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1. RESUMEN

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomoniasis, afectando al 12% de
los hombres y al 16% de las mujeres en el mundo. La manifestacion clinica mas
frecuente es la vulvovaginitis, dolor abdominal y mayor secrecion vaginal. Se sabe que
T. vaginalis posee la habilidad de destruir in vitro monocapas celulares de la mucosa
vaginal, donde las fosfolipasas A, (FLA;) han sido reportadas como posibles factores de
virulencia. En T. vaginalis, estas enzimas estan en forma soluble (fraccion subcelular
S30), en el medio de cultivo y asociadas a membrana (fraccion particulada P30).
Objetivo General. Purificar a homogeneidad una fosfolipasa A, de T. vaginalis,
caracterizarla parcialmente, obtener su secuencia parcial y determinar su participacion
en el efecto litico de T. vaginalis. Objetivos Especificos. 1) Obtencion de la fraccion
S30 de T. vaginalis con actividad de FLA, y determinar condiciones para su
purificacion. 2) Elaboracion de la columna de afinidad usando Sefarosa-4B activada con
bromuro de ciandgeno Yy el inhibidor de Rosenthal como ligando. 3) Purificacién de una
FLA; soluble de la fraccién S30 de T. vaginalis. 4) Obtener la secuencia parcial de la
FLA, purificada a homogeneidad mediante espectrometria de masas en tandem acoplada
a cromatografia de liquidos de alta resolucion. 5) Caracterizar parcialmente la enzima
pura en cuanto a tiempo de incubacion, curvas dosis-respuesta, pH 6ptimo de actividad y
dependencia de calcio. 6) Determinar la participacién de la enzima pura en la actividad
litica de T. vaginalis usando el inhibidor de Rosenthal. Material y Métodos. Utilizamos
la cepa GT-15 de T. vaginalis la cual cultivamos en medio PEHPS. Obtuvimos la
fraccion subcelular (S30) a partir del cultivo masivo para purificar a partir de ella una
fosfolipasa A, soluble. La deteccion y cuantificacién de la actividad de FLA; en el
extracto S30, previo a la purificacién y posterior a ella se hizo por el método de
radioensayo descrito por Vargas-Villarreal et al., (1995). La fosfolipasa A, se purificd
mediante cromatografia de afinidad, la cual tuvo como ligando al inhibidor de Rosenthal
que en presencia de calcio retiene a las fosfolipasas A, mediante la interaccion
especifica enzima-sustrato. La elucion de las fosfolipasas A, de la columna se hizo
mediante la remocion del calcio. Una vez la enzima ya purificada, se caracterizo
parcialmente. Se determiné el peso molecular el cual fue de aproximadamente 13 KDa,
se obtuvieron secuencias parciales, se determino el pH optimo de actividad que fue de
6.0, concentracion optima de calcio en 1 mM, tiempo éptimo de incubacién a una hora 'y
se determind su efecto hemolitico sobre eritrocitos de rata el cual fue del 100 % a la hora
de incubacion con una actividad hemolitica directa.



ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is the causative agent of trichomoniasis, affecting 12% of men
and 16% of women in the world. The most common clinical manifestation involves
vulvovaginitis, abdominal pain, and increased vaginal discharge. It is know that T.
vaginalis has the ability to destroy vaginal mucose monolayer cells in vitro, where
phospholipase A, (PLA;) have been reported as potential virulence factors. In T.
vaginalis, these enzymes are in soluble form (subcellular fraction S30), also found in the
used culture media and associated to membrane (P30 particulated fraction). General
Objective. Purification of a FLA,, its partial characterization and sequencing, and
determination of its participation in the lytic effect of T. vaginalis. Specific Objectives.
1) Obtaining the S30 fraction of T. vaginalis with PLA, activity and to determine
conditions for its purification. 2) Elaboration of the affinity column using sepharose 4B
activated bromide-cyanogen and the Rosenthal inhibitor as ligand. 3) Purification of a
soluble PLA; from T. vaginalis S30 subcellular fraction. 4) Obtention of a partial
sequence from the purified PLA, by HPLC/MS in tandem. 5) Partial characterization of
the purified enzyme with temporal curve, dosis-response curve, optimum pH and
calcium dependence. 6) Determine the role of the purified enzyme in the lytic activity of
T. vaginalis, using the Rosenthal inhibitor. Material and Methods. Strain T. vaginalis
GT-15 was cultured in PEHPS culture media. We massively cultured the strain T.
vaginalis GT-15 to obtain the S30 subcellular fraction, and to achieve purification of a
soluble PLA,. Detection and quantification of the activity in the S30 extract prior to
purification and after it was made by the radioassay method described by Vargas-
Villarreal et al.(1995). The PLA, was purified by affinity chromatography on a column
prepared in our laboratory, which had as ligand the Rosenthal inhibitor, that in the
presence of calcium retains the PLA, by specific enzyme-substrate interaction and in the
same way, it can be eluted by calcium remotion. Once the enzyme was purified to
homogeneity, it was characterized partially. It had a molecular weight of 13 KDa
approximately, a optimum pH of 6.0, an optimum activity at 1mM of calcium, an
incubation time of 1 hr and a direct hemolytic activity of 100% in the first hour with rat
erithrocytes.



2. INTRODUCCION

Trichomonas vaginalis es un protozoario parésito flagelado, agente causal de la
tricomoniasis, una enfermedad de transmisién sexual y causa comun de vaginitis. Esta
infeccion se ha relacionado con un bajo peso de los bebés al nacer y como cofactor en la
transmision y adquisicion del HIV (Sorvillo et al., 2001). Aun cuando su prevalencia es
alta y tiene una distribucion geogréafica amplia, T. vaginalis no ha sido el foco de
intensos estudios ni de programas activos de salud puablica para el control de la

infeccion.

T. vaginalis presenta actividad de varias hidrolasas que ya han sido caracterizadas,
como por ejemplo: las cistein-proteasas son las mas abundantes en este protozoario
(Hernandez-Romano et al., 2010); siguiendo las neuraminidasas (Crampen et al., 1979) ,
beta-N-acetilglucosaminidasas (Mirhaghani and Warton, 1998), alfa manosidasas
(Banerjee et al., 2007) y la alfa glucosidasa (Ter Kuile et al., 2000). El papel de las
actividades de fosfolipasas (Vargas-Villarreal et al., 2003 y 2005), en los mecanismos
patogénicos de T. vaginalis permanece sin ser definido. Estas enzimas ya se han
propuesto como un factor de virulencia en otros microorganismos como Clostridium
perfringens (Gustafson and Tagesson, 1990). La purificacion y caracterizacion de esta
actividad es un prerequisito para establecer su papel en el mecanismo patogénico de este

parasito, asi como su posible papel en el metabolismo del mismo protozoario.
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3. HIPOTESIS

Trichomonas vaginalis posee una fosfolipasa A, soluble que puede ser aislada y
purificada a homogeneidad mediante cromatografia de afinidad para su secuenciacion y

caracterizacion parcial.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General.
Purificar a homogeneidad una fosfolipasa A, de T. vaginalis, caracterizarla
parcialmente, obtener su secuencia parcial y determinar in vitro su capacidad litica sobre
eritrocitos en suspension.

4.2 Objetivos Particulares.

4.2.1 Obtencién de la fraccién S30 de T. vaginalis con actividad de FLA, y determinar

condiciones para su purificacion.

4.2.2 Preparar una columna de afinidad usando Sefarosa-4B activada con bromuro de
ciandgeno y el inhibidor de Rosenthal como ligando.

4.2.3 Purificacion de una FLA; soluble de la fraccion S30 de T. vaginalis.

4.2.4 Obtener secuencia parcial de la FLA, purificada a homogeneidad mediante

espectrometria de masas acoplada a cromatografia de liquidos de alta resolucion.

4.2.5 Caracterizar parcialmente la enzima pura en cuanto a tiempo de incubacion,

curvas dosis-respuesta, pH optimo de actividad y dependencia de calcio.

4.2.6 Determinar la actividad litica de la enzima purificada de T. vaginalis sobre
eritrocitos en suspension presencia del inhibidor de Rosenthal.



5. ANTECEDENTES

5.1 Caracteristicas Biologicas de T. vaginalis.

En cultivo este paréasito es tipicamente piriforme, sin embargo se han descrito formas
ameboideas evidentes en los parasitos adheridos al tejido vaginal in vivo (John and
Squires 1978) y algunas formas alusivas a un pseudoquiste en casos muestras
relacionadas a neoplasia cervical (Afzan and Suresh, 2012). Presenta una sola fase de
trofozoito. Miden de 7 a 30 um de largo y de 5 a 15 um de ancho, poseen 4 flagelos
anteriores y un flagelo recurrente en el borde exterior de la membrana ondulante, un
nucleo, hidrogenosomas y un axostilo que corre a lo largo del parasito. Se dividen por
fision binaria longitudinal y la infeccion natural se establece en el tracto urogenital del
humano (Costamagna and Prado-Figueroa, 2001). Su genoma consta de alrededor de
160 Mb de las cuales un 65% son repeticiones que consisten de elementos transposones
activos o mavericks, repeticiones tipo virus y retrotransposones (Pritham et al., 2006;
Carlton et al., 2007).

5.2 Clasificacion Taxonémica.

T. vaginalis es un miembro del linaje de los parabasalidos microaerofilicos eucariotas
que carecen de mitocondrias y peroxisomas pero contienen organelos inusuales Illamados
hidrogenosomas. Aun cuando estudios previos lo han considerado como uno de los
primeros organismos en la rama de los eucariotas, recientes estudios colocan a los
parabasalidos en otros grupos mayores de eucariotas aun no bien definidos. Esta nueva
clasificacion taxonomica esta basada en la Nueva Clasificacion de Niveles Superiores de

Eucariotas con Enfasis en la Taxonomia de Protistas (Adl et al., 2005) y es la siguiente



Super-grupo Excavata
Primer rango Parabasalia
Segundo rango Trichomonadida
Tercer rango Trichomonas

5.3 Epidemiologia.

T. vaginalis coloniza cavidades urogenitales, sin embargo existen 2 especies
ampliamente relacionadas que también pueden causar infeccion al hombre: T. tenax y
Pentatrichomonas hominis (colonizan boca e intestino grueso respectivamente). De estas
tres especies la mas importante por ser la Unica patdgena es Trichomonas vaginalis.

(Schwebke and Burgess, 2004).

La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que esta infeccion constituye casi
la mitad de todas las infecciones curables en todo el mundo y se estima que alrededor de
120 a 180 millones de personas se infectan anualmente (Global Prevalence and
Incidence of Selected Curable Sexually Transmitted Infections.World Health
Organization; Geneva: 2001. www.who.int/docstore/hiv/GRSTI/006.htm; Cates, 1999).
A la fecha se han realizado multiples estudios moleculares que han permitido la
clasificacion de las diferentes cepas de T. vaginalis en “grupos” o “tipos” segun
caracteristicas como la resistencia al metronidazol, o la susceptibilidad al Virus de
Trichomonas vaginalis (TVV) siendo solo uno de ellos de implicacion mundial
(Cornelius et al., 2010; Conrad et al., 2012).

Tan solo en los Estados Unidos se presentan 7.4 millones de infecciones nuevas por
afio (Weinstock et al., 2004) y de ellos el 50% de los casos son asintomaticos (Petrin et
al., 1998; Hook, 1999). En ese mismo pais la prevalencia se estima en 2.3 millones de
mujeres de edad entre 14 y 49 afios, segiin una muestra nacional representativa de
mujeres estudiadas entre el 2001- 2004. Otro hallazgo realizado en este estudio fue que

la mayoria de las mujeres con tricomoniasis (85%) no presentaban sintomas siendo la



prevalencia de 13.35 % entre mujeres afroamericanas, del 1.3 % entre mujeres blancas y

del 1.8% entre mujeres Mexicanas-Americanas. (CDC. Sutton et al., 2007).

En México, las enfermedades de transmision sexual se registran en el primer nivel de
atencion médica, sin embargo, se acepta que existe un subregistro. Hasta el 2003, la
incidencia era de 183.42 por cada 100 000 habitantes. Si observamos la distribucion por
grupos de edad, las tasas mas significativas se presentan en poblacién entre los 15 y los
49 afos siendo los estados que reportan las mayores incidencias en poblacion general
Morelos (170.59), Zacatecas (96.80) y Veracruz (85.72) casos por cada 100 000
habitantes (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, No. 18, Vol. 21, Semana
18, Mayo del 2004).

5.4 Factores de Virulencia de T. vaginalis.

Aln cuando la patogénesis y virulencia en la tricomoniasis no esta completamente
entendida, ya se han identificado componentes derivados de este parasito que pueden
causar dafio a las células y tejidos del hospedero. Dentro de los mecanismos
moleculares, se ha propuesto a la adhesion como un proceso importante y necesario en la
patogénesis de T. vaginalis. Se han identificado varias moléculas de adhesion sobre la
superficie de este parasito, que al ser bloqueadas por anticuerpos, inhiben el efecto
citopatico sobre el hospedero (Engbring y Alderete, 1998; Lee et al., 2011). Dentro de
las actividades enzimaticas, una variedad de hidrolasas han sido descritas en T.
vaginalis, siendo las cistein-proteasas particularmente prevalentes. De estas enzimas, las
de bajo peso molecular pueden ser liberadas al espacio extracelular (Lockwood et al.,
1988).

Recientemente se ha encontrado evidencia que sugiere que T. vaginalis puede
producir moléculas que son dirigidas a las celulas blanco y dafian la membrana
plasmatica por mecanismos de citotoxicidad. También una molécula adicional de ataque
a membrana ha sido detectada recientemente en T. vaginalis y se ha denominado Factor

Litico, el cual es capaz de destruir células nucleadas y eritrocitos ademas de ser



especifica para actuar sobre la fosfatidilcolina sugiriendo una actividad de fosfolipasa A,
(Lubick and Burgess, 2004). Vargas-Villarreal et al., (2005) demostraron actividades
hemoliticas directas e indirectas dependientes de fosfolipasas A (A1 y A;) en los
extractos subcelulares de T. vaginalis asi como en el medio de cultivo. Estas actividades
se han propuesto como las responsables de las actividades citoliticas y hemoliticas de T.

vaginalis.
5.5 Fosfolipasas A.

Las fosfolipasas pertenecen al grupo de las hidrolasas. Estas son conocidas con el
nombre de esterasas, ya que hidrolizan los enlaces éster de los fosfolipidos y
lisofosfolipidos (Van den Bosch, 1980). Se clasifican segun la posicién del enlace éster
que hidrolizan en los fosfolipidos teniendo a las fosfolipasas A (divididas en A; y Ay)
B, C y D (Dennis, 1983). Estas enzimas se describieron desde hace 100 afios, pero fue
hasta hace 20 que se empezaron a estudiar con mayor intensidad (Van den Bosch, 1980;
Chang et al., 1987).

La FLA,; (E.C. 3.1.1.4, fosfatidilcolina 2-acilhidrolasa) hidroliza el acilo en la
posicion sn-2 de un fosfolipido produciendo un &cido graso y un monoacil-1-glicero-
fosfatido, en forma equimolar. Se han aislado principalmente de pancreas de mamifero,

veneno de serpientes, veneno de abeja y diversos microorganismos mas (Dennis, 1994,
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Figura 1. Productos de hidrolisis de [2-**C]-FC por una FLA,.
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Se les ha clasificado en grupos con base en el nimero de puentes disulfuro y su
secuencia, y los grupos son: secretorias, citosolicas, independientes de calcio, asociadas
a lipoproteina, como factores activadores de plaquetas y como fosfolipasas adiposo
especificas. (Dennis, 2011). La mayoria de éstas forman parte esencial de diversos
procesos fisiologicos, tales como recambio de fosfolipidos en las biomembranas; en la
generacion de diversas sustancias bioactivas: lisofosfolipidos, acidos grasos libres y
mediadores lipidicos de la inflamacion, como el &cido araquidonico, precursor de
prostaglandinas, tromboxanos Yy leucotrienos, en la modulacién del proceso de
fagocitosis (Dennis, 1983; Zizza et al., 2012) asi como regulacién de la entrada de calcio
(Eintracht et al., 1998). Algunas otras son responsables directas de la neurotoxicidad y
citotoxicidad ampliamente conocida en venenos de hongos, celenterados, insectos,
aracnidos y reptiles (Vadas and Pruzanski, 1986; Chang et al., 1987), ademas de
participar en el mantenimiento del ciclo infeccioso de algunos protozoarios (Cassaing et
al., 2003; Bhanot et al., 2005) o relacionarse con su patogenicidad (Matin and Jung,
2011) y efecto antibacterial (Perumal-Samy et al., 2006, 2007).

Existen numerosas diferencias fisicoquimicas entre estas enzimas tales como: punto
isoeléctrico (varia entre 4.0 a 11.0), el estado de agregacién y una diversidad de
especificidad por sus substratos (Dennis, 1983). También, presentan algunas
caracteristicas conservadas como: bajo peso molecular (alrededor de 14 KDa) en las
FLA, secretadas y de aproximadamente 85 KDa para la citosolicas (Dennis, 1994),
numerosos puentes disulfuro (4 a 7) lo cual les da estabilidad, alto grado de homologia
en su secuencia primaria y en general, dependen de cofactores divalentes,

principalmente calcio. (Van den Bosch, 1980; Wainszelbaum et al., 2001).

El papel de las actividades de FLA,, en los mecanismos patogénicos de T. vaginalis
aun se desconoce. McGregor y colaboradores (1992) reportaron un incremento en la
actividad de FLA; en los fluidos vaginales de mujeres embarazadas con presencia de
vaginosis bacteriana, T. vaginalis o Chlamydia trachomatis, con respecto a quienes no
padecian infeccion. En cuanto a su presencia y funcién bioldgica en otros parasitos, este

mismo tipo de enzimas se han reportado como posibles factores de virulencia en
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Entamoeba histolytica (Vargas-Villarreal et al.,, 1995), Trypanosoma cruzi

(Wainszelbaum et al., 2001), Naegleria fowleri (Barbour and Marciano-Cabral, 2001).

5.6 Cromatografia de Afinidad con el Inhibidor de Rosenthal como Ligando.

La purificacion de enzimas del tipo de las FLA, para el estudio de su papel en el
metabolismo o virulencia de T. vaginalis puede intentarse mediante el uso de un
inhibidor especifico competitivo no hidrolizable (Vargas-Villarreal et al., 1991, 1998).
Existen multiples compuestos que han sido identificados como inhibidores de FLA,.
Algunos de ellos son antibidticos (Sugatani et al., 1979), acidos biliares (Pereafiez et al.,
2011), compuestos como el p-bromofenacilbromuro (Mitchell et al., 1977) y el PX-52
(Franson and Rosenthal, 1997) entre otros mas.

Dijkman y colaboradores en 1997 reportaron el uso de un analogo de fosfolipido 2-
acylamino para la elaboracion de una columna de afinidad. Por otro lado, el inhibidor de
Rosenthal (DL-2,3-distearoiloxipropil (dimetil)-p-hidroxietilacetato de amonio) es un
analogo de la fosfatidilcolina, por lo que actia como un inhibidor competitivo para las
fosfolipasas (Rosenthal and Geyer, 1960) que ademas ya ha sido utilizado en nuestro
laboratorio como ligando para la fabricacion de una columna de afinidad especifica para
fosfolipasas A y purificar estas enzimas a homogeneidad en un solo paso (Vargas-
Villarreal et al., 1991, 1998).

