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ABREVIATURAS.

ADN: Acido desoxirribonucléico.

ARN: Acido ribonucléico.

ATP: Adenosin trifosfato.

¢DNA: Acido desoxirribonucléico complementario al ARNm.
DEPC: Dietilpirocarbonato.

dNTP’s: Desoxinucledtidos trifosfatados.

EDTA: Acido etilendiamin tetra-acético.

ELISA: Analisis de inmunoabsorcién ligado a enzimas.
IPSL: Inhibidor de proteasas se secrecion leucocitaria.

ORF: Marco de lectura abierto u Open Reading Frame.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

ARNT: Acido ribonucleico ribosomal.

ARNt: Acido ribonucleico de transferencia.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS.



1. INTRODUCCION

I.1. GENERALIDADES.

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado, responsable de una de las
infecciones de transmision sexual mas comunes en humanos, la trichomonosis. La
sintomatologia de este padecimiento puede variar desde el estado de portador asintomatico
hasta casos de inflamacion severa e irritacion genital con la presencia de una descarga
profusa y de mal olor. La primera descripcion de 7. vaginalis correspondié a Donné en
1836, sin embargo este parasito no fue estudiado a mayor profundidad hasta bien entrado el
siglo XX.

T. vaginalis solo presenta formas trofozoiticas en su ciclo de vida, no tiene
huéspedes intermediarios ni vectores y el unico hospedero conocido es el humano. La
transmision de la trichomonosis humana es de persona a persona mediante contacto sexual
con personas infectadas. Los trofozoitos miden 10 micras de largo por 7 micras de ancho,
poseen con cuatro flagelos anteriores formando un penacho, un flagelo recurrente adosado
a la membrana plasmatica y un axostilo. La reproduccion se lleva a cabo por fision binaria

longitudinal (Programa de actualizacién continua en infectologia, Hoechst).

1.2. EPIDEMIOLOGIA.

La trichomonosis es la enfermedad de transmision sexual no viral mas comun en el
mundo. Se calcula que existen 107 millones de casos de trichomonosis, la mayoria
reportados en mujeres; esto puede deberse a que la incidencia de la trichomonosis en
hombres puede estar subestimada debido a la insensibilidad de las preparaciones en fresco.
Utilizando una combinacion de preparaciones en fresco y reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), un estudio reciente encontré una prevalencia de 20.8% y 12.2% en
hombres sintomaticos y asintomaticos respectivamente. Estos resultados indican que la
trichomonosis no debe ser considerada una causa de enfermedad solo en mujeres (Lehker y

Alderete, 2000).



En México, los datos recabados por la Direccion General de Epidemiologia/SSA
para el afio 1997 revelaron 119190 casos diagnosticados, con una tasa de 12.8 casos por
cien mil habitantes (Asociacion Nacional de Infectologia y Microbiologia Clinica).

En relacién a las mujeres infectadas durante el embarazo, la trichomonosis se ha
asociado con la ruptura prematura de membranas, el trabajo de parto pretérmino, bajo peso
al nacer del producto, predisposicion a la enfermedad inflamatoria pélvica atipica, céncer
cervicouterino e infertilidad (Programa de actualizacion continua en infectologia, Hoechst).

En cuanto a la infeccion por el VIH hay evidencia epidemioldgica que ilustra la
mayor transmisibilidad de ese virus en personas que padecen trichomonosis; el incremento
en el riesgo parece presentarse solo en el sujeto receptor del contagio. Los mecanismos de
este incremento son desconocidos, pero algunos factores que se han sugerido incluyen la
erosion de la mucosa por el parasito y/o la respuesta inflamatoria, ademas del reclutamiento
de células blanco para el VIH dentro del 4rea genital. Las trichomonas no solo rompen la
barrera epitelial, sino que también parecen reclutar linfocitos T CD4+ en el area genital,
incrementando la secrecion de citocinas (interleucinas 1, 6, 8 y 10), e incrementando asi la
susceptibilidad al VIH. Otro importante factor de riesgo para la adquisicion del VIH es el
incremento de la carga viral en el semen de hombres con uretritis trichomonal (Hobbs y col,
1999).

1.3. CUADRO CLINICO.

En las mujeres los sintomas clasicos de la trichomonosis incluyen leucorrea
amarillo-verdosa debido a infiltracion leucocitica, la consistencia de la descarga varia de
paciente a paciente de delgada y escasa a espesa y abundante, prurito, disuria, dispareunia,
eritema de la mucosa vaginal, y lesiones hemorragicas puntiformes que dan al cérvix
apariencia de fresa (Sherrard J., 1999).

En los hombres infectados con T. vaginalis, el sintoma mas comtin es la uretritis no
gonocécica no clamidial, ademas se ha reportado la presencia de trichomonas en la
prostata. Sin embargo, el papel de la infeccion en la prostatitis y/o infertilidad todavia no
esta claro (Gardner y cols, 1986).



1.4. TRATAMIENTO Y PREVENCION.

El tratamiento de la tricomonosis es a base de los nitroimidazoles; el metronidazol
se administra oralmente en dosis de 250 6 500 mg, tres veces al dia, durante una semana.
También se emplea el esquema de una sola dosis oral de 2g, la cual intenta abatir los
efectos secundarios del farmaco y la falta de apego del paciente a la terapéutica. Estos
farmacos no tienen un efecto citocida directo sobre la trichomona, es el propio parasito el
cual primero interna el farmaco por difusién y posteriormente al metabolizarlo en sus
hidrogenosomas reduce el grupo nitro del farmaco por medio de la piruvato: ferredoxin
oxidoreductasa lo cual genera radicales libres nitro que bloquean la sintesis de dcidos
nucleicos, afectando asi la division celular y la motilidad del protozoario en cuestion de
horas. No obstante se ha reportado que hasta 5% de los aislados clinicos de T. vaginalis han
demostrado algin grado de resistencia aerobia o anaerobia al metronidazol. En muchos
casos, incrementar la dosis de metronidazol puede resolver la infeccion (Kulda y

Cerkasovova, 1993; Quon y Johnson, 1992).

1.5. DIAGNOSTICO.

Tradicionalmente el método para el diagndstico de T. vaginalis mas accesible es la
observacion microscopica directa de la secrecion genital tomada con un hisopo y
suspendida en solucion salina; se utiliza para buscar las células del parésito en forma de
pera o redondeadas con un movimiento flagelar distintivo y polimorfonucleares. El
diagnoéstico mediante cultivo de muestras tiene la desventaja de que los cultivos tardan
algunos dias de incubacion, y durante ese tiempo los pacientes contintian transmitiendo la
infeccion. Desafortunadamente estas técnicas tienen de un 30-80% de sensibilidad (Heine y
McGregor, 1993; Heine y Witkin, 1997).

Otras técnicas de diagnostico como ELISA, hibridacion in situ y pruebas con
anticuerpos fluorescentes tienen entre 70 y 90% de sensibilidad. La reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), que ha sido probada para la aplicacién en el diagndstico tiene una

sensibilidad cercana al 100% (Madico y cols, 1998; Shaio y cols, 1997).



1.6. BIOLOGIA DE Trichomonas vaginalis.

El protista amitocondriado Trichomonas vaginalis pertenece al subphylum de los
Sarcomastigophora cuyo rasgo caracteristico es la presencia de flagelos en algun estadio de
su ciclo biologico, a la clase de los Zoomastigophorea que carecen de cromatdforos,
presentan una nutricion parasitaria y su reproduccion es fundamentalmente asexual por
fision binaria longitudinal, y a la familia Trichomonadidae, en la que todos sus miembros
poseen hidrogenosomas (Honigberg y Balamuth, 1963) de origen endosimbionte; estos
organelos poseen doble membrana, se dividen de manera auténoma por fisién binaria,
importan proteinas postraduccionalmente y producen ATP.

Estudios filogenéticos basados en la secuencia de la subunidad pequefia de ARNr
muestran que las trichomonas emergieron en la base del arbol de los eucariontes (Katiyar
SK y Edlind TD, 1995, Embley TM, 1998, Germot A y Phillippe H, 1999) Recientemente
el analisis filogenético de secuencias de ADN de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(Viscogliosi E, 1998), el factor de elongacion alfa-1 (Roger AJ y Phillippe H, 1999), la
ADN polimerasa (Edgell DR y Doolittle WF, 1998), la fosfofructocinasa dependiente de
pirofosfato (Mertens E y col., 1998), proteinas de choque térmico, y la valil-ARNTt sintetasa
(Hashimoto T y col., 1998), apoyan un punto de divergencia temprano de las trichomonas
en la rama de los eucariontes. Sin embargo, la presencia de proteinas parecidas a las de
choque térmico mitocondrial, aunado a la presencia de la valil-ARNt sintetasa codificada
nuclearmente, sugieren que el punto de divergencia evolutiva ocurrié después de la
adquisicion del endosimbionte mitocondrial. Esto implica que la bioquimica de las
trichomonas es tnica y suficientemente diferente a la de los eucariontes superiores de modo
que provee amplios blancos para la intervencion terapéutica.

Trichomonas vaginalis esta rodeada por una membrana plasmética de 9-10nm de
grosor muy pléstica, semejante a las membranas de eucariontes superiores. Dado que este
parasito carece de las vias metabolicas para la sintesis y transformacion de lipidos y para la
sintesis de colesterol, los lipidos los obtiene de las células que lisa y fagocita y los
incorpora directamente. Los lipidos de la membrana son de tres tipos: neutros (30%),

fosfolipidos (65%) y glicolipidos (5%) (Honigberg, 1988); posee al menos 30 proteinas, la



mayoria de ellas altamente inmunogénicas y algunas de ellas de alto peso molecular como
la p270, la p230 y lapl15.

Trichomonas vaginalis no contiene mitocondrias ni peroxisomas, pero posee
aparato de Golgi muy bien definido, reticulo endopldsmico, sistema vacuolar rico en
fagosomas y fagolisosomas, granulos paraxostilares y paracostales (hidrogenosomas),
granulos de glucogeno, ribosomas libres y asociados al reticulo endoplasmico y un
citoesqueleto muy complejo. Mediante la formacion de canales pinociticos en cualquier
parte de su superficie, la trichomona es capaz de endocitar pequefias moléculas; también
puede fagocitar microorganismos como Lactobacillus sp. Neisseria gonorrhoeae,
Escherichia coli y células enteras como polimorfonucleares y eritrocitos asi como detritos
de las células epiteliales de la vagina y el cérvix (Lehker y col., 1990; Benchimol y de
Souza, 1995).

El citoesqueleto consiste en un complicado sistema de microtubulos clasificados de
acuerdo a su posicion como axostilares, flagelares o mitéticos, los cuales forman
estructuras muy particulares como el axostilo, la costa, la pelta, cuatro flagelos anteriores
que se originan del complejo cinetosomal anterior y un flagelo recurrente adosado a la
membrana ondulante, que también parte del complejo cinetosomal anterior. El axostilo, los
flagelos anteriores y el flagelo recurrente participan en el movimiento del parasito. El
complejo pelta-axostilo formado por microtibulos parece ser una estructura de soporte para
el nicleo. La pelta refuerza la pared del canal periflagelar y la costa, el organelo fibrilar
estriado mas largo se localiza por debajo de la membrana ondulante a la cual sirve de
apoyo, aun cuando no existe conexion fisica entre ellas y estd constituida por proteinas
contrictiles que participan en el movimento de los parasitos. Los microtibulos son
estructuras macromoleculares formadas por la polimerizacion de dos subunidades protéicas,
la alfa y la beta-tubulinas.

La actina es una de las proteinas més abundantes del parasito y se concentra en la
region cortical de la célula, en donde se emiten pseudopodos. Esta proteina del
citoesqueleto presenta propiedades bioquimicas y biofisicas diferentes a las de las actinas
musculares. Esta proteina esta codificada por una familia multigénica de al menos nueve
miembros; (Bricheux y Brugerolle, 1997; Espinosa y Loépez-Villasefior, datos no

publicados) es una proteina muy conservada a través de la evolucion, se han reportado las



secuencias de dos genes completos, que codifican para proteinas de 376 aminoacidos, no
tienen intrones, la region promotora comprende 10 pb y es semejante al sitio consenso
reportado para los promotores de otros genes de 7. vaginalis (Bricheux y Brugerolle, 1997,
Espinosa y Lopez-Villasefior, 2001).

El nicleo de T. vaginalis mide 4X5 pm, piriforme, esta limitado por una membrana
porosa con doble capa lipidica y contiene granulos dispersos de cromatina; se localiza en la
porcién anterior y ventral izquierda de la expansion capitular del axostilo. Tipicamente los
nucleos contienen un nucleolo esférico pequefio, rodeado de un érea libre de cromatina que
se distribuye en granulos relativamente pequefios (Honigberg y King, 1964). El contenido
del ADN es rico en A+T, con un contenido de G+C del 36%; se ha estimado que posee
13.3% de secuencias altamente repetitivas, 53.5% de secuencias moderadamente repetidas
y 33.3% de secuencias unicas. Estudios realizados con secuencias de genes de actina
indican un contenido de G+C mas elevado en regiones codificadoras comparados con
regiones no codificadoras, lo que hace posible identificar regiones potencialmente
codificadoras en el genoma de este parasito (Espinosa y Lopez-Villasefior, 2001): Se han
identificado seis cromosomas de tres tamaiios; el tamafio y nimero de cromosomas de 15
aislados de T. vaginalis son idénticos, lo que sugiere que la heterogenicidad genética de las
trichomonas no involucra rearreglos cromosomales mayores. El contenido de ADN por
célula es de 81 fg (Wang y Wang, 1985).

El ciclo celular de T. vaginalis presenta las fases M, G1, S y G2 con un periodo G2
dominante. Recientemente se encontré una de las cinasas que participan en la regulacion
del ciclo celular, la proteina p34, la subunidad catalitica de la cinasa de la fase M
pertenecientes a la familia de las proteina-cinasas CDC2/28 (Riley y col., 1993). El parasito
posee dos centros organizadores de microtibulos (MTOC) (atractoforos asociados a los
cinetosomas), de ahi se forman dos haces de microtibulos extranucleares, los cuales hacen
contacto con la envoltura nuclear y posiblemente con la cromatina. Debido a la presencia
de un huso extranuclear y a la conservacion de la envoltura nuclear durante la mitosis, T.
vaginalis lleva a cabo una mitosis extranuclear cerrada también llamada criptopleuromitosis
(Brugerolle, 1975; Riley y col., 1994). La mitosis de este parasito es semejante a la de los

eucariontes superiores, la cual se divide en seis fases: profase, metafase, anafase temprana,



anafase tardia, telofase temprana y telofase tardia con una duracién aproximada de 45
minutos.

1.7. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA.

En T. vaginalis no se conoce mucho sobre los mecanismos de regulacion de la
expresion genética y se sabe muy poco sobre la replicacion del ADN. Johnson y cols. no
encontraron una caja TATA tipica en la posicion 25 a 30 nucledtidos rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion en los genes que analizaron, pero reportaron la presencia de un
elemento iniciador en la region promotora de los genes de 7. vaginalis, una “secuencia
motivo™” muy conservada en la region 5° no traducida que comprende 13 nucledtidos y cuya
secuencia consenso es: TCAYTWYTCATTA (Y= T/C, W= T/A), con sitios precisos para
el inicio de la transcripcion. Ademads ensayos de transcripcion in vitro, en mamiferos,
demostraron que este elemento promotor consenso de 7. vaginalis es similar tanto
estructural como funcionalmente a los iniciadores encontrados en los promotores de
eucariontes superiores (Quon y col., 1994).

Se conoce poco de la region 3’ no traducida, estudios con transcritos de
genes de actina sugieren la secuencia UAAA como sefial de poliadenilacién en los
precursores de ARNm y la secuencia Py'(A)0-3AAUU como sitio de corte para la
poliadenilacion de ARNms en T. vaginalis (Espinosa y Lopez-Villasefior, 2002). El
analisis de los genes para tres adhesinas de T. vaginalis muestra diferencias entre los genes
para la misma adhesina en cuanto a la secuencia para la sefial de poliadenilacién asi como
el tamarfio de la cola de poliA. Dos de ellos presentan un elemento rico en AU (AURE)
AUUUA o UUAUUUAU el cual confiere inestabilidad a los ARNm (O’Brien y col., 1996,
Engbring y col., 1998). Es posible que estas diferencias en la region 3” de los genes para las
adhesinas participen en una regulacion traduccional mediante la degradacion diferencial de
los transcritos. La transcripcion de los genes codificadores de proteinas en T. vaginalis se
lleva a cabo por medio de una ARN polimerasa II (RNA pol II).

En cuanto a las modificaciones postraduccionales, todas las proteinas
hidrogenosomales de T. vaginalis clonadas estan codificadas en el nicleo como
preproteinas con una secuencia lider de 5-15 aminoacidos. MLSASSNFARN|, ausente en

las proteinas maduras (Lahti y col., 1992). Se postula que esta secuencia lider se utilice para



la traslocacion de las proteinas del citoplasma a los hidrogenosomas (Johnson y col., 1990),
posiblemente ayudados por las proteinas de choque térmico Hsp 10, Hsp 60 y Hsp 70; estas
tultimas son responsables del plegamiento correcto de las proteinas, localizadas en los
hidrogenosomas (Bozner, 1996).

Utilizando como modelo la molécula de tubulina del axostilo y huso mitdtico, se ha
demostrado que las principales modificaciones post-traduccionales que se llevan a cabo en
T. vaginalis son: acetilacion y glutaminacion pero no glicosilacion. Estas modificaciones se
llevan a cabo después del ensamblaje de las estructuras microtubulares (Delgado-

Viscogliosi y col., 1996).

1.8. PATOGENICIDAD.

Los estudios sobre los mecanismos de patogenicidad de T. vaginalis se han
enfocado en los eventos iniciales de la infeccion, la notable adherencia del parasito a las
células del epitelio vaginal y la produccion de factores de virulencia extracelular. Se ha
demostrado que la adherencia de T. vaginalis tanto a las células HeLa y a las células del
epitelio vaginal es mediada a través de la accion de al menos cuatro proteinas de adhesion
de 65, 51, 33 y 23 kD (AP65, AP51, AP33 y AP23). Estas adhesinas parecen estar
reguladas por hierro y requieren la presencia de una o mas cistein proteasas para facilitar la
union a las células (Engbring JA y Alderete JF 1998; Arroyo R y Alderete JF, 1989).
Recientemente se ha observado que la union inicial de T. vaginalis a las células del epitelio
vaginal involucra la transformacién de la forma ovoide normal del parasito a una-
morfologia ameboide o aplanada que esta acompafiada de un incremento en la sintesis de
las adhesinas AP33 y AP23 (Arroyo R y Alderete JF, 1993). La capacidad de llevar a cabo
este dramdtico cambio morfologico requiere de un rearreglo del citoesqueleto, la
transformacion ameboide resulta en un contacto mas intimo entre el parasito y las células
del huésped asi como también la extensa interdigitacion y formacién de microcanales
(Arroyo R y Alderete JF, 1993). Utilizando una variedad de técnicas de microscopia
electrénica Furtado y Benchimol (Furtado MB, Benchimol M, 1998) han extendido estas
observaciones para incluir extensas fusiones de membrana plasmatica entre T. vaginalis y

células del epitelio vaginal. Aunque inducidas a través de diferentes sefales, el cambio



morfolégico y la induccion de adhesinas puede resultar en una mayor adherencia y por lo
tanto proveer al parasito distintas ventajas en un ambiente constantemente bafiado en
secreciones.

Algunos factores de virulencia secretados por T. vaginalis incluyen un factor de
separacion celular, dos cistein proteasas (30 y 60 kD) aisladas de filtrados libres de células
y una hemolisina (Garber GE y col., 1989, Krieger JN y col., 1983; Dailey DC y Alderete
JF, 1990). El factor de separacion celular es una glicoproteina de 200 kD écido labil que
causa la separacion de las monocapas celulares y cuya produccién se ha correlacionado con
la presentacion clinica de la enfermedad (Garber GE y Bowie WR, 1989, Garber GE y col.,
1990). Aunque los papeles de las citotoxinas contacto-dependientes, proteasas y
fosfolipasas, han sido bien establecidos en la lisis de células del huésped, la fusion de
membranas puede representar otro mecanismo de dafio celular.

La hemolisis de T vaginalis es considerada como resultado del contacto directo del
parasito con eritrocitos. Se han identificado cinco adhesinas de T. vaginalis que se unen a
membranas de eritrocitos (Fiori PL y Capuccinelli P, 1993), tres de estas han mostrado
previamente unirse a células del hospedero, pero dos (42 y 140 kD) estan involucradas
solamente en la adherencia al eritrocito, se ha propuesto un proceso que se lleva a cabo en
tres pasos para‘que ocurra la hemolisis:

1.- Reconocimiento especifico del eritrocito y union del parasito.

2.- Liberacion de la citolisina de T. vaginalis lo que causa la formacién de un poro en la
membrana del eritrocito.

3.- Separacion del pardsito con la subsiguiente lisis del eritrocito.

Pindak y colaboradores (Pindak FF y col., 1993) han demostrado que el filtrado solo
de T. vaginalis ejerce un efecto hemolitico en eritrocitos. Ellos creen que el grado de
hemolisis esta influenciado por tres factores: el pH, la presencia de una fuente de energia y
la temperatura. También se ha propuesto la participacién de cistein proteasas (Dailey y
Col., 1990) y proteinas formadoras de poros (Fiori y col., 1993).

Otros mecanismos de patogenicidad de 7. vaginalis que estan siendo explorados
incluyen la presencia de proteinas de estrés oxidativo, interacciones in vitro entre T.
vaginalis y la microflora vaginal, y la identificacién de un virus de 7. vaginalis. Las

proteinas de estrés oxidativo (Kulda J y Cerkasovova A, 1993), pueden proveer alguna



proteccion para el parasito contra los productos metabdlicos de neutrofilos
polimorfonucleares, que son las células reactivas predominantes durante la infeccion.

Los lactobacilos vaginales pueden conferir alguna protecciéon contra organismos
patogenos por la produccion de acido lactico y peroxido de hidrogeno, sin embargo, cuando
las mujeres desarrollan trichomonosis, ocurre una disminucién en la poblacion de
lactobacilos. La respuesta inmune celular y humoral es evidente en pacientes con
trichomonosis, pero no es protectora. Aunque no se ha encontrado en todos los pacientes
infectados, el incremento en el numero de leucocitos polimorfonucleares se puede detectar
tempranamente en secreciones. Auin cuando macréfagos y leucocitos aunados a anticuerpos
y complemento pueden eliminar a'los parasitos, esta claro que 7. vaginalis neutraliza de
forma efectiva la respuesta del sistema inmune del hospedero.

Las numerosas cistein proteasas sintetizadas por T vaginalis contribuyen de manera
significativa a la evasion de la respuesta inmune. Las cistein proteasas son citotoxicas
(Fiori PL y Cappuccinelli P, 1997) y hemoliticas (Dailey DC y Alderete JF, 1990). Todas
las subclases de inmunoglobulinas son susceptibles a las cistein proteasas de las
trichomonas (Min DY y col., 1998). De manera similar, los parasitos son resistentes a la
lisis mediada por complemento por la accién de una de las cistein proteasas mas pequefias
inducida por altas concentraciones de hierro. Las proteasas degradan el C3 depositado en la
superficie de T. vaginalis (Alderete JF y Lehker MW 1995). El inhibidor de proteasas de
secrecion leucocitaria (IPSL) es otro factor de proteccion de las superficies mucosas. Sin
embargo las proteasas de las trichomonas son capaces de degradar el IPSL haciéndolo no
funcional. El IPSL también ha mostrado ser importante para prevenir la transmision del
VIH, por lo tanto las proteasas de las trichomonas pueden también ser responsables de
incrementar el riesgo de la adquisicién del VIH en mujeres con trichomonosis.

Frecuentemente se ha observado infiltracion leucocitaria en mujeres con
trichomonosis. Aunque los leucocitos eliminan rapidamente a las trichomonas in vitro,
estos no proporcionan efecto protector in vivo. Sin embargo, a bajas relaciones
parasito:leucocito, el contacto inicial entre el parasito y el leucocito resulta en la formacion
de pseudopodos fagociticos, internalizacion, y finalmente degradacion de la célula inmune

en las vacuolas fagociticas del parasito.



II. ANTECEDENTES.

II.1. PROTEASAS EN Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis tiene una alta actividad proteolitica debida a multiples
proteasas. El uso de geles SDS-PAGE que contienen gelatina copolimerizada ha sido un
método sensible de deteccion de proteasas permitiendo la caracterizacion parcial de las
enzimas. La mayoria de las proteasas son de tipo cistein que difieren a su vez en la
especificidad de su substrato. Muchas de estas enzimas, incluyendo las mas activas en geles
de gelatina, tienen masas moleculares significativamente mayores que las cistein proteasas
bien caracterizadas de eucariontes superiores. Durante un cultivo axénico in vitro, T.
vaginalis libera grandes cantidades de proteasas (aparentemente de tipo cistein)
exclusivamente en el medio de cultivo. Esto también se ha observado in vivo, ya que las
cistein proteasas de T. vaginalis han sido detectadas en lavados vaginales de mujeres
infectadas.

