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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo el identificar posibles elementos de
regulacion a nivel transcripcional en los genes ZIP de Trichomonas vaginalis con
ayuda de analisis bioinformaticos, y posteriormente realizar la comprobacion in vitro
con ayuda de técnicas moleculares como ensayos de retardo electroforético y de
entrecruzamiento con UV. La busqueda de elementos de regulacién dependientes
de Zn, mediante analisis bioinformaticos en las regiones 5’-UTR y codificantes de
los genes TVvZIP1, 3,5y 7, arrojo la presencia de secuencias tipo MRE (MRETVZIP)
con un alto nivel de concordancia con la secuencia consenso reportada para los

MRE en eucariotas.

Para la caracterizacion parcial, se seleccion6 a la secuencia MRETVZIP3,5, que fue
la que presento la mayor identidad con la secuencia consenso de eucariotas. Los
ensayos de retardo electroforético, de entrecruzamiento con UV y de competencia
demostraron que la secuencia MRETVZIP3,5 se une de manera especifica a
proteinas nucleares de raton de manera dependiente del Zn con peso similar a la
reportada para la proteina MTF-1 de ratén (rMTF-1). Por lo tanto, esto sugiere que
la secuencia MRETVZIP3,5 pudiera ser parte de un mecanismo de regulacién

transcripcional dependiente de Zn para los genes ZIP de T. vaginalis.



| INTRODUCCION
1. ANTECEDENTES

1.1. Tricomoniasis.
La tricomoniasis es una infeccion de transmisién sexual (ITS) causada por el
parasito protozoario Trichomonas vaginalis. Esta ITS es considerada de caracter
cosmopolita ya que se estima que aproximadamente de 170 a 180 millones de
personas alrededor del mundo presentan tricomoniasis urogenital, de las cuales la
mayoria son mujeres principalmente entre 15 y 50 afios de edad, sin importar raza
ni grupo socioecondmico. De igual manera se ha encontrado en pacientes
masculinos, pero se manifiesta en aproximadamente un 90% como una infeccién
asintomatica, y los que llegan a presentar sintomatologia pueden manifestar

prostatitis y uretritis principalmente.*

El periodo de incubacion de T. vaginalis post-infeccion es de 4 a 28 dias antes de
la presencia de los primeros sintomas, posteriormente a éste, se observa
principalmente sintomatologia general que Unicamente indica la presencia de una
ITS.1-3

1.2. Ciclo de vida de T. vaginalis.
Con respecto al ciclo de vida del parasito se ha descrito que se encuentra en el
tracto urogenital y/o vaginal en forma de trofozoito que es la forma usual e
infectante, por lo que la transmision es considerada como exclusiva por la via
sexual. Hasta el momento no se han descrito formas quisticas, sin embargo, en
situaciones desfavorables se ha podido observar que el parasito interioriza sus
flagelos formando asi una configuracion de pseudoquiste. El trofozoito de T.
vaginalis mide de 7 a 23 micrometros dependiendo de las condiciones
microambientales, y tiene una media de 13 micrometros. En el microscopio en
muestras frescas se puede encontrar de manera ovoide o piriforme, sin embargo,
tras la adhesion al epitelio genital tiende a adoptar una forma ameboide que le ayuda

a fagocitar eritrocitos y bacterias presentes.3>
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Figura 1. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. La forma de trofozoito se transmite de manera
sexual y se multiplica por fision binaria en los 6rganos sexuales (obtenido de CDC
http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/index.html).

1.3. Microambiente y nutrientes requeridos por T. vaginalis.
El pH alcalino es ideal para que T. vaginalis produzca la infeccion. Durante la
excitacion y el acto sexual, la mujer secreta fluidos que aumentan el pH vaginal,
normalmente 4cido; ademas el semen, que es alcalino, favorece la transmisién del
parasito. En varios estudios sobre métodos anticonceptivos, como el anillo vaginal,
se ha observado que al aumentar la cantidad de Lactobacillus acidophilus este actta

como un factor protector contra la infeccién por T. vaginalis.*


http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/index.html

En los casos tipicos de la infeccion, el pH normal de la vagina (3.8-4.4) se hace mas
alcalino, debido a que disminuyen los depdsitos de glucégeno de la mucosa,
especialmente en las capas superficiales. Los procesos fisioldégicos de destruccion
celular aportan el glucégeno necesario para el crecimiento del bacilo de Doderlein,
que se encarga de metabolizar el mismo y excretar 4cido lactico, proceso mediante
el cual se mantiene el medio acido normal de la vagina. En ausencia de los
depdsitos normales de glucégeno la cantidad de este microorganismo disminuye y
en casos severos pueden ser eliminados alterdndose la proteccion fisiologica que
ofrece la acidez vaginal estimulando el crecimiento de T. vaginalis y otros
microorganismos.>8

T. vaginalis es un parasito obligado, que fagocita bacterias, células epiteliales de la
vagina y eritrocitos. Los mecanismos patogénicos son procesos complejos y
multifactoriales que involucran la accion coordinada del citoesqueleto, moléculas de
adhesion, elementos de evasion de la respuesta inmune y otras modificaciones en
su habitat, entre ellos se encuentran el cambio de la microbiota vaginal, pH, hierro,
Zn, poliaminas (putrescina, espermidina), temperatura, activacién de la respuesta
inmune del hospedero, con la modulacién de expresion de genes, entre otros
cambios menos significativos.’

T. vaginalis no posee mitocondrias, pero si hidrogenosomas, que son organelos
sin ADN formados por tres granulos croméaticos. Algunos estudios sugieren que el
hidrogenosoma es una modificacion de la mitocondria, otros sugieren que ambos
provienen de un organelo comun. Diversos autores plantean que este protozoo es
anaerobio microaerotolerante, presentando el sistema enzimatico del piruvato
ferredoxina oxidoreductasa (PFO), reemplazando la piruvato deshidrogenasa de
organismos aerobios. Esta via metabdlica activa farmacos como los 5-
nitroimidazoles y ha sido encontrada en bacterias anaerobias susceptibles al
metronidazol, pero no en otras eucariotas por lo que se considera a T. vaginalis
como eucariota primitivo. Los requerimientos energéeticos los provee la
transformacion de glucosa a glicerol y a succinato en el citoplasma, seguido por la
ulterior conversion de piruvato y malato a hidrogenoy acetato, en los

hidrogenosomas.®8-12



T. vaginalis no puede vivir naturalmente sin estrecha asociacion con el tejido
vaginal. Pocos dias después de la llegada a la vagina, los parasitos proliferan y
provocan degeneracion y descamacion del epitelio vaginal, con infiltracion

leucocitaria y aumento de las secreciones vaginales.!3

1.3.1. Metales traza

Se ha reportado que la presencia de metales traza en algunos organismos son de
gran importancia. Por ejemplo, en Trichomonas la presencia de hierro regula de
manera positiva la adhesion, aumentando la sintesis de al menos 5 adhesinas
(AP23, AP33, AP51, AP65 y AP120).”1* Adicionalmente, el hierro regula
negativamente la cistein-Proteinasa CP30 que participa en la citoadherencia de este
parasito. Otra caracteristica de este metal en el parésito es su influencia en la
regulacion negativa de la actividad proteolitica, reduccién de la transcripcion y

