árbol filogenético de los transportadores tipo ZIP. En la figura se muestra el árbol 

filogenético realizado por el método NJ-JTT con las secuencias de las cuatro subfamilias (LIV-I, 

gufA, ZIP-I y ZIP-II) de los transportadores tipo ZIP. La segunda línea en el clado de la subfamilia 

ZIP-II indica la rama donde se ubican las proteínas TvZIP y las secuencias de transportadores 

tipo ZIP de otros parásitos. • Secuencias tipo ZIP identificadas en T. vaginalis. 

 

Con respecto al análisis filogenético de los TvCDF se emplearon 43 secuencias 

de especies diferentes que han sido descritas como transportadores de alguna 

de las tres familias de CDF (CDF-Zn2+, CDF-Zn/Fe y CDF-Mn2+), sin embargo, 

los TvCDF así como las secuencias seleccionas se agrupaban en diferentes 
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ramas sin importar la subfamilia en la que se supone habían sido descritos, por 

lo tanto no se podía determinar a qué subfamilia pertenecían los TvCDF (Figura 

mostrada en el capítulo XI de Anexos), debido a esto, se realizó un árbol 

filogenético más pequeño (Figura 10) con secuencias ya caracterizadas de 

transportados CDF, encontrando que los TvCDF4, TvCDF5, TvCDF6, TvCDF7 y 

TvCDF8 se agrupan en la subfamilia CDF-Zn/Fe mientras que los TvCDF1, 

TvCDF2 y TvCDF3 se encuentran en la subfamilia CDF-Zn2+.  

 

Figura 10. Árbol filogenético de los transportadores tipo CDF. En la figura se muestra el árbol 

filogenético realizado por el método NJ-JTT con las secuencias de las tres subfamilias (CDF-Zn2+, 

CDF-Zn/Fe y CDF-Mn2+) de los transportadores tipo CDF.  • Secuencias tipo CDF identificadas 

en T. vaginalis. 
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7.2. Identificación de los transportadores TvZIP y TvCDF por PCR. 

Para comprobar que los transportadores que se habían identificado por medio de 

programas bioinformáticos realmente se encontraban en el genoma de T. 

vaginalis y no era por los algoritmos empleados se realizó una PCR punto final 

con ADN genómico extraído de parásitos cultivados en condiciones normales. 

Para visualizar los productos obtenidos se realizó un gel de agarosa al 1.5% 

teñido con bromuro de etidio, dicho gel se visualizó en un fotodocumentador 

marca Bio-Rad y se usó el programa Quantity One (Bio-Rad) para capturar las 

imágenes. El marcador de peso molecular empleado fue el GeneRuler 100pb 

(100-1000 pb) y los pesos correspondientes a cada amplicón se señalan en la 

imagen correspondiente, así como los TvZIP (Figura 11) y los TvCDF (Figura 12) 

que fueron identificados. 

 

En las figuras se puede observar que se obtuvieron bandas para los 8 genes de 

transportadores tipo ZIP y los 8 genes de transportadores tipo CDF encontrados 

por métodos bioinformáticos en el genoma de T. vaginalis.  
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A) 

B) 

 

Figura 11. Amplificación por PCR de los transportadores TvZIP. A) Carril 1 MP: Marcador de 

peso molecular de 100 a 1000 pb; Carril 2 C-: control negativo; Carril 3 TvZIP1 (315), Carril 4 

TvZIP2 (370 pb); Carril 5 TvZIP3 (166 pb); Carril 6 TvZIP4 (432 pb); Carril 8 TvZIP5 (360 pb). B) 

Carril 1 MP de 100 a 1000 pb; Carril 2 TvZIP6 (195 pb); Carril 3 TvZIP7 (253 pb); Carril 4 TvZIP8 

(174 pb). 
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A) 

B) 

 

Figura 12. Amplificación por PCR de los transportadores TvCDF. A) Carril 1 MP: Marcador 

de peso molecular de 100 a 1000 pb; Carril 2 C-: control negativo; Carril 3 TvCDF1 (428 pb); 

Carril 4 TvCDF2 (256 pb); Carril 5 TvCDF3 (162 pb) Carril 6 TvCDF4 (430 pb); Carril 7 TvCDF5 

(256 pb); Carril 8 TvCDF6 (400 pb). B) Carril 1 MP de 100 a 1000 pb; Carril 3 TvCDF7 (231 pb); 

Carril 4 TvCDF8 (372). 

 

Además de la PCR, se realizó una RT-PCR dúplex en condiciones normales de 

crecimiento para T. vaginalis, medio TYM complementado con 18% de Suero de 

Caballo (SC) e incubando el cultivo a 37°C por 24 horas, para esto se usaron 

también los oligonucleótidos específicos para cada uno de los transportadores 

previamente identificados en el genoma y los primer para el gen constitutivo de 

α-Tubulina (α-Tb, peso esperado de 101 pb). Posteriormente, se realizó un 

corrimiento electroforético de los productos de RT-PCR (Figura 13 y 14), donde 

se observa que los 16 transportadores se expresan en mayor o menor medida 

en condiciones normales de crecimiento. 
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Figura 13. Amplificación por RT-PCR duplex de los transportadores TvZIP. A) Carril 2 MP: 

Marcador de peso molecular de 50 a 500 pb; Carril 3 C-: control negativo; Carril 4 TvZIP1 (315 

pb); Carril 5 TvZIP2 (370 pb); Carril 6 TvZIP3 (166 pb); Carril 7 TvZIP4 (432 pb); la banda de 

101 pb corresponde a α-Tb. B) Carril 2 MP de 50 a 500 pb; Carril 3 C-; Carril 4 TvZIP5 (360 pb); 

Carril 5 TvZIP6 (195 pb); Carril 6 TvZIP7 (253 pb); Carril 7 TvZIP8 (174 pb); la banda de 101 pb 

corresponde a α-Tb. 