Se han reportado proteasas de tipo cistein de 69, 49, 35, 32 (Irvine W] y col., 1997)
y 30 kDa. Estudios previos con inhibidores de cistein proteasas N-u-p-tosil-L-lisina
clorometilcetona (TLCK) y leupeptina muestran que es necesaria la accion de las proteasas
sobre la superficie del parésito antes de la union a la célula hospedera. La cistein proteasa
de 30 kDa (CP30), localizada en la superficie de T. vaginalis y con alta afinidad por la
superficie de las células huésped, se encuentra relacionada con la citoadherencia. La CP30
presenta una actividad 6ptima en un rango de pH de 4.5 a 7.0, temperatura de 36°C a 45°C
y una termoestabilidad menor a 60°C. Esta conformada por tres manchas de actividad en un
rango de pH de 4.5 y 5.5, las tres presentan afinidad por la superficie de las células HeLa lo
cual sugiere que estas proteasas se encuentran activas en la vagina de las pacientes con
trichomonosis. La secrecion de la CP30 al medio de cultivo es dependiente de las
concentraciones de hierro, de suero en el medio y de la presencia de células blanco
(Mendoza-Lopez M.R y Arroyo R, 2002). Aparte de la CP30 se ha reportado otra cistein
proteasa de un peso molecular de 30 kDa (Duk-Young y Myung-Hwan, 1998), que es

capaz de degradar inmunoglobulinas de tipo IgA séricas, IgA secretorias que inhiben la



adherencia de bacterias y parasitos a la mucosa y a las células epiteliales, e 1gG séricas y
también es capaz de degradar la hemoglobina. Esta proteasa presenta actividad dptima a pH
de 6; se ha propuesto que esta proteasa puede conferir una especie de defensa contra la
respuesta inmune humoral del hospedero debido a su capacidad de degradar
inmunoglobulinas y ademés suministrar nutrientes al parasito mediante la degradacion de
hemoglobina.

También se ha descrito una cistein proteasa de 65 kDa (Alvarez-Sanchez ME y
Arroyo R, 2000) localizada tanto en la membrana plasmatica como en el citoplasma de T.
vaginalis y que tiene una actividada 6ptima a 37 °C y a pH de 5.5 que son condiciones
similares a las que presentan los pacientes con trichomonosis. Ademas se ha encontrado
que esta proteasa degrada algunas de las proteinas encontradas en la vagina como lo son el
colageno IV y la fibronectina presentes en la ldmina basal de el epitelio que se encuentra
entre la vagina y el cérvix lo cual puede contribuir al parto prematuro. Mediante ensayos de
inmunoprecipitacion se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti CP65 en suero y en
lavados vaginales, por lo que se cree que esta proteasa este involucrada como un factor de
virulencia en la citotoxicidad.

Ademas de las proteasas de tipo cistein, en T. vaginalis se han descrito dos
proteasas que son inhibidas con EDTA (inhibidor de proteasas de tipo metalo), una
poteinasa de 142 kDa y la otra de un peso molecular >220 kDa, lo que indica que en T.
vaginalis las proteasas no son exclusivamente de tipo cistein (Bozner P y Demes P, 1991;
Mallison DJ y North JM, 1994).

IL2. PROTEASAS.

Las proteasas ¢ proteasas catalizan el rompimiento de enlaces amido en proteinas y
péptidos oligoméricos. Las proteasas han sido identificadas en sistemas biologicos que van
desde los virus hasta los vertebrados. Se estima que sin las proteasas como catalizadores
bioldgicos la hidrélisis de un enlace peptidico llevaria cientos de afios, en comparacién una
proteasa puede degradar tantos como un millén de enlaces peptidicos por segundo. El rango

del tamafio de las proteasas va desde monémeros de 10 kDa a complejos multiméricos de



varios cientos de kDa. Se ha establecido que muchas proteasas de parasitos son posibles
blancos quimioterapéuticos o para la creacién de vacunas.

Antes de hidrolizar los enlaces peptidicos, una peoteinasa debe unir a la proteina o
al péptido sustrato en su sitio activo. La union eficiente del sustrato esta en funcién tanto
del ambiente quimico creado por los subsitios de la proteasa como de la naturaleza quimica
del péptido que interacciona directamente con la ranura del sitio activo. Entre los factores
que afectan de manera importante estas interacciones se incluyen: tamafo, polaridad, carga,
hidrofobicidad, y accesibilidad. Aunque durante la catalisis un solo enlace peptidico es
cortado, los aminodcidos que estan a los lados del sitio de corte son criticos para fijar al
registro y la especificidad de una enzima. Las secuencias que flanquean directamente el
sitio activo estdn altamente conservadas para mantener el registro catalitico y se utilizan
para clasificar las proteasas. La especificidad de sustratos puede utilizarse también para la
identificacion de inhibidores selectivos y en algunos casos para predecir los sustratos

naturales (M. Sajid, McKerrow JH, 2002).

IL.3. CLASIFICACION DE PROTEASAS.

Los criterios mas utilizados para la clasificacion de proteasas son:

1.- La reaccion que catalizan.

2.- La naturaleza quimica del sitio catalitico.

3.- Las relaciones evolutivas reveladas por su estructura.

La clasificacion y nombramiento de las enzimas tomando como referencia las
reacciones que catalizan y el conocimiento del nombre quimico sistematico del sustrato

permite derivar un nombre sistematico para la enzima y decidir como puede ser clasificada.
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I1.4. CLASIFICACION DE PROTEASAS POR LA REACCION QUE
CATALIZAN.

Las subclases de proteasas se dividen en dos grupos que comprenden las
exopeptidasas y las endopeptidasas. Las exopeptidasas actian solo cerca del final de la
cadena polipeptidica. Aquellas que actian en los extremos amino (N) terminales pueden
liberar un solo residuo de aminoacido, un dipéptido o un tripéptido (aminopeptidasas,
dipeptidil peptidasas y tripeptidil peptidasas, respectivamente). Las exopeptidasas que
actuan en el grupo carboxilo (C) terminal pueden liberar un solo residuo de aminoacido o
un dipéptido (carboxipeptidasas y peptidil-dipeptidasas, respectivamente). Otras
exopeptidasas son especificas para dipeptidos (dipeptidasas), o remueven residuos
terminales que son sustituidos, ciclisados, o unidos por enlaces isopeptidicos (uniones
peptidicas diferentes a los grupos a-carboxilo y a-amino) (peptidasas omega).

Las endopeptidasas actian preferencialmente en las regiones internas de las cadenas
peptidicas, lejos de los extremos, y la presencia de grupos libres a-amino y a-carboxilo
tienen un efecto negativo en la actividad de estas enzimas.

Las omega peptidasas hidrolizan residuos terminales, pero algunas de ellas actian
en residuos atipicos que no estan cerca de los grupos a-amino 6 a-carboxilo.

La informacion acerca de la reaccion catalizada por una peptidasa individual puede
formar las bases para su nombramiento y su correcta clasificacion, cuando la especificidad
claramente depende de la identidad de uno, o dos aminodacidos a lo mas.

Una exopeptidasa es comunmente nombrada por la referencia al tipo de reaccion
que cataliza, cuando la enzima muestra una marcada preferencia por un residuo particular
de aminoacido en la posicion P1 6 P1°, el nombre de este puede formar un calificativo
(tabla I).

Para la mayoria de las endopeptidasas, la especificidad es demasiado compleja para
proveer la base para un nombre. En estos casos, nombres triviales como “tripsina”,
“papaina”, “termopsina” y “pitrilisina” pueden servir muy bien. Aunque estos llevan poca o
ninguna informacion acerca de ellas, ya que se relacionan con su precursor, mas que con la

reaccion enzimatica.



TABLA L.

Nombres semisistematicos para Exopeptidasas.
Prolil-aminopeptidasa
Prolil-oligopeptidasa (o endopeptidasa).
X-Pro carboxipeptidasa

(o prolil carboxipeptidasa).
Pro — Xaa — Pro — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa— Pro ¥ Xaa

X-Pro aminopeptidasa Prolina carboxipeptidasa.

(o prolina aminopeptidasa)

l

Xaa -~ Pro — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa — Xaa- Pro

X-Pro dipeptidasa Pro-X dipeptidasa

(o prolina dipeptidasa). (o prolil dipeptidasa).
Xaa ¥ Pro Pro * Xaa

IL5. CLASIFICACION DE PROTEASAS POR EL TIPO CATALITICO.

Las carboxipeptidasas y las endopeptiedasas son divididas en sub-subclases en base
al mecanismo catalitico (Figura 1). Las peptidasas de tipo serin tienen un centro activo de
serina involucrado en el proceso catalitico, las peptidasas de tipo cistein tienen un residuo
de cisteina en su centro activo, las endopeptidasas de tipo aspartico dependen de dos
residuos de acido aspartico para su actividad catalitica, y las metalopeptidasas utilizan un

ion metalico (comunmente zinc) en el mecanismo catalitico.
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-De tipo serina.
Carboxipeptidasas € -Metalocarboxipeptidasas.
-De tipo cisteina.

-De tipo serina.
-De tipo cisteina.
Endopeptidasas -De tipo aspartico.
-De tipo metalo.
-De mecanismo catalitico desconocido.

Figura 1.- Subdivisién de carboxipeptidasas y endopeptidasas de acuerdo al tipo catalitico.

Los efectos de inhibidores han proporcionado informacion acerca del tipo catalitico
de las peptidasas. Existen amplias variaciones en la susceptibilidad de las peptidasas frente
a inhibidores, incluso dentro de un mismo tipo catalitico. Algunas veces estas variaciones
reflejan el hecho de que estas enzimas son miembros de familias evolutivas diferentes, y
por lo tanto muy diferentes estructuralmente, aunque utilicen el mismo tipo de mecanismo

catalitico.

11.6. CLASIFICACION DE PROTEASAS CON BASE EN RELACIONES
EVOLUTIVAS.

Ahora que las secuencias de aminodcidos se han determinado para muchas de las
peptidasas conocidas, se puede obtener informacion acerca de las relaciones evolutivas y
estructurales de las enzimas comparando su secuencia. Esto provee una tercera forma de
clasificacion para las peptidasas, debido a que las similitudes estructurales dentro de una
familia de peptidasas comunmente reflejan similitudes importantes en el mecanismo
catalitico y otras propiedades, que pueden extenderse a otras funciones biologicas.

El término “clan” describe un grupo de familias que tienen un ancestro comun. Los
indicadores de relaciones distantes vienen principalmente del orden lineal de los residuos
del sitio catalitico, grupos de aminoacidos conservados alrededor de los residuos cataliticos,
y las estructuras terciarias de las proteinas. Algunos de los pliegues de las proteinas en

diferentes familias son similares lo que indica la relacion a nivel del clan.

21



El término “familia” es utilizado para describir a un grupo de peptidasas que estan
evolutivamente relacionadas en su estructura primaria por el orden de los residuos de la
triada catalitica (Tabla II). Se cree que todos los miembros de una determinada familia
evolucionaron a partir de una proteina ancestral.

Los miembros de las familias son reconocidos por el hecho de que cada uno muestra
una relacion estadisticamente significativa en secuencia de aminoacidos con otro miembro,
en toda su secuencia o en el dominio responsable de la actividad catalitica.

No se ha encontrado un método que sea enteramente satisfactorio para nombrar a las
familias de peptidasas; un término del tipo “familia de la quimiotripsina™ es adoptado por
convencion, ya que la quimiotripsina fue el primer miembro de esa familia para el cual se
determiné la secuencia, pero esta no es la razon por la cual la “familia de la tripsina” o la
“familia de la elastasa” no puedan ser consideradas igualmente correctas. Para proveer el
nombre de la familia, el miembro fundador tiene que suministrar el sistema para la
numeracion de los residuos de aminoacidos que es esencial en las comparaciones
posteriores de estructuras moleculares dentro de la familia. Como una alternativa opcional a
este nombramiento de las familias se establecio un sistema de numeracion en el cual a cada
familia de peptidasas le fue asignado un cddigo constructor de una letra denotando el tipo
catalitico (S, C, A, M, o U, para serin, cistein, aspartico, metalo o desconocido (unknown)),
seguido por un nimero asignado arbitrariamente.

El sistema de familias propuesto con base en la estructura primaria descrito
anteriormente contiene algunos grupos de familias que representan lineas evolutivas, es
decir, todas las proteinas en estos grupos de familias divergieron de una proteina ancestral,
pero ellos divergieron tan tempranamente que no es posible establecer una relacion por

comparacion de las estructuras primarias.
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11.7. SERIN PROTEASAS.

Las proteasas que dependen de un residuo de serina para su actividad catalitica estan
distribuidas ampliamente y son muy numerosas. Las serin proteasas se encuentran en virus,
bacterias y eucariontes, y ellas incluyen exopeptidasas, endopeptidasas, oligopeptidasas, y
omegapeptidasas.

Cerca de 20 familias de serin proteasas han sido identificadas (Tabla II), en base a
sus estructuras tridimensionales y a evidencia menos directa. Muchas de estas familias
pueden ser agrupadas dentro de aproximadamente seis clanes que tienen ancestros
comunes. Se han encontrado similitudes en los mecanismos de reaccién para algunas de las
proteasas con diferentes origenes evolutivos. De este modo, las proteasas de los clanes de la
quimiotripsina, subtilisina, y carboxipeptidasa C tienen en comin una “triada catalitica”
conformada por los aminodcidos: serina (S) (nucleéfilo), aspartato (D) (electrofilo), e
histidina (H) (base); las orientaciones geométricas de estos residuos son similares entre
estas familias, a pesar del hecho de que los pliegues de las proteinas son diferentes. Este
ejemplo contradictorio de convergencia evolutiva, ha llevado a observar los mismos
residuos cataliticos en otras serin proteasas. La conservacion de residuos de glicina en las
vecindades del residuo catalitico de serina en las primeras serin proteasas secuenciadas,
para formar el motivo Gly-Xaa-Ser-Yaa-Gly lleva a especular que este motivo se debe
encontrar en todas las serin proteasas. Aunque es verdad que muchas de las familias
muestran residuos de glicina conservados cerca de la serina esencial, las posiciones de estas
son variables (Tabla III).

Tabla II.

Clanes y familias de serin proteasas*.

Clan. | Familia. Enzima representativa. Residuos cataliticos conocidos.
SA Sl Quimiotripsina, H D S
SA S2 Endopeptidasa o-litica. H----D S
SA S3 Endopeptidasa de envoltura del virus Ho-eoeD S
Sindbis.
SA S5 Lisil endopeptidasa. H---m--D S
SA S6 Serin endopeptidasa IgA especifica. S
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SA S30 Endopeptidasa del virus del tabaco H-D---5

de 35kDa.

SA S7 Endopeptidasa NS3 del virus de la ----HD---§

fiebre amarilla.
SA S29 Endopeptidasa NS3 del virus de la S
hepatitis C.
SA S31 Endopeptidasa p80 del virus de la S
diarrea del ganado.
SA S32 Endopeptidasa putativa del virus de
la artritis equina.

SB S8 Subtilisina. |- D-----H §

SC S9 Prolil oligopeptidasa. S--D-H
? S10 Carboxipeptidasa C. S D----H--
? S28 Carboxipeptidasa lisosomal X-Pro.

? S15 Lactococcus peptidasa X-Pro. S

SE S11 Escherichia D-Ala-D-Ala peptidasa | ----SK

A.

SE Si2 Streptomyces R61 D-Ala-D-Ala | == SK

peptidasa.

SE S13 Actinomadura R39 D-Ala-D-Ala SK

peptidasa.

SF S24 Represor Lex-A e

SF S26 Peptidasa guia. S K

SF 527 Peptidasa sefial eucarionte.

SG S14 Endopeptidasa Clp (subunidad S-—H

clpP).
? S16 Endopeptidasa La. s
? S25 Complejo de endopeptidasas
multicatalitico.
- SI18 Omptin.
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- S19 Coccidiodes endopeptidasa.
- S21 Assemblin. H S
- S17 Bacteroides endopeptidasa
extracelular.
- S23 Escherichia proteasa I.
*El arreglo de los residuos cataliticos en las enzimas rep ivas es ilustrado diagramatic utilizando lineas para

T P |

describir las cadenas polipeptidicas, aunque en realidad las cadenas varian

en longitud. Para al de

las familias, los residuos cataliticos no se han definido.

Tabla III

Residuos de glicina conservados en la vecindad de la serina catalitica.

Clan. | Familia.

SA S1 555880 «s »
S2 salGeBilon ou s
S3 w e S ain s
S5 el By o s
S6 N = B e
S30 =B85 884 o5 &
S7 ool v s
S29 . G.8GGE.. .
S31 ey ¢ ] 2 e

SB S8 welFs B s s

sC S9 sl B 66 .
S10 e
S15 NN = [ LU -

SE S11 R e 4
S12 N s
S13 IO W

SF S24 salehs iy e
S26 SRS e b
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SG S14 GiaiSies, s 5
S16 o 1 R
- S21 e A

Los puntos representan residuos de aminoacidos que pueden variar entre una familia y otra.

Las serin proteasas son enzimas involucradas en un amplio rango de procesos
biologicos que incluyen el metabolismo de proteinas tanto intra como extracelularmente,
digestion, coagulacion sanguinea, disolucion de coagulos, respuesta inmune y fertilizacion.
La estructura tridimensional de las serin proteasas, junto con los estudios biofisicos, de
biologia molecular y enzimatica, provee modelos utiles para entender el mecanismo de
accion enzimatico, la base de la especificidad del sustrato y la evolucion molecular de las
enzimas.

Aparte de su papel en la fisiologia y metabolismo de los organismos, las serin
proteasas estan implicadas en la patogénesis de numerosas enfermedades infecciosas. Entre
algunas de las enfermedades parasitarias mas prevalentes se encuentran la esquistosomiasis
y la oncocercosis. Las proteinasas de éstos parasitos pueden facilitar la invasion de los
tejidos del hospedero, el metabolismo de las proteinas del hospedero y la evasion de la
respuesta inmune. En la anisakiasis, causada por la ingestion de la larva del nematodo
Anisakis que se encuentra en platillos de mariscos como el sushi y el sashimi, el parésito
puede invadir y penetrar la pared del estdomago o el intestino. Se ha encontrado que las
secreciones de la larva tejido-invasiva contienen una serin proteasa parecida a la tripsina
que puede facilitar la invasion de los tejidos del hospedero (Sakanari JA y McKerrow JH,
1989). Por otra parte se ha especulado que miembros del género Acanthamoeba, causantes
de la queratitis ameboide y la encefalitis granulomatosa ameboide (EGA), registrada
principalmente a pacientes débiles o inmunodeprimidos, la patogénesis de la infeccién por
Acanthamoeba puede ser un proceso que consta de varias etapas como adhesion,
degradacion e invasion. La secrecion de una serin proteasa con una fuerte actividad frente a
proteinas de la matriz extracelular puede facilitar la invasion de tejidos (Hong Y y Chung
D, 2000).

Otro padecimiento en el cual las serin proteasas tienen gran importancia es en la

infeccion por el pardsito Schistosoma mansoni que empieza con la invasion de la piel
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intacta por la larva acuatica, la cercaria, secretada por el caracol de agua dulce
Biomphalaria glabrata. La cercaria de S. mansoni mide alrededor de ~150 pm de largo y
70pum de ancho por lo que requiere de la lisis de los tejidos de la piel para migrar a los
vasos sanguineos. Se sabe que las secreciones de la cercaria poseen actividad proteolitica
ya que las macromoléculas del hospedero representan barreras a la invasion de la cercaria;
entre estas se incluyen la elastina, keratina, fibronectina, laminina, y colagenos IV y VIII.
Se ha reportado una serin proteasa en extractos de cercaria o en secreciones de cercaria
inducidas por el contacto con lipidos de la piel, esta proteasa es parecida a la
quimiotripsina, con actividad contra muchas de las barreras macromoleculares (Salter JP y
McKerrow JH, 2000).

I1.7.1. FAMILIA DE LAS SUBTILISINAS (S8).

La familia de las subtilisinas es la segunda familia mas grande de serin proteasas
que se ha identificado después de la familia de la quimiotripsina y esta ampliamente
extendida, sus miembros se encuentran en eubacterias, arquebacterias, eucariontes y virus.
La gran mayoria de las enzimas son endopeptidasas, pero también hay tripeptidil-
peptidasas. Se han determinado las estructuras cristalograficas para algunos miembros de
esta familia y estas muestran una triada catalitica compuesta de los mismos residuos que se
encuentran en las peptidasas del clan de la quimiotripsina. Sin embargo el orden de estos
residuos es diferente en la familia de las subtilisinas (Asp/His/Ser) y las estructuras
tridimensionales no muestran semejanza con la quimiotripsina, ya que la subtilisina y la
quimiotripsina no estan relacionadas evolutivamente.

La mayoria de las subtilisinas son sintetizadas como pre-pro-enzimas y
subsecuentemente son translocadas al exterior de la membrana celular via el pre-pépetido 6
peptido sefial, y finalmente activadas por el rompimento del pro-péptido, aunque hay
numerosas excepciones en las cuales los pro-péptidos estan ausentes y un pequefio nimero
de subtilasas que son intracelulares (Siezen et al., 1995). Se sabe que las endopeptidasas
kexina, furina, y enzimas relacionadas hasta ahora conocidas de levaduras y animales, se

rompen en el extremo C terminal hasta un par de aminoécidos basicos. En las subtilisinas el
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oxianion es formado por la Serina del sitio activo y la Asparagina 262 (numeracion de

acuerdo a la subtililsina Bacillus Protease N’ (BPN’)).

1 GSNVK-VAVIDSGIDSSHPDL NNSHGTHVAGTVAA NGTSMASPHVAGAA
2 GANVK-VAVLDTGIQASHPDL GNGHGTHVAGTVAA NGTSMASPHVAGAA
3 GSGAK-IAIVDTGVQOSNHPDL GNGHGTHCAGIAAA SGTSMATPHVAGVA
4 GTGVT-AYVIDTGVNNAHVEF CNGHGTHVAGTIGG SGTSMATPHVAGVA
5 GKHPTVSYVVDSGIRTTHSEF LLGHGTHVAGTVGG SGTSMACPHVAGLA
6 GOGSC-VYVIDTGIEASHPEF GNGHGTHCAGTVGS SGTSMATPHVAGLA
7 GRGVT-SYVIDTGVNINHKDF GNGHGTHCAGTIAS SGTSMASPHVAGLL
8 GAGVV-AAIVDDGLDYENEDL DDYHGTRCAGEIAA GGTSAAAPLAAGVY
9 GKGVT-IGIMDDGIDYLHPDL FNSHGTRCAGEVSA SGTSAAAPEAAGVFE
10 GHGIV-VSILDDGIEKNHPDL DNRHGTRCAGEVAA TGTSASAPLAAGII
11 HDGEVWRACIDSNEDGDLSKS GGAHGTHVASIAAG NGTSMSSPNACGGI
12 GDPGVTISVVDQGIQYDHEDL SENHGTHVGGIAAG SGTSMASPVVAGVA
13 DGTGTIIAIIDDGVDIDHEEF RDNHGTACAGVACG GGTSSACPGAAGVA

Figura 2.- Secuencias conservadas alrededor de los residuos de la triada catalitica en la familia de las
subtilisinas. Los residuos identicos en la subtilisina BPN' se muestran en negritas. Las flechas indican los residuos de la
triada catalitica. |.-Subtilisina BPN'; 2.-Subtilisina Carlsberg; 3.-Termitasa; 4.-Serin exopeptidasa A dependiente de
calcio Vibrio algynolyticus, 5.-Endopeptidasa extrcelular Yarrowia lipolytica, 6.-Endopeptidasa K; 7.-Cerevisina; 8.-
Kexina; 9.-Convertasa PC2 pituitaria humana; 10.-Furina de rata; 11.-Tripeptidil peptidasa [l humana; 12.-Halolisina; 13.-

Endopeptidasa dependiente de calcio Anabaena variabilis.

Algunos miembros de las subtilisinas tienen algin requerimiento por activacion de
un grupo tiol. Esta dependencia del tiol es atribuible a la Cys-173 cerca de la histidina del
sitio activo.

La familia de las subtilisinas contiene algunas proteinas mosaico. La endopeptidasa
secretada de Vibrio alginolyticus (conocida como “exopeptidasa A”) y Xanthomonas
campestris contienen dominios homologos carboxilo terminal similares a algunos
encontrados en metalopeptidasas, incluyendo una aminopeptidasa de Vibrio proteolyticus
(familia M28) y endopeptidasas de la familia de termolisinas (M4). Por otra parte las
subtilisinas que estan localizadas in la membrana celular de Lactococcus muestran un
domonio homélogo con otras proteinas de membrana bacterianas como es la proteina de

unién al fibrindgeno e inmunoglobulinas de Streptococcus.
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La familia S8 contiene algunas enzimas con extensiones amino ¢ carboxilo terminal
que no muestran relaciones con otras proteinas, la subfamilia de la kexina incluye
endopeptidasas con una variedad de extensiones carboxilo terminal.