expresion de las cistein proteasas CP65 y CP39.1516

Estudios protedmicos indican una expresion diferencial de al menos 45 proteinas
en presencia de hierro, las cuales participan entre otras funciones en el metabolismo
energético, protedlisis y metabolismo hidrogenosomal de T. vaginalis. Ademas, se
observa que en ausencia de hierro el parasito es capaz de internalizar los flagelos
y el axostilo desarrollando una morfologia de pseudoquiste.>!7 Esto sugiere que el
hierro es un factor importante en la patogénesis, por la cual el protozoario afecta
mas a las mujeres debido a sus cambios hormonales y a que durante la
menstruacion el parasito aprovecha el hierro existente en el flujo sanguineo que le
permite aumentar su capacidad de adherencia a tejidos. En los periodos en que no
hay menstruacién las concentraciones de hierro son reducidas, lo que provoca que
el protozoo tenga movilidad y busque alimentarse, esto obliga al parasito a
adaptarse a las condiciones ambientales cambiantes de la vagina para permanecer

en ella. 71213

Con respecto al Zn, existen estudios que consideran que tiene un efecto toxico
sobre T. vaginalis, dependiente de la concentracion y que dicho efecto sélo se ve

en altas concentraciones. Sin embargo, como elemento traza, se ha propuesto

4



como posible regulador de muchas proteinas que contienen dominios de “dedos de
zinc” las cuales han sido identificadas de acuerdo con su genomay otros de manera
experimental, como la proteina HMP35 que presenta una secuencia de cisteinas
similar al dominio de dedos de Zn RING. Recientemente, se describié en T. vaginalis
que la metaloproteinasa TvMP50 presenta una estructura primaria de aminoacidos
residuales (tres histidinas) que interactian con el ion metélico y forman el sitio
catalitico. Esta involucrada en la adherencia, citotoxicidad, colonizacion, hemadlisis,
evasion de la respuesta inmune, transduccion de sefial, adquisicion de nutrientes,
apoptosis y resistencia. Se ha demostrado que los niveles transcripcionales de

TvMP50 aumentan con la presencia de Zn.181°

En el ser humano, las concentraciones de Zn contenidas en el semen tienen
capacidad tricomonicida que destruye al protozoario. En varones con niveles bajos
de Zn, el parasito vive en estado latente convirtiéndolos en portadores de la
infeccion.”122 Sin embargo, la exposiciébn a estos iones metalicos debe ser
regulada de manera muy especifica, particularmente, a través de mecanismos de
transporte de iones, lo que se sugiere que la presencia de transportadores de iones
divalentes en este parasito protozoario pueda ser un medio para regular la
homeostasis de los iones de hierro y Zn. Se ha reportado que la gran mayoria de
los seres vivos regulan dichos elementos a través de transportadores de la familia
ZIP.

1.4. Regulacién de entrada de Zn y Fe por proteinas tipo ZIP

Se ha observado en organismos como Saccharomyces cerevisiae, que la regulacion
de la entrada de Zn se da principalmente por los transportadores tipo ZIP. En
Arabidopsis thaliana se han encontrado una gran cantidad de genes que codifican
para proteinas ZIP y regulan el Zn.

La familia ZIP toma su nombre de los primeros miembros identificados como ZRT,
IRT-like Protein (transportador regulado por hierro). Es un transportador de cation

de Arabidopsis spp que se expresa en las raices de plantas deficientes en hierro y



ZRT1 y ZRT2 (transportador regulado por Zn), que son los transportadores de Zn
de alto y bajo contenido de Zn en levaduras, respectivamente.?9-2?

Se estima que la mayoria de las proteinas tipo ZIP contienen 8 dominios
transmembranales y una topologia de membrana similar en los extremos amino y
carboxilo terminal, que se encuentran localizados en la superficie externa de la
membrana plasmatica. La longitud de esta familia de proteinas varia de 309 a 479
residuos de aminoéacidos. Esta diferencia se debe en gran medida a la longitud entre
los dominios transmembrana Il y IV, que son las denominadas regiones variables.
En la mayoria de los casos, la region variable contiene un dominio potencial para la
unién de metales que es rico en residuos de histidina. Por ejemplo, en el
transportador IRT1, este motivo es HGHGHGH.

Algunas de las proteinas ZIP de Caenorhabditis elegans tienen este sitio potencial
de unién a metal localizado en posiciones distintas de la region variable. La porcién
mas conservada de las proteinas de la familia ZIP se produce en el dominio
transmembrana IV, que se considera que forma una hélice anfipatica con un residuo
de histidina completamente conservado. Este residuo de histidina, junto con un
residuo semipolar adyacente, puede comprender parte de un sitio de union de metal

pesado intramembranoso que es parte de la via de transporte.?324

Con lo que respecta a los transportadores ZIP en T. vaginalis, FernAndez-Martin y
Cols.?> encontraron, mediante un analisis in silico, 8 genes con alta similitud a los
que codifican para transportadores ZIP, con regiones transmembranales que varian
en cantidad (5 a 8 regiones transmembrana) siendo el TvZIP 7 el que tiene menor
cantidad. De igual manera un analisis filogenético de los transportadores mostré

mucha similitud con la subfamilia ZIP-II.
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Figura 2. Topologia predicha para los miembros de la familia ZIP en Trichomonas vaginalis.
El modelo contiene los 8 dominios transmembrana, las regiones variables se encuentran entre los
dominios 3 y 4 (empezando desde el extremo amino-terminal) los ZIP 4, 6 y 7 son la excepcion a
esta topologia.?®

1.5. Regulacion de la expresion génica de los transportadores ZIP por
elementos dependientes de Zn.
En todos los organismos, la captacion de Zn esta controlada de manera muy precisa
para asegurar que los niveles adecuados del metal se mantengan, y evitar la
sobreacumulacién que resulta potencialmente toxica. En las levaduras, este control
se ejerce a ambos niveles transcripcional y postraduccional. A nivel transcripcional,
la expresion de los genes ZRT1 y ZRT2 se induce mas de 10 veces en células con
bajos niveles de Zn.?*?2 La regulaciéon de estos genes en respuesta a Zn esta
mediada por el producto del gen de ZAP1, cuya proteina actia como activador
transcripcional en respuesta a las concentraciones de Zn, es decir detecta los
niveles intracelulares de Zn y traduce esa sefial en cambios en la expresion génica.
Se ha demostrado que ZAP1 se une rio arriba de varios genes regulados por Zn
como los ZTR1 y ZTR2, la region de unién es denominada como Elemento de
Respuesta a Zn (ZRE, por sus siglas en inglés), la cual corresponde a una
secuencia consenso: ACCYYNAAGGT (donde Y significa base pirimidica y N

cualquier nucle6tido).?62” En caso de eucariotas inferiores se ha encontrado en



Trypanosoma cruzi la presencia de una proteina con multiples dedos de Zn que
sirve como mecanismo de regulacion postraduccional formado el complejo PZFP1
con secuencias conservadas por ejemplo la secuencia minicirculo universal (UMS
por sus siglas en inglés) teniendo como secuencia (UMS, 5'-GGGGTTGGTGTA-3'),
ademas se une al elemento de respuesta a esteroles (SRE por sus siglas en
inglés).?® Sin embargo, se ha encontrado que existen otros mecanismos de
regulacion transcripcional dependientes de Zn. En el cuadro 1 se hace un resumen
de los elementos de regulacion mediados por Zn en diversos organismos, tanto

procariotas como eucariotas.