 

 

Figura 14. Amplificación por RT-PCR duplex de los transportadores TvCDF. A) Carril 1 

MP: Marcador de peso molecular de 50 a 500 pb; Carril 2 C-: control negativo; Carril 3 TvCDF1 

(428 pb); Carril 4 TvCDF2 (256 pb); Carril 6 TvCDF3 (162 pb); la banda de 101 pb corresponde 

a α-Tb. B) Carril 1 MP de 50 a 500 pb; Carril 2 C-; Carril 3 TvCDF4 (430 pb); Carril 4 TvCDF5 

(256 pb); Carril 5 TvCDF6 (400 pb); Carril 6 TvCDF7 (231 pb); Carril 7 TvCDF8 (372); la banda 

de 101 pb corresponde a α-Tb. 
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7.3. Efecto de los metales traza sobre la expresión de los genes de 

transportadores TvZIP y TvCDF. 

Para determinar si la expresión de los transportadores TvZIP y TvCDF cambiaba 

dependiendo del ion y la concentración a los que se exponga el parásito estos se 

cultivaron en diferentes concentraciones de sulfato de hierro (FeSO4) y sulfato de 

zinc (ZnSO4) y se realizó una RT-PCR semicuantitativa. 

 

Para los TvZIP se obtuvieron los siguientes resultados, en las diferentes 

concentraciones de ZnSO4 (Figura 15A) la expresión de TvZIP1, TvZIP5 y TvZIP7 

disminuyó en la concentración más alta (1.6 mM) al igual que el control de 

expresión (TvMP50), para TvZIP3 se observó un cambio en la expresión a partir 

de la concentración de 1 mM, mientras que para TvZIP2, TvZIP4, TvZIP6 y 

TvZIP8 no se observaron cambios en las concentraciones probadas. En el caso 

de α-Tubulina no se observó ningún cambio en la expresión, lo cual ya se 

esperaba al ser un gen constitutivo, es decir, que no varía bajo ninguna condición. 

 

En cuanto a la expresión de los TvZIP bajo diferentes concentraciones de FeSO4, 

se puede observar en la figura 15B, que hay un cambio en la expresión de dos 

de los ocho transportadores, estos son: TvZIP2 y TvZIP4. La expresión de TvZIP2 

aumenta conforme aumenta la concentración de FeSO4 y en el caso de TvZIP4 

la expresión disminuye conforme aumenta la concentración de FeSO4. El control 

constitutivo no presentó cambios y el control de expresión que fue AP120 mostró 

un aumento de la expresión dependiente de la concentración. 
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Figura 15. Expresión de los transportadores TvZIP en diferentes concentraciones de 

metales traza. A) Expresión de TvZIP en diferentes concentraciones de sulfato de zinc (ZnSO4), 

el control constitutivo (α-Tubulina) y el control de expresión para zinc (TvMP50). B) Expresión de 

TvZIP en diferentes concentraciones de sulfato de hierro (FeSO4), el control constitutivo (α-

Tubulina) y el control de expresión para hierro (AP120). 

 

También se efectuó el análisis de varianza (ANOVA) de una vía de acuerdo con 

el análisis de la densidad de bandas realizado y a los que presentaron una 

diferencia significativa se les aplicó el post hoc de Dunnett. En el caso de los 

tratamientos con ZnSO4 se observa en la figura 16 que en TvZIP1, TvZIP5, 

TvZIP7 y TvMP50 la concentración 1.6 mM de ZnSO4 presentó una diferencia 

significativa con respecto a la concentración de 0 mM (parásitos sin tratamiento) 

mientras que para TvZIP3 las concentraciones de 1 y 1.6 mM de ZnSO4 

presentaron diferencia significativa en comparación con 0 mM de ZnSO4. 
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Figura 16. Evaluación de la densidad de bandas de TvZIP y TvMP50 en diferentes 

concentraciones de ZnSO4. Los resultados representan la media ± DE. Se realizó ANOVA de 

una vía, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto a la concentración 

de 0 mM (parásitos sin tratamiento). 

 

Para los tratamientos con FeSO4 (Figura 17), todas las concentraciones probadas 

de FeSO4 para TvZIP2, TvZIP4 y el control de expresión AP120 fueron 

estadísticamente significativas con respecto a los parásitos sin tratamiento (0 mM 

de FeSO4). 
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Figura 17. Evaluación de la densidad de bandas de TvZIP y AP120 en diferentes 

concentraciones de FeSO4. Los resultados representan la media ± DE. Se realizó ANOVA de 

una vía, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto a la concentración 

de 0 mM (parásitos sin tratamiento). 

 

Por otro lado, también se evaluó la expresión de los TvCDF bajo diferentes 

concentraciones de ZnSO4 (Figura 18A) y FeSO4 (Figura 18B), en este 

experimento se observó que la expresión de TvCDF1, TvCDF2, TvCDF4, 

TvCDF5, TvCDF7 y TvCDF8 disminuye en la concentración de ZnSO4 de 1.6 

mM, mientras que TvCDF3 aumenta su expresión a concentraciones superiores 

a 0.25 mM de ZnSO4. y TvCDF6 se observa un aumento en la expresión en la 

conentración de 1 mM. Por otro lado, la expresión de estos mismos 

transportadores en diferentes concentraciones de FeSO4 no se vio modificada. 
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Figura 18. Expresión de los transportadores TvCDF en diferentes concentraciones de 

metales traza. A) Expresión de TvCDF en diferentes concentraciones de sulfato de zinc 

(ZnSO4), el control constitutivo (α-Tubulina) y el control de expresión para zinc (TvMP50). B) 

Expresión de TvCDF en diferentes concentraciones de sulfato de hierro (FeSO4), el control 

constitutivo (α-Tubulina) y el control de expresión para hierro (AP120). 