La figura 3 muestra una representacion esquematica del sitio de union de las
subtilasas basados en los datos de unién en 3D obtenidos de algunas subtilisinas y de la
termitasa (McPhalen y James, 1998; Heinz y col., 1991; Takeuchi y col., 1991a, 1991b;
Gros y col., 1989). Esta region puede ser descrita como un canal o hendidura capaz de
acomodar al menos seis residios de aminoacidos (P4-P2’) de un sustrato polipeptidico u un
inhibidor (pseudo sustrato). Tanto las interacciones de las cadenas principales y laterales de

la enzima y el sustrato/inhibidor contribuyen a la union.

Figura 3.- Representacion esquematica de la union de un sustrato/inhibidor a una serin proteasa de la
familia de las subtilisinas. Las cadenas laterares del sustrato (de P4-P2’) se muestran como circulos. Las
posiciones de los residuos de aminodcidos de la enzima que pueden interactuar con las cadenas laterales P4-
P2’'se encuentran rodeando los sitios de union (S1, S2, etc). La numeracion de la enzima corresponde a la
subtilisina BPN’. Los enlaces de hidrogeno formados entre la enzima y el inhibidor se muestran en lineas

punteadas y el enlace que se rompe es la linea en zig zag, tambien se indican los residuos cataliticos D32, H64

y 221 y el residuo N155 que forma el oxianion (Siezen RJ y Leunissen JAM, 1997).
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En general, la especificidad de la subtilasa esta determinada por las interacciones de
las cadenas laterales de los residuos P4-P1 del sustrato y los residuos de los sitios de la
enzima S1-S4, respectivamente, con los sitios S4 y S| dominando la preferencia por el
sustrato.

Estos sitios de unién en las subtilasas tienen las siguientes caracteristicas
(numeracion en base a la subtilisina BPN’):

S2”: Es un bolsillo hidrofébico de tamario variable dependiendo de la orientacién de la
cadena aromatica lateral del residuo 189.

S1: Es una hendidura larga y elongada, rodeada a los lados por el esqueleto de los
segmentos 125-128 y 152-155, el residuo 166 en el fondo y con los residuos 156 y 129 en
los bordes.

S2: Es una pequeiia hendidura unida en ambos lados por el residuo 100 y el residuo del
sitio activo H64, en el fondo por el residuo hidrofobico 96, el residuo del sitio activo D32 y
el residuo 33.

S4: Es un bolsillo situado entre los segmentos 101-104 y 126-130, el cual parece tener dos
subsitios que pueden tener diferentes caracteristicas. El sitio 4a tiene a los lados y en el
fondo los residuos 96, 107, 126 y en borde al residuo 102. El sitio 4b tiene a los lados y en
el fondo los residuos 104, 135 y en el borde los residuos 128 y 130. Las cadenas laterales

de estos residuos determinan el tamafio del bolsillo S4.
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III._PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo con clonas genomicas que
contienen genes de actina de Trichomonas vaginalis, han demostrado la presencia de un
mayor contenido de G+C en las regiones codificadoras comparadas con las regiones no
codificadoras. Se analizaron las regiones adyacentes a los genes de actina de varias de estas
clonas; en particular, en el extremo 3’ de la clona gendmica 8A se detect6 una region con
un elevado contenido de G+C, la cual poseia homologia con serin proteasas. Estas
proteasas se han reportadas en otros microorganismos y parasitos y han sido consideradas
un factor de virulencia. En Trichomonas vaginalis Ginicamente se han descrito proteasas de
tipo cistein y metalo y hasta ahora no se han descrito proteasas de tipo serin. Por lo tanto
consideramos que la presencia de una serin proteinasa en 7. vaginalis podria ser un factor

de virulencia no descrito anteriormente en este parasito.

IV. OBJETIVOS.

1. Analizar el marco de lectura abierto incompleto contiguo a un gen de actina de T.
vaginalis

2. Determinar el nimero de genes y la expresion de una serin proteasa de T.
vaginalis.

3. Obtener la secuencia nucleotidica completa del gen que codifica para una serin
proteasa en T. vaginalis.

4. Deducir y analizar la secuencia de aminoacidos de una serin proteasa en T.
vaginalis.

5. Proponer un modelo estructural tedrico para la serin proteasa de 7. vaginalis.
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V. METODOLOGIA

V.1. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO (MINIPREPARACION).

1.- Crecer un cultivo de la cepa de Escherichia coli que contiene el plasmido durante toda
la noche a 37 °C en un bafio con agitacion constante en 3 ml de LB + ampicilina (USB)
(100 pg/ml) 0 el antibidtico adecuado segin el plasmido.

2.- Colocar 1.5 ml del cultivo en un tubo eppendorf.

3.- Centrifugar a 12,000 rpm por 30 seg.

4.- Descartar el sobrenadante. Agitar en vortex para suavizar la pastilla celular.

5.- Resuspender la pastilla en 100 pl de solucion 1 enfriada en hielo agitando en vortex.

6.- Adicionar 200 pl de solucion II preparada recientemente, mezclar el contenido por
inversion del tubo por lo menos 5 veces. No agitar en vortex. Mantener en hielo.

7.- Adicionar 150 pl de solucion III enfriada en hielo. Agitar en vortex suavemente por 10
segundos, para dispersar la solucién a través del lisado celular.

8.- Incubar en hielo de 3-5 minutos.

9.- Centrifugar a 12,000 rpm por 5 minutos en microfuga y transferir el sobrenadante a un
tubo limpio (en la pastilla se encuentra el ADN genémico).

10.- Adicionar volumenes iguales de Fenol (GIBCO) (250 ul): Cloroformo (SIGMA) (250
ul), agitar en vortex. Centrifugar a 14,000 rpm por 3 minutos. Pasar la fase acuosa a un
tubo limpio con 500 pl de cloroformo, agitar en vortex, centrifugar 3 minutos a 14,000 rpm
y transferir el sobrenadante a un tubo limpio.

11.- Precipitar el ADN con 2 volimenes de etanol (1000 pl) a temperatura ambiente.
Mezclar en el vortex, dejar reposar la mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente.

12.- Centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos.

13.- Remover en sobrenadante por aspiracion. Colocar el tubo en posicion invertida sobre
una toalla de papel, remover cualquier gota de fluido a las paredes del tubo.

14.- Enjuagar la pastilla con 1 ml de etanol al 70 % a 4 °C, remover el sobrenadante y dejar

secar la pastilla por 10 minutos.
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15.- Redisolver los acidos nucleicos en 50 pl de TE conteniendo RNAsa pancreitica libre

de DNAsa (GIBCO) (20 ug/ml). Agitar brevemente en vortex, incubar a 37 °C por 20

minutos y almacenar a -20 °C.

V.2. SECUENCIACION DEL EXTREMO 3’ DE LA CLONA GENOMICA 8A y
DEL FRAGMENTO DE 1528 PB DELA CLONA GENOMICA 9.2.

La secuenciacion del extremo de la clona genomica 8A se llevo a cabo en un

secuenciador automatico ABI-PRISM (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM), utilizando

como templado la clona 8A a una concentracion de 0.5 pg/pl y los siguientes

oligonucledtidos* llevados a una concentracion de 20 picomoles/pl:

Tabla IV

Oligonucleétidos utilizados para secuenciar la region 3’ de la clona 8A y la clona pSP9.2.

Nombre del
oliginucledtido*

(Sentido) (Tm).

Secuencia (5°-37).

Nombre del
oliginucledtido*

(Antisentido) (Tm)

Secuencia (57-3").

8Agact20 (49°C) CTCGCTACATTCCCACAG 8Agactl3 (38°C) GTTGCAATCTGGTAATGA

8Agact2] (47°C) GTTACGCACGAGCCAAGG 8Agactl4 (52°C) TGTGTGCCGTGGCCTGGG

8Agact22 (38°C) AAGTAGATATCCTGATTCAA | 8AgactlS5 (38°C) TGGCCATCTTTGATCTTT

8Agact23 (45°C) ACGATGGTATTGCACCTGAA | 8Agactl6 (43°C) TAGATGTCCAATGTGCGG

8Agact24 (38°C) | TCATTACCAGATTGCAAC Reverse primer GGAAACAGCTATGACCATG
(44°C)

9.2sepr2l (50°C) | CCATTACTTGCAGATTTATC

*Todos los olig dos fueron sintetizados por la casa ¢ ial INVITROGEN.
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V.3. EXTRACCION DE ADN GENOMICO.

CULTIVO DE Trichomonas vaginalis.

1.- En un tubo de ensayo con tapa de rosca (estéril) poner 6 ml de medio de cultivo TYM,
0.6 ml de suero de caballo inactivado (GIBCO) (10% del volumen de medio de cultivo) y el
volumen correspondiente a 0.5X10° células por ml.

2.- Cuando el cultivo tenga una cantidad aproximada de 1.6 a 2X10% células por ml, se
puede utilizar para inocular una caja de cultivo Nunc de 260 ml. Se ponen 50 ml de medio
de cultivo TYM, 5 ml de suero de caballo inactivado y el volumen total del tubo que se
vaya a utilizar como inéculo (7 ml aproximadamente), al dia siguiente este cultivo ya estara
lo suficientemente crecido como para preparar ADN del parasito. El cultivo para la
extraccion de ADN debe tener de 2 a 2.5X10° células/ml aproximadamente.

3.- El volumen total del cultivo se separa en dos tubos Nalgene de 50 ml. Se procesa
primero un tubo y luego el otro tubo para evitar la degradacién del ADN.

4.- Se centrifuga el tubo Nalgene con el medio de cultivo a 3000 rpm durante 10 minutos, a
4 °C en un rotor Sorvall SS34.

5.- Se decanta el sobrenadante cuidadosamente y se coloca en un recipiente de desechos
que sera esterilizado posteriormente.

6.- Se lava el boton de células con 20 ml de PBS pH 7.4 las cuales se resuspenden y se
vuelven a centrifugar en la misma forma que en el inciso 4.

7.- Se decanta la solucion de lavado y el boton de células se resuspende en 2 ml de PBS.

8.- En dos tubos eppendorf de 1.5 ml, poner 1ml de células resuspendidas en el inciso
anterior y centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto en una microcentrifuga.

9.- Decantar el sobrenadante y resuspender el boton con el liquido que sobra (20 pl).

10.- Agregar 300 ul de buffer de extraccion (ver apéndice) y 300 pl de fenol (GIBCO).
Agitar en vortex a velocidad de 3 durante 30 segundos y centrifugar a velocidad maxima
durante 3 minutos. A partir de este paso realizar la extraccion en forma rapida, ya que
debido a la gran cantidad de nucleasas de este parasito se puede degradar el ADN.

11.- Colocar la fase superior cuidadosamente (sin tomar la interfase) en otro tubo eppendorf
con 300 pl de fenol y 300 pl de cloroformo (SIGMA), se agita y se centrifuga igual que en

el paso anterior.
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12.- Se transfiere la fase superior cuidadosamente a otro tubo eppendorf con 500 pl de
cloroformo, se agita y se centrifuga en la misma forma.

13.- Se coloca la fase superior cuidadosamente en otro tubo eppendorf limpio y se precipita
con | ml de etanol absoluto y 40 pl de acetato de sodio 3M. Se deja a -20 °C por lo menos
2 hrs, 0 a-80 °C por Y hora.

14.- Centrifugar el tubo eppendorf con el ADN precipitado en una microcentrifuga a
velocidad maxima durante 15 minutos.

15.- Se elimina el sobrenadante y el boton se lava con 1 ml de etanol al 70% frio, se
decanta y se centrifuga durante 15 minutos.

16.- Se quita el exceso de etanol con una micropipeta y se deja secar el boton de ADN
durante 15 minutos aproximadamente, hasta que el botén quede transparente.

17.- El boton de ADN se resuspende en 50 pl de TE.

18.- Se agregan 0.5 pl de RNAsa (GIBCO) (20 pg/ml) y se deja a 37 °C durante 30
minutos.

19.- El ADN se guarda a -20 °C.

V.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Oligonucleotidos utilizados en la Reaccién de PCR:

Oligonucleétido. Secuencia. Tm (°C).
Reverse (antisentido). | 5S’GGAAACAGCTATGACCATGY’ 44
8Agact22 (sentido). 5’AAGTAGATATCCTGATTCAAY’ 38
PROGRAMA.
Paso. Tiempo. Temperatura.
1 10’ 92°C
2 I 92°C
3 I’ 42°C
4 2? 72°C
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5 30 ciclos (pasos 2-4).

6 1’ 92°C
7 11 42°C
8 5 72°C€
9

END.

La reaccion se lleva a cabo en un volumen total de 50 pl para el problema y 25 pl

para el control adicionando los reactivos en el siguiente orden y en las cantidades indicadas.

Solucion. Muestra. Control.
1.- H,Obd Estéril para PCR. 32.5ul 16.5 pl
2.- Buffer para PCR 10X. Sul 25l
3.- MgCl, 50Mm (3mM final). 3 1.5 ul
4.- ANTP’s 100mM (10mM c/u). 3l 1.5 ul
5.- Plasmido gactin8A (200 ng/ul). 0.5 ul -
6.- Oligo 8 Agact22 (200 ng/pl). 3pul 1.5l
7.- Oligo Reverse (200 ng/pl). 3ul 1.5l
Total 50 pl 25 ul
Aceite mineral 100 ul 100 pl

En el minuto 9 del primer ciclo adicionar | pl a muestra y 0.5 pl al control de la
enzima Taq DNA polimerasa (GIBCO).

Para reducir la posibilidad de contaminacién, todo el material (puntas de
micropipeta, tubos de PCR, y micropipetas) debe ser esterilizado previamente en la cdmara
de luz UV, ademas se deben utilizar guantes de latex nuevos y cubrebocas, la enzima se
saca del congelador en el momento preciso en el que se va a utilizar. El producto de PCR se
cloné en el vector TOPO (INVITROGEN) para eliminar el fragmento del vector

amplificado con el extremo 3.
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V.5. CLONACION DEL PRODUCTO DE PCR EN EL VECTOR TOPO.

1.- Amplificacion por PCR del fragmento que va a ser clonado.
2.- Correr un gel preparativo (agarosa al 0.8%) del producto de PCR y purificar la banda de

interés.

Clonacién del producto de PCR en el vector TOPO.

|.- Preparar la mezcla de reaccion para ligar el producto de PCR en el vector TOPO.

-2 ul de producto de PCR purificado (500 ng)

-0.5 ul de Diluite Salt Solution (5 pl de Salt solution (INVITROGEN)+15 pl de
agua bidestilada estéril).

-0.5 pl de vector TOPO (INVITROGEN).
2.- Mezclar ligeramente la reaccion de ligacion e incubar 15 minutos a temperatura
ambiente.
3.- Adicionar 2 pl de reaccion de ligacion a un tubo de células electrocompetentes (50 pl de
celulas) y mezclar.
4.- Electroporar las células a 2.46 kV colocandolas en una celda o cubeta para electroporar
(GIBCO).
5.- Inmediatamente después de electroporar, afiadir 250 pl de de medio SOC a temperatura
ambiente.
6.- Transferir las células electroporadas (300 pl) a un tubo eppendorf estéril.
7.- Incubar las células a 37 °C por | hora para permitir la expresion de los genes de
resistencia al antibidtico.
8.- Platear 1/10 y 9/10 del volumen total en cajas de LB+kanamicina.
9.- Incubar las cajas durante toda la noche a 37 °C.
10.- Las clonas obtenidas se cultivan en medio LB+kanamicina (USB) liquido para hacer

minipreparaciones del plasmido.

37



V.6. PROTOCOLO PARA PREPARAR LA SONDA RADIACTIVA.

1.- Diluir el ADN que va a ser marcado a una concentracion de 50 ng en 45 ul de agua
estéril o 10mM TrisHCI pH 8.0, ImM EDTA (TE Buffer) (el volumen no debe exceder los
45 ul.)
2.- Desnaturalizar la muestra de ADN en agua hirviendo (95-100 °C) por 5 minutos. Pasar
el tubo inmediatamente a hielo.
3.- Certrifugar brevemente para bajar el contenido.
4.- Adicionar el ADN desnaturalizado a la mezcla de marcaje (Amersham) y mezclar
brevemente hasta que el color azul este uniformemente distribuido. (No mezclar con pipeta
ya que la mezcla de marcaje puede quedarse en la punta y la reaccion no procede
eficientemente).
5.- Centrifugar brevemente para bajar el contenido.
6.- Adicionar 5 pl de Redivue [szp] dCTP (Amersham) y mezclar subiendo y bajando con
la pipeta de 4 a 5 veces. (La mezcla de reaccion puede cambiar de azul a purpura después
de la adicion del isotopo radiactivo).
7.- Incubar a 37 °C por 10 minutos.
8.- Parar la reaccion adicionando 5 pl de 0.2M EDTA.
9.- Adicionar 50 pl de T.E. 10-0.2mM.
10.- Pasar la reaccion por la columna de Sephadex G50, para eliminar la marca radiactiva
no incorporada.
11.- Desnaturalizacion de la sonda:

-Agregar a la sonda 0.1 volimenes de NaOH 3N (10 ul).

-Incubar 5° a temperatura ambiente.

-Transferir a hielo+agua.

-Agregar 0.1 volumenes de HCI 3N (10 pl).

-Agregar 0.05 volumenes de Tris IM pH 7.4 (5 pl).

-Mantener en hielo.

13.- Agregar la sonda desnaturalizada a la solucion de hibridacion.
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V.7. SOUTHERN BLOT.

I.- Digestion del ADN con enzimas de restriccion:

1.- Para cada digestion se utilizaron 15 pg de ADN genémico de T. vaginalis.

2.- El ADN se digirié con las siguentes las enzimas de restriccion Eco R1, Eco RV, Bgl 11,
Hind 111, Pst 1, Bam HI (GIBCO) y Cla 1 (New England Biolabs). Realizar dobles
digestiones con Pst 1/Bgl 11, Bam Hl/Bgl 11 y Hind 11I/Bgl 1l con un exceso de enzima
(10X). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 200 pl a 37 °C durante toda la
noche.

3.- Para las dobles digestiones de Hind I11/Bgl 11 y Pst 1/Bgl 11 fue necesario realizar una
extraccion fenol/cloroformo. Después de la primera digestion , precipitar el ADN y
posteriormente llevar a cabo la digestion con Bgl I1.

4.- A la maana siguiente se adicionaron 10 unidades mas de enzima de restriccion a cada
reaccion y se incubaron 3 horas mas para completar la reaccion.

5.- El ADN se precipité con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M y 2.5 volimenes de
etanol (a —70°C por | hora).

6.- Centrifugar a 14,000 rpm por 20 minutos.

7.- La pastilla se lavo con etanol al 70% frio y se dejo secar durante aproximadamente 5
minutos.

8.- El ADN se resuspendi6 en 10 pl de TE (pH 7.4). (Puede calentarse a 56° C para facilitar

la resuspension).

11.- Preparacion y corrida del gel.

l.- Preparar un gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE IX. Gel: 11X14 cm, de un grosor
aproximado de 6 mm.

2.- Cargar los marcadores de peso molecular y las muestras.

3.- Correr el gel a 80 volts hasta que el colorante mas rapido corra aproximadamente %
partes (aproximadamente 3 horas). Utilizar como marcador de peso molecular ADN del

bacteriofago Lambda cortado con Hind 111 (GIBCO).
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4.- Teiiir el gel con bromuro de etidio por 20 minutos. (Stock 1000X: 10 mg/ml).

5.- Lavar el gel 10 minutos en agua destilada.(opcional).

6.- Tomar una fotografia asegurandose de poner una regla fluorescente en luz UV alineada
al gel.

7.- Cortar el exceso de gel. Hacer una muesca en la parte superior derecha del gel, cuidando
de no exponer demasiado el gel a la luz UV.

8.- Transferir a un recipiente apropiado para los pasos de depurinizacion, desnaturalizacion

y neutralizacion.
I11.-Preparacion del ADN contenido en el gel para la transferencia a una membrana.

1.- Incubar el gel en 350 ml de HC] 0.25N durante 7 minutos. Mover muy suavemente la
charola para mezclar. Descartar la solucion y repetir este paso.
2.- Incubar el gel en 250 ml de solucion desnaturalizante durante 15 minutos. Descartar la

solucidn y repetir este paso.
3.-Incubar el gel en 250 ml de solucion de neutralizacién, durante 30 minutos. Descartar la

solucion y repetir este paso.

IV.-Transferencia del ADN a una membrana de nylon.

1.- La transferencia se prepar6 en la campana de extraccion.

2.- El gel se transfirié a la membrana Zeta probe GT (Bio Rad), durante toda la noche.

3.- Después de la transferencia, se marcaron los pozos del gel en la membrana con tinta, y
se cortd la esquina correspondiente que ha sido marcada en el gel. La membrana se lavé
con agitacion suave en solucion SSC 2X durante 10 minutos y se dejo secar al aire | hora.

4.- Una vez seca, la membrana se fijo en el horno UV a 12000 pJ.

V.- Pre-hibridacion de la membrana.

-Despues de hornear la membrana se prehibrida por lo menos 2 horas en aproximadamente

15 ml de solucion de prehibridacion, a 42° C en el horno de hibridacion.

40



VI.-Hibridacion.

1.- Medir cuanta solucion de prehibridacion absobio la membrana y desechar el resto.

2.- Agregar al tubo con la membrana 10-15 ml de la soluciéon de hibridacién fresca
conteniendo la sonda radiactiva desnaturalizada.

3.-La sonda se hibridé durante 2 Cot Y2 a 42 °C.

Cot Y2=2(1/X)(Y/5)(Z/10)

Donde:

X= Peso de la sonda en pg.

Y= Tamaifio de la sonda en Kb.

Z= Volumen de hibridacion.

VIl.-Lavado del filtro.

.- Lavar la membrana con 2X SSC/0.5% de SDS, hacer los lavados a temperatura
ambiente y después aumentar la temperatura paulatinamente revisando la membrana tras
cada lavado.

2.- Envolver la membrana en plastico Egga Pack y exponer a pelicula de rayos X

(Hyperfilm, Amersham) con pantalla intensificadora.

V.8. EXTRACCION DE ARN DE Trichomonas vaginalis.

Técnica de extraccion de ARN total utilizando el reactivo TRIZOL (GIBCO).
Pasos de la técnica: 1.- Homogenizacion.

2.- Fase de separacion.

3.- Precipitacion de ARN.

4.- Lavado de ARN.

5.- Obtencion del ARN.
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1.- El cultivo de 7. vaginalis de 50 ml creciendo en fase logaritmica se cuantifica (Se han
contado 600,000 parasitos por mililitro y se han tomado 14.16ml para ajustar a 8.5X10°
parasitos para hacer la extraccion), centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C,

2.- Resuspender en 1 ml de PBS/DEPC estéril y transferir a un tubo eppendorf de 1.5 ml,
centrifugar a 14,000 rpm | minuto a 4 °C.

3.- Desechar la solucion de lavado y resuspender los parasitos en 1 ml de TRIZOL y por
pipeteo repetitivo lisar las células con el trizol.

4.- Incubar la muestra durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la
disociacion completa de complejos nucleoprotéicos.

5.- Agregar 0.2 ml de cloroformo (USB) y mezclar por medio de inversion durante 15
segundos e incubar a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos. Centrifugar las muestras a
14,000 rpm, (12, 000xg), durante 15 minutos a 4 °C. (No debe excederse esta cantidad).

6.- Transferir la fase acuosa (superior sin color, aproximadamente 1ml de trizol) donde se
encuentra el ARN a un tubo limpio y precipitar con 0.5 ml de alcohol isopropilico (USB).
7.- Incubar la muestra a temperatura ambiente por 10 minutos.

8.- Centrifugar a 14, 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, (2-8 °C) (El precipitado de ARN
frecuentemente es invisible antes de centrifugar; se forma un botén parecido a un gel.)

9.- Quitar el sobrenadante y lavar el boton de ARN con 1 ml de etanol/agua al 75% en agua
DEPC (SIGMA).

10.- Mezclar la muestra en vortrex y centrifugar a no mas de 10, 000 rpm,(7, 500 xg),
durante 5 minutos a 4 °C, (2-8 °C).

11.- Eliminar el sobrenadante y secar al botén de ARN. Disolver el ARN en 10 ul de agua
DEPC (agua bidestilada tratada con DEPC).

12.- Checar y cuantificar el ARN obtenido mediante un gel de agarosa 0.8%.

13.- Al descongelar el ARN no se debe agitar en vortex y para resuspender la pastilla de
ARN se calienta durante 10 minutos a 60 °C antes de tomar la alicuota para identificar en el
gel (siempre se calienta toda la muestra).

14.- Se mezclan de 1-2 pl de la muestra de ARN + 4 pl de H20 + 2 pl de buffer de carga
6X para RNA, se calientan a 75 °C durante 10 minutos y se colocan en hielo de 5-10
minutos se carga en el gel no olvidando poner marcadores de peso molecular especificos

para ARN (hay marcadores de alto peso molecular y de bajo peso molecular).

42



V.9. NORTHERN BLOT.

Preparacion del Gel de agarosa al 1% (14X11 cm) con formaldehido.

Para preparar el gel se utiliza el material horneado y esterilizado. Se pesa 1 gr de
agarosa y se coloca en el vaso de precipitados, se adicionan 73 ml de H,O-DEPC. Una vez
que se ha fundido la agarosa, se deja enfriar hasta aproximadamente 60 °C y bajo la
campana de extraccion se le agregan al gel con una pipeta de vidrio 16.2 ml de
formaldehido y 10ml de buffer MOPS/EDTA 10X. Se mezcla muy bien y se vacia en la
camara de electroforesis.