Cuadro 1. Principales elementos de regulacion transcripcional de genes tipo ZIP

dependientes de zinc.2®

Elemento Secuencia consenso Proteina de unién
ZRE ACCYYNAAGGT ZAP1
Caja CACCC CACCC KLF4
ArsR (A/T) TTTAT(A/G) TTT(A/IT) SmtB
MRE TTTTGCGCACGGCACTAAAT MFT1

1.5.1. Regulacién transcripcional de genes ZIP por el sistema

MRE/MTF-1.
El mecanismo de regulacion mas estudiado para la regulacion de genes tipo ZIP
mediados por Zn es el MRE/MTF-1. Este sistema se puede presentar de dos
maneras. La primera y mas comun es la unién de la proteina del tipo MTF a la
secuencia consenso en la regién 5-UTR del gen para promover su expresion
(Figura 3a y 3b). La otra forma, menos comun pero igualmente caracterizada, es la
unidon a la secuencia consenso dentro de la regién codificante del gen, lo que
provoca que las proteinas que participan durante la transcripcion del gen no se unan
a la cadena de ADN y por lo tanto sea la regulacién de manera negativa (Figura 3c
y 3d). Cabe mencionar que este complejo necesita otra proteina del tipo

metalotioneina para poder llevar a cabo su mecanismo de regulacion.31-33
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Figura 3. Esquema representativo de la regulacion de genes de tipo ZIP y proteinas de unién
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a zinc por medio de MTF-1/MRE. 3?) se observa el mecanismo de regulacion positivo en altas
concentraciones de Zn, 3b) mecanismo de regulacién positiva en bajo Zn, 3c) mecanismo de
regulacion negativa en altas concentraciones de Zn, 3d) mecanismo de regulacion negativa en bajas

concentraciones de Zn.

El sistema MRE/MTF-1 fue descrito primeramente en ratones. 3* La proteina MTF-
1 de raton esta constituida por seis dedos de Zn tiene un peso aproximado de 75
kDa, ademas contiene un dominio de unién al ADN y tres dominios de activacion
transcripcional. Ademas la estructura del MTF-1 incluye una secuencia de
localizacion nuclear (NLS), un dominio &cido y una sefial de exclusion nuclear
(NES).33-35

1.6. Transportadores ZIP en T. vaginalis y su expresion diferencial.

Fernandez-Martin y cols,?® al evaluar la expresion a nivel transcripcional de los 8
genes que codifican proteinas que presentan alta conservacién de secuencias
aminoacidicas con proteinas ZIP de otros organismos, encontraron que bajo
condiciones control (sin adicionar Fe y Zn) todos los genes encontrados se expresan

de manera basal, por otra parte cuando los medios de cultivo se suplementan con
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sales de Zn, la expresion de los transportadores TvZIP 1,3 ,5y 7 se ven disminuidas
(Figura 4). Sin embargo, los otros genes no se afectaron por estas concentraciones
de Zn.

ZnSO, (mM)
0.5 1.0 1.5

o

TvZIP1

wZiP2

TvZIP3

wvZip4

TvZIP5

TvZiP6

—— E—  a— -—

wZiP7

TvZiP8

Tubulin

Figura 4. Expresién diferencial de los transportadores tipo ZIP de Trichomonas vaginalis a
distintas concentraciones de zinc.?®

Esto concuerda con estudios realizados por Lichten y cols.3! en ratones, en los
cuales con una dieta rica en Zn (30 mg/kg) se puede observar la represion en la
expresion del transportador ZIP10 presente en este modelo de estudio en contraste
con una dieta deficiente (>1 mg/kg) de Zn aumentan los niveles de expresion de
este transportador (Figura 5).

ZnA ZnD

=3

Liver ZIP10 ——

Na/K ATPase

| — ————

Figura 5. Expresion diferencial del transportador tipo ZIP10 en ratones con distintas dietas de
zinc (ZnA = Zn adecuado, ZnD = Zn deficiente).3!



Por otro lado, estudios realizados con peces cebra por Dongling y cols.3? confirman
el mecanismo de regulacién negativa o por supresion en genes que codifican para
genes tipo ZIP10, encontrando especificamente MRES en las regiones codificantes,
tanto de las cadenas codificantes como en las cadenas complementarias como se

observa en la figura 6.

A Exon 1 Exon 1’ Exon2 Exon 3-8 Exon 9 Exon 10
U “ l D
P1 P2
P1 14K MRE! —>MRE2 |, .80 p2  -IK— N\ |MGRLCMREZ MEEY! . L1005
1 +1'
MRE1 : MRES' _MRE2' ;
P1F1-1.4K — N\ + P2M3 1K —— N\ > +1005
+1
PIF214K — N\ 1 24 PaM2 1K — N\ B MEEY +1095'
+1
P2M1 1K — N\ B2 MERY! L L1008
Position ~ wt mutation unef-f
MRE1  -20° GTGCGCA P2M23 1K' —— === 0
MRE2  +20° TGCACAC P2M13 -1K’ oo +1085'
+1
MRE1" -89° TGCGCTC GCATCTC Gdn = MBES s
MRE2' +64° GAGCGCAg GAGCATGc H;—»
K 1 .
MRE3' 43950 TGCACTC CATACTC  P2Mall -1K e )
hZIP10  ————mmmmmmmmm e s TTTGGTACCGAGCGGAGAGGAGATGCACACGGCA
WMEIPL0  eLecwsssosowscoesa TTTGGTACCGAGCGGAGAGGAGATGCACACGGCA
£rzIP10 TTTGGTACCGAGCGGAGAGGAGATGCACACGGCA
drZIP10 CGCAGTGGGCTCTGAGTTTTGTGCGGTGCGCAGCGTGAGTGTTTTAGTACCGAGCGGAGAGGAGATGCACACGGCA
Jedede ek ok o ok ok e e ok o e ok o o e e e e ok e o ke ok o ok ok ok ke ke ok
hZIP10  CTCGAGTGTGAGGT-AACTATA-AAACCCCGATTTGTTTACATTCCCTCCCCCAGAACCGGCCC
mZIP10  CTCGAGTGTGAGGT-AACTATA-AAACCCCGATTTGTTTACATTCCCTCCCCCAGAACCGGCCC
frZIP10 CTCGA--GTGAGGT-AACTATATAAAGCC-—-ATTTGTTATCATTTACTCCCACAACATGGACCC
drzIP10 CTCGA--GTGAGGTAAACTATATAAAACCCGCTTTGTTTTCACACACTCCCACAACATGGACCC

*kkkk *hkkkkkk hhkhkkkkk *hkk k% *hkkkkk * % khkkkk k% * * kkk

Figura 6. Elementos de respuesta a metales encontrados en laregion codificante del gen que
codifican para la proteina ZIP10 en pez cebra. A) se observa en recuadros la localizacion de los
MRE encontrados en las secuencias genémicas de interés el sentido de la flecha indica secuencia
codificante o secuencia complementaria, B) se observa el alineamiento multiple de genes ZIP10 de
diversos organismos mostrando la secuencia de los MREs.3?