 

El análisis estadístico que se realizó para los tratamientos con ZnSO4 (Figura 19) 

indica que todas las concentraciones probadas de ZnSO4 fueron 

estadísticamente significativas con respecto a 0 mM de ZnSO4 para TvCDF1, 

TvCDF3, TvCDF4, TvCDF5 y TvCDF7, mientras que las concentraciones de 1 y 

1.6 mM fueron significativas para TvCDF2 con respecto al 0 mM, para TvCDF6 

se obtuvo una diferencia significativa en la concentración de 1 mM y la 

concentración de 1.6 tuvo una diferencia significativa con respecto a los parásitos 

sin tratamiento para TvCDF8 y TvMP50. Mientras que para los tratamientos con 
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FeSO4 ninguno de estos mostros diferencia estadísticamente significativa con 

respecto a 0 mM de FeSO4. 

 

 

Figura 19. Evaluación de la densidad de bandas de TvCDF y TvMP50 en diferentes 

concentraciones de ZnSO4. Los resultados representan la media ± DE. Se realizó ANOVA de 

una vía, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto a la concentración 

de 0 mM (parásitos sin tratamiento). 

 

7.4. Efecto en la expresión de los genes TvZIP y TvCDF bajo diferentes 

estímulos ambientales.  

 

La evaluación de la expresión de los TvZIP y TvCDF se realizó también bajo 

diferentes estímulos ambientales o tipos de estrés a los que estaría sujeto T. 

vaginalis en su microambiente, entre estos se encuentran la exposición de los 

parásitos a peróxido de hidrogeno (H2O2) en diferentes tiempos (0, 60, 90, 120, 
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180 min) y también la exposición de T. vaginalis a una temperatura de 43 °C en 

periodos cortos de tiempo (0, 30, 60, 90 y 120 min). 

 

Como resultado de los experimentos anteriores se tiene que la expresión de 

TvZIP bajo el estímulo de los parásitos con H2O2 (Figura 20A) fue diferente para 

cada uno de los transportadores, observando que TvZIP1 no se expresa en los 

tiempo de 60, 90 y 180 min pero se aprecia una banda tenue a los 120 min, para 

TvZIP2 no se observa expresión a los 180 min pero si a los otros tiempos 

probados, los TvZIP3 y TvZIP7 no se expresaron luego de 60 min con el estímulo 

de peróxido, TvZIP4 disminuye su expresión luego de 60 min y se mantiene hasta 

los 180 min, TvZIP5 no se expresa en 60, 90 y 120 min pero en 180 se observa 

una banda tenue y por último TvZIP6 y TvZIP8 no mostraron cambio en la 

expresión, todos estos cambios con respecto al control sin tratamiento. Para 

TvGP63 se observa que la expresión disminuye con respecto al tiempo de 

exposición al H2O2. 

 

Para los transportadores TvCDF bajo el estímulo de peróxido de hidrógeno 

(Figura 20B), los TvCDF1 y TvCDF8 no se expresan luego de 120 minutos, pero 

a los 180 se observa el amplicón en baja intensidad mientras que TvCDF2, 

TvCDF3, TvCDF4, TvCDF5, TvCDF6 y TvCDF7 pierden su expresión a los 60 

minutos y en los tiempos posteriores. En el caso del control de expresión 

(TvGP63) se observó que su expresión disminuye con respecto al tiempo, 
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Figura 20. Expresión de los transportadores de iones metálicos bajo estrés oxidativo. A) 

Expresión de los TvZIP y TvGP63 bajo el estímulo con H2O2 (400 µM) en diferentes tiempos (0, 

60, 90, 120 y 180 minutos). B) Expresión de los TvCDF y TvGP63 bajo el estímulo con H2O2 (400 

µM) en diferentes tiempos (0, 60, 90, 120 y 180 minutos). 

 

Con respecto al análisis estadístico de los TvZIP tratados con H2O2 en diferentes 

tiempos (Figura 21), este indicó que las densidades de las bandas en todos los 

tiempos tienen una diferencia significativa con respecto a al tiempo 0 minutos 

para TvZIP1, TvZIP2, TvZIP3, TvZIP4, TvZIP5 y TvZIP7, mientras que para 

TvZIP6 y TvZIP8 no se encontró diferencia significativa en los diferentes tiempos 

de incubación. Por el contrario, para todos los TvCDF (Figura 22) si se encontró 

diferencia significativa entre los tiempos de incubación con H2O2 y el tiempo 0 

minutos.  
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Figura 21. Evaluación de la densidad de bandas de TvZIP y TvGP63 en diferentes tiempos 

de exposición a H2O2. Los resultados representan la media ± DE. Se realizó ANOVA de una vía, 

seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto al tiempo de 0 minutos. 
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Figura 22. Evaluación de la densidad de bandas de TvCDF y TvGP63 en diferentes tiempos 

de exposición a H2O2. Los resultados representan la media ± DE. Se realizó ANOVA de una vía, 

seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto al tiempo de 0 minutos. 

 

Continuando con los estímulos ambientales, los parásitos se sometieron a una 

temperatura constante de 43°C por un rango de tiempo de 0 a 120 minutos y se 

pudo observar que la expresión para los TvZIP (Figura 23A) es variada 

dependiendo del transportador y el tiempo de incubación. Para TvZIP1 no se 

observa amplicón en el segundo tiempo (30 minutos), TvZIP2 no se ve afectado 

en el nivel de expresión en ninguno de los tiempos de incubación que se probaron 

al igual que TvZIP5 y TvZIP8, para TvZIP3 no se observan los amplicones 

correspondientes a este transportador en el tiempo de 60 minutos, en el caso de 

TvZIP4 se observa una disminución de la expresión únicamente en el tiempo de 

90 minutos, para TvZIP6 se observa un aumento de la expresión a los 60 minutos, 
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parece disminuir a los 90 minutos y aumenta su expresión nuevamente a los 120 

minutos, por último el amplicón correspondiente a la expresión de TvZIP7 no se 

observa a los 90 minutos de incubación. 