Una vez aislada la FLA, seria posible identificar secuencias parciales que nos
permitieran estudiarla, determinar el gen asi como su homologia con las FLA; de otras
especies. Si la secuencia obtenida lo permite puede llegar a ser incluso clonada y
expresada en E. coli para posteriores estudios (Franken et al., 1992). Debido a lo
anterior creemos que la purificacién de las fosfolipasas, en particular la fosfolipasa A,
de T. vaginalis es factible mediante el uso de una columna de afinidad, ademas,
permitira la realizacion de estudios para el esclarecimiento de su papel en el mecanismo

patogénico de este parasito.
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5.7 Definicién del Problema y Justificacion.

En México existe poca experiencia en el manejo de fosfolipasas solubles e integradas
a membrana. Manejar estrategias para purificar y caracterizar este tipo de enzimas dejara
una experiencia que sera de gran utilidad en los problemas inherentes al estudio
posterior de este tipo de proteinas. Ademas las fosfolipasas provenientes de venenos de
toda indole se han usado como blanco para obtener anticuerpos especificos para
contrarrestar los efectos de estos venenos. La razon de utilizar como modelo bioldgico a
las fosfolipasas de Trichomonas vaginalis se debe a la presunta importancia como
factores de virulencia ya que las tricomonas estan altamente distribuidas, afectando a la
poblacién a nivel mundial, incluyendo paises industrializados y constituye un problema

grave de salud publica en diversos paises en vias de desarrollo.

La aportacion de esta tesis es primeramente la purificacion de una fosfolipasa A, de
T. vaginalis para obtener su secuencia parcial y mas adelante su secuencia total por
técnicas de Biologia Molecular; ya que hasta ahora, de este tipo de enzimas no se conoce
su secuencia total en protozoarios. Ademas intentaremos discernir su participacién como
posible factor de virulencia inhibiendo la actividad de la fosfolipasa purificada sobre
eritrocitos usando ya sea inhibidores de la actividad o secuestradores de los productos

liticos.



6. MATERIALES
6.1 Reactivos Usados.

A continuacién se enlistan las compafiias de origen de cada uno de los reactivos que

se utilizaron en esta tesis:

A) Bioxdén (Becton Dickinson de México S.A. de C.V.): Peptona de caseina,

dextrosa.

B) Control Técnico y Representaciones, S.A. de C.V. (Monterrey, N. L. México):
Fosfato de potasio monobasico, dibasico, acido acético glacial, cloroformo, cloruro de

sodio.
C) DIFCO Laboratories (Detroit, Michigan, E.U.A.): Extracto de levadura.
D) Merck México, S. A.: Placas de cromatografia capa fina.

E) New England Nuclear (Boston Mass. EUA): substratos radiactivos L-1-
lisopalmitoil-L-1-[palmitoil-1-**C]-Fosfatidilcolina; L-a-dipalmitoil-[2-palmitoil-1-**C]-
Fosfatidilcolina; L-dipalmitoil-[colina-metil-*H]-Fosfatidilcolina.

F) Productos Quimicos Monterrey, S. A.. Carbonato de sodio, acido clorhidrico,
cloruro de calcio, hidroxido de sodio, yodo resublimado, citrato de amonio férrico,
tartrato de sodio y potasio, sulfato de cobre pentahidratado, formaldehido, nitrato de

plata, dicromato de potasio.

G) RELABY, S.A. de C.V. (México, D. F.): Metanol.

13
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H) Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, E.U.A): L-cisteina
hidroclorada monohidratada, &cido ascérbico, fosfato de potasio monobasico,
seroalbumina bovina (fraccion V), lauril sulfato de sodio, tris-HCI, tris-base,
fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, veneno total de Crotalus adamanteus, veneno total
de Crotalus basiliscus, EDTA, bilis bovina, formalina, N,N’-diciclohexilcarbodiimida,
4-dimetilaminopiridina, persulfato de amonio, &cido etilendiaminotetracético, carbonato
de sddio, acido nitrico, cloruro de potasio, acetato de sédio, yodoacetamida, acrilamida,
bis-acrilamida, dodecil sulfato sddico, azul de bromofenol, sulfato de magnésio, acido

citrico, Dioxano.

I) Spectrum: acido aminocaproico, ditiotreitol, bicarbonato de aménio, Glicina, Acido

férmico, Metanol.

J) Promega: Tripsina.

6.2 Material Bioldgico.

6.2.1 Cepa de T. vaginalis GT-15.

Utilizamos la cepa GT-15 de T. vaginalis para desarrollar este trabajo por ser una
cepa altamente virulenta y porque en ella se ha caracterizado la presencia de algunas
actividades biolégicas relevantes como hemdlisis, y actividad de FLA, (Vargas-
Villarreal et al., 2003, 2005).

Esta cepa fue donada por el Dr. Fernando Anaya Velazquez del Instituto de Biologia
Experimental, Facultad de Quimica, Universidad de Guanajuato, México y fue obtenida
a partir de la secrecion vaginal de pacientes con trichomoniasis sintomatica (Padilla-
Vaca y Anaya-Velazquez, 1997). Esta cepa se ha mantenido en resiembras continuas 3
veces por semana hasta la fecha. También ha sido criopreservada en nitrégeno liquido

para evitar cambios y mantener sus propiedades biologicas originales.
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6.2.2 Medio de Cultivo PEHPS.

Los medios de cultivo comerciales que han sido utilizados para el diagnéstico de T.
vaginalis son el Kupferberg y el Diamond (Kupferberg et al., 1948; Schmid et al., 1989;
Clark and Diamond, 2002) con muy buena recuperacion de células en ambos (Gelbart et
al., 1990). De los medios elaborados en el laboratorio tenemos el TYI y PEHPS

adicionados con suero o suplemento PACSR (Mata-Cardenas et al., 1998).

Para el cultivo de la cepa de T. vaginalis en nuestro laboratorio de investigacion
decidimos usar el medio PEHPS (Said-Ferndndez et al., 1988) por las siguientes
caracteristicas: i) sus principales componentes se producen el laboratorio y son de origen
mexicano, ii) se puede producir en grandes cantidades iii) Se pueden obtener cultivos en
suspension de 1 o de 2 litros donde la densidad de las tricomonas es de 3 a 4 veces
mayor que en tubo de ensayo (Castro-Garza et al.; 1996). Su composicién especifica se

describe en la Tabla I.

6.2.3 Suero Bovino.

El suero bovino se obtuvo de sangre bovina colectada del rastro municipal en la
ciudad de Monterrey. La sangre se dejé coagular a 37 °C por 12 h, posteriormente se
separ6 el coagulo del suero por centrifugacion a 2,000 rpm durante 15 min. Después de
este tiempo, el suero fue esterilizado usando papel Whatman No. 1 y un sistema de
filtros diferentes (desde 8 hasta 0.22 ums de tamafio de poro) (Millipore, Concord Road,
Billerica, MA, EUA).

El suero estéril se descomplementd por calentamiento a 56 °C durante 30 min
(agitando cada 5 min). Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se le adicionaron 25 mL
de la mezcla vitaminica 107 de Diamond (JRH Bioscences, Lenexa, Ks) por cada litro
de suero. Finalmente se distribuy6 en forma estéril en licuotas de 100 mL y se almacend

en frascos de 125 mL a -20 °C hasta su uso.
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TABLA |

Componentes del medio PEHPS®

Componente g/L
Extracto de Higado y Pancreas 250mL

Peptona de Caseina 10

Acido Ascorbico 0.2

Cisteina 1.0

Glucosa 6.0

K,;HPO, 1.0

KH,PO, 0.6

#Se mezclan todos los componentes, se agrega agua hasta completar 1 L y se ajusta el pH a 7.0. Se vacia el
medio en tubos de ensayo con tapdn de rosca (5 mL) o en Spinners de 1 L (600 mL), se esteriliza por 20
min a 121 °C, con los tapones de los tubos o Spinners flojos, y después de esterilizar los tubos o los
Spinners con el medio se deja enfriar hasta temperatura ambiente. Finalmente se adiciona suero bovino en
condiciones de esterilidad hasta un volumen correspondiente al 10% del volumen total para obtener el
medio PEHPS.

6.2.4 Suspension de Eritrocitos para Ensayos de Hemolisis.

Anestesiamos a una rata por via intraperitoneal, con una solucién de 0.063 g/ml de
pentobarbital sédico de uso veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa
desechable de 1 ml y aguja calibre No. 25 a una dosis de 3 a 5 mg/100 g de peso
corporal. Con esta dosis inducimos una anestesia profunda en 10 minutos, y con una
duracion aproximada de una hora. Procedimos entonces a rasurar el vientre y
desinfectamos el area con una solucion acuosa de cloruro de benzalconio al 0.25 %.
Inmediatamente despues colocamos campo estéril y con tijeras realizamos laparotomia
exploratoria exteriorizando y rechazando hacia la derecha las asas intestinales y de esta
forma visualizar la arteria aorta descendente. Colectamos la sangre y la diluimos con un
volumen igual de solucion de Alsever, mediante puncion adrtica con aguja calibre
No.20.
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Inmediatamente después del sangrado obtuvimos los eritrocitos con tres lavados de la
sangre por centrifugacion (9 min. a 600 x g y 4 °C); los dos primeros lavados se hicieron
con PBS vy el tercero con SSB. Después de cada centrifugacion eliminamos por
aspiracion el sobrenadante liquido y la fraccion de leucocitos depositados sobre la
pastilla de eritrocitos. Fraccionamos los paquetes celulares en alicuotas de 1 ml y los

almacenamos a 4 °C hasta por una semana.

6.2.5 Solucion Concentrada de Veneno Total de Crotalus adamanteus.

Se pesaron 30 mg de veneno total de C. adamanteus (Sigma) los cuales se disolvieron

en 10 mL de amortiguador de Tris-base 0.1 M con cloruro de calcio 4 mM.

6.2.6 Solucion Concentrada de Veneno Total de Crotalus basiliscus.

Se pesaron 6 mg de veneno total C. basiliscus (Sigma) los cuales se disolvieron en

0.5 mL de amortiguador de Tris-base 0.1 M con cloruro de calcio 4 mM.

6.3 Soluciones de Trabajo.

Por comodidad se prepararon soluciones concentradas, indicadas con un nimero
seguido de una X que representa su concentracion respecto a la solucion de trabajo (6

solucion 1X).

6.3.1 Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 10X.

Se pesaron los siguientes componentes: NaCl 80 g; KCI 2g, Na,HPO, (anhidro) 14.4
g, KH,PO, (anhidro) 2.4g, los cuales se disolvieron en agua destilada, se ajusto el pH a

7.4 y se completo hasta un volumen de 1000 mL. Almacenar a temperatura ambiente.
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6.3.1.1 Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 1X.

La solucion de trabajo se preparé diluyendo 10 mL de la solucion 10X con 90 mL de
agua bidestilada. Se verificé con un osmdémetro que la osmolaridad fuera de 290
mOsm/Kg. Se esterilizo por filtracion y se usé inmediatamente o se almacené a -20 °C

en alicuotas de 10 mL hasta su uso.

6.3.2 Cloruro de Calcio 1 M.

CaCl; 0.11 g. Se disolvio el componente en 1 mL de agua bidestilada y se almaceno

en alicuotas de 0.1 mL a -20 °C hasta su uso.

6.3.3 Triton X 100 al 4%.

Triton X 100 1 mL. Se mezcl6é un mililitro del Triton X 100 concentrado con 24 mL
de agua bidestilada y se almacend en alicuotas de 2.5 mL en tubos de criopreservacion a
-20 °C hasta su uso.

6.3.4 Tris-HCI 1 M.

Tris-HCI 3.9 g. Se disolvi6 el componente en 15 mL de agua miliQ y se ajusto el pH
a 7.0 con NaOH 10 N. Finalmente se afor6 a 25 mL con agua bidestilada y se almacen6

a -20 °C, dividida en alicuotas de 2.5 mL.

6.3.5 Tris-Base 1 M.

Tris-Base 3.03 g. Se disolvio el componente en 15 mL de agua milliQ y se ajusto el
pH a 8.0 y 9.0 con NaOH 10 N y HCI concentrado. Finalmente se afor6 a 25 mL con

agua bidestilada y se almacend a -20 °C en alicuotas de 2.5 mL.
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6.3.6 Amortiguador de Acetatos 1 M.

Se prepararon 5 mL de amortiguador de acetatos ajustados a pH 4.0, 5.0 y 6.0 (con
0.23 mL/0.06g, 0.095 mL/0.27g y 0.013 mL/0.39 g respectivamente de Ac.
Acético/Acetato de Sodio en agua milliQ que se completaron al volumen indicado con

agua milliQ.

6.3.7 Mezcla de Ensayo 2X para Determinar Actividad de FLA,.

Todos los componentes se depositaron en viales Bellco de policarbonato de 1 mL
(Bellco, E.U.A.). Se aforaron a 1 mL con agua bidestilada y la muestra se sonico
(Sonicador Lab-Line Instruments, Inc. Melrose Park, Il 60160) a 40 watts por 60 s. Se
deja en reposo durante 1 hora y luego puede ser utilizada ¢ almacenada a -20 °C hasta su
uso. (Tabla 1)

6.3.8 Soluciones para la Elaboracion de la Columna de Afinidad.

6.3.8.1 Bicarbonato de Sodio 0.1 M.
Se pesaron 8.4 g del componente que se disolvieron en 900 mL de agua destilada, se
ajusto el pH a 9.0 y se complet6 a 1000 mL.

6.3.9. Soluciones para Cromatografia de Afinidad.

6.3.9.1. Solucion Amortiguadora con Calcio.
CaCl, anhidro 4 mM (0.0444 g) mas 10 mL de amortiguador 1 M (Tris-HCI, Tris-

Base o0 de Acetatos) y completar con agua milliQ a 100 mL.
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TABLA Il

Componentes de la mezcla de ensayo 2X

Componente Concentracion Final
[2-14C]-FC 44 nCr/mL
Cloruro de Calcio 10 mM 2 mM
Tris-HC1 (10X) 200 mM
Triton X 100 4% 0.8 %
FC 30 mM 0.2 mM
Agua desionizada cbp

6.3.9.2 Solucion Amortiguadora con Calcio y Cloruro de Sodio.
CaCl, 4 mM (0.0444 g), NaCl 0.5 M (1.775 g) en 10 mL de amortiguador 1 M (Tris-

HCI, Tris-Base o de Acetatos) y completar con agua milliQ a 100 mL.

6.3.9.3 Amortiguador con EDTA.
EDTA 50 mM (1.86 g) en 10 mL de amortiguador 1 M (Tris-HCI, Tris-Base o de

Acetatos) y completar con agua a 100 mL

6.3.9.4 Acido Acético 0.1 M.
Se tomaron 0.6 mL de ac. Acético glacial y se complet6 a un volumen de 100 mL con

agua milliQ.

6.3.9.5 Fase Movil.
La fase mavil se prepar6 a un volumen final de 15 mL y consistio en una mezcla de

disolventes para lipidos polares en las proporciones indicadas en la tabla I1I.
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TABLA 11

Disolventes utilizados para la preparacion de la fase movil para la CCF?

Disolventes Volumen (mL)
Cloroformo 10.5

Metanol 2.5
Acido Acetico

Agua muilliQ

®%Los volimenes se indican para la preparacion de 15 mL de fase mdvil en cubas para placas
cromatograficas de 10 x 10 cm.
6.3.10 Soluciones para la Digestion con Tripsina.

6.3.10.1 Bicarbonato de Amonio 1 M.

Se pesaron 79.1 mg de NH4HCO;3; que se afiadieron a 1 mL de agua milliQ y se
guardd en refrigeracion hasta su uso.

6.3.10.2 Bicarbonato de Amonio 100 mM.

Se tomaron 100 uL de la solucién de NH;HCO31M vy se le afiadieron 900 uL de agua
milliQ y se guardd en refrigeracion hasta su uso.

6.3.10.3 Ditiotreitol 200 mM en Bicarbonato de amonio 100 mM.

Se pesaron 30.86 mg de DTT se agregaron a una 1 mL de NH;HCO3 100 mM y se
guardo en refrigeracion hasta su uso.

6.3.10.4 Yodoacetamida 1M en Bicarbonato de amonio 100 mM.

Se pesaron 37 mg de yodoacetamida que se afiadieron a 200 uL de NH,HCO3; 100
mM y se guardo en refrigeracidn hasta su uso.
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6.3.10.5 Tripsina.
100 pg de Tripsina (Gold Mass-Spec Grade, promega) se disolvieron con 100 uL de
acido acético 50 mM obteniendo una solucién de 1 pg/uL. Se dividié en alicuotas y se

almacend a -70 °C.

6.3.11 Soluciones para la Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con SDS.

6.3.11.1 Poliacrilamida 30%o.

Se pesaron 50 g de acrilamida y 1.32 g de bis-acrilamida. Se disolvieron en 165 mL

de agua milliQ y se guardo en refrigeracién hasta su uso.

6.3.11.2 Dodecil Sulfato Sodico 10 %.
Se pesaron 5 g de SDS y se afiadieron a 50 mL de agua milliQ y se guardd en

refrigeracion hasta su uso.

6.3.11.3 Amortiguador de Gel Concentrador 0.5 M.

Se pesaron 6.06 g de Tris-HCI y se disolvieron en 80 mL de agua milliQ. A esta
solucidn se le agregaron 4 mL de SDS al 10% y se ajust6 el pH a 6.8. Completar la
solucion con agua milliQ hasta un volumen de 100 mL y se guardd en refrigeracion

hasta su uso

6.3.11.4 Amortiguador de Gel Separador 1.5 M.

Se pesaron 18.17 g de Tris-HCI y se disolvieron en 80 mL de agua milliQ. A esta
solucion se le afiadieron 4 mL de SDS al 10% y se ajusto el pH a 8.8. Completar la
solucion con agua milliQ hasta un volumen de 100 mL y se guardd en refrigeracién

hasta su uso.

6.3.11.5 Amortiguador de Corrimiento.
Se pesaron 1.52 g de Tris-HCl y 7.21 g de Glicina los cuales se disolvieron en 450
mL de agua milliQ. Luego se le afiadieron 5 mL de SDS 10% Yy se ajusto el pH a 8.6.
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Completar con agua hasta un volumen de 500 mL y se guardo en refrigeracion hasta

Su uso.

6.3.11.6 Amortiguador de Muestra.

En un tubo cénico de 15 mL con tapon de rosca se mezclaron los siguientes
componentes: 1.25 mL de amortiguador de concentracion, 100 uL de SDS 10%, 1 mL
de glicerol y 400 uL de azul de bromofenol al 0.05% y se guardd en refrigeracion hasta

Su uso.

6.3.11.7 Persulfato de Amonio al 10%.
Disolver 100 mg de persulfato de amonio ((NH4)2S20g) en 1 mL de agua milliQ. Esta

solucién debe prepararse al momento de usarse.

