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I. RESUMEN.

La tricomoniasis es un padecimiento que afecta a millones de personas alrededor
del mundo y es causada por el parasito protozoario Trichomonas vaginalis, el
cual requiere de diversos nutrientes como el zinc y el hierro para su desarrollo en
el tracto genitourinario. En diversos eucariotas, se ha reportado que la
adquisicién de dichos iones es regulada a través de transportadores de iones tipo
ZIP y tipo CDF.

Se realizdé un BLAST en el genoma de T. vaginalis identificando in silico ochos
secuencias tipo ZIP (TvZIP1-8) y ocho de tipo CDF (TvCDF1-8), las cuales se
identificaron también de forma experimental en el genoma, ademas se determiné
su expresion en diferentes condiciones: En altas concentraciones de zinc los
transportadores TvZIP1, 3, 5y 7, asi como los TvCDF se regulan de forma
negativa a excepcion del TvCDF3 que muestra una regulacion positiva. En
concentraciones altas de hierro TvZIP2 mostr6 un aumento en los niveles de
expresion, mientras que, TvZIP4 disminuyd su expresion en las concentraciones
probadas. En la evaluacién con peroxido de hidrogeno TvZIP1, 3-5, TvZIP7 y
TvCDF1-8 disminuyeron los niveles de expresién después de los 60 min con el
tratamiento de 400 pM de H202. Con respecto al choque térmico a 43°C para
TvZIP3, TvZIP4, ZIP6 y TvZIP7 y paralos TVCDF 1, 2, 3, 6, 7y 8 el mayor cambio

en la expresion se observo a los 90 minutos de incubacion.

Con base en los resultados obtenidos podemos inferir que T. vaginalis tiene dos
de las principales familias de transportadores de iones (ZIP y CDF) que le
permiten adaptarse a los constantes cambios en su microambiente como son el
altas concentraciones de iones metalicos o0 situaciones de estrés que se
presentan como parte de la respuesta inmune del huésped a la infeccion como
el aumento de la temperatura o el estrés oxidativo y de esta forma colonizar el

tracto genitourinario de hombre y mujeres.



ll. INTRODUCCION.

La tricomoniasis se considera como la infeccién de transmision sexual (ITS), no
viral, nimero uno en el mundo ya que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
la considera un problema de salud publica que afecta aproximadamente a 200
millones de personas al afio. En México, se estima que tiene una incidencia de
104 casos por cada 100,000 habitantes, ubicandose entre las veinte causas de

enfermedades transmisibles.13

Dicha ITS es causada por el parasito Trichomonas vaginalis, el cual requiere de
diversos nutrientes para su desarrollo en el tracto genitourinario debido a que no
tiene la capacidad para producir los nutrientes necesarios para su supervivencia
y desarrollo. Entre estos nutrientes se pueden mencionar los iones divalentes,

entre los que destacan el hierro, calcio, zinc, entre otros.*%

El zinc y el hierro son nutrientes esenciales que participa en la regulacion de
algunas propiedades de virulencia, tales como, la sintesis de metaloproteinasas
relacionadas con la evasion del sistema inmune y la citotoxicidad. Por otro lado,
dichos iones se ven relacionados con la estimulacion de las adhesinas que
participan en la citoadherencia del parasito asi como con cisteinproteinasas que

intervienen en el proceso de hemolisis.’

Debido a la importancia que tienen el zinc y el hierro se requiere comprender
como el parasito adquiere estos nutrientes. En el caso de otros organismos
eucariotas se ha reportado que existen dos familias de proteinas de transporte
gue permiten el transporte de dichos iones a través de la bicapa lipidica, estas
son los transportadores del tipo ZIP y los del tipo CDF. Este tipo de
transportadores se han identificado de forma experimental en diversos

organismos, incluyendo parasitos, pero a la fecha no existen reportes en T.



vaginalis, por lo que hasta ahora, se desconoce el proceso por el cual dicho

protozoo mantiene la homeostasis de estos metales traza.

Como se menciond anteriormente, tanto el zinc como el hierro son importantes
en la patogénesis de T. vaginalis por lo que conocer los mecanismos de
regulacion permitira el desarrollo de nuevas estrategias para el control de la
tricomoniasis. Es por eso que en este trabajo de tesis se propone el andlisis de
los genes de transportadores de tipo ZIP y CDF de T. vaginalis, asi como la

variacion de su expresion en diferentes condiciones ambientales.



[ll. ANTECEDENTES.

3.1. Generalidades de la tricomoniasis.

La tricomoniasis es una ITS, no viral, extremadamente comun en seres humanos
causada por el parasito protozoario T. vaginalis. Segun la OMS la tricomoniasis
afecta cada afo entre 160 y 180 millones de personas alrededor del mundo con
edades entre 15 y 49 afios y tiene una incidencia mundial de 276 millones de

nuevos casos cada afio.8°

En México, en el 2011 se notificaron 113,843 casos con una incidencia de 104
por cada 100,000 habitantes ocupando el lugar nimero doce entre las veinte
principales causas de enfermedades transmisibles. En el reporte de
enfermedades de transicién sexual del afio 2016 se notificaron 48,507 casos, y
para este afo, hasta la semana 49 se reportan 45,156 casos. Las mayores cifras
hasta este momento se registran en Veracruz, Puebla y el Estado de México. La
tricomoniasis afecta principalmente a mujeres entre los 25 y 44 afios de edad,
con 110,775 casos del total segun el reporte epidemiolégico de morbilidad

realizado en 2011.3:10.11

La tricomoniasis en las mujeres se caracteriza por vaginitis, por pequefas
lesiones hemorragicas puntiformes en el cérvix (cérvix en forma de fresa) y una
secrecion espumosa verde amarillenta de olor fétido, se le relaciona con uretritis
o cistitis ademas de que ocasiona complicaciones durante el embarazo. En los
hombres, el parasito se desarrolla en la prostata, uretra o vesiculas seminales,
puede producir sintomas leves y se le atribuye 5 o 10% de las uretritis no

gonocodcicas. 1213

Esta ITS también se ha asociado a inflamacion pélvica atipica, infertilidad, cancer

cervical, neoplasia intraepitelial cervical, cancer de préstata, aumenta la



susceptibilidad a la infeccion y transmision del virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) y virus del papiloma humano (VPH). Sin embargo, a pesar de estas
consecuencias y la incidencia reportada esta ITS no es de reporte obligatorio por
lo tanto se desconoce el numero real de personas afectadas por dicho

padecimiento.121415

El método de diagnostico mas comun es la visualizacion del parasito en una
preparacion salina del flujo vaginal, secrecion prostatica o flujo uretral. Asi como
puede identificarse en papanicolaou, pruebas inmunoldgicas, pruebas de
sensibilidad a oligonucledtidos y por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés). Sin embargo, el método de oro para su deteccion es el

cultivo del parasito.6:*7

En cuanto al tratamiento de la tricomoniasis se requiere que éste sea rapido y
eficaz, asi que se recurre a los farmacos de la familia de los nitroimidazoles entre
los que destacan el metronidazol (MTZ) y el tinidazol (TNZ). Dichos
medicamentos se han empleado por mas de 30 afos, siendo el MTZ el
tratamiento de mayor eleccion debido a su bajo costo y su disponibilidad en los
sistemas de salud publica. Por otro lado, el TNZ si bien tiene una vida media mas
larga y alcanza altas concentraciones sanguineas mas rapido que el MTZ es mas

caro.916.18

3.2. Trichomonas vaginalis.

3.2.1. Morfologia.

T. vaginalis es un parasito protozoario descrito en 1836 por Alfred Donné como
“animaliculos” que se encontraban presentes en secreciones genitales,
posteriormente, se le nombro como T. vaginalis debido a que se demostré que la

vagina es su habitat normal.1?1°



Este protozoo flagelado mide entre 10 y 30 micrometros de longitud y de 5 a 12
micrometros de ancho, puede presentar diversos aspectos, por ejemplo, en
cultivos in vitro se puede observar ovoide o piriforme, pero cuando dicho parasito
se adhiere a las células del epitelio genital adopta una forma ameboide. Posee
cinco flagelos de los cuales cuatro se encuentran en la porcion anterior, el quinto
flagelo se encuentra en la parte posterior y forma parte de la membrana

ondulante.20:21

La forma infectante del parasito es el trofozoito, no se ha descrito la forma de
quiste; sin embargo, en condiciones desfavorables este puede adoptar una
configuracion de pseudoquiste internalizando sus flagelos. El citoesqueleto de T.
vaginalis se compone de tubulina y fibras de actina, el nicleo se encuentra en
posicion anterior, debajo de éste surge una pared solida llamada axostilo que se
encuentra de forma longitudinal en el parasito, ademas posee aparto de Golgi,

reticulo endoplasmico e hidrogenosomas. 111415

3.2.2. Microambiente.

Durante la transmision entre hospederos masculinos y femeninos, T. vaginalis
estd expuesta a cambios ambientales drasticos, que incluyen variaciones de pH,
temperatura, la presencia de lactobacilos, cambios hormonales ciclicos,
descamacion del epitelio, flujo menstrual en el caso de las mujeres, nutrientes
escasos Y fluctuacion en las concentraciones de hierro (vagina) y zinc (prostata),
poliaminas, respuesta inmunitaria del huésped, entre otras. Por lo que, para
poder causar una infeccién crénica no mortal a los humanos requiere de una gran
capacidad adaptativa ademas de multiples recursos como son: la adquisicion de
nutrientes, la evasion de la respuesta inmune, la expresion coordinada y
alternada de multiples genes, etc. Ademas de moléculas de defensa para

neutralizar los efectos del oxigeno ya que dicho parasito es microaerdfilo.”22:23



3.2.3. Adquisicion de nutrientes.

El parasito protozoario T. vaginalis necesita para su crecimiento de un gran
namero de nutrientes y metabolitos preformados como carbohidratos,
aminoécidos, purinas, pirimidinas, iones metalicos divalentes (hierro, calcio y
zinc), acidos grasos y esteroles, ya que carecen de citocromos y de las rutas

metabdlicas de los acidos tricarboxilicos y de la fosforilacion oxidativa.”19

Dichos nutrientes, en especial los metales traza, participan en su proceso de
patogénesis, el cual es un proceso multifactorial que comienza con la adhesién
del parasito a la célula huésped (células epiteliales y eritrocitos), seguido por la
producciéon de un efecto citotoxico sobre la célula blanco, la hemdlisis y que

finaliza con la fagocitosis de la misma.?42°

En el caso del particular del zinc (Zn?*), se ha propuesto que participa en la
regulacién y sintesis de metaloproteinasas como la TvMP50 y GP63 relacionadas
con la evasion del sistema inmune y la citotoxicidad. Con respecto a la adhesion,
se ha reportado que cuatro de las cinco adhesinas del parasito, AP23, AP53,

AP51 y AP65-1, son reguladas de forma transcripcional por Zn?+4.7.:26

Igualmente, como elemento traza, se ha propuesto al Zn?* como posible
regulador de muchas proteinas que contienen dominios de “dedos de zinc” las
cuales han sido identificadas de acuerdo con su genoma y otros de manera
experimental como la proteina HMP35 que presenta una secuencia de cisteinas
similar al dominio de dedos de zinc RING.*?” Por otro lado, existen estudios que
consideran que el Zn?* tiene un efecto toxico sobre T. vaginalis, el cual se ha visto
gue es dependiente de la concentracién y que dicho efecto sélo se observa en
altas concentraciones, pero, en concentraciones menores a 1.6 mM
(concentracion minima inhibitoria) el parasito se adapta y parece adquirir cierta

tolerancia o resistencia al Zn2*.28



En el caso del hierro (Fe?*), se ha reportado que es de suma importancia para el
crecimiento y el mantenimiento de la infeccion por T. vaginalis, también estimula
la citoadherencia y la resistencia al complemento pero, reduce la citotoxicidad y
la induccién de la apoptosis de la célula huésped.®22

En el caso de algunas proteinas esenciales para el parasito se ha descrito que
algunas se regulan de forma positiva por Fe?*, como las adhesinas (AP120,
AP65, AP51 AP33 y AP23) y de forma negativa como las cisteinproteinasas
TVCP12, TVCP65 y TVCP39. Ademas, el Fe?* también participa en la
relocalizacion celular de las adhesinas, la expresion de TVGAPDH y TVLEGU-1
proteinas que participan en la citoadherencia y de TvLIP importante para el

proceso de hemolisis.®7:2°

La adquisicion de los nutrientes necesarios para la supervivencia, desarrollo y
patogénesis del parasito es a través de la fagocitosis de las células epiteliales y
las secreciones vaginales, por otro lado, la membrana celular del parasito permite
la incorporacién de los nutrientes a través de proteinas de transporte que han no
han sido descritas. Sin embargo, en otros microorganismos eucariotas se
reportan, de manera particular, la presencia de diversas proteinas que participan
en el transporte de nutrientes y en la absorcién, secuestro y salida de iones

divalentes como el Fe?*y el Zn?*.7.1929

3.3. Transportadores de iones.

Las proteinas de transporte son las encargadas de mantener la homeostasis del
Zn?*, Fe?* y otros metales traza en las células eucariotas a través de procesos
de absorcion, secuestro y salida de dichos iones, ya que, en algunos casos la

acumulacién excesiva en la célula puede causar citotoxicidad.°

Estos transportadores también permiten a la célula controlar los niveles

intracelulares cuando se exponen a concentraciones altas de Zn?* o Fe?* o

10



cuando los niveles extracelulares son bajos, esto al facilitar el secuestro
intracelular dentro de los organulos o eflujo de iones a través de la membrana

plasmatica.3:32

Entre los transportadores de iones se encuentran los trasportadores ABC, los
transportadores de la RND (Transportador de Resistencia, Nodulacién y Division)
y las proteinas CorA las cuales se han reportado en bacterias, también se han
encontrado ATPasas de tipo P en algunas células eucariotas. Sin embargo, las
dos familias de transportadores que se encuentran comunmente en células
eucariotas para el transporte de iones metélicos son la familia de transportadores
tipo ZIP y la familia transportadores tipo CDF. De forma general la familia ZIP se
encarga de la absorcion y el trasporte de Zn?* y Fe?* desde fuera de la célula
hasta el citoplasma, mientras que la familia CDF permite el eflujo de estos iones

de la célula.30:33.34

3.3.1. Transportadores tipo ZIP.

La familia de transportadores ZIP (Zinc Regulated Transporter-, Iron Regulated
Transporter- like protein, por sus siglas en inglés) recibe su nombre debido a los
dos primeros miembros que se identificaron, ZRT1 y ZRT2 de Saccharomyces
cerevisiae e IRT1 de Arabidopsis thaliana, los primeros son transportadores de
Zn?* en una levadura y los segundos son transportadores de Fe?* en una planta;
a esta familia también se le denomina como SLC39A (Solute-Linked Carrier 39
A, por sus siglas en inglés). Su funcion es la de transportar iones metalicos desde

fuera de la célula hasta el citoplasma.3>3¢

En el afio 2001, habia 86 secuencias de proteinas ZIP registradas en la base de
datos perteneciente al Centro Nacional para la Informacion en Biotecnologia
(NCBI, por sus siglas en inglés), para este afio se tiene un registro de 71,469

secuencias aminoacidicas. Gaither y Eide mencionan que el aumento en estos

11



registros se debe a la utilizacién de herramientas de analisis de bases de datos

mas sensibles.30:37

Los transportadores ZIP se pueden agrupar en dos familias de acuerdo con las
similitudes entre los aminoacidos que los conforman, la primera subfamilia (ZIP
I) incluye genes de hongos, plantas y un protozoario; en la segunda subfamilia
(ZIP 1) se agrupan genes de mamiferos y nematodos. Sin embargo, Gaither y
Eide, por medio de un andlisis bioinformatico identificaron a dos subfamilias méas
a las que denominaron gufA y LIV-1/LZT donde incluyen en general a proteinas
de eucariontes.38-40 Este tipo de proteinas de transporte se han identificado en
diferentes organismos, por ejemplo, en humano se reportan 14 transportadores,
de los cuales ZIP1, ZIP2 y ZIP3 corresponden a la subfamilia ZIP Il y ZIP5, ZIP6
y ZIP10 pertenecen a la subfamila LIV-1. En la subfamilia gufA se encuentra la
proteina gufA de Myxococcus xanthus, la cual se identifico y clasific6 por
secuencia en dicho grupo, sin embargo, su funcion adn no ha sido descrita de

forma experimental. 31.3641

La mayoria de las proteinas que conforman la familia ZIP, son homodimeros que
poseen ocho dominios transmembrana y una topologia similar donde los
extremos amino y carboxilo terminal se encuentran fuera de la membrana, la
longitud de dichas proteinas es de 309 a 476 aminoacidos, esta diferencia se
debe a la region variable que se encuentra en los dominios transmembrana Il y
IV, y que esrica en histidina. En los dominios transmembrana IV y V se encuentra
una region rica de histidina, la cual se ha predicho con forma de hélice anfipatica
gue junto con un residuo polar adyacente forman el sitio de union intramembranal
para metales pesados como zinc, hierro, manganeso, cobre y cadmio. Por ultimo,
la region 11y Il que se encuentra en el exterior de la membrana, podria ser el sitio

de unién del sustrato durante el proceso de transporte (Figura 1).36:3839
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Figura 1. Representaciéon grafica de un transportador tipo ZIP. Se enumeran las ocho
regiones transmembrana (RTM) descritas para este tipo de transportadores, se sefialan los
aminoécidos H-S y H-E en las RTM IV y V respectivamente que son importantes para la unién

del metal, asi como la regién variable.3136

3.3.2. Transportadores tipo CDF.

La familia de transportadores conocida como Facilitadores de Difusion de
Cationes (CDF, por sus siglas en inglés) pueden encontrarse en bacterias,
arqueas y eucariotas, estas proteinas fueron descritas en la década de 1990 y el
primer miembro que se caracterizd6 fue CzcD que desempefia un papel
importante en la resistencia a metales pesados de Cupriavidus metallidurans
(anteriormente Alcaligenes eutrophus, Ralstonia metallidurans) A esta familia de
transportadores también se le conoce como ZnT (Zinc Transporters) SLC30

(Solute-Linked Carrier 30). 344243

Los transportadores CDF se encargan del transporte de Zn?*, cadmio (Cd?"),
cobalto (Co?*), manganeso (Mn?*), niquel (Ni?*) y Fe?*, por lo que se divide en
tres grupos segun la especificidad de los iones metélicos, el primero es el
conformado por Mn?*-CDF, el segundo por Fe?*/Zn?*-CDF y el tercero por Zn?*-
CDF. Recientemente, se realiz6 un analisis filogénico de la familia de
transportadores CDF encontrando que contiene 18 clados, de los cuales 13

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

presente el Zn?* lo que sugiere que los transportadores son polifiléticos.3244

Las proteinas que conforman la familia CDF tienen la funcion de transportar iones
metalicos desde el citoplasma hacia afuera de la célula, pero diversos autores
mencionan que, CDF en eucariotas tiene una funcion adicional como un
transportador intracelular de sustratos. Por ejemplo, en Saccharomyces
cerevisiae, la proteina MSC2 media la exportacion de iones desde el nicleo hasta
el citoplasma, mientras que otros dos CDF (MMtl y MMT2) se encargan de
exportar Fe?* en las mitocondrias. En las plantas se ha reportado el transporte de
Zn?* por este tipo de transportadores mientras que, en humanos los CDF (ZnT)
se encuentra en la membrana celular y funcionan como exportadores de iones
Zn?*, otros se encuentran en la membrana de organelos intracelulares que se
encargan de secuestrar Zn?* en compartimientos celulares como lisosomas,

vesiculas secretoras y aparato de Golgi.3?34

El modelo estructural de los trasportadores CDF que se describié en un principio
fue CzcD de C. metallidurans (Figura 2) que consiste en seis dominios
transmembrana de los cuales los dominios I, I, V y VI son antipaticos y se reporta
que forman un canal, mientras que, los dominios Il y IV se localizan en la parte
lipidica del lado externo de la membrana. La region Il, V y VI tienen una regién
conservada de aspartato que se postula como sitio de union al zinc. Otros autores
reportan que los residuos de aspartato en las regiones transmembrana V y VI se
relacionen de forma importante con el transporte del Zn?*. Sin embargo, en las
regiones transmembrana Il y V se encuentran también dos residuos de histidina
que de igual forma se relacionan con el transporte del Zn?*, pero, el &cido
glutdmico en la region transmembrana | no se ha relacionado con esta actividad
de transporte. Al igual que los transportadores de tipo ZIP, los CDF cuentan con

una region rica en histidinas.30:3444
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Figura 2. Representacidn gréafica de un transportador CDF. Se enumeran las seis regiones
transmembrana para los transportadores CDF asi como los aminoacidos conservados E en RTM-
I, H-D en RTM-Il y H-D en RTM-V importantes para la union y transporte del metal, de igual forma

se sefialan las regiones ricas en H que contribuyen a la funcién del transportador.3045