 

Para los TvCDF (Figura 23B) se observó que la expresión de TvCDF1 disminuye 

en el tiempo de 60 min y a los 90 y 120 minutos no se observa amplicón, para 

TvCDF2 a los 30 minutos se observa un aumento en la expresión, a los 60 

minutos esta disminuye, a los 90 min aumenta ligeramente y disminuye a los 120 

minutos. En el caso de TvCDF3 disminuye la expresión a los 60, 90 y 120 

minutos, TvCDF4 no se expresa a los 120 minutos, para TvCDF5 no se observó 

un cambio en la expresión en ninguno de los tiempos de incubación, TvCDF6 

disminuye su expresión a los 60 minutos, a los 90 no se expresa y a los 120 se 

observa una banda tenue, TvCDF7 aumenta su expresión a los 90 minutos y por 

último TvCDF8 aumenta su expresión a los 30 minutos, disminuye a los 60, 

aumenta a los 90 y disminuye nuevamente a los 120 minutos. 
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Figura 23. Expresión de los transportadores de iones metálicos bajo estrés por choque 

térmico. A) Expresión de los TvZIP a 43°C en intervalos de tiempo de 30 minutos (0-120 min). 

B) Expresión de los TvCDF a 43°C en intervalos de tiempo de 30 minutos (0-120 min). 

 

 

Se realizaron también los análisis estadísticos correspondientes, encontrando 

que, para los TvZIP incubados a 43°C en diferentes tiempo (Figura 24), TvZIP1 

presentó diferencia significativa a los 30 minutos, TvZIP3 y el control de expresión 

HSP70 presentaron diferencia significativa en 3 tiempos diferentes, 30, 60 y 90 

minutos y 60, 90 y 120 minutos respectivamente en el caso de TvZIP4 y TvZIP7 

mostraron diferencia significativa a los 90 min, TvZIP6 la mostró a 60 y 90 

minutos, dichas diferencias fueron con respecto al tiempo 0 minutos. 
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Figura 24. Evaluación de la densidad de bandas de TvZIP en diferentes tiempos de 

exposición a una temperatura de 43°C. Los resultados representan la media ± DE. Se realizó 

ANOVA de una vía, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto al 

tiempo de 0 minutos. 

 

 

 

 

El análisis estadístico para TvCDF1, TvCDF3, TvCDF6 y HSP70 (Figura 25) 

mostró que a los 60, 90 y 120 minutos tienen una diferencia significativa con 

respecto al tiempo de 0 minutos, TvCDF2 y TvCDF7 la tienen a los 30, 60 y 90 

minutos, TvCDF4 presentó diferencia significativa a los 120 minutos y TvCDF8 a 

los 30, 60 y 120 minutos. 
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Figura 25. Evaluación de la densidad de bandas de TvCDF en diferentes tiempos de 

exposición a una temperatura de 43°C. Los resultados representan la media ± DE. Se realizó 

ANOVA de una vía, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto al 

tiempo de 0 minutos. 
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VIII. DISCUSIÓN 

 

 

Se realizó por primera vez la identificación y caracterización in silico de ocho 

trasportadores de tipo ZIP (TvZIP) y ocho de tipo CDF (TvCDF) el genoma del 

parásito protozoario T. vaginalis, este resultado es diferente a lo reportado para 

otros parásitos como los protozoarios Leishmania major (4 ZIP y 4 CDF) y 

Leishmania infantum (3 ZIP) y para el nematodo C. elegans (6 ZIP y 8 CDF), 

incluso difiere con la hipótesis de que el número de genes que codifican 

transportadores de tipo ZIP y CDF aumenta en paralelo con la evolución de los 

organismos, ya que T. vaginalis se considera como un organismo eucariota 

primitivo. Sin embargo, la duplicación de genes ha sido reportada como un 

mecanismo importante para T. vaginalis.63,52,31,54,64 

 

Los ocho transportadores TvZIP y los ocho transportadores TvCDF identificados 

en T. vaginalis presentan características estructurales y fisicoquímicas similares 

a lo reportado para otros miembros de estas familias, pero dos TvZIP mostraron 

siete RTM (TvZIP4 y TvZIP6) como los ZmZIP1 y ZmZIP8 pertenecientes a Zea 

mays y uno de ellos que presentó cinco RTM (TvZIP7) que de acuerdo a su 

topología pudo haber perdido las primeras tres RTM y coincide con lo descrito 

para Cryptococcus gattii, el cual se reporta como un transportador ZIP pequeño 

al presentar únicamente cinco RTM.39,65–68 En el caso de los TvCDF casi todos 

presentaron seis RTM a excepción de TvCDF4 con nueve RTM y el TvCDF6 con 

10 RTM que coinciden con otros transportadores CDF como el Msc2 de S. 

cerevisiae con 12 RTM o los SLC30A1 y SLC30A5 de humano con 10 y 15 RTM 

respectivamente.45,69,70 

 

Con respecto a la función y localización de los transportadores TvZIP y TvCDF, 

el análisis bioinformático indico ambos son transportadores de iones o cationes y 

se localizan en la membrana u organelos (datos no mostrados), lo que está 
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ampliamente reportado en la bibliografía para este tipo de 

transportadores.31,67,70,71 

 

Las regiones aminoacídicas conservadas que se mencionan para los 

transportadores tipo ZIP son importantes para la función del transportador y se 

han reportado en diversos organismos como H. sapiens, L. major y L. 

infantum.51,72,73 La presencia de estos aminoácidos conservados coincide 

también con lo obtenido en el árbol filogenético, al ubicar a los transportadores 

en la subfamilia ZIP-II, ya que los aminoácidos H en la RTM II y HS en la RTM IV 

se presentan en miembros de dicha subfamilia como son el ZIP1, ZIP2 y el ZIP3 

de humanos. 59,73,74 Los TvZIP también se ubican en una de las dos ramas de la 

subfamilia ZIP-II con N. gruberi y C. elegans, esta división en la subfamilia podría 

indicar que a pesar de que los transportadores tienen un antecesor en común 

existen divergencias genéticas que los ubican en la rama con organismos menos 

evolucionados que los eucariontes de la otra rama (M. musculus, H. sapiens). 