6.3.12 Soluciones para Actividad Hemolitica.

6.3.12.1 Solucion Salina Balanceada de Hank 1 M (SSB).

Se pesaron los siguientes componentes: CaCl, 0.175 g; Glucosa 1.0 g; NaCl 7.2 g;
KCI 0.4 g; MgSO4 0.2 g; Tris-base 0.12 g. Se mezclaron y disolvieron todos los
componentes en agua bidestilada estéril y se ajusté el pH a 8.0 con NaOH 10 N. La
solucidn se aforé a 100 mL y se distribuy6 en alicuotas de 10 mL en tubos de 13 x 150
mm con tapdn de rosca. Por ultimo se esterilizaron por filtracion y se almacenaron a -20

°C hasta su uso.

6.3.12.2 Solucidn de Alsever.
Se pesaron los siguientes componentes: glucosa 2.05 g, cloruro sddico, 0.42 g, citrato
sodico 0.8 g y &cido citrico, 0.055 g los cuales se disolvieron en agua destilada y se

complet6 a 100 mL.



24

6.3.13 Soluciones para la Tincién con Plata.

6.3.13.1 Solucion de Metanol al 50% y Acido Acético al 12%.
Se afiadieron 50 mL de metanol y 12 mL de acido acético a una probeta y se

completd el volumen con agua bidestilada a 100 mL. Guardar en refrigeracion.

6.3.13.2 Solucion de Etanol al 10% y Acido Acético al 5%.
Se afadieron 10 mL de etanol absoluto y 5 mL de acido acético a una probeta y se

completd a 100 mL con agua bidestilada. Guardar en refrigeracion.

6.3.13.3 Dicromato de Potasio 0.0034 M en Acido Nitrico 0.0032 N.
Se pesaron 0.1 g de dicromato de potasio (K,Cr,0;) que se afiadieron a una solucion
con 0.288 mL de &cido nitrico (HNO3) al 70% en agua bidestilada hasta completar un

volumen final de 100 mL. Guardar en frasco ambar y en refrigeracion.

6.3.13.4 Solucién de Nitrato de Plata 0.012 M.
Se pesaron 0.2030 g de nitrato de plata (AgNO3) y se disolvieron en 100 mL de agua
bidestilada. Almacenar en frasco oscuro y a temperatura ambiente.

6.3.13.5 Solucién de Carbonato de Sodio 0.28 M y Formaldehido al 0.05%.
Se pesaron 2.968 g de carbonato de sodio (Na,CO3) y se afiadieron a 10 mL de agua
bidestilada. A esta solucidon se le agregaron 0.5 mL de formaldehido al 10% y se

completod con agua hasta 100 mL. Guardar a temperatura ambiente.

6.3.14 Soluciones para el Analisis por CLAR/EM en tandem.

6.3.14.1 Fase Movil Acuosa.
Se prepar6 acetonitrilo al 1% en agua Mili-Q con 0.1% de acido formico. Se coloco

en el reservorio A.
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6.3.14.2 Fase Movil Orgénica.

Se preparé acetonitrilo al 80% en agua Mili-Q con 0.1% de acido férmico. Se colocd

en el reservorio B.

6.3.14.3 Solucion de Acetonitrilo al 100%.
El acetonitrio al 100% lo filtramos a vacié empleando filtros HA (poros 0.45 uM).

Se colocd en el reservorio A. Esto constituyo la fase orgénica.

6.3.14.4 Solucion de Acido Trifluoroacético al 1%.
Adicionamos 10 mL de TFA a 900 mL de Agua Mili-Q y aforamos a 1000 mL
empleando un matraz volumétrico. Dicha solucion la filtramos a vacié empleando filtros

HA (poros 0.45 uM). Colocamos en el reservorio B. Esto constituyd la fase acuosa.

6.3.14.5 Leucina-Encefalina.
6.3.14.5.1 Solucion Stock. Para obtener una solucién de 250 ng/uL, se disolvieron 25
mg en 100 mL 50/50 MeOH/Agua con 1% de &cido formico.

6.3.14.5.2 Solucion Spec. Para obtener una solucion de 2ng/uL se tomaron 800 pL

del stock y se afiadieron a 40 mL de MeOH/Agua con 1% de &cido férmico.



7. METODOS

7.1 Cultivo Axénico de T. vaginalis.

7.1.2 Descongelacién de la Cepa de T. vaginalis GT-15.

Se descongel6 un criotubo de T. vaginalis GT-15 a 37 °C en bafio de agua con
temperatura controlada. Una vez descongeladas las tricomonas se transfirieron en forma
aséptica a tubos con 5.5 mL de medio PEHPS y se incubaron por 24 h. Pasado este
tiempo se retird el medio de los tubos junto con las tricomonas muertas (no pegadas al

tubo) y se les agregd 5.5 mL de medio completo PEHPS.

7.1.3 Mantenimiento de la Cepa.

La cepa GT-15 de T. vaginalis se mantuvo a 3 tubos por vez: del mejor se inocularon
5 x 10° trofozoitos por mL a tres nuevos tubos con medio nuevo PEHPS. Se conservaron
los tubos de la penaltima resiembra hasta comprobado el crecimiento de las tricomonas
y la ausencia de contaminacién en los cultivos recién sembrados. Esto se hizo tres veces

por semana.

7.1.4 Resiembra y Cosecha.

La cepa de T. vaginalis GT-15 se mantuvo a 36.5 °C en una incubadora (Telcho,
Laboratory Incubator. Precision Scientific, EUA). Antes de cada resiembra se revisaron
los tubos en el microscopio invertido (Biovert, Reichert, Austria) para comprobar el

buen aspecto morfolégico y la movilidad de los trofozoitos. Después los tubos se

26
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sumergieron en agua-hielo por 10 min, se agitaron suavemente y se les determiné la
concentracion de trofozoitos, al diluir 0.1 mL del medio con 0.9 mL de formalina al 10%
(Sigma, Saint Luis, Missouri, EUA) y se contaron los trofozoitos en cdmara de
Neubauer (American Optical Scientific Instruments Div.). A partir de los tubos de
resiembra se inocul6 un numero conocido de tricomonas en tubos (para el
mantenimiento de la cepa y curvas de crecimiento) o en Spinners (cultivos masivos de
600 mL) que contenian medio PEHPS. Para la cosecha se obtuvieron los trofozoitos
tanto de los tubos como de los Spinners en suspension mediante enfriamiento de los
cultivos en agua-hielo durante 30 min y su posterior centrifugacién a 4000 x g durante
20 min a 4 °C en una centrifuga DPR, 6000 Damon/IEC. Se obtuvieron los trofozoitos
en el precipitado de cada centrifugacion y se lavaron con PBS dos veces.

7.2 Curva de Crecimiento de T. vaginalis

Se prepararon 15 tubos de ensayo de 13 x 100 mm (Bellco, Glass, Inc. N.Y. EUA)
con tapon de rosca con 5.5 mL de medio PEHPS. Se inoculé cada tubo con 5 x 10°
trofozoitos/mL a partir de los tubos de resiembra y se incubaron a 36.5 °C. Cada 24
horas se tomaron 3 tubos y se colocaron en agua-hielo durante 10 min, después de este
tiempo, se tomaron 0.1 mL de cada tubo y se mezclaron con 0.9 mL de formalina al 10%
para fijar a los trofozoitos y contarlos en cdmara de Neubauer para obtener el nimero de

trofozoitos por mililitro. Este procedimiento se repitié durante 5 dias.

7.3 Cultivo Masivo de T. vaginalis.

En Spinners con capacidad de 1 L que contenian 672 mL de medio PEHPS se
inocularon 5 x 10° trofozoitos/mL a partir de tubos de resiembra. Los Spinners se
agitaron suavemente durante 5 min y se incubaron a 36.5 °C durante el tiempo necesario
(de 48 a 72 hrs).
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7.3.1 Medio de Cultivo Usado de T. vaginalis.

Se prepararon Spinners con 672 mL de medio PEHPS que se inocularon con 5000
trofozoitos/mL de T. vaginalis y se incubaron a 36.5 °C el tiempo requerido. Una vez
pasado este tiempo se colocaron en agua-hielo durante 30 min y en agitacion suave. Se
vacio el total del medio con células a botes con tapa de rosca de 1 L para centrifuga
refrigerada (Centrifuge Bottles, Polypropylene. Nalge) y se centrifugé a 4°C durante 20
min a 4000 x g. Se separ6 el medio de la fraccion sedimentada y se pas6é por membranas
de filtracion de 0.22 um. Se ajusto el pH con NaCl o HCI segun el caso y se alicuotd y

almacend a -70°C hasta su uso.

7.4 Obtencién de Fracciones Subcelulares.

Los trofozoitos se cosecharon de los Spinners como se describid en la seccion 7.1.4.
En la Figura 2 se esquematiza el método de sedimentacion fraccionada que se utilizd

para obtener las fracciones subcelulares de T. vaginalis.

7.4.1 Fraccion Subcelular S30 de T. vaginalis.

Se prepararon Spinners (borosilicato, Corning Co., Alemania) con 672 mL de medio
PEHPS que se inocularon con 5000 trofozoitos/mL de T. vaginalis y se incubaron a 36.5
°C el tiempo requerido. Una vez pasado este tiempo se colocaron en agua-hielo 30 miny
en agitacion suave. Se vacio el total del medio con células a botes con tapa de rosca de 1
L para centrifuga refrigerada y se centrifugé a 4 °C durante 20 min a 4000 x g. Se
eliminé el medio sobrenadante con ayuda de un extractor al vacio y se dejé un volumen
minimo en el cual se resuspendieron los sedimentos celulares. Se paso esta suspension a
tubos conicos de 50 mL que se centrifugaron a 4°C, a 4000 x g durante 20 min.
Realizamos 2 lavados con un volumen de amortiguador (Tris, 0 de acetatos) y
eliminamos el medio sobrenadante con extraccion al vacio. Tomamos el sedimento con

2 volumenes de amortiguador y lo homogenizamos con ayuda de un homogenizador tipo
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Elvehjem Potter. Lisamos las células con 40 golpes en 4 intervalos de 10 golpes cada
uno, y con descansos de 2 min en hielo. De esta manera obtuvimos un extracto total
(ET) que distribuimos en viales de 1.5 mL y centrifugamos a 30 000 x g, durante 30 min
a 4 °C. Separamos el sobrenadante, lo homogenizamos, realizamos alicuotas y las
identificamos como S30 y con la fecha de extraccidon. Determinamos la concentracion de
proteina total por absorbancia a 280 nm y las guardamos a -70 °C hasta su uso.( Figura
2)

e _
20®0 I
3% Lavados PBS ' -
Spiters ' 4000 x g, 20 min. 4°C.
(Incubacion 48h) o — S
_ Amortiguador pH 6.0
[ Precipitado |
e(;got) \L
Sobrenadante 1‘ 30 000 x g
| (S30) < somna-c Extracto Total
[prgteinas] Radioensayo para FLA, S Alicuotas 100 ML
Abs 280 nm | Almacén -70 °C

Figura 2. Esquema del procedimiento para la obtencion de la fraccion S30 a partir de los cultivos masivos

de T. vaginalis.

7.4.2 Fracciones Ultrafiltradas por Membranas de Corte.

Utilizamos membranas de corte de 5, 30, 50 y 100 KDa (Ultracel, Low binding
protein, Millipore) las cuales nos permitieron ultrafiltrar aproximadamente 0.4 mL de

muestra por cada ciclo de centrifugacion (5000 r.p.m.). Obtuvimos una fraccién
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ultrafiltrada (FUF) y una fraccién retenida (FR) que resuspendimos y diluimos en un
volumen de amortiguador para su analisis de absorbancia a 280 nm y actividad de FLA..

De éstas, realizamos alicuotas de 100 uL y las almacenamos a -70 °C hasta su uso.

7.5 Cuantificacion de Proteinas Totales.

Se determino la concentracion de proteinas en muestras bioldgicas mediante lectura

de absorbancia a 280 nm.

7.6 Deteccion de la Actividad de Fosfolipasa A.

7.6.1 Método de Radioensayo.

La deteccion, cuantificacion y rastreo de la actividad fosfolipésica la hicimos por el
método de radioensayo establecido en el laboratorio de Bioquimica y Fisiologia Celular
de la Divisién de Biologia Celular y Molecular en el Centro de Investigacion Biomédica
del Noreste IMSS, descrita para muestras solubles o particuladas por Vargas-Villarreal
et al., (1995). El uso de radioactividad en el marcaje de los fosfoglicéridos es un método
altamente sensible puesto que nos permite la deteccidon de una sola molécula producida
por la hidrolisis por efecto de la FLA,; (Muma y Rowell, 1985).

En tubos de 7 x 75 mm (borosilicato, Bellco, Glass Inc. N.Y. EUA), se combinan 10
pL de una mezcla de ensayo 2X y 10 pL de la fraccion a ensayar. Se agitaron los tubos
en vortex por 30 s y se incubaron a 36.5 °C en cdmara humeda. Después de incubados,
se colocaron en agua-hielo mientras la mezcla se adicionaba en la placa de
cromatografia. Los lipidos de cada muestra se separaron mediante cromatografia en capa
fina (Vargas-Villarreal et al., 1995).

Cuando fue necesario, las mezclas de reaccién se prepararon a un volumen total de 40

uL manteniendo la proporcién 1:1 entre muestra y mezcla de ensayo.
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7.6.2 Cromatografia en Capa Fina.

Se utilizaron placas cromatograficas de Silica Gel No. 60 con dimensiones de 20 x 20
cm, y un grosor de placa de 0.25 mm, las cuales se cortaron a 10 x 10 cm con un
cortador de vidrio. Se aplico cada muestra gota a gota con una jeringa Hamilton de 50
uL a una distancia de 1 cm del borde inferior de las cromatoplacas y entre ellas. Las

muestras se secaron por calentamiento con aire de un secador de pelo industrial.

Las camaras cromatogréaficas se cargaron con la fase moévil (cloroformo:metanol:ac.
acetico: agua 140:40:16:8 v/v) y se dejaron saturar por 20 minutos a temperatura
ambiente, selladas herméticamente. Las placas con las muestras se colocaron en posicion
vertical dentro de las cdAmaras y se dejé ascender la fase mévil hasta un centimetro antes
del borde superior de las cromatoplacas. Se retiraron las placas de las cdmaras y se

secaron con aire caliente.

La visualizacion de las manchas lipidicas en las cromatoplacas se hizo al depositarlas
en una camara saturada con vapores de yodo, en donde cada fraccion lipidica se observd
como una mancha color café-amarillento sobre un fondo blanco (Skispky and Barclay,
1969). Se obtuvo el coeficiente de reparto (R ) para cada fraccion: el cociente entre el

recorrido de la fraccion (ls) y el de la fase movil (I).

Is (cm)
Rf =
Im (cm)

Ecuacion para el célculo del coeficiente de reparto (Rt ).

Para ello, se utilizaron estandares del sustrato (FC) y los productos de hidrdlisis
(AGL y LFC). Una vez localizadas las manchas lipidicas, se delimit0 y raspo la silica
gel de cada una de ellas y se depositaron en viales de centelleo de 20 mL a los que se les
agregd 5 mL de un coctel de centelleo (BCS, Amersham, E.U.A.) y se determing el
namero de DPM en un contador de centelleo liquido (Beckman Instrument Inc. Modelo
LS 9,800 Irvin, California. EUA) para una eficiencia de 96% para carbono 14 (**C).
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Todas las determinaciones se realizaron tres veces, y por triplicado, y se presentaron
como la media = 1 DE. La actividad especifica de FLA, fue definida arbitrariamente
como pmol de FC hidrolizada/mg de proteina total/h.

7.7 Curva Temporal de Actividad de FLA..

A tiempos variables de incubacion a 36.5 °C (entre 0 y 120 min), se determiné la
radioactividad presente en las manchas de las cromatoplacas eluidas correspondientes a
los productos de hidrélisis ([2-**C]-AGL). Se hizo la cuantificacion de la radioactividad

como se describié en la seccion 7.6.

7.8 Curva Dosis-Respuesta de Actividad de FLA;,

Se determind la actividad de FLA; en las diversas muestras afiadiendo 10 uL de la
mezcla de ensayo 2X ([2-**C]-FC) y 10 pL de cantidades variables de la muestra a
ensayar. Las mezclas se incubaron a 36.5 °C por 2 hrs y se determinaron las DPM de las
zonas correspondientes a [2-*C]-AGL.

7.9 Determinacion del Efecto del pH sobre la Actividad de FLA..

Para el ensayo de las actividades enzimaticas de las muestras a diferentes pH se
emplearon 10 pL de la mezcla de ensayo 2X ([**C]-FC) y 10 pL de cada fraccion a
ensayar (122 ng de proteina total). EI pH de las mezclas se ajust6 a 4.0, 5.0 y 6.0 con

amortiguador de acetatos y a 7.0, 8.0 y 9.0 con Tris-base.

7.10 Determinacién del Efecto del Calcio sobre la Actividad de FLA.,.

Se incubaron por 120 min 10 pL de las muestras a ensayar con 10 uL de las mezclas

de ensayo 2X con [2-**C]-FC con concentraciones de 0 a 3 mM de cloruro de calcio. Las
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actividades de FLA, se determinaron frente a su sustrato especifico por el método de

radioensayo previamente descrito.

7.11 Actividad Hemolitica de la FLA, Aislada.

Para ensayar la actividad hemolitica directa de la FLA, se prepararon mezclas de
reaccion en tubos de 1.5 mL de polipropileno (Sigma) con 25 uL de una suspension de
eritrocitos de rata (Sprague-Dowley) ajustada a pH 6.0 que se mezcl6 con 25 uL de la
muestra. Ademas de esto, se prepararon mezclas con 25 pL de agua milliQ y 25 uL de
amortiguador de acetatos a pH 6.0 las cuales se usaron como 100% y 0% de hemdlisis
respectivamente. Una vez incubadas en las condiciones experimentales se agregd 1 mL
de PBS (pH 7.4), se centrifugaron los tubos a 600 X g, 5 min a 4 °C y se midi6 la
absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro. (PMQ Ill, ZEISS, Alemania). La

actividad se expres6 como el porcentaje de hemdlisis con respecto a los controles.

7.11.1 Curva Temporal de Hemolisis.

Para el ensayo de hemodlisis en el tiempo se prepararon las mezclas de reaccion con
30 ug de muestra las cuales se incubaron en lapsos de 15 min hasta 1 hora a 36.5 °C.
Pasado este tiempo se afiadio 1 mL de PBS y se centrifugaron para determinar su
absorbancia segun las condiciones descritas previamente. Se realizaron 3 experimentos

por triplicado para cada una de las condiciones experimentales descritas.

7.11.2 Curva Dosis-Respuesta de Hemadlisis.

Para ensayar la actividad hemolitica de la FLA, con respecto a la dosis de proteina se
prepararon mezclas de reaccion con cantidades variables de proteina que iban desde 0
hasta 30 pg. Se incubaron durante 1 hora y pasado este tiempo se determind la

absorbancia como se describid en la seccion 7.11.2.
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7.11.3 Efecto del IR sobre la Actividad Hemolitica.