Posteriormente, en 2007 se elucida la estructura en 3D del transportador YiiP
(FieF) encontrado en E. coli (Figura 3). El transportador YiiP asemeja una Y con
cada brazo formando un dominio transmembrana, dicho transportador es un
homodimero formado por dos proteinas integrales de membrana (33 kD cada
una) compuestas cada una de seis segmentos transmembrana y un dominio
carboxilo terminal (C-terminal) situado en el citoplasma. Dos bandas de residuos
aromaticos en la superficie de las proteinas sugieren el limite de la region de la
membrana mientras que los dominios C-terminal sobresalen hacia el citoplasma
y se yuxtaponen entre si para formar el area de dimerizacién. La unién de los
dominios carboxilo y transmembrana forman un bucle intracelular formando otra
zona de dimerizacion. Las seis hélices transmembrana estan unidas entre si por
tres bucles extracelulares denominados como EL1, EL2, EL3 y dos bucles
intracelulares nombrados como IL1 e IL2. Un bucle adicional IL3 une al dominio
C-terminal y el dominio transmembrana VI. Cada protbmero de YiiP contiene

sitios de unién al Zn?* que permiten la estabilizaciéon del dimero.34.46:47
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Figura 3. Representacién gréfica de un transportador CDF-FieF. Homodimero formado por
dos proteinas integrales de membrana compuestas cada una de seis regiones transmembrana,
enlas RTM Iy V se sefialas los aminoacidos conservados (H-D, H-D) importantes para la funcion,
asi como el area de dimerizacion y los sitios de union al zinc.3148

3.4. Transportadores tipo ZIP y CDF en otros microorganismos.

Como se menciono, los transportadores de tipo ZIP y CDF son importantes para
la homeostasis de diversos iones metalicos entre los que se encuentra el Zn?*y
el Fe?*, debido a esto algunos investigadores se han dado a la tarea de estudiar
este tipo de proteinas en diversos seres vivos, encontrando que, estos
transportadores tienen diferentes miembros y dependiendo del organismo y las
condiciones ambientales es posible encontrar mas de uno en la membrana.
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Numero de transportadores ZIP y CDF encontrados en diferentes

organismos.
. Transportador :
Organismo 71p CDF Referencias
Homo sapiens 11 14 Kambe T. et al 2015.3!
L . Grotz N. et al 1998%°, Kobae Y.
Arabidopis thaliana 18 13 ot al 200550
. . . Jacques |. et al 2010, Huynh
Leishmania major 4 4 C. et al. 2006.52
Trypanosoma brucei 5 7 Kramer U. et al 2007.33
iy Guerinot M. 2000%°, Cheol H.,
Caenorhabditis elegans 6 8 ot al 2013.53
Saccharomyces cerevisiae 5 5 Kramer U. 2008%, Nies D.
y 2003.54
. . Fu D. 2010, Anton A. et al
Escherichia coli NI 2 200442
Cupriavidus metallidurans NI 5 Eide L. 2001.3°
: Math F. 2 56 Piel
Drosophila melanogaster 5 7 athews 005%, Pielage et

al 2004.57

NI: No Identificado.
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IV. OBJETIVOS.

Objetivo general.
Evaluar la expresion de los genes que codifican transportadores de zinc

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

Objetivos especificos.

1. Identificar y analizar in silico los genes de transportadores ZIP y CDF
presentes en el genoma de Trichomonas vaginalis.

2. Identificar en el genoma de T. vaginalis la secuencia de genes de
transportadores tipo ZIP y CDF previamente identificados in silico.

3. Analizar el efecto de metales traza (zinc y hierro) sobre la expresién de los
genes de transportadores tipo ZIP y CDF.

4. Analizar el efecto de diferentes estimulos ambientales (choque térmico y
estrés oxidativo) sobre la expresion de los genes de transportadores tipo ZIP y
CDF.
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V. HIPOTESIS.

El parasito protozoario T. vaginalis contiene genes que codifican proteinas tipo
ZIP y CDF y su expresion es dependiente de las condiciones nutricionales y

ambientales.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Tipo de estudio.

Se llevé a cabo un estudio de tipo experimental

6.2. Variables.

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

Variable independiente

Definicion Medicion
operacional

Variable
dependiente
Expresion de

transportadores
tipo ZIP
Expresion de
transportadores
tipo CDF

Concentraciones de los
metales traza y la
exposicion a los diferentes
estimulos ambientales

Concentraciones de los
metales traza y la
exposicion a los diferentes
estimulos ambientales

Semicuantitativa RT-PCR duplex

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

[ Analisis in silico ]

Cultivo de
narasitos
) v
BLAST en el
genomade T. Diferentes
vaginalis condiciones
\_ J experimentales
\ 4
4 )
Basqueda de Hi Choque Estrés
dominios ZIP/CDF erro térmico oxidativo

[ Extraccion ARN ]

!

[ Sintesis de cDNA ]

Identificacion y
caracterizacion de
genes

|

|
[ Alineamiento
[

RT-PCR ]

)

multiple ]
Disefio de Identificacion
oligonucleotidos enficacio

expenmental de

narasitos

Extraccion ADN

aendmico

e
[ Cultivo de }
=

e
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6.4. Identificacion de los genes TvZIP y TvCDF.

Las secuencias de transportadores tipo ZIP ya caracterizados: IRT1 de A.
thaliana (No. GenBank: AAB01678.1), ZRT1 (No. GenBank: P32804.1) y ZRT2
(No. GenBank: NP_013231) de S. cerevisiae y de transportadores tipo CDF CzcD
de C. metallidurans (No. GenBank: CAA67085), YiiP (No. GenBank: P69380.1)
de E. coliy ZRC1 (No. GenBank: NP_013970) de S. cerevisiae fueron utilizadas
para realizar una busqueda tipo BLAST para encontrar genes homologos tipo ZIP
(TvZIP) y CDF (TvCDF) en el genoma de T. vaginalis albergado en la bases de
datos TrichDB (http://trichdb.org/trichdb/).

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

Una vez identificados los genes TvZIP y TvCDF se realiz6 un analisis de dominios
conservados en el programa SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) con la
secuencia de aminoacidos, de igual forma se realizé un alineamiento multiple con
el algoritmo MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) y se editd
usando el programa BOXSHADE con una fraccion de umbral de 0.3,
posteriormente, la prediccién de las regiones transmembrana se realizd con el
programa MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/); la localizacién
subcelular se predijo con el programa CELLO (http://cello.life.nctu.edu.tw/) y la
funcion putativa de los transportadores se realiz6 con la herramienta PFP del
servidor Kihara Bionformatics (http://kiharalab.org/web/pfp.php). Por otro lado,
las propiedades fisicoquimicas como longitud de las secuencias, peso molecular
y punto isoeléctrico se analizaron mediante el servidor ProtParam de Expasy

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

Por ultimo, para establecer la relacién evolutiva entre las secuencias de los TvZIP
y TvCDF encontrados se realizé6 un analisis filogenético con proteinas ya
caracterizadas pertenecientes a las diferentes subfamilias de los transportadores

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

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

6.6. Disefio de oligonucledditos.

Las secuencias de nucleodtidos fueron analizaron mediante alineamiento multiple
en el programa MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) para
identificar el porcentaje de identidad entre las secuencias de los transportadores
TvZIP y TvCDF.

Tomando en cuenta los porcentajes de identidad obtenidos entre las secuencias
se disefiaron oligonucledétidos especificos para cada una, esto se realiz6 con el
programa Prime-BLAST contenido en la base de datos del Centro Nacional para

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

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

T. vaginalis por PCR.

6.7.1. Cultivo de parasitos.

El cultivo de paréasitos en condiciones normales se realizé con el aislado clinico
caracterizado denominado T. vaginalis MICHO1, donado por la Dra. Elizbeth
Alvarez Sanchez de la Universidad Auténoma de la Ciudad de México, el cual se
cultivé en tubos de vidrio con 5 mL de medio TYM (Triptona-Levadura-Maltosa)
a pH 6.5, suplementado con 18% de suero de caballo (SC) inactivado por calor y
se incubaron a 37°C para posteriormente ser cosechados en fase logaritmica de

crecimiento.
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6.7.2. Extraccion de ADN.

Una vez cosechados los parasitos se realiz6 la extraccion de ADN, lo que permitié
la identificacion de los genes de los transportadores. Dicha extraccion se realizé
con el estuche comercial Wizard genomic (PROMEGA, No. catalogo A1125) y
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, los parasitos
cultivados se lavaron tres veces con PBS, se contaron en una camara de
Neubauer para obtener la cantidad de 20x108 parasitos a los que se les afiadieron
600 pL de la solucién de lisis, posteriormente, se afiadieron 3 pL de la solucién
RNAsa y se incubd 30 minutos a 37°C, luego se afiadieron 200 L de la solucion
de la precipitacion de proteinas, se homogenizé y se dejo en hielo durante 5
minutos para luego centrifugar a 14,000 g durante 4 minutos. El sobrenadante
obtenido se traspaso6 a un tubo con 600 uL de isopropanol, se homogenizo y se
centrifugd a 14,000 g durante 1 minuto. Se retir6 el sobrenadante y se afiadieron
600 uL de etanol al 70%, se centrifugd nuevamente a 14,000 g durante 1 minuto,
seguidamente se decant6 el sobrenadante y la pastilla obtenida se dejé secar
durante 15 minutos. Por ultimo, se rehidratd el ADN durante 1 hora en 100 pL de

solucién de rehidratacion a 65°C. Posteriormente se realizé la PCR.

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

Posterior a la extraccion del ADN se realiz6 una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en punto final para la amplificacién de los transportadores
TvZIP1-8 y TvCDF1-8 previamente identificados por métodos in silico, para lo
cual en un microtubo de 0.2 mL se afadieron los reactivos a las concentraciones
indicadas en el cuadro 3. Seguidamente, se colocaron los tubos en el
termociclador y se programo un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 2 minutos,
35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, templado a 57.7°C por
30 segundos, extension a 72°C por 1 minuto y una extension final a 72°C por 7
minutos. Para la visualizacion de los productos de PCR se realizO una
electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio y se observé

en un transiluminador de rayos UV (Gel Doc XR System, Bio-Rad), obteniendo
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las bandas correspondientes a los pesos de los amplicones sefialados en los
cuadros 4 y 5. Como control constitutivo se empled el gen de a-tubulina (peso
esperado 101 pb) reportado por Santos O. et al*® y también se corrié un control
negativo sin material genético en las mezclas de PCR.

Las condiciones de amplificacion descritas anteriormente fueron empleadas para

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

Cuadro 3. Mezcla de reaccion para PCR de los transportadores TvZIP y
TvCDF.

Componente Volumen afadido Concentracion
(uL) final
Agua estéril 17.50
Buffer de la polimerasa 2.50 1X
(10x)
dNTPs (10 mM) 0.75 0.30 mM
MgClz (25 mM) 1.50 1.25 mM
Primer F (10 uM)* 1.00 0.40 pM
Primer R (10 uM)* 1.00 0.40 uM
ADN (62.9 ng/uL) 0.50 1.25 ng/uL
Tag polimerasa (5 U/uL) 0.25 0.05U
Volumen final 25

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

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

Tamafo
Nombre Tamafo Secuencia esperado del
producto
TvZIP1 F 20 GCTGGACATTATCCCGCTGA 315
TvZIP1 R 20 TCCGGCCATCCATAAAGCTC
TvZIP2 F 20 AGGTGGCAATCGCGTTTAGA 370
TvZIP2 R 20 TGTAAAGGGCTGAAGCTGGG
TvZIP3 F 20 TGCAGGCTTGTCATTCCCAT 166
TvZIP3 R 20 AACAGCTGGCGCTAATGGAT
TvZIP4 F 20 CGTCTTCCTTGGTGCAGGAT 432
TvZIP4 R 20 AACGCGAAAGCTTCAACTGG
TvZIP5 F 20 GTGAATCTCTCGCTGGTGGA 360
TvZIP5 R 20 CGAGGCCAAAGCCTTCAATG
TvZIP6 F 20 TCACAAGCCAGTCGAAGCAT 195
TvZIP6 R 20 AAAGTTCCAGCGGAAAACGC
TVvZIP7 F 20 TGGCTTGGCTCTCGGAATTT 53
TvZIP7 R 20 GGCAGAAAATGCGCTGACAA
TvZIP8 F 20 TCGCCCTCCGAAATCGAAAT 174
TvZIP8 R 20 TCTTGGAGTTCGTGGAAGCC

F: Forward; R: Reverse
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Cuadro 5. Oligonucleétidos para los transportadores CDF de T. vaginalis.

Tamafo
Nombre Tamafo Secuencia esperado del
producto
TvCDF1 F 20 AAAAAGCCCCCGACAAAACG 428
TvCDF1 R 20 AGAACACGACCTGTACGACG
TvCDF2 F 20 GTATCCTCGGCCTTCTCGTT 256
TvCDF2 R 20 AGTATGCTACCTGTGCGACG
TvCDF3 F 20 CCAGCCTGCTCAATCCTCAT 162
TvCDF3 R 20 CTCGTGAACTGCAACCATGC
TvCDF4 F 20 GACTCATCACGCTTTGACGC 430
TvCDF4 R 20 CACGACTGCTATTGAGCCGA
TvCDF5 F 20 ACCACGCCAGCAAACAGATA 246
TvCDF5 R 20 TGGCATTCATCTGGCGGTAA
TvCDF6 F 20 GGTCGGTCATCAAGTCCCAG 400
TvCDF6 R 20 ACCGGCCTGGAATGCAATAA
TvCDF7 F 20 TTTCCGCACCTCAGGAACTC 231
TvCDF7 R 20 TGCATCTACGCCCATCTTCC
TvCDF8 F 20 TACACAAGCTCTTGCCGAGG 372
TvCDF8 R 20 AGTTGCAGGCTTTCGCCTAT

F: Forward; R: Reverse

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

transportadores ZIP y CDF.

Se realizaron cultivos de parasitos en presencia de zinc y hierro con el fin de
observar si la expresion de los transportadores varia en estas condiciones, por lo
que, para los experimentos con zinc se realizd segun lo descrito por Vazquez L.
et al®®, con algunas modificaciones. Brevemente, los parasitos fueron cultivados
en medio TYM complementado con 18% de SC y se afadieron las
concentraciones crecientes de sulfato de zinc (ZnSO4) de 0.25 mM, 1.0 mM vy 1.6
mM y los tubos de cultivo se incubaron a 37°C por 24 horas. Los experimentos
con hierro se realizaron segln lo reportado por Santos O. et al®® con algunas

modificaciones. Brevemente se afiadieron al medio TYM con parasitos las
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concentraciones de 62.5, 125 y 250 uM de sulfato ferroso (FeSOa4) y después de
24 horas de incubacion se realiz6 la extraccion de ARN y la sintesis de ADN
complementario. Como control constitutivo se emple6é el gen de a-tubulina
reportado por Santos O. et al®®, como control negativo se empledé ARN del cultivo
de parasitos en condiciones normales y como control de expresion se empleo el
gen que codifica para la adhesina AP120 para los cultivos suplementados con
FeSOa4 y el gen codificante para TvMP50 en el caso de los cultivos tratados con
ZnSO0Oa.

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

diferentes estimulos ambientales.

6.9.1. Prueba de estrés oxidativo.

Los parasitos que fueron cultivados en condiciones normales se lavaran tres
veces con PBS, se les agregara medio nuevo y 400 uM de peroxido de hidrogeno
(H2032), los cultivos se incubaran por 0, 60, 90, 120 y 180 minutos, transcurrido el
tiempo, se realizo la extraccion de ARN, la sintesis de ADNc y la RT-PCR de
acuerdo con lo descrito anteriormente. Como control negativo se empleara ARN
del cultivo de parasitos en condiciones normales y como control positivo se

empleara el gen que codifica para la proteina TvGP63.5°

6.9.2. Prueba de choque térmico.

En el caso de los cultivos que fueron sometidos a choque térmico los parasitos
cultivados en condiciones normales se incubaron a 43°C por 0, 30, 60, 90y 120
minutos, pasado el tiempo se realizo la extraccion de ARN, la sintesis de ADNc
y la RT-PCR de acuerdo con lo descrito anteriormente. Como control negativo se
empleara ARN del cultivo de parasitos en condiciones normales y como control

positivo se empleara el gen que codifica para la proteina HP70.5*
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6.10. Extraccion de ARN.

Para determinar la variacion en la expresion de los transportadores TvZIP y
TvCDF en presencia de los diversos tratamientos, se realizo la extraccion de ARN
de los cultivos en condiciones normales y con los diversos tratamientos. La
extraccion de ARN de los parasitos crecidos en las diferentes condiciones de
cultivo se realizé con el estuche comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen, No. catalogo
74106) de acuerdo con lo sefialado por el fabricante. Brevemente, se contaron
los parésitos crecidos en cada condicion en una camara de Neubauer para
obtener la cantidad de 5x10° parasitos, estos se lavaron tres veces con PBS, se
les afladié 600 pL de la solucion amortiguadora RLT y se centrifug6 a maxima
velocidad por 3 minutos, posteriormente, se afiadieron 600 pL de etanol al 70%
y se transfirieron 700 uL de la mezcla a la columna “RNeasy mini spin” colocada
en un tubo colector para luego centrifugar a 8,000 g durante 15 segundos.
Seguidamente se anadieron 700 pL de la solucion RW1, se volvié a centrifugar a
8,000 g por 15 segundos y se anadieron 500 pyL de la solucion RPE y se
centrifug6 a 8,000 g por 2 minutos, la columna se colocé en un tubo nuevo y se
afiadieron 50 pL de agua DEPC, se centrifugd a 8,000 g por 1 minuto para eluir

el ARN. Por ultimo, se realizé un tratamiento con DNasa.

6.11. Sintesis de ADN complementario.

Una vez realizada la extraccion de ARN se procedié a la sintesis de ADN
complementario (ADNc) para lo cual se empleéd el estuche comercial RevertAid
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, No. catdlogo K1632)
y de acuerdo con lo sefialado por el fabricante. Brevemente, se tomaron 150 ng
de RNA total y se depositaron en un tubo conico de 0.2 uL, de igual forma se
afnadié 1 pL del oligonucledtido “Oligo(dt)18” y los microlitros necesarios de agua
libre de nucleasas para tener un volumen final de 12 pL. Seguidamente se
afiadieron 4 uL de la solucién de reaccién 5X, 1 pyL del inhibidor “RiboLock
RNase”, 2 yL de la mezcla de dinucledétidos y 1 uL de la transcriptasa reversa, el

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

80°C hasta su uso.

6.12. Amplificacion de los transportadores TvZIP y TvCDF por RT-PCR.
Posterior a la extraccion del ARN vy sintesis del ADNc se realiz6 una RT-PCR
duplex, para lo cual en un microtubo de 0.2 mL se afiadieron los reactivos en los
volumenes indicados en el cuadro 6. Seguidamente, se colocaron los tubos en el
termociclador y se programd un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 2 minutos,
35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, templado a 57.7°C por
30 segundos, extension a 72°C por 1 minuto y una extension final a 72°C por 7
minutos. Para la visualizacién de los productos de PCR se realizd un corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio y se
observaron las bandas correspondientes a los pesos de los amplicones
sefalados en los cuadros 4 y 5.

Las condiciones de amplificacion descritas anteriormente fueron empleadas para

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

Cuadro 6. Mezcla de reaccién para RT-PCR duplex de transportadores
TvZIP y TvCDF.