El gel se deja solidificar de 2.5 a 3 horas dentro de la campana de extraccion.

Preparacion de las muestras.
La preparacion de las muestras se hace 30 minutos antes de cargar el gel.
-Mezcla por tubo:
-0.76 pl de MOPS/EDTA 10X.
-0.78 pl de H,O-DEPC.
-2.72 pl de Formaldehido.
-6.8 ul de Formamida.
-3 ul de RNA + 0.5 pl de H,O-DEPC.

Las muestras y los marcadores de de peso molecular altos (0.24-9.5Kb) y bajos
(0.16-1.77Kb) (GIBCO) se calientan a 65 °C por 15 minutos y después se colocan en hielo
durante 2 minutos.

A cada muestra se le adicionan 4.5 pl de buffer de carga para ARN 6X y 4 pl a los
marcadores de peso molecular. En el gel se cargaron 8 pl de marcadores de peso molecular
y 20 pl de cada muestra, por duplicado ya que la mitad del gel se tefiira y la otra mitad se
utilizara para hacer la transferencia.

El gel se corre a durante 3 horas a 80 volts con buffer MOPS/EDTA 10X.

Una vez que se terminé de correr el gel se colocé en el molde pyrex y se corta por la
mitad. Una mitad se tifie con bromuro de etidio durante 5 minutos y se destifie en agua-

DEPC.
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Una vez tefiido, se procede a tomarle una fotografia para lo cual se coloca una regla
haciendo coincidir el cero con el inicio de los pozos del gel.

El resto del gel se transfiere a membrana de NITRAN (S&S NC) durante un tiempo
minimo de 17 horas para asegurar una transferencia completa, utilizando 120 ml de buffer
de trnsferencia.

Realizada la transferencia, en la membrana se marcan cada uno de los pozos del gel,
se lava en agua-DEPC, se deja secar por 1 hora sobre papel wattman a temperatura
ambiente y luego se fija en una camara UV a 12,000 pJ. Esta membrana esta lista para ser

hibridada con una sonda radiactiva, como se describid en el inciso VI de protocolo IV.7.

V.10. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA OBTENER LA SECUENCIA
COMPLETA DE LA SERIN PROTEASA DE Trichomonas vaginalis.

V.10.1. Escrutinio de la biblioteca de cDNA de Trichomonas vaginalis.

La biblioteca de cDNA con la que se trabajo se habia construido con anterioridad en
el laboratorio donde se desarrolld el presente trabajo. Esta biblioteca constaba de dos
poblaciones: una de fragmentos grandes y otra con fragmentos pequefios de cDNA, se

mezclaron alicuotas de ambas poblaciones y esto se utilizé para realizar el escrutinio.

Titulacion de la biblioteca:

Para determinar el nimero de unidades formadoras de placas (pfu) por ml, se realiz6
lo siguiente:
1.- Inocular 50 ml de LB suplementado con 0.2 % de maltosa y MgSO4 10 mM en un
matraz Erlenmeyer estéril. Con una colonia de la cepa de E. coli XL1-Blue MRF".
2.- Crecer con agitacion a 30 °C, durante toda la noche.
3.- Centrifugar las células en un tubo nalgene por 10 minutos a 2000 rpm en un rotor
Sorvall SS34.
4.- Cuidadosamente descartar el medio y resuspender la pastilla en 15 ml de MgSO4 10
mM. No Vortexear.
5.- Diluir las células hasta una DOggp= 0.5 con MgSO,4 10 mM.
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6.- Hacer duliciones seriales del fago con buffer SM.

7.- Adicionar 200 pl de células (a una DOggg- 0.5) a un tubo falcon e inocular con el fago
diluido.

8.- Incubar los tubos que contienen las células y los fagos por 15 minutos a 37 °C.

9.- Adiconar 3 ml de top agar (asegurarse que el top agar esta a 48°C antes de adiconarlo) y
platear en cajas de agar LB o NZY. No adicionar antibiético a los cultivos O/N o a las cajas
de titulacion. Dejar solidificar las cajas por 10 minutos e incubar a 37 °C durante toda la
noche.

10.- Contar el nimero de placas y determinar el titulo (en pfu’s por mililitro) de la
biblioteca.

Levantamiento de las placas.

1.- Platear en cajas de agar de 150 mm 50,000 pfu/caja; se utilizan 600 pl de un cultivo de
la cepa de E. coli XLI-Blue MRF’ a una DOgp= 0.5/caja y 6.5 ml de top agar/caja.
Preparar 20 cajas para hacer el escrutinio en 1X10° pfu.

2.- Incubar las cajas a 37 °C por 8 horas aproximadamente, hasta que las placas tengan un
tamafio aproximado de 0.5 mm.

3.- Enfriar las placas por 2 horas a 4 °C para prevenir que el top agar se pege a las
membranas de nitrocelulosa.

4.- Cortar una muesca en las membranas de nitrocelulosa (Amersham).

5.- Dejar transfiriendo las placas a la membrana por 2 minutos, marcar la membrana y la
caja con una aguja hipodérmica embebida en tinta china. Si se hacen duplicados estos se
deben de transferir durante 4 minutos.

a.- Desnaturalizar la membrana de nitrocelulosa después de levantar colocando la
membrana en solucion desnaturalizante por 2 minutos.

b.- Neutralizar la membrana en solucién de neutralizacién por 5 minutos.

c.- Lavar la membrana no mas de 30 seg en solucion de lavado.

6.- Dejar secar las membranas durante 1 hora.

7.- Fijar en el horno de UV a 12000 pJ.

8.- Almacenar las cajas de agar a 4 °C para que se utilizen después del escrutinio.

9.- Hibridar las membranas con la sonda adecuada, como se describio en el inciso VI de

protocolo IV.7.
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10.- Alinear las placas positivas con las cajas para su posterior escision.

Escision de las clonas seleccionadas:
l1.- Con la punta de una micropipeta separar la placa de interés de la caja de agar y
transferirla a un tubo eppendorf estéril conteniendo 500 ul de buffer SM y 20 ul de
cloroformo, agitar en vortex para liberar las particulas de fago en el buffer SM e incubar de
1-2 horas a temperatura ambiente.
2.- Crecer por separado durante la noche cultivos de células £. coli XL1-Blue MRF’,
suplementados con maltosa al 0.2% y MgSO,; 10mM, y de células de E. coli XLOLR en
medio NZY liquido a 30 °C, hasta alcanzar una DOgge= 1.
3.- Centrifugar brevemente las células XL1-Blue y XLOLR y resuspenderlas en MgSO4
10mM a una DOgge= 1.0.
4.- En un tubo falcon de 15 ml, combinar los siguientes componentes:

-200 pl de células XL1-Blue MRF’.

250 pl del stock de fagos (conteniendo >1X10° particulas de fagos).

-1 pl de fago cooperador ExAssist (>1X10° pfu/ul).
5.- Incubar el tubo falcon a 37 °C por 15 minutos.
6.- Adicionar 3 ml de medio NZY e incubar por 2.5-3 horas a 37 °C con agitacién.
7.- Calentar el tubo falcon por 20 minutos a 65-70 °C. Después centrifugar a 1000xg por 15
minutos.
8.- Decantar el sobrenadante en otro tubo falcon estéril. Este stock contiene el fagémido
escindido y empacado como particulas de fago filamentoso.
9.- Para platear los fagémidos escindidos, adicionar 200 ul de un cultivo fresco de células
XLOLR a una DOgg= 1.0 a dos tubos eppendorf. Adicionar 100 pl del sobrenadante de
fagos del paso 8 a un tubo y al otro adicionarle 10 pl del sobrenadante de fagos.
10.- Incubar los tubos a 37 °C por 15 minutos.
11.- Adicionar 300 pl de medio NZY a cada uno de los tubos e incubar a 37 °C por 45
minutos.
12.- Platear 200 pl de la mezcla de células de cada uno de los tubos en cajas de agar

LB+kanamicina (50 pg/ml) e incubar a 37 °C durante toda la noche.
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V.10.2. Amplificacion rapida de extremos 3’ de cDNA (3’ RACE).

La técnica de 3" RACE consta de los siguientes pasos:

a) Sintesis de cDNA a partir de ARN poli A+ de T. vaginalis.

El ¢cDNA utilizado para llevar a cabo esta técnica fue elaborado con anterioridad en

nuestro laboratorio por la QFB Guadalupe Barrera y por la Doctora Norma Espinosa.

b) Amplificacion por medio de PCR del gen de interés utilizando como templado el

cDNA sintetizado.

En la primera amplificacion se llevaron a cabo 4 reacciones, ya que se utilizaron 2

muestras de cDNA diferentes y 2 oligonucleétidos distintos:

Muestras de cDNA:
-cDNA 1.
-cDNA 2.
Oligunucledtidos utilizados la primera amplificacion:
Oligonucleétido. Secuencia. Concentracion. Tm.
AUAPB 5’GGATCCGGCCACGCGTCGACTAGTAC3’ 40 picomoles/pl 61 °C
8Agact23 5'ACGATGGTATTGCACCTGAA3' 20 picomoles/pl 45 °C
8Agact24 S'TCATTACCAGATTGCAAC3' 20 picomoles/pl 38°C

El volumen de reaccion en el que se llevo cada una de las reacciones fue de 50 pl

adicionando los reactivos en el siguiente orden:

Solucion. Muestra. Control. [
1.- H,O bidestilada estéril. 30.5 ul 315l !
2.- Amortiguador Expand HF 10X Sl Spl
3.- MgCl, 25mM. 6 ul 6 ul
4.- dNTP’s 100mM (10mM c/u). 3ul Ip
5.- cDNA de T. vaginalis. 1 pl -
6.- Oligonucledtido AUAPB. 2pl 2 ul
7.- Oligonucledtido especifico 2ul 2ul
(8Agact23 6 8Agact24). _
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8.- Enzima Expand High Fidelity 0.5 ul 0.5 pul
PCR System.

Total. 50 pl 50 pl
Aceite mineral. 100 pl 100 pl

El programa para realizar la primera amplificacion con el oligonucleotido 8Agact23

fue el siguiente:

Paso. Tiempo. Temperatura.

1 10° 92°C

2 g 92°C

3 2! 42°C

4 2 72°C

5 30 ciclos (pasos 2-4)

6 12 92°C

7 27 42 °C

8 3 72°C

9 END.

El programa para realizar la primera ampli

fue el siguiente:

ficacion con el oligonu

cleotido 8Agact24

Paso. Tiempo. Temperatura.

1 10° 92°C

2 I’ 92%C

3 2’ 36°C

4 2 72°¢

5 35 ciclos (pasos 2-4)

6 1" 92°C

7 2 36°C

8 5 72°C

9 END.

c) Clonacion del producto de PCR purificado.

Debido a que se obtuvo una amplificacion inespecifica no se clono el producto de

amplificacion.
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V.10.3. Biblioteca genémica parcial Hind I11-Bgl 11 de Trichomonas vaginalis.

l.- Se extrajo ADN genémico de T. vaginalis como se indica en protocolo 11.4.

2.- Se digirieron 10 pg de ADN gendmico con 150 unidades de la enzima de restriccion
Hind 111 durante 8 horas a 37 °C.

3.- Al finalizar la primera digestion se llevo a cabo una segunda digestion con 150 unidades
de la enzima Bg/ Il durante 8 horas a 37 °C.

4.- El ADN digerido se extrajo con fenol/cloroformo, se precipité con etanol/acetato de
sodio y se resuspendio en 20 pl de H,0 bidestilada estéril.

5.- Los fragmentos genomicos se clonaron en el vector pBluescript KS. Este vector se
preparé de la siguiente manera: se digirieron 12.5 pg con 80 unidades de las enzimas Hind
Il y Bam HI. La digestién se llevo a cabo a 37 °C por 10 horas. Una vez digerido se extrajo
con fenol/ cloroformo, se precipito con etanol/acetato de sodio y se resuspendié en 20 pl de

H-0 bidestilada estéril.

6.- El ADN genémico se ligd con el vector digerido en un volumen de 40 pl durante 24
horas a 25 °C y en relacion 1:1 (500 ng: 500 ng) entre ADN gendémico y vector de la

siguiente manera:

Solucion. Ligacion Control
1.- H>0 bidestilada estéril. 33.37ul 255 ul
2.- Buffer 5X ligasa. 8 ul 8 ul
3.- Vector (pBluescript KS) /Hind 0.5 pul 0.5 pl
[/Bgl 11 (1 pg/ul).
4.- ADN gendmico de T. vaginalis 3.3 pl
/Hind 111/Bam HI (0.16 pg/pl).
5.- T4 ADN ligasa (1 U/ul). 2l 2 ul
ATP 100 pM. 4 pl 4l
Total. 40 ul 40 pl
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7.- La ligacion se precipité con etanol y ARNt como acarreador y se resuspendi6 en 20 pl
de TE.

8.- Células electrocompetentes se transformaron por electroporacion de acuerdo al
protocolo I11.12.4 con el volumen total de la ligacion.

9.- Las células electroporadas se platearon en cajas de LB + Ampicilina (USB) (50 pg/ml),
y se realiz6 una hibridacion en colonia de acuerdo al protocolo III.12.5 para seleccionar

clonas que contuvieran el gen de interés.

V.10.4. Transformacion por electroporacion.

1.- Colocar la camara y las celdas de electroporacién en hielo.

2.- Colocar la reaccion de ligacion en bafio de hielo y descongelar las células
electrocompetentes en hielo.

3.- Mezclar las células electrocompetentes y la ligacién por pipeteo.

4.- Depositar la mezcla de la ligacion y las células electrocompetentes en una celda de
electroporacion fria, aseguarandose de tocar los dos electrodos.

5.- Colocar la celda en la camara de electroporacion y conectarla a la fuente de poder.

6.- Cargar la fuente de poder a 2.46 kV.

7.- Electroporar las células electrocompetentes.

8.- Inmediatamente después de llevar a cabo la electroporacion adicionar 1 ml de medio
SOC y mezclar por pipeteo.

9.- Incubar las células por 1 hora a 37 °C para su recuperacion y expresion de genes de
resistencia al antibiético.

10.- Platear en cajas de LB+Ampicilina 1/10 de la ligacion.

11.- Incubar O/N las cajas de LB+Ampicilina.
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V.10.5. Hibridacion en colonia.

1.- Se preparan S cajas petri de vidrio con papel wattman en su interior.
2.- Cada una de las cajas se humedece con una de las siguientes soliciones.

Caja #1: SDS 10%.

Caja #2: NaOH 0.5M NaCl 1.5M.

Caja #3: Tris 0.5M pH 7.4 NaCl 1.5M.

Caja #4: Tris 0.5M pH 7.4 NaCl 1.5M.

Caja #5: SSC 2X.
3.- Las cajas de petri con las células transformantes resultantes de la electroporacién se
abren bajo la campana y se les coloca la membrana de nylon numeradas con lapiz. Se dejan
transferir por un minuto se orientan perforando la membrana con una aguja impregnada con
tinta china y haciendo un corte en forma de triangulo, el cual también se marca en la caja.
4.- Una vez transferidas las células a la membrana de nylon, ésta se levanta con mucho
cuidado y se coloca de manera consecutiva en cada una de las 5 soluciones ateriores por 5
minutos en cada una, cuidando que las células queden hacia arriba.
5.- Al finalizar las membranas se dejan secar por | hora a temperatura ambiente.
7.- Ya secas, las membranas se fijan en la camara de luz UV a 12,000 pJ.
8.- Después de fijarlas se procede a lavar las membranas con una solucion de SSC 5X; SDS
0.5% y EDTA 1 mM, frotandolas suavemente para quitar los desechos celulares.
9.- Una vez fijadas y lavadas, se prehibridan e hibridan con la sonda adecuada para realizar

el escrutinio de las clonas positivas.

* Para la preparacion y composicion de las soluciones utilizadas en la metodologia ver el apéndice.
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VI. RESULTADOS.

VL.1. ANALISIS DE LA CLONA GENOMICA 8A DE Trichomonas vaginalis.

En T. vaginalis existe evidencia que las regiones codificadoras tienen un nivel mas
alto de contenido de G+C que las regiones no codificadoras (Espinosa y Lopez-Villasefior,
2001). En el laboratorio de la Dra. Imelda Lopez se han aislado y secuenciado varias clonas
gendmicas que contienen genes de actina. Estas clonas fueron obtenidas de una biblioteca
genomica construida a partir de ADN gendmico de T. vaginalis digerido con Eco RI. El
analisis del contenido de G+C de una de estas clonas (Clona 8A) muestra que la regién que
codifica para el gen de actina tiene un mayor contenido de G+C que las secuencias no
codificadoras que lo flanquean (Figura 4). En la segunda mitad de la secuencia de esta
clona (region 3°) se observa un aumento en el contenido de G+C lo que sugiere la presencia
de una regién codificadora.

Este proyecto inicio con la biisqueda de un marco de lectura abierto en la regién 3’
de la clona 8A. Es importante mencionar que esta region de la clona 8A habia sido
secuenciada en una sola direccién (una sola cadena) y existian varias posiciones poco claras
en la secuencia. El analisis inicial de la secuencia preliminar no mostré un marco de lectura
abierto (datos no mostrados). Se decidié por lo tanto secuenciar las dos cadenas de esta
region, para lo cual se disefiaron los oligonucleétidos apropiados (Tabla IV). La region
secuenciada con cada uno de estos oligonucledtidos se esquematiza en la figura 5. De esta
manera se obtuvo la secuencia completa de la clona 8A que consta de 5608 pb, leida en
ambas cadenas (Figura 6). Los sitios de restriccion se mapearon con el programa DNAman
(Lynnon Biosoft) y algunos de ellos se verificaron experimentalmente (datos no

mostrados).
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Figura 4.- Grafica de contenido de G+C de la clona 8A realizada con el programa DNAsis (Hitachi
Software) con una ventana de 20 nucledtidos; a: gen de actina, *: regiones intergénicas, b: regién con alto

contenido de G+C que sugiere la presencia de una region codificadora.

#50h 2y 5,608
5" 12 <l Actina Serin P;oteinasa 3
22 = 4 Hev
900bp 22y Soer

Figura 5.- Mapa de restriccion de la clona gendémica 8A. Las flechas inferiores indican la region
secuenciada con los distintos oligonucledtidos. La region marcada con un asterisco(*) indica la secuencia
amplificada por PCR y utilizada como sonda para realizar los anilisis de Southern blot y northern blot. Las

dos lineas diagonales indican que el gen esta incompleto.
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La region 3’ de la clona 8A se analizO mediante el programa BLAST X
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para buscar una similitud con secuencias reportadas. Este
analisis mostré homologia con varias serin proteasas reportadas de otros microorganismos

(Tabla V).

Tabla V
Microorganismo. Homologia. E*.
Dictyostelium discoideum. | Serin proteasa. Se-25.
Bacillus sp. Proteasa NV 1. le-9.
Bacillus anthracis. Peptidasa S8 3e-9
Bacillus cereus. Proteasa extracelular menor VPR | 3e-9
(precursor).

Bacillus sp. Proteasa SD521. 6e-9
Bacillus sp, Proteasa D6. le-8
Bacillus sp. Proteasa KSM-9865. le-8
Bacillus sp. Proteasa KSM-KP43. le-8
Oceanobacillus iheyensis Serin proteasa microbiana. le-8
Geobacter metallireducens | Subtilisina parecida a serin proteasa. | 2e-8
Aquifex pyrophilus Serin proteasa. 9e-8
Geobacter sulfurreducens | Subtilisina. le-6

Resultados de la busqueda de similitud (BLAST X) de la secuencia del extemo 3" de la clona
genomica 8A de Trichomonas vaginalis.

*A un valor més pequefo de E corresponde una homologia mayor.
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Secuencia de la clona gendmica 8A.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

GAATTCGCTA
TCCAAAGAGA
GTTTGGATGT
TGATTTTGAT
GCGCCTTTGC
TCGCGAGATG
TCTGAAGGAA
ACAGATTTCA
ARARATTGGC
TGACTGTTTC
AGAAAACTGT
TGTTAGTTTT
TTATAATAGA
TAAAATCATC
GGAAATTCAA
TATTAGTTCA
TATGATTTTA
GTTGATTCAA
AATTTTTGTT
AAATTAGAAT
TCTGAATTTC
AAAAGTTTCA
TTCTTGACAC
ACCGGAGAAT
CACTCTGTAT
CACTTCACGT
GCTGAAGAAG
TGCACTTACC
CAAAGTACAA
CCTGCTCCAA
ACTGGGATAA
CAACAGAGCA
AARAATGATCC
GCTGTCTTTC
GTGTTTCCCA
TTAACCTCGC
ATGCTTTCAA
ATGTCGCCCT
TCAACTACAC
CAGAAATGCT
TCTTCGACTC
TTCTTTCTGG
ACAGCTCTTG
GCCGTTTGGG
ACCAAGGAGG
ATATTTTATT
TTTGAAATTA
ACTCATTATG
ATTAATCTCC
CATTCCAAAA
TARAGAATTG
CTGGTGATAT
ARCAAAAAAC

CTTACGATGC
TTTCTTACTT
TTCTTTGACA
TTTGGTATCA
ACAACAAGCA
CAAGCACCAT
CTGTTGGTGT
TTGACGCATT
TGATGTTGTA
TGGTGAAAAG
TATTGGAGTA
AARATTAACAT
ATCTTTTCGT
ATCAAATAAC
ATAATTTTAT
TGCTTGTTAG
TGCATATGGT
AGCGATTATA
AARATTATTTC
TGTTATATAA
CARAACTTTC
AGCTGTAATT
TCCTTTCARA
ATAATAATAT
TTAGTATGCA
TTGCCCTATT
ACGTTCAGAC
TCTCGGTGAT
ACAACAATTA
GGCTGGTGTC
ATGAGAAAAG
CCCAGTTCTT
CCTCATGTTC
TCTCTACTCC
CACAGTTCCA
TGGCCGTGAT
CACAACAGCC
CGACTTCGAT
ACTTCCAGAT
CTTCAAGCCA
CATCATGAAG
TGGCACAACA
CTCCACCAAC
TCGGTGGCTC
AATACGACGA
AGCTTCCCAG
ATCACATTCT
ATTTTAACTA
TTTAATGTGA
TAGTCAATAA
TGTTTTTTAC
GTTGTAAAAA
AATCTATAAC

ATTTAAGCARA
TGGGACCAAA
TGGTTCAAAA
TCAGAACTGA
CTTGCAAGAG
AGATCTCTTG
CGAGATGTTG
GATGAGGARG
AATGGAAAGA
AAGGATAAGA
ACARATGTTG
GTTTTAAAAC
TARARAATAA
TTTATTCACG
GATGTGAAGA
GGTCGAAATT
GTAAGGAAAT
TTACTTGTAA
TACCGAAATT
AATGAAAATG
ARAATTTGAT
TTTGCTTTAT
ACTTTCCAAT
GAACARAATT
AACGCTTTTG
TCTGAGGGAR
ACTCGTTATC
GAAGCCCCAC
GTTGGTGGCA
CTCATCCTCA
ATTTGGCACC
TTTACAGAAG
GACACGTTCA
TCTGGCCGTA
ATTTACGAAG
CTCACAGCCT
GAAAAGGAAA
GCTGAAATGG
GGCAACGTCA
TACTTCGATG
TGCGATATCG
ATGGTTCAAG
AATGAAGGTC
CATCCTTGCT
GGCTGGCCCA
TTAACAAATT
CAACTGGCCA
ATATGGCTGC
TTTTCCATAT
CCATCTTTTA
ARGATTGCCC
AGAAGTTTAA
ATGAGAATTT

TTCTTCAATT
TACCATCACA
CAATTTCGCC
GAAATCTCAC
CTGTTTCTAA
ARAAGTGCTG
AAGAATGCAA
GCTTTGCTCA
ATGGAATTAA
ARAGTGAGAGT
BRATCARATCA
ATTCTGTTTC
ARATTATATT
TTCACATAAG
GTTTGRATTG
GGAAAGGTTG
TTTATTTGTT
AGATGATAAT
TATTGTTAGT
TCCTGTCGAC
ARGAGGACAA
ATGCTCTATA
TTTTTGAARA
AAACAAAATT
AGATTTCATC
CTGAAATTGA
GATAACGGCT

CTCAGTCTAA
TTTGACCGAA
TGCAGAAGTT
AGGAGGTGCT
AGCTACRACA
ATGACATAGC
TGAARCTGTT
GGCARATGGA
GTTCGAACAA
GTTCATGGGA
TTCTTTTTAA
ATTCTAATTA
ARAATGTATG
AAAGCTTGTA
TCCGCTAAAT
GACCAAMCAT
CAAATGTTGA
ATTTAGACTT
TTTAAAAGGA
ATTGTGAAAC
TAAATTTTCC
TTAGTTAACA
CATAATTTTC
TTTTCAAATA
GTTTGAAAAA
CTTCACATTT
CTGGTATGTG