Para determinar si habia una disminucion del efecto hemolitico de la FLA; en
presencia de un inhibidor especifico de FLA como es el IR, se preincubd a la muestra de
25 uL conteniendo 25 ug de proteina, con diferentes concentraciones del IR (0- 120 uM)
durante 30 min a 36.5 °C y en presencia de CaCl, 1 mM. Transcurrido este tiempo se
adicionaron 25 puL de la suspension de eritrocitos de rata y se incubé durante 1 h, a 36.5
°C. para posteriormente afiadirle 1 mL de PBS, centrifugarla y leer absorbancia a 415 nm

como se describid previamente.

7.12 Digestién con Tripsina.

Para la obtencidn de secuencias peptidicas de nuestra FLA, aislada, en un vial de
polipropileno de 0.5 mL se colocaron 95 uL de la fraccion de EDTA con actividad de
FLA; y se mezclo con 5 pL de bicarbonato de sodio (NHsHCO3) 1 N para un volumen
final de 100 uL. Esta mezcla se sometio a digestion siguiendo el método descrito a

continuacion:

A) Reduccién de disulfuros. Afadimos 5 uL de ditiotreitol (DTT) 200 mM en
bicarbonato de amonio 100 mM a los 100 pL de muestra. Aseguramos con
parafilm la tapa del vial y lo calentamos por 10 minutos en bafio de agua. Pasado
este tiempo, se le did un spin répido y se dejo reposar por 1 h a temperatura
ambiente.

B) Alquilacion de sulfhidrilos. Para alquilar la muestra afiadimos 4 uL de
yodoacetamida 1M en bicarbonato de amoniol00 mM a nuestra muestra ya
reducida y la agitamos en vortex, le dimos un spin rapido y la dejamos en reposo

durante 1 h en oscuridad y a temperatura ambiente.
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C) Paro de la alquilacion. Para neutralizar la yodoacetamida remanente se
adicionaron 20 uL de la solucion de DTT, se agitd en vortex, se le dio un spin

répido y se incubé a temperatura ambiente durante 1 h.

D) Digestion con tripsina. Se afiadid la tripsina necesaria segun la cantidad de
proteina presente en la muestra en una proporcion de 1:50 (proteasa:proteina); se

agito en vortex, se le dio un spin rapido y se incub6 durante 8 hrs a 36.5 °C.

7.13 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en presencia de SDS.

Para la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS se siguio el método descrito

previamente por Laemmli (1976).

Gel Separador al 12%. Se mezclaron los siguientes componentes para una mezcla
final de 5 mL:1.365 mL de agua milliQ, 2 mL de poliacrilamida al 30%, 1.25 mL de
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, 0.05 mL de SDS al 10%, 0.333 de persulfato de amonio al 1.5%
y 2 uL de N'N'N N -Tetramethyl-ethylenediamine (TEMED). Se agit6 suavemente la
mezcla y se colocé entre los vidrios portageles previamente montados con la ayuda de

una pipeta pasteur.

Gel Concentrador al 4%. Se mezclaron los siguientes componentes para una mezcla
final de 1 mL: 0.54 mL de agua milliQ, 0.133 de poliacrilamida al 30%, 0.250 mL de
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 0.01 mL de SDS al 10%, 0.066 de persulfato de amonio al 1.5%
y 2 uL de TEMED. Se agitd suavemente la mezcla y se vacio con pipeta pasteur sobre el

gel separador ya polimerizado.

Una vez elaborado el gel realizamos la corrida el mismo dia. Para ello, colocamos 15
uL de cada muestra con jugo azul en el gel con ayuda de una jeringa Hamilton de 20 pL.
En cada corrida se utilizaron 2 uL de un marcador de peso molecular (Sigma) con rango
entre 9 y 241 KDa. Se corrié a 50 V para el gel de concentracion y se incrementé a 100
V para la separacion que dur6 alrededor de 2 hrs.
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7.14 Tincién con Plata.

Para el revelado del gel de poliacrilamida utilizamos la técnica de tincion con plata

descrita por Merril et al., (1980) el cual se describe brevemente a continuacion:

A)

B)

C)

D)

E)

F)

G)

H)

En una caja Petri de 120 x 20 mm afiadimos 100 mL de la solucion de metanol al
50% y é&cido acético al 12% y colocamos el gel de poliacrilamida con las

muestras y lo incubamos durante 20 minutos en agitacion suave.

Eliminamos la solucion anterior e hicimos 3 lavados de 10 min cada uno con 100

mL de la solucion de etanol al 10% y acido acético al 5%.
Dos lavados con agua desionizada.

Afadimos 100 mL de dicromato de potasio 0.0034 M en &cido nitrico 0.0032 N e

incubamos durante 5 min. en agitacion suave.
Cuatro lavados con agua desionizada, de 30 segundos cada uno.

Agregamos 100 mL de nitrato de plata 0.012 M e incubamos durante 30 min, en

agitacion suave.
Dos lavados con agua desionizada.

Tres lavados con carbonato de sodio 0.28 M en formaldehido al 0.05% de 1
minuto los primeros dos y el tiempo que sea necesario en el tercero para

visualizar las manchas de proteinas.

Paramos la tincion colocando el gel en una solucion de &cido acético al 1%,

durante 10 minutos.
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7.15 Elaboracién de la Columna de Afinidad.

Para la elaboracion de la columna de afinidad seguimos el protocolo descrito

previamente por Vargas-Villarreal et al. (1991).

A) Pesamos 2.5 g de Sefarosa 4B activada con bromuro de ciandgeno (Porath et al.,
Sigma).

B) Lavamos con 200 mL de bicarbonato de sodio 0.1 M ajustado a pH 9.0 en
embudo Buschner.

C) Agregamos 10 mL de NaHCO; 0.1 M pH 9.0 y 131.2 mg de &cido
aminocaproico.

D) Agitamos durante 48 h a temperatura ambiente.

E) Lavamos con 100 mL bicarbonato de sodio 0.1 M pH 9.0 en Buschner.

F) Lavado con 100 mL de agua milliQ.

G) Lavado con 250 mL de dioxano.

H) Afadimos 10 mL de dioxano y 206 mg de N,N’-diciclohexilcarbodiimida.

I) Agitamos 20 min a temperatura ambiente.

J) Afadimos 80 mg de inhibidor de Rosenthal en 10 mL de una mezcla 1:1 de
dioxano-cloroformo y se continda con la agitacion.

K) Afiadimos 49 mg de 4-dimetilaminopiridina en 1 mL de dioxano.

L) Agitamos durante 24 hrs a temperatura ambiente.

M) Lavado con 50 mL de isopropanol.

N) Lavado con 50 mL de cloroformo.

O) Repetir pasos 13 y 14 dos veces mas.

P) Dejar en agua milliQ en refrigeracion o afiadir 30% de metanol si es que se va a

almacenar a largo plazo.
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7.16 Cromatografia de Afinidad.

7.16.1 Preparacion de la Columna para Cromatografia de Afinidad.

A)

B)

C)

D)

E)
F)

Afadimos 3 mL de la sefarosa preparada con el IR en una minicolumna
(Corning, Sigma) y la lavamos con 50 mL de agua milliQ para su empaque.
Equilibramos la columna con 50 mL del amortiguador con cloruro de calcio 4
mM en el que sera introducida la muestra.

Introdujimos la muestra disuelta en amortiguador (de acetatos o Tris 0.1 M) con
calcio 4 mM y lavamos con el mismo amortiguador hasta un volumen maximo de
15 mL.

Elucion con 10 mL de amortiguador (de acetatos o tris 0.1 M) con cloruro de
sodio 0.5 My cloruro de calcio 4 mM.

Elucion con amortiguador con EDTA 50 mM.

Elucion con &cido acético 0.1 M y recoleccion de las fracciones eluidas en tubos

con 1 mL de amortiguador (de acetatos o tris 1 M).

7.17 Anélisis por Espectrometria de Masas en Tandem Acoplado a Cromatografia

de Liquidos de Alta Resolucion.

Todas las fracciones que se analizaron directamente en el espectrémetro de masas se

prepararon previamente como soluciones en bicarbonato de amonio 100 mM. Para ello,

tomamos un volumen de 95 uL de la muestra a analizar y la mezclamos con 5 pL de una

solucién de bicarbonato de amonio 1 M.

Tomamos todo el volumen con la jeringa de inyeccion del espectrofotometro y lo

programamos para el andlisis de volimenes de 5 uL cada uno, realizando por lo menos 3

analisis de proteinas por muestra.
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7.17.1 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

La fraccién 11l (EDTA) concentrada la separamos mediante CLAR, con cromatdgrafo
(Waters Corporation) equipado con un controlador modelo 600, un inyector 717 plus, un
detector de fotodiodos 996 y un degasificador de solventes Degassit. Los registros se
analizaron en un procesador Dell Optiplex gX1 equipado con el software para
cromatogramas Waters Millenium 32. Aplicamos la técnica de fase reversa, utilizando
una columna modelo Symetry C18 (Waters, Milford, MA, USA) (3.9x 150 mm y PAA

5um) y un guarda columna modelo Sentry 18(Waters).

Como fase movil utilizamos un gradiente de concentracion preparado a partir de
acido Trifluoroacético (TFA) y acetonitrilo, ambos grado CLAR. El flujo se mantuvo

constante a ImL/min.

La columna se mantuvo a una temperatura de 50 °C y la muestra a 4 °C. Como fase
movil se utilizé un gradiente de concentracion preparado a partir de acetonitrilo, grado
CLAR. El flujo se mantuvo constante a 0.2 mL/min y se utiliz6 un volumen de

inyeccion de 15 plL.

7.17.2 Espectrometria de Masas.

Todos los andlisis se realizaron en un espectrometro de masas Micromass QTOF

Micro, Waters.

7.17.2.1 Condiciones de calibracion.
El espectrometro de masas se calibroé con la solucion spec de leucina encefalina, con
la cual se llevo a cabo el calculo de los parametros de resolucion y el ajuste del valor del

punto de calibracién inicial (Lteff).
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Para la calibracion de un solo punto, se utilizé la solucion spec del GFP. El ion
doblemente cargado [(M+2H)2+] con valor de masa exacta de 785 Da se libero a traves

del sprayer de referencia de la fuente NanoLockSpray.

Voltaje del capilar: 3500 V
Voltaje del cono de extraccion: 2 V
Voltaje de extraccion de la muestra: 35 V

Temperatura de desolvatacion: 350 °C

7.17.3 Secuenciacion.

Para la secuenciacion se utilizd la técnica de CLAR acoplada a espectrometria de
masas. Los datos se adquirieron con columna C18 (2.1 x 150 mm y PAA 3um),
mediante fase reversa. La espectrometria de masas se realiz6 utilizando la interfase ESI
en modo positivo, el equipo hibrido cuadrupolar-tiempo de vuelo (modelo QTOF-micro,
Waters) acoplado al sistema de CLAR (Waters Alliance 2695), ambos controlados por
el software MassLynx (v4.0). La informacién fue procesada con el software ProteinLynx
global Server, version 2.2, el cual utiliza la base de datos Swissprot-MASCOT.

El método cromatografico y de deteccion fueron optimizados utilizando albimina

sérica bovina y la mezcla estandar de FLA, de Crotalus adamanteus. Los experimentos

fueron realizados por triplicado bajo las siguientes condiciones.

7.17.4 Andlisis de Resultados.

Software para resolver e interpretar los resultados de espectrometro de masas

AutoMod-Query y el de Novo-Query.



8. RESULTADOS

8.1. Preparacion y Evaluacion de la Columna de Afinidad de Sefarosa-4B Activada
con Bromuro de Cian6geno y el IR como Ligando frente a FLA; Conocidas.

El aislamiento de FLA, solubles principalmente a partir de venenos de serpientes y
algunos insectos ha permitido su caracterizacion bioquimica y fisicogquimica debido a
que estas actividades se encuentran en altas concentraciones al grado de que pueden ser
detectadas incluso en el rango de los picomoles de proteina (Perumal Samy et al.,
2007.). Se ha encontrado que estas proteinas generalmente tienen su contraparte idéntica
en humanos y otros organismos de importancia, y es por ello que las caracteristicas ya
estudiadas pueden ser aplicadas de igual manera a otras FLA,. En nuestro caso
particular, son pocos los antecedentes del aislamiento a homogeneidad de una FLA; a
partir de protozoarios, sin embargo, se ha confirmado que su comportamiento
bioquimico es el mismo que las ampliamente estudiadas procedentes de venenos de

serpientes, insectos y tejidos humanos.

Vargas-Villarreal y colaboradores en 1998 realizaron el aislamiento de una FLA; a
partir de una fraccién subcelular de Entamoeba histolytica. utilizando una columna de
afinidad que permitid su retencion y elucion especifica posterior mediante secuestro del
calcio necesario para la interaccion entre la FLA; y el ligando IR (Vargas-Villarreal et
al., 1991). Tomando en cuenta que el material biolégico de Trichomonas es restringido
optamos por usar controles para poder optimizar el uso de la columna de afinidad como
son los venenos de serpientes, cuyas caracteristicas son ampliamente conocidas y

reportadas en articulos de investigacion (Perumal Samy, 2007; Vargas-Villarreal, 1991).

41
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8.2 Aislamiento de dos FLA;, Conocidas a partir de Venenos de Serpientes mediante
Cromatografia de Afinidad.

Crotalus basiliscus y C. adamanteus son serpientes de importancia sanitaria en
México, y su veneno ha sido fuente de estudio de multiples actividades bioldgicas, entre
ellas la de FLA, (Heinrikson et al., 1977; de Roodt et al., 2005); por otro lado, existen
antecedentes de la purificacion de FLA; directamente de las muestras utilizando este
tipo de columnas de afinidad, por ello, usamos estos venenos para evaluar el
funcionamiento de nuestra columna de afinidad para lo cual cuantificamos la proteina
total (PT) y la actividad de FLA; en cada una de las fracciones de cromatografia

obtenidas en viales con 1 mL de volumen eluido (Fig. 3).

TABLA IV

Recuperacion de proteinas y actividad fosfolipasica de la columna de afinidad del
veneno de C. basiliscus

Fraccion Volumen Proteina Total Actividad Total Act. Especifica  Recuperacion Factor de
(mL) (mg) ) (U/mg) (%) Purificacion
VT 3.34 4.0 1284000 321000 100 1
NaCl 3.0 0.0297 32952 1109500 3 3
EDTA 2.0 0.2878 176 565 613500 14 2
Acido acético 1.0 0.014 2954 211000 0 1
TABLAYV

Recuperacion de proteinas y actividad fosfolipasica de la columna de afinidad del
veneno de C. adamanteus

Fraccion Volumen Proteina Total Actividad Total Act. Especifica  Recuperacion Factor de
(mL) (mg) U) (U/mg) (%) Purificacion
VT 10 29.88 12 848 750 430012 100 1
NaCl 2.0 3.4398 1424024 413 984 11 1
EDTA 2.0 0.0464 401160 8 645690 3 20
Acido acético 1.0 0.0311 180288 5797026 1 13

U = 1 pmol de FC hidrolizada por la FLA,. % Recuperacion = Actividad Total posterior a la purificacion
x 100/ Actividad Total previa a la purificacion. Factor de Purificacion = Act. Especifica posterior a la
purificacion/Act. Especifica previa a la purificacion.
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Los ensayos realizados con ambos venenos nos permitieron purificar la FLA, de
manera especifica, aun cuando el porcentaje de recuperacién para ambos venenos fue

algo bajo (14 y 3% para C. basiliscus y C. adamanteus respectivamente).
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Figura 3. Cromatografia de afinidad del veneno total de Crotalus basiliscus y C. adamanteus. Se prepar6
una solucién con 6 mg del veneno total de C. basiliscus (A) y 30 mg del veneno total de C. adamanteus
(B) en 0.5 y 10 mL respectivamente de amortiguador Tris-base 0.1 M con CaCl, 4 mM a pH 8.0.
Aplicamos muestras de C. basiliscus (0.334 mL) y C. adamanteus (9.5 mL) en la columna de afinidad con
el IR como ligando, previamente equilibrada con el mismo amortiguador. Iniciamos la cromatografia con
el amortiguador con NaCl 0.5 M en CaCl, 4 mM, eluimos especificamente con el amortiguador con
EDTA 50 mM, y finalmente con Ac. Acético 0.1 M. Colectamos las muestras de 1 mL por tubo y en el
caso de las fracciones obtenidas con acido acético, las recibimos en tubos que contenian 1 mL de
amortiguador Tris-Base 1 M a pH 8.0. Las flechas verticales indican los cortes que se hicieron para cada
amortiguador utilizado. Determinamos la actividad de FLA, para cada tubo por el método de radioensayo
previamente descrito.
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8.3 Analisis por SDS-PAGE de las FLA, de Venenos de Serpientes Aisladas por
Cromatografia de Afinidad.

Analizamos en un gel de electroforesis en poliacrilamida con SDS (12%) en
condiciones no reductoras las fracciones obtenidas de los venenos de serpientes, los
cuales tefiimos con Tincion con Plata y de esta manera corroboramos la pureza de la
fraccion obtenida con EDTA. Debido a que las dos FLA, de C. adamanteus son
idénticas en estructura, actividad y secuencia (excepto por un cambio entre Glutamico y
Glutamina en la posicion 117, Heinrikson et al., 1977), y a que no existen estudios que
describan alguna caracteristica para las FLA; de C. basiliscus, y que en nuestros
experimentos previos no obtuvimos la presencia de bandas en la fraccion de EDTA,
solamente las fracciones para C. adamanteus obtenidas de la columna de afinidad fueron

analizadas (Fig. 3)

Utilizamos todas las fracciones con actividad fosfolipasica obtenidas durante la
cromatografia de afinidad y encontramos que se revel6 s6lo una banda con un peso
molecular de alrededor de 15 KDa en la elucion con EDTA (carril 6 de la Fig 4) la cual
corresponde con el peso molecular reportado para cada uno de los dos monémeros que
conforman la FLA, de C. adamanteus (Heinrikson et al., 1977). En las fracciones
previas de lavado con Tris-base asi como en la fraccién de elucion con NaCl
encontramos mas de 15 proteinas presentes (carriles 3 'y 4) y en la fraccién posterior a la
elucion, la de acido acético, encontramos una banda de igual peso molecular al de la

proteina en EDTA, pero en menor concentracion (Fig. 4).

Figura 4. Electroforesis en gel de
1 2 3 4 5 6 7 poliacrilamida (12%) en presencia de
SDS de las fracciones de cromatografia

122; del veneno total de C. adamanteus
9 tefiido con la técnica de nitrato de plata.
g? Carril 1) y 7) Marcador de peso
43 molecular 2) Veneno Total en Tris-base
29 0.1 M con CaCl, 4 mM previo a la

cromatografia, 3) Fraccién obtenida en
Tris-base 0.1 M con CaCl, 4 mM
18— pasada por la columna de afinidad, 4)

-
15KDa Elucion con Tris-base 0.1 M con NacCl
6 - L j‘ 0.5 M, 5) Elucién con EDTA 50 mM,

23 P

6) Lavado con Ac. Acético 0.1 M.




45

8.4 Obtencién de la Fraccion de T. vaginalis con Actividad de FLA; y
Determinacion de las Condiciones para su Purificacion.