Sin embargo, teniendo todos estos antecedentes no se ha descrito ni caracterizado,
el mecanismo de homeostasis de Zn que permita observar los cambios en la
expresion de los diversos transportadores de tipo ZIP en este microorganismo, por
lo que se propone que los genes ZIP presentes en este pardsito pudieran contar

con elementos de respuesta a Zn de tipo MRE.
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El presente trabajo tuvo como objetivo de demostrar la presencia de un elemento
de regulacién a nivel transcripcional para los genes que codifican para proteinas

tipo ZIP, caracterizar su presencia, y verificar la especificidad.
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1. HIPOTESIS
Las secuencias de los genes que codifican proteinas tipo ZIP en Trichomonas
vaginalis presentan posibles elementos de regulacién transcripcional dependientes

de zinc.
II. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Identificar y caracterizar de manera parcial un elemento de regulacién de expresion

génica dependiente de zinc para genes tipo ZIP en Trichomonas vaginalis.

3.2. Objetivos especificos

1. Identificar in silico secuencias homologas a elementos regulatorios
dependientes de zinc en las secuencias de los genes que codifican proteinas
tipo ZIP de T. vaginalis, cuya expresion es dependiente del zinc.

2. Caracterizar in vitro la afinidad del (los) elemento(s) regulador(es)
identificado(s) en un sistema heterélogo empleando proteinas provenientes
de esplenocitos de ratdén bajo diferentes condiciones de zinc por ensayos de
retardo electroforético (EMSA).

3. Comprobar la especificidad de la interaccion entre la(s) proteina(s) y el(los)

fragmento(s) de ADN por ensayos de entrecruzamiento.

13



V. MATERIALES Y METODOS

4.1. TIPO DE ESTUDIO
El estudio que se llevo a cabo fue de investigacion basica, empleando en el estudio
una variable de tipo dicotomica indicando presencia o ausencia de los elementos de

regulacion encontrados.

4.2. VARIABLES

Variable Definicion Tipo Escala de Instrumento de
operacional medicion medicién

Elementos | Secuencia consenso  Dicotdmica Presencia/ Analisis

de | de ADN a la cual se . bioinformaticos,
regulacién | unen proteinas que ausencia Ensayos de retardo
activan y/o electroforético,
desactivan regulacién Ensayos de
de genes entrecruzamiento
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V. METODOLOGIA

Analisis
Bioinformatico e Obtencion de
Identificacion esplenocitos de ratén
secuencias de interés

Extraccion de
proteinas nucleares
de esplenocitos.

Elaboracion de
sondas

Ensayos de
Retardo
(EMSA)

Ensayo de
competitividad
con sonda fria.

Ensayo de
especificidad con
sonda trunca.

Ensayo de entrecruzamiento de
DNA

5.1. Andlisis in silico
Se obtuvieron las secuencias codificantes de los genes transportadores ZIP1, 3, 5

y 7 de la base de datos TrichDB (http://trichdb.org/trichdb/) y la secuencia consenso

del MRE de ratén reportada por Lichten y cols.?! Se realiz6 la busgueda del
elemento de regulacion por medio del algoritmo del software MEME-Suite

(http://meme-suite.org/tools/meme). Posteriormente se analizaron las secuencias

obtenidas, su posicion y su ubicacion dentro de los genes y el porcentaje de
identidad. Para la caracterizacién parcial, se seleccioné a la secuencia MRETVZIP3-
5, que fue la que presentd la mayor identidad con la secuencia consenso de

eucariotas.
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5.2. Obtencion de sondas de ADN marcadas con biotina
Una vez terminado el andlisis in silico y disefiadas las sondas a partir de las
secuencias de ADN obtenidas, se enviaron a sintetizar a manera de oligonucleotidos

complementarios (cuadro 2).

Cuadro 2. Sondas disefiadas para los ensayos de retardamiento.

Sonda Sentido Secuencia

MRE-Raton Secuencia GCTCTGCACTCCGCCCGAA
Complementario CGAGACGTGAGGCGGGCTT

MRE-TvZIP3-5 | Secuencia GACTGATTGAGCATCACTGAG

Complementario CTGACTAACTCGTAGTGACTC
MRE-TvZIPMut | Secuencia GACTGATTIGACACTGAG

Complementario CTGACTAACTGTGA-CTC

Nota: La secuencia Core del MRE se encuentra subrayado y con negritas.

Los oligonucleétidos se resuspendieron a una concentracion final de 100 mM, segun
las instrucciones del proveedor. Posteriormente se realiz6 el alineamiento de las
secuencias complementarias para obtener el ADN de doble cadena (dsDNA) como
se indica a continuacién: se mezclaron los oligonucleétidos complementarios en una
relacion equimolar 1:1 en un tubo de 1.5 mL, posteriormente se realizé una dilucién
1:10 con un amortiguador de sales (NaH2P04100 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
pH 7,5) para un volumen final de 50 uL. Una vez obtenida la mezcla se siguio el
protocolo para el alineamiento de oligonucle6tidos complementarios en

termociclador siguiendo el programa descrito en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Programa de alineamiento de oligonucledtidos complementarios para

termociclador.

Paso Ciclos Temperatura Tiempo

1 1 95°C 5 minutos

2 40 95°C -1°C por ciclo 1 minuto

3 1 55°C 30 minutos

4 20 55°C — 1°C por ciclo 1 minuto

5 4°C Hasta el almacenaje.

Posteriormente al tiempo de ciclado, se realiz6 el marcaje de las sondas de dsDNA

con el estuche comercial Biotin 3° End DNA Labeling Kit (Thermo scientific)

siguiendo las instrucciones del fabricante con ligeras modificaciones como se

describe a continuacion (cuadro 4).

Cuadro 4. Mezcla de reaccion para el marcaje con biotina de las sondas de dsDNA.

Componente Volumen (pL) Concentracion final
Agua ultrapura 25
Amortiguador de 10 1x
reaccion TdT 5X

dsDNA (10 mM) 5 1000 NM
Biotin-11-UTP (5 mM) 5 0.5 uM

TdT diluido 5 1.5 U/uL
Total 50

Nota: Se diluye la enzima TdT a una concentracién de 1.5 U/uL en amortiguador de reaccion

TdT 1X. Al momento de emplearse.

La mezcla se homogenizé suavemente por pipeteo y se incubo a 37°C por 30 min.

Pasado el tiempo se paro la reaccion afiadiendo 2.5 uL de EDTA 0.2 M y se le

afadio 50 uL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) para extraer el TdT, se mezclé
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por vortex y se centrifugd 12000 x g, 2 min a TA. Se recupero¢ la fase acuosa y se

almacen6 a -20°C protegido de la luz.