 

En cuanto a las regiones de aminoácidos conservados para los TvCDF, estos 

motivos se relacionan con el transporte de zinc y manganeso (Mn2+).34,45,75 

También se identificaron regiones ricas en histidina en la región que corresponde 

al carboxilo y amino terminal, que según lo reportado para otro transportador CDF 

(CzcD) son importantes para la unión del Zn2+.42 En el caso de los TvCDF 

restantes (TvCDF4, TvCDF5 y TvCDF6) no se encontró ninguna región que 

indicara el transporte de zinc o manganeso, esto puede deberse a la gran 

diversidad que existe en esta familia de transportadores.34,44 La identificación de 

los motivos conservados se relaciona con lo obtenido en el análisis filogenético, 

donde los primeros 3 TvCDF se agrupan en la rama de la subfamilia CDF-Zn lo 

que sugiere que genéticamente se relacionan con genes de otros organismos 

que transportan Zn2+ y los últimos dos (TvCDF7 y TvCDF8) se relación más de 

cerca a los transportadores de la familia CDF-Mn, lo que sugiere una divergencia 

en entre la misma familia de genes TvCDF. 
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El uso del análisis bioinformático proporciona una herramienta útil para la 

detección de secuencias de interés, además permiten dirigir la parte experimental 

hacia lo que en realidad tiene importancia y no invertir los recursos en ensayos 

que no aportaran nada a la investigación, de igual forma Gaither y Eide 

mencionan que el aumento en los registros de secuencias y análisis in silico se 

debe a la utilización de herramientas de análisis y bases de datos más sensibles. 

Además, que los análisis filogenéticos que se realizaron permiten identificar un 

ancestro en común para este tipo de transportadores para inferir las relaciones 

existentes entre especies y las divergencias genéticas que puedan existir entre 

los transportadores de ambas familias.30,37 

 

Como se mencionó anteriormente, T. vaginalis tiene la particularidad de 

presentar genes parálogos que, aunque no se conoce cual el la razón de estas 

múltiples copias proporcionan una oportunidad para desarrollar la expresión 

diferencial de muchos de estos genes durante el crecimiento y desarrollo del 

parásito en condiciones ambientales variables.  

 

Sabiendo esto, en el presente trabajo se evaluó por primera vez la expresión 

basal y diferencial de los transportadores TvZIP y TvCDF bajo diferentes 

estímulos ambientales, como son altas concentraciones de Zn2+ como en el 

microambiente prostático, altas concentraciones de Fe2+ como en el ambiente 

vaginal, el cambio de temperatura que se presenta durante el ciclo menstrual o 

por inflamación crónica y el tratamiento con peróxido de hidrogeno (H2O2) 

haciendo referencia al estrés oxidativo que sufre el parásito debido al sistema 

inmune del huésped. 

 

Al someter al parásito a diferentes concentraciones de concentraciones de ZnSO4 

los transportadores TvZIP1, TvZIP3, TvZIP5 y TvZIP7 se regulan de forma 

negativa mientras que TvCDF3 que muestra una regulación positiva. En 
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contraste a lo observado para los transportadores Znt1 (transportador tipo CDF) 

que disminuyen su expresión y por ende hay una disminución del flujo de salida 

de Zn2+ celular y un aumento en el transportador de Zn2+ intestinal, ZIP4, que da 

como resultado un aumento de la absorción de Zn2+. Pero también se ha 

reportado que el transportador Zip10 se oponen a los transportadores ZnT al 

aumentar las concentraciones de Zn2+ celular a través de la absorción de Zn2+ en 

la membrana plasmática o eflujo vesicular. Los mecanismos de regulación por 

Zn2+ en la expresión de transportadores como ZnT1 y ZnT2 (Transportadores tipo 

CDF) es mediada por el factor de transcripción de respuesta al metal 1 (MTF-1, 

por sus siglas en inglés). El MTF-1 es activado por zinc para unirse a elemento 

de respuesta al metal (MRE, por sus siglas en inglés) en el promotor del gen lo 

que resulta en una mayor tasa de transcripción y por ende se reduce la toxicidad 

causada por altas concentraciones de zinc. Por otro lado, Lichten et al76 

demuestran que la unión del MTF-1 a un MRE localizado 17 pb “río abajo” del 

sitio de la transcripción reprime la expresión de genes implicados en la absorción 

de zinc como ZIP10, asimismo, mencionan que el MTF-1 activado por el zinc 

causa una regulación negativa de la transcripción de este transportador al 

bloquear físicamente el movimiento de la Polimerasa II a través del gen. Este 

mecanismo de regulación es reportado también para otros genes que participan 

en la homeostasis del Zn2+ como la metalotioneína 1 (MT1).76–80  

 

Recientemente se ha publicado que T. vaginalis tiene un factor de regulación 

transcripcional similar a MTF-1 nombrado TvZNF1 el cual mostró una capacidad 

de unión a MRE de humano.81 Este nuevo hallazgo más lo mencionado 

anteriormente podrían indicar que la regulación de los transportadores TvZIP y 

TvCDF en concentraciones altas de Zn2+ tienen el mismo mecanismo de 

regulación que otros transportadores de Zn2+ reportados. Sin embargo, se 

requiere de más estudios para determinar este mecanismo de regulación, ya que 

no se ha demostrado la unión de TvZNF1 a MREs del parásito o incluso si estos 



67 
 

sitios de respuesta a metales se encuentran en las secuencias genómicas de los 

transportadores TvZIP y TvCDF que se reportan en este trabajo.  