La purificacion de una FLA,; a partir de T. vaginalis representa de inicio un proceso
dificil debido a las siguientes razones: a) a diferencia de las enzimas solubles obtenidas a
partir de venenos de serpientes y abejas, las encontradas en pardsitos no presentan
actividades enzimaticas tan potentes lo cual se hace evidente en el frecuente uso de
métodos radiométricos para su deteccion (Arai et al., 1986; Safer et al, 1989; Kovacs
and Csaba, 1997), y b) los antecedentes de estas enzimas en parasitos consisten en
estudios realizados a nivel de homogenizados de fracciones subcelulares (Arai et al,
1985; Safer et al, 1989; Cassaing et al, 2000), o de enzimas recombinantes obtenidas por

homologia de genes de FLA, (Hu et al, 2009) lo cual hace dificil su comparacion.

Es por ello, que nuestro primer paso en la purificacién de una FLA; soluble a partir
de T. vaginalis fue encontrar la fraccion subcelular a partir de la cual pudiéramos
purificarla y determinar las mejores condiciones para mantener su actividad enzimatica

durante este proceso.

8.5 Parametros de Crecimiento de la Cepa GT-15 de T. vaginalis.

Primeramente, realizamos curvas de crecimiento con la cepa GT-15 de T. vaginalis
incubando 5,000 células/mL en medio de cultivo PEHPS. Los resultados obtenidos nos
mostraron que no existe una fase Lag evidente y que la fase de crecimiento exponencial
se extiende hasta las 48 horas, donde se alcanza una meseta hasta las 72 hrs y una lisis

celular total a las 96 horas de incubacién como se observa en la Figura 5.

Los parametros de crecimiento obtenidos por regresion lineal nos permitieron
calcular un tiempo de generacion (t) de 10.36 hrs, un tiempo de duplicacion (tp) de 7.18

hrs y una velocidad de duplicacion (m) de 0.14 células por hora.
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Figura 5. Curva de crecimiento de T. vaginalis GT-15 en medio PEHPS. Se inocularon 15 tubos con 5
mL de medio de cultivo PEHPS con 5,000 trofozoitos/mL los cuales después de diferentes tiempos de
incubacion a 36.5 °C les determinamos la densidad celular en cdmara de Neubauer y graficamos en fase
semilog la concentracién de células obtenidas con respecto al tiempo de incubacién. Obtuvimos un
coeficiente de correlacién (r?) de 0.992. Los simbolos corresponden a tres experimentos independientes
por triplicado.

8.6 Obtencion del Medio de Cultivo Usado y Fraccién Subcelular S30 de T.
vaginalis.

Preparamos cultivos masivos de T. vaginalis en Spinners de 672 mL de medio de
cultivo PEHPS, los cuales incubamos hasta 72 horas y una vez pasado este tiempo,
separamos el medio de cultivo usado y las células de T. vaginalis para obtener la

fraccion S30 (ver Métodos seccion 7).

Determinamos la actividad especifica de FLA, en diferentes fracciones de los
cultivos de T. vaginalis: fraccién soluble S30 y medio de cultivo usado de 72 hrs
obtenidas a pH 6.0 y 8.0 y las comparamos entre si para determinar a partir de cual
fraccion era factible la purificacion de una FLA,. Aunado a esto, determinamos el efecto
inhibitorio del IR en cada fraccion con el fin de demostrar su efectividad como posible

ligando especifico de FLA; en la columna de afinidad. (Figura 6)
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Figura 6. Efecto del IR sobre las distintas fracciones de T. vaginalis. Los graficos muestran la actividad
especifica de la FLA, de las fracciones S30 y Medio de cultivo usado de 72 hrs, ademés de su inhibicion
frente a diferentes concentraciones del Inhibidor de Rosenthal. A) Actividad especifica de FLA, a pH 6.0
y en presencia del IR. B) Actividad de FLA,a pH 8.0 y en presencia del IR.

En la Figura 6 observamos que la actividad especifica de FLA; en el medio de cultivo
usado fue 4 veces mayor a un pH de 8.0 con respecto a la obtenida a pH 6.0. La
actividad de FLA; en S30 fue la misma para los dos valores de pH ensayados. En ningln
caso se observo una tendencia clara de inhibicion al incrementar la concentracion del
Inhibidor de Rosenthal hasta 300 uM

Por poseer la mayor actividad especifica, se eligié al Medio de cultivo usado a pH 8.0

para intentar la purificaciéon de una FLA; soluble mediante cromatografia de afinidad.

8.7 Actividad de FLA; en el Medio de Cultivo Usado de T. vaginalis a pH 8.0.

Determinamos la actividad de FLA; en el medio de cultivo usado a diferentes
tiempos (tubos de 5 mL) y encontramos que habia una actividad importante en el medio
de cultivo de 48 hrs con respecto al de 0, 72 y 96 hrs cuando incubamos durante una
hora las mezclas de reaccion de 40 pL (400 ug de PT). Cuando extendimos el tiempo de
incubacion de las mezclas de reaccion a 2 horas para los medios de cultivo de 48 y 72
horas, encontramos un incremento importante solo en la actividad de FLA; del medio de
cultivo de 48 hrs. (Fig. 7).
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Cuando realizamos estos ensayos en mezclas de 20 uL de volumen total, los valores
de actividad de FLA, fueron muy bajos y muy variables, por lo que no fue posible

minimizar el volumen de mezcla y de gasto de sustrato.
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Figura 7. Comparacion de la actividad de FLA, a diferentes tiempos de incubacion en el medio de cultivo
usado de T. vaginalis. Se ensay6 la actividad del medio de cultivo usado de diferentes tiempos (0 — 96 h)
incubandolo con una mezcla de ensayo durante 1 hora (también se hizo a 2 hrs para el medio de 48 y 72
hrs), a pH 8.0 en mezclas de reaccién de 40 uL de volumen total (400 ug de proteina total por mezcla de
reaccion) y se determing la actividad de FLA; en DPM’s por radioensayo

8.7.1 Ensayo de Actividad de FLA; en el Medio de Cultivo Usado y Ultrafiltrado
con Membrana de Corte de 10 KDa.

Preparamos spinners con 672 mL de medio PEHPS y los incubamos durante 48 y 72
hrs. Obtuvimos el medio de cultivo y lo ajustamos a pH 8.0. Corroboramos su actividad
y posteriormente concentramos el medio pasandolo por una membrana de corte de 10
KDa (Fig. 8). La actividad observada en el medio de cultivo tratado por la membrana de
corte nos indico un incremento de poco mas del doble de la actividad de FLA, observada
en el medio sin tratar. Esto era mas que conveniente para que al intentar la purificacion

de la enzima, obtuviéramos una mayor recuperacion de la misma.
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Figura 8. Actividad de FLA, en DPM’s de 400 ug de PT de Medio de cultivo usado directo y Fraccion
Retenida (FR) por corte con membrana de 10 KDa. Se observé un incremento de poco més del 50 % de la
actividad de FLA, en el medio de cultivo usado de 48 y 72 hrs solo para la FR de 10 KDa a pH 8.0.

8.7.2 Actividad de FLA; de la FR10 del Medio de Cultivo Usado frente al IR.
Se eligi6 continuar con la FR10 del medio de 72 hrs para intentar la purificacion de la

FLA,, y para ello primeramente realizamos ensayos de actividad de FLA, frente al IR a

diferentes concentraciones. (Fig. 9)
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Figura 9. Efecto de diferentes concentraciones del Inhibidor de Rosenthal sobre la FR10 del medio de
cultivo de 72 hrs. Determinamos la actividad de FLA, de la fraccidn retenida FR10 obtenida del medio de
cultivo usado de 72 hrs, preincubada con diferentes concentraciones del IR (0 — 100 uM) durante 30 min.
en presencia de calcio 1 mM y ajustado a pH 8.0. Pasado este tiempo se agrego el sustrato especifico
[“C]-FC y se incubé durante 2 horas a 36.5 °C. Se determiné la actividad de FLA, en DPM’s. Cada
simbolo corresponde a la media y desviacion estandar de tres experimentos independientes por triplicado.
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La figura 9 nos muestra que no se observé inhibicion de la actividad de FLA; en
ninguna de las concentraciones de IR ensayadas para la FR10 del medio de cultivo de 72
hrs de T. vaginalis GT-15 a pH 8.0.Los datos presentados anteriormente indicaron que la

actividad de FLA; no se inhibi6 a ninguna concentracion probada del IR (Figura 9)

8.7.3 Actividad de FLA, de las Fracciones Ultrafiltradas con Membrana de Corte
de 30 KDay 10-30 KDa.

Debido a que la mayoria de las FLA, poseen pesos moleculares menores a 30 KDa,
se probd el medio de cultivo de 72 hrs de dos maneras diferentes: a) separado por una
membrana de corte de 30 KDa, para obtener una fraccién ultrafiltrada (FUF30) y una
fraccion retenida (FR30) y b) con 30 y 10 KDa (F10-30), en donde el medio de cultivo
se ultrafiltré con la membrana de 10 KDa y la fraccién retenida de éste se ultrafiltré con
membrana de 30 KDa. Se realizaron ensayos con estas fracciones para determinar el

efecto del IR en cada una, y los resultados los observamos en la figura 10.
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Figura 10. Efecto del IR sobre las fracciones obtenidas por ultrafiltracién de medio de cultivo de 72 h.
Determinamos la actividad de FLA, de las fracciones ultrafiltradas FF30, FR30 y F10-30 obtenidas del
medio de cultivo de 72 hrs las cuales se preincubaron en ausencia y en presencia de 100 uM de IR durante
30 min. en presencia de calcio 1 mM y a pH 8.0. Pasado este tiempo se agregd el sustrato especifico [*C]-
FC y se incub6 durante 2 horas a 36.5 °C. Se determin¢ la actividad de FLA, en DPM’s. Cadas barras
corresponden a la media y desviacion estandar de tres experimentos independientes por triplicado.
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El efecto del IR fue nulo sobre todas las fracciones ensayadas, sin embargo llamo la
atencion que la mayor actividad de FLA, obtenida hasta este ensayo se encontro en la
fraccion retenida de 30 KDa, lo que nos hizo pensar que la FLA, de interés pudiera ser
de mayor peso molecular al esperado. Para averiguar en qué rango de peso molecular
podria estar nuestra enzima, hicimos un corte con membrana de tamafio de poro de 50
KDa. Después ensayamos la actividad tanto de la fraccion retenida como la ultrafiltrada.
En este caso, perdimos el 90% de la actividad en la FR50 y casi el 100% de la FUF50; lo

mismo sucedi6 para un corte de 100 KDa. (datos no mostrados).

8.7.4 Cromatografia de Afinidad de la FR30 del Medio de Cultivo Usado.

Debido a los resultados obtenidos con los diferentes cortes del medio de cultivo, se
decidié seguir trabajando con la fraccion retenida de 30 KDa, por su buena actividad, e

intentar la purificacion de una FLA; soluble.

Aun cuando no se observo inhibicion con una concentracion de 100 uM de IR en los
ensayos en tubo, se procedié a realizar una cromatografia de afinidad, y el resultado lo
muestra la Figura 11.

TABLA VI

Recuperacién de proteinas y actividad fosfolipasica de la columna de afinidad de la
fraccion retenida (FR30) por ultrafiltracion del medio de cultivo usado de T. vaginalis a

pH 8.0.
Fraccion Volumen Proteina Total ~ ActividadTotal ~ Act. Especifica  Recuperacion  Factor de
(mL) (mg) ) (Umg) (%) Purificacion
FR30 0.73 16.6288 105746 6359 100 1
Na(l 1.0 0.0099 106 10707 0 2
EDTA 4.0 0.0424 65.75 1551 0 0
Acido acético 1.0 0.0270 92 3407 0 1

U =1 pmol de FC hidrolizada por la FLA,. % Recuperacion = Actividad Total posterior a la purificacién
x 100/ Actividad Total previa a la purificacion. Factor de Purificacion = Act. Especifica posterior a la
purificacion/Act. Especifica previa a la purificacion.
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Figura 11. Cromatografia de afinidad de la FR30 del medio de cultivo de 72 hrs de T. vaginalis GT-15 a
pH 8.0. Mezclamos 0.4 mL de la FR30 obtenida por ultrafiltracion del medio de cultivo, con 0.4 mL de
amortiguador Tris-base 0.1 My CaCl, 4 mM a pH 8. Aplicamos 0.725 mL (16.63 mg) de esta mezcla en
la columna de afinidad con el IR como ligando, previamente equilibrada con el mismo amortiguador de la
muestra. Iniciamos la cromatografia con el amortiguador con NaCl 0.5 M en CaCl, 4 mM, luego una
elucién especifica con el amortiguador con EDTA 50 mM, y finalmente con Ac. Acético 0.1 M.
Colectamos las muestras de 1 mL por tubo y en el caso de las fracciones obtenidas con acido acético, las
recibimos en tubos que contenian 1 mL de amortiguador Tris-Base 1 M a pH 8.0. Las flechas verticales
indican los cortes que se hicieron para cada amortiguador utilizado. Determinamos la actividad de FLA,
para cada tubo por el método de radioensayo previamente descrito.

Encontramos baja actividad en la fraccién de elucion con EDTA, distribuida en 4
viales de 1 mL cada uno. Sin embargo, las fracciones de lavados con NaCl y Ac. Acético
también presentaron actividad en por lo menos un tubo. Como se aprecia en la Tabla VI,
no hubo recuperacién importante en ninguna de las fracciones de cromatografia.
Realizamos un segundo ensayo de actividad de FLA, en las mismas condiciones y
encontramos que la actividad en todas las fracciones de cromatografia ensayadas se

habia perdido (datos no mostrados).

Se obtuvieron nuevas fracciones de FR30 de medio de cultivo de 72 hrs, y se

repitieron los experimentos y sucedié lo mismo, hubo pérdida de actividad de las
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fracciones obtenidas por cromatografia en las descongelaciones e incluso, para alicuotas,
a través del tiempo. Debido a esto, no se pudo continuar trabajando con la FLA; de esta

fraccion, pues su caracterizacion no era factible.

8.8 Actividad de FLA; en la Fraccién Subcelular S30 a pH 8.0.

Debido a que la purificacion de una FLA; a partir del medio de cultivo usado de T.
vaginalis no fue factible por las razones ya expuestas previamente, se procedié a probar
con la fraccion S30. Para ello realizamos una cromatografia de afinidad a la fraccion S30
a pH 8.0. Cuando corroboramos la actividad de las fracciones obtenidas en tres ensayos
por triplicado observamos el mismo efecto de pérdida de la actividad en el tiempo (datos
no mostrados).

8.9. Actividad de FLA; en la Fraccion Subcelular S30 a pH 6.0.

Nuestra tercera fraccion por probar era la S30 pH 6.0. Obtuvimos nuestra fraccién
S30 de 72 hrs. a pH 6.0 y realizamos ensayos para corroborar su actividad de FLA; en
mezcla de reaccion de 40 uL de volumen total, a pH 6.0 e incubando por 2 horas.
Encontramos valores excelentes de DPM’s correspondientes a la actividad de FLA,, y
procedimos a realizar un ensayo con la columna de afinidad. Se prepararon nuevas

soluciones al pH requerido y se realizo la cromatografia de afinidad. (Fig. 12)

Como podemos observar en la tabla VII, la concentracion de PT obtenida en la
fraccion de elucion con EDTA sigue siendo muy baja, lo cual podemos corroborar al ver
el porcentaje de recuperacién de 7%, sin embargo la actividad especifica se ha
incrementado significativamente con respecto a la fraccion S30 inicial. Cuando
observamos los datos para la fraccion de lavado con Ac. Acético, podemos ver que
también encontramos actividad de FLA,, y que su actividad especifica es ain mayor que
la encontrada en la fraccién de EDTA, esto como resultado de la baja concentracién de

proteina recuperada en esta fraccion.
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Este resultado nos mostré que S30 a pH 6.0 posee una FLA, factible de ser purificada
por cromatografia de afinidad, por lo que procedimos a definir las mejores condiciones

para su aislamiento y purificacion a homogeneidad y lograr su caracterizacion parcial.

Para ello, preparamos una nueva fraccion S30 a pH 6.0 y corroboramos la actividad
de FLA; de la misma a las 48 y 72 hrs, esto debido a que hemos encontrado, en la
experiencia de laboratorio, que existen variaciones en la tasa de crecimiento que
presentan las cepas de T. vaginalis en el tiempo, y por lo mismo en la actividad de FLA,

que podemos encontrar en las fracciones.

Debido a lo anterior procedimos a la purificacion de una FLA,; soluble a partir de la

fraccion S30 obtenida a las 48 hrs a pH 6.0 mediante cromatografia de afinidad.
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Figura 12. Cromatografia de afinidad de la fraccion S30 de 72 hrs de T. vaginalis GT-15 a pH 6.0.
Mezclamos la fraccion subcelular S30 de 72 hrs de T. vaginalis, con amortiguador de acetatos 0.1 My
CaCl, 4 mM a pH 6.0 y aplicamos 3.12 mL (34.78 mg) de esta mezcla en la columna de afinidad con el IR
como ligando, previamente equilibrada con el mismo amortiguador de la muestra. Iniciamos la
cromatografia con el amortiguador de acetatos con NaCl 0.5 M en CaCl, 4 mM, luego una elucion
especifica con el amortiguador de acetatos con EDTA 50 mM, y finalmente con Ac. Acético 0.1 M.
Colectamos las muestras de 1 mL por tubo y en el caso de las fracciones obtenidas con &cido acético, las
recibimos en tubos que contenian 1 mL de amortiguador de acetatos 1 M a pH 6.0. Las flechas verticales
indican los cortes que se hicieron para cada amortiguador utilizado. Determinamos la actividad de FLA,
para cada tubo por el método de radioensayo previamente descrito.
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8.10. Purificacién de una FLA; Soluble de la Fraccion S30 de 48 hrs de T. vaginalis
apH 6.0.

En una columna de afinidad con 3 mL de Sefarosa 4B con el IR como ligando
especifico, se hicieron pasar 10 mL de S30 en CaCl, 4 mM a pH 6.0, que contenian
137.5 mg de proteina total a una velocidad de flujo de 0.28 mL/s (Fig. 13). En la Tabla
V111 podemos observar que en la fraccion de elucion especifica con EDTA obtuvimos la
mayor actividad especifica con un incremento importante en el factor de purificacion.
Sin embargo, cabe mencionar que la concentracién protéica en esta fraccién fue muy

baja lo cual dificultd los ensayos posteriores.

TABLA VII

Recuperacion de proteinas y actividad fosfolipasica de la columna de afinidad de la
fraccion subcelular S30 de 72 hrs de T. vaginalis a pH 6.0.

Fraccion Volumen Proteina Total Actividad Total  Act. Especifica  Recuperacion Factor de
(mL) (mg) ) (U/mg) (%) Purificacion
530 3.12 34.788 3922 113 100 1
NaCl 0 0 0 0 0 0
EDTA 3.0 0.0331 267 8056 7 71
Acido acético 1 0.0024 178 74167 5 658
TABLA VIII

Recuperacion de proteinas y actividad fosfolipasica de la columna de afinidad de la
fraccion subcelular S30 de 48 hrs de T. vaginalis a pH 6.0.