5.3. Obtencion de las esplenocitos de raton y fraccionamiento
subcelular.
Se sacrificaron ratones BALB-C por dislocacion cervical de acuerdo con lo descrito
por la norma NOM-062-ZO0-1999. Siguiendo con la metodologia se le dio un aseo
con etanol al 70% en esterilidad, se extrajo el bazo y se colocé en una caja Petri
con 5 mL de solucién salina y se extrajeron las células totales por perfusion del bazo
con la solucion salina (hasta que el érgano obtenga una apariencia clara). El
sobrenadante fue transferido a un tubo cénico de 15 mL. Se centrifugaron a 1800 x
g, 10 minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante, se resuspendié el boton celular
obtenido y se le afiadié 3 mL de solucion hemolizante (NH4CI 130 mM, Tris 40mM)
sin remover, se incubd 15 min a TA. La reaccion hemolizante se detuvo afiadiendo
solucion salina hasta alcanzar un volumen de 10 mL, a continuacion, se centrifugo
a 1800 x g, 10 min a TA. Se resuspendi6é El botén celular en 3 mL de PBS y se
realiz6 el conteo en una cadmara de Neubauer con azul de tripano a una
concentracion de 0.04%.
Posteriormente al conteo los esplenocitos se centrifugaron a 500 x g, 10 minutos a
4°C se retird el sobrenadante y se lavaron 3 veces con PBS pH 7.0 frio. El boton
celular se resuspendioé en 1 mL de amortiguador EB (Hepes 10 mM pH7.5, MgCl2 3
mM, KCI 40 mM, DTT 0.5 mM, NP-40 0.4%, glicerol 5%) frio, adicionando los
inhibidores de proteasas TLCK y leupeptidin a una concentracion final de 7.5 mM y
1.6 mM, respectivamente. La mezcla se homogenizo6 en vortex por 15 sy se incub6
15 min a 4°C repitiendo nuevamente este paso, se centrifugd por 10 min a 1000 x g
a 4°C. El botdén celular obtenido se resuspendié en 300 pL de amortiguador de
extraccion nuclear 1 (Sacarosa 0.35 M, MgCl20.5 mM en agua estéril) y se sonicé
10 veces por pulsos de 10 s a 4°C con un sonicador de inmersion de aguja a 100%
de amplitud (Ultrasonic Processor GE X 130PB). Sobre esta mezcla se afiadié 300
puL de amortiguador de extraccion nuclear 2 (Sacarosa 0.88 M, MgCl2 0.5 mM en
agua estéril) y se centrifugé a 2000 x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se

almaceno6 a -70°C como extractos nucleares. 36
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5.4. Ensayo de retardo electroforético, competencia.

El ensayo de retardo electroforético es una técnica utilizada para investigar
interacciones entre proteinas y acidos nucleicos. Esta técnica se basa en la
interaccion de un &cido nucleico en forma de sonda marcada con 2P (radiactivo) o
con biotina (no radiactivo) y una proteina o algin complejo proteico, posterior a la
interaccion se realiza el corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida nativa,
en caso de haber interaccion el corrimiento de la sonda se vera retrasado con
respecto a la sonda sin interaccion proteica (control negativo). El revelado de la
sonda puede realizarse con algin método por color o con algin método
quimioluminiscente. 37

El ensayo de retardo electroforético se realizé de la siguiente manera, 50 pug de
extractos nucleares se incubaron por 10 min a temperatura ambiente (TA) con el
amortiguador de unién a una concentracion final de 1X (Hepes, pH 7.5 2 mM, MgCl:
0.2 mM, DTT 0.2 mM, KCI 0.8 mM, glicerol 0.8 %). Después se afiadié 20 fmoles de
las sondas marcadas con biotina (ver cuadro 2) y se incubaron por 30 min a 4°C.
Posteriormente se le afladieron 2 uL de amortiguador de muestra para electroforesis
y se cargaron en geles de poliacrilamida nativa al 6% en TBE a una concentracion
final de 0.5x. Las muestras se corrieron en TBE 0.5x por 1 h a 100V constantes a
una temperatura de 25°C y posteriormente se electrotransfirieron a una membrana
de nylon (Amershan™ Hybond-N*) en camara himeda con TBE 0.5x frio a 100 V
constantes por 1 h a 4°C.

La membrana se expuso a luz UV por 15 min en un fotodocumentador de 302 nm
(Gel Doc™ XR Gel Documentation System) y se bloque6 con albumina bovina
sérica al 3% en amortiguador STMT (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 1M, MgCl 2 2
mM. Tritdn X-100 0.05%) por 1 h a 37°C. Posteriormente se afiadio estreptavidina
acoplada a peroxidasa (Invitrogen: 1.25 pg/ulL) a una dilucion de 1:1250 en el mismo
amortiguador y se incub6é por 1 h a TA cubierta de luz. Posteriormente las
membranas se lavaron 5 veces con amortiguador STMT y se revelaron por color (1-
Step™ Ultra TMB-Blotting Solution, Thermo scientific), segun las

instrucciones del fabricante.
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Para el ensayo de competitividad se emple6 la sonda sin marca de biotina (MRE
frio) y la sonda trunca sin marca, ambos a una concentracion de 25 y 50X. Las
sondas no marcadas se incubaron durante 15 min a 4°C con la mezcla de reaccion
antes de afiadir las sondas marcadas. Como condiciones de alto zinc se le afiadio
una concentracion final de 5uM de sulfato de Zn a la mezcla de reaccién previo a la

incubacién con la sonda.

5.5. Ensayo de entrecruzamiento con UV.
El ensayo de entrecruzamiento con UV es un método estandar utilizado para
detectar la interaccion proteina-acido nucleico. Este método aprovecha la
irradiacion UV para desencadenar la formacion del complejo RNP
(ribonucleoproteina) unido covalentemente que es mas estable y hace posible
aislarse en las condiciones desnaturalizantes. Los complejos de
oligorribonucledtido-proteina se analizan mediante SDS-PAGE, y las sefales se
visualizan mediante autorradiografia de las emisiones producidas por el °P o por la
visualizacion de bandas de precipitado insoluble de complejos biotina-sustrato de

acuerdo al método de marcaje empleado.38

El ensayo de entrecruzamiento se realizo de la siguiente manera: 50 pg de extractos
nucleares se incubaron por 10 min TA con el amortiguador de unién a una
concentracion final de 1X (Hepes, pH 7.5 2 mM, MgClz 0.2 mM, DTT 0.2 mM, KCI
0.8 mM, glicerol 0.8 %). Después se afiadio 20 fmoles de las sondas marcadas con
biotina y se incubaron por 30 min a 4°C. La mezcla se irradi6é con luz UV por 15 min
a TA en un fotodocumentador de 302 nm (Gel Doc™ XR Gel Documentation
System). A continuacién, se le afiadié 5 uL de amortiguador de muestra para
electroforesis (Laemli) y se hirvieron por 5 min. Finalmente se resolvieron en geles
de SDS-PAGE al 15% 1.5 Hrs a 100V constantes a una temperatura de 25°C y se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa en cadmara humeda. Las
membranas se bloquearon con leche al 5% en amortiguador EB (Hepes 10 mM pH
7.6, MgClz2 3 mM, KCI 40 mM, DTT 0.5mM, Np40 4% vy glicerol 5%) a 4°C por 18 h
y se lavaron 5 veces con amortiguador EB. La membrana llevo un segundo bloque6

con albumina bovina sérica al 3% en amortiguador STMT (Tris-HCI 10 mM pH 7.5,
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NaCl 1M, MgCl 2 2 mM. Triton X-100 0.05%) por 1 h a 37°C. Enseguida a la
membrana se le afiadid estreptavidina acoplada a peroxidasa (Invitrogen: 1.25
ug/uL) a una dilucion de 1:1250 en el mismo amortiguador, por 1 h a TA cubierta de
Luz. Posteriormente las membranas se lavaron 5 veces con amortiguador STMT y
se revelaron por color (1-Step™ Ultra TMB-Blotting Solution, Thermo