 

Por otro lado, el hierro ha sido implicado como un factor importante en la 

regulación de la virulencia de T. vaginalis, pero en concentraciones elevadas 

puede ser tóxico, además, hasta ahora no existen informes sobre un 

transportador de Fe2+ así que este sería el primer reporte de ello. En 

concentraciones elevadas de hierro el transportador TvZIP2 mostró una 

regulación positiva dependiente de la concentración mientras que, TvZIP4 se 

regula de forma negativa dependiendo de la concentración de FeSO4. La 

variación en la expresión de estos transportadores se ha reportado para Zip2 de 

mamíferos, ZIP6, ZIP7 y ZIP10 de humano y ZmIRT1 del maíz, además Connolly 

et al82, menciona que en las plantas el efecto del hierro en el ARNm de IRT1 

(trasportador tipo ZIP) se induce cuando la concentración Fe2+ se elimina o es 

muy baja, mientras que, este transportador se reprime cuando aumenta la 

concentración de dicho ion, esto a causa del factor de transcripción FIT-1 (Factor 

de Transcripción Inducido por la deficiencia de hierro FER-like). 82–85 Sin 

embargo, esto solo coincide con lo observado para el transportador TvZIP4, que 

a concentraciones elevadas se observó una disminución en su expresión. De 

igual forma, se ha reportado que en el caso de A. thaliana la sobreexpresión de 

IRT-1 se da por control post-transcripcional.82,85 

 

La regulación post-transcripcional de genes que participan en la homeostasis del 

hierro en mamíferos es regulada principalmente por el sistema IRP/IRE, en el 

cual las proteínas reguladoras de hierro IRP1 e IRP2 se unirán a estructuras de 

tallo burbuja denominadas elementos de respuesta a hierro o elementos de 

respuesta sensibles al hierro (IRE, por sus siglas en inglés) localizadas en las 

regiones no traducidas (UTR, por sus siglas en inglés) de los ARN mensajeros 

(ARNm).22,86  
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El sistema IRP/IRE se ha descrito en T. vaginalis para genes que se regulan 

positiva o negativamente por hierro como los de las cisteín proteinasas, TVCP4 

y TVCP12. En el caso de TVCP4, se encontró un elemento sensible al hierro 

(tvcp4) en el extremo 5’-UTR de la región codificante del ARN mensajero y 

proteínas similares a IRP citoplasmáticas en dicho parásito, además, Solano et 

al87 sugiere que en altas concentraciones de hierro una proteína tipo IRP está 

ausente, por lo que no existe interacción IRP/IRE y el mRNA de tvcp4 se traduce 

obteniendo mayores cantidades de TVCP4. Por otro lado, TVCP12 se regula 

negativamente por Fe2+ y la estabilidad de su ARNm varía dependiendo de las 

concentraciones de hierro. El elemento de regulación por hierro se identificó en 

el extremo 3’-UTR del transcrito tvcp12. Ambas proteínas se unen a los IRP 

humanos y a proteínas citoplasmáticas tipo IRP de T. vaginalis.86–88 

 

Lo expuesto anteriormente podría explicar los cambios en la expresión de TvZIP 

al someter al parásito T. vaginalis a diferentes concentraciones FeSO4, también 

se podría inferir que el aumento en la expresión de TvZIP2 se debe a que podría 

encontrarse en un organelo por lo que el Fe2+ se almacenaría mientras que el 

TvZIP4 que podría ubicarse en la membrana del parásito disminuye su expresión 

y así se evita la toxicidad causada por un exceso de Fe2+, pero se requiere de 

más experimentos para determinar la ubicación de estos transportadores, cuáles 

son los mecanismos de regulación involucrados en dichos cambios de expresión 

y también para resolver la incógnita de qué es lo que sucede con los TvCDF que 

no modifican su expresión en concentraciones elevadas de Fe2+. 

 

Los cambios en la expresión de algunas de las proteínas de T. vaginalis ocurren 

debido a que el parásito debe de adaptarse al microambiente y generar una 

protección ante cambios en las concentraciones de iones, cambios de 

temperatura y en respuesta a células del sistema inmune como macrófagos y 

neutrófilos que secretan especies reactivas de oxígeno, esta regulación le 

permite sobrevivir en dichas condiciones de estres.89–91 
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En el caso de la expresión de los transportadores al ser sometidos a un 

tratamiento de H2O2 se puede observar en las Figuras 20-22 que la mayoría de 

los TvZIP y los TvCDF después de 60 min disminuyeron su expresión, esto podría 

explicarse porque los factores de transcripción MTF-1 e IRP son sensible a 

especies reactivas de oxígeno y nitrógeno.92,93 Por otro lado, se ha reportado que 

la transcripción de la metalotioneína (MT1) que es una proteína que participa en 

conjunto con los transportadores ZIP y CDF para al mantenimiento de la 

homeostasis de Zn2+ y Fe2+ y que además es útil para la protección contra 

radicales libres, es mediada por MTF-1 y durante el estrés oxidativo, por efecto 

del H2O2 se induce la liberación del Zn2+ a través de la oxidación de grupos 

sulfhidrilo de la MT1, dichos iones de Zn2+ activan al MTF-1 para la transcripción 

génica y se cree que el Zn2+ liberado podría suprimir además el daño por radicales 

libres. También se ha descrito que la MT-1 es capaz de secuestrar Fe2+, de tal 

manera que este ion ya no puede participar en la reacción de Fenton y por ende 

no se generan radicales hidroxilo y un estado de oxidación92,94,95. En el caso de 

T. vaginalis se ha reportado un gen para MT por lo que se esperaría observar 

este factor de protección en el parásito caso contrario a lo aquí expuesto, cabe 

mencionar, que no se han realizado estudios experimentales en donde se 

demuestre su función en la regulación de zinc, hierro o protección contra el estrés 

oxidativo además que sería importante realizar una evaluación conjunta de la 

TvMT y los TvZIP y TvCDF en concentraciones altas de zinc y hierro más el 

tratamiento con H2O2 para demostrar si el efecto en la expresión de los 

transportadores es igual o se modifica. 