Fraccion Volumen Proteina Total Actividad Total Act. Especifica  Recuperacion Factor de
(mL) (mg) ) (U/mg) (%) Purificacion
$30 9.9 137.494 74735 544 100 1
NaCl 1.0 0.0098 0.0 0.0 0.0 NA
EDTA 4.0 0.0127 2266 178425 3.03 328
Acido acético 3.0 0.022 2133 96955 2.85 178

U =1 pmol de FC hidrolizada por la FLA,. % Recuperacion = Actividad Total posterior a la purificacién
x 100/ Actividad Total previa a la purificacion. Factor de Purificacion = Act. Especifica posterior a la
purificacion/Act. Especifica previa a la purificacion.
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Figura 13. Cromatografia de afinidad de la fraccion S30 de 48 hrs de T. vaginalis GT-15 a pH 6.0.
Mezclamos la fraccion subcelular S30 de 48 hrs de T. vaginalis, con amortiguador de acetatos 0.1 My
CaCl, 4 mM a pH 6.0 y aplicamos 9.9 mL (137.5 mg) de esta mezcla en la columna de afinidad con el IR
como ligando, previamente equilibrada con el mismo amortiguador de la muestra. Iniciamos la
cromatografia con el amortiguador de acetatos con NaCl 0.5 M en CaCl, 4 mM, luego una elucién
especifica con el amortiguador de acetatos con EDTA 50 mM, y finalmente con Ac. Acético 0.1 M.
Colectamos las muestras de 1 mL por tubo y en el caso de las fracciones obtenidas con acido acético, las
recibimos en tubos que contenian 1 mL de amortiguador de acetatos 1 M a pH 8.0. Las flechas verticales
indican los cortes que se hicieron para cada amortiguador utilizado. Determinamos la actividad de FLA,
para cada tubo por el método de radioensayo previamente descrito.

8.11 Andlisis por SDS-PAGE de las Fracciones de Cromatografia de S30.

Cuando realizamos una electroforesis en gel con SDS no visualizamos proteinas en
las fracciones de lavados ni de elucion especifica con EDTA, lo cual pudo ser debido a
una baja concentracion protéica de nuestras muestras, incluso para la tincion con plata

cuyos limites de deteccion van de 2 a5 ng (Fig. 14, Blum et al., 1987).

Figura 14. Electroforesis en gel de
poliacrilamida (12%) en presencia de SDS de las
fracciones de cromatografia S30 de 48 hrs a pH 6.0
tefiido con la técnica de nitrato de plata. Carril 1)
Marcador de peso molecular, 2) Fraccion S30 en
amortiguador de acetatos 0.1 M con CaCl, 4 mM
previo a la cromatografia, 3) Fraccion obtenida en
amortiguador de acetatos 0.1 M con CaCl, 4 mM
pasada por la columna de afinidad, 4) Elucién con
amortiguador de acetatos 0.1 M con NaCl 0.5 M, 5)
Elucién con EDTA 50 mM en amortiguador de
acetatos, 6) Lavado con Ac. Acético 0.1 M.
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8.12 Analisis por Espectrometria de Masas.

Para tratar de identificar el contenido de nuestra muestra de EDTA de la
cromatografia de S30, realizamos un andlisis de proteinas por espectrometria de masas

acoplado a cromatografia de liquidos de alta resolucion.

8.12.1 Analisis por Espectrometria de Masas de la Fraccion de EDTA obtenida por
Cromatografia de Afinidad del Veneno Total de C. adamanteus.

Primeramente utilizamos la fraccion de EDTA obtenida a partir del veneno total de C.
adamanteus como control positivo. Se selecciond el vial que presentd proteina con
actividad de FLA,. Se concentré por ultrafiltracion con filtro de corte de 5 KDa
(Ultracel PLC Membranes, Millipore) y posteriormente se utilizé una columna de fase
reversa de desalado (MassPREP On-Line Desalting Cartridge, Waters) previa al analisis
por EM. Simultdneamente a la cromatografia en fase reversa, determinamos la
absorbancia a 280 nm de nuestra solucién y corroboramos la presencia de proteinas
solubles. (Fig.15) En el analisis del espectro de masas encontramos que en el rango de
masas de 2 a 100 KDa solo estaba presente un tipo de proteina de peso molecular
alrededor de los 15 KDa correspondiente a la FLA, de C. adamanteus.

8.12.2 Analisis por Espectrometria de Masas de la Fraccion de EDTA obtenida por
Cromatografia de Afinidad de S30 a pH 6.0.

La fraccion en EDTA con proteinas segun absorbancia a 280 nm, obtenida por
cromatografia de afinidad de S30 de 48 hrs a pH 6.0 seria tratada de igual manera que la
fraccion de EDTA obtenida por cromatografia del veneno total de C. adamanteus.
Realizamos una ultrafiltracion con membrana de corte de 5 KDa (Ultracel PLC
Membranes, Millipore); determinamos su actividad de FLA; para corroborar que ésta se
mantuvo en la fraccién retenida del ultrafiltrado, sin embargo no encontramos ninguna
actividad (datos no mostrados). Por ello introdujimos directamente la fraccion de EDTA
a la columna de desalado y el analisis por arreglo de diodos no nos dio una sefial

evidente de la presencia de proteina alguna (no se incluye imagen), esto debido
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probablemente a la baja concentracion de proteina de la muestra que es diluida aun mas
en la elucion de la columna de desalado. De igual manera, no fue posible identificar una

proteina particular en el analisis de espectros de masas.

Finalmente, se intentd el analisis de la muestra de EDTA inyectandola directamente
al espectrometro de masas y asi pudimos identificar mediante el analisis de espectros de
masas la presencia de una sola proteina de peso molecular aproximado de 13 KDa
(Fig.16).

elucion de desalado

C ADAM 112 (3.757) Tr (215:2085,10.00,Mid); Cm (109:113) 1: TOF MS ES+
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100 HERRO0R0, A 14885.2421.30
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Figura 15. Deconvolucion del espectro de masas para fraccion de EDTA del veneno total de C.
adamanteus. Espectrometro de masas: Micromass® QTOF micro, Waters. Fuente de lonizacion:
Electrospray. Muestra: Fraccion retenida del ultrafiltrado de 5 KDa de la fraccion de EDTA de C.
adamanteus, Separacion: CLAR- FR (2695 HPLC), MassPREP On-Line Desalting Cartridge, Waters.
Algoritmo Computacional: Transform. Recuadro: Cromatograma de Absorcion a 280 nm de la misma
fraccion de EDTA obtenida por analizador por arreglo de diodos (Waters 996 Diode Array).
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Figura 16. Deconvolucién de los espectros de masas de la fraccién EDTA de S30 de 48 hrs a pH 6.0 que
nos muestran una sola sefial de proteina de peso molecular de 13 283 Da. Espectrémetro de masas:
Micromass QTOF micro, Waters. Modo de lonizacion: Electrospray. Muestra: inyeccién directa. Umbral:
30 %. Algoritmo Computacional: Transform.

En vista de que en nuestra fraccion de EDTA obtenida por cromatografia de afinidad
de S30 a pH 6.0 solo encontramos nuestra proteina de interés, una FLA,, realizamos la
digestion con tripsina y sometimos nuestro digerido a un analisis por CLAR/EM en
tdndem para la identificacién de secuencias parciales de la FLA; y no identificamos

ninguna secuencia significativa.

8.12.3 Analisis por Espectrometria de Masas de la FUF30 3X obtenida de S30.

Una vez identificada la presencia de una FLA, dependiente de calcio de peso
molecular aproximado de 13 KDa proveniente de S30, decidimos implementar una
nueva estrategia de purificacion en vista de incrementar la concentracion de esta
proteina para su andlisis de secuencias. Para tratar de mejorar la recuperacion de
proteina a partir de S30 de 48 hrs a pH 6.0 por cromatografia de afinidad, sometimos
nuestra fraccion S30 a ultrafiltracion con membrana de corte de 30 KDa y
posteriormente la concentramos 3 veces por evaporacion con Nitrogeno. Determinamos

la actividad en la fraccién ultrafiltrada de 30 KDa (FUF30 3X) y ésta se incrementd al
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doble. Estos resultados nos indicaron una perdida de actividad, pero a la vez, una mayor

concentracion de proteina para ser digerida y analizada.

Se analizé directamente por CLAR/EM la FUF30 concentrada 3 veces con Nitrogeno
(FUF30 3X) y se encontro la presencia de 2 proteinas: una de alrededor de 8 KDa con un
Rt de 5.612 min y otra de aproximadamente 13 KDa con un Rt de 7.019 min (Fig 17).

25062008 25062008
FF30a 117 (5.612) M1 [EvO.X18] {Gs,0 500,500 1095.1.00 L 30 R30): Sm (SG, 2x4.00); $b (8.3000 ). Cm (116.121) LTOFMSESe | 16 Cakio 147 (7.010) M1 (EvS3306 119) {Gs.0 500,885 1748.1 0O LIR30}, Sm (SG, 204 00); Sb (5,30.00 ) Cm (M46:151)
82426000 1304

200 12406 |y 9001

130330010

Figura 17. Deconvolucion de los espectros de masas de las dos fracciones separadas a partir de FUF30
3X. A) Sefial de proteina de 8 KDa y B) Sefal de proteina de 13 KDa aproximadamente.

8.12.4 Obtencidn de Secuencias Parciales de las Proteinas Aisladas de la FUF30 3X.

Se separaron las proteinas presentes en la FUF30 3X obteniendo las fracciones por
CLAR segun sus tiempos de retencion y se sometieron a digestion con tripsina (Ver
seccién 7 de Métodos). Se analizaron en busqueda de obtener alguna secuencia parcial

de las mismas y los resultados se presentan en la tabla IX.

Hicimos un BLAST para el genoma de T. vaginalis con filtro para proteinas con
pesos moleculares entre 8 y 9 KDa y encontramos que la proteina de 8 KDa fue
identificada segun la secuencia parcial KDSTLHLVLRL como una Ubiquitina putativa
de T. vaginalis; en la tabla 1X solo se incluyen cuatro genes que pudieran codificar para

esta proteina.
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TABLA IX

Secuencias peptidicas de las proteinas presentes en la FUF30 3X previa digestion con
tripsina y andlisis por CLAR/EM.

Proteina Secuencias obtenidas Gen PM Producto
8 KDa KDSTLHLVLRL TVAG_ 184140 8 758 Ubiquitina, putativa
TVAG_ 184150 8748
TVAG_184180 8 758
TVAG 174190 8 758
13 KDa LETMTVAELANNSVRLFVK TVAG 265110 13853 Proteina Hipotética Conservada
TVAG 602280 13432

En cambio para la FLA,, la busqueda de proteinas que contuvieran la secuencia
peptidica LETMTVAELANNSVRLFVK y un peso molecular en el rango de 13 a 14
KDa nos dio la opcion solo entre dos probables genes que codifican para Proteinas
Hipotéticas Conservadas con pesos moleculares diferentes, pero que pueden

corresponder a nuestra proteina aislada.

8.13 Caracterizacién de la Proteina de 13 KDa con Actividad de FLA, Aislada de la
FUF30 3X.

Con el fin de confirmar que la actividad de FLA, estaba dada por la proteina de 13
KDa, era necesario aislarla y determinar si poseia esta actividad. Para ello era necesario
evaluar si esta proteina era factible de ser purificada mediante cromatografia de afinidad.
Realizamos ensayos in vitro de la fraccion FUF30 3X frente al IR y encontramos que
solo 40% de la actividad presente se inhibia frente a este compuesto como podemos

apreciar en la Fig.18.

Con el antecedente de que la actividad de FLA, de la FUF30 3X se inhibe frente al IR
en un 40% aproximadamente, procedimos a realizar la cromatografia de afinidad para
esta fraccion y cada una de las fracciones obtenidas las analizamos por CLAR/EM para

identificar las proteinas presentes.



62

140

120

T
100 &
T

g
s 80 | 4
g ‘erl p T T
s L $ v @
g 60 Y i !
<L

40

20

O T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion de Inhibidor (pLM)

Figura 18. Efecto del IR en la actividad de la FLA, de 13 KDa de la FUF30 de S30 de 48 hrs a pH 6.0.
Determinamos la actividad de FLA, por método de radioensayo en la fraccién de FUF30 realizando
mezclas con 10 pL de muestra (736.96 mg) que se incubaron con 10 pL de diferentes concentraciones de
IR (0 — 80 uM) en presencia de 1 mM de CaCl, a pH 6.0 durante 30 min. Pasado este tiempo, se afiadieron
20 pL del sustrato especifico [**C]-FC y se incubé durante 2 horas mas. Cada punto corresponde a la
media y desviacion estandar de seis determinaciones en tres experimentos independientes.

8.13.1 Cromatografia de Afinidad de la FUF30 3X.

Al observar el cromatograma de la Fig 19 podemos ver que la actividad de FLA, se
encontraba presente en las 4 fracciones, sin embargo hubo un incremento significativo
de la actividad especifica a partir de la primera fraccion de lavado asi como en la

fraccion de elucion especifica con EDTA y la elucion final con Ac. Acético. (Tabla X).

8.13.2 Analisis por Espectrometria de Masas de las Fracciones de Cromatografia de
Afinidad de FUF30 3X.

Cuando analizamos los datos obtenidos por CLAR/EM encontramos la proteina de 8
KDa presente unicamente en la primera fraccion correspondiente a la introduccion de la
muestra en amortiguador de acetatos con CaCl, a la columna de afinidad. A partir del

amortiguador de acetatos con NaCl 0.5 M, en todas las fracciones con proteina, ésta se
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identificdé con un peso molecular de alrededor de 13 KDa con lo que confirmamos que

era ésta la que poseia actividad de FLA, dependiente de calcio (Fig. 20. A,B,C,D y E).
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Figura 19. Cromatografia de afinidad de FUF30 3X de la fraccion S30 de 48 hrs de T. vaginalis GT-15 a
pH 6.0. Mezclamos la fraccion FUF30 3X de 48 hrs de T. vaginalis, con amortiguador de acetatos 0.1 M y
CaCl, 4 mM a pH 6.0 y aplicamos 3.7 mL (40.99 mg) de esta mezcla en la columna de afinidad con el IR
como ligando, previamente equilibrada con el mismo amortiguador de la muestra. Iniciamos la
cromatografia con el amortiguador de acetatos con NaCl 0.5 M en CaCl, 4 mM, luego una elucién
especifica con el amortiguador de acetatos con EDTA 50 mM, y finalmente con Ac. Acético 0.1 M.
Colectamos las muestras de 1 mL por tubo y en el caso de las fracciones obtenidas con acido acético, las
recibimos en tubos que contenian 1 mL de amortiguador de acetatos 1 M a pH 6.0. Las flechas verticales
indican los cortes que se hicieron para cada amortiguador utilizado. Determinamos la actividad de FLA,
para cada tubo por el método de radioensayo previamente descrito.

TABLA X

Recuperacion de proteinas y actividad fosfolipasica de la columna de afinidad de la
FUF30 3X de T. vaginalis.

Fraccion Volumen Proteina Total Actividad Total Act. Especifica  Recuperacion Factor de
(mL) (mg) ) (U/mg) (%) Purificacion
S$30 2.8 62.6360 22120 353 100 1
FUF30 3X 3.7 40.9960 3855 94 174 1
NaCl 1.0 0.0177 563 31808 2.55 920
EDTA 3.0 0.1529 941 6154 4.25 17
Acido acético 1.0 0.0105 81 7714 0.37 22

U = 1 pmol de FC hidrolizada por la FLA,. % Recuperacion = Actividad Total posterior a la purificacion
x 100/ Actividad Total previa a la purificacion. Factor de Purificacion = Act. Especifica posterior a la
purificacion/Act. Especifica previa a la purificacion.
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Figura 20. Deconvolucion de espectros de masas de las fracciones de cromatografia de afinidad de FUF30
3X a pH 6.0 de S30 T. vaginalis. A) y B) Sefial correspondiente a la proteina de 8 KDa identificada como
Ubiquitina putativa y la proteina de 13 KDa con actividad de FLA, respectivamente, presentes en la
FUF30 3X posteriores a la introduccion de la muestra a la columna de afinidad. C) Sefial correspondiente
a la proteina de 13 KDa con actividad de FLA, que no es retenida por la columna de afinidad. D) Sefial de
la proteina de 13 KDa con actividad de FLA, dependiente de calcio. E) Sefial correspondiente a la proteina
de 13 KDa con actividad de FLA, independiente de calcio.

Se utiliz6 la fraccion de EDTA de la cromatografia de afinidad de FUF30 3X de S30
a pH 6.0 con actividad de FLA, dependiente de calcio para realizar los ensayos de
caracterizacion parcial y corroborar si las caracteristicas analizadas corresponden con las
de las FLA; estudiadas.

8.13.3 Curva Temporal de Actividad de FLA..

La actividad de FLA, en EDTA aislada de la FUF30 3X por cromatografia de
afinidad a pH 6.0 fue dependiente del tiempo de incubacion; no se observé fase Lag,

alcanzando un méximo de actividad a los 60 minutos. En todas las determinaciones
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utilizamos 112 ng (en 10 uL) de la proteina en EDTA por ser el valor maximo que

permitieron las condiciones experimentales. (Fig. 21.)
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Figura 21. Curva temporal para la FLA, dependiente de calcio de T. vaginalis. Se realizaron mezclas de
reaccion de 20 pL con 10 pL de muestra (112 ng) y 10 pL de sustrato [**C]-FC a pH 6.0 en presencia de
CaCl, 1 mM que se incubaron a diferentes tiempos desde 15 min hasta 2 horas en intervalos de 15 min. Se
realizaron tres experimentos por duplicado.
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Figura 22. Curva Dosis-Respuesta de la FLA, aislada dependiente de Calcio a pH 6.0. La fraccién de
EDTA presenta actividad de FLA, dependiente de la dosis de proteina. Después de 2 horas de incubacién
a 36.5 °C. Determinamos la actividad especifica en mezclas de reaccion con el sustrato especifico [**C]-
FC y cantidades variables de la fraccion en EDTA con la FLA, aislada en mezclas de reaccién de 20 pL.
Cada simbolo corresponde a la media y desviacion estandar de 6 determinaciones en 3 experimentos

independientes.
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8.13.4 Curva Dosis-Respuesta de Actividad de FLA,.

Se realizaron mezclas de reaccion de 20 uL desde 0 a 122 ng en 10 uL de muestra en
EDTA obtenida de la cromatografia de afinidad de FUF30 3X con 10 uL de sustrato
especifico [**C]-FC a pH 6.0 en presencia de CaCl, 1 mM que se incubaron durante 2
horas. Determinamos la actividad de FLA, y observamos que ésta se incremento
proporcionalmente con concentraciones crecientes de la muestra (Fig. 22). Obtuvimos la

ecuacion de regresion (y=6.9503x + 21.952) con una r de 0.9941.