Componente Volumen afiadido Concentracion
(uL) final
Agua estéril 15.50
Buffer de la polimerasa 2.50 1X
(10x)
dNTPs (10 mM) 0.75 0.30 mM
MgCl2 (25 mM) 1.50 1.25 mM
Primer F (10 uM) 1.00 0.40 uM
Primer R (10 uM) 1.00 0.40 uM
Primer F a-Tb (10 uM) 1.00 0.40 uM
Primer R a-Tb (10 uM) 1.00 0.40 uM
ADNCc 1.25
Taq polimerasa (5 U/uL) 0.50 0.1U
Volumen final 25
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6.13. Plan de procesamiento de datos y presentacion de resultados.

Los resultados de los diferentes experimentos se presentan en formato de
cuadros e imagenes representativas. De igual forma con el programa ImagenJ
(https://imagej.nih.goVv/ij/) se determind la densidad de pixeles de las bandas
correspondientes a cada transportador de acuerdo con los diferentes
experimentos y se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via con post
hoc de Dunnett a los que presentaron una diferencia significativa en el programa
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., California, Estados Unidos de
América), estos resultados se presentan en forma de graficas de barras con la

desviacién estandar correspondiente.
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VII. RESULTADOS.

7.1. Andlisis in silico.

La identificacion de las secuencias homologas se realizé a partir de las
secuencias consenso para cada tipo de transportador, por un lado para los ZIP
se emplearon las secuencias de los transportadores IRT1, ZRT1 y ZRT2 y para
los CDF se usaron ZCR1, CzcD vy YiiP, dichas secuencias se introdujeron a un
motor de busqueda (BLAST) en el genoma de Trichomonas vaginalis que se

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

se obtuvieron para los ZIP 8 secuencias homologas a IRT1, 14 y 8 secuencias a
ZRT1 y ZRT2 respectivamente. En el caso de los CDF se identificaron 20
secuencias homologas al transportador CzcD, 10 secuencias al FieF y 9

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

Posteriormente, se realizd una busqueda de dominios a las 31 secuencias y 39
secuencias de aminoacidos obtenidas para determinar si en estas se hallaba el
dominio caracteristico de los transportadores ZIP o CDF, encontrando que solo
8 de estas secuencias tenian el dominio ZIP (Figura 4A) y 8 el dominio CDF
(Figura 4B), dicho andlisis se llevd a cabo con el programa SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/). Dicho programa sefiala que de las 8

secuencias con dominios tipo ZIP, tres de estas (TvZIP1, TvZIP3 y TvZIP8)
presentan dos dominios tipo ZIP. Por otro lado, de las ocho secuencias
identificadas con dominios CDF, dos presentan un dominio adicional relacionado
con la dimerizacion del transporte de zinc, estos son, TvCDF6 y TVCDF8.
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No. acceso
TrichDB
TVAG_372990
TVAG_040010
TVAG_053760
TVAG_415420
TVAG273550
TVAG_434800

TVAG_495850

TVAG_444590

Figura 4. Dominios ZIP y CDF encontrados para las secuencias identificadas en T.
A: Dominios correspondientes a
correspondientes a transportadores CDF. Los recuadros grises indican la posicién en la que
se encuentra el dominio ZIP o CDF de acuerdo con el programa SMART. ZIP:Zrt-, Irt-like
protein; CDF: Facilitadores de Difusion de Cationes; ZT_dimer: dimerizacion del Transporte

vaginalis.

de Zinc.

Una vez identificadas las secuencias con dominio ZIP y CDF se llevaron a cabo
diferentes andlisis bioinformaticos, primeramente, se localizaron las secuencias
en el genoma de T. vaginalis y asi se identificaron el tamafio de los genes y las
proteinas; para los transportadores TvZIP (Cuadro 7) el tamafio de los genes se
encuentra entre 627 y 900 pares de bases y el tamafio de las proteinas esta en
el rango de 208 (TvZIP7) y 299 (TvZIP2) aminoacidos, mientras que los TvCDF

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

Nombre

TvZIP1

TvZIP2

TvZIP3

TvZIP4

TVZIPS

TvZIP6

TVZIP7

TvZIP8

Dominios

A
w

ZIP

i

ZIP

2P

|

No. acceso
TrichDB

TVAG_132220

TVAG_285720

TVAG_228020

TVAG_060360

TVAG_027220

TVAG_283320

TVAG_093530

TVAG_437450

Nombre

TvCDF1

TvCDF2

TvCDF3

TvCDF4

TvCDF5

TvCDF6

TvCDFT

TvCDF8

transportadores ZIP. B:

Dominios

% CDF

== CDF

proteinas varia entre 346 (TvCDF5) y 496 (TvCDF6) aminoacidos.
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Cuadro 7. Secuencias genomicas tipo ZIP identificadas en el genoma de T.

vaginalis.
Localizacion en el genoma
Nombre N:_. _acceso Secuencia N - ORF No. acceso ::I::c?t:i::
richDB - Inicio Fin (pb) NCBI

genomica (aa)
TVZIP1 TVAG_372990 DS113274 28892 28026 867 XM_001326354 288
TvZIP2 TVAG_040010 DS113461 51721 58620 900 XM_001317137 299
TVZIP3 TVAG_053760 DS113785 26445 27311 867 XM_001308790 288
TVZIP4 TVAG_415420 DS113515 69986 70980 759 XM_001315296 252
TVZIPS TVAG_273550 DS113394 38182 39048 867 XM_001319859 288
TvZIP6 TVAG_434800 DS113240 189817 188897 825 XM_001328831 274
TZIPT TVAG_495850 DS113254 130207 129581 627 XM_001327754 208
TvZIP8 TVAG_444590 DS113290 143988 143137 789 XM_001325363 262

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

Cuadro 8. Secuencias gendmicas tipo CDF identificadas en el genomade T.

vaginalis.
Localizacion en el genoma
Nombre No._acceso Secuencia 3 _ ORF No. acceso ::r:c?t:i::
TrichDB L Inicio Fin (pb) NCBI

genbmica (aa)
TvCDF1 TVAG_132220 DS113908 7072 8382 1308 XM_001306434 436
TvCDF2 TVAG_228020 DS114074 14310 12994 1314 XM_001303830 438
TvCDF3 TVAG_285720 DS114481 11412 12722 1308 XM_001300194 436
TvCDF4 TVAG_060360 DS113353 61220 59982 1236 XM_001321848 412
TvCDF5 TVAG_027220 DS113373 40429 41474 1038 XM_001314062 346
TvCDF6 TVAG_093530 DS113185 108078 109568 1488 XM_001583115 496
TvCDF7 TVAG_283320 DS113192 194739 196067 1326 XM_001582098 442
TvCDF8 TVAG_437450 DS113194 264494 265792 1296 XM_001581885 432

ORF: Marco abierto de lectura; pb: pares de bases; aa: aminoacidos.
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Consecutivamente, se predijeron las regiones transmembrana para cada uno de
los transportadores TvZIP (Figura 5) y para cada TvCDF (Figura 6) con el
programa MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). En el caso de los
transportadores TvZIP se encontr6 que TvZIP1l, TvZIP2, TvZIP3, TvZIP5 y

TvZIP8 posiblemente poseen ocho regiones transmembrana (RTM) y el amino y
carboxilo terminal se encuentran en la parte extracelular, mientras que el TvZIP4
y el TvZIP6 tendrian siete RTM y por ultimo el TvZIP7 presentaria cinco RTM.
Por otro lado, el programa sefala seis RTM para TvCDF1, TvCDF2, TvCDF3,
TvCDF5, TVCDF7 y TVvCDF8 y el amino y carboxilo terminal se ubicaron en el
citoplasma, mientras que TvCDF4 tendria nueve RTM y el amino en posicion
extracelular y TvCDF6 tendria diez RTM.
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Figura 5. Regiones transmembrana identificadas para los transportadores TvZIP. En la
figura se representa la membrana del parasito, los bucles intra y extracelulares (lineas negras) y
las regiones transmembrana (cilindros azules con nimeros romanos) para cada uno de los
transportadores tipo ZIP identificados en el genoma de T. vaginalis.
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Figura 6. Regiones transmembrana identificadas para los transportadores TvCDF. En la
figura se representa la membrana del pardsito, los bucles intra y extracelulares (lineas negras) y
las regiones transmembrana (cilindros azules con niameros romanos) para cada uno de los
transportadores tipo CDF identificados en el genoma de T. vaginalis.
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De igual forma se realiz6 un alineamiento mdultiple con el algoritmo MUSCLE

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

conservadas entre los transportadores TvZIP (Figura 7) y TvCDF (Figura 8) y
también se esquematizaron las posibles regiones transmembrana empleando la

secuencia del transportador TvZIP1 y el TVCDF1 respectivamente.

El alineamiento multiple en el caso de los transportadores TvZIP (Figura 7)
mostré que a excepcion del TvZIP7 los deméas TvZIP tienen en la RTM Il un
residuo conservado de histidina (H), mientras que todas las secuencias tienen la
region HS (histidina-serina) conservada en la RTM IV y en la regiéon V los
aminoécidos conservados de histidina y acido glutamico (HXXXE) a excepcion
de los TvZIP3y TVvZIPS los cuales presentan fenilalanina (F) en lugar de histidina
(H), ademas, en la region variable que se localiza entre las RTM Ill y IV se
identifico en el caso de TvZIP1, TvZIP2, TvZIP6 y TvZIP 7 una region rica en
histidinas (HXHXH). Todas estas regiones conservadas de aminoacidos se
relacionan con el transporte de Zn?* y Fe?*. Ademas, se ha reportado que el
aspartato (D) en el bucle entre la RTM Il y RTM lll se relaciona con el transporte

de Fe2+l 31,39,62

En cuanto al alineamiento multiple de los TvCDF (Figura 8) se observa que para
TvCDF1, TVCDF2y TvCDF3 en la RTM Il hay una region conservada de histidina-
aspartato (HXXXD) y en la RTM V se identificd el motivo HXXXD (histidina-
aspartato), ademas, de regiones ricas en histidina en el amino y carboxilo
terminal, dichos motivos y regiones se relacionan con el transporte de Zn?*, en el
caso de los TVCDF7 y TVvCDFS8, se identificaron los motivos aspartato-aspartato
(DXXXD) en RTM Il y aspartato-aspartato (DXXXD) en RTM V, estas regiones se
reportan importantes para el transporte de manganeso.3-3662 En el caso de los

TvCDF4, TvCDF5y TvCDF6 no se identifico alguno de los motivos mencionados.
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Figura 7. Alineamiento multiple de los TvZIP. En negro se sefialan los aminoécidos idénticos
y en gris los similares. En los recuadros rojos se observan los aminoécidos conservados en las
RTM importantes para el transporte de iones. Los recuadros con nimeros romanos indican las
RTM, las lineas representan las regiones intra- y extracelulares entre las RTM y la linea curva la
region variable de las secuencias analizadas.
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Figura 8. Alineamiento multiple de los TvCDF. En negro se sefialan los amino&cidos idénticos
y en gris los similares. En los recuadros rojos se observan los aminoacidos conservados en las
RTM importantes para el transporte de iones. Los recuadros con nimeros romanos indican las
RTM, las lineas representan las regiones intra- y extracelulares entre las RTM.
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Para la localizacion subcelular, la funcion putativa de los transportadores y las
propiedades fisicoquimicas (peso molecular y punto isoeléctrico) se emplearon
los programas ya descritos en la metodologia (CELLO, PFP y ProtParam
respectivamente) obteniendo los siguientes resultados. Para los TvZIP (Cuadro
9) el peso molecular se encuentra entre 23,181 y 33,415 Daltons (Da) y el punto
isoeléctrico se encuentra entre 5.19 y 7.61. Con respecto a la localizacion
subcelular, todos los TvZIP posiblemente se encuentran en la membrana
plasmética y su funcién putativa es la de un transportador transmembrana de
iones metalicos. Por otro lado, para los TvCDF (Cuadro 10) el peso molecular se
encontré entre 38,716 y 58,607 Da, los puntos isoeléctricos estan en el rango de
5.30y 8.08 y segun los programas empleados estos transportadores se localizan
en la membrana plasmatica y tienen una funcion teérica de transportador de

cationes.

Cuadro 9. Propiedades, localizacion vy funcion tedrica de los

transportadores TvZIP.

Propiedades tedricas

Nombre Peso i Pl{nto_ Localizacion Funcion predicha
molecular  isoeléctrico subcelular
(Da) tedrico

TvZIP1 31,945 6.41 Membrana Plasmatica  Transportador transmembrane de iones metalicos
TvZIP2 33,415 5.33 Membrana Plasmatica  Transportador transmembrane de iones metalicos
TvZIP3 32,379 6.83 Membrana Plasmética  Transportador transmembrane de iones metalicos
TvZIP4 27,637 547 Membrana Plasmatica  Transportador transmembrane de iones metalicos
TVZIPS 32,228 7.61 Membrana Plasmatica  Transportador transmembrane de iones metalicos
TvZIP6 30,611 5.14 Membrana Plasmética  Transportador transmembrane de iones metalicos
TvZIPT 23,181 5.19 Membrana Plasmatica  Transportador transmembrane de iones metalicos
TvZIP8 29,963 5.49 Membrana Plasmética  Transportador transmembrane de iones metalicos
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Cuadro 10. Propiedades, localizacion y funcion teodrica de Ilos

transportadores TvCDF.

Propiedades teoricas

Nombre Peso ~ Punto Localizacion Funcion predicha
molecular  isoeléctrico subcelular
(Da) tedrico

TvCDF1 48,446 5.61 Membrana Plasmatica Transportador de cationes
TvCDF2 49,521 5.68 Membrana Plasmatica Transportador de cationes
TvCDF3 49,394 571 Membrana Plasmatica Transportador de cationes
TvCDF4 46,440 6.44 Membrana Plasmatica Transportador de cationes
TvCDF5 38,716 574 Membrana Plasmatica Transportador de cationes
TvCDF6 58,607 8.08 Membrana Plasmatica Transportador de cationes
TvCDF7 48,812 5.30 Membrana Plasmatica Transportador de cationes
TvCDF8 47,736 5.63 Membrana Plasmatica Transportador de cationes

Por altimo, se realizé un arbol filogenético para los TvZIP y otro para los TVCDF
incluyendo proteinas ya caracterizadas pertenecientes a las diferentes
subfamilias de los transportadores tipo ZIP y CDF utilizando el método Neighbor-
Joining con correccion JTT empleando el programa MEGA 7.0

(www.megasoftware.net).

El arbol filogenético para los transportadores tipo ZIP (Figura 9) se realizé
empleando 52 secuencias de transportadores tipo ZIP ya caracterizados en las
diferentes subfamilias descritas anteriormente, ZIP-I, ZIP-II, LIV-1 y GufA. Dicho
arbol muestra que todas las secuencias identificadas en el genoma de T.
vaginalis (TvZIP) se agrupan en una de las ramas junto con los transportadores
ZIP de una amiba de vida libre (N. gruberi) y los ZIP de un nematodo (C. elegans),

dicha rama corresponde a la subfamilia ZIP-II.
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Figura 9. Arbol filogenético de los transportadores tipo ZIP. En la figura se muestra el arbol
filogenético realizado por el método NJ-JTT con las secuencias de las cuatro subfamilias (LIV-I,
gufA, ZIP-1y ZIP-II) de los transportadores tipo ZIP. La segunda linea en el clado de la subfamilia
ZIP-Il indica la rama donde se ubican las proteinas TvZIP y las secuencias de transportadores
tipo ZIP de otros parasitos. ¢« Secuencias tipo ZIP identificadas en T. vaginalis.

Con respecto al andlisis filogenético de los TVCDF se emplearon 43 secuencias
de especies diferentes que han sido descritas como transportadores de alguna
de las tres familias de CDF (CDF-Zn?*, CDF-Zn/Fe y CDF-Mn?*), sin embargo,
los TVCDF asi como las secuencias seleccionas se agrupaban en diferentes
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ramas sin importar la subfamilia en la que se supone habian sido descritos, por
lo tanto no se podia determinar a qué subfamilia pertenecian los TvCDF (Figura
mostrada en el capitulo XI de Anexos), debido a esto, se realiz6 un arbol
filogenético mas pequefio (Figura 10) con secuencias ya caracterizadas de
transportados CDF, encontrando que los TvCDF4, TvCDF5, TvCDF6, TVCDF7 y
TvCDF8 se agrupan en la subfamilia CDF-Zn/Fe mientras que los TvCDF1,
TvCDF2 y TVCDF3 se encuentran en la subfamilia CDF-Zn?*.
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Figura 10. Arbol filogenético de los transportadores tipo CDF. En la figura se muestra el arbol
filogenético realizado por el método NJ-JTT con las secuencias de las tres subfamilias (CDF-Zn?*,
CDF-Zn/Fe y CDF-Mn?*) de los transportadores tipo CDF. <« Secuencias tipo CDF identificadas
en T. vaginalis.
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7.2. ldentificacion de los transportadores TvZIP y TvCDF por PCR.

Para comprobar que los transportadores que se habian identificado por medio de
programas bioinforméticos realmente se encontraban en el genoma de T.
vaginalis y no era por los algoritmos empleados se realiz6 una PCR punto final
con ADN gendmico extraido de parasitos cultivados en condiciones normales.
Para visualizar los productos obtenidos se realizé un gel de agarosa al 1.5%
tefiido con bromuro de etidio, dicho gel se visualizé en un fotodocumentador
marca Bio-Rad y se uso el programa Quantity One (Bio-Rad) para capturar las
imagenes. El marcador de peso molecular empleado fue el GeneRuler 100pb
(100-1000 pb) y los pesos correspondientes a cada amplicon se sefialan en la
imagen correspondiente, asi como los TvZIP (Figura 11) y los TvCDF (Figura 12)
que fueron identificados.

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

transportadores tipo ZIP y los 8 genes de transportadores tipo CDF encontrados
por métodos bioinformaticos en el genoma de T. vaginalis.
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Figura 11. Amplificacion por PCR de los transportadores TvZIP. A) Carril 1 MP: Marcador de
peso molecular de 100 a 1000 pb; Carril 2 C-: control negativo; Carril 3 TvZIP1 (315), Carril 4
TvZIP2 (370 pb); Carril 5 TvZIP3 (166 pb); Carril 6 TvZIP4 (432 pb); Carril 8 TvZIP5 (360 pb). B)
Carril 1 MP de 100 a 1000 pb; Carril 2 TvZIP6 (195 pb); Carril 3 TvZIP7 (253 pb); Carril 4 TvZIP8
(174 pb).
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Figura 12. Amplificacion por PCR de los transportadores TvCDF. A) Carril 1 MP: Marcador
de peso molecular de 100 a 1000 pb; Carril 2 C-: control negativo; Carril 3 TVCDF1 (428 pb);
Carril 4 TVCDF2 (256 pb); Carril 5 TvCDF3 (162 pb) Carril 6 TvCDF4 (430 pb); Carril 7 TvCDF5
(256 pb); Carril 8 TVCDF6 (400 pb). B) Carril 1 MP de 100 a 1000 pb; Carril 3 TvCDF7 (231 pb);
Carril 4 TVCDF8 (372).