 

De igual forma, se ha evaluado el estrés oxidativo por el grupo de investigación 

de Davis et al48 y ellos reportan que diferentes proteínas de T. vaginalis se 

expresan en mayor o menor medida al someter a los parásitos a diferentes 

concentraciones y tiempos de exposición de peróxido de hidrogeno. Pero, en su 

reporte no hacen referencia a los mecanismos de regulación ni a la expresión de 
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transportadores tipo ZIP o CDF durante el estrés oxidativo, por lo que este trabajo 

es el primero en mencionar el comportamiento de genes TvZIP y TvCDF ante 

este estímulo, pero es importante seguir con las investigaciones para determinar 

el mecanismo por el cual el H2O2 afecta la expresión de dichos transportadores. 

 

Por otro lado, en este trabajo se evaluaron los TvZIP y TvCDF por choque térmico 

a 43°C y se observó que el mayor cambio en la expresión se observó a los 90 

minutos de incubación. Con respecto al estrés por choque térmico se ha 

reportado que el aumento de la temperatura, aunque sea de forma moderada 

afecta la homeostasis celular por lo que existen proteínas que contrarrestan esta 

pérdida de equilibrio, estas son las proteínas de estrés o choque térmico (HSP) 

y tienen un efecto citoprotector, además, en el caso de algunos parásitos estas 

proteínas juegan un papel importante en su diferenciación, desarrollo y 

virulencia.96,97  

 

Este tipo de proteínas reguladoras se han descrito en el genoma de T. vaginalis 

por Davis y Lushbaugh61 lo que sugiere que estas proteínas de estrés podrían 

estar interactuando con los transportadores evaluados, ya que los 

transportadores muestran una disminución o nula expresión por lo menos en uno 

de los tiempo evaluados, sin embargo, el nivel de expresión se normaliza 

transcurrido unos minutos, esto se respalda también con el aumento en la 

expresión de la HSP70, esto podría explicarse también porque el grado de 

protección de las HSP depende de varios factores, como la relación entre las 

HSP que se inducen durante el estrés o la presencia de otras proteínas 

citoprotectoras.61,98–100 

 

Cabe mencionar que la sobrexpresión de HSP se ha reportado también como 

protección contra peróxido de hidrogeno y otras especies reactivas de oxígeno. 

Sin embargo, este efecto de protección no se observó en los transportadores 

evaluados, ya que la expresión de HSP70 también disminuyó con respecto al 
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tiempo de exposición al H2O2 (Resultados en la sección de Anexos), aunque no 

se debe descartar la participación de otras HSP reportadas para T. vaginalis, así 

como la concentración y el tiempo de exposición a dicho reactivo ya que en el 

caso de TvCDF1 y TvCDF8 se observa una banda tenue a los 180 

minutos.97,101,102 

 

La expresión de estos transportadores proporciona los primeros datos de como 

T. vaginalis es capas de adaptarse a diferentes condiciones ambientales, sin 

embargo, se deben continuar los estudios para determinar los mecanismos de 

regulación de estos transportadores ante cada estrés y así poder diseñar nuevas 

estrategias para el control de la tricomoniasis. 
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IX. CONCLUSIONES 

 

▪ Se identificaron tanto in silico como de forma experimental ocho 

transportadores de tipo ZIP y ocho de tipo CDF en el genoma de T. 

vaginalis. 

▪ Los transportadores TvZIP1, 3, 5 y 7 se regularon negativamente por altas 

concentraciones de zinc, al igual que los TvCDF1, 2, 4, 5, 7 y 8. 

▪ El transportador TvCDF3 se reguló de forma positiva a concentraciones 

elevadas de zinc. 

▪ En altas concentraciones de hierro el transportador TvZIP2 se reguló de 

forma positiva, mientras que, el TvZIP4 se reguló negativamente. 

▪ Los parásitos expuestos a H2O2 mostraron una disminución en la 

expresión de los transportadores TvZIP1-5, 7 y TvCDF1-8. 

▪ Los transportadores TvZIP3, 4, 6 y 7 y los TvCDF1, 3 y 6 disminuyeron su 

expresión a los 90 min de incubación a 43°C. 

▪ La expresión de los transportadores TvCDF2 y TvCDF7 aumento luego de 

90 minutos de incubación a 43°C. 

▪ El parásito protozoario T. vaginalis cuenta con un mecanismo de 

regulacipon de iones que le permiten mantener la homeostasis de estos y 

sobrevivir a los constantes cambios de su microambiente. 

▪ Determinar la regulación de estos transportadores permitirá el diseño de 

nuevas estrategias para el control de la tricomoniasis. 
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XI. ANEXOS 

 

 

11.1 Análisis in silico 

Se presentan las secuencias obtenidas en el genoma de T. vaginalis con cada 

una de las secuencias consenso empleadas para la búsqueda de secuencias 

homologas. 

11.1.1 Transportadores tipo ZIP 

Secuencias homologas a los trasportadores tipo ZIP encontradas en T. vaginalis 

a partir de las secuencias consenso de los transportadores IRT1, ZRT1 y ZRT2. 

 

Cuadro 1. Secuencias homologas a IRT1 que se identificaron en el genoma 

de T. vaginalis. 

 

 

 

 

 

 

 

No. Acceso TrichDB Score E 

TVAG_372990 77.0 1e-15 

TVAG_040010 64.3 3e-11 

TVAG_053760 48.5 4e-06 

TVAG_415420 48.1 6e-06 

TVAG_273550 47.8 9e-06 

TVAG_434800 45.4 5e-05 

TVAG_495850 40.0 0.002 

TVAG_444590 32.3 0.79 
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Cuadro 2. Secuencias homologas a ZRT1 que se identificaron en el genoma 

de T. vaginalis. 