8.13.5 Curva de pH de la Actividad de FLA..

Se realizaron mezclas de reacciéon 1:1 de 10 puL de muestra con 10 uL de sustrato
especifico [**C]-FC preparado a diferentes valores de pH 4.0, 50 y 6.0 con
amortiguadores de acetatos, y pH 7.0, 8.0 y 9.0 con Tris-base 0.1 M en presencia de
CaCl, 1 mM. Las mezclas se incubaron por 2 horas y se determind la actividad de FLA..
La FLA, dependiente de calcio presentd su méaxima actividad a pH 6.0 como se observa

en la figura 23, si bien, tiene una actividad significativa en el rango de pH de 6.0 a 7.0.

Figura 23. Actividad de
H FLA, a diferentes valores de
p pH. La fraccion en EDTA
obtenida de la FUF30 3X de
3500 S30 presenta actividad de
FLA, del tipo acidico.

3000 T ] Determinamos la actividad
2500 - de FLA, en mezclas de
I Y reaccion con 122 ng de
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muestra ajustadas a
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1000 - \T) v cuales se les adiciono el
| Y I sustrato especifico [*C]-FC
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8.13.6 Efecto del Calcio sobre la Actividad de FLA.,.

Se realizaron mezclas de reaccion 1:1 con la muestra y el sustrato especifico [**C]-FC
que se incubaron durante 2 horas en presencia de CaCl,, con concentraciones desde 1 - 3
mM y en ausencia de este cation. Encontramos que como ocurre para la mayoria de las
FLA,, su éptimo de actividad es en presencia de una concentracion de CaCl, 1 mM, y
que con las demas concentraciones, incluso la de 0 mM si hay actividad aunque en

menor proporcion. (Figura 24)
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Figura 24. Efecto de la concentracion de CaCl, en la actividad de FLA,. Determinamos la actividad de
FLA, de la fraccién de EDTA obtenida por cromatografia de afinidad de la FUF30 3X de S30 de 48 hrs a
pH 6.0. Hicimos mezclas de ensayo con 10 uL de muestra (122 ng de proteina total) y 10 pL de sustrato
especifico [**C]-FC en presencia de concentraciones variables de cloruro de calcio las cuales incubamos a
36.5 °C durante 2 horas. Cuantificamos la actividad de FLA, por el método de radioensayo. Los simbolos
corresponden a la media y desviacion estandar de 6 determinaciones en 3 experimentos independientes.

8.13.7 Actividad Hemolitica de la FLA,

Determinamos la actividad hemolitica directa sobre eritrocitos de rata (Sprague-
Dowley) de nuestra FLA; en presencia de CaCl, 1 mM. Para ello realizamos mezclas de
reaccion con la FLA; y una suspension de eritrocitos de rata y verificamos su actividad

en el tiempo, su efecto segun la dosis de proteina y el efecto del IR sobre la hemolisis.
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8.13.7.1 Curva Temporal de Hemolisis de la FLA..

La actividad hemolitica de la FLA; se determind incubando las mezclas de reaccion
en lapsos de 15 min hasta una hora, y se leyé la absorbancia a 415 nm, previa
centrifugacion de las suspensiones (Ver seccion 7 de Métodos). En la figura 25 podemos
observar que la actividad hemolitica de la FLA, a pH 6.0 fue directa sobre los eritrocitos
y proporcional con el tiempo de incubacion de las mezclas hasta 1 hora, tiempo en el
cual se lleg6 al 100% de hemdlisis (0.8 unidades de absorbancia a 415 nm).
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Figura 25. Curva temporal de la actividad hemolitica de la FLA, sobre eritrocitos de rata a pH 6.0. La
fraccion en EDTA obtenida por cromatografia de FUF30 3X de S30 de 48 hrs a pH 6.0 presentd actividad
hemolitica dependiente del tiempo de incubacion cuando se midié a tiempos variables de incubacion.
Determinamos el porcentaje de hemoglobina liberada en las mezclas de reaccion con 25 pL de eritrocitos
de rata en suspension al 1% frente a 25 puL de muestra de EDTA con 30 ug de proteina total. Todas las
determinaciones se hicieron en las mismas condiciones y se incubaron durante 60 minutos como se
muestra en la gréfica, tiempo en el cual se alcanz6 el 100 % de hemoélisis. Los simbolos corresponden a la
media y desviacion estandar de ocho determinaciones en cuatro experimentos independientes.

8.13.7.2 Curva Dosis-Respuesta de Hemolisis de la FLA..

La hemolisis producida por la FLA; dependiente de calcio a pH 6.0 se incremento
con respecto a la dosis de manera lineal, alcanzando un 100% a la hora de incubacién
con 30 ug de proteina total de la fraccion de EDTA obtenida de FUF30 3X de S30 de 48
hrs (Fig. 26).
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Figura 26. Curva de actividad hemolitica de la FLA, sobre eritrocitos de rata a pH 6.0. Después de 1 hora
de incubacion a 36.5 °C determinamos el porcentaje de hemdlisis en mezclas de reaccién con una
suspension de eritrocitos al 1% y cantidades variables la FLA, aislada por cromatografia de afinidad
suspendida en SSB. Cada simbolo corresponde a la media y desviacion estandar de 8 determinaciones en 4
experimentos independientes.

8.13.7.3 Efecto del Inhibidor de Rosenthal sobre la Actividad Hemolitica de la
FLA,.
Determinamos el efecto del IR sobre la actividad hemolitica de la fraccion en EDTA

con FLA,. Realizamos este estudio con 25 ug de proteina total la cual puede hemolizar
hasta el 75% de la suspension de eritrocitos al 1% después de 1 hora de incubacion. Las
muestras se preincubaron durante 30 min a 36.5 °C con varias concentraciones de IR. La
maxima concentracion fue de 120 uM. En la figura 27 podemos observar que este
inhibidor disminuye importantemente la liberacion de hemoglobina producida por la
muestra con FLA; a una concentracion de 40 uM, en la cual se alcanza una inhibicion de
aproximadamente el 83 % de la actividad la cual se mantiene aun con mayores

concentraciones del IR. Para este ensayo la dosis inhibitoria media fue de 15 puM.
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Figura 27. Efecto del IR sobre la actividad hemolitica de FLA; en eritrocitos de rata.
Determinamos el porcentaje de hemoglobina liberada por 25 pg de proteina total de
muestra preincubada con diferentes concentraciones de IR durante 30 min e incubada 1
hora con una suspension de eritrocitos al 1 %. Cada simbolo corresponde a la media y
desviacidn estandar de seis determinaciones en tres experimentos independientes.



9. DISCUSION

La virulencia de los microorganismos, incluyendo a los protozoarios es un fendmeno
muy complejo que depende de dos propiedades generales: invasividad y la toxigenicidad
(Fulford and Marciano-Cabral, 1986; Saffer et al., 1989; Parkhomenko y Open'ko, 1990;
Peterson, 1996; Bhanot et al., 2005). La virulencia de Trichomonas parece depender de
ambas propiedades, ya que su efecto destructivo se lleva a cabo por su gran capacidad
para proliferar y destruir tejidos del huésped (Escario et al., 2010), asi como hacer dafio
a distancia (Pindak et al., 1993) o de manera contacto-dependiente. En ambos casos las
lesiones se han atribuido principalmente a actividades enzimaéticas del tipo cistein-
proteinasas (Alvarez-Sanchez et al., 2000). Sin embargo existen diversos reportes de
otras actividades enzimaticas como las de las FLA,, las cuales resultan indispensables en
este parasito puesto que es incapaz de sintetizar de novo fosfogliceridos (Beach et al.,
1991). A la fecha son pocos los reportes que nos hablan de la presencia de estas
actividades en T. vaginalis por lo que hasta que se hayan identificado y estudiado
plenamente, podra especularse su papel en algin mecanismo patogénico como es la

citotoxicidad y la lisis celular.

Las FLA; de bajo peso molecular (secretorias) que han sido ampliamente estudiadas
se han purificado principalmente a partir de venenos de serpientes e insectos en donde
éstas se encuentran de manera soluble y en abundante cantidad (Heinrikson et al., 1977,
Dennis, 1994), sin embargo, se han logrado aislar a partir de organismos tan diversos
como venenos de cobras, serpientes de cascabel, viboras, abejas, lagartos, plasma,

pancreas, corazon y pulmon humanos, y caracoles marinos (Dennis, 1997).

Vargas-Villarreal y colaboradores en el 2003 demostraron actividad hemolitica en

homogenados de Trichomonas vaginalis. Dicha actividad encontrada, fue 2.06 veces
73
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mayor a pH 6.0 que a pH 8.0, interesantemente los eritrocitos de rata (Sprague Dawley)
fueron més susceptibles a esta actividad, que los eritrocitos humanos. Esta actividad solo
se encontrd en el extracto total, asi como en la fraccion P30 del homogenado (Vargas-
Villarreal, 2003). Esta fraccion P30, estd compuesta de vesiculas, vacuolas e
hidrogenosomas cuando se observo una muestra bajo el microscopio electrénico de

trasmision.

Después, en el afio 2005 Vargas-Villarreal y colaboradores demostraron que la
fraccion subcelular S30 también presentaba actividad hemolitica obtenida de un
homogenado de T. vaginalis, pero esta actuaba de forma indirecta, es decir, requiere de
una co-incubacién con fosfatidilcolina para que se liberen los acidos grasos libres y estos
puedan destruir la membrana plasmatica de los eritrocitos.Dicha actividad, ademas era
disminuida en forma importante por la presencia de un inhibidor especifico de FLA;

como es el Inhibidor de Rosenthal.

Para iniciar este trabajo de tesis, elegimos a la cepa GT-15 de Trichomonas vaginalis
por ser la cepa que produce mayor rendimiento en los cultivos y porque es la cepa mas
virulenta que se tiene en cultivo (Padilla-Vaca y Anaya-Velazquez, 1997). Ademas en
esta cepa se han detectado y cuantificado las actividades hemoliticas y fosfolipasicas A,
(Vargas-Villarreal et al., 2003). De acuerdo con lo anterior, descongelamos una cepa
que estaba criopreservada desde hace 13 afios en el cepario del laboratorio de Fisiologia
Celular y Bioquimica del CIBIN y la cepa fue pasada a medio nuevo completo para su
crecimiento. Con esto nos aseguramos que la cepa tuviera las caracteristicas fenotipicas

iniciales de dicha cepa.

Se realizaron curvas de crecimiento en medio PEHPS (Said-Fernandez et al., 1988)
con las cuales se determind el indculo y los dias de incubacion necesarios para tener a T.
vaginalis cepa GT-15 de manera masiva y en buenas condiciones fisiologicas en nuestro
laboratorio, asi como para obtener la destreza en el manejo de los cultivos de este
protozoario en forma axénica. Con las curvas de crecimiento desarrolladas encontramos

un tiempo generacion de 10.36 h, un tiempo de duplicacion de 7.18 h con un indculo de
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5,000 trofozoitos/mL. Lo anterior no es comparable con otros reportes puesto que no se
han utilizado las mismas condiciones exprimentales. Sin embargo, existen estudios
previos del crecimiento de T. vaginalis en medio PEHPS comparéndolo con el
crecimiento observado en el medio convencional TYI-S-33 en los cuales se obtienen
parametros de crecimiento sin diferencias significativas entre ellos (P < 0.001, Castro-
Garza et al., 1996). Con los datos obtenidos definimos 2 dias de incubacion como el
tiempo necesario para tener a este parésito en su fase logaritmica y con la mayor
cantidad de biomasa posible de este protozoario aun en condiciones fisioldgicas (ver

figura 5).

En los antecedentes de hemdlisis usando el inhibidor de Rosenthal se vio que era un
potente inhibidor de la actividad hemolitica (Vargas-Villarreal et al., 2003). De esta
manera y en ausencia de datos que indiquen otro mecanismo de accién, los resultados
con el IR de la hemolisis producida por las fracciones subcelulares de T. vaginalis
sugieren que una o varias fosfolipasas A estan involucradas en el mecanismo litico

ejercido por dichas fracciones.

Con base en estos antecedentes, usamos al IR como ligando para realizar una
columna de afinidad especifica para purificar FLA en general. Para comprobar la
eficiencia de esta columna de afinidad usamos venenos totales de dos serpientes,
Crotalus basiliscus y C. adamanteus de las cuales sabemos por reportes (Heinrikson et
al., 1977) y experiencia previa que sus venenos poseen una gran actividad de FLA,. Los
ensayos realizados con ambos venenos nos permitieron purificar la FLA, de manera
especifica, aun cuando el porcentaje de recuperacion para ambos venenos fue bajo (14 y
3% ver Tablas 4 y 5). Ademas confirmamos su pureza realizando un andlisis con SDS-
PAGE, donde encontramos una sola banda en el carril 6 (ver figura 4) para el caso de la
FLA, de C. adamanteus. La fraccion de C. basiliscus no mostrd una banda visible con
SDS-PAGE (datos no mostrados) y debido a que no existen reportes previos del analisis
de la composicion de este veneno, se procedid a dejar de lado este resultado puesto que
no corresponde con el objetivo de esta tesis investigar la razon del por qué no se

identificé banda alguna. Siendo asi, con los resultados verificamos que la columna de
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afinidad estaba funcionando perfectamente de acuerdo a lo reportado en la literatura
(Vargas-Villarreal et al., 1991).

El primer paso en la purificacion de una FLA; soluble a partir de T. vaginalis fue
encontrar la fraccion subcelular a partir de la cual pudiéramos purificarla y determinar

las mejores condiciones para mantener su actividad enzimatica durante este proceso.

Probamos dos posibles fracciones subcelulares provenientes de T. vaginalis frente al
IR para comprobar su efecto inhibitorio y por lo tanto la capacidad de retener alguna
FLA; en la columna de afinidad: fraccion soluble S30 y medio de cultivo usado
obtenidos a pH 6.0 y 8.0 (Figura 6). Encontramos que la actividad en la fraccién del
medio usado fue 4 veces mayor a pH 8.0 que con la obtenida a pH 6.0 y en la fraccion
S30 fue igual en ambos valores de pH; no observamos una disminucion clara de
actividad usando 300 pM del IR en ninguna fraccién, por lo cual pudiera estar
ocurriendo que: a) el IR se estuviera integrando a las miscelas lipidicas presentes en la
mezcla de reaccion (S30 y sustrato FC) o b) no ocurri6 la interaccion entre el IR y la
FLA, debido a que el estado conformacional del sustrato (el IR) no fuese el apropiado

para esta FLA; en la fraccion con S30.

No se han reportado estudios que amplien la informacién acerca del mecanismo
especifico de accion del Inhibidor de Rosenthal, de tal manera que no es posible
determinar qué es lo que esta sucediendo en la reaccion, sin embargo, se ha comprobado
su efecto frente a fracciones subcelulares de Giardia lamblia, en los cuales se observd
una inhibicion especifica de la actividad de FLA; de entre un 45 y 85 % de la actividad
inicial (Vargas-Villarreal et al., 2007), lo cual garantiza que la suspensién con el
Inhibidor de Rosenthal integrado en miscelas tiene efecto en esas condiciones y que el
nulo efecto inhibitorio en nuestros experimentos es debido a la naturaleza propia de las

fracciones subcelulares ensayadas.

Por las caracteristicas encontradas anteriormente, se eligié al Medio de cultivo usado

a pH 8.0 para intentar, por primera vez, la purificacion de una FLA; soluble mediante
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cromatografia de afinidad. Lamentablemente encontramos que en los ensayos de
actividad con las muestras de medio de cultivo usado no obtuvimos una actividad
importante que nos permitiera aislarla y caracterizarla. Una posibilidad de incrementar la
actividad era concentrar nuestra proteina de interés, una FLA; y asi minimizar cualquier
efecto de inhibicion de la actividad. Hay que recordar que el medio usado, por sus
componentes no definidos puede presentar factores intrinsecos que se sabe que atentian
la virulencia como la alfa-macroglobulina presente en los sueros (Miesch et al., 1971), o

la albimina que secuestra a los acidos grasos (Bernard y Dubos, 1947).

En base a estos resultados intentamos concentrar la actividad usando cartuchos de
ultrafiltracion con membrana de corte segiin peso molecular. Por las caracteristicas de
las FLA; en general, se sabe que estas tienen pesos moleculares que van desde los 13
hasta los 18 KDa (Dennis, 1994), por lo cual decidimos usar membranas de corte de 10
y 30 KDa.

Aungue pudimos concentrar la muestra con el corte de 10 KDa 2 veces la actividad
de FLA; para el medio de 48 hrs y poco mas de 3 veces para el medio de 72 hrs, ésta no
fue satisfactoria (Fig. 8), y cuando determinamos si el IR, podia disminuir dicha
actividad, encontramos que las fracciones retenidas no presentaron disminucion en su
actividad con el IR (Fig. 9), por lo que concluimos que quiza el tipo de FLA presente en
el medio usado no es susceptible al efecto del IR en nuestras condiciones y por lo tanto

no seria factible su aislamiento por cromatografia de afinidad.

Aun asi, ensayamos la actividad de FLA, con membrana de corte de 30 KDa
Unicamente para el medio de 72 hrs por mostrar éste una mayor actividad de FLA;
inicial con respecto al de 48 hrs y encontramos que la actividad presente se distribuyo
hasta en un 95% en la fraccion retenida y un 5% en la fraccion ultrafiltrada, y que
ninguna de éstas disminuyd en presencia de 100 uM de IR (Fig. 10). Cuando utilizamos
la membrana de corte de 10 y 30 KDa consecutivamente tampoco recuperamos actividad
importante de FLA,. Esto confirmd una vez mas el nulo efecto del IR sobre las FLA;

solubles presentes en el medio de cultivo usado de T. vaginalis, sin embargo nos abrié la
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posibilidad de que la principal actividad de FLA, presente en el medio de cultivo
estuviera dada por enzimas de un peso molecular mayor al esperado lo cual puede ser
por polimerizacion de mondémeros de FLA,, situacion muy comin y ampliamente
descrita para las FLA, de serpientes como Crotalus durissus terrificus y Bothrops
neuwiedi pauloensis (Marchi-Salvador et al., 2008; Magro et al., 2003) y en las FLA;
bacterianas de Escherichia coli, Campilobacter y Helicobacter pylori (Stanley et al.,
2006; Snijder et al., 1999) o que correspondiera a las descritas como citosélicas
estudiadas principalmente en humanos, ratas, perros y con pesos moleculares que van
desde los 40 hasta los 85 KDa. (Dennis, 1994).

Para determinar si lo anterior era cierto, usamos membranas de ultrafiltracion de 50 y
100 KDa y los resultados arrojaron que se disminuia desde un 90 hasta un 100% de la
actividad posterior a la ultrafiltracion (datos no mostrados) por lo que podemos suponer
que el 10% de la actividad o estaba dada por enzimas de peso molecular mayor a 50
KDa, o en la fraccion retenida estabamos obteniendo enzimas de pesos moleculares
bajos y que se adsorbieron inespecificamente a la membrana de ultrafiltracion. Un caso
de este tipo fue reportado por Terao et al. (2004) en el que se observd adsorcion
inespecifica de FLA; circulantes en plasma, sobre la membrana de hemodiafiltracion
veno-venosa en 10 pacientes con falla renal aguda séptica. En nuestras muestras, no se
realizd andlisis de espectrometria de masas por lo que se desconocen las caracteristicas

de las probables FLA; presentes en las fracciones obtenidas.