Ademas de la PCR, se realiz6 una RT-PCR duplex en condiciones normales de
crecimiento para T. vaginalis, medio TYM complementado con 18% de Suero de
Caballo (SC) e incubando el cultivo a 37°C por 24 horas, para esto se usaron
también los oligonucleétidos especificos para cada uno de los transportadores
previamente identificados en el genoma y los primer para el gen constitutivo de
a-Tubulina (a-Tb, peso esperado de 101 pb). Posteriormente, se realizé un
corrimiento electroforético de los productos de RT-PCR (Figura 13 y 14), donde
se observa que los 16 transportadores se expresan en mayor o menor medida

en condiciones normales de crecimiento.

a7



A)

3 4 5 6 7 8

MP (- TvIIPI TvZIP2 TvZIP3 TvIIP4 MP  C- TvIIPS TvIIP6 TvZIP7 TvIIP8
500 [
400 — -—
350 - 432
300 = 360 -
250 ’: S 153
200 195

150

100 101 101

50

Figura 13. Amplificacion por RT-PCR duplex de los transportadores TvZIP. A) Carril 2 MP:
Marcador de peso molecular de 50 a 500 pb; Carril 3 C-: control negativo; Carril 4 TvZIP1 (315
pb); Carril 5 TvZIP2 (370 pb); Carril 6 TvZIP3 (166 pb); Carril 7 TvZIP4 (432 pb); la banda de
101 pb corresponde a a-Th. B) Carril 2 MP de 50 a 500 pb; Carril 3 C-; Carril 4 TvZIP5 (360 pb);
Carril 5 TvZIP6 (195 pb); Carril 6 TvZIP7 (253 pb); Carril 7 TvZIP8 (174 pb); la banda de 101 pb
corresponde a a-Th.
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Figura 14. Amplificacién por RT-PCR duplex de los transportadores TvCDF. A) Carril 1
MP: Marcador de peso molecular de 50 a 500 pb; Carril 2 C-: control negativo; Carril 3 TvCDF1
(428 pb); Carril 4 TVCDF2 (256 pb); Carril 6 TvCDF3 (162 pb); la banda de 101 pb corresponde
a a-Th. B) Carril 1 MP de 50 a 500 pb; Carril 2 C-; Carril 3 TvCDF4 (430 pb); Carril 4 TvCDF5
(256 pb); Carril 5 TVCDF6 (400 pb); Carril 6 TvCDF7 (231 pb); Carril 7 TvCDF8 (372); la banda
de 101 pb corresponde a a-Th.
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7.3. Efecto de los metales traza sobre la expresion de los genes de
transportadores TvZIP y TvCDF.

Para determinar si la expresion de los transportadores TvZIP y TvCDF cambiaba
dependiendo del ion y la concentracion a los que se exponga el parasito estos se
cultivaron en diferentes concentraciones de sulfato de hierro (FeS0Oa4) y sulfato de

zinc (ZnS0Oa4) y se realizé una RT-PCR semicuantitativa.

Para los TvZIP se obtuvieron los siguientes resultados, en las diferentes
concentraciones de ZnSOa4 (Figura 15A) la expresion de TvZIP1, TvZIP5y TvZIP7
disminuy6 en la concentracibn mas alta (1.6 mM) al igual que el control de
expresion (TvMP50), para TvZIP3 se observd un cambio en la expresion a partir
de la concentracion de 1 mM, mientras que para TvZIP2, TvZIP4, TvZIP6 y
TvZIP8 no se observaron cambios en las concentraciones probadas. En el caso
de a-Tubulina no se observé ningun cambio en la expresién, lo cual ya se

esperaba al ser un gen constitutivo, es decir, que no varia bajo ninguna condicion.

En cuanto a la expresion de los TvZIP bajo diferentes concentraciones de FeSOa,
se puede observar en la figura 15B, que hay un cambio en la expresion de dos
de los ocho transportadores, estos son: TvZIP2 y TvZIP4. La expresion de TvZIP2
aumenta conforme aumenta la concentracién de FeSOasy en el caso de TvZIP4
la expresion disminuye conforme aumenta la concentracién de FeSOa. El control
constitutivo no presentd cambios y el control de expresion que fue AP120 mostro

un aumento de la expresion dependiente de la concentracion.
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Figura 15. Expresion de los transportadores TvZIP en diferentes concentraciones de
metales traza. A) Expresion de TvZIP en diferentes concentraciones de sulfato de zinc (ZnS0a4),
el control constitutivo (a-Tubulina) y el control de expresion para zinc (TvMP50). B) Expresion de
TvZIP en diferentes concentraciones de sulfato de hierro (FeSOu4), el control constitutivo (a-
Tubulina) y el control de expresion para hierro (AP120).

También se efectud el andlisis de varianza (ANOVA) de una via de acuerdo con
el andlisis de la densidad de bandas realizado y a los que presentaron una
diferencia significativa se les aplicé el post hoc de Dunnett. En el caso de los
tratamientos con ZnSOa4 se observa en la figura 16 que en TvZIP1, TvZIP5,
TvZIP7 y TvMP50 la concentracion 1.6 mM de ZnSO4 presentd una diferencia
significativa con respecto a la concentraciéon de 0 mM (parasitos sin tratamiento)
mientras que para TvZIP3 las concentraciones de 1 y 1.6 mM de ZnSOa4

presentaron diferencia significativa en comparacion con 0 mM de ZnSOa.
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Figura 16. Evaluacion de la densidad de bandas de TvZIP y TvMP50 en diferentes
concentraciones de ZnSO.. Los resultados representan la media + DE. Se realiz6 ANOVA de
una via, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde “p < 0.05 respecto a la concentracion
de 0 mM (parasitos sin tratamiento).

Para los tratamientos con FeSOa (Figura 17), todas las concentraciones probadas
de FeSOs4 para TvZIP2, TvZIP4 y el control de expresion AP120 fueron
estadisticamente significativas con respecto a los parasitos sin tratamiento (0 mM
de FeSOy,).
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Figura 17. Evaluacion de la densidad de bandas de TvZIP y AP120 en diferentes
concentraciones de FeSO,. Los resultados representan la media = DE. Se realiz6 ANOVA de
una via, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde “p < 0.05 respecto a la concentracion
de 0 mM (parasitos sin tratamiento).

Por otro lado, también se evalud la expresion de los TvCDF bajo diferentes
concentraciones de ZnSOas (Figura 18A) y FeSOa4 (Figura 18B), en este
experimento se observdé que la expresion de TvCDF1, TvCDF2, TvCDF4,
TvCDF5, TvCDF7 y TvCDF8 disminuye en la concentracion de ZnSO4 de 1.6
mM, mientras que TVCDF3 aumenta su expresion a concentraciones superiores
a 0.25 mM de ZnSO4.y TVCDF6 se observa un aumento en la expresion en la
conentracion de 1 mM. Por otro lado, la expresion de estos mismos

transportadores en diferentes concentraciones de FeSO4 no se vio modificada.
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Figura 18. Expresién de los transportadores TvCDF en diferentes concentraciones de
metales traza. A) Expresién de TvCDF en diferentes concentraciones de sulfato de zinc
(ZnS04), el control constitutivo (a-Tubulina) y el control de expresién para zinc (TvMP50). B)
Expresion de TvCDF en diferentes concentraciones de sulfato de hierro (FeS0Qa), el control
constitutivo (a-Tubulina) y el control de expresion para hierro (AP120).

El analisis estadistico que se realiz6 para los tratamientos con ZnSOa4 (Figura 19)
indica que todas las concentraciones probadas de ZnSOs fueron
estadisticamente significativas con respecto a 0 mM de ZnSO4 para TvCDF1,
TvCDF3, TVCDF4, TvCDF5 y TvCDF7, mientras que las concentraciones de 1y
1.6 mM fueron significativas para TvCDF2 con respecto al 0 mM, para TvCDF6
se obtuvo una diferencia significativa en la concentracion de 1 mM y la
concentracion de 1.6 tuvo una diferencia significativa con respecto a los parasitos

sin tratamiento para TvCDF8 y TvMP50. Mientras que para los tratamientos con

w
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FeSO4 ninguno de estos mostros diferencia estadisticamente significativa con

respecto a 0 mM de FeSOa.
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Figura 19. Evaluacion de la densidad de bandas de TvCDF y TvMP50 en diferentes
concentraciones de ZnSO.. Los resultados representan la media + DE. Se realizd6 ANOVA de
una via, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde “p < 0.05 respecto a la concentracion
de 0 mM (parasitos sin tratamiento).

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

estimulos ambientales.

La evaluacion de la expresion de los TvZIP y TvCDF se realizé también bajo
diferentes estimulos ambientales o tipos de estrés a los que estaria sujeto T.
vaginalis en su microambiente, entre estos se encuentran la exposicion de los

parasitos a peroxido de hidrogeno (H202) en diferentes tiempos (0, 60, 90, 120,
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180 min) y también la exposicién de T. vaginalis a una temperatura de 43 °C en

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

Como resultado de los experimentos anteriores se tiene que la expresion de
TvZIP bajo el estimulo de los parasitos con H202 (Figura 20A) fue diferente para
cada uno de los transportadores, observando que TvZIP1 no se expresa en los
tiempo de 60, 90 y 180 min pero se aprecia una banda tenue a los 120 min, para
TvZIP2 no se observa expresion a los 180 min pero si a los otros tiempos
probados, los TvZIP3y TVZIP7 no se expresaron luego de 60 min con el estimulo
de peroéxido, TvZIP4 disminuye su expresion luego de 60 min y se mantiene hasta
los 180 min, TvZIP5 no se expresa en 60, 90 y 120 min pero en 180 se observa
una banda tenue y por ultimo TvZIP6 y TvZIP8 no mostraron cambio en la
expresion, todos estos cambios con respecto al control sin tratamiento. Para
TvGP63 se observa que la expresion disminuye con respecto al tiempo de

exposiciéon al H202.

Para los transportadores TvCDF bajo el estimulo de perdxido de hidrégeno
(Figura 20B), los TVCDF1 y TvCDF8 no se expresan luego de 120 minutos, pero
a los 180 se observa el amplicon en baja intensidad mientras que TvCDF2,
TvCDF3, TvCDF4, TvCDF5, TvCDF6 y TvCDF7 pierden su expresiéon a los 60
minutos y en los tiempos posteriores. En el caso del control de expresion

(TvGP63) se observo que su expresion disminuye con respecto al tiempo,
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Figura 20. Expresién de los transportadores de iones metalicos bajo estrés oxidativo. A)
Expresion de los TvZIP y TvGP63 bajo el estimulo con H202 (400 uM) en diferentes tiempos (0,
60, 90, 120 y 180 minutos). B) Expresién de los TvCDF y TvGP63 bajo el estimulo con H202 (400
UM) en diferentes tiempos (0, 60, 90, 120 y 180 minutos).

Con respecto al andlisis estadistico de los TvZIP tratados con H20: en diferentes
tiempos (Figura 21), este indicé que las densidades de las bandas en todos los
tiempos tienen una diferencia significativa con respecto a al tiempo 0 minutos
para TvZIP1, TvZIP2, TvZIP3, TvZIP4, TvZIP5 y TvZIP7, mientras que para
TvZIP6 y TvZIP8 no se encontré diferencia significativa en los diferentes tiempos
de incubacion. Por el contrario, para todos los TvCDF (Figura 22) si se encontro
diferencia significativa entre los tiempos de incubacion con H202 y el tiempo 0

minutos.
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Figura 21. Evaluacion de la densidad de bandas de TvZIP y TvGP63 en diferentes tiempos
de exposicién a H20,. Los resultados representan la media + DE. Se realiz6 ANOVA de una via,
seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto al tiempo de 0 minutos.
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Figura 22. Evaluacién de la densidad de bandas de TvCDF y TvGP63 en diferentes tiempos
de exposicion a H20,. Los resultados representan la media + DE. Se realiz6 ANOVA de una via,
seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde *p < 0.05 respecto al tiempo de 0 minutos.

Continuando con los estimulos ambientales, los parasitos se sometieron a una
temperatura constante de 43°C por un rango de tiempo de 0 a 120 minutos y se
pudo observar que la expresion para los TvZIP (Figura 23A) es variada
dependiendo del transportador y el tiempo de incubaciéon. Para TvZIP1 no se
observa amplicén en el segundo tiempo (30 minutos), TvZIP2 no se ve afectado
en el nivel de expresion en ninguno de los tiempos de incubacion que se probaron
al igual que TvZIP5 y TvZIP8, para TvZIP3 no se observan los amplicones
correspondientes a este transportador en el tiempo de 60 minutos, en el caso de
TvZIP4 se observa una disminucion de la expresion Unicamente en el tiempo de

90 minutos, para TvZIP6 se observa un aumento de la expresion a los 60 minutos,
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parece disminuir a los 90 minutos y aumenta su expresion nuevamente a los 120
minutos, por ultimo el amplicon correspondiente a la expresion de TvZIP7 no se

observa a los 90 minutos de incubacion.

Para los TVCDF (Figura 23B) se observé que la expresion de TvCDF1 disminuye
en el tiempo de 60 min y a los 90 y 120 minutos no se observa amplicon, para
TvCDF2 a los 30 minutos se observa un aumento en la expresion, a los 60
minutos esta disminuye, a los 90 min aumenta ligeramente y disminuye a los 120
minutos. En el caso de TvCDF3 disminuye la expresion a los 60, 90 y 120
minutos, TVCDF4 no se expresa a los 120 minutos, para TvCDF5 no se observo
un cambio en la expresion en ninguno de los tiempos de incubacién, TvCDF6
disminuye su expresion a los 60 minutos, a los 90 no se expresa y a los 120 se
observa una banda tenue, TVCDF7 aumenta su expresion a los 90 minutos y por
altimo TvCDF8 aumenta su expresion a los 30 minutos, disminuye a los 60,

aumenta a los 90 y disminuye nuevamente a los 120 minutos.
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Figura 23. Expresién de los transportadores de iones metalicos bajo estrés por choque
térmico. A) Expresién de los TvZIP a 43°C en intervalos de tiempo de 30 minutos (0-120 min).
B) Expresion de los TvCDF a 43°C en intervalos de tiempo de 30 minutos (0-120 min).

Se realizaron también los andlisis estadisticos correspondientes, encontrando

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

presento diferencia significativa a los 30 minutos, TvZIP3y el control de expresion

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

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

mostraron diferencia significativa a los 90 min, TvZIP6 la mostr6 a 60 y 90

minutos, dichas diferencias fueron con respecto al tiempo 0 minutos.
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Figura 24. Evaluacion de la densidad de bandas de TvZIP en diferentes tiempos de
exposicién a una temperatura de 43°C. Los resultados representan la media + DE. Se realiz6
ANOVA de una via, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde "p < 0.05 respecto al
tiempo de 0 minutos.

El andlisis estadistico para TvCDF1, TvCDF3, TvCDF6 y HSP70 (Figura 25)
mostré que a los 60, 90 y 120 minutos tienen una diferencia significativa con
respecto al tiempo de 0 minutos, TVCDF2 y TvCDF7 la tienen a los 30, 60 y 90
minutos, TVCDF4 present6 diferencia significativa a los 120 minutos y TvCDF8 a
los 30, 60 y 120 minutos.
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Figura 25. Evaluacion de la densidad de bandas de TvCDF en diferentes tiempos de
exposicion a una temperatura de 43°C. Los resultados representan la media + DE. Se realizé
ANOVA de una via, seguido por una prueba post hoc de Dunnett, donde "p < 0.05 respecto al
tiempo de 0 minutos.
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VIII. DISCUSION

Se realiz6 por primera vez la identificacion y caracterizacion in silico de ocho
trasportadores de tipo ZIP (TvZIP) y ocho de tipo CDF (TvCDF) el genoma del
parasito protozoario T. vaginalis, este resultado es diferente a lo reportado para
otros parasitos como los protozoarios Leishmania major (4 ZIP y 4 CDF) y
Leishmania infantum (3 ZIP) y para el nematodo C. elegans (6 ZIP y 8 CDF),
incluso difiere con la hipétesis de que el niumero de genes que codifican
transportadores de tipo ZIP y CDF aumenta en paralelo con la evolucién de los
organismos, ya que T. vaginalis se considera como un organismo eucariota
primitivo. Sin embargo, la duplicacion de genes ha sido reportada como un

mecanismo importante para T. vaginalis.6352:31,54.64

Los ocho transportadores TvZIP y los ocho transportadores TvCDF identificados
en T. vaginalis presentan caracteristicas estructurales y fisicoquimicas similares
a lo reportado para otros miembros de estas familias, pero dos TvZIP mostraron
siete RTM (TvZIP4 y TvZIP6) como los ZmZIP1 y ZmZIP8 pertenecientes a Zea
mays y uno de ellos que presenté cinco RTM (TvZIP7) que de acuerdo a su
topologia pudo haber perdido las primeras tres RTM y coincide con lo descrito
para Cryptococcus gattii, el cual se reporta como un transportador ZIP pequefio
al presentar Gnicamente cinco RTM.326568 En el caso de los TVCDF casi todos
presentaron seis RTM a excepciéon de TvCDF4 con nueve RTM y el TVCDF6 con
10 RTM que coinciden con otros transportadores CDF como el Msc2 de S.
cerevisiae con 12 RTM o los SLC30A1 y SLC30A5 de humano con 10y 15 RTM

respectivamente,4569.70
Con respecto a la funcion y localizacion de los transportadores TvZIP y TvCDF,

el analisis bioinformatico indico ambos son transportadores de iones o cationes y

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

transportadores.3%.67.70.71

Las regiones aminoacidicas conservadas que se mencionan para los
transportadores tipo ZIP son importantes para la funcion del transportador y se
han reportado en diversos organismos como H. sapiens, L. major y L.
infantum.517273 | a presencia de estos aminoacidos conservados coincide
también con lo obtenido en el arbol filogenético, al ubicar a los transportadores
en la subfamilia ZIP-11, ya que los aminoacidos Hen la RTM Il y HS en la RTM IV
se presentan en miembros de dicha subfamilia como son el ZIP1, ZIP2 y el ZIP3
de humanos. 597374 Los TvZIP también se ubican en una de las dos ramas de la
subfamilia ZIP-Il con N. gruberiy C. elegans, esta divisién en la subfamilia podria
indicar que a pesar de que los transportadores tienen un antecesor en comun
existen divergencias genéticas que los ubican en la rama con organismos menos

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

En cuanto a las regiones de aminoacidos conservados para los TvCDF, estos
motivos se relacionan con el transporte de zinc y manganeso (Mn?*)344575
También se identificaron regiones ricas en histidina en la regidén que corresponde
al carboxilo y amino terminal, que segun lo reportado para otro transportador CDF
(CzcD) son importantes para la uniéon del Zn?*.4> En el caso de los TvCDF
restantes (TvCDF4, TvCDF5 y TvCDF6) no se encontré ninguna regién que
indicara el transporte de zinc 0 manganeso, esto puede deberse a la gran
diversidad que existe en esta familia de transportadores.3*4* La identificacion de
los motivos conservados se relaciona con lo obtenido en el andlisis filogenético,
donde los primeros 3 TVCDF se agrupan en la rama de la subfamilia CDF-Zn lo
gue sugiere que genéticamente se relacionan con genes de otros organismos
que transportan Zn?*y los Ultimos dos (TVCDF7 y TvCDF8) se relacion mas de
cerca a los transportadores de la familia CDF-Mn, lo que sugiere una divergencia

en entre la misma familia de genes TvCDF.
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El uso del analisis bioinformatico proporciona una herramienta util para la
deteccion de secuencias de interés, ademas permiten dirigir la parte experimental
hacia lo que en realidad tiene importancia y no invertir los recursos en ensayos
gque no aportaran nada a la investigacion, de igual forma Gaither y Eide
mencionan que el aumento en los registros de secuencias y analisis in silico se
debe a la utilizacién de herramientas de andlisis y bases de datos mas sensibles.
Ademas, que los analisis filogenéticos que se realizaron permiten identificar un
ancestro en comun para este tipo de transportadores para inferir las relaciones
existentes entre especies y las divergencias genéticas que puedan existir entre

los transportadores de ambas familias.3°37

Como se mencion6 anteriormente, T. vaginalis tiene la particularidad de
presentar genes paralogos que, aunque no se conoce cual el la razén de estas
multiples copias proporcionan una oportunidad para desarrollar la expresion
diferencial de muchos de estos genes durante el crecimiento y desarrollo del

pardsito en condiciones ambientales variables.