GCTCTGTTTT

ATGCCAAGGA
AGTACCCAAT
ACACATTTTA
CCCCACTCAA
ACGTCCCCAT
CAACAGGTAT
GCTACTCCCT
GGATGGTCAA
TCGTTCGTGA
AGAAGGCCGC
TCACAATCGG
GTATGGAATA
ATGTTCGTAA
GGCATCGCCG
AAGATCGTCG
TCCCTCGCTA
TCCATCGTCC
TAATCAGTTT
ATTACTATTT
CGTTGTCTAA
GAATTTGATT
TGTTCTTATT
TTCATATAAC
ATTTGAAAAA
CTCTCTGAAG

TCCATCCGTT

TGTTTTCGTT
TGAACACGGT
CACGAAATTT
CCCCAAAGGC
CCTTCTATGT
CGTTTTCGAT
TCCACACGCC
GCTTCTCACA
CATCAAGGAG
TACAGACTCC
CAATGAGCGC
CGATGGTATC
GGATCTCTAC
AACGTCTTGA
CCCCAGAAGA
CATTCCCACA
ACCGCAAGTG
TTTAAAATAT
ACTAATCATT
ATTAAAATTC
ARACCAAATG
GAATTATTTT
TAGCTAGTTT
TAGATAAAAG
GTCTTCGAAT

AAGAGACGAA
TCCARAGAAG
CATTTAGAGA
GAAATGAAAG
TTAGAAACGT
AAACATCATT
CCCAGGAGCA
GATGCAAGAC
TCAATTTCTG
ACTGAAAGAA
AAATATAAAT
CATCACTTAT
ATTAATAACA
AGCGATATTT
AARAATTAAA
ATATGTATAG
TCARAATTTG
AATTTCTTGA
TTTTAATGTG
GATCTTTCTC
GTACGTTCTT
ARARCTAAAA
CTCAGTTTAA
GGACAATCAT
CCCACAAGTC
ACTTCTCATG
CAAGGCTGAC
GTCGGCCGTC
GGTGATGAAG
ATCGTCAACA
GTGGTTGACC
TAACCGTGAG
CGGCATCCAG
GCTGGTGATG
ATCATGAGAC
GAGCGTGGCA
AAGCTTTGCT
TCCATCAACG
TTCCGCTGCC
GACAAGACAC
GCTAACATCG
CAAGGAAATC
GCGTAAGTAC
GATGGTTATC
CTTCTAAACT
TTTTCAATAT
ATTTCATCCA
ATTAATTTTT
TTACATAAGT
TTCATATTTA
TTAGTTTCAT
ATTTTTATGA
GCTGTGACGT
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3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581

ATTTCTCCTT
TTAARGCATTT
GACGGCCGCA
CAGTCAGTTT
AGTAAACAAT
TGATACCCAT
TCAGGGCAAA
GAATAGCTGG
AACGGTGTGG
TAAGTATTAA
CATTTATTAA
TGGCAATCCT
AGATGGCCAT
TTTCTCTTCA
TATGAAAGTA

CGA
ARCTATATAA
CTGCATGGAA
AGCRAACTCCA
GAAGCCGGAT
TCATTACGTT
ATCGATTATA
GACCTCAATC
CCAGGCCACG
TTACCTCTTT
GGTGACAATA
GATCTCAATA
ACAATGACAG
GCAGCCGGAA
TTTTGTGTTG
CAGATCGAAA
TTTAATCAAT
TCTAATGATA
TTAATTTTGA
TCTGATGATG
AGTGATTTTT
TTGAAACCAG
GARACAGCAG
TCAACACCAA

TGGTAAGARA
TCTATGTAAG
TCTGGCGCAT
AAACAGAGAT
AACTCTGTAG
ACTARCTTTG
CGCTTTGATA
TATGATAATT
ACGATAATTA
AGGTGGTTTG
TTTTGCTTTT
TCTGTTTTGT
TTTTTAATTT
TTGAAGCAAT
GATATCCTGA
ATATGCATGA
TCCACACAAC
CATATTATTT
ATGTGATTTC
TCATGGAARA
CGACAAACCT
GGCATCCAAT
AACGAAAAAT
GCACACATAC
ACGATGGTAT
AAATGCTTTT
TTGGCATCAG
ATATCTATGA
ACAGCGAAAA
GAGCAACTGA
TATCAGGTAC
TAAATAAGGA
ATACATGTGA
AATCATTACC
ATTTCCAGTT
CATATGAAAA
ACATATCAGC
AAAGAAAATG
TTATTTCAGG

GTTACTCCTT
AGAGATTTAA

CATCTTCTTT
ATACAGGTTT

AGTGGTTTTG
TAATGACCAC
CTTGGTTTTA
TCACTAACCT
ATATCTCTTG
CCAARATAGC
TCGAATGGAG
ACGTATCTTT
ACTTGCGATT
TTTGTTGATA
GTGCGAGTAA
TCATCTTCCA

TTCCGCACAT
ACGTTGTTAC
ATTCAACTTC
GTAAACCATT
GCARAAGATA
AGGCATTTAA
TGTTCGGAGT
TGATTTCAAA
GAGACAAAAT
TACTATGAAT
AGTAATATAT
AAAACGTAAG

TTTTTTICTAA ATTITGTTTGA

TTCACTTGAA
TTCAAATCAA
TAGAACATCA
ACAAGAGTTT
CATTCACGAC
AGTTGAAARA
TGGGAATTTA
TACAGGAAAA
GCTCAATGAC
CGTTTATTAT
AGCAGGTATT
TGCACCTGAA
TGACGACTTT
TTCGAACAGT
CAACCTCGCA
ATCATGGACA
TGGAACTCCA
AAAGATTGAT
AGAACCATTA
TTCTATCARA
AGATTGCAAC
AATTTCTCAA
AGCAAATTTT
ACCAGGCGTC
TGATTTTTCA
ATTTTCAAGT
ACTTARATCA
TGGAATTC

ATTTCTAAGG
TATTTCAATG
AGTGAAATCC
CAATTTCCAA
GCTTCAAAAG
GCTTCACAAA
GATTTAACAT
GGTGAAATTA
TCATCACGAC
GATTCATGGA
ATAGCAGGGA
TCAARATTAT
GATAAAGATA
TGGGGTTCAA
TATAATAACC
ATTGACAGTC
GGTCAAATGA
TTGTTGCAAT
TTTAATGTTG
CARATCCTTG
AAAATGAGTA
TCTTCATCTG
GCAAGTGCTG
ATCACAGGTG
AGTCTTTCAC
CTTTTACGTG
TTAATTATTT

TGGACATCTA
GCACGAGCCA
GGCTTTTGTA
TTCGTACATC
TATATCGACG
GTTCAGAAAA
ATAAACAAAA
GTAARAGGTT
CATGAGGAGT
TATTGTAACA
TAATAAGCCG
GAGCATCCCT
CAAAAATGTT
AAGATATACG
GTTATTACAA
GACAAATCAC
AAGATATCAC
CCCAAATCAA
TCCGTTTTGA
ATARAAATGG
TTGCTTTGGC
CATTAATTAA
AAGATTTTTA
AATCAGAATG
ATTTCCTAGA
AATTTGTTCA
ATGAAATAGA
CAGACATTTT
CTTCTTCAGG
TGGGAGAAGC
CTTCTTGGTC
CAAAGCCTGT
AAAATGAACA
AAACAGTACT
CAAATTTCAC
GTCCAGCATA
CTCTTTCATA
AGTTCACAGG
AACATTTTCG
CATCAACAAA

TCAACGCCAT
AGGTCARACAG
ATATCTTTGA
AGCTTTTGCG
ACTGAAAGGA
TGGATAATAA
TGCGTGAAAA
GACGAATCTA
AATGATTTGA
ATAATACCTG
AATGGGATCA
AAAAGATCAR
TTTCATCTGT
TAAATCAAGA
AGATTITTACT
AGACATTTCT
ATTTTCAAAA
TTCAATTCAA
TACAAGATTT
CTACTTATGG
AGATTCAGGA
TAACACTCTT
TGACTATATC
CGGTAATATT
TATGGCCAAA
GTCGTTGAAA
TTACACATCT
ATTTGTTTTT
AAAAAACATT
ATCAACACCA
AACAAATTTA
TTATGTTACA
AACAAAAATA
TGCAACATTA
AATGARATTA
TTCAGGAATC
TGGARATTCA
AACATCAGAG
ATCARAAGGA
ATCAAATAAA

Figura 6.- Secuencia nucleotidica de la clona genémica 8A. En cursivas se indica el gen de actina; en

negritas la secuencia que contiene un marco de lectura abierto con homologia para serin proteasas con los dos

posibles ATG iniciadores subrrayados; los dos posibles promotores (YYAWWYY, donde Y=T/C y W= T/A

Johnson y col, 1994) encerrados en rectangulos; los sitios £co RI que delimitan la clona se indican en cursivas

y subrrayados.

56



La secuencia nucleotidica leida en los dos sentidos se tradujo con ayuda del
programa DNAman (Lynnon Biosoft). De esta manera se identificé un marco de lectura
abierto (ORF) truncado en el extremo 3°, ya que no se encontrd un codoén de término de la
traduccién (Figura 7). En la secuencia deducida de aminoacidos se identificaron las
secuencias DSG, HGTH y GTS las cuales son secuencias conservadas en las serin
proteasas pertenecientes a la familia de las subtilisinas en donde se encuentran localizados
los residuos de aminoacidos Asp 32, His 64 y Ser 221 que conforman la triada catalitica
(numeracion de acuerdo a la secuencia de la subtilisina BPN’). También se identificaron
dos posibles secuencias promotoras de acuerdo con las propuestas por Johnson y col
(YYAWWYY, donde Y= T/C y W=T/A) y dos codones de inicio de la traduccion (ATG)

en fase.

3901 AGATGGCCATTTTTTAATTTTTTTT 1.CTAAATTTGTTTGACMAA@TTTTTCATCTGT
1301 R W P F FNF F F * I CLTZ KHMFFTIGC
3961 TTTCTCTTCATTGAAGCAATTTCACTTGAAATTTCTAAGGAAGATATACGTAAATCAAGA
1321 F L F I E A I 8§ L E I S K E D I R K S R
4021 TATGAAAGTAGATATCCTGATTCAAATCAATATTTCAATGGTTATTACAAAGATTTTACT
1341 Y E S R Y P D S N QY F NG Y Y KDF T
4081 TCGAAAACGAATATGCATGATAGAACATCAAGTGAAATCCGACAAATCACAGACATTTCT
131 S K T N M H D R T S S E I R QI T DI 8§
4141 AACTATATAATCCACACAACACAAGAGTTTCAATTTCCAAAAGATATCACATTTTCAAAA
1381 N Y I I H T T Q E F Q F P K D I T F S K
4201 CTGCATGGAACATATTATTTCATTCACGACGCTTCAAAAGCCCAAATCAATTCAATTCAA
1401 L H G T Y Y F I H DA S KA Q I N S I Q
4261 AGCAACTCCAATGTGATTTCAGTTGAAAAAGCTTCACAAATCCGTTTTGATACAAGATTT
14921 S N S N V I S V E K A S Q I R F D T R F
4321 GAAGCCGGATTCATGGAAAATGGGAATTTAGATTTAACATATAAAAATGGCTACTTATGG
1441 E A G F M E N G N L DL T Y KNG Y L W
4381 TCATTACGTTCGACAAACCTTACAGGAAAAGGTGAAATTATTGCTTTGGCAGATTCAGGA
1461 S L R S T N L T G K G E I I A L A D S G
4441 ATCGATTATAGGCATCCAATGCTCAATGACTCATCACGACCATTAATTAATAACACTCTT
1461 I D ¥ R H P M L N DS S R P L I N N T L
4501 GACCTCAATCAACGAAAAATCGTTTATTATGATTCATGGAAAGATTTTTATGACTATATC
1501 D L N Q R K I V Y Y D S W K D F Y D Y I
4561 CCAGGCCACGGCACACATACAGCAGGTATTATAGCAGGGAAATCAGAATGCGGTAATATT
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1521 P G H 6 T H T A G I I A G K S E C G N I
4621 TTACCTCTTTACGATGGTATTGCACCTGAATCAAAATTATATTTCCTAGATATGGCCARA
15417 L P L Y D G I A P E S K L ¥ F L D M A K
4681 GGTGACAATAAAATGCTTTTTGACGACTTTGATAAAGATAAATTTGTTCAGTCGTTGAAA
151 G D N K M L F D D F D KD KT F V Q@ S L K
4741 GATCTCAATATTGGCATCAGTTCGAACAGTTGGGGTTCARATGAAATAGATTACACATCT
1581 Db L N I G I S S N S W G S N E I D Y T S
4801 ACAATGACAGATATCTATGACAACCTCGCATATAATAACCCAGACATTTTATTTGTTTTT
1601 T M T D I ¥ D N L A Y N N P D I L F V F
4861 GCAGCCGGAAACAGCGAAAAATCATGGACAATTGACAGTCCTTCTTCAGGRAAAAACATT
1621 A A G N S E K 8 W T I D 8 P S S G K N I
4921 TTTTGTGTTGGAGCAACTGATGGAACTCCAGGTCAAATGATGGGAGAAGCATCAACACCA
141 F C VvV G A T D G T P G ¢ M M G E A 5 T P
4981 CAGATCGAAATATCAGGTACAAAGATTGATTTGTTGCAATCTTCTTGGTCAACAAATTTA
lé61 ©¢ I E I 8 6 T K I D L L @ 5 5 W S T N L
5041 TTTAATCAATTAAATAAGGAAGAACCATTATTTAATGTTGCAAAGCCTGTTTATGTTACA
1681 F N Q L N K E E P L F N V A K P V ¥ V T
5101 TCTAATGATAATACATGTGATTCTATCAAACAAATCCTTGAAAATGAACAAACAARARATA
1701 &8 N D N T C D § I K Q I L E N E Q@ T K I
5161 TTAATTTTGAAATCATTACCAGATTGCAACAAAATGAGTAARACAGTACTTGCAACATTA
1721 L I L K S L P D C N K M s K T V L A T L
5221 TCTGATGATGATTTCCAGTTAATTTCTCAATCTTCATCTGCAAATTTCACAATGAAATTA
1741 s D D D F Q L I 5 Q $ 8§ S A N F T M K L
5281 AGTGATTTTTCATATGAAAAAGCAARATTTTGCAAGTGCTGGTCCAGCATATTCAGGAATC
1761 s D F S Y E K A N F A S A G P A Y 5 G I
5341 TTGAAACCAGACATATCAGCACCAGGCGTCATCACAGGTGCTCTTTCATATGGAAATTCA
1781 L. K P D I S A P G V I T G A L 8§ ¥ G N 5
5401 GAAACAGCAGAAAGAAAATGTGATTTTTCAAGTCTTTCACAGTTCACAGGAACATCAGAG
1801 E T A E R K € D F §s §s L §$s Q F T G T 8 E
5461 TCAACACCAATTATTTCAGGATTTTCAAGTCTTTTACGTGAACATTTTCGATCAARAGGA
182 & ¢ P I I 8 G F 8 s L L. R E H F R 8 K G
5521 GTTACTCCTTCATCTTCTTTACTTAAATCATTAATTATTTCATCAACAAAATCAAATARA
1841 v T P 8§ 8§ 5 L L K s L I I S S T K S5 N K
5581 AGAGATTTAAATACAGGTTTTGGAATTC

1861 R DL NTGF G I

Figura 7-. Secuencia traducida del extremo 3" de la clona 8A de Trichomonas vaginalis. En

rectangulos se indican los dos posibles ATG iniciadores, subrrayados los dos posibles promotores, y en
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negritas se muestran las secuencias consenso DSG, HGTH y GTS en donde se encuentra los aminoacidos que

conforman la triada catalitica (Asp, His y Ser) y que dan homologia con serin proteasas.

V1.2. DETERMINACION DEL NUMERO DE GENES QUE CODIFICAN PARA
SERIN PROTEASAS EN Trichomonas vaginalis.

Para determinar si el gen de la serin proteasa identificado en la clona genémica 8A
de T. vaginalis es unico o pertenece a una familia multigénica, se realizé un andlisis tipo
Southern blot. Se utilizé ADN genémico de 7. vaginalis digerido con varias enzimas de
restriccion y se us6 como sonda una region de 1657 pb del extremo 3’ de la clona genémica
8A, que contiene el ORF de la serin proteasa. La sonda es un producto de PCR amplificado
con los oligonucleotidos 8 Agactin 22 (sentido) y Reverse primer (Antisentido) (ver figura 5

y Tabla IV). El resultado del Southern blot se muestra en la figura 8.

23456 7891011
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Figura 8.- Panel A: Gel de agarosa al 0.8 % en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, utilizado para
llevar a cabo el analisis de Southern blot. 1: Marcadores de peso molecular de ADN de M/ Hind 111, 2: ADN
genomico de T. vaginalis/ Eco Rl, 3: ADN genémico de T. vaginalis/ Eco RV, 4: ADN genémico de T.
vaginalis/ Cla 1, 5: ADN gendmico de T. vaginalis/ Bgl 11, 6: ADN genémico de T. vaginalis/ Bgl Il/ Pst 1, 7:
ADN genémico de T. vaginalis/ Pst 1, 8: ADN gendmico de T. vaginalis/ Bgl 1/ Bam HI, 9: ADN genémico
de T. vaginalis/ Bam HI, 10: ADN genémico de T. vaginalis / Bgl 1/ Hind 111, 11: ADN genémico de T.
vaginalis/ Hind 111, 12: marcadores de peso molecular de ADN de )/ Hind II1. Panel B: El ADN en el gel del
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panel A se transfirio a una membrana de nylon y se hibridé con la sonda de la serin proteasa. Se muestra la

autorradiografia de la membrana.

El andlisis por Southern blot indica que el gen de la serin proteasa en T. vaginalis es
un gen unico. En el carril 2 (digestion con Eco RI) se observa una sola banda de 5608 pb
que corresponde al tamafio del inserto de la clona 8A. En el carril 3 (digestion con Eco RV)
se observan dos bandas de 4600 pb y 600 pb. En el carril 4 (digestién con Cla I) se
observan dos bandas de 4000 pb y 2000 pb. En los carriles 5, 6 y 8 (digestiones con Bg! II,
Bgl 11/Pst 1 'y Bgl 11 Bam HI respectivamente) se observan 2 bandas de 4000 pb y 3200 pb
producto de la digestion con Bg/ 1. En los carriles 7 y 9 se observan sefiales a la altura del
ADN no digerido debido a que las enzimas Pst I y Bam HI cortan con poca frecuencia el
ADN genomico. En el carril 10 (digestion con Bgl II/Hind I1I) se observan tres bandas
del1700 pb, 450 pb y 2100 pb. En carril 11 (digestién con Hind III) se observan dos bandas
de tamaiio similar de 2200 pb y 2100 pb (Figura. 8 panel B). La hibridacion de la sonda con
estas bandas no indican que haya mas de un gen, sino que el gen de la serin proteasa tiene
sitios internos para estas enzimas (Figura 9) y la sonda hibrida con los fragmentos

resultantes de la digestion con cada una de estas enzimas.
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Figura 9.- Mapa de restriccion de la secuencia nucleotidica parcial del gen de la serin proteasa de T.
vaginalis utilizada como sonda para el Southern blot. Los sitios de restriccion mapeados explican la aparicion
de mas de una banda en las digestiones del ADN genémico con las enzimas Eco RV, Hind 111, Cla 1, y Bgl 1l

en el andlisis por Southern blot.
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V1.3. DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL GEN DE LA SERIN
PROTEASA.

Para conocer la expresion de este gen, se extrajo ARN total de 7. vaginalis, y se
realizo un andlisis de northern blot, utilizando como sonda el mismo fragmento utilizado en

el Southern blot. El resultado se muestra en la figura 10.

2 3

‘™| <—~22Kb

Figura 10.- Anilisis por northern blot de la expresion del gen de la serin proteasa de T. vaginalis.
Panel A: Gel de agarosa/formaldehido al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: Marcadores de peso
molecular bajo; Carril 2: Marcadores de peso molecular alto; Carril 3: ARN total de T. vaginalis (9 pg). Panel
B: El ARN se transfiri6 a nitrocelulosa y se hibrido con la sonda de la serin proteasa descrita en la figura 9. La

flecha indica al transcrito del gen de la serin proteasa con un tamafio aproximado de 2.2 Kb.

Se observa una banda de hibridacion que corresponde a un transcrito de
aproximadamente 2.2 Kb. Este dato quiere decir que el gen de la serin proteasa de T.
vaginalis si se expresa y que su ARNm tiene un tamafio de aproximadamente 2.2 Kb.
Como en T vaginalis no se ha reportado la presencia de intrones se puede deducir que la

secuencia del gen completo tiene un tamafio similar al transcrito. Como ya se tienen
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secuenciadas 1662 pb a partir de la primera metionina, para tener la secuencia del gen

completo harian falta aproximadamente 550 pb.

VI.4. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA OBTENER LA SECUENCIA
COMPLETA DEL GEN DE LA SERIN PROTEASA DE Trichomonas vaginalis.

Con el propésito de obtener la secuencia completa del gen de la serin proteasa de T.
vaginalis se probaron las siguientes estrategias:

- Buscar la secuencia de cDNA de la serin proteasa en una biblioteca de cDNA de T.
vaginalis elaborada con anterioridad en nuestro laboratorio.

- Realizar una amplificacion rdpida de extremos 3’ de cDNA de T. vaginalis (3’
RACE) especificos para la serin proteasa.

- Llevar a cabo la construccion de una biblioteca gendémica parcial de T. vaginalis

con las enzimas de restriccion Hind 111/Bgl 11.
VI1.4.1. Resultados del escrutinio de la biblioteca de cDNA de Trichomonas vaginalis.

Dado que el analisis por northern blot mostré que el gen de la serin proteasa si se
expresaba, se procedio a realizar el escrutinio de una biblioteca de cDNA de T. vaginalis
para buscar el DNA complementario al ARNm de la serin proteasa. Esta secuencia deberia
contener la region faltante del gen. La biblioteca de cDNA constaba de dos fracciones, una
conteniendo fragmentos cortos y otra conteniendo fragmentos grandes de cDNA; se
mezclaron alicuotas de ambas fracciones y esto se utilizé para realizar el escrutinio. El
titulo de las dos bibliotecas fue de 5.5X10” unidades formadoras de placas por mililitro
(pfu/ml). La busqueda en esta biblioteca se hizo por duplicado, la primera ocasién con
500,000 pfu’s y la segunda con 1,000,000 de pfu’s, ambos se realizaron a una densidad de

50,000 pfu’s/caja en 10 y 20 cajas respectivamente. Se obtuvieron los siguientes resultados.
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VI4.1.1. Escrutinio con 500,000 pfu’s de la biblioteca de cDNA de 7. vaginalis.

La sonda que se utilizo para el escrutinio de la biblioteca fue la misma utilizada para
realizar el Southern blot y el northern blot. En la primera ronda se obtuvo una placa
positiva con sefial débil, la cual se selecciond para eluir los fagos y realizar la segunda
ronda del escrutinio.

En la segunda ronda (a baja densidad) se seleccionaron 13 placas positivas con
sefiales débiles (datos no mostrados). De cada una de estas placas se crecieron colonias en
LB+Kanamicina. De estas clonas se realiz6 la extraccion de ADN plasmidico.

Los plasmidos extraidos se digirieron con las enzimas Xho I y Eco RI para liberar el
inserto y realizar un andlisis de Southern blot utilizando como sonda el fragmento de la

clona 8A que tiene homologia con serin proteasas (Figura 11).

] 23 456 78 91011121314 123456 78 91011121314

3230
9416
6557
4,361
232

Figura 11.- Panel A: Carril 1: ADN de MHind 111 + producto de PCR de la serin proteasa usado como
sonda (control positivo de hibridacién); Carriles 2-14: pldsmidos extraidos de las 13 clonas de cDNA
digeridos con Xho 1 y Eco RI para liberar el inserto (Gel de agarosa al 0.8 % en TAE 1X tefiido con bromuro
de etidio). Panel B: El ADN plasmidico de las 13 clonas del gel mostrado en el panel A se transfirié a una
membrana de nylon y se hibridé con la sonda de la serin proteasa. Se muestra la autorradiografia de la

membrana.
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En el gel tefiido con bromuro de etidio se observa que las trece clonas aisladas de la
biblioteca de cDNA tienen insertos de tamarios diferentes. En el andlisis por Southern blot
se observa una sefial de hibridacion intensa con la banda correspondiente al control positivo
(carril 1). En los trece carriles siguientes se observan bandas de hibridacién débiles a la
altura del vector, sin embargo no se observa ninguna sefial positiva proveniente de algin
inserto. Esto indica que ninguna de las clonas contiene un inserto relacionado con la serin
proteasa, y en cambio si muestra una ligera interferencia de la sonda con el vector. Hay que
hacer notar que el producto amplificado de PCR utilizado como sonda tiene 125 pb

provenientes del vector, lo que seguramente produjo la sefial de fondo en el Southern blot.

V1.4.1.2. Escrutinio con 1,000,000 de pfu’s de la biblioteca de cDNA de T. vaginalis.

Para tratar de eliminar la interferencia de la sonda con el vector, en este segundo
escrutinio se utilizé como sonda el producto de PCR descrito anteriormente (Figura 5) pero
esta vez clonado en el vector TOPO (INVITROGEN). Una vez que el producto de PCR fue
clonado en el vector TOPO, el plasmido se digirié con la enzima de restriccion Eco RI,
eliminando asi el fragmento del vector y obteniendo asi un fragmento de 1532 pb para ser
usado como sonda.