Scientific), segun las condiciones del fabricante.3¢
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VI. RESULTADOS

6.1. Busqueda de las secuencias MRE in silico.
Con el fin de obtener una perspectiva del posible mecanismo de regulacién asociado
a los genes tipo ZIP de T. vaginalis cuya expresion a nivel transcrito es regulada por
Zn, segun lo reportado por Fernandez-Martin y cols.,?® se analizaron las regiones
codificantes de los genes TVvZIP 1, 3, 5y 7. En este andlisis, llevado a cabo con el
software MEME suite, comparamos las 4 secuencias codificantes de los genes
TvZIP con la secuencia consenso y “core” del MRE de ratén, encontrando una
coincidencia en las regiones codificantes de los genes analizados. En los genes que
codifican para TvZIP 1y 7 la secuencia se encontraba en las hebras codificantes en
posiciones similares a partir del codon de inicio con una identidad del 80%
aproximadamente entre ellas y de 73% con respecto a la secuencia consenso
introducida (Figura 7a y cuadro 5). Con respecto a los genes que codifican para
TvZIP 3 y 5 se encontraron en la hebra complementaria, ambos en la misma
posicion con referencia al codon de inicio mostrando una identidad del 100% entre
ellas y en un 73% aproximadamente en comparacion a la secuencia consenso
introducida (Figura 7a y cuadro 5). Debido a la elevada similitud que tienen ambas
secuencias entre si, se tomo la decision de disefiar la sonda en base a la secuencia

encontrada en el TvZIP 3y 5.

Cuadro 5. Secuencias encontradas mediante el andlisis in silico.

NOMBRE SECUENCIA PORCENTAJE DE
IDENTIDAD CON EL
CONSENSO

TVMREZIP1 TTGAGCATCTC 73%

TVMREZIP3 TTGAGCATCAC 73%

TVMREZIP5 TTGAGCATCAC 73%

TVMREZIP7 GTGAGCATGAC 73%

CORE CONSENSO | TTGCGCATGGC
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En la figura 7b podemos observar a mayor detalle la secuencia generada por el
software que mayor porcentaje de similitud tenia con la secuencia consenso, esta
imagen representa en letras de mayor tamafio las pares de bases que coinciden en
todas las secuencias. La localizacion en las secuencias de los genes se ejemplifica

de manera mas grafica en la figura 8.

a
NOMBRE HEBRA INICIO Valor de p SECUENCIAS
3. TvZIPS - 362 2.06e-7 GATCGACTGA TTCAGCCATCAC TGAGCATAC
2. TvZIP3 - 362 2.06e-7 GTGTTATAGA TTCAGCGCATCAC TTAACATAT
i. TvZIP1 + 14 i.21e-6 AAGACCCAAA TTCGAGCATCTC AAATTTGGE
4. TvZIP7 + 14 1.77e-6 TTCACTTTTG GTCGAGCCATGCAC GCATCTCAC
5. CORE + 3 3.56e-6 TT TTGCGCACGGC ACTAAAT
b

2

Figura 7.- Andlisis in silico para la busqueda de elementos reguladores de metales en los
genes que codifican para proteinas tipo ZIP a) Localizacién del motivo similar a MRE en las
regiones codificantes de los genes ZIP, ubicacion con respecto a la hebra y la distancia a partir del
codon de inicio. b) Motivo encontrado con el andlisis del software MEME suite que concuerda con la
secuencia consenso del MRE se puede observar que al menos 5 de las 7 pares de bases que se
encuentran de la posicién 2 a la 8 coinciden entre las secuencias de T. vaginalis.
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Figura 8.- Localizacion en las regiones codificantes de los TvMREs encontrados por el andlisis
in silico. Se puede observar que en el TvZIP1 y 7, el elemento de regulacién se encuentra en el
sentido de la hebra y se encuentra en ambos en la misma posicion, en el caso de TvZIP3 y 5, se
encuentran en la hebra complementaria encontrdndose ambos en la misma posicion y teniendo
exactamente la misma secuencia para ambos.

6.2. Ensayos de retardamiento electroforético.
Para determinar la capacidad de las secuencias MRE identificadas de interactuar
con proteinas tipo MTF-1 presentes en las células eucariotas, se realizaron ensayos
de retardo electroforético. Primero, realizamos el retardo control empleando la
sonda MRE-raton en presencia de extractos nucleares provenientes del mismo
organismo (Figura 9), apreciando la formacion de un complejo. En el carril 1 se
observa la sonda libre sin formacién de complejos, en el carril 2 el MRE de ratén
con extractos proteicos suplementados con Zn en donde se observa la formacion
de un complejo de mayor intensidad. En el carril 3 extractos MRE de raton con
extractos proteicos en ausencia de Zn en los cuales disminuye de intensidad las
bandas y se observa la presencia de una banda secundaria con un poco mas de
retardamiento, y en el ultimo carril la mezcla de EMSA tratada con DNAsa y
proteinasa K se observa disminucion de la sonda libre y la desaparicion de la banda

de complejo.
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ExtNuc Raton -~ + + +

MRE-Ratén + + ¢ +
ZnS0O, - + - +
DNAsa/ProtK - - - +

Figura 9. La formacion de complejos DNA/proteina entre las secuencias MRE ratén con los
extractos proteicos nucleares de ratdén se ve afectada por zinc. En el carril 1 se observa la sonda
libre, en el carril 2 el MRE de ratén con extractos proteicos suplementados con Zn*?, en el carril 3
extractos MRE de ratdn con extractos proteicos sin Zn*2y en el carril 4 mezcla de EMSA tratada con
DNAsa y proteinasa K. La cabeza de flecha indica la altura a la que se encuentran las bandas.

Para demostrar la funcionalidad de la secuencia encontrada en los genes TvZIP3,5,
se realizaron los experimentos siguiendo las mismas condiciones de interaccién que
en el sistema heterdlogo, en este caso se encontré la formacion de un complejo
entre los extractos nucleares del ratén y la secuencia tipo MRE (TVMRE3-5)
encontrada en los genes ZIP de T. vaginalis que migra a la misma distancia que el
complejo formado con el MRE-raton. Esto nos indica un comportamiento similar en
el sistema heterélogo segun lo descrito por otros investigadores y lo obtenido con el

sistema homoélogo de ratén.31:35

Con respecto a las concentraciones de Zn en el sistema MRETVZIP3-5/ extractos
nucleares de raton se observa la aparicion de una banda de aspecto mas intenso
que en presencia de Zn que en ausencia de este, ademas a la par de ese

experimento se realizaron las mezclas con la sonda mutada, observandose la
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ausencia de complejos en todas las mezclas (Figura 10), indicando la especificidad

de la union ADN/Proteina.