Sabiendo esto, en el presente trabajo se evalu6 por primera vez la expresion
basal y diferencial de los transportadores TvZIP y TvCDF bajo diferentes
estimulos ambientales, como son altas concentraciones de Zn?* como en el
microambiente prostatico, altas concentraciones de Fe?* como en el ambiente
vaginal, el cambio de temperatura que se presenta durante el ciclo menstrual o
por inflamacién crénica y el tratamiento con perdxido de hidrogeno (H2032)
haciendo referencia al estrés oxidativo que sufre el parasito debido al sistema

inmune del huésped.
Al someter al parasito a diferentes concentraciones de concentraciones de ZnSO4

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

negativa mientras que TvCDF3 que muestra una regulacion positiva. En
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contraste a lo observado para los transportadores Zntl (transportador tipo CDF)
gue disminuyen su expresion y por ende hay una disminucion del flujo de salida
de Zn?* celular y un aumento en el transportador de Zn?* intestinal, ZIP4, que da
como resultado un aumento de la absorciéon de Zn?*. Pero también se ha
reportado que el transportador Zipl0 se oponen a los transportadores ZnT al
aumentar las concentraciones de Zn?* celular a través de la absorcién de Zn?* en
la membrana plasmética o eflujo vesicular. Los mecanismos de regulacion por
Zn?* en la expresion de transportadores como ZnT1y ZnT2 (Transportadores tipo
CDF) es mediada por el factor de transcripcion de respuesta al metal 1 (MTF-1,
por sus siglas en inglés). El MTF-1 es activado por zinc para unirse a elemento
de respuesta al metal (MRE, por sus siglas en inglés) en el promotor del gen lo
que resulta en una mayor tasa de transcripcion y por ende se reduce la toxicidad
causada por altas concentraciones de zinc. Por otro lado, Lichten et al’®
demuestran que la unién del MTF-1 a un MRE localizado 17 pb “rio abajo” del
sitio de la transcripcién reprime la expresion de genes implicados en la absorcion
de zinc como ZIP10, asimismo, mencionan que el MTF-1 activado por el zinc
causa una regulacion negativa de la transcripcion de este transportador al
bloquear fisicamente el movimiento de la Polimerasa Il a través del gen. Este
mecanismo de regulacion es reportado también para otros genes que participan

en la homeostasis del Zn?* como la metalotioneina 1 (MT1).76-80

Recientemente se ha publicado que T. vaginalis tiene un factor de regulacion
transcripcional similar a MTF-1 nombrado TvZNF1 el cual mostr6é una capacidad
de unién a MRE de humano.®' Este nuevo hallazgo mas lo mencionado
anteriormente podrian indicar que la regulacion de los transportadores TvZIP y
TVvCDF en concentraciones altas de Zn?* tienen el mismo mecanismo de
regulacion que otros transportadores de Zn?* reportados. Sin embargo, se
requiere de mas estudios para determinar este mecanismo de regulacion, ya que

no se ha demostrado la unién de TvZNF1 a MREs del parasito o incluso si estos
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sitios de respuesta a metales se encuentran en las secuencias gendmicas de los

transportadores TvZIP y TVCDF que se reportan en este trabajo.

Por otro lado, el hierro ha sido implicado como un factor importante en la
regulacion de la virulencia de T. vaginalis, pero en concentraciones elevadas
puede ser toxico, ademas, hasta ahora no existen informes sobre un
transportador de Fe?* asi que este seria el primer reporte de ello. En
concentraciones elevadas de hierro el transportador TvZIP2 mostré una
regulacion positiva dependiente de la concentracién mientras que, TvZIP4 se
regula de forma negativa dependiendo de la concentracion de FeSO4. La
variacion en la expresion de estos transportadores se ha reportado para Zip2 de
mamiferos, ZIP6, ZIP7y ZIP10 de humano y ZmIRT1 del maiz, ademéas Connolly
et al®?, menciona que en las plantas el efecto del hierro en el ARNm de IRT1
(trasportador tipo ZIP) se induce cuando la concentracién Fe?* se elimina o es
muy baja, mientras que, este transportador se reprime cuando aumenta la
concentracion de dicho ion, esto a causa del factor de transcripcion FIT-1 (Factor
de Transcripcién Inducido por la deficiencia de hierro FER-like). 828 Sin
embargo, esto solo coincide con lo observado para el transportador TvZIP4, que
a concentraciones elevadas se observé una disminucion en su expresion. De
igual forma, se ha reportado que en el caso de A. thaliana la sobreexpresion de
IRT-1 se da por control post-transcripcional.8285

La regulacion post-transcripcional de genes que participan en la homeostasis del
hierro en mamiferos es regulada principalmente por el sistema IRP/IRE, en el
cual las proteinas reguladoras de hierro IRP1 e IRP2 se uniran a estructuras de
tallo burbuja denominadas elementos de respuesta a hierro o elementos de
respuesta sensibles al hierro (IRE, por sus siglas en inglés) localizadas en las
regiones no traducidas (UTR, por sus siglas en inglés) de los ARN mensajeros
(ARNm).22:86
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El sistema IRP/IRE se ha descrito en T. vaginalis para genes que se regulan
positiva 0 negativamente por hierro como los de las cistein proteinasas, TVCP4
y TVCP12. En el caso de TVCP4, se encontré un elemento sensible al hierro
(tvep4) en el extremo 5-UTR de la region codificante del ARN mensajero y
proteinas similares a IRP citoplasmaticas en dicho parasito, ademas, Solano et
al®” sugiere que en altas concentraciones de hierro una proteina tipo IRP esta
ausente, por lo que no existe interaccion IRP/IRE y el mRNA de tvcp4 se traduce
obteniendo mayores cantidades de TVCP4. Por otro lado, TVCP12 se regula
negativamente por Fe?* y la estabilidad de su ARNm varia dependiendo de las
concentraciones de hierro. El elemento de regulacién por hierro se identifico en
el extremo 3’-UTR del transcrito tvcpl2. Ambas proteinas se unen a los IRP

humanos y a proteinas citoplasmaticas tipo IRP de T. vaginalis.86-88

Lo expuesto anteriormente podria explicar los cambios en la expresion de TvZIP
al someter al parasito T. vaginalis a diferentes concentraciones FeSOa4, también
se podria inferir que el aumento en la expresion de TvZIP2 se debe a que podria
encontrarse en un organelo por lo que el Fe?* se almacenaria mientras que el
TvZIP4 gque podria ubicarse en la membrana del parasito disminuye su expresion
y asi se evita la toxicidad causada por un exceso de Fe?*, pero se requiere de
mas experimentos para determinar la ubicacion de estos transportadores, cuéles
son los mecanismos de regulacion involucrados en dichos cambios de expresion
y también para resolver la incégnita de qué es lo que sucede con los TVCDF que

no modifican su expresiéon en concentraciones elevadas de Fe?*.

Los cambios en la expresion de algunas de las proteinas de T. vaginalis ocurren
debido a que el parasito debe de adaptarse al microambiente y generar una
proteccion ante cambios en las concentraciones de iones, cambios de
temperatura y en respuesta a células del sistema inmune como macréfagos y
neutrofilos que secretan especies reactivas de oxigeno, esta regulacion le

permite sobrevivir en dichas condiciones de estres.8%91
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En el caso de la expresion de los transportadores al ser sometidos a un
tratamiento de H20:2 se puede observar en las Figuras 20-22 que la mayoria de
los TVZIP y los TVCDF después de 60 min disminuyeron su expresion, esto podria
explicarse porque los factores de transcripcion MTF-1 e IRP son sensible a
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.®>°3 Por otro lado, se ha reportado que
la transcripcion de la metalotioneina (MT1) que es una proteina que participa en
conjunto con los transportadores ZIP y CDF para al mantenimiento de la
homeostasis de Zn?** y Fe?* y que ademas es Util para la protecciéon contra
radicales libres, es mediada por MTF-1 y durante el estrés oxidativo, por efecto
del H202 se induce la liberacién del Zn?* a través de la oxidacion de grupos
sulfhidrilo de la MT1, dichos iones de Zn?* activan al MTF-1 para la transcripcion
génicay se cree que el Zn?* liberado podria suprimir ademas el dafio por radicales
libres. También se ha descrito que la MT-1 es capaz de secuestrar Fe?*, de tal
manera que este ion ya no puede participar en la reaccién de Fenton y por ende
no se generan radicales hidroxilo y un estado de oxidacion®294.%, En el caso de
T. vaginalis se ha reportado un gen para MT por lo que se esperaria observar
este factor de proteccion en el parasito caso contrario a lo aqui expuesto, cabe
mencionar, que no se han realizado estudios experimentales en donde se
demuestre su funcién en la regulacién de zinc, hierro o proteccién contra el estrés
oxidativo ademas que seria importante realizar una evaluacién conjunta de la
TvMT y los TvZIP y TvCDF en concentraciones altas de zinc y hierro mas el
tratamiento con H20: para demostrar si el efecto en la expresion de los

transportadores es igual o se modifica.

De igual forma, se ha evaluado el estrés oxidativo por el grupo de investigacion
de Davis et al*® y ellos reportan que diferentes proteinas de T. vaginalis se
expresan en mayor o menor medida al someter a los parasitos a diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion de peréxido de hidrogeno. Pero, en su

reporte no hacen referencia a los mecanismos de regulacién ni a la expresion de
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transportadores tipo ZIP o CDF durante el estrés oxidativo, por lo que este trabajo
es el primero en mencionar el comportamiento de genes TvZIP y TvCDF ante
este estimulo, pero es importante seguir con las investigaciones para determinar

el mecanismo por el cual el H20: afecta la expresion de dichos transportadores.

Por otro lado, en este trabajo se evaluaron los TvZIP y TvCDF por choque térmico
a 43°C y se observo que el mayor cambio en la expresion se observé a los 90
minutos de incubacion. Con respecto al estrés por choque térmico se ha
reportado que el aumento de la temperatura, aunque sea de forma moderada
afecta la homeostasis celular por lo que existen proteinas que contrarrestan esta
pérdida de equilibrio, estas son las proteinas de estrés o choque térmico (HSP)
y tienen un efecto citoprotector, ademas, en el caso de algunos parasitos estas
proteinas juegan un papel importante en su diferenciacién, desarrollo y

virulencia.%:97

Este tipo de proteinas reguladoras se han descrito en el genoma de T. vaginalis
por Davis y Lushbaugh®? lo que sugiere que estas proteinas de estrés podrian
estar interactuando con los transportadores evaluados, ya que los
transportadores muestran una disminucién o nula expresion por lo menos en uno
de los tiempo evaluados, sin embargo, el nivel de expresion se normaliza
transcurrido unos minutos, esto se respalda también con el aumento en la
expresion de la HSP70, esto podria explicarse también porque el grado de
proteccion de las HSP depende de varios factores, como la relacion entre las
HSP que se inducen durante el estrés o la presencia de otras proteinas

citoprotectoras.51:98-100

Cabe mencionar que la sobrexpresion de HSP se ha reportado también como
proteccion contra peroxido de hidrogeno y otras especies reactivas de oxigeno.
Sin embargo, este efecto de proteccion no se observé en los transportadores

evaluados, ya que la expresion de HSP70 también disminuyd con respecto al
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tiempo de exposicion al H202 (Resultados en la seccion de Anexos), aungue no
se debe descartar la participacion de otras HSP reportadas para T. vaginalis, asi
como la concentracion y el tiempo de exposicion a dicho reactivo ya que en el
caso de TvCDF1l y TvCDF8 se observa una banda tenue a los 180

La expresion de estos transportadores proporciona los primeros datos de como
T. vaginalis es capas de adaptarse a diferentes condiciones ambientales, sin
embargo, se deben continuar los estudios para determinar los mecanismos de
regulacion de estos transportadores ante cada estrés y asi poder disefiar nuevas

estrategias para el control de la tricomoniasis.
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. CONCLUSIONES

Se identificaron tanto in silico como de forma experimental ocho
transportadores de tipo ZIP y ocho de tipo CDF en el genoma de T.
vaginalis.

Los transportadores TvZIP1, 3, 5y 7 se regularon negativamente por altas
concentraciones de zinc, al igual que los TvCDF1, 2, 4,5, 7y 8.

El transportador TVCDF3 se regulé de forma positiva a concentraciones
elevadas de zinc.

En altas concentraciones de hierro el transportador TvZIP2 se regul6 de
forma positiva, mientras que, el TvZIP4 se regul6 negativamente.

Los parasitos expuestos a H202 mostraron una disminucion en la
expresion de los transportadores TvZIP1-5, 7y TVCDF1-8.

Los transportadores TvZIP3, 4,6y 7 y los TVCDF1, 3y 6 disminuyeron su
expresion a los 90 min de incubacion a 43°C.

La expresion de los transportadores TVCDF2 y TVCDF7 aumento luego de
90 minutos de incubacién a 43°C.

El parasito protozoario T. vaginalis cuenta con un mecanismo de
regulacipon de iones que le permiten mantener la homeostasis de estos y
sobrevivir a los constantes cambios de su microambiente.

Determinar la regulacién de estos transportadores permitira el disefio de

nuevas estrategias para el control de la tricomoniasis.
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XI. ANEXOS

11.1 Andlisis in silico
Se presentan las secuencias obtenidas en el genoma de T. vaginalis con cada
una de las secuencias consenso empleadas para la busqueda de secuencias

homologas.

11.1.1 Transportadores tipo ZIP
Secuencias homologas a los trasportadores tipo ZIP encontradas en T. vaginalis

a partir de las secuencias consenso de los transportadores IRT1, ZRT1y ZRT2.

Cuadro 1. Secuencias homologas a IRT1 que se identificaron en el genoma

de T. vaginalis.

No. Acceso TrichDB Score E
TVAG_372990 77.0 le-15
TVAG_040010 64.3 3e-11
TVAG_053760 48.5 4e-06
TVAG_415420 48.1 6e-06
TVAG_ 273550 47.8 9e-06
TVAG_ 434800 454 5e-05
TVAG_ 495850 40.0 0.002
TVAG_ 444590 32.3 0.79
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Cuadro 2. Secuencias homologas a ZRT1 que se identificaron en el genoma

de T. vaginalis.

No. Acceso TrichDB Score E
TVAG_495850 42.7 3e-04
TVAG_273550 42 .4 6e-04
TVAG_434800 39.3 0.005
TVAG_053760 354 0.081
TVAG_040010 34.7 0.16
TVAG_372990 335 0.39
TVAG_415420 335 0.33
TVAG_223490 31.6 2.0
TVAG_297700 31.2 2.3
TVAG 312180 31.2 2.6
TVAG_ 424420 30.8 3.7
TVAG 179720 29.6 8.4
TVAG 210180 29.6 45
TVAG_444590 29.6 7.8

Cuadro 3. Secuencias homologas a ZRT2 que se identificaron en el genoma
de T. vaginalis.

No. Acceso TrichDB Score E
TVAG_040010 40.4 0.003
TVAG_ 444590 36.2 0.060
TVAG_374570 33.9 0.54
TVAG_ 495850 32.3 0.77
TVAG_434800 31.2 2.7
TVAG_098350 30.4 6.5
TVAG_297700 30.4 4.1
TVAG_106580 30.0 8.8
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11.1.2. Transportadores tipo CDF

Secuencias homologas a los trasportadores tipo CDF encontradas en T. vaginalis

a partir de las secuencias consenso de los transportadores CzcD, YiiP y ZRC1.

Cuadro 4. Secuencias homologas a CzcD que se identificaron en el genoma

de T. vaginalis.

No. Acceso TrichDB Score E
TVAG_132220 154 2e-42
TVAG_285720 149 3e-40
TVAG_228020 139 5e-37
TVAG_524900 69.7 5e-14
TVAG_060360 37.4 0.022
TVAG 027220 335 0.28
TVAG 312240 32.3 0.79
TVAG 520310 32.3 0.75
TVAG_522400 32.3 0.65
TVAG_597210 32.3 0.77
TVAG_515470 32.0 0.99
TVAG_526850 32.0 1.1

TVAG_RG_DS113544 3 32.0 1.3
TVAG 521880 31.6 1.3
TVAG_604560 31.6 1.1
TVAG_ 235060 31.2 2.3
TVAG_287700 30.8 2.9

TVAG_RG_DS113601 7 30.8 2.5
TVAG_102590 29.6 6.1
TVAG_271260 29.6 6.1
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Cuadro 5. Secuencias homologas a YiiP que se identificaron en el genoma

de T. vaginalis.

No. Acceso TrichDB Score E
TVAG_364570 52.0 4e-07
TVAG_283320 49.3 3e-06
TVAG_237080 46.6 2e-05
TVAG_437450 435 2e-04
TVAG_204400 43.1 2e-04
TVAG_ 132220 38.1 0.011
TVAG_ 228020 354 0.070
TVAG_242740 30.4 3.0
TVAG_556320 30.0 1.3
TVAG_050290 29.3 7.8

Cuadro 6. Secuencias homologas a ZRC1 que se identificaron en el genoma
de T. vaginalis.

No. Acceso TrichDB Score E
TVAG 132220 128 3e-32
TVAG_ 285720 122 4e-30
TVAG_ 228020 111 le-26
TVAG_524900 72.0 3e-14
TVAG_027220 34.7 0.21
TVAG_319090 32.3 1.50
TVAG_265400 32.0 1.40
TVAG_ 093530 31.6 2.40
TVAG_440440 30.0 4.10
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Cuadro 7. Secuencias homologas al TVAG_132220 de T. vaginalis

No. Acceso TrichDB Score E
TVAG_ 132220 875 0.0
TVAG_285720 624 0.0
TVAG_228020 587 0.0
TVAG_524900 188 8e-57
TVAG_060360 51.6 9e-07
TVAG_027220 33.9 0.43
TVAG_ 203320 33.9 0.48
TVAG_ 090740 335 0.71
TVAG_ 093530 32.7 1.1
TVAG_056520 31.2 3.4
TVAG_437450 31.2 3.2
TVAG_372990 30.4 5.0
TVAG_436970 30.0 8.0
TVAG_169460 29.6 4.8
TVAG_474490 29.6 9.3
TVAG_181570 28.9 6.3
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11.1.3. Arbol filogenético de transportadores de tipo CDF
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Figura 1. Arbol filogenético de los transportadores tipo CDF. En la figura se muestra el arbol
filogenético realizado por el método NJ-JTT con las secuencias de las tres subfamilias (CDF-Zn?",
CDF-Zn/Fe y CDF-Mn?*) de los transportadores tipo CDF. « Secuencias tipo CDF identificadas

en T. vaginalis.
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11.2. Expresiéon de HSP70 en parasitos tratados con H20:2
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Figura 2. Evaluacién de HSP70 en diferentes tiempos de exposicién a H20,. A) Expresion de
HSP70 bajo el estimulo con H202 (400 uM) en diferentes tiempos (0, 60, 90, 120 y 180 minutos).
B) Evaluacion de la densidad de bandas de HSP70 en diferentes tiempos de exposicion a H20:.
Los resultados representan la media £ DE. Se realiz6 ANOVA de una via, seguido por una prueba
post hoc de Dunnett, donde "p < 0.05 respecto al tiempo de 0 minutos.
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11.3 Articulo sobre los transportadores tipo ZIP encontrados en T.

vaginalis
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Abstract Trace elements such as Zinc and Iron are
essential components of metalloproteins and serve as
cofactors or structural elements for enzymes involved
in several important biological processes in almost all
organisms. Because either excess or insufficient levels
of Zn and Fe can be hammful for the cells. the
homeostatic levels of these trace minerals must be
tightly regulated. The Zinc regulated transporter, Iron
regulated transporter-like Proteins (ZIP) comprise a
diverse family, with several paralogues in diverse
organisms and are considered essential for the Zn and
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Fe uptake and homeostasis. Zn and Fe has been shown
to regulate expression of proteins involved in metabo-
lism and pathogenicity mechanisms in the protozoan
pathogen Trichomonas vaginalis, in contrast high
concentrations of these elements were also found to
be toxic for T, vaginalis trophozoites. Nevertheless, Zn
and Fe uptake and homeostasis mechanisms is not yet
clear in this parasite. We performed a genome-wide
analysis and localized the 8 members of the ZIP gene
family in T vaginalis (TvZIPJ1-8). The bioinformatic
programs predicted that the TvZIP proteins are highly
conserved and show similar properties to the reported
in other ZIP orthologues. The expression patterns of
TvZIPI, 3, 5 and 7 were diminished in presence of
Zinc, while the rest of the TvZIP genes showed an
unchanged profile in this condition. In addition, TvZIP2
and TvZIP4 showed a differential expression pattern in
trophozoites growth under different Iron conditions.
These results suggest that TvZIP genes encode mem-
brane transporters that may be responsible tor the Zn
and Fe acquisition in 7. vaginalis.