En la primera ronda se seleccionaron 15 placas positivas con sefiales poco intensas,
las cuales se utilizaron para eluir los fagos y realizar la segunda ronda del escrutinio.

En la segunda ronda (a baja densidad) solo se observaron sefiales positivas débiles
en 8 de las 15 placas seleccionadas en la ronda inicial.

De estas 8 clonas se produjo ADN plasmidico, el inserto se liberé con Xho 1 y Eco

RI y se realizé un Southern blot (Figura 12).
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Figura 12.- Panel A: Carril 1: ADN de MHind III + producto de PCR de la serin proteasa usado como
control positivo de hibridacion. Carriles 2-9: pldsmidos de las 8 clonas seleccionadas de la biblioteca de
¢DNA de T. vaginalis digeridos con Xho 1 y Eco RI para liberar el inserto (Gel de Agarosa al 1% en TAE 1X
tefiido con bromuro de etidio). Panel B: Southern blot del gel mostrado en el panel A, la membrana se hibridé
con el producto de PCR de la serin proteasa clonado en el vector TOPO digerido con Eco RI.

En el gel tefiido con bromuro de etidio se observa una banda de aproximadamente
2900 pb correspondiente al vector (pBluescript) e insertos de diferentes tamafios. En el
andlisis por Southern blot realizado con la sonda de la serin proteasa clonada en el vector
TOPO no se observan sefiales positivas provenientes de los insertos: al igual que en el
escrutinio con 500,000 pfu’s solo se observa seiial en el control positivo y sefiales mas

débiles a la altura del vector.

V1.4.2. Clonacién del cDNA de la serin proteasa de Trichomonas vaginalis mediante

la amplificacién rapida de extremos 3’ de cDNA (3’ RACE).

La segunda estrategia que utilizamos para clonar el extremo 3’ de la serin proteasa
de T. vaginalis fue el ensayo de 3° RACE. Como se mencion6 en la metodologia, para
llevar a cabo este experimento se utilizaron dos poblaciones de cDNA’s elaborados con
anterioridad en nuestro laboratorio por la QFB Guadalupe Barrera y la Dra. Norma
Espinosa. Los oligonucleétidos utilizados fueron el 8Agact23 y el 8Agact24 (Tabla IV).
Las reacciones de amplificacion fueron las siguientes:

1.- Muestra de cDNA 1 + el oligonucledtido 8 Agact23.

2.- Muestra de cDNA 1 + el oligonucledtido 8 Agact24.
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3.- Muestra de cDNA 2 + el oligonucledtido 8Agact23.
4.- Muestra de cDNA 2 + el oligonucledtido 8Agact24.

Sintesis de cDNA a partir del ARNm del gen de la serin proteasa.

5 ATG AAAARAAARAAARR ARNm

z 3 TTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGGS Oligo AP
Transcriptasa reversa.

5'ATG ARAMAAAARADRRE ARNm
3! TTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGGS' cDNA
Degradacidon del ARN
RNAsa H
3 TTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGGS' cDNA
Primera amplificacion
BAgact2]
5 ——» 3" §Agact24
2 §—y
3 TTTTTTTTTTTTTTCATGATCAGCTGCGCACCGGS! cDNA

4—— 3'CATGATCAGCTGCGCACCGGCCTAGGS' Oligo AUAPB

Figura 13.- Representacion esquematica de los sitios de union en el cDNA de los oligonucledtidos

8Agact23 y 8Agact24 utilizados para realizar el ensayo por 3' RACE (en reacciones independientes).

En la reaccion control se incluyeron todos los reactivos que se utilizaron en la
reaccion de amplificacion excepto el cDNA. El resultado de las amplificaciones se muestra

en la figura 14.
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Figura 14.- Gel de agarosa teiiido con bromuro de etidio en el que se corrieron muestras de las cuatro
reacciones de la primera amplificacion por 3'RACE. Carril 1: ADN de A/Hind 111; Carril 2: 2l del control de
amplificacion; Carril 3: 2ul de la reaccion de amplificacion realizada con la muestra de cDNA 2 y el oligo
8Agact23; Carril 4: 2ul de la reacciéon de amplificacion realizada con la muestra de ¢cDNA 1 y el
oligonucledtido 8Agact23; Carril 5: 2pl de la reaccion de amplificacion realizada con la muestra de cDNA 2
y el oligo 8Agact24; Carril 6: 2ul de la reaccién de amplificacién realizada con la muestra de cDNA 1 y el
oligo 8Agact24.

Como se observa en el carril 5 de la figura 13, la tnica reaccién con la que se
obtuvo amplificacién fue con la muestra de cDNA 2 amplificado con el oligonucledtido
especifico 8Agact24. Para verificar que se tratara de la secuencia de cDNA de interés y no
de una amplificacién inespecifica se realizd un analisis por Southern blot de este
amplificado, los resultados se muestran en la figura 15. En el Southern blot se observa una
sefial intensa en el carril 3 a la altura del control positivo de hibridacion (clona 8A), sin
embargo no se observa ninguna seiial a la altura del producto de amplificacién del 3’
RACE lo que indica que se obtuvo una amplificacién inespecifica, no relacionada con la

secuencia de la serin proteasa.
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Figura 15.- Panel A: Gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio. Carril 1:
ADN de MHind I1I; Carril 3: 2 pg de la clona genémica 8A como control positivo de hibridacion; Carril 5:
4pl (=0.5 pg) de la reaccion de 3’'RACE con la muestra de cDNA 2 y el oligonucledtido 8Agact24; Carril 7:
0.25 pg del plasmido gactin5 como control negativo de hibridacién. Panel B: Southern blot del gel del panel

A. La membrana se hibridé con la sonda de la serin proteasa usada en la seccidn V.4.1.2.

V1.4.3. Resultados del escrutinio de la biblioteca genémica parcial (Hind I11/Bgl II) de

Trichomonas vaginalis.

Debido a que mediante el escrutinio de la biblioteca de cDNA de T. vaginalis y el
ensayo de 3° RACE no se logré clonar el extremo 3’ del gen de la serin proteasa de T.
vaginalis, se procedi6 a construir una biblioteca genémica parcial (Hind 11l/Bgl 1I) de T.
vaginalis. Estas enzimas se eligieron debido a que una doble digestién del ADN genémico
con estas enzimas genera un fragmento de aproximadamente 1700 pb ( Figura 16 y Figura
8 panel B, carril 10) que contendria las 550 pb del gen de la serin proteasa que

supuestamente harian falta de acuerdo al tamafio calculado del mensajero.
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Figura 16.- Mapa de restriccidn construido a partir del andlisis de restriccion de la figura 8 (panel B).
+: indica el fragmento que se desea clonar.

En la primera ronda del escrutinio de la biblioteca parcial Hind I1I/Bgl 11 de T.
vaginalis, se obtuvo una sefial positiva intensa proveniente del filtro 9 (Figura 17 panel A)
y otras dos sefiales mas débiles provenientes de los filtros 5 y 3 (datos no mostrados). Se
realiz6 una la segunda ronda de hibridacién a baja densidad. En la segunda ronda, solo se

obtuvieron clonas positivas en aquellas provenientes de la sefial #9 (Fig 17 panel B).

Clonas
Positivas
Sefial
positiva.
Control
positivo de
hibridacidn.

Figura 17.- Panel A: Sefial positiva proveniente de la membrana #9 del escrutinio de la biblioteca
gendmica parcial Hind 11I/Bgl 1I; Panel B: clonas positivas resultantes la segunda ronda provenientes de la
sefial #9. Como control positivo de hibridacién se utiliz6 el plasmido que contiene el inserto de la clona 8A.

Las membranas se hibridaron con la sonda de la serin proteasa usada en la seccion V.4.1.2,
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De las clonas que dieron sefial positiva en la segunda ronda de hibridacién (Figura
17 panel B) se seleccionaron 6, de las cuales se preparé ADN plasmidico. Para liberar el
inserto contenido en los plasmidos se hicieron digestiones con Hind III y Sst 1. En todas las
clonas se observa el mismo patrén de digestién: una banda de aproximadamente 2800 pb
que corresponde al vector; se observan también otras cuatro bandas de aproximadamente
4700, 1700, 400 y 200 pb (Fig. 18) lo que indica que las clonas son iguales entre si y que el

inserto contiene sitios de restriccién para estas enzimas.
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Figura 18.- Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio correspondiente al analisis de los pldsmidos
de las 6 clonas seleccionadas en la segunda ronda del escrutinio de la biblioteca genémica parcial Hind 111/Bgl
I1. Carril 1: ADN de MHind 111; Carril 2: Clona 9.1 sin digerir; Carriles 3-8: Clonas 9.1, 9.2, 9.3, 9.4,9.5,9.6
digeridas con Hind 111 y Sst I; Carril 9: Clona negativa digerida con Hind III y Sst I; Carril 10: Clona 8A sin
digerir. Todas las clonas que dieron sefiales positivas muestran el mismo patrén de bandas debido a que todas

provienen de la sefial positiva de la membrana # 9.

De las seis colonias seleccionadas se escogio la clona 9.2 para realizar un anélisis de

Southern blot. Los resultados se muestran en la figura 19.
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Figura 19.- Panel A: Gel de agarosa a 0.8% teflido con bromuro de etidio. Carril 1: ADN W/ Hind I1I;
Carril 2: Clona 8A/Eco Rl como control positivo de hibridacion; Carril 3: Clona 9.2 sin digerir; Carril 4:
Clona 9.2/Sst 1; Carril 5: Clona 9.2/Bgl II; Carril 6: Clona 9.2/Eco RI; Carril 7: Clona 9.2/Hind 111I; Carril 8:
Clona 9.2/Eco Rl y Hind IlI; Carril 9: Clona 9.2/Sst 1 y Hind 11I; Carril 10: Clona 9.2/Bgl 11 y Hind 111; Carril
11: Clona 9.2/Sst 1 y Eco RI. Panel B: Southern blot del gel del panel A, la membrana se hibridé con la sonda

de la serin proteasa utilizada en la seccién V.4.1.2.

En el andlisis por Southern blot de la clona 9.2 (Figura 19 panel A y B), se observa
que la clona linearizada con Sst I tiene un tamaiio aproximado de 9800 pb (carril 4); si a
esto le restamos 2937 pb del vector, se deduce que el tamafio del inserto es de
aproximadamente 6800 pb. En el carril 7 (digestion con Hind II1) se observa una sefial a la
altura de 1700 pb. En el carril 9 (digestion Sst I/Hind I1I) se observa una seiial a la altura de
1700 pb y en el carril 10 (digestion Bg! 1I/Hind III) se observa una sefial a la altura de 1600
pb. Las sefiales de los carriles 7,9 y 10 poseen un tamafio aproximado al del fragmento que
se desea clonar, por lo que la probabilidad de que contuvieran la secuencia de 1700 pb
flanquedo por los sitios Hind III-Bgl 1l que contiene la region 3’ de la serin proteasa era
muy alta. Como el tamafio de la clona completa es de aproximadamente 6800 pb, en un
principio se pensé que la digestion del ADN genémico habia sido parcial y que el

fragmento clonado tenia un tamafio mayor a lo esperado y contenia parte de la secuencia de
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la clona 8A. Por lo tanto se decidio secuenciar los dos extremos de la clona 9.2 con ayuda
de los oligonucleotidos Reverse primer y MI13-20 que se anclan en el vector. Las
secuencias resultantes no alinearon con la secuencia de la clona 8A, por lo que se dedujo
que la clona 9.2 estaba formada por varios fragmentos de ADN gendmico entre los cuales
se encontraba el fragmento de 1700 pb que se deseaba clonar. Hay que mencionar que estos
fragmentos no necesariamente son contiguos en el genoma, ya que se unieron al realizare la
reaccion de ligacion del ADN genomico con el vector. Debido a esto, al secuenciar el
fragmento de interés (1700 pb), se debe tener cuidado al encontrar sitios Hind 11l y Bgl 11,
ya que estos sitios indicarian el final del fragmento de interés y la secuencia posterior no

representaria necesariamente una secuencia contigua en el genoma.

V1.5. SECUENCIACION DE LA CLONA GENOMICA 9.2.

Una vez que se identificé en la clona 9.2 un fragmento acotado por sitios de
restriccion Bgl II-Hind 111 de aproximadamente 1700 pb que hibridaba con la sonda
homologa de la serin proteasa, se procedié a secuenciar este fragmento con el
oligonucleétido 8Agact24, el cual se ancla en las ultimas pares de bases conocidas del gen
de la serin proteasa en la clona 8A (Figura 5). La secuencia obtenida con el oligonucledtido
8Agact24 de la clona 9.2 se ensambld con la secuencia del extremo 3’ de la clona 8A
obteniéndose un empalme perfecto de 402 pb, lo que indica que se trata del mismo
fragmento genomico. Como en la secuencia no se habia identificado ningun sitio Bg/ II 6
Hind 111 que indicarian el fin del fragmento de 1700 pb, se disefio el oligonucleodtido
9.2sepr21 (ver tabla IV) para continuar con la secuenciacion del gen de la serin proteasa.
En la secuencia obtenida de la clona 9.2 con el oligonucleétido 9.2sepr21 se identifico un
sitio Hind 111 que indicaba el final de la secuencia de este fragmento.

En la figura 20 se muestra la secuencia parcial del gen de la serin proteasa obtenida
del ensamble de las secuencias del gen de la serin proteasa proveniente de la clona 8A y del
fragmento Bgl 1I-Hind 11l clonado, que forma parte de la clona 9.2 obtenida con los
oligonucledtidos 8Agact24 y 9.2sepr21; encerrados en rectangulos se indican los sitios Bg/
Il (AGATCT) en la posicion 814 que seiiala el principio del fragmento clonado, el sitio Eco
RI (GAATTC) que seiiala el fin de la clona 8A en la posicién 1677 y otro sitio Eco Rl en la
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clona 9.2 en la posicion 1895 y el sitio Hind 11l (AAGCTT) en la posicién 2342 que sefala

el final del fragmento clonado que tiene un tamafio de 1528 pb.

1
1

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

CTAAATTTGT
TGAAATTTCT
TCAATATTTC
ATCARGTGAA
GTTTCAATTT
CGACGCTTCA
AARAGCTTCA
TTTAGATTTA
AARAGGTGAA
TGACTCATCA
TTATGATTCA
TATTATAGCA
TGAATCAAAA
CTTTGATAAA
CAGTTGGGGT
CGCATATAAT
GACAATTGAC
TCCAGGTCAA
TGATTTGTTG
ATTATTTAAT
CAAACAAATC
CARCAARATG
TCAATCTTCA
TTTTGCAAGT
CGTCATCACA
TTCAAGTCTT
AAGTCTTTTA
ATCATTAATT
[rdcaccarTa
TCAACATTTA
GTTAGATCCA
CATTGAATCA
AAACAAARAG

TTGACARAARA TGTTTTTCAT

AAGGAAGATA
ARTGGTTATT
ATCCGACARA
CCAAAAGATA
AAAGCCCAARA
CAARATCCGTT
ACATATAARA
ATTATTGCTT
CGACCATTAA
TGGAAAGATT
GGGAAATCAG
TTATATTTCC
GATARATTTG
TCAAATGARA
AACCCAGACA
AGTCCTTCTT
ATGATGGGAG
CAATCTTCTT
GTTGCAARGC
CTTGAAAATG
AGTAAAACAG
TCTGCAAATT
GCTGGTCCAG
GGTGCTCTTT
TCACAGTTCA
CGTGAACATT
ATTTCATCAA
GATTGTGCAA
TATTGTGAAT
TTGTTATCAC
CCAACAGGAA
ATCAGTGTTA

TACGTAAATC
ACARAGATTT
TCACAGACAT
TCACATTTTC
TCAATTCAAT
TTGATACAAG
ATGGCTACTT
TGGCAGATTC
TTAATAACAC
TTTATGACTA
AATGCGGTAA
TAGATATGGC
TTCAGTCGTT
TAGATTACAC
TTTTATTTGT
CAGGAAARAA
ARGCATCAAC
GGTCAACAAA
CTGTTTATGT
AACARACAAA
TACTTGCAAC
TCACAATGAA
CATATTCAGG
CATATGGARA
CAGGAACATC
TTCGATCAAA
CAAAATCARA
TTAAATCATC
TTTCTAGTCA
GTGATATTGC
AAGTTTATCA
CAAGTGAAAC

CTGTTTTCTC
RAGATATGRA
TACTTCGARA
TTCTAACTAT
ARAACTGCAT
TCAAAGCAAC
ATTTGAAGCC
ATGGTCATTA
AGGAATCGAT
TCTTGACCTC
TATCCCAGGC
TATTTTACCT
CAAAGGTGAC
GAMAGATCT]

ATCTACAATG
TTTTGCAGCC
CATTTTTTGT
ACCACAGATC
TTTATTTAAT
TACATCTAAT
BATATTAATT
ATTATCTGAT
ATTAAGTGAT
AATCTTGAAA
TTCAGAAACA
AGAGTCAACA
AGGAGTTACT
TAAAAGAGAT
ATATTCAGAT
AACAGGAGAC
TTATCCATTA

AGAAGRATT]

TTATGAAGGT

TTCATTGAAG
AGTAGATATC
ACGAATATGC
ATAATCCACA
GGAACATATT
TCCAATGTGA
GGATTCATGG
CGTTCGACAA
TATAGGCATC
AATCAACGAA
CACGGCACAC
CTTTACGATG
AATARAATGC
AATATTGGCA
ACAGATATCT
GGAAACAGCG
GTTGGAGCAA
GAAATATCAG
CAATTAAATA
GATAATACAT
TTGAAATCAT
GATGATTTCC
TTTTCATATG
CCAGACATAT
GCAGAAAGAA
CCAATTATTT
CCTTCATCTT
TTAAATACAG
CGTGTTTTAA
ATATCAGCAT
CTTGCAGATT
GGAAATTCCA
ACATGGAAAC

CAATTTCACT
CTGATTCAAA
ATGATAGAAC
CAACACAAGA
ATTTCATTCA
TTTCAGTTGA
AAAATGGGAA
ACCTTACAGG
CAATGCTCAA
AAATCGTTTA
ATACAGCAGG
GTATTGCACC
TTTTTGACGA
TCAGTTCGAA
ATGACAACCT
AARAATCATG
CTGATGGAAC
GTACAAAGAT
AGGAAGAACC
GTGATTCTAT
TACCAGATTG
AGTTAATTTC
AAARAGCAAA
CAGCACCAGG
ARTGTGATTT
CAGGATTTTC
CTTTACTTAA
GTTTTGGAAT
TCAAAGGAAA
CAATTTCATG
TATCTATTTT
TTTTGACAAC
TTCATGTTAT
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1981 CAGTTCTCGT TTCGAAGGTA ATGTTTCATT TTCATGTTCT ATTTCTAATT ACATGTCAGA
2041 AAAACTTGAA TTTGTTGAAG AAACCGAAAA ATGTTTATCC GATTGTTCAT GCAACAAAGG
2101 TATCTGTGAA TGTCCATCAG ATAAGACAGA TCATCTTTGT TCAACAAATT CAAGAGATAT
2161 TTCTAATTCA GGTACATTTG TTGGTCAAGG CAAATATGTT TTTCGTGCAC GAGTTCCTAA
2221 TATTGACAAA CCACGAATTG ATGTTTCATT CAAAGGATAT TCTAATGTTT ATCTTATCAA
2281 AGGTATTTCT AATCAACCAA GTGACAGTTT CACATCACTT TTATTCCGAA ACAAAGAGAC

2301

Figura 20.- Secuencia del gen de la serin proteasa ensamblado con la secuencia del fragmento Hind
I11-Bgl 1I clonado, que forma parte de la clona 9.2. Subrayados se muestran los dos posibles promotores y los
dos posibles ATG iniciadores, en negritas se indican las 402 pb que se empalman en las secuencias de las
clonas 8A y 9.2. En cursivas se indican las 664 pb adicionales que se obtuvieron con secuencia de la clona
9.2. Encerrados en rectangulos se indican los sitios de restriccion: el sitio Bgl 11 (AGATCT) en la posicion
814.el sitio Eco RI (GAATTC) del fin de la clona 8A en la posicién 1677 y otro sitio Eco R (GAATTC)
perteneciente al fragmento clonado en la clona 9.2 en la posicion 1895 y el sitio Hind 111 (AAGCTT) en la
posicion 2342 que sefiala el final del fragmento Bgl 1I-Hind 111 de la clona 9.2 que tiene un tamafio de 1528
pb.

Con la secuencia ensamblada se hizo un nuevo analisis de contenido de G+C
(Figura 21), en donde se observa que el contenido de G+C en los ultimos 1528 pb se
mantiene igual a la secuencia previa, lo que sugiere que la region codificadora no se ha

clonado por completo.
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Figura 21.- Grafica de contenido de G+C de la clona 8A ensamblada con la secuencia del fragmento
de 1,528 pb perteneciente a la clona 9.2 realizada con el programa DNAsis (Hitachi Software) con una

ventana de 20; a: gen de actina, *: regiones intergénicas, b: ORF del gen de la serin proteasa.

— Eco Rl
Pstl
Bgl 1l
Hind 111
Clal

Actina Serin proteinasa
\--_

600bp TN 4

Figura 22.- Mapa de restriccion de la clona 8A (a) ensamblada con la secuencia del fragmento de

1,528 pb perteneciente a la clona 9.2 (b). Las dos lineas diagonales indican que el gen esta incompleto.

Al traducir la secuencia ensamblada del gen de la serin proteasa, se obtienen 220
residuos de aminoacidos adicionales a los ya conocidos (Figura 23), pero el ORF aun sigue

abierto ya que no se encontr6 un codén de término de la traduccion en fase.