 

 

Cuadro 3. Secuencias homologas a ZRT2 que se identificaron en el genoma 

de T. vaginalis. 

 

No. Acceso TrichDB Score E 

TVAG_040010 40.4 0.003 

TVAG_444590 36.2 0.060 

TVAG_374570 33.9 0.54 

TVAG_495850 32.3 0.77 

TVAG_434800 31.2 2.7 

TVAG_098350 30.4 6.5 

TVAG_297700 30.4 4.1 

TVAG_106580 30.0 8.8 

 

 

 

No. Acceso TrichDB Score E 

TVAG_495850 42.7 3e-04 

TVAG_273550 42.4 6e-04 

TVAG_434800 39.3 0.005 

TVAG_053760 35.4 0.081 

TVAG_040010 34.7 0.16 

TVAG_372990 33.5 0.39 

TVAG_415420 33.5 0.33 

TVAG_223490 31.6 2.0 

TVAG_297700 31.2 2.3 

TVAG_312180 31.2 2.6 

TVAG_424420 30.8 3.7 

TVAG_179720 29.6 8.4 

TVAG_210180 29.6 4.5 

TVAG_444590 29.6 7.8 
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11.1.2. Transportadores tipo CDF 

Secuencias homologas a los trasportadores tipo CDF encontradas en T. vaginalis 

a partir de las secuencias consenso de los transportadores CzcD, YiiP y ZRC1. 

 

Cuadro 4.  Secuencias homologas a CzcD que se identificaron en el genoma 

de T. vaginalis. 

 

No. Acceso TrichDB Score E 

TVAG_132220 154 2e-42 

TVAG_285720 149 3e-40 

TVAG_228020 139 5e-37 

TVAG_524900 69.7 5e-14 

TVAG_060360 37.4 0.022 

TVAG_027220 33.5 0.28 

TVAG_312240 32.3 0.79 

TVAG_520310 32.3 0.75 

TVAG_522400 32.3 0.65 

TVAG_597210 32.3 0.77 

TVAG_515470 32.0 0.99 

TVAG_526850 32.0 1.1 

TVAG_RG_DS113544_3 32.0 1.3 

TVAG_521880 31.6 1.3 

TVAG_604560 31.6 1.1 

TVAG_235060 31.2 2.3 

TVAG_287700 30.8 2.9 

TVAG_RG_DS113601_7 30.8 2.5 

TVAG_102590 29.6 6.1 

TVAG_271260 29.6 6.1 
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Cuadro 5. Secuencias homologas a YiiP que se identificaron en el genoma 

de T. vaginalis. 

 

No. Acceso TrichDB Score E 

TVAG_364570 52.0 4e-07 

TVAG_283320 49.3 3e-06 

TVAG_237080 46.6 2e-05 

TVAG_437450 43.5 2e-04 

TVAG_204400 43.1 2e-04 

TVAG_132220 38.1 0.011 

TVAG_228020 35.4 0.070 

TVAG_242740 30.4 3.0 

TVAG_556320 30.0 1.3 

TVAG_050290 29.3 7.8 

 

Cuadro 6. Secuencias homologas a ZRC1 que se identificaron en el genoma 

de T. vaginalis. 

 

No. Acceso TrichDB Score E 

TVAG_132220 128 3e-32 

TVAG_285720 122 4e-30 

TVAG_228020 111 1e-26 

TVAG_524900 72.0 3e-14 

TVAG_027220 34.7 0.21 

TVAG_319090 32.3 1.50 

TVAG_265400 32.0 1.40 

TVAG_093530 31.6 2.40 

TVAG_440440 30.0 4.10 
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Cuadro 7. Secuencias homologas al TVAG_132220 de T. vaginalis 

 

No. Acceso TrichDB Score E 

TVAG_132220 875 0.0 

TVAG_285720 624 0.0 

TVAG_228020 587 0.0 

TVAG_524900 188 8e-57 

TVAG_060360 51.6 9e-07 

TVAG_027220 33.9 0.43 

TVAG_203320 33.9 0.48 

TVAG_090740 33.5 0.71 

TVAG_093530 32.7 1.1 

TVAG_056520 31.2 3.4 

TVAG_437450 31.2 3.2 

TVAG_372990 30.4 5.0 

TVAG_436970 30.0 8.0 

TVAG_169460 29.6 4.8 

TVAG_474490 29.6 9.3 

TVAG_181570 28.9 6.3 
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11.1.3. Árbol filogenético de transportadores de tipo CDF 

 

Figura 1. Árbol filogenético de los transportadores tipo CDF. En la figura se muestra el árbol 

filogenético realizado por el método NJ-JTT con las secuencias de las tres subfamilias (CDF-Zn2+, 

CDF-Zn/Fe y CDF-Mn2+) de los transportadores tipo CDF.  • Secuencias tipo CDF identificadas 

en T. vaginalis. 
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11.2. Expresión de HSP70 en parásitos tratados con H2O2 

 

Figura 2. Evaluación de HSP70 en diferentes tiempos de exposición a H2O2. A) Expresión de 

HSP70 bajo el estímulo con H2O2 (400 µM) en diferentes tiempos (0, 60, 90, 120 y 180 minutos). 

B) Evaluación de la densidad de bandas de HSP70 en diferentes tiempos de exposición a H2O2. 

Los resultados representan la media ± DE. Se realizó ANOVA de una vía, seguido por una prueba 

post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto al tiempo de 0 minutos. 
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11.3 Artículo sobre los transportadores tipo ZIP encontrados en T. 

vaginalis 
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11.4. Capítulo de libro sobre los transportadores tipo CDF en T. vaginalis. 
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