Keywords  Zinc - Iron - ZIP transporters -
Trichomonas vaginalis - Gene family - Expression
analysis

Introduction

Trace elements have several roles in living organisms.
Some are integral components of enzymes involved in

@ Springer
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attracting substrate molecules and converting them
into specific end products. Some trace elements donate
or accept electrons in reactions of reduction and
oxidation, which results in the generation and utiliza-
tion of metabolic energy (Nielsen 2002). One trace
element, Zinc (Zn), play a vital role in the catalytc
activity and structural stability of many regulatory
proteins, including DNA-binding Zn-finger, Zn-clus-
ter, RING tinger and LIM domain, which are involved
in cellular regulation, signal transduction networks,
and metabolic control (Maret 2013). Among the trace
elements, Iron (Fe) is a most crucial element for
growth and survival of almost all living organisms,
which employ it as a cofactor for fundamental
biochemical activities, such as oxygen transport,
energy metabolism and DNA synthesis. This is due
to numerous enzymatic reactions involving Fe-oxida-
tion and Fe-reduction (redox) reactivity, which allow
it to associate with proteins and bind to oxygen,
transfer electrons or mediate catal ytic reactions (Wang
and Pantopoulos 201 1).

Zn and Fe are toxic at high intracellular concentra-
tions. Therefore, all organisms require mechanisms to
maintain a controlled balance of uptake, utilization
and storage to ensure divalent metals availability in
accordance with physiological needs (Porcheron et al.
2015). However, the key to metal homeostasis Is
transport. This metal homeostasis can be envisioned as
the equilibrium between metal uptake and efflux.
Understanding metal homeostasis thus requires
knowledge of the structure and function of the
transport proteins involved (Nies 2007). In many
organisms, there are several ditferent types of mem-
brane transporters that maintain Zn and Fe homeosta-
sis; these include PIB-ATPase family, natural
resistance-associated macrophage protein (NRAMP)
family, cation diffusion tacilitator (CDF) family, and
zinc-regulated transporter (ZRT), iron-regulated
transporter (IRT)-like protein (ZIF) (Kambe et al
2004; Nadadur et al. 2008).

Some members of the ZIP family have been shown
to transport Zn*" while others transport Fe™™, and a
few have been shown to fransport a range of metal
1ons. The majority of ZIP proteins consist of 220-650
amino acid residues with eight putative transmem-
brane (TM) domains, but some members may have as
few as five, and can be further classified into four
subtamilies (ZIP1, ZIPIl, gufA. and LIV-1) based on
sequence alignments (Dempski 2012; Saier et al
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2016). Histidine-rich repeat tound in a long variable
region in the cytoplasmic loop between TM3 and TM4
1s considered to be a metal-binding domain with a role
in metal ion transport. TM4 and TMS5 are particularly
amphipathic and form a cavity through which metal
ions pass (Eide 2006; Antala et al. 2015). ZIP
transporters are widespread among living organisms
and have been detected in all genera of the three
kingdoms of life (Guerinot 2000;, Grass et al. 2002;
Huynh et al. 2006; Li et al. 2013).

In Trichomonas vaginalis, an obligate human
genitourinary parasite, the importance of Zn and Fe
has been emphasized due to their potential roles in a
wide range of molecular and biochemical metabolisms
(Figueroa-Anguloetal. 2012). High Zn concentrations
have been demonstrated that reduce trichomonal
cytotoxicity, growth and survival, but it has been
postulated that is necessary for genes encoding Zn-
tinger. Zn-binding motif, RING finger proteins and
other virulence factors (Ma et al. 2001; Jesus et al.
2002; Dyall et al. 2003; Quintas-Granados et al. 2013},
By other hand, 7. vaginalis have high-Fe require-
ments, supporting its growth and multiplication in
culture. In addition, Fe differentially regulates many
mechanisms and virulence factors involved in T
vaginalis pathogenicity (Ryu et al. 2001: Torres-
Romero and Arroyo 2009; Figuerca-Angulo et al.
2012; Arroyo et al. 2015). However, until now very
little 1s known about the uptake and transport of Zn and
Fe i this protozoan. In this work, by utilizing all
available bioinformatic resources, we localized 8
putative ZIP genes across the T. vaginalis genome
and provide detailed information on the gene identi-
fication, subcellular localizations and expression pat-
terns of eight TvZIP genes which may encode
membrane transporters involved in the Zn and Fe
acquisition in this parasite.

Materials and methods
Identification of TvZIP genes

The protein sequences of two representative ZIP
tamily members: Saccharomyces cerevisiae ZRTI
{GenBank Accession Number: CAA96975.1)., Ara-
bidopsis thaliana IRT1 (GenBank Accession Number:
OAOY6ET3.1): were used as probes to run a tBLASTn
search to find putative ZIP genes in the T. vaginalis
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genome database (www.trichdb.org). The genome
location of the T. vaginalis ZIP (TvZIP) like genes was
analyzed and the accession numbers were used to get
the complete gene sequences and used as query on
GenBank database at NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi).

In silico analysis of TvZIP sequences

The candidate TvZIP sequences were evaluated
through the identification of ZIP domains predicted
by homology wsing the NCBI Conserved Domains
Database (CDD) and confirmed by the SMART
program (Schultz et al. 2000). The prediction of the
transmembrane regions with cartoon diagrams were
constructed based on TMHMM (Krogh et al. 2001}
and MEMSAT-5VM (Buchan et al. 2013) methods.

A multiple alignment with the deduced amino acid
sequences from the putative TvZIP proteins was
achieved with the MUSCLE algorithm (hetp://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) and presented using the
program BOXSHADE at a threshold fraction of (.3
(no reference sequence). Motif analysis was per-
tormed using MEME tool (hitp://meme.nbernet/
meme/tools/meme) with following parameters; max-
imum number of motifs to find, 5: minimum width of
motif, & and maximom width of motif, 50. Protein
domain families were searched in Pfam database
(http://ptam.xfam.org/).

In order to establish evolutionary relationships
between TvZIP proteins and reference ZIP proteins, a
phylogenetic tree was constructed with members of the
four subfamilies from various species using the neigh-
bor-joining method and the JTT correction model. The
reliability of the phylogenetic tree was estimated using
bootstrap values with 1000 replicates using MEGA
version 7.0 software (www.megasoft ware net ).

Physicochemical properties (sequence length,
molecular weight and isoelectric point) of TvZIP
proteins were analyzed by using Expasy’s ProtParam
server (Gasteiger et al. 2005). The sub-cellular loca-
tions of TvZIP protems were predicted by CELLO
server (Yu et al. 2006). For putative functional
analysis of the TvZIP proteins, a specialized tool
PFP from Kihara Biocinformatics laboratory (hetp://
kiharalab.org/web/ptp.php) was used. Disorder pre-
dictions were performed using FoldIndex (http://bip.
weizmann.ac.il/fldbin/findex) and [UPred (hitp://
iupred.enzim.hu/) programs.
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Parasite culture and quantification of Zn and Fe
content

T. vaginalis strain MICHOI was grown in Diamond’s
trypticase- yeast-extract-maltose (TYM medium) sup-
plemented with 12% heat-inactivated horse serum.
The zinc-supplemented medium was prepared by
adding zinc sulfate at different final concentrations
(0.5, 1.0, and 1.5 mM). according to previous reports
(Rogers et al. 2000). The iron-supplemented medium
was prepared by adding ferrous sulfate at ditferent
final concentrations (62.5, 125, and 250 uM). Iron-
restricted cells were prepared by supplementation with
2.2'-Dipyridyl (Sigma Chemical Co., 8t. Louis, Mis-
souri) to a final concentration of 100 pM.

The zinc and iron conceniration was determined
according to previous reports (Alvarez-Sdnchez et al.
2007; Carvalho et al. 2015). Briefly, representative
aliquots from each treatment were dissolved in 69%
(v/v) nitric acid and digested by microwave heating
(T = 175°C, P = 15 bar, 10 min ramp from room
temperature ) by 10 min and analyzed by tlame atomic
absorption spectroscopy (FAAS) m the M series
Atomic Absorption Spectrometer (Thermo Scientific).
The TYM medium in standard conditions contains
3-5 uM of Zn*" (taken as <5 pM of Zn™") and
1316 pM of Fe " (taken as 15 uM of Fe’*). We
observed that the TYM medium supplemented with
ZnS0y; contained similar molar concentrations of
Zn*t: 047 £ 001 mM (for 0.5 mM of ZnS0,),
097 £ 005 (for 1.0mM of Zn30y), and
146 £ 0.03 (for 1.5 mM of ZnSQy). In addition, the
TYM medium supplemented with FeSOy contains:
66.4 + 2.4 yM of Fe’* (for 62.5 pM of FeSOy),
129 + L7 pM of Fe™* (for 125 uM of FeSOy). and
255 + 1.3 pM of Fe®" (for 250 pM of FeSOy). The
Fe’™ concentration in the TYM medium, that contains
the iron chelating agent 22'-Dipyridyl, was
undetectable.

Isolation of RNA and RT-PCR

Total RNA was isolated from normal and treated T
vaginalis trophozoites incubated for 24 h using
RNAeasy (Qiagen) following the manufacturer’s
protocol. The isolated RNA (150 ng) was treated with
DNase (Roche) according to the manufacturers pro-
tocol. First-strand cDNA was synthesized using Rev-
ertAid First Strand ¢DNA Synthesis Kit (Thermo

@ Springer
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Fisher Scientific,. USA) using DNase-treated RNA
from normal and treated 7. vaginalis trophozoites
following manufacturer’s protocol.

To examine the expression profiles of target genes,
semi-quantitative RT-PCR was employed using 0.2 pl
cDNA preparation as a template. All gene-specific
primers for T. vaginalis target genes were designed
using Primer-Blast (http://www.nchi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/). As an internal control the con-
stitutively expressed mbulin gene trom T. vaginalis
was used. For each primer pair the PCR program was
empirically adjusted. PCR products were analyzed
using 1% agarose gels stained with Ethidium Bromide.

Results

The availability of sequenced genome of T. vaginalis
provided an opportunity to annotate and predict the
complete set of protein coding genes using various
bioinformatic tools. Through a genome-wide search
strategy. here we report the identification of 8 putative
T. vaginalis ZIP ransporters genes based on similarity
to previously characterized ZIP proteins in eukaryotic
organisms. All trichomonad ZIP genes have full-
length open reading frames (ORF) ranging from 627 to
825 base pairs (bp). All TvZIP genes identified were
found annotated from the whole genome as putative
Zinc—Iron transporters. The amino acids number
varied from a minimum of 208 (TvZIP7) to maximum
of 299 (TVZIP2).

TvZIP sequences identified were confirmed in the
SMART database based on ZIP domain and had
e-values higher than 1'%, All TvZIP proteins possess
at least one Zip domain, of which TvZIPI, TvZIP3 and
TvZIPS possess two Zip domains (Fig. 1). The
predicted topology of TvZIP proteins were illustrated
in Fg. 1. TVZIP1, TvZIP2, TvZIP3, TvZIP5 and
TvZIPS demonstrated the presence of the expected
eight transmembrane (TM) regions and both the N-
and C-terminus located on the extracellular surface of
the cell. TvZIP4 and TvZIP6 exhibited the presence of
seven TM regions. Surprisingly, TvZIP7 exhibits the
presence of five TM domains. It was found that all TM
structures are o-helices consisting of 19—23 amino
acid residues.

To find out conserved regions of TvZIP proteins,
we aligned all eight transporter sequences by Clus-
talW, and shaded identical and similar residues as
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black and gray, respectively (Fig. 2). Due to variations
between TvZIP predicted sequences, TvZIPl was
used as reference to enumerate potential TM domains.
Predicted locations of TM domains were labeled
above the sequences as TM I-VIII (Fig. 2). The region
best conserved among TvZIP tamily members encom-
passes TM domains IV-VIL

With the exception of TvZIP7 which lack the three
first TM domains, all the TvZIP sequences contain a
hisudine (H) conserved residue in the TM IL Also, the
amino acid residue aspartate (D), between TM 11 and
TM™ 111, suggested to be responsible for Fe transport
{Rogers et al. 2000) is conserved in TvZIP2, 3, 4.5 and
6. but TvZIP1 and TvZIP8 contain the similar amino
acid glutamate (E). Remarkably, all TvZip trans-
porters have four conserved residues, which lie in TM
IV as two adjacent amino acids, Y1 and HS, separated
by a four amino acid spacer sequence. Also, presents
the conserved motif (GHKPVE) which lie in TM Vin
all TvZIP sequences. These histidines in TM domains
are suggested to have a possible role for the substrate
transport through the membrane.

In addition, all TvZIP members showed a vanable
region (VR) located on the long intracellular loop
between TM I and IV (Fig. 2), which in TvZIP7
corresponds to a 39 aa long segment starting at the
N-terminal end. Interestingly, TvZIP1 contain two
histidine-rich domains (HXHDH) located at the begin-
ning of the VR. In addition, other two histidine-rich
domains (HDHHXHXXH and HHHHXHXHD) were
identified in the VR of the TvZIP2 and TvZIP6,
respectively. In the ZIP family members, the histidine-
rich motif HXHXH thought to be important in zinc and
iron transport (Guerinot 2000).

We have searched the most conserved motif
sequences in TvZIP proteins using MEME tool
(Table 3). Five motifs were identified with an e-value
support lower than 17" and their annotation was
performed using Pfam. Motifs | and 2 were 50 amino
acid residue long, while motfs 3—5 were 29 amino
acids. Although only motif | was found to be related
with ZIP protein family, interestingly all identified
motifs corresponds to TM domains.

A phylogenetic study was carried out to evaluate
evolutionary relationships within ZIP proteins. To this
purpose, 52 sequences from 15 different species were
used, including a selection of previously identified
mammalian, invertebrate, fungal. protozoan, and bac-
terial ZIP sequences. The phylogenetic tree classified
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TvZIPl
TvZIP2
TvZIP3
TvZIP4
TvZIPS
TvZIP6
TvZIP7
TvZIP8

TvZIP1
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TvZIP5
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TvZIP7
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TvZIiP3 285 D(
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TvZIPS 285 B---—--—-
TvZIPG 268 Joyor ) 1 ——
TvZIP7 202 SPERN~==~==

TvZIP8 258 GEHBH--------

Tv2IP1 276 HEHRHGEOHHHDL
1
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4Fig. 2 Alignment of predicted Trichomonas vaginalis ZIP
proteins. Sequences alignment was performed by use of the
MUSCLE algorithm (hitpy/fwww.ebi.ac.ukTools'msa/muscle/y
and identical or similar amino acids were shaded by BOXSHADE
(bt /fwww.ch.embnet.org/software/BOX_form.himl). Boxes
with roman numerals above the sequence indicated the rans-
membrane spanning domains, Single lines represented the extra-
and imtracellular regions between TM domains, where the curved
line indicated the variable region in each TvZIP protein

the ZIP proteins into four main subfamilies: gufA, Liv-
1, ZIP-1 and ZIP-II (Fig. 3), consistent with published
data and sequence similarities between ZIP orthologs.
Interestingly, all TvZIP sequences were clustered
together and resided in a single branch including a
predicted sequence from the free-living amoeba
Naegleria gruberi (GL: 290994797) and four ZIP-11

Fig. 3 Phylogenetic relationship of the TvZIP proteins with
homologous sequences from selected species. A rooted,
neighbor-joining (NJ)-based tree of the ZIP prokins was
constructed with the deduced sequences of ZIP proteins from the
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four different subfamilies (LIV-1, gufA, ZIP-1. and ZIP-11). The
second line in the clade of Z1P-11 subfamily indicate the location
of TvZIP proteins and other parasite-specific ZIP sequences

& Springer
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Fig. 4 Expression analysis
of TVZIP genes in T.

=
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vaginalis trophozroites
cultured under excess zinc
and iron concenfrations.
Expression levels of TVZiP1
(315 bp). TvZIP2 (370 bp).
TvZIP3 (166 bp), TvZIP4
(432 bpy, TvZIPS (360 bp).
TvZIP6 (195 bp), TVvZIPT
(253 bp). and TvZIPS8

(174 bp) genes were
addressed by adding
increasing concentrations of
ZnS80, (0.0.5, 1.0, 1.5 mM)
(a) or increasing
concentrations of FeSOy (0,
62.5_ 125, 250 pM) (b)
the culure medium for 24 h.
Tubulin (101 bp) gene was
used as a constitutively
expressed control gene.
Analysis was performed by
RT-PCR

—_—— ————— — -

sequences from C, elegans (Gl: 7495573, 74964172,
74961590 and 75028986). This branch was closely
related to clusters with other ZIP-II orthologs forming
a specific ZIP-11 clade, suggesting that TvZIP trans-
porters belongs to ZIP-11 subfamily.

Finally, the predicted molecular weight of the
TvZIP proteins varied from a minimum of 23.2 kDa
(TVvZIP7) to 33.4 kDa (TvZIP2). Also the theorcal
isoelectric points were calculated, varying from 5.14
(TvZIPG) to 683 (TvZIP3) (Table 3). Based on
CELLO analysis, all TvZIP transporters were pre-
dicted to be located in the plasma membrane. Also,
with the PFP tool from Kihara Bicinformatics labo-
ratory was possible predict that all TvZIP proteins
have the molecular function as transporter during the
biological process of metal ion acquisition (Table 3).

Additionally, it has been reported that the trans-
membrane proteins could present certain disordered
regions and this property has been described in the
variable region of ZIP proteins members (Tusnady
et al. 2(015; Bafaro et al. 2015). Thus, to identify the
possible intrinsically disordered regions (IDR) in
TvZIP tfamily members, the protein sequences were
analyzed using the disorder predictors FoldIndex and
IUPred. All TvZIP proteins, except for TvZIP3,
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TvZIPS and TvZIPE, showed a high IDR index in
the intracellular loop corresponding to the varable
region (Table 4). TvZIP2, TvZIP4 and TvZIP7
showed the higher proportions (=50%) of disorder-
promoting residues (A, R, G, Q. S, P, E, K} in the
variable region (Bafaro et al. 2015).

To venty the effect of zinc and iron on the
expression of the TvZIP genes. the transcriptional
profiling was conducted with T. vaginalis trophozoites
grown in media containing varying concentrations of
ZnS50, and FeS(), by nsing semi-quantitative RT-
PCR. We tound that under control conditions without
any zinc or iron salt, all of the analyzed TVZIP genes
could be detected Moreover, when T. vaginalis
cultures were supplemented with zinc, the expression
of TVZIPI, 3, 5 and 7 were suppressed at the higher
concentration of ZnSQO, tested (1.5 mM), while the
transcript levels of the other TvZIP genes were not
distinct from those observed in the control condition
(Fig. 4a). In contrast, in response to Fe-excess, only
TvZIP2 and TVvZIP4 genes showed changes of the
expression levels. Interestingly, the transcript level of
TvZIP2 was increased in presence of FeS0,, while Fe
caused a dose-dependent down-regulation of TvZIP4
expression ( Fig. 4b).
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TwZiP2 TuZiP4 Tuhulin

Fig. 5 Expression of TvZIP2 and TvZIP4 are regulated by iron
concentrations, a RT-PCR of TvZIP2 (370 bp), TvZIP4
(432 bp). TWPFQ (103 bp). and Tubulin (101 bp) transcripts
after growth of T. vagimalis cultwred under different conditions
such as control (standard TYM medium), TYM supplemented
with FeS0, (250 pM), and TYM supplemented with 2.2'-
dipyridyl (DIP—100 pM). b Relative expression analysis were
analyzed by measuring the RT-PCR band intensity using Image
J software and represent as relative fold change in expression

In T. vaginalis, iron acquisition has been linked to
intracellular iron levels, generally this mechanism are
repressed under iron-replete conditions and enhanced
in iron-restricted conditions. However, iron trans-
porters are still uncharacterized at the molecular level
in this protozoa. To more precisely test the effect of
iron on the expression of TvZIP2 and TVvZIP4 we
examined how iron deprivation affects the differential
expression showed at high iron conditions. T. vagi-
nalis trophozoites were cultured in the presence ot an
terrous iron chelating agent (2,2’ Dipyridyl—DIP) and
the transcription levels of TvZIP2 and TvZIP4 genes
were evaluated. The results revealed that the expres-
sion levels of TVZIPZ were restored to that of control
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cultures, when Iron was chelated by reatment with
100 pM of DIP (Fig. 5). Interestingly, we found that
mRNA levels of TvZIP4 were up-regulated under Fe-
deficient conditions (Fig. 5). We also include the gene
expression of the TvPFO transcript, which 1s a
classically regulated gene by iron in T. vaginalis, as
control to validate the effect of DIP treatment. These
data showed that the TWvZIP genes expression are
regulated by zinc and ron availability.