1 CTAAATTTGTTTGACAAAARTGTTTTTCATCTGTTTTCTCTTCATTGAAGCAATTTCACT
1 * I ¢LTKRMTFFTICTFTILTFTIEA BATIS L
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61
21
121
41
181
61
241
81
301
101
361
121
421
141
481
161
541
181
601
201
661
221
721
241
781
261
841
281
901
301
961
321
1021
341
1081
36l
1141
381

TGAAATTTCTAAGGAAGATATACGTAAATCAAGATATGAAAGTAGATATCCTGATTCAAA
E I S KEDTIRTZEKTST RYETST RTYPTDSN
TCAATATTTCAATGGTTATTACAARAGATTTTACTTCGAAAACGAATATGCATGATAGAAC
Q Y FNGY Y KDTFTSKTNTPMUH DR RT
ATCAAGTGAAATCCGACAAATCACAGACATTTCTAACTATATAATCCACACAACACAAGA
s s EI RQITDTISNZYTITIUHTTQE
GTTTCAATTTCCAAAAGATATCACATTTTCAAAACTGCATGGAACATATTATTTCATTCA
F QF P KDTITTFSKTLUHGTYYF I H
CGACGCTTCAAAAGCCCAAATCAATTCAATTCARAGCAACTCCAATGTGATTTCAGTTGA
D AS KAQTINSTI® QSNS SNV VIS VE
AARAGCTTCACAAATCCGTTTTGATACAAGATTTGAAGCCGGATTCATGGARAATGGGAA
K A s QI RF DTU RTFEFTEHABAGTFEWMENG N
TTTAGATTTAACATATAAAAATGGCTACTTATGGTCATTACGTTCGACAAACCTTACAGG
LDLTJYZ KNG YTZLWSTIL®RSTNTILT G
ARRAGGTGAAATTATTGCTTTGGCAGATTCAGGAATCGATTATAGGCATCCAATGCTCAA
K 6 EI I A LADSTGTIODTYRUHTZPMTLN
TGACTCATCACGACCATTAATTAATAACACTCTTGACCTCAATCAACGAAAAATCGTTTA
D S SR PLINNTTILODILNU QTR RTEKTIVY
TTATGATTCATGGAAAGATTTTTATGACTATATCCCAGGCCACGGCACACATACAGCAGG
Y DS W KODTFJYDJYTI®PGHGTHTAG
TATTATAGCAGGGAAATCAGAATGCGGTAATATTTTACCTCTTTACGATGGTATTGCACC
I 1 A G K SECGNTITULZPTLYDGTIAT®P
TGAATCAAAATTATATTTCCTAGATATGGCCAAAGGTGACAATAAAATGCTTTTTGACGA
E S KL Y FLDMABAEKTGT DNTIEKMTLF DD
CTTTGATAAAGATARATTTGTTCAGTCGTTGAAAGATCTCAATATTGGCATCAGTTCGAA
F DK DJZXKTFV QS LKUDULNTIGTIS S N
CAGTTGGGGTTCAAATGAAATAGATTACACATCTACAATGACAGATATCTATGACAACCT
S WG SNETIDTYTSTMTODTIJYDNL
CGCATATAATAACCCAGACATTTTATTTGTTTTTGCAGCCGGAAACAGCGARRAATCATG
A Y NN PDTITULTFUVFARAGNSTETZKSW
GACAATTGACAGTCCTTCTTCAGGAAAAAACATTTTTTGTGTTGGAGCAACTGATGGAAC
T I DS P S S G KNTITFTCVGATTDGT
TCCAGGTCAAATGATGGGAGAAGCATCAACACCACAGATCGAAATATCAGGTACAAAGAT
P G QMM GEA AST®POQTIETISGT K I
TGATTTGTTGCAATCTTCTTGGTCAACAAATTTATTTAATCAATTAAATAAGGAAGAACC
D L L QS SWSTNTILTFNU QTLNEKTETEP
ATTATTTAATGTTGCAAAGCCTGTTTATGTTACATCTAATGATAATACATGTGATTCTAT
L FNVAEKTPUVYVTSNTDNTTCDS I
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CARACAAATCCTTGAAAATGAACARACAAAAATATTAATTTTGAAATCATTACCAGATTG
K ¢ I L ENE QTEK I L I L K S5 L F D C
CAACARAARTGAGTAARRACAGTACTTGCAACATTATCTGATGATGATTTCCAGTTAATTTC
N KM S5 KTV L A TUL S D DD F Q L I S
TCAATCTTCATCTGCAAATTTCACAATGAAATTAAGTGATTTTTCATATGAAAARGCAAA
Q § $ s A N F TMIEKTUL S DUF S Y E K &a N
TTTTGCAAGTGCTGGTCCAGCATATTCAGGAATCTTGAARCCAGACATATCAGCACCAGG
F A s A G P A Y 5 G I L K P D I S A P G
CGTCATCACAGGTGCTCTTTCATATGGAAATTCAGAAACAGCAGAAAGAAAATGTGATTT
v I1iTSOGW AL S5 Y G N S5 ETA AEU RE KCTDF
TTCAAGTCTTTCACAGTTCACAGGAACATCAGAGTCAACACCAATTATTTCAGGATTTTC
$ s L 5 o F T @ T 8 E S T UPI I 58 G F 5§
AAGTCTTTTACGTGAACATTTTCGATCAAAAGGAGTTACTCCTTCATCTTCTTTACTTAA
S L L R E H F R 8§ K 6 ¥V T P § &8 § L L K
ATCATTAATTATTTCATCAACARRATCAAATAAAAGAGATTTAAATACAGGTTTTGGAAT
S L I 1T 8 &§ T K § N K RDILNTGF G I
TCCACGATTAGATTGTGCAATTAAATCATCATATTCAGATCGTGTTTTAATCAAAGGAAA
P R L D C A I K 8 8 Y 8 DRV L I K G N
TCAACATTTATATTGTGAATTTTCTAGTCAAACAGGAGACATATCAGCATCAATTTCATG
Q # L ¥ ¢ E Fr 8 & @ 'T @D I A & I 8§ W
GTTAGATCCATTGTTATCACGTGATATTGCTTATCCATTACTTGCAGATTTATCTATTTT
L p P L L S R D I A Y P L L A DUL S I F
CATTGAATCACCAACAGGARAAGTTTATCAAGAAGAATTCGGAAATTCCATTTTGACRAC
I E §S P T G KV Y Q E E F G N S§ I L T T
AAACAARARAGATCAGTGTTACAAGTGAAACTTATGAAGGTACATGGAAACTTCATGTTAT
N K K I § v T &8 E T Y E G T W K L H V I
CAGTTCTCGTTTCGAAGGTAATGTTTCATTTTCATGTTCTATTTCTAATTACATGTCAGA
S S R F E G-N W 8 F 8 €8 & §8 NY¥Y M S5 E
AAAACTTGAATTTGTTGAAGARACCGRAARATGTTTATCCGATTGTTCATGCAACAARGG
K L B - F VvV EE T E K€L 8§ D € S CN K 6
TATCTGTGAATGTCCATCAGATAAGACAGATCATCTTTGTTCAACAAATTCAAGAGATAT
I ¢ E ¢ P §8 0D KT D HL C S TN S R DI
TTCTAATTCAGGTACATTTGTTGGTCAAGGCAAATATGTTTTTCGTGCACGAGTTCCTAA
S NS G T F V G Q G K YV FRAUR V PN
TATTGACARACCACGAATTGATGTTTCATTCAAAGGATATTCTAATGTTTATCTTATCAA
I D K PR I D V 8§ F K G Y 8§ N V Y L I K
AGGTATTTCTAATCAACCAAGTGACAGTTTCACATCACTTTTATTCCGAAACAAAGAGAC
G I S N ¢ P S D S F T S8 L L FRNJIKET

17



2341 ARAGCTT
781 K L

Figura 23.- Secuencia traducida del gen de la serin proteasa ensamblada con la secuencia del
fragmento clonado 1,528 pb. En rectangulos se indican los dos posibles ATG iniciadores, subrrayados los dos
posibles promotores, y en negritas se muestran las secuencias consenso DSG, HGTH y GTS en donde se
encuentra los aminoacidos que conforman la triada catalitica (Asp, His y Ser) y que dan homologia con serin
proteasas. En cursivas se indican los aminoacidos adicionales que se obtuvieron de la secuencia de la clona

9.2.

VL6. ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA PARCIAL DE LA SERIN
PROTEASA DE Trichomonas vaginalis CON SERIN PROTEASAS REPORTADAS
EN OTROS MICROORGANISMOS.

La secuencia parcial de aminoécidos de la serin proteasa de T. vaginalis se alined
con varias secuencias de serin proteasas identificadas por el programa BLAST X
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). También se aline6 con las secuencias de las subtilisinas
BPN’, subtilisina de Carlsberg, termitasa y subtilisina BL, accesadas en la base de datos del
Protein Data Bank (www.resb.org/pdb/index.html) a las que se les llama subtilisinas
verdaderas debido a que fueron las primeras reportadas. Se ha descrito la estructura
secundaria de estas ultimas por medio de cristalografia.

El alineamiento se llevé a cabo con el programa DNAsis MAX (Hitachi Software).
El andlisis de la secuencia parcial de la serin proteasa de T. vaginalis se hizo a partir de la

primera de las dos posibles metioninas iniciadoras identificadas (ver seccion V.1, Figura 7).

78



TVAG
AHEALY]

AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB

BL

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

IVAGC
AHEALYI]
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

IVAG
AHEALY]
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

10 20 30

LV
MKKTT STLLSHMALVF SSFGALSAHA ESLOKEKQFS POLKTTIEQW

IMKSNTNIRVL LVSGLILIFI FLGIKFEFIN KNNNDKIGIN RKLEFSYFTK HHNNNNNHNNE

7P 80

|-—————— -MFFICFLFI
-MRAYFVGAC LLALLCASAL
|===———MPF FFFLLFLLII
HMSSKHILAS KDSSSYVVYF
GEHKIAQNVE TKTTKEISVI

[0

EAISLEISKE
ASLAPLHRAI
LPYGLLFSLE
GAHSHVGEIT
VELQHAPLAA

100
DIRKSRYESR YPDSHQYFNG
DAQRVENEYI VVMKPHVVHA
DKFSPALKLA LLNEQKLTYL
EDAMDRVKET HYDFLGSFTG
QSNIQHAPDL QNSNAQSYHA

110
YYKDFTSKTN
EWTSYVSDIK
SSKQLRLMVI
SRERATDAIF
ELKKAQEDTT

‘IZE]

KQDQLKNKKD KRILLKNEII DTHIKKNIKK HNQKNNNEEI FPNFISRLLK SNDDHMEIQQF

----- MS TGPVRRGAAL LSAGLVIALL PAGTSAAQDP PPDPARSRTA AARTAAADAA

13II:|
MHDRTSSEIR QITDISHYII
LMFATQVQG- ————————e
TRNLKHISG-
YSYTKHING-
KKIKEKAPGA

'Id;CI 151I:|

HTTQEFQFPK DITFSKLHGT
DILQEWTIGN NHFKAIHVKTS
NTER IIKLSSEEYL
———FAAHLDH DLAYEISKHP

SGFSISIPGD QITSLASLPE

lﬁlﬂ l?ﬂ
YYFIHDASKA
PYAVNFFRTH
LIGEYTLQDI
EVVSVFPNKA
VKAVYPHLTY
—=MNGEIR--

1EBD
1

QINSIQSNSH
PAVEFVEENQ
KTFKTLENVI
LKLHTTRSWD
KLHETSKSAI

KIKEVYNTLF

TYRKSHYIVQ FKDHINDETR EQFKQFLINT DIVLDEQPYQ SHIVNYIPHD SFLVLMNDEC

M
SFGGRTTVVP
YTPNDP

DRVTVTDLGG GRKTVAVERP EGATGAVRTS

RTVTLVTG—-

79



TVAG
AHEALY]
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

AHEALY]
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

190 200 210 220 230 24?

{VISVEKASQOI RFDTRFEAG-
VVSISSAQNC LSOSGAIWN-
YIALPMKYSP
FLGLEHN
HEEAPNIGG-
——LIPYVTN— ——EQIMDVN ELPEG
GOSVPUG———
——GPYG——-—
AQTVPYG=——
SNLLSSKEWV SWIGEFEPSH KIHLNYNEKS IGLPVYIKLS DSTNSLIQRYW ENTLNSILTS
FDSAPFIG——

DEALPYLRDG SLDERLFDVG ALLEQGLALS E TGELPLIVTY
YFSSROYGP=-

2B BT BT, 280 zg0 3099

FMENGH

LLDK

YNSKVKLTLI NQKKLKSIVY CNDESSSQSS CSLVSSEKLV YOWISEQSES NYIERSEKFQ

GKGVRAATPR GAERTRSLPS VRGAAVEADK GRAFWREFTR RGAGVEGVWL DGRVTADMAE

3!U B%D B?D S?D 3?0 36?
LDLTYKNGYL WSLRSTH——— —————— LTGK GEIIAL IDYRHPMLND SS——————
=LORINAQAI SGMDGKYTY- —=—=—- GTEAA DVDAYIVDTG| ILTTHOEFDH ==———====-
VALYTRLTDL MODTH—-LS- ———EYKGR GVIIGI IDYTHPAFRG ———————
-=SYVPSSSI WRKAR——— ———- ——FGE DTIIANIDTG VWPESKSFRD EGLGPIPSRU
——PTIGAPEA WHLKDPFGK- ————-PLDGK GMKIAI VDYTHPDLKA —————————
—-IKVIKAPEM WAKG——— ———- VKGK NIKVAVIDTG| CDTSHPDLKN ————————
-ISRVOAPAA HNRG——=——= —————— LTGS GVKVAVIDTG IS-THPDLN= ——————e——e
~VSOIKAPAL HSQG —————=YTGS NVKVAVIDSG| IDSSHPALK- —————————
~IPLIKADKV QAQG====== —=====FKGA HVKVAVIDTG| IQASHPDLH- ——————ee—
TANRLSPKAI FGTKDTLVHN DRIDIPLRGK GQILSIADTG| LDGSHCFFSD SH———— —_
——====ANDA WDLG====== ======FTGK GVKVAVIDTG VDYTHPDLAP —==—=—————-
SNAQIGTPEA WEAG—————— —————-LTGK GVTVAVIDSG| VDAGHPDLAG ——————-——
I——QKIOAPOA WDIAE===== === —====GS GAKIAIYDTG| VOSHHPDLAG ——————— e

@

80



IVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

IVAG
AHEALYI

AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB

BL

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

........ v i b 830 iy o T
RPLINN TLDLHQRKIV YYDS——-WKD FYDYI
G-RALW GANFADSQD= =====—==e—= —=TDCHN
RILE IHDLTTGEVC YKEEIEKGHC HORDT
KGICONQKDA TFHCHRKLIG ARYFNKGYAA AVGHLNSSFD <
HY=—IG GYDTVDEDHD PHDG=————= ————e
QIIG GKNFTDDDGG KEDAI===== —= SDYN
IRG GASFVPGE-- -PST—————— ——(DGHN
VAG GASFVPSE-- -THPF--—-- —--(QDNNS
YVG GASFVAGE=~ —AYNe———ee ——
NPIPYN SVNLMHRKVV TYIG--SLHD HEDYYV
NFGEYL GWDFVDNDND PQETP--RGD PRGAET
RIAQ SRSFIPGE-- ——-EV-———— ——ADRH
KV—-VG GUDFVDNDST PQNG-————— ———N
A O e drind SOPEN. o e s aeo
ECG————-HI LPLYDGIAPE SKLYFLDMAK G—-DNKMLFD DFDKDKFVQS LKDLN-——-I
jm————————— —=KTVGIARG VTLYAVKVLG C—-DG-SGTT HNGVISGIQUV AENARKRGRK
jm———————[ HEVYRGIAPE AELIVVKIGN E———— EFRE DKIIEALDIL AKRIKAYGKP
VPGVSIFGOG NGTAKGGSPR ARVAAYKVCW PPVKGHECYD ADVLAAFDAA IHDG—-—--=A
K————————— ——IKGVAPN ASILAYRVMN D--GG-TGTT DDIIQGIERA IQDG——---A
=[=======5 NGGIAGVAPE ASLLIVKVLG G--ENGSGQY EWIINGINYA VEQK-—=—==V
—N——————=N SIGVLGVAPS AELYAVKVLG A--DG-RGAI SSIAQGLEWA GHNG———-M
————————— VLAVAPS ASLYAVKVLG A--DG-SGQY SWIINGIEWA IANN-———=M
—D=——==—=N TTGVLGVAPS VSLYAVKVLN S--SG-SGSY SGIVSGIEVWA TTNG-—-—=N
EDS———SLA ISSFSGLATD AKIAFFDLAS DPSHNHNEPVPP EDYSQLYQPL YNAG————-A
Quem—————— ——— IKGVAPD ATLLAYRVLG P--GG-SGST ENVVAAIERA VODG==—--i
Ad—————-5 DGKEKGVAPG ATLAVGKVLD D--EGFGSES EIIAGMEWAA RDVD————-A
HH=======5 T-GIAGTAPK ASILAVRVLD N--SG-SGTW TAVANGITYA ADQG-=-===A
4?0 Sl:llD 5‘III:| 5?0 5;I3r3 549
F— ——--NEIDYTS TMTDIYDNLA YHNPDILFVF AAGNSE---- KSWTIDSPSS
G- ———==GGYS SSLNRAVASV VDA-GVPFAV AAGNED-——- QNACNTSPAS
TP —=~LGPHDGT DPISRFIESI VHTYKIPVVV AAGNVWGH-EP IHDKLNLFQE
IGGE PTSFFHDSVA IGSFHAAKK- RIVVVCSAGH SG-——PADST VSHVAPUQIT
|-— ===QODLHVPD QPVTLTLERA AKL-GVTAVV SNGNDGP--- KPWSVDAPGH
= —===GPSD-V PELKEAVKNA VKN-GVLVVC AAGHEGDGDE RTEELSYPAA
- ———=SPSP-S ATLEQAVNSA TSR-GVLVVA ASGNSG---A S--SISYPAR
b= ====GPSG~-S AALKAAVDKA VAS-GVVVVA AAGNE
b~ ————GASG-S TAMKQAVDNA YAR-GVVVVA AAGNSGN-SG STHTIGYPAK
BL SIOGYLGSYS DDAGSIDDFL YTHPDFIILR AAGNNE=-——-= QYSSLLSQAT
— ———NSLNAPD WATSIALDQA MAE-GVVAVT SNGNSGP——- NNWTVGSPGT
- ——-TEPSDGT DPMAEAVNTL SRETGALFVI AAGNTG---- APSSIGSPGA
— ———GTVGNSG —-LOQOAVNYA UNK-GSVVVA AAGHAG-—-— -NTAPHYPAY

81



IVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

IVAG
AHEALYI

AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB

BL

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

5%0 o 5q0 570 580 _52U 600
GKNIFCVGAT DGTPGOMMGE ASTPQIEISG T
EAKAITVGAT YYSGNFAQDI RAS
NTSSFDVIGS WAYVDIWIMG TDSVELTINS PCOAVSIREG DTKLIDLGHC GTLAVSFSGR
\VGASTHDREF ASHLVLGNGK HYKGQSLSST ALPHAKFYPI MASVNAKAKN ASALDAQLCK
|ASSVISVGAS TVSIPFPTFQ VTGS—————— SKTYOGLPLS KSDFPIENDS -PLVYVGYGH
{YHEVIAVGSY SVARELSEFS NAN
YANAMAVGAT DONNNRASFS QYG
YDSVIAVGAV DSHSHRASFS SVG
AKNVITVGAE QTTHESYTTD ALEYSHFETV AKSTLNSLCQ SFDDKYCTYT TAQCCTEYST
SREAISVGAT OLPYNVFTAA TTSSDGVSYA SSAVOGFPSE EELLSLNGOA FELVDVGEGA
ADAALTVGAV DSADOAAUFT SAGP:

YSHATIAVAST DONDNKSSFS TYGS

610
KIDLLQSSWS THNLFNQLNKE EPLFNVAKPV YVTSHDNTCD SIKQILENEQ TKILILKSLP

S%D 630 E?O 6?0 Eﬁq

HPLNGDKNVF IKIDNVHENF RNGWSVSFTP IDVKDGEVHL WGENVAFASP DYSYTISSLA
LGSLDPIKTK GKILVCLRGO NGRVEKGRAV ALGGGIGMVL ENTYVTGNDL LADPHVLPST
PSDYAKQDVK GKFALILOGT SSTLV-KAEQ AKQAGALGVL LISSEKEINM MPEYFSREHL

VKGLSG
PADFAGKDLT GKIALISRGA GIAFVDKATE AAKAGAEGAI LYNN--VAGA MPLIPG—-M

¢ ﬁ?D EqU S?D 7qD 7?U 72?
DCHKMSKTVL ATLSDDDFQL ISOQSSSANFT MKLSDFSEKA NFASAGPAYS GILKPDISAP
FSN WGTCVDILAP

SSSSVISVGS FTSKVNVNIN PYSILGSISH FSSIGPSRRC SYGCKENLKP ———--DIVAP
QLTSKDSFAV SRYM=TOTKK PIAHITPSRT DLGLKPAPVM ASFSSKGPSI VAPQILKPDI
AVPVMOLSNT NGEELKTLIT KRKKNIKIGQ PKQOT-ELIGN FSSRGPSQGS WLIKPDVVAP
—KEIDLVAP

—AGLDIVAP

==AELEVHAP

PELYNENNIC SFSSKGPTHD GRLKPDIVAP
DKAVGETMAD FSSRGPVIDT WMIKPDVSAP
RYGD NALKPDLSAP
-—=VDVAAP

————————— CCTSYIK NHSYASIFSSO
AVPTIMLNQA DGEALKAKAA TVTVSFHVAF

82



IVAG
AHEALY]

AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL
BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALY]
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVYAG
AHEALY]
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

730

740

750

760 770 780

GVITGALSYG
GOSIKSAVIG
GELVCSAYPL
TAPGVSVIAA
GVOITSTVP-
GENILSTLP-
GVNVOSTYP-

NSETA=====

NIKPLIDLCF
YTGAVSPTHE

ERKCDFSSLS
———=SHSAYN
=====YEGFN
QFDPRRLLFN
RGGYE

HKKYG

GSTYA

GAGVYSTYP-
GOYITSARSH
GVNIVSTVPT
GVGILAARSR
GSSIYSTYP-

790

THTYA

GANTTDQCGD
o A
L

GSLPHTHNALL
——PDAPHGIG
-—AEGSGDYT

800

TSTYA

810
1

EHFRSKGVTP
SANPS————
OVEHTLTPSE
TRYPSWSPAA
[0)111 A —
15Y'] o—
OKNPS————
VIAVGAVDSS
SKHPH————
OYLYDGYYPT
EANPS———
EEHPD=————
SOG—————

IISGFSSLLR
HVCGVAALTF
AVTGAVALLL
HISGIAGLLK
QVAGAVALLR
HVSGALALIK
HVAGAAALVK
TVGYPGKYPS
HVAGAAALIL
LATAATTILR
HVAGAAAVIL
HIAGVAALLA
HVAGVAGLLA

830 840
L i

|SSSLLKSLII

——=YSA———
VKEILINNAY
IRSAIMTTAT

HORASFSSVG
S, £ - VA——"
GSIVESNKLQ
[N | 7Bt
~---USGARLK
PR, - -

850

SSTKSHKRDL
—ADVKSKIL
KDSFTTOKPHN
TMDDIPGPIQ
-—TEQLKAAL
ESFORKLSES
———VQIRNHL

HTGFGIPR——
ADSTDNVID-
HYYGHGKLDI
HATNMKATPF
ANNAKTLHD=-
EVFAQLIRR-
KNTATSLGS-

YKSVSSLLEE REGFSDRNTT ERETLNVSSG
SFGAGHVOQFPN LAVNPGLVYD LGIKDYLNFL
-=VNEN
-=TLPL

——=SQVRNRL
PTGSLLKALNM
—VYEVKSAL
DALMSTSKEL
—ASHIRAAI

860
A i

SSTATYLGS-
INNAQLLHGT
MNTAEKMVNP
DVSAYQLGAG
ENTADKISG-

E'J:EI

FPLSSTNTHP SNAVFDTFAG ANFVOGWGSL
—ATGE
RVSVPA

880 890 s0oo
A . A . L

—————— —L

DCAIKSSYSD
LRC

GGGCTSQGOV
CSLGYNASQI

SIIYLITFAL
SVFSGHNFTC

TYPVHA
DIAKTL

THL

RVLIKGNOHL
TRSG

YCEFSSQTGD ISASISWLDP LLSRDIAVPL

FLKVIRFLYR
SSPKISLVHL

FLF
HYPSITVPNL TSSKVTVSRT VKHVGRPSMY

QGSG
AGHG

LI
FL

YGSG

SFY

RHMSEWLYVES

SGVKPKPSRY
EYPHNT

AVGADV
TGTY

YGKG

VGIGELGKDK
QGAG

KASNUKEYSL STGONVSYCF TYKPSSSGSH
SI

TATGSADLGF
WAKG

YSUPYEADEP VTRTVAYTHNS SDTDVELKLS
RV

83



TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI

BASUB

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TYAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

9'Il:l 92D 930 gdl:l 950 QEU
|LA[L SIFIES PTGKVYQEEF GHSILTTHKK ISVTSETYEG TWKLHVISSR FEGHVSFSCS
:CSSTPHKLLY SARC
iTVKVHHPHGV YYALKPTSLHN FTKVG
HIPKAAQTHV LVKPNHNVSFG ======———— ———— L-IKPH SGKVKLTONV TLONLSSKKK
VLTAPDELAE KAEQSHLLTL
r-LVHAEAATR

P ELDVMAPGVS IWSTLP----
—=LINVEAAAQ
SGGIPRIVAT LVUTDPPSYS GAKLHNLVNNL DLTHMTHTESE FIFYSNSGGS SYNGTKGTTL
IRVWDALKAET LVHPGSYSFG ——— ———=T-FEKP KGKQVERQOF EIQNLSSKAK
VRGAPEGVAT LADTSLTVPA HGTASTTVTG DGSKA-PVGD TSGQVVAADA SGKPLAHTAF
HAYKAVQY——
97D QED 99D IDUEI 'ID1I:I 'IDZD

ISHNYMSEKLE FVEETEKCLS DCSCHKGICE CPSDKTDHLC STHSRDISNS GTFVGOGKYV

ELKT———— —— FKVILV KSKGHVAKGY MFGELVWSAK KHRVRSPIVV KL-———————e
SFSTRVELLD ANTKT=-=KVK ASVPSSISIQ PHSSTEKPFT ITVDSS==== ==————e———

—————————— —GHKYGAKS GTXMASPHVA GAAALILSKH PN UTH

PLQDSINNVE GIIYTPINTK SEISFRFIIA GTNIPIGPON FSFVFHGENG EFDWADSCMQ
KYSMEFTFKN EVGK=—-=HVK VTTSKNLKVN PGKTOKVHVHN VOVDASK——— —————————
GLVKEGERYT LTVHVKDRSG AATPADLTV(Q RLTEGVDPFFP AHVGDSGT== —==——————-

1030 1040 1050 1060 1070 1080
{FRARVEN IDKPRI DVSFKG-—-—- YSHV
i
!