ExtNuc Ratén - + o+ + — + ¢ +

MRE-TvZIP3-5 + ¢ + - - = -
MRE-TvZIPMut - - - - + . + +
ZnSO, - -+ -+ - 4+

- P — +*

DNAsa/ProtK

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 10. Formacion de complejos DNA/proteina entre las secuencias MRE TvZIP3-5 con los
extractos proteicos nucleares de ratén. En el carril 1 se observa la sonda libre, en el carril 2 el
MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos suplementados con Zn, en el carril 3 extractos MRE de raton
con extractos proteicos sin Zn y en el carril 4 mezcla de EMSA tratada con DNAsa y proteinasa K.
Carril 5 se encuentra la sonda TvZIPMut como sonda libre, en el carril 6 y 7 la sonda con extractos
proteicos con y sin Zn respectivamente y en el carril 8 la mezcla de EMSA tratada con DNAsa y

proteinasa K.

En los ensayos de competitividad se emplearon para en MRE de ratdn la sonda fria
de MRE TvZIP3-5 a 25 y 50 X observandose la disminucion de la intensidad de la
banda del complejo con el aumento del competidor frio (Figura 11). En el carril 1 se
observa la sonda libre, en el carril 2 el MRE-Ratén con extractos proteicos con la
banda caracteristica del complejo a una intensidad mayor, en el carril 3 extractos
MRE-Ratdn con extractos proteicos en competencia con exceso molar de 25 X del
MRE TvZIP3-5 se aprecia la disminucién de la intensidad de la banda y en el carril
4 extractos MRE de raton con extractos proteicos en competencia con exceso molar

de 50 X del MRE TvZIP3-5 se puede apreciar la desaparicion total de la banda

referente al complejo.
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ExtNuc Ratén — + . +
MRE-Ratén . + + +
MRE-TvZIP3-5 frio

Figura 11. Ensayo de competitividad con sonda fria para MRE de Ratdn. En el carril 1 se observa
la sonda libre, en el carril 2 el MRE-Ratdn con extractos proteicos, en el carril 3 extractos MRE-Ratén
con extractos proteicos en competencia con exceso molar de 25 X del MRE TvZIP3-5y en el carril 4
extractos MRE de ratdn con extractos proteicos en competencia con exceso molar de 50 X del MRE
TvZIP3-5.

Para el ensayo de competitividad con la sonda MRE TvZIP3-5 se empled la misma
sonda fria a unas concentraciones de 25y 50 X (Figura 12). En el carril 1 se observa
la sonda libre, en el carril 2 el MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos con la aparicion
de una banda de mayor intensidad, en el carril 3 extractos MRE TvZIP3-5 con
extractos proteicos en competencia con exceso molar de 25 X del MRE TvZIP3-5
sin marcar se puede apreciar la disminucién de la banda que indica el complejo y
en el carril 4 extractos MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos en competencia con
exceso molar de 50 X del MRE TvZIP3-5 sin marcar se puede apreciar la

desaparicion de la banda, debido a la competitividad por la formacién del complejo.

Por ultimo, se realiz6 el ensayo de competitividad con la sonda trunca en la mezcla
del MRE TvZIP3-5 observandose la especificidad de la union entre el complejo
proteico y la sonda del parasito (Figura 13). En el carril 1 se observa la sonda libre,
en el carril 2 el MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos se puede apreciar la aparicion
de la banda indicando el complejo, en el carril 3 extractos MRE TvZIP3-5 con
extractos proteicos en competencia con exceso molar de 25 X del MRE TvZIPMut
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sin marcar y en el carril 4 extractos MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos en
competencia con exceso molar de 50 X del MRE TvZIPMut sin marcar. En este caso
se observa la conservacion de las bandas aun con el exceso 50 X lo que indica la
especificidad de la o las proteinas involucradas en la formacion del complejo
DNA/proteina.

ExtNuc Raton - + " +
MRE-TvZIP3-5 + + + +
MRE-TvZIP3-5 frio - - 25X 50X

2 X5 4

Figura 12. Ensayo de competitividad con sonda fria para el MRE TvZIP3-5. En el carril 1 se
observa la sonda libre, en el carril 2 el MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos, en el carril 3 extractos
MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos en competencia con exceso molar de 25 X del MRE TvZIP3-
5 sin marcar y en el carril 4 extractos MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos en competencia con
exceso molar de 50 X del MRE TvZIP3-5 sin marcar.
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ExtNuc Ratén — + . +
MRE-TvZIP3-5 + + + +
MRE-TvZIPMut frio

1 2 3 4

Figura 13. Ensayo de competitividad con sonda trunca para el MRE TvZIP3,5. En el carril 1 se
observa la sonda libre, en el carril 2 el MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos, en el carril 3 el MRE
TvZIP3-5 con extractos proteicos en competencia con exceso molar de 25 X del MRE TvZIPMut sin
marcar y en el carril 4 extractos MRE TvZIP3-5 con extractos proteicos en competencia con exceso
molar de 50 X del MRE TvZIPMut sin marcar.

6.3. Ensayos de entrecruzamiento con luz UV.
Para los ensayos de entrecruzamiento con luz ultravioleta, los extractos nucleares
de raton se pusieron en interaccion con la sonda (carril 3), como controles negativos
se empled la sonda libre (carril 2), se emplearon competidores frios para demostrar
la especificidad de la union, MRE-Raton (Carril 4), MRE TvZIP3-5 (carril5), MRE
TvZIPMut (carril 6) y ADN inespecifico (carril 7) en un exceso molar de 50 X, ademas
la muestra sin el tratamiento de entrecruzamiento (carril 8) y la muestra con el
tratamiento previo de DNAsa y proteinasa K (Carril 9). Se puede observar que los
complejos DNA/proteina se forman a la altura aproximada de 75 kDa como lo indica

la flecha (Figura 13).
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Figura 14. Ensayo de entrecruzamiento de los extractos nucleares de ratén con la sonda MRE-
Ratén. Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2 sonda libre, carril 3 sonda de ratdn con extractos
nucleares de raton, carril 4 sonda de ratobn marcada con extractos nucleares en competencia con un
exceso molar 50x de sonda de ratén sin marcar, carril 5 sonda de ratén marcada con extractos
nucleares en competencia con un exceso molar 50x de sonda de T. vaginalis sin marcar, carril 6
sonda de ratén marcada con extractos nucleares en competencia con un exceso molar 50x de sonda
mutada sin marcar, carril 7 sonda de ratbn marcada con extractos nucleares en competencia con un
exceso molar 50 x de ADN inespecifico, carril 8 sonda de ratdn marcada con extractos nucleares sin
exposicion al UV, carril 9 sonda de ratdbn marcada con extractos nucleares con tratamiento de DNAsa

y proteinasa K.
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VII. DISCUSIONES.
El Zn es un microelemento esencial para los organismos vivos. Tiene un papel
central como cofactor de humerosas enzimas y proteinas de union a ADN. En el
parasito protozoario Trichomonas vaginalis se han reportado una serie de genes
que codifican para diversas proteinas de unién al Zn, ademas de presentar una
dependencia directa del Zn para la expresiéon de algunos factores de virulencia.>’
Sin embargo, a altas concentraciones, este elemento se ha reportado que es toxico
para T. vaginalis, por lo que se plantea pueda presentar un sistema de regulacion

dependiente de este metal, como lo presentan diversos organismos eucariotas.