Discussion

The flagellated protist parasite T. vaginalis, which
colonizes the genitourinary tract of men and women, is
the etiological agent for human trichomoniasis.
Diverse environmental micronutrients, including Zn
and Fe, have been reported to modulate expression of
virulence factors, such as adhesins and
proteases, and the expression of crucial metabolic
enzymes (Figueroa-Angulo et al. 2012).

Due to essential requirements, but also excess-
related toxicity of Zn and Fe, all live organisms have
established a tightly controlled system to transport
these trace elements. ZIP metal transporters are one of
the most important gene families for Zn and Fe
cellular uptake and these genes have been reported
ubiquitously in diverse organisms, including archaea,
bacteria, protozoan, fungl, plants, and mammals.

In this work, eight ZIP genes were identified in the T.
vaginalis genome and genes were characterized based
on similarity to other ZIP family members. Since the
genome sequence of T. vaginalis was released, the large
size suggested that a significant portion of the proteome
contains paralogous proteins (Singh et al. 2011}, Many
studies have reported that the majority of ZIP family
members consist of 220650 amino acid residues. ORF
analysis of the TvZIP sequences showed that encodes
proteins from a minimum of 208 (TvZIP7) to maximum
of 299 (TvZIP2) amino acids (Table 1), which are
closely related to the size of ZIPs from other species
(Mondal et al. 2014).

It has been demonstrated that most of ZIP family
members have eight predicted transmembrane (TM)
domains and a variable region between TM-11I and
TM-IV where contains a potential metal-binding
domain (Guerinot 2000). Prediction of T™M domains
in TvZIP family proteins revealed that the majority
presents 8 TM domains, in agreement with the

several
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Table 1 List of ZIP genes identified in T. vaginalis genome

Gene name  Gene [D TrichDB  Genome location ORF (bp)y  NCBI accession  Deduced protein
length (aa)
Genome sequence  Start End

TvZiPi TVAG_372990 DS113274 2RRO2 28026 867 KM_001326354 288

TvZIP2 TVAG_ 040010 DS113461 57721 58620 900 XM 001317137 299

TvZIP3 TVAG_053760 DS113785 26445 27311 Ba7 XM_001308790 288

TvZIP4 TVAG_415420 DS113515 69086 T0980 759 XM_D01315296 252

TvZIPS TVAG_273550 D5113394 38182 30048 867 XM_D01319859 288

TvZlPa TVAG_434800 DS 113240 189817 188897  B25 XM_001328831 274

TZiP7 TVAG_495850 DS 113254 130207 120581 627 XM_001327754 208

TvZIP8 TVAG_444500 DS 113290 143088 143137 780 XM_001325363 262

bp base pairs. aa amino acids

Table 2 Conserved motif sequences of TvZIP tansporters defined by MEME software

Motif Width E value Sequence Protein domain

family

1 50 1.0e—100 ¢ [ J_{ V — ZIP
YILXIHSFIEGLALGIMEXLTGLIAIFCAIVGHKPYEAFALXLIILKDR

2 29 1.4e—-055 1 Not found
RXIXWQSRLEXLAGGVFLGAGLVHLLXDS

S i Ul ANAANANANANANANNAN, ot ioud
NYPLAPALXISTFVIFTLIELFSYGEHDXEEFQIDDPHEXXXHNHEXDGT

4 29 4.1e—036 —t VI )_ Not found
EWXCKFEEXWHFIMFLIGVTIWMLILIATVET

5 29 6.5e—-036 — Vi = Not found

PEKKTLYWVIVIVYTLMTPIGITVGIYIGK

X signifies any amino acid residue. Boxes with roman numerals above the motifs indicated the ransmembrane spanming domains

observed in most of the ZIP genes in other species.
However, two TvZIP members showed only 7 TM
domains, which lack the first TM domain (TvZIP6) or
the last TM domain (TvZIP4). Exceptionally, TvZIP7
only presents 5 TM domains and based on topology we
predict that lack the three first TM domains, however
is consistent with other small ZIP members as the
reported in Cryptococcus gaittii (Schneider et al.
2015). This heterogeneity 1n structure of each TvZIP
transporter suggests diversity in functionality.
Multiple alignment of predicted TvZIP protein
sequences indicated that all the identified proteins
possess two adjacent conserved residues (HS) in the
TM-IV and conserved residues (HXXXE) in TM-V.
These residues has been implicated to play an
important role as heavy metal binding site and pore
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formation of the ZIP transporters. This region corre-
sponds precisely to the most conserved motif identi-
fied between the TvZIP sequences by MEME tool
(Table 2) and was found to be related with ZIP protein
family (Pfam: PF02535). Although none of the other
four identified motifs were found to be related with
any particular protein family, they corresponds specif-
ically to sequences located in TM domains, indicating
the highly conserved structures between TvZIP par-
alogs. The histidine-rich domains (HRD) in variable
regions between transmembrane domain IIT and IV in
many ZIPs has been postulated to serve as a potential
metal 1on binding site (Antala et al. 2015; Bataro et al.
2015) and could be involved in the ion specificity
(Nishida et al. 2008). For TvZIPs identified in this
study, only TvZIPl, TvZIP2 and TvZIP6 contains
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Table 3 Predicted physicochemical properties, location and functions of TvZIP proteins

MName NCBI accession Theorical properties Subcellular  Malecalar function Biological
= location process
Molecular Theoretical
weight (Da) isoelectric (Da)

TvZIP] XP 001326380 31,545 641 Plasma Metal ion ransmembrane Metal ion
membrane transporter activity transport

TvZIP2 XP 001317172 33415 533 Plasma Metal ion ransmembrane Metal ion
membrane transporter activity transport

TvZIP3 XP_0013087901 32379 6.83 Plasma Metal ion transmembrane Metal ion
membrane transporter activity transport

TvZIP4 XP_ 001315331 27637 547 Plasma Metal 1on transmembrane Metal on
membrang transporter activity transport

TvZIPS XP 001319894 32228 761 Plasma Metal ion transmembrane Metal ion
membrane transporter actvity transport

TvZIP6 XP 001328866 30611 514 Plasma Metal ion transmembrane Metal ion
membrane transporter activity transport

TvZIPTIVZIPT XP_ 001327780 23,181 5.19 Plasma Metal ion ransmembrane Metal won
membrane transporter activity transport

TvZIPR XP_ 0013253098 20963 549 Plasma Metal ion transmembrane Metal ion
membrane transporter activity transport

Table 4 Fnli':"f'd“ und Name Disorder sequence TM domains

[UPred predictions of

disordered regions within TvZIPL  95-HGASHNHDHDKNGKHNDELA-114 -1V

i TVLEE goieiin TvZIP2  101-QIGDEHDHHGHNKHEKLENKSELNS-125 11V

TvZIP3  101-ATDS-104 -1V
TvZIP4  100-DT SE SKEEAKEMIRTDNPLEANNEIPNEEQIQ-131 -1V

AT bt s TvZIPS 98-EEAQ SEIPDE S SITLMD GT-116 1-1v

identified are present inside TvZIP6  T2-QIGEGHHHHQHFHDENVPPS SLEDNLLVS-100 1111

the variable cytoplasmic TvZIP?T  1-MFTFGEHDASQFHINANHN ANEGNSATERSEASPLEEDEEL4] 1

mpion af each Ty7IP TvZIPS  90-PHQYSDEEDDQECQQV-105 IV

protein

HRD located in the variable region involving at least 5
histidine residues. In order to determine the relation-
ship of the TvZIP proteins with the ZIP family, a
phylogenetic tree was constructed, in which all
TvZIPs were grouped into a sub-cluster of the
subfamily ZIP-11. suggesting the presence of a sepa-
ration between lower and higher eukaryotes for ZIP-I1
transporter sequences.

Based on CELLO analysis. all TvZIP proteins were
predicted to be located in the plasma membrane,
providing basis at cellular level for its possible role in
zinc and/or iron uptake in T. vaginalis. However. other
bioinformatic programs predict the possible location
in other membranous organelles (data not shown) that
they might be mvolved in 1on detoxification through
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compartmentalization. PFP from Kihara Bioinformat-
ics Laboratory, which extracts and scores GO anno-
tations based on the frequency of their occurrence in
retrieved sequences, predict the functions of TvZIP
proteins, in terms of molecular function and biological
process (Table 3}, as metal ion transporters. Intrinsi-
cally disordered regions (IDR) in transmembrane
proteins can occur both in their terminal and loop
regions (Tusnady et al. 2015).

In ZIP proteins it has been described that tend to
occur in the loop of the variable region between TM-
III and TM-IV that serves as a protein-specific
regulatory domain (Bafaro et al. 2015). Here, we
report that all the TvZIP sequences showed certain
IDR index for vanable region (Table 4), principally

'@ Springer
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TvZIP2, TvZIP4 and TvZIPT (corresponding to their
N-terminal region}, suggesting a role for these IDR in
stabilizing TvZIP proteins or interactions with other
proteins.

Both Zn and Fe are considered essential micronu-
trients for growth and biochemical activities in T.
vaginalis, however are toxic under excess conditions
(Figueroa-Angulo et 2012).
tions >1.6 mM of Zn salt have a trichomonacidal
effect: however, in the presence of <1.6 mM Zn salt,
several trichomonad proteins are up- or down-regu-
lated (Quintas-Granados et al. 201 3). The transcription
levels of TVZIPI, 3, 5, and 7 genes exhibits down-
regulation related to Zn treatment. principally at
1.5 mM of ZnSQ, (Fig. 4A), these results suggested
that these four transporters may play important roles
avoiding Zn accumulation in T. vaginalis.

By other hand, in high iron conditions only TvZIP2
and TvZIP4 showed differences at transcription level
(Fig. 4b). Iron has been implicated as an important
ftactor in the regulation of virulence of T. vaginalis, but
until now not exist reports about a transporter for
terrous ions. The evaluation of gene overexpression
patterns based on Fe treatment provides information
on the iron transport ability of the ZIP family
transporters (Zhang and Knutson 2012). The tran-
scription levels of TvZIP4 were up-regulated under Fe-
deficient conditions (Fig. 5b), which suggest that this
transporter may be essential for iron acquisition in T.
vaginalis trophozoites.

In conclusion, although ZIPs orthologs have been
characterized in many eukaryotic cells, to our knowl-
edge. there are few reports concerning the identifica-
tion and characterization of ZIPs in protozoan
parasites (Huynh et al. 2006; Sahu et al. 2014:
Carvalho et al. 2015). This study is the first to
characterize the ZIP gene family and report the
expression profile of these type of proteins in an
anaerobic protozoa. Future work will establish the
contribution of the various TvZIP proteins identified
in the Zn and Fe transport mechanisms in the
pathogenic parasite T. vaginalis.
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ABSTRACT

Zine (Zn) 15 a common essential compenent for all orgamisms because this metal serves as cofactor
or structural element for enrymes and metalloproteins mwvolved in several important biological
processes. However, excess levels of Zn can be tomic, as consequence, the cells have evelved
homeostatic mechanisms to regulate ntracellular levels of this trace mineral Zinc efflux and
sequestration into internal cellular compartments from cells 15 mediated, in large part, by the
ZNT/SLC30 protems, which belong to the CDF family of ion transporters. The CDF family evolved in
prokaryotes and has been reported in several organisms, such as fimgi, plants, and animals. Zn have been
shown to regulate expression of proteins involved in metabolism and pathogenicity mechanisms in the
protozoan pathogen Trichomonas vaginalis, in contrast high concentrations of this element was also
found to be toxic for T vaginaliz trophozoites. Untl now, Zn homeostasis mechanisms is not et clear in
this parasite. We performed a genome-wide analysis and localized eight members of the CDF gene
fanmuly i T. vaginalis (TvCDFI-§). With the use of in silice analyses, the TvCDF protein sequences
revealed highly conservation and show similar properties to the reported in other CDF orthelogues. We
analyzed the expression pattems of TvCDFI1-8 transcnipts in trophozoites growth under high zine
concentrations, which showed down-regulation in expression. These results indicate that IwCDF genes
encode membrane transporters and strongly supported their identity as members of CDF-like gene
family, and firther suggest the fimction in Zn efflux and sequestration in T. vaginalis.

1. Immroduction.

The transition metals are necessary for, probably, all organisms as trace elements, which take up the
elements they need from thewr environment When the metal requirements are satisfied. growth and
development of the cells are optimal. If metal uptake is not sufficient, deficiency cceurs. By other hand

1
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when uptake 15 In excess can lead to toxicity. Each orgamism has a concenfration range for each trace
element to maintain an optimal transition metal homeostasis (Maret 2013; Prashanth et al. 2013).

Following iron, zine is the second most abundant fransition metal cofactor. Zine plays structural,
signaling, and regulatory roles and is found in thousands of proteins, commeonly required for the function
of more than 300 enzymes spanning all classes. For all these reasons, zinc is an essential micronutrient
for all living organisms, from the most complex to the mest primitive, including microorganisms.
However, excess zinc is toxic to the cell, possibly through imhibition of key enzymes and competition
with other relevant metal ions. Thus, a specific concentration range for zine exists for each living
organism (Wang and Fietke. 2013; Blindaver 2013).

1. Zinc and pathogenic microorganisms.

In order to grow suoccessfully, microorgamisms mmst have a supply of mumerous substances
meluding chemical requirements. Among these chemical requirements for microbial growth mehnde
trace elements. such as iron, copper, and zine. The ability of pathogenic microorgamsms to obtain these
micronutrients of their host is fundamental to survive and plays a central role in the pathogenesis and the
maintenance of a successfil infection (Abu Ewaik and Bumann, 2013).

Specifically, the zinc is often used for the synthesis of microbial enzymes. Certain microorganisms
may also require zine as cofactors of enzymes and for the proper fimetion of franscription factors (Cerasi
et al. 2013). Bicavailable levels of zinc for microbial growth in nature are sufficiently low that most
microbes have evolved high-affinity binding and transport systems (Porcheron et al. 2015). The key of
the zinc homeostasis in any cell is the transport. This homeostasis depends on mamtzining correct
mumber of transporters in the approprate location and the concentration of zinc available for transport
(Mies 2007). Smee the excess of zine is alse toxie for the microorganisms, the zine homeostasis can be
envisioned as the equilibrinm between metal uptake and efflux from the microbial cells. In many
microorganisms, there are several different fypes of membrane transporters that mainfain zine
homeostasis; these include P1B-ATPase family, natural resistance-assoclated macrophage protein
(NFAMP) family, zinc-regulated transporter (ZET), won-regulated transporter (IE.T)-like protein (Z1P),
and cation diffusion facilitater (CDF)} family (Kambe et al. 2004; Nadadur et al. 2008; Porcheron et al.
2013).The CDF famuly evolved in prokaryotes and has been reported in several eukaryotic
microorganisms, principally in yeasts and parasitic protists (Morth et al. 2012; Porcheron et al. 2013;
Deean et al. 2014).

3. CDF transporters.

The CDF family of transporters was first described as a novel family of heavy metal transporters
(Mies and Silver, 1993). Although the first identified member of this fanuly was CzeD of Cupriavidus
(formerly Ralstonia) mefallidurans, it has been reported that this is a ubigquitous fanuly, members of
which are found in all three domains of life (Montanini et al. 2007; Kolaj-Fobin et al. 2015).
Mammalian members have been named “ZnT™ and given the systematic name of SLC30 (Palmiter and
Huang, 2004).
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Although mitially the key feature of this family was that they just transport zine, CDFs have been
shown to mediate the transport of other metal ions such as Mn™, F&**, Ni**, Cd* Co™” and Cu™ (Kambe
et al. 2013; Kolaj-Fobin et al. 2015). All CDF proteins described in bacteria are involved in resistance to
Zn** and other heavy metal cations. Plant CDFs are called MTPz (Metal Tolerance Proteins) and have
primarily been characterized as Mn** transport proteins. In higher amimals, including humans, the ZnT
proteins, mainly transport Zn*" (Nies 2003; Kolaj-Fobin et al. 2015). For this reason the CDF family
divided into three subfamilies according to the metals they transport: CDF-Zn, CDF-Fe/Zn and CDF-Mn
(Montanind et al. 2007). Based on phylogenetic analysis, the CDF family was divided into 12 clades,
which including substrate-defined clades for Ni**, Cd*, Co® and Cu®* transporters. This new grouping
of CDFs into defined clades also suggests that Zn™ and Mn2+ transport, via CDFs, in eukaryotes and
prokaryotes 1s polyphyletic {Cubillas et al. 2013).

The topology of the CDF transporters was predicted based on prokaryotic proteins belenging to this
famaly. Most members possess six transmembrane domains (TMs) with N- and C-termimi on the
cytoplasmic side of the membrane (Figure 1). However, it has been reported that some CDF members,
notably the MSC2 protein of Saccharomyces cerevisiae and the ZnT3 and ZTL1 in humans, can exhibit
from 12 to 15 TMs (Li and Kaplan, 2001; Cragg et al., 2002; Kambe et al. 2002). The fimction of these
additional fransmembrane domains has not been clearly demonstrated, but may be related to how these
proteins interact with their parmers in the heteromenic complexes, while the rest of the CDF transporters
functions as a homodimer (Kambe et al. 2015).

The greatest degree of conservation among CDF proteins is found within transmembrane domains I
IT, and V. These three TM domams are also highly amphipathic suggesting an important role in substrate
transport. This hypothesis is supported by the observation that certain polar or charged amine acids
within these domains are among the most highly conserved (Gaither and Eide, 2001). Several studies
have suggested that the composition of the tetrahedral fransport site determines the fransport specificity
in CDF transporters. This tetrahedral transport site, commonly referred to as metal binding site A,
contains two aspartic acids and two histidmes of TM helices IT and V referred to as the guartet or HD-
HD motif (Fig. 1). The varant DD-HD of the A-site quartet motif have been shown to be responsible for
Cd and Zn ransport in bacteria. An asparagine is present in human ZnT 10 (ND-HD), is other variant
which can fimetion as a manganese transporter, while the DD-DD meotif is found in plant ZnT homelogs
that also transport manganese (Montamni et al. 2007; Gustin et al. 2011; Hoch et al. 2012; Kambe et al
2015).

In veast and plant ZnT homologs, many amine acids other than HD-HD have been shown to affect
metal specificity. Members of the CDF family often contain a histidine-nich region, either between This
IV and V or at the N- and/or C-termini or at all three locations (Fig. 1). Such regions are predicted to be
cytoplasmic, cis to metal uptake, and could function as potential metal (Zn**, Co®*, and/or Cd**) binding
domams. The cytosolic histidine-rich loop, between Ths IV and V, is obzerved in the Zn** transporters
only and is thought to be implicated in sensing and translocating zine to the HD-HD site (Montanin et
al. 2007; Kolaj-F.obin et al. 2015; Kambe et al. 2013). Although the histidine-rich located in terminus of
CDF proteins could not be determinant for the tramsport, they could have a fimction as regulators of
transport activity of these proteins (Lee et al. 2002; Nies 2003).
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Figure 1. The predicted topology of CDE/Znt/SLC30 famuly of metal 1on transporter. CDF
transporters. 15 predicted to have six fransmembrane domains. which are numbered (T-VI}.
Conserved polar or charged residues that participate i the metal recognition and transport:
Glutamate (E) within TM-I and the quartet of Histidine-Aspartate (HD-HD) in the TM-II and -
W are indicated. The histidine-rich domains that are implicated in sensing and translocating zine
to the HD-HD site and potentially related in transport activity regulationare also indicated

4. Zincin Trchemonas vaginalis

The flagellate parasitic protozoan Trichomonas vaginalis 15 the etiologic agent of mchomomasis, the
most common non-viral sexually transmutted infection (STI) in the world. The mfection occurs in the
female and mmle wrogemital tract and bumans are the only natural host for this parasite. The Word
Health Crgamization (WHOQ) estimates an incidence of 276 mallion new cases each year and prevalence
of 187 mullion of infected mdividuals. However, the imfection 1s not notifiable (WMenezes et al. 2018).