==LOOGVYTG HVYVKEQG== ====——————

i
I
[TOVRSSLENT TTKLGD

NSISDKCSKF LSYNYIVIIV
HLTVSE==—= —————————m
SSFLDVRGSH GADSLGLGFL

CHPODTOPCF IENGVGSQTC GDDYLWGRCL VOQSCHNNYNY
——LAAGYYEG

LRLEPGTYSL

LK

84



TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB

BL

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALY]
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL
BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

. IDIQEI 1 IIDCI 1110 1120 1130 1 ‘I‘dl:l'l
[VLIKGISNOP SDSFTSLLFR NKETKL
i

—-AKEEIRIP FTFSIDPKDY KRIDGLEIIN STFSPHGDHV ~LDDHLINYY LVAPVDDITL

{———=SFYYGK G LI NVEAAAQ——

AGGTMSLIIT VLILIKYMEY KENGNKFSLK EFFSGVLGTG KNVSGGGKGG SGGSGSGSGT
--GDTVIEVP TILFIGEPDY PRVT———HF GFTALGG—- —— HEFEFYSY LPGGAEELQV
AAPEVVVDRD REITLDGREL REIG--ADVG RRTETROLLM -EYDRGANGS DLFGAVQVPL

1 IISD 1 ‘Iﬁlﬂ 1 1‘?'I:I 1 IEI-D 1 IIQEI 1209

HANLVTKER- -VTYQGIIHQ AKNATPGYKP FKWN====GT KADGTPLTDG LYQIEAVASH

LKDGTIDDGT GIHVRPKPKD APVTPPDLYS LLSPFIIEIT ISTACSLVAT AASILOPYYI
|WVYKATATGG LGTYVGDALY AGDLGKGYNY HNWH———-GT LVDGTVLPAG KYRVAVYAKK
TYDSVFAAPT KKVAOGDFEY RTVWRLGKPL LEVKGIDEAT VOSGGTLTEG RTRLPLVIDVG

1210 1220 !2.30 1240 !Z.SEI 126?
AT L

SGGETKQTAA VFLDRTAPKL THEVDQENLV IRGKVDDILL DWHSESGWIA PGIPVRMOYE

GQIIQDIPTT KGIGDLRDQF IIIFLLALLE FVFSTISSWI SGIVHEKMVM RLONKVFRAL
G Fmee
AVGAGPFPDG VRGKAVLARL TEGTEPAALA QAAQDAGVKV LFVTDDAPG- -RLMSWWGTD

85



TYAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL
BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVYAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
EL

BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL

BEN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

1270 IqBU IZPD !EPU 1310 1320

INGHG===== =====VUEQA FLNPWEKSYD IYFDRTQLOE GKNTIHIVAT DAAGHTSHLT

LTGILLSVSV GICKFVGSLV FIFTISVKLS
——DRAILGA DVLITIE-———- ——————

TAODMGFFOK NSAAVLMNVL IVDTPMLRSS

=F

DNADR===== —=—=-PLOIA TVSAADARRL HRAGRVDMTG TRNTPYVYDL SEGHEGAVPD

1330 1340 1350 1360 1370 1380
L s ' . A r——

VNLEVK

LAFFATVPVL AIVTQVOSKF TKRLTRRLLF HNSKASQHGQ ESMVNMHVVS NYCKODREIA

RDLTYEPGHR DLAVLRTRYH AAEPSSGGEF RYSLTDTFPI GLGFRERIDY PVERTEYVST

1390 1400 1410 1420 1430 1440
el Par— " P ' F—— L Pa— P 1 'l

KYSEQLMMVF QISRRLIINN TFAASIKVLM VESLAFIILY FGAYLAIOKO FTVGLLVSFS

GPGOLWHETV TSAGEALEER GGLSRYRGGS RAELNWFKPV WHPYLGTGLG WGQORAGNRL

86



TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE

TVYAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE

1450 1460 1470 1480 1490 1500
f N L L L i

LYIGYVIDSS TTLFGVYSSY VQCLASATRV FLILRSAPRK RTTLEEEELD HNIIDTHODNN

OFNAPGWGDS GPDHTGFGDV WSEGSGMSQT TSVYLDGEPYV DQGPSSAAYV WDAPADEHTY

1510 1520 1530 1540 1550 1560
Il 'l P ' A e A

HHNNNNDDISD SSSDDDDDNN NNKNSKNNKT KSGESDDSSS EDAEYKKHKN KRHNGKMTTK

RLVTDTALDA ARVPLATKGH AEVWTFRSAAT PDDRUTFLPL INLSFDVDTD LAGKVRAGKK

1570 1580 1610 1620
Il 'l A e A

LSNSPPLVGE GIDNNNNNHN DNNINDDNNQ OQDPHNNNHNEI DDDGDDDGDD DDEGEDENNHN

LRIGLGAAYV AGAPDTGKLG GGKLEASYDG GTTWHOVRLR GGDGEASWYG TLSVPRDAEH

87



TYAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL
BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL
BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL
BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

1630 1640 1650 1660 1670 1680
L 1 L L

HHNNDDPHDN NGIEMLTEKQ LRKRKROMKK EFYKKTGISC LELHLIPSAY TELTECRGEI

VSLRASARDD RGGSVTOQEIV RAVAVR

1690 1700 1710 1720 1730 1740
A L 1 'l i AL

EFKNVSFCYP SRADVGVLYN IDLKFESGKC YGLVGPSGSG KSTLLELISR FYSLHPSGGK

1750 1760 1770 1780 1790 1800
A A 'l L A i

IYMDGIDIAK IRPSHLRSFV THVHQHPFLF DATISENIGY ALDNPTOEDI IEAAKLANAH

88



TVAG
AHEALVYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL
BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB

BL

BPN

CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

TVAG
AHEALYI
AQPHY
ARTHAI
BACER
BASUB
BL
BPN
CARLS
DYCDIS
KABAYASHI
STRCOE
TERMIT

1810 1820 1830 1840 1850 1860
A il e L L L el

1

:EFIQSLPKQY DTHLTDGGHNL SGGOKKRIAV ARAICAKRKI MLLDEITAEL DPESEEAINK

1870 ‘IB.BU 1 EIQ'D 1 QIEID 1 9.1 o 1 92?

SIKVLTRGHT VVMVAHKVAA VRDCDKIFVL DKGQOIVEQGT HNQLMAKKGK YYRMFAFSED

89



Figura 24.- Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de serin proteasas de la familia de las
subtilisinas reportadas con la secuencia parcial de aminodcidos deducida de la serin proteasa de Trichomonas
vaginalis. Las regiones conservadas para las subtilisinas se muestran encerradas en rectangulos, @ indica los
aminoéacidos conservados de la triada catalitica (Asp 338, Hist 408 y Ser 756, numeracion de acuerdo a la
subtilisina de Dictyostelium discoideum). Las abreviaturas utilizadas corresponden a los siguientes
microorganismos: TVAG: Trichomonas vaginalis, AHEALYI: Acanthamoeba healyi, AQPHY: Aquifex
pyrophilus, ARTHAI: Arabidopsis thailiana, BACER: Bacillus cereus, BASUB: Bacillus subtilis, BL:
Subtilisina BL de Bacillus lentus, BPN: Subtilisina BPN' de Bacillus amyloliquefaciens, CARLS: Subtilisina
de Carlsberg de Bacillus licheniformis, DYCDIS: Dictyostelium discoideum, KOBAYASHI: Subtilisina
alcalina de Bacillus subtilis descubierta por Kobayashi y col., STRCOE: Streptomyces coelicolor, TERMIT:
Termitasa de Thermoactinomyces vulgaris. Los guiones indican huecos o gaps y los puntos indican el final

del alineamiento.

La secuencia parcial de aminoacidos de la serin proteasa de T. vaginalis posee los
dominios consenso DSG, HGTH y GTS de todas las serin proteasas de la familia de las
subtilisinas por lo que podemos decir que la serin proteasa de T. vaginalis pertenece a la
familia de las subtilisinas.

Al comparar las posiciones de los aminoacidos de la triada catalitica de las serin
proteasas, observamos que la mayoria de estas tienen el Aspartato (D) del dominio DSG,
alrededor de la posicion 32, la Histidina (H) del dominio HGTH, alrededor de la posicion
64 y la Serina (S) del dominio GTS, alrededor de la posicién 221, aunque se han reportado
serin proteasas cuya triada catalitica no esta necesariamente en estas posiciones (Ogawa y
Susumo, 2003; Siezen y Leunissen, 1996). En la serin proteasa de T. vaginalis el Aspartato
se encuentra en la posicion 163, la Histidina en la posicion 208 y la Serina en la posicion

504.
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VL7. MODELO ESTRUCTURAL TEORICO PARA LA SERIN PROTEASA DE
Trichomonas vaginalis.

Con la secuencia parcial de la serin proteasa de 7. vaginalis se obtuvo un modelo
estructural teorico en tercera dimension (Figura 25) mediante el programa 3D PSSM
Protein Fold Recognition (www.sbg, bio.ic.ac.uk/~3dpssm/).

Comparando la posicion de los residuos cataliticos en la serin proteasa de T.
vaginalis con los residuos de la subtilisina BPN’ en los modelos de listones (Fig. 25), se
observa que el Asp 163, la His 208 y la Ser 504 de la serin proteasa de I. vaginalis estan
dispuestos de manera similar que el Asp 32, la His 64 y la Ser 221 de la subtilisina BPN’.
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Figura 25.- Representacion de listones de la estructura secundaria y terciaria de la serin proteasa de
T. vaginalis modelada con el programa 3D PSSM (A) y de la estructura deducida por cristalografia de la
subtilisina BPN(B). los residuos cataliticos estin representados con esferas y bastones (en verde).

Al comparar el potencial de carga en la superficie del sitio activo de la serin
proteasa de 7. vaginalis con el potencial de carga en la superficie de la subtilisina BPN’
(Figura 26), observamos que ambas enzimas tienen una densidad de carga negativa en el
sitio activo. Este puede ser un factor determinante para la union adecuada del sustrato, ya
que se ha demostrado que las interacciones electrostaticas son mas dominantes que las
interacciones hidrofobicas, ya que son aquellas las que restringen la especificidad para
ciertos sustratos (Van de Ven y col., 1990; Creemers y col., 1993; Lipkind y col, 1995;
Siezen y col.,, 1994; Perona y Craik, 1995). Se puede ver que la conformacion del sitio
activo no es idéntica en las dos enzimas debido a que cada una tiene diferentes residuos de
aminoacidos alrededor de las secuencias consenso que caracterizan a las subtilisinas; esta
diferencia conformacional podria sugerir una especificidad de sustrato particular de la serin
proteasa de 7. vaginalis. Sin embargo, los aminoacidos de la triada catalitica parecen estar

en la posicion correcta para llevar a cabo la catalisis. »



Gly 502
His 211 Y
Thr 210
His 208
Gy 203 Ser 504
Thr 503
Asp 163

Figura 26.- Modelado de la superficie molecular de la serin proteasa de T. vaginalis (A) y de la
subtilisina BPN’ (B). Las flechas indican los residuos de Aspartato (Asp 163 en 7. vaginalis y Asp 32 en la
subtilisina BPN") y los residuos de las cajas HGTH (His 208, Gly 209, Thr 210, His 211 en T vaginalis; His
64, Gly 65, Thr 66, His 67 en la subtilisina BPN") y GTS (Gly 502, Thr 503, Ser 504 en T vaginalis, Gly 219,
Thr 220, Ser 221 en la subtilisina BPN"). El potencia eléctrico de la superficie molecular tiene el siguiente
cddigo de colores: rojo negativo, azul positivo y blanco no polar.
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VII. DISCUSION.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la region rica en G+C
localizada en extremo 3’ de la clona gendmica 8 corresponde a un gen que codifica para
una serin proteasa, lo cual confirma la aseveracion de que en el genoma de T. vaginalis las
regiones codificadoras tienen un contenido mayor que las regiones no codificadoras.

Este es el primer gen que codifica para una serin proteasa que se ha reportado en
Trichomonas vaginalis; en este parasito solamente se han reportado proteasas de tipo
metalo y cistein proteasas. Esta serin proteasa podria ser importante para la invasividad y
para la evasion de la respuesta inmune por parte del parasito, debido a que en otras
enfermedades parasitarias se ha reportado que las proteasas de tipo serin son capaces de
degradar proteinas presentes en la matriz extracelular y evadir la respuesta inmune por
medio de la degradacion de inmunoglobulinas. Las proteasas reportadas de 7. vaginalis han
sido detectadas por medio de su actividad en geles de sustrato y posteriormente se han
buscado los genes en bibliotecas de cDNA y bibliotecas gendémicas con ayuda de
oligonucledtidos degenerados disefiados a partir de las secuencias de aminoacidos
conservadas en las proteasas. En contraste, en el presente trabajo se identificé un gen que
codifica para una proteasa y queda pendiente la identificacion bioquimica de la actividad de
esta enzima en extractos de 7. vaginalis.

El gen de la serin proteasa de T. vaginalis es un gen unico. Al inicio de este
proyecto se tenian secuenciadas 1662 pb contenidas en la clona gendmica 8A. Este gen se
expresa dando un transcrito de aproximadamente 2.2 Kb. Con base en el tamario
aproximado del transcrito, se estimé que el gen completo de la serin proteasa de
Trichomonas vaginalis tendria un tamaifio similar debido a la ausencia de intrones en el
genoma de este parasito, por lo que en teoria, faltarian de secuenciar alrededor de 550 pb
aproximadamente para tener secuenciado el gen completo.

Como una primera aproximacion para encontrar la secuencia faltante, se realizo, por
una parte, un escrutinio de una biblioteca de ¢cDNA de 7. vaginalis y por otra la
amplificacién rapida de extremos 3’ de cDNA (3’RACE); los datos negativos que

resultaron de estos dos ensayos podrian indicar que este gen se transcribe poco o bien que
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este gen se expresa en una determinada etapa del crecimiento del parasito o bajo
condiciones de crecimiento especificas.

Con base en el mapa de restriccion construido a partir del analisis de Southern blot
hecho con ADN gendmico de Trichomonas vaginalis (Figura 16), se decidié hacer una
biblioteca genémica parcial con las enzimas de restriccion Hind 111 y Bgl 11 para clonar un
fragmento de aproximadamente 1700 pb que contendria la secuencia faltante. De esta
biblioteca se obtuvo la clona positiva 9.2 con un tamafio de aproximadamente 6800 pb
formada por un mosaico de fragmentos Hind I1I-Bgl Il de ADN gendmico, dentro de los
cuales estaba clonado un fragmento de aproximadamente 1700 pb que hibridaba con la
sonda homologa de la serin proteasa. Ya secuenciado, este fragmento tiene un tamaiio de
1528 pb; la secuencia de este fragmento se ensamblé con la secuencia parcial del gen de la
serin proteasa contenida en la clona 8A de T. vaginalis resultando un empalme perfecto de
402 pb. De la secuencia del fragmento de 1528 pb se obtuvieron 664 pb y se dedujeron 220
residuos de aminoécidos adicionales a los ya conocidos que siguen formando parte del ORF
de la serin proteasa. Este ORF sigue abierto, ya que no se encontr6 un codén de término de
la traduccién en fase. Con los datos que se tienen del northern blot , estimamos que la
secuencia faltante para completar el ORF es muy poca.

Aunque todavia no se tiene la secuencia completa para este gen, al hacer el
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la serin proteasa de T. vaginalis con las
secuencias de aminoacidos de otras serin proteasas pertenecientes a la familia de
subtilisinas ya reportadas (Figura 24), se observa que los dominios consenso DSG, HGTH
y GTS alinean perfectamente, por lo que la serin proteasa de T. vaginalis pertenece a la
familia de las subtilisinas. Cabe mencionar que la homologia esta serin proteasa con las
subtilisinas de bacterias podria apoyar la divergencia evolutiva temprana de T. vaginalis.

En cuanto a que los residuos cataliticos Asp, Hlis y Ser de la proteasa de T. vaginalis
no se encuentran en las mismas posiciones que en la mayoria de las subtilisinas reportadas,
podemos decir que este no es un requisito indispensable ya que se han reportado serin
proteasas cuya triada catalitica no esta necesariamente en estas posiciones debido a las
secuencias adicionales insertadas entre estos (Ogawa y Susumo, 2003; Siezen y Leunissen,
1996), las cuales determinan la especificidad por su sustrato. Al comparar los modelos

estructurales (Figura 25) de la proteasa de T. vaginalis con la subtilisina BPN’, se observa
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que los residuos de la triada catalitica y las estructuras secundarias a hélice y hoja B estan
dispuestos de manera similar; por otra parte la densidad de carga negativa en la superficie
del sitio activo de ambos modelos es igual (Figura 26). Esta densidad de carga juega un
papel determinante tanto en la union como en la especificidad del sustrato (Van de Ven y
col., 1990; Creemers y col., 1993; Lipkind y col, 1995; Siezen y col., 1994; Perona y Craik,
1995). Aunque la conformacion del sitio activo no es idéntica en las dos enzimas, debido a
que cada una tiene diferentes residuos de aminoacidos alrededor de las secuencias
consenso, esta diferencia conformacional podria sugerir una especificidad de sustrato
particular de la serin proteasa de T. vaginalis pero no un impedimento para llevar a cabo la

catalisis, ya que los aminoacidos de la triada catalitica parecen estar en la posicion correcta.

VIII. CONCLUSIONES.

- Esta es la primera proteasa de tipo serin que se reporta en Trichomonas vaginalis.

- El marco lectura abierto contiguo al gen de actina encontrado en la clona genémica
8A, corresponde a una serin proteasa.

- El gen que codifica para una serin proteasa en Trichomonas vaginalis es un gen
tinico.

- Este gen se expresa dando un transcrito de aproximadamente 2.2 Kb.

- Hasta ahora el ORF incompleto de la serin proteasa de Trichomonas vaginalis
tiene una longitud de 2,328 pb y codifica para 776 residuos de aminoacidos.

- La secuencia de aminoacidos parcial deducida de la serin proteasa de Trichomonas
vaginalis pertenece a la familia de las subtilisinas ya que las secuencias consenso donde se
encuentran los aminoacidos de la triada catalitica alinean con las secuencias conservadas de
subtilisinas ya reportadas.

- No se obtuvo la secuencia nucleotidica completa del gen de la serin proteasa de T.
vaginalis pero se lograron secuenciar 664 pb adicionales y conocer 220 residuos de
aminodacidos.

- Se propuso un modelo estructural en el cual se observa el mismo potencial
eléctrico en el sitio activo y los residuos de la triada catalitica en conformacion similar que

en la estructura cristalografica de la subtilisina BPN".
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IX. PERSPECTIVAS.,

1. Realizar el escrutinio de la biblioteca genomica de 7. vaginalis hecha con la
enzima de restriccion Eco RI para encontrar la secuencia del extremo 3’ del gen de la serin
proteasa.

2. Determinar la expresion del gen de la serin proteasa en distintas condiciones de
cultivo.

3. Determinar el sitio de inicio de la transcripcion para el gen de la serin proteasa.

4. Caracterizar bioquimicamente a la serin proteasa de T. vaginalis.

5. Determinar el papel de la serin proteasa en la patogénesis de la trichomonosis.
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XI. APENDICE.

- AGAROSA AL 1%.
Para 100ml.
lg de Agarosa
Llevar a 100ml con TAE 1X.

- AGAROSA AL 0.8%
0.8g de Agarosa
Llevar a 100ml con TAE 1X.

- TRIS 1M pH=74.
Para 100ml.
12.114g de Tris base
100ml de H,O bidestilada.
Ajustar el pH a 7.4 con HCI..
Esterilizar.

- EDTA 0.5M pH=74.
Para 50ml.
10.405g de EDTA.
50ml de H,O bidestilada.
Ajustar el pH a 7.4 con HCL.
Esterilizar.

- SDS 10%.
Para 100ml.
10g de SDS.
Llevar a 100ml con H>O bidestilada.
Esterilizar.

- NaOH 10M.
Para 20ml.
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8g de NaOH.
Llevar a 20 ml con H,O bidestilada.

- T.E. (Tris 10mM+EDTA 0.2mM).
Para 50ml.
0.5ml de Tris 1M pH 7.4.
0.02ml de EDTA 0.5M pH 7.4.
Llevar a 50ml con H,0 bidestilada.
Esterilizar.

- TAE 50X.
Para 500ml.
121.0g de tris base.
28.55ml de Ac. Acético glacial.
50 ml de EDTA 0.5M pH=8.

- TRIS 1M pH=8.
Para 100ml.
12.114g de Tris base
100ml de H,O bidestilada.
Ajustar el pH a 8.
Esterilizar.

- MEDIO LB LiQUIDO(100 ml).
10g de Peptona.
5g de extracto de levadura.
5g de NaCl.
0.3ml de NaOH 10M.
10 ml de Tris pH=8 1M.

Nota: Para el solido se le adicionan 15g de agar a 1000ml de medio liquido.

- SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO.

Solucion |
Glucosa 50mM .
Tris pH 8 25mM
EDTA pH 8 10mM.
H,0 cbp. 100ml.
Se preparan 100ml, y se esterilizan.

Solucion 11 S5mls
-NaOH 0.2N. 0.1ml de NaOH 10M
-SDS 1%. 0.5ml de SDS 10%
4.4ml deH,0
Solucién 111
Acetato de potasio SM 60ml.
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Acido acético glacial 11.5ml
Agua destilada 28.5ml.

- MEDIO DE CULTIVO TYM.
Preparar 500ml.
-Bacto tryptone 10g.
-Extracto de levadura 5g.

-Maltosa 2.5g.
-L-cisteina 0.5g.
-Acido ascorbico 0.1g.
-KH2P04 0.4g.
-K;HPO, 04g
-H,Obd 450ml.

Se ajusta a pH de 6.2 con HCI.

Se ajusta a 500ml en H,0d

Alicuotar y esterilizar.

Antes de usar agregar 10% de suero de caballo.

- PBS pH 7.4(1000ml).
NaCl 8g.
KCI 0.2g.
Na,HPO,  1.44g.
KH,PO4 0.24g.
Llevar a 1000ml con agua bidestilada.

- BUFFER DE EXTRACCION(100ml),

-SDS 10% 2ml.
-NaCl 5M 2ml.
-EDTA 0.5M pHS8 2ml.
-Tris IM pH 8 Iml.
-H,0 93ml
- NaCl 5M(50ml).

-NaCl 14.61g.

-Llevar a 50 ml con H>Od.

- ACETATO DE SODIO 3M(50ml).
-CH,COONa 12.305g
-Llevar a 50 ml con H,Od.

- SOLUCION DE TRANSFERENCIA (IM NH;CH;CO;, 1M NH;OH, 0.02N
NAOH)..

-57.5 ml de acido acético concentrado.

-140.8ml de hidréxido de amonio concentrado.

-2ml de hidréxido de sodio 10 N.

-Llevar a 1L con agua bidestilada.
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- SOLUCION DE HIBRIDACION:

Concentracion final. Stock. Para 9.5ml.
Tris S0mM pH 7.4 1M 0.5ml
Denhardt’s 5X 100X 0.5ml
Formamida 50% 100% Sml
SDS 1% 10% 1ml
SSC 5X 20X 2.5ml

- SOLUCION DESNATURALIZANTE.
-4.83 g de NaCl.
-25 ml de NaOH 10 N.
Llevar a 500 ml con agua bidestilada.
- SOLUCION DE NEUTRALIZACION.
-125 ml de Tris/HCI 2 M pH=7.5.
-87.66 g de NaCl
Llevar a 500 ml con agua bidestilada.

- REACTIVOS Y SOLUCIONES NECESARIAS PARA EL ANALISIS DE
NORTHERN-BLOT.
AGUA DEPC.

Adicionar § gotas de dietilpirocarbonato por cada litri de agua.

Agitar toda la noche.

Esterilizar junto con todo el material utilizado.

GEL DE AGAROSA 1%(DE 14X11cm)

-1 g de agarosa.

-16.2ml de formaldehido al 37% (Concentracion final).

-73ml de H;ODEPC.

-10ml de buffer MOPS/EDTA 10X a Temperatura ambiente.

-Dejar el gel solidificando de 2 % a 3 horas (Todo el material debe estar estéril).

BUFFER DE ELECTROFORESIS.
Para 800ml de MOPS/EDTA 1X:
-80ml de MOPS/EDTA 1X.
-720ml de H,ODEPC

BUFFER DE TRANSFERENCIA.
-SSC 10X en agua-DEPC.

BUFFER DE FOSFATOS 1.2M:
-8.51g de NaH2PO4 disolver en 100ml de agua DEPC y esterilizar.

BUFFER A:
-294p1 de buffer 10X MOPS/EDTA pH 7.0.
-706pl de agua DEPC
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BROMURO DE ETIDIO EN AGUA-DEPC-
-250ml de agua-DEPC
-5ml de solucion stock de bromuro de etidio.

COLORANTES

-322pl de buffer A.

-5mg de xilen-cianol.

-5mg de azul de bromofenol.
-400mg de sacarosa.

BUFFER DE CARGA

-2uL de formaldehido(37%, 12.3M),

-5ul de formamida recien desionizada.

-7ul de colorantes.

-Desionizacion de la formamida: En una jeringa de 10ml colocar la resina intercambiadora
de iones BIO-RAD hasta la linea que indica 7ml. Adicionar a la columna preparada 10ml
de formamida, permitir que eluya y posteriomente lo eluido se coloca en tubos de 2ml y se
almacena a -20°C.

BUFFER DE ELECTROFORESIS (Northern):
Para 800ml de MOPS/EDTA 1X:

-80ml de MOPS/EDTA 1X.

-720ml de H,ODEPC

BUFFER DE CARGA PARA RNA 6X (SML).
-3gr de urea.

-1ml de TBR 5X.

-Azul de bromofenol cbp.

-Xilen cianol cbp.

-Aforar a S5ml.

- SOLUCIONES PARA LA HIBRIDACION EN COLONIA.

NaOH 0.5N; NaCl 1.5N
5ml de NaOH 10N.
30ml de NaCl 5N
Llevar a 100 ml con H,O bidestilada.

TRIS 0.5M pH 7.4; NaCl 1.5M.
30 ml de NaCl 5M
50 ml de Tris 0.5M pH 7.4
Llevar a 100 ml con H,O bidestilada.

SOLUCION DE LAVADO (5X SSC; 0.5% SDS; ImM EDTA).
125 ml de SSC 20X
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25 ml de SDS 10%
1 ml de EDTA 0.5M

Llevar a 500 ml con H,O bidestilada.

- MEDIO SOC.
Para 10 ml.
10 ml de medio SOB.
200 pl de glucosa 1M,
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