Aun con los resultados anteriores, probamos la actividad de la fraccion retenida de 30
KDa en la columna de afinidad, ya que se sabe que muchas veces la forma de
presentacion del sustrato (en miscelas o asociado a una fase sélida) que en este caso es el
IR, es un punto clave en la interaccion que pueda existir entre éste y la enzima (Dennis,
1973). Encontramos muy baja actividad en algunas de las fracciones de cromatografia lo
cual era un resultado esperado debido al casi nulo efecto del IR sobre las FLA; de las
fracciones ensayadas previamente en tubo.(Fig. 11, Tabla VI). Ademas de esto, hubo
pérdida total de la actividad en las fracciones de cromatografia cuando se realizaron

ensayos consecutivos de actividad; esto pudo deberse probablemente a una inestabilidad
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de la enzima, ya sea por el fendbmeno de congelacion-descongelacion y/o por las
caracteristicas fisicoquimicas del medio en el que se encuentra, las cuales, pudieran no
ser las dptimas en su criopreservacion. Se han encontrado reportes de que la actividad de
FLA, disminuye con la temperatura. Este tipo de enzimas se encuentra presente en los
cilios del parasito Tetrahymena piriformis, involucrada en el recambio fosfolipidico y su
actividad se mostré importantemente reducida cuando éstos se sometieron a una
temperatura de 15 °C, a diferencia de su alta actividad a los 39°C, por lo cual se postula
como un mecanismo regulatorio del recambio fosfolipidico (Ramesha and Thompson,
1984). Por otro lado, en el caso de las FLA; en venenos de serpiente, se ha encontrado
que componentes propios del veneno protegen de la hidrolisis a sus proteinas, incluidas
las FLA,, cuando se han sometido a condiciones extremas de temperatura durante largos
plazos de tiempo (Munekiyo and Mackessy, 1998). Esto nos hace pensar que las
condiciones de nuestras fracciones no eran las Optimas para la criopreservacion de
nuestra FLA, por lo que se procedié a intentar la purificacion a partir de una fraccion
diferente.

Debido a que la purificacion de una FLA; a partir del medio de cultivo usado de T.
vaginalis no fue factible por las razones ya expuestas anteriormente, se procedié a
probar con la fraccion S30. Sabiamos por estudios previos en la cepa GT-13 de T.
vaginalis que esta fraccion presentaba dos actividades de FLA, a diferentes valores de
pH, una a 6.0 y otra a 8.0 (Vargas-Villarreal et al., 2005). Esto nos permite suponer que
podrian ser FLA, de igual peso molecular pero con diferente Pl como sucede en algunas
FLA, de venenos de serpientes (Heinrikson, 1977) o que simplemente fueran diferentes
FLA,.

Decidimos iniciar la purificacion de una FLA; utilizando la S30 a pH 8.0 puesto que
no existeno datos mas relevantes en parésitos ya que las FLA, basicas son de las méas
letales en los venenos de serpientes (Rodriguez et al., 2006). Cuando corroboramos la
actividad de las fracciones obtenidas en tres ensayos por triplicado observamos el mismo
efecto como en el medio usado de pérdida de la actividad en el tiempo (datos no

mostrados).
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Por otro lado la otra fraccion que nos quedaba por ensayar era la S30 a pH 6.0. Esta
fraccion era muy prometedora ya que las T. vaginalis crecen mejor alrededor de pH 6.0
y ademé&s presenta mayor actividad de FLA, que a pH 8.0. Cuando obtuvimos la
fraccion S30 a pH 6.0, encontramos valores excelentes de DPM’s correspondientes a la
actividad de FLA,, y procedimos a realizar un ensayo con la columna de afinidad. La
recuperacion proteica en la fraccion de EDTA fue relativamente buena ya que
alcanzamos a tener 33.1 pg de proteina total con 8 056 U/mg de actividad especifica (ver
Tabla VII).

Este resultado nos mostré que S30 a pH 6.0 posee una FLA, factible de ser purificada
por cromatografia de afinidad, por lo que procedimos a definir las mejores condiciones

para su aislamiento y purificacion a homogeneidad y lograr su caracterizacion parcial.

Una vez que definimos las mejores condiciones para intentar la purificacion de la
FLA; de la S30 obtenida a pH 6.0, realizamos una purificacion a una nueva fraccion S30
comenzando con 137 mg de proteina total. La fraccion obtenida en EDTA en esta
cromatografia presenté aproximadamente 12.7 g de proteina total (segln absorbancia a
280 nm) con una actividad especifica de 178 425 unidades/mg y un factor de
purificacion de 328 (ver Tabla VIII).

Para demostrar su pureza, sometimos a las fracciones obtenidas de la columna de
afinidad a un andlisis de SDS-PAGE y en condiciones de tincion con nitrato de plata
cuya sensibilidad abarca hasta el orden de los ng de proteina total (Blum et al., 1986) no
observamos ninguna banda. Esto fue probablemente debido a la baja concentracion
protéica de nuestra muestra analizada la cual teéricamente debia de ser de 31.75 ng, sin
embargo, debido a la naturaleza desconocida de las proteinas presentes en nuestra
muestra, es probable que la concentracion protéica estimada no haya sido la real, sino
mucho menor.

De esta fraccion eluida con EDTA realizamos un analisis de proteinas por
espectrometria de masas acoplado a cromatografia de liquidos de alta resolucion.



81

Para adquirir experiencia en este tipo de andlisis, previo al estudio de nuestra
muestra, utilizamos un control de enzima FLA, ampliamente estudiada y caracterizada
que obtuvimos mediante cromatografia de afinidad del veneno total de C. adamanteus y

la analizamos (Fig.3).

La FLA, de C. adamanteus eluida de la columna de afinidad y concentrada por
ultrafiltracion con membrana de 5 KDa se analiz6 identificandose la presencia de una
proteina. En el analisis del espectro de masas encontramos que en el rango de masas de 2
a 100 KDa solo estaba presente un tipo de proteina de peso molecular alrededor de los
15 KDa (14,850 Da) correspondiente a la FLA; de C. adamanteus (Fig. 15). Este
hallazgo coincide con el peso molecular previamente reportado para esta FLA;
(Heinrikson, 1977).

Cuando empleamos la fraccion de EDTA vy la tratamos de la misma manera que
nuestra muestra control, no observamos ninguna sefial a 280 nm, por lo que pensamos
gue nuestra muestra podia estar demasiado diluida. Otra posibilidad era que estdbamos
perdiendo nuestra proteina por adsorcion inespecifica en la membrana de ultrafiltracion,
lo cual se ha reportado previamente (Terao et al., 2004) debido a que no se encontrd
actividad de FLA; en la fraccion retenida cuando se analiz6 por radioensayo. Decidimos
omitir la ultrafiltracion y realizar la introduccion directa de la muestra con actividad de
FLA, en EDTA proveniente de la cromatografia de afinidad en el espectrometro de
masas. Encontramos una sola proteina de peso molecular aproximado a los 13 KDa (ver
Fig. 16). Finalmente, de esta manera pudimos relacionar esta proteina presente en

nuestra fraccién con EDTA con la actividad de FLA, dependiente de calcio.

El genoma de T. vaginalis presenta caracteristicas bioguimicas inusuales, como es el
tamafio anormalmente grande de 160 Mb y su comparacién con otros organismos
comunes ha permitido identificar una importante cantidad de proteinas ortologas y
paralogas (Satendra et al., 2012), sin embargo contrario a lo que pudiera pensarse, no se
ha encontrado variabilidad genética importante entre cepas (Valadkhani et al., 2011).

Para continuar con el anélisis de secuencias, sometimos nuestras muestras en EDTA de
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T. vaginalis y de C. adamanteus, esta ultima utilizada como muestra control, a digestion
con tripsina y las analizamos por CLAR/EM en tandem para la identificacion de
secuencias parciales. Al hacer un blast de las secuencias obtenidas para C. adamanteus
plenamente se identificO como una FLA,. Para nuestra muestra no obtuvimos ninguna
secuencia significativa. Una razén probable para esto era la baja concentracion protéica

y por lo tanto peptidica en nuestra muestra.

Con el fin de incrementar la concentracion inicial de FLA, para su aislamiento,
retomamos la fraccion original S30, ultrafiltramos y evaporamos con N3, y encontramos
que en la fraccion obtenida denominada FUF30 3X se identificaban dos proteinas: una
de alrededor de 8 KDa con un Tg de 5.612 min y otra de aproximadamente 13 KDa con
un Tr de 7.019 min. por lo que pudimos obtenerlas de manera separada para su posterior
analisis de secuencias peptidicas. Los resultados (Tabla 1X) del analisis de
bioinformatica (software MassLynx (v4.0). La informacion fue procesada con el
software ProteinLynx global Server, version 2.2, el cual utiliza la base de datos
Swissprot-MASCOT), utilizado para la obtencion de secuencias peptidicas identificd a
la proteina de peso molecular de 8 KDa como una proteina Ilamada Ubiquitina, la cual
es una proteina de eucariotas altamente conservada y ya bien identificada en T. vaginalis
(Keeling and Doolittle, 1995). Esta forma parte de un sistema proteolitico no lisosomal
dependiente de ATP cuya funcion es la de marcar y mediar la lisis de proteinas al

conjugarse con ellas (Ciechanover and Schwartz, 1994).

Para la proteina de peso molecular de aproximadamente 13 KDa solo obtuvimos una
secuencia que nos permitié identificarla como Proteina Hipotética Conservada, sin
relacién alguna a secuencias de FLA, ya identificadas en otros organismos. Incluso el
andlisis de dominios correspondientes al sitio catalitico fue negativo. Este resultado es
interesante puesto que hasta la fecha las FLA, més estudiadas presentan un importante
grado de secuencias conservadas (Nevalainen et al., 2012)

Para la caracterizacion parcial de la actividad de la FLA,, ésta se obtuvo de manera

homogénea por cromatografia de afinidad utilizando al inhibidor de Rosenthal como
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ligando. Esta técnica ya habia sido previamente utilizada por Vargas-Villarreal et al.
(1991) quienes lograron aislar la FLA, a partir de venenos de Heloderma horridum
horridum y Crotalus adamanteus. El fundamento de éste procedimiento es la interaccion
especifica enzima-sustrato que se da entre la FLA; de interés y el inhibidor de Rosenthal
el cual es un analogo no hidrolizable de la fosfatidilcolina y que es acoplado a Sefarosa

4B activada con bromuro de ciandgeno.

Con el fin de confirmar que la actividad de FLA, estaba dada por la proteina de 13
KDa, era necesario aislarla y determinar si poseia esta actividad. Para ello era necesario
evaluar si esta proteina era factible de ser purificada mediante cromatografia de afinidad.
Realizamos ensayos in vitro de la fraccion FUF30 3X frente al IR y encontramos que
solo 40% de la actividad presente se inhibia frente a este compuesto como podemos

apreciar en la figura 18. Este hallazgo nos habla de

En la figura 19 observamos que la actividad de FLA; se encontraba presente en las 4
fracciones, sin embargo hubo un incremento significativo de la actividad especifica a
partir de la primera fraccién de lavado con NaCl la cual disminuyé en la fraccion de
elucion especifica con EDTA y el lavado final con Ac. Acético. Nos avocamos a trabajar
con la fraccion obtenida con EDTA, porque esta era la fraccion con mayor probabilidad

de ser altamente homogénea en su contenido protéico.

Sometimos las 4 fracciones obtenidas de la columna de afinidad al analisis de
espectrometria de masas y como lo esperabamos en la fraccién con EDTA un Unico pico
correspondiente a la proteina de 13 KDa. El resto de las fracciones también presentd
picos correspondientes a proteinas de pesos moleculares presentes en la fraccion inicial
(8 y 13 KDa) sin embargo estas no fueron consideradas debido a que no cumplen con el
requerimiento de calcio para la interaccion entre enzima y sustrato, especifico de las
FLA; (Dennis, 1994).

El andlisis de la actividad de FLA en fracciones subcelulares de parasitos ha sido

estudiado ampliamente por Vargas-Villarreal et al. (2005). Ellos reportaron la actividad
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temporal de FLA; en la fraccion subcelular S30 de la cepa GT-13 de T. vaginalis a pH
6.0 sin fase lag, y con un comportamiento lineal en el estado preestacionario que se
prolonga hasta la hora de incubacion. El anlisis de la curva temporal para nuestra FLA;
purificada de peso molecular aproximado a los 13 KDa obtenida en la fraccion de
elucion con EDTA, mostré de igual manera la ausencia de una fase lag, y una fase
inicial rapida seguida de un comportamiento lineal con un pico maximo de actividad
también de una hora (Fig. 21). En un estudio publicado por Singer et al., (2002) el
andlisis de las FLA, de secrecion tanto de humano como de raton mostré también la
ausencia de la fase lag. Lo anterior indica la existencia de una buena unién entre enzima
y sustrato y como consecuencia una buena actividad. Probablemente por la acumulacion
de los productos de hidrolisis que promueven la union interfacial y la actividad
catalitica, lo que se ve reflejado con la presencia de una fase inicial rapida (Berg et al.,
2001).

El analisis de la curva dosis-respuesta de la actividad de FLA, a pH 6.0 mostré que
ésta se incremento proporcionalmente con concentraciones crecientes de la muestra (Fig.
22).

Como parte de la caracterizacion parcial de esta enzima, se determind el efecto del
pH sobre la actividad de FLA; en la fraccidén S30 de T. vaginalis ya que se ha descrito en
la literatura que estas enzimas pueden presentar actividad en diferentes rangos de pH
(Dennis 1983, 1991). Cuando se realizo el ensayo con la fraccion S30 a diferentes
valores de pH se encontr6 que la actividad de FLA,, es decir, la actividad en las
manchas correspondientes a [“*C]-AGL usando el sustrato [**C]-FC, presentd un pico de
méaxima actividad a un pH de 6.0, lo que corresponde a la hidrélisis de 6 pmoles en 1 h
de incubacion a 37 °C, sin embargo a pH 7.0 aun present6 una actividad importante (Fig.
23).

Se utilizaron diferentes concentraciones de cloruro de calcio para ver el efecto en la
actividad. Se ha descrito en la literatura que las actividades de fosfolipasas A,
principalmente de A, se ven alteradas por las concentraciones de calcio presentes en el
medio (Shier, 1979; Dennis 1983; Arni and Ward, 1996, Broekemeier et al., 2002).
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Cuando se ensayo la actividad de FLA; en presencia de diferentes concentraciones de
cloruro de calcio se encontr6 que requiere calcio para su Optima actividad y presentd su
méaximo a 1 mM; mayores 0 menores concentraciones de cloruro de calcio resultaron en
una actividad menor entre un 20 y 50 % respectivamente con relacién al maximo (Fig.
24).

El efecto hemolitico de T. vaginalis se ha relacionado ampliamente con su capacidad
de virulencia (Malla et al., 2008; Valadkhan et al., 2003). Vargas-Villarreal et al. (2003,
2005) determinaron el efecto hemolitico dependiente de la actividad de FLA, de
extractos subcelulares de T. vaginalis cepa GT-13 utilizando eritrocitos de rata Sprague-
Dowley y de humanos. El efecto hemolitico dependiente de FLA, reportado para la
fraccion subcelular S30 fue de tipo indirecto a un pH de 6.0, y éste fué mayor cuando se
realizd en presencia de eritrocitos de rata con respecto a la hemolisis observada con
eritrocitos de humano. Probamos nuestra fraccion con la FLA; purificada utilizando
eritrocitos de rata Sprague-Dowley por su mayor fragilidad mecanica comparada con la

de eritrocitos humanos.

Encontramos que esta fraccion de FLA; tuvo un efecto hemolitico cuantificable y
reproducible, el cual fue dependiente tanto del tiempo de incubacion como de la dosis
(Fig. 25 y 26). En relacion al tiempo de incubacion , encontramos que desde los 15 min
de incubacién hubo un 18 % de liberacion de hemoglobina de los eritrocitos lisados, la
cual se incremento linealmente y llego al 100% de hemdlisis en 1 hora de incubacion.
Estos resultados indican que: a) hay hemdlisis tan pronto como la fraccion de FLA,
entra en contacto con las células blanco, b) no se presenta fase Lag, c) la FLA, parece
ser de accion directa, es decir no requiere de la presencia de factores liticos como AGL y
LFC, para llevar a cabo la hemolisis, lo que contrasta con lo encontrado por Vargas-
Villarreal en el 2005, en la que S30 presento actividad hemolitica solo en forma
indirecta.
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Con respecto a la dosis hemolitica encontramos un incremento de la liberacion de
hemoglobina proporcional entre 0 y 30 pg de proteina, lo que nos permitio calcular con
precision la DH50 (20 pg).

Después analizamos los efectos del IR (inhibidor no hidrolizable en general de
fosfolipasas del tipo A sobre la actividad hemolitica para corroborar la posible
participacion de la FLA,. Encontramos que este inhibidor disminuye importantemente la
liberacion de hemoglobina producida por la muestra con FLA, a una concentracion de
40 uM, en la cual se alcanza una inhibicion de aproximadamente el 83 % de la actividad
la cual se mantiene aun con mayores concentraciones del IR (Fig. 27). Para este ensayo
la dosis inhibitoria media fue de 15 pM. estos resultados siguieren fuertemente que la
FLA, de T. vaginalis contenida en la fraccion de EDTA de la cromatografia de afinidad
de FUF30 3X de S30 a pH 6.0, es una citolisina que actua directamente sobre las

membranas de las células blanco, debido a su actividad enzimatica.

Hasta ahora se han propuesto aisladamente varias moléculas citoliticas para T.
vaginalis y se han identificado y purificado algunos factores que podrian actuar como
tales para producir lesiones en la tricomoniasis o permitir la colonizacién y posterior
invasion de las células epiteliales vaginales de mujeres enfermas principalmente. Es muy
posible que todas ellas y aun mas, participen en la destruccion tisular y por lo tanto la
propiedad citolitica de T. vaginalis sea un mecanismo multifactorial en el que
posiblemente este implicada la actividad de esta FLA, que aqui se ha estudiado. El
conocimiento mas profundo de esta actividad permitira determinar la contribucién

especifica de ésta en los mecanismos citoliticos de T. vaginalis.

Ademas es la primera vez que se obtiene una secuencia parcial de una enzima

directamente de protozoarios.



10. CONCLUSIONES

T. vaginalis posee una FLA; soluble, dependiente de calcio con un peso molecular
aproximado de 13 KDa y la cual tiene actividad dptima a pH de 6.0. Esta proteina ha
podido ser aislada a homogeneidad y purificada mediante el uso de una columna de
afinidad con el inhibidor de Rosenthal como ligando especifico para la interaccion

enzima-sustrato en presencia de calcio.
Este trabajo constituye el primer reporte del aislamiento de una FLA; a partir de T.

vaginalis, su caracterizacion parcial y el reporte de una secuencia aminoacidica de la

misma.
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11. PERSPECTIVAS
Como siguiente objetivo nos proponemos obtener mayor informacion acerca de la

secuencia de ésta proteina, identificar el gen y a partir de ello, determinar el papel de

ésta proteina en el metabolismo y/o virulencia de este parasito.
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