Like other protozoan pamasites. T. vaginalir require sigmificant quantities of mutrents, which
acqures from therr hosts throngh cell membrane transport and phagocytosis. The pathogenesis of T
vaginalis 15 a multifactorial process which depends. m large part, to the ability of tmichomenads to
acqure essenfial micronuments. which melude divalent metal 1ons such as won, zinc, calcm. ameng
others {Crouch et al. 2001; Tomes-Fomero and Armoyo, 2009; Figueroa-Angule etal. 2012}

Trchomeoniasis 15 asymptomatic in 40% to 73% of men. It has been postulated that this 15 due. m
part. to high zinc concentration in prostatic flwd (4-7 mM). However, levels =1.6 mM of zine are well
tolerated by T. vaginalis trophozoites and could modulate expression of several protemns involved in the
pathogenesis by this parasite (Krieger and Rein, 1982; Vazquez-Camillo et al 2011}
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4.1. Zine and trichomeonal virulence

Zine concentration can differentially modulate the virulence factors of I vaginalis. The adhesion of
T vaginalis trophozoites to host cells invelved at least five adhesins: AP23, AP33, AP51, AP63, and
AP120. The expression of four of them (exception by AP120) are at least up-regulated at the
tranzcriptional level by zine (Gareia et al. 2003 Moreno-Brito et al. 2003; Figueroa-Angulo et al. 2012).
Parasite cytoadherence is followed by a cytotoxic effect. where several molecules parficipate, including
proteinases, such as TVCP39 and TVCP63, whose expression are down-regulated in high zinc
concentrations (Hemandez-Gutiérez et al. 2004; Vazquez-Camillo et al. 2011; Figuerca-Angulo et al.
2012). Moreover, the metalloproteinases TvMP30, whose expression is increased in the presence of zine
and TvGP63, which contains a zinc-binding metif (HEXXH), play important roles in parasite proteolytic
activity and host cell apoptosis, respectively (Ma et al. 2011; Vazquez-Camllo et al. 2011; Quintas-
Granados et al. 2013; Quan et al. 2014).

5. Zine homeostasis in Tiichomonas vaginalis

Despite the evidences that zinc participates in the T vaginalis virulence modulation, little is known
regarding their zinc homeostasis-regulating proteins. In eukaryotic cells, zme homeostasis results from a
coordinated regulation by different proteins belonging to the ZIP and CDF transporter families, and zime-
binding proteins (L.e. metallothioneins) imvolved m uptake, excretion and intracellular storage/trafficking
of zine, respectively.

The mformation with respect to zinc-bmding protems in I. vaginalis 15 poor. Nevertheless. zinc has
been proposed to act as a possible regulator of many proteins that contain “zine fingers” domaims. Many
of these proteins have been identified within the T vaginalis genome sequences by in silico analysis and
others in an experimental way, as the protemn HMP33, a protein from hydrogenosomes, which has a
putative EING-like, zinc-binding. cysteine-rich motif (Dryall et al. 2003; Carlton et al. 2007).

Eecently, we 1dentified m T vaginalis eight ZIP-like genes (TvZIF) with high simmlanty to the
canonical ZIP fransporters. At least six TvZIFP genes are regulated at the transcriptional level by zne.
suggesting that these membranous transporters may be mplicated in the Zn uptake in this protozoan
parasite (Femandez-Martin et al. 2017).

6. Identification of CDF transporters in IT vaginalis

Since the genome sequence of the protozoan parasite T vaginalis was published in 2007 (Carlton et al.
2007), this provided an opportunity to identify target genes by homology analysis using wvarious
bicinformatic tools. 5. cerevisiae ZRC1 (NP_013970.1), C. metallidurans CzeD (CAAGT085.1), and E.
coli FieF (PG9380.1) protem sequences were used as gqueries in the T vaginalis genome database
{(www. trichdb org) to retrieve the CDF transporter homologous. The genome location of the T. vaginalis
CDF (TvCDF) like genes was analyzed and the complete gene sequences were obtained. Through this
genome-wide search strategy, we identified in T vaginalis & putative CDF-like genes based on sinmlanty
to previously characterized CDF proteins in other orgamsms. Several studies suggested that, due to the
large size of the T. vaginalis genome (~160 Mb); a sigmificant portion of the proteome contains
paralogous proteins (Singh et al. 2011; Conrad et al. 2013). All TWCDF genes identified were found
annotated from the whole genome as putative Cation Difiission Facilitator or Cation Efflux Protein/Zine
transporters. All michomonad CDF genes have full-length open reading frames (ORF) ranging from
1038 to 1488 base pairs (bp) (Table 1).
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Table 1. List of COF geaes identified in T2 vaginalis genmme.

Cemome focation

Geemame  GeseIDTrchDB ~ - o za  ® ;} 1::;‘” NCBI sccession
Seyuencs
TWOF!  TUAG 112700 DSITSWOR 9077 §I8) 1308 M 00130643
TWDF?  TVAG 228020 DSIMT 431D 125W 1314 XD 001303830
TWOFF  TVAD 285720 DSIL4E1 1413 1D 1308 AL 001300194
TDFE  TVAG 060360  DSINASE 61020 50981 134 XM DO1321644
TWCDFS  TVAQOZTIZD  DEISTE 4423 41474 1038 XM 001314067
TWDFE  TVAG 093530 DSHIIES  (0ROTE  (deses 1438 MM DO15BI115
TeDFT  TVAG ZH3320  DSIMSE 18739 (96047 1326 XD 001582094
TWCDFT  TVAG 417450  DEIIIOS 264404 165702 1208 XM_O0158158S

6.1 In silice analysiz of TWCDIF sequences.

Several smdies have mvestigated the use of mmitiple i silico prediction tools to assess the
predictive aceuracy or the use of consensus programs (metservers) that combine the output from several
in silico prediction tocls and produce a single consensus outcome, all of which have been reported to
offer improved performance over individual tools (Leong et al 2013). Here we analyzed the
charactenistics of TvCDF sequences by at least two different algonthms Genomic annotations of the
relative positions of the conserved domains within each TvCDF sequence were evaluated through the
identification of CDF domains predicted by companson using the NCBI Conserved Domains Database
{(https:www.nchinlm noh govicdd) and the SMART program (Schultz et al. 1998). The mformation
retmeved by both programs for each gene was used to obtain a graphic representation of the conserved
domams found m the selected TvCDF sequences using the SMART database based on CDF domain and
had e-values higher than 17 As shown m Fig. 2, all TvCDFs possess at least one Cation efflux
domam, of which TvCDF& and TwCDES possess an additional dimenzation domain for zine transporters
(ZT_dimer).

It has been demonstrated that most of CDF family members have six predicted transmembrane
(TM) domamns, where two aspartic acids and two histidines in TM-II and TM-V acts as potential metal-
binding site (Kambe et al. 20153). The prediction of the transmembrane regions of the TvCDEF-like
ransporters were constructed based on TMEMM (hittp:/www chs dindk/senices TMEMM) and
MEMSAT-5VM (http:/bioinf.cs.ucl.ac uk/psipred’) methods (Krogh et al. 2001; Buchan et al. 2013).
The predicted topelogy of TwCDF proteins were illustrated in Fig. 3. TvCDF1. TvCDE2, TvCDE3,
TwCDE3, TvCDET and TvCDES demonstrated the presence of the expected six transmembrane (TM)
regions and both the N- and C-termums located on the miracellular surface of the cell. m agreement with
the observed in most of the CDF transporters previously reported. It was found that all TM structures are
o-helices consising of 16-24 amine acid residues. Excephionally, TvCDF4 and TwCDFS exhibited the
presence of nine and ten TM remons, respectively. However is consistent with other large CDF members
as the ZnT5 reported in humans (Kambe et al. 2015). This heterogeneity in stucture of each TvCDF
ransporter suggests diversity in fimctionality.
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To find out conserved regions of TvCDF proteins, a multiple alignment with the deduced amino
acid sequences of all eight tramsporter sequences was achieved with the MUSCLE algornthm
(hitp:/www ebl.ac.uk/ Tools/msa'muscle’). Alignments were shaded using the program BOXSHADE
(hitps:/embnet vital-it. ch'software BOX _form himl) at a threshold fraction of 03 (no reference
sequence). The identical and similar residues were shaded black and gray. respectively. Due to vanations
between TvCDE predicted sequences. TvCDE1 was used as referemce to enumerate potential TM
domaimns. Predicted locations of TM domains were labeled above the sequences as TM I-VI (Fig. 4).

Multiple alignment of these eigth sequences shown that TwCDF1, TwCDE2 and T+CDE3
display the same conserved residues found in all members of group I CDF proteins, indicating that these
TwCDF transporters are probably responsible for zine efflux. Also. the amino acid residues histidine (H)
and aspartate (D), in the TM II and TM V. suggested to be responsible for zine binding (Kambe et al.
2015) is conserved in TvCDEL, 2. and 3. Remarkably, TvCDF] and TvCDF8 presents the conserved
motfs: DSXID and DHEND, which Le in Thizs I and V, respectively. The comserved residues
(D3O has been implicated to play an important role as a heavy metal binding site and manganese
transport through the membrane, principally m plants (Gustin et al. 2011; Kambe et al. 2013). Although
conserved metal-binding moaf was not found in none of the other three TvCDFE (TvCDF4-6) protens,
they specifically presents a CDF domam, as mentioned above, indicating the high diversity between
TwCDF paralogs.

TvCDF1 = mi. e
TwCDF2 - : m I =
e o COp: | [|e—
TwCOF4 —_— or

=
TvCDES 1 CDE
TvCIF6 =1 et _[ ET_ganier ’_-

T+CDE7 . : m‘F
TvCDF§ —" cDr

Figure 2. Schematic representation of the domam architecture of CDF tramsporters m T
vaginalis. The proteins were drawn approximately to scale. The domains are named and
located according to the CCD and SMART protein domam databases. CDF: Cation Diffusion
Facilitator; ZT dimer: Zinc Transport dimerization
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Figure 4. Alignment of predicted 7. vaginalis CDF proteins. Sequences alignment was performed by
use of the MUSCLE algonthm (http://www ebi.ac.uk/Tools/'msa/muscle/) and identical or similar
amino acids were shaded by BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/ BOX_form html).
Boxes with roman numerals above the sequence indicated the fransmembrane spanning domains.
Single hines represented the extra- and intracellular regions between TM domains.
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6.2, Conserved mofif and primary sequence analysis of TvCDFs

To identify the most conserved motf sequences m TwCDE protems we performed a Motif
analysis using MEME tool (Bailey et al.. 2009) with following parameters; maximum munber of motifs
to find 5 mmmoum and maximom metif width set to 6 and 30 amune  acids
(hitp:/'meme nber net'meme/tools’meme). Five motifs were idenfified with an e-value support lower
than 17 and their annotation was searched in Pfam database (http:/pfam xfam org’). Motifs 1-4 were
50 amune acid residue long. while motif 5 was 41 amimno acids. Motifs 3, 4 and 5 were related with CDF
protein famuly and present in all TwCDF sequences. Interestingly all identified motifs comesponds to TM
domams (Table 2).

The physicochenmeal parameters of TvCDF sequences were analyzed by using Expasy's
ProtParam server (Gasteiger et al. 2005). The average protein length ranges from 346 to 496 amino
acids. Many studies have reported that the majonity of CDF family members consist of 220-630 amno
acid residues. Alse, were included in the study the melecular weight which ranges from 38.716 to
58.607 Daltonsz and the izoelectic pomt (pI) ranging from 530 to 8.08 (table 3), which are closely
related to the characteristics of CDFs from other species. Based on CEITO analysis (YVu et al. 2006), the
subcellular location was predicted (http://cello life net edu tw/). All TvCDF transporters were predicted
to be located in the plasma membrane, suggesting that they could be responsible for the zinc efflux in T
vaginalis. However, other bioinformatic programs predict the pessible location m other membranous
organelles (data not shown) that they might be involved in lom detoxification through
compartmentalization. For putafive fimehonal analysis of the TvCDF proteins, a specialized tool PEP
from Kihara Bioinformaties laboratory (hitp:/kiharalab.org/web/pfp php). which extracts and scores GO
annotations based on their frequency of ocowrence in the retmeved sequences. predicted that all TwCDF
protems have the molecular activity as transporter during the biclogical process of caton transport
(Table 3).

Table 3, Comserved motif sequences of TvCDE transporters defined by MEME software,

Pratein
Motif  Widih £ value Kequenes domain
family

: NTMIAHKVESTTVOIEF VDDFPOGTDHIGSCFYATSFGSDRRIFQTPPVYQH
. l":l 4R SIGCPHYML PGHEHDHIH i

" sy POVDVNSMEIDLMKIEGMVAYHELIVWELCRIRVLALUIVVDSKDRNE.
' L e FOTHNVMIAHKIFSTTVO s

TGIFFLAELTTORFVTRSLALOSDAWHMESDEASTVICL LA HEEAKKPPTERY

e

1. & T 5 1 b
] 50 |, Te-044 - AEV AVE Conen efflax
; GOELGSIVVVISA AV COWTTWSGREYLDPACSH IFGILV YGTOGLLRRTGR

; I 2 -4 & Canen effl

l . O LLETCIEQIVEEKVD MR
; i goeqyy  YTPSLARAEVKGGETNATFLLAVCMTI FEATERFIRVEFIVIPRAFLIVGILG
: . el ;
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6.3, Fhylogenetic analysis of TvCDF sequences

In order to establish evelutionary relationships between TwCDF proteins and reference CDF
proteins, a phylogenetic tree was camed out with sequences from varions species using the neighbor-
joining method and the JTT comection model. To this purpose, mine sequences from different species
were used, nchiding a selection of previously 1dentified mammalian, imvertebrate, fungal, and bacterial
CDF sequences. The reliability of the phylogenetic tree was estimated using bootstrap values with 1,000
replicates using MEGA version 7.0 software (www megasoftware net). The phylogenetic free classified
the CDF proteins mto three main subfamilies: CDF-Zn, CDF-Zn/Fe and CDF-Mn (Fig. 3), consistent
with published data and sequence similanities between CDF orthologs.
The phylogenetic analysis showed that TwCDFL, 2 and 3 were closely melated to members of the
subfamily CDF-Zn It was suggested that the amino acid residues DH-DH is responsible for Zn transport
(Kambe et al. 2015), that are conserved in these three first TwCDEs, which indicates that they may be
fimctionally related to Zn efflux in T vaginalis. In addition, TvCDET and TwCDES formed a cluster with
other two members of the subfamily CDF-Mn, simce they conserved the quartet DD-DD found in CDF
homologs that transport manganese (Figs. 4 and 3). For the rest of the TvCDFs is not clear the
phylogenic relationship, at least with the number of sequences used for this study (Fig. 3).

t.4. Gene expression analysis in response to zinc

To venfy the effect of zinc on the expression of the TWCDF genes, the transenptional profiling
was performed on I. vaginalis trophozoites grown in Diamond’s trypticase-yeast-extract-maltose (TYM
medium) supplemented with 12% heat-inactivated horse serum The zine-supplemented medium was
prepared by adding zine sulfate at different final concentrations (0.3, 1.0, and 1.5 mM), according to
previous reports (Fogers et al 2000). Total BINA was isolated from normal and treated T. vaginalis
trophozoites and treated with DNase. First-strand ¢DNA was synthesized To examine the exprassion
profiles of target genes, semi-guantitative ET-PCE. was employed using 0.2ul ¢cDNA preparation as a
template. All gene-specific primers for I vaginalis target genes were designed using Primer-Blast
{(http:/fwww ncbinlm nih gov/tools/pimer-blast’). As an internal control, the constitutively expressed
fubulin gene from I. vaginalis was used For each prmer pair the PCE. program was empincally
adjusted. PCE. products were analyzed using 1%: agarose gels stained with Ethidium Bromide.

We found that under control conditions without zinc salt, all of the analyzed TwCDF genes could
be detected. Moreover, when I vaginalis cultures were supplemented with zine, the expression of
TwCDFI, 4 and 7 were suppressed at the higher concentration of ZnS04 tested (1.5mM), while the
transcrnpt levels of TwCDF2, § and & were not distinct from those observed in the confrol condition (Fig.
). Interestingly, the transcript level of TWCDF2 was increased n the presence of Zn504 at 0.5mM and
remains unchanged in the higher zine concentrations. By other hand. TwCDF also shown an increased
in the level expression but until the 1.0 mM concentration of Zn50; and retums to basal levels in higher
concentration. These data showed that the expression of some of the TvCDF genes is regulated by zine
availability.

12

118



Figure 5. Phylogenetic relationship of the TvCDF protemns with homologous sequences from
selected species. A rooted. neighbor-joining (NJ)-based tree of the CDF protems was constructed
with the deduced sequences of CDF proteins from the three different subfamilies (CDF-Zn, CDF-
Zn/Fe and CDF-Mn). Asterisks indicate the TvCDF sequences. Stars indicate two closely related
protozoan CDFs (Naegleria gruberi and Leishmania infantum).
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Figure 6. Expression analysis of TvCDFgenes m T. vaginalis trophozoites cultured under excess
zinc concentrations. Expression levels of TvCDF genes (TvCDF1-8) were addressed by adding
increasing concentrations of ZnS04 (0. 0.3, 1.0. 1.5 mM) to the culture medium for 24 h. Tubulin
gene was used as a constitutively expressed control gene. Analysis was performed by RT-PCR.
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7. Discussion and Perspectives

Due to the complexity of the biolegical processess, the biology and computer science did not seem
to have any relationship. This link began when some mvestigators detailed that nature uses algonithm-
like procedures to sclve biological problems. By wiewing these biological systems as information
processing umits, bnnging together computational statistical, expenimental and technological methods.
they gave nse to the computational molecular biolegy. Ower the last faw years, this strategy has been
successfnlly used in the improvement in our ability to study detailed aspects of molecular, cellular,
organism-level biological systems, and the analysis of large gene lists within the complete genomes of
several organisms, actually recognized as bioinformatic analyses.

T, vaginalis depends on zinc to modulate the expression of several genes and proteins that
participate in their metabolism. Although the amount of data on zinc-dependency in trnchomonads is
available, the mechanisms of zinc homeostasis in this parasite have just started fo be elucidated.
Becently, we foundZIP-like sequences in the I waginaliz genome, demonstrated a zinc-dependent
expression at the transcriptional level, which suggest a role for the zinc uptake in this parasitic protist
(Fermandez-Martin et al. 2017). But not have been reported, until now, transporters involved in the zine
efflux to aveid the excess-related toxicity of this metal in this parasite.

In this work, using bioinformatic tools, we report eight CDF-like transporters in T. vaginalis, which
were characterized based on simulanty to other CDF fanuly members. Smee the genome sequence of T
vaginalis was released, the large size suggested that a sigmificant portion of the proteome contams
paralogous proteins (Singh et al 2011). Many studies have reported that the majonty of CDF famly
members consist of 220650 amino acid residues. ORF analysis of the TvCDF genes showed that
compnses from a minimum of 1038 (IwCDF?) to maximum of 1488 (TvCDFE) base pairs (Table 1),
which are closely related to the size of CDFs from other species (Huang L. & Tepaamomdech 5. 2013).

Prediction of TM domains in TvwCDF family proteins revealed that the majority presents 6 TM
domams (figure 3), consistent with the observed in most of the CDF genes in other species. However,
TvCDF4 and TvCDES exhibits more TM domains, and is more likely to indicate that they belong to the
large CDF members (Kambe et al. 2015). Taken together all bicinformatic and gene expression analyses,
we can conclude that T. vaginalis presents at least three CDF transporters (TwCDEL, 2 and 3) which we
found that could be located on the membrane of this protozoan parasite regulating the zine efflux. Also,
this parasite contains other five members of the CDF famuly that may be capable of transporting other
divalent metals in addition to zine, as manganese.

This study 15 the first to charactenize the CDF gene famuly and report the expression profile of these
type of proteins in this parasite. Although CDFs orthologs have been characterized in many eukaryotic
cells, to our knowledge, there are not reports concerning the identification and charactenization of CDFs
In protozoan parasites. Whether our future works will help to explam the way this anaerobic parasite T
vaginalis controls gene expression and vimlence by the eyelie flucmations of zine concentrations in the
natural environment during infection, principally in male patients. Nevertheless, these data could bring
new insights into the mechanism of zinc transport in I vaginalis.
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