El sistema de regulacion MRE/MTF-1 es uno de los sistemas que se ha conservado
a lo largo de los procesos evolutivos, debido a la descripcion en diversos
organismos de los elementos de ADN tipo MRE y a las proteinas de union a los
mismos de tipo MTF. En el presente trabajo se identificé al menos un motivo de tipo
MRE en los genes que codifican para transportadores ZIP (TvZIP 1, 3,5y 7), que
tienen una expresién diferencial a concentraciones moderadas y altas de Zn segun
lo reportado por Fernandez-Martin®>. En este trabajo se muestran resultados
concordantes con lo reportado para secuencias consenso de tipo MRE, con un alto
porcentaje de similitud. Ademas la ubicacion dentro de las secuencias génicas
coincide con lo reportado por Dongling y cols. 32 en cuyo estudio encontraron la
presencia de MREs tanto en la secuencia codificante como en la secuencia

complementaria de estos genes que codifican para proteinas tipo ZIP.

Tanto la identidad como la ubicacion de estos elementos tipo MRE que encontramos
en los genes ZIP que se regulan por Zn, sugieren la presencia de un mecanismo de
regulacion por represion de los genes a nivel transcripcional. Sin embargo, de igual
manera se observa una diferencia considerable (mas del 25%) entre la secuencia
consenso reportada y las secuencias que encontramos en los genes de T. vaginalis
lo que nos indicaria un motivo “tipo” MRE (MRE-like) con caracteristicas un poco
distintas a lo reportado hasta el momento. Cabe mencionar que estos elementos de
tipo MRE en T. vaginalis son los primeros en identificarse en genes de protozoarios

primitivos. Antes del presente trabajo, el inico organismo inferior en el que se habia
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identificado una secuencia de tipo MRE era en Drosophila melanogaster.3® Con
respecto a lo observado en los ensayos de retardamiento se puede inferir que existe
una especificidad de la secuencia encontrada en el analisis in silico comprobada
con los ensayos de competitividad con sonda fria y con sonda trunca. Este tipo de
comportamiento coincide con lo descrito por diversos grupos de investigacion, entre
ellos Lichten y cols.3, Dongling y cols.®?, Laity y cols.®® y Fernandez y cols.?®> donde
se demuestra la unién de un complejo proteico a la secuencia consenso de raton y
una secuencia descrita en humano. Sin embargo, al realizar la comparacion de la
sonda mutada sin la secuencia principal completa no se puede observar la ausencia

de interaccion ADN-proteina.

También es interesante observar que los resultados de las interacciones ADN-
proteina y los datos de competencia sugieren que la estructura TvZIPMRES,5 tiene
una mayor afinidad para las proteinas de las células murinas que el propio MRE de
raton. Por lo tanto, esta nueva secuencia de tipo MRE de los genes TvZIP3 y 5
puede representar una nueva secuencia MRE encontrada de modo natural
relacionada con la homeostasis del Zn que podria regularse mediante interacciones
de ADN-proteina mediadas por sistemas similares a MRE/MTF-1, como se ha

descrito en otros organismos.31:32:40

Complementando los ensayos de retardo electroforético se realizaron los ensayos
de entrecruzamiento en los cuales lo encontrado en el presente trabajo, coincide
con lo reportado por Potter y cols.®® y Laity y cols.®® donde una proteina de
aproximadamente 75 kDa que esta caracterizada como un factor de transcripcion
de metales (MTF-1) en ratones, presenta una alta afinidad por los MREs. Estos
resultados son muy importantes ya que el comportamiento de la secuencia
identificada en los genes tipo ZIP de Trichomonas vaginalis y la afinidad hacia la
proteina de 75 kDa de ratén ayuda a precisar sobre el mecanismo de regulacién
presente en este tipo de genes en respuesta a un estrés con Zn y coincide con lo
reportado previamente para la caracterizacion de los MTF-1-like y de los MREs.
Para T. vaginalis, la unién de una proteina de tipo MTF proveniente de un organismo

eucariota superior (roedor) a la nueva secuencia tipo MRE identificada en las
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secuencias génicas de TvZIP, sugiere la existencia de un mecanismo de regulacion
transcripcional mediado por Zn. Nuestro modelo sugiere que ante la presencia de
un alto contenido de Zn, una proteina MTF-like (aun por identificar en T. vaginalis)
se une al elemento MRE-like identificado de los genes TvZIP inhibiendo la sintesis
del ARNm de los ZIP, en los cuales de los 8 reportados, 4 contienen secuencias
que indican represién en presencia de concentraciones altas de este metal?>41-43 y
por ende reduciendo su expresion para asi evitar se traduzcan mayores cantidades
de TvZIP (Figura 15). Este modelo es consistente con nuestros datos
experimentales y respalda la sugerencia de un sistema regulador de Zn en T.
vaginalis, similar al que se ha identificado en ZIP10. Hasta donde sabemos, esta es
la primera vez que un sistema regulador de Zn similar al MRE/MTF-1 se identifica

en Tricomonas vaginalis y en protozoarios.
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A TvZIP 1,3,5y 7

Complejo
proteico

TTGAGCATCAC
MRE-like

B) TvZIP 1,3,5y 7

Complejo
proteico

TTGAGCATCAC

AUG

Figura 15. Representacién esquematica del mecanismo de regulacién negativa propuesto.
Tomando como base los resultados obtenidos proponemos el siguiente mecanismo de regulacién
negativa para los genes que contienen MREs en la regién codificante para T. vaginalis. A) en
condiciones altas de Zn el complejo proteico o proteina se activa y reconoce la secuencia MRE
evitando por impedimento estérico que se transcriba el gen. B) en condiciones bajas de Zn el
complejo proteico o proteina se encuentra inactiva y no hay reconocimiento de la secuencia MRE.
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VIIl.  CONCLUSIONES.

Se identificé al menos 1 secuencia con 75% de identidad a elementos de respuesta
a metales (MRE), presentes en las regiones codificantes de los genes de posibles

transportadores de Zn en T. vaginalis: TvZIP 1,35y 7.

Se caracterizé de manera parcial la unioén del motivo MRE-TvZIP3-5 de T. vaginalis
en presencia de extractos nucleicos provenientes de ratdn, comprobando su

afinidad hacia proteinas especificas en una interaccién heteréloga.

El motivo MRE-TvZIP3-5 de T. vaginalis es capaz de unirse a una proteina de 75
kDa proveniente de los extractos de raton, con un peso similar al reportado para el
MTF-1 del roedor.

Los resultados en conjunto nos sugieren la presencia de un mecanismo de
regulacion por Zn tipo MRE/MTF-1 de regulacidén negativa, identificado por primera

vez en un pardsito protozoario.
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IX. PERSPECTIVAS
Realizar la busqueda y caracterizacion bioinformatica por medio de BLAST vy
alineamientos multiples con diversas secuencias de otros organismos de la proteina

tipo MTF en T. vaginalis.

Obtener de manera recombinante la proteina y demostrar la interaccion homoéloga
entre los elementos MRE identificados mediante ensayos de retardo electroforético
y ensayos de entrecruzamiento con luz UV.

Caracterizar el mecanismo de MRE/MTF de T. vaginalis por ensayos in vitro con
condiciones fluctuantes de Zn en el cultivo parasitario.
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