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RESUl'EN. 

En el presente trabajo se evalub el papel que Jueoan las 

cistein-proteinasas en la adhesión de I~ yªginª!i~ NYH28ó a 

c~lulas de HeL.a y c~lulas del epitelio vaginal huaano. Unica.ente 

el pretratamiento de las trica.onas y no de las c~lulas 

epiteliales con N-alpha-tosil-L-lisil-cloro.etil-cetona <TLCK>, 

un inhibidor de las cistein-proteinasas tricomonales, disminuyo 

de forma considerable la habilidad de I~ yªginª!i§ para reconocer 

y unirse a las c~lulas epiteliales. otros inhibidores de las 

cistein-proteinasas como la leupeptina y el L-<1-tosilamida-2-

fenil>etil-clor0111etil-cetona <TPCK>, tambi~n disminuyeron la 

citoadherencia de I~ yªginªli3· Las concentraciones de TLCK que 

inhiben el proceso de la adhesión no alteraron el metabolismo de 

!..... yªginª!i~; los patrones de proteinas de las trica.onas fueron 

id~nticos en presencia y ausencia de TLCK. La inhibiciOn de la 

citoadherencia de 1.._ es dependiente de la 

concentraciOn de TLCK. Usando las mismas concentraciones de 

inhibidores, la leupeptina resulto ser mAs efectiva que el TLCK. 

Estos datos -.i.estran por primera vez el papel de las 

cistein-proteinasas de I..... ~ªqinªli~ en el proceso de adhesiOn 

entre parAsito y c~lulas epiteliales, ademAs de abrir camino a 

una futura intervenciOn farmacolOgica para la prevenciOn de la 

tric0111oniasis. 



INTRODUCCION. 

La tricomoniasis es una de las enfermedades sexuales que 

presenta un alto n~mero de casos a nivel mund i al, siendo el 

protozoario flagelado I~l~QQfilQQªá ~ªqluªll~ <miembro del Phylum 

Sarcomastigophora, Clase ZOOl!lastigophora y Orden Trichomonadida> 

el agente responsable del padecimiento <Schmidt y Roberts, 1985). 

Las 11Ujeres que padecen esta enfermedad, desarrollan un 

amplio espectro de sintomatologla, que van desde potadoras 

asintomAticas, hasta pacientes con severas inflamaciones de la 

vagina <vaginitis> con presencia de leve escozor o picazOn 

general muy fuerte y un flujo de olor muy desagradable. Al 

parecer, en el hombre la presentaciOn es asintomAtica, aunque 

recientemente se han reportado algunas manifest aciones clfnicas 

<Ackers, 1982; COOlllbs, 1982; Hoingberg, 1978> . Los factores o 

mecanismos inherentes tanto al huésped como al parAsito en 

relaciOn a la resistencia o susceptibilidad a la infecciOn, son 

aOn desconocidos; por ejeA1plo, el grupo de Alderete <1986) al 

realizar estudios en cuanto a las diferencias en la virulencia 

de distintas cepas de obtuvo resultados 

contradictorios al utilizar lllOdelos in YiYQ e in Yi1~Q· Al 

observar el aumento en la 111Drbilidad de este padeciaiento se ha 

hecho evidente la falta de una prueba simple rApida y sensitiva, 

capaz de detectar este organisllO, especialmente entre los 

portadores asinta.Aticos, los cuales representan el reservorio 
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mAs grande de este parAsito <Alderete, 1988>. En la actualidad, 

el iaetronidazol y otros derivados del i•idazol, son empleados 

para tratar la tricomoniasis en humanos, pero aOn distan mucho de 

llegar a ser el medicamento ideal para tal efecto, sobre todo si 

se toma en cuenta sus efectos tOxicos colaterales <Muller, 1983>. 

Por otra parte , actualmente se han realizado estudio• 

<Alderete, 1983; Alderete y Barza , 1985 y 1988; Alderete et al., 

1988; Alderete y Neale, 1989; Alderete y Pearman, 1983; Peterson, 

1983 y 1984; Peterson y Alderete, 1984> enfocados a coaiprender 

l a s interacciones b i OlllOleculares que existen entre el parAsito y 

las c~lulas hu~sped, principal11ente a nivel de metllbrana 

plasm~t ic a , ya que es aqul donde se llevan a cabo los procesos 

de reconocimiento y un i bn para que el protoz oario adquiera los 

nutrimentos necesarios tant o de las c~lulas cOIKI de la matriz 

extracelular para su sustento y actividades <Libby et al., 1986>. 
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ANTECEDENTES. 

Han sido varios l os trabajos <Alderete, 1983; Alderete y 

Garza, 1985 y 1988; Alderete et al., 1988; Alderete y Neale , 

1989; Alderete y Pearlman, 1983; Peterson, 1983 y 1984; Peterson 

y Alderete, 1984> que se han realizado para estudiar la 

estructura y funcibn de las proteinas tanto de la membrana 

celular de algunos microorganismos como de las existentes en la 

matriz extracelular para ca.prender el mecanismo que lleva a la 

infeccibn. Estos trabajos se han enfocado a dos tipos de 

1983 y 1985) y 

I~i~GQffiQQªá ~ªginªliá · En tales investigaciones se han logrado 

caracteri z a r algunas prote i nas <adhesinas> que parecen estar 

involucradas en el proceso de citoadherencia <Alderete, 1988), 

proceso que ini cia los eventos biOl9Dleculares de identificaciOn y 

aceptaciOn entre hu~sped y parAsito. 

posee niveles muy altos de actividad 

proteolltica <Coombs, 1982; North, 1982>, ya que han sido 

identificadas alrededor de once cisteln-proteinasas para las 

tricomonas patOgenas de los humanos. Las diferencias bAsicas 

entre estas protefnas vartan de acuerdo a su estimulaciOn con 

ditiotreitol, peso molecular, pH Optimo y su sensibilidad 

relativa a ciertos inhibidores; por ejemplo, las protelnas 

tricOl9Clnales no parecen ser afectadas por pepstatina, un 

inhibidor aspArtico-proteinasa, tampoco por inhibidores del tipo 

4 



serina-proteinasa tales CDIK> el flwruro de fenil-.eti 1-

sulfonilo. Sin embargo, sus actividades se ven inhibida• por •l 

N-alfa-tosil-L-lisil-clcrometil-cetona (TLCI<>, el L-<1-

tosilamida-2-fenil) etil-clorometil-cetona <TPCK>, Acido 

iodacético, leupeptina, quimostatina y antipai'na, cada uno de los 

cuales ha mostrado inactivar varias, pero no todas las cistefn­

proteinasas trica.onales (eoo.bs y Ncrth, 1983; LackMODd et al., 

1987). 

Reciente.ente Alderete y Neale <1989>, han reportado que 

existe una alta actividad proteolftica en I~ ~!MliDª!i~ a nivel 

de superficie en la mayoria de la cepas de este parAsito, lo que 

parece indicar que la actividad de algunas moléculas 

tricomonales, puede ser conñn entre las diferentes cepas del 

protozoario durante creci•iento nor.al y que la o las proteinasas 

pueden estar ubicadas en la superficie de I~ yªginª!i~ <Alderete, 

Br-DMrl y Kasa.ala, l98b>. 

c:onsiderando lo anterior, la participaciOn de una o •.\s 

cistefn-proteinasas de T. vaq!_nalis durante la infecciOn y 

patogenesis 

indefinida. 

de la enfermedad que produce, añn permanece 

Durante experimentos de identificación de las 

protefnas de I~ ~!MliDª!i~ que participan en la citoadherencia, 

utilizando las t~nicas de electroforesis y autorradiografla se 

han obtenido resultados insuficientes para identificar con 

precisibn las adhesinas involucradas en este proceso <Alderete y 

Garza, 1988>. Al parecer, las proteinasas trica.onales pueden en 

parte ser las responsables de la inexactitud en los estudios 
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llleflcionadcs, ya que existe la posibilidad d e que estas mol~culas 

degraden a las adhesinas y a otras protefnas existentes. 
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OBJETIVO. 

Evidenciar la actividad de proteinasas de Trichoeonas 

y:ªg!..!:!ª!.!..!! en los eventos de reconocimiento y uniOn a las c~lulas 

epiteliales. 
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MATERIAL V METODOS. 

Las cepas de l~ ~ªqlnªll~ que se utiliz ar on para este 

experimento fueren NYH286, IR7B y RU375, que han sido las mAs 

utilizadas en recientes trabajos <Alderete, 1983; Alderete y 

Garza, 1985, 1988; Alderete et al., 1988; Alderete y Neale, 1989; 

Alderete y Pearl11an, 1983; Peterson , 1983, 1984~ Peterson y 

Alderete, 1984>. Los parAsitos fueren cambiados diar-iaaente a un 

medio fresco de tr-ipticasa y levadura can extracto de .altosa 

CTY"> suplementado can suero de caballo inactivado t~•icamente a 
o 

5b C CHazletan Research Pr-oduct, Inc. Lenexa, Kan.> <Alder-ete, 

1983; Dia.ond, 1957>. Para todos los experi11entos se usaron 

organismos que se encontraban en el intervalo medio de la fase 

logarltmica de crecimiento (Alderete y Garza, 1985). El 

radiomarcaje de l~ ~ªqlnªll~ para la determinaciOn de proteinas 
35 

totales se r-ealiz6 agregando 2 ul. de < S>-.etionina <act. esp. 

1134 Ci/m11Dl; New England Nuclear Resear-ch Pr-oducts, Nilaington, 

DE.> 
5 

4x 10 

a un volCUnen de 100 ul de medio TVM con una densidad de 
o 

par~sitos, durante un periodo de dos horas a 37 C. Despues 

de esto las tricomJnas se lavaren can solucioo PBS < NaCl, 137 

111'11 KCl , 2. 7 111'1; NaHPO , 
4 

4.b lll'l;KH PO , 
2 4 

o 
1.5 111'1) a 4 e, par-a 

el•inar el excedente de material radioactivo; •ientr-as que el 

precipitado de las protetnas totales se obtuvo agregando Acido 
o 

tr-icloroac~tco al 10 'X. e incubando a 4 C por un lapso de 4 horas. 

El material precipitado se lavb dos veces con soluciOn PBS frla y 
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se disolviO en 200 ul de buffer solubilizante <tris-hidrocloruro 

60.5 .t'I; beta-mer-c:aptoetanol 2 X ; glicerol 10 X; dodecilsulfato 

de sodio 2'X.; pH 6.B>. Poster iormente los residuos insolubles 

fueron removidos por centrifugac ibn y las protelnas radiomarcadas 

se analizaron por electroforesis en geles de poliacrila.ida de 

dodecilsulfato de sodio <Laemiali, 1970>. Despu~s de agregar azul 

brillante de Coomasie, los geles se analizaron por fluorografia 

<Peterson, 1982>. 

Para los ensayos de citoadherencia se utilizaron c~lulas 

epiteliales de HeLa, las cuales fueron obtenidas de ATCC 

<American Type CUlture Colection; Rockvil le, ttaryland> y 

mantenidas en un med i o Dulbecco con lllOdificacines esenciales 

mini.as <Dl'Ett> suple91entado con suero fetal de bovino al 10 1. 

<Hazleton Research Products>, 100 U de penicilina por milil i tro y 

100 ug de estreptomicina por •ililitro. Los culti vos se 
o 

conservaron en una atmósfera de 7% de CD a 37 C. Las células 
42 

fueron sembradas a una densidad de 4x10 células por cada pozo en 

plato Costar de cultivo de 96 pozos de 15 mm de diAmetro cada uno 

<Bellco, 6lass, Inc. Vineland, N.J.> e incubadas toda la noche 

para lograr un adecuado crecimiento en monocapa. 
5 

A continuaciOn, 

a 100 ul conteniendo 4x10 protozoarios <previa.ente marcados 
3 

la 

noche anterior con 1 uCi de < H>-ti•idina <42 Ci/..al; SchMartz-

l'lann, ea.bridge, l'lass.> por •l>, son resuspendidos en una mezcla 

de medios 2:1 CDl'Ett:TYtO, y agregados a las c~lulas de HeLa 

previamente lavadas con DMEM tibio. Después de un periodo de 
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o 
contacto de 30 minutos a 37 C y una atmOsfera de 7 X de CO , los 

2 
pozos con tricomonas ad heridas a las células se lavaron tres veces 

con DMEM tibio para remover los parAsitos libres . Después de 

secar, la cantidad de radioactividad adherente se determino 

usando un contador de centelleo <Packard >. 

Las tricomonas fueron lavadas y resuspendidas en soluciOn 

PBS o ledio TYl1 y fueron tratadas con inhibidores de proteinasas 
O 

por 20 minutos a 37 c. Se volvieron a lavar con PBS para remover 

el excedente de los inhibidores y poder ser agregadas a las 

c~lulas. Los inhibidores que se utilizaron fueron TLCK, TPCK y 

leupeptina, todos ellos de Sig.a Chetai.cal Co., St . LDuis, f"IO. Las 

trica.onas control se trataron de la mis.a forma, con excepciOn 

de los inhibidores. Para cada experimento la 11atil idad del 

par!sito en presencia de los inhibidores se evaluO 

cualitativamente por observaciOn microscOpica para determinar su 

integridad y fue ca.parada con el control. Todos los experi111e11tos 

se repitieron tres o cuatro veces por ensayo, realizAndose por lo 

menos 5 ensayos. 
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REstA..TADOS. 

Dismi nuciOn de la citoadherencia d e I~ yªgioª!i~ mediante el 

uso de inhibidores de las cistein-proteinasas tricomonales. El 

TLCI<, a una concentraciOn de 1 1111'1, fue reportado CDIDD el 

inhibidor de la mayorla de las prote i nasas tricomonales <Coombs y 

North, 1983; LockNDC>d et al., 1987 ) , por lo que esta 

concentracibn fue usada i nic i almente. 

La tabla 1 presenta t res experi111entos representativos en los 

que se lllUestra que la citoadherencia de r~ yªginªli~ a las 

células de HeLa en presenc ia de TLCK fue dramaticamente reducida 

si se compara con el control . En la mayoria de los casos se 

presento mas de un 90 % de i nhib ici On de la citoadherencia. El 

mismo efecto se registro para células del epitelio vaginal*· En 

los experimentos 2 y 3 se uti lizaron otros inhibidores de las 

cistein-proteinasas tricomonales, tales COlllO el TPCK y 

leupeptina, los cuales 111<>straron ser efectivos inhibidores de la 

citoadherencia aunque no tan drasticos como el TLCK. Dichos 

experimentos fueron repetidos 20 veces y en todos los casos, 

tales inhibidores redujeron la actividad citoadherente entre un 

50 y un 90 X. 

Estos resultados iniciales sugieren que una o varias 

proteinasas ya sean del parAsito o de la c~lula hu~sped estan 

* Obtenidas de una mujer sana de 25 aftos de edad. 
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Tabla 1 . Efecto de los inh i bidor-es de ciste in-proteinasas 
sobre el proceso de citoadherencia de la cepa NYH286 de 

r~ ~ªqlnªllá a las celulas epit e li a l es. 

Exper imento Celulas lnhibidor i. de parasitos 
hu esp e d adheridos 

HeLa 100.0 +/-

t-teLa TLCK 6 . 1 +/-
1 

VEC 100.0 +/-

VEC TLCK 7.8 +/-

He La 100.0 +/-

He La TLCK 7.4 +/-
2 

HeLa TPCK 57.0 +/-

He La leupepti n a 45.1 +/ -

HeLa 100.0 + /-

HeLa TLCK 4.0 +/ -

3 HeLa TPCK 56.6 +/ -

HeLa leupeptina 33.1 +/-

HeLa inhibidor- de 86.2 +/-
tri psi na 

B.2 

0.4 

0 . 7 

1. 2 

B. 2 

0 . 5 

2.3 

2.4 

5.1 

0. 3 

6. 0 

3 . 6 

7.0 

Las células epiteliales en estos experimentos fueron células 
HeLa cultivadas como se especifica en material y metodos. 

Las celulas del epitelio vaginal <VEC> fueron obtenidas de 
una mujer- sana de 25 anos de edad. 
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(continuación tabla 1> 

Aproxi.adaaente dos aillones de crgani5805 fueron lavados y 
resuspendidos en solucioo PBS <experimento 1> o en medio TYM 
<experiaento 2 y 3) para ser tratados y ca-incubados con las 
c~lulas hu~ped. La concentracibn del inhibidor utilizado fue de 
1 1111 para TLCK, TPCK, leupeptina y el inhibidcr de tripsina. 

El pcrcentaje de citoadherencia fue obtenido al ta.ar el 
conteo de radioactividad del grupo control ca.o el 100 X del 
nivel de adherencia. Los numeres representados por 
significan la desviacioo estAndar de los experimentos 
triplicado. 
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Figura l. un experimento representativo para .astrar la 

restauraciOn de la citoadher-encia de la cepa de I~ yªgioª!ia 

NYH286 tratada con TLCK a las células de HeLa después de una 

incubaciOn con un e xtracto de detergente tr i comonal <A> y papaina 

(8). 
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involucradas en los eventos de reconocimiento y adhesiOn entre 

las superficies del parásito y c~lulas epiteliales. 

Los siguientes experimentos fueron realizados para 

deter•inar el origen de la o las proteinasas relacionadas en la 

citoadherencia tric090flal. 

La tabla 2 muestra que la inhibiciOn de la uniOn fue 

obtenida solo con I~ yªginª!i§ previamente tratadas con TLCK 

<ensayo 2> y no con c~lulas de HeLa <ensayo 3). En el ensayo 4, 

organi58DS tratados con TLCK, fueron 509etidos a un lavado 

exaustivo antes de entrar en contacto con las c~lulas. Para tal 

caso, se encentro que no hubo disminuciOn del efecto inhibidor. 

Estos datos sugieren que las proteinasas pueden estar ubicadas en 

la superficie del parásito. 

Para probar que la o las proteinasas tienen un origen o 

provienen del par~sito y no de las c~lulas hu~sped, se trabajb 

con la superficie celular de ~stas. Las c~lulas de HeLa fueron 

tratadas con papalna <ensayo ó> y un extracto de detergente 

tric090flal 

protelnica 

<ensayo 7> los cuales poseen una alta actividad 

CKit para deteccibn de proteinasas, Bio Rad 

Laboratories, Rich.and, CA>. 

Los niveles de citoadherencia de T. vaginali~ fueron 

si•ilares al control <c~lulas de HeLa no tratadas, ensayo 5), lo 

que indica que la accibn protelnica en la superficie de las 

c~lulas epiteliales no es necesaria para la citoadherencia. Estos 

datos indican que una o varias proteinasas involucradas en dicho 
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proceso, se encuentran interactuando en la superficie del 

parlsito y no de las células huésped. 

Final9E!llte, arganis.os tratados con TLCK, fueron incubados 

con extracto tricomonal o papalna. La figura 1, muestra que los 

parllsitos tratados con 1 ug del extracto Cfig. 1-A> y 0.25 ug de 

papalna Cfig. 1-B> recobraron sus niveles de citoadherencia 

aunque cabe mencionar que a altas cantidades de papalna o 

extracto, pueden reducir también el proceso de adhesión CAlderete 

et al., 1988; Alderete y Garza, 1985). Esta reversión del efecto 

inhibidor del TLCK a las proteinasas de !i yªginª!i§ involucradas 

en la citoadherencia, apoya de una far- determinante, la idea de 

que la acción de estas proteinasas en la superficie del parAsito 

es un pre-requisito indispensable para la unión a la célula 

huésped. 

Es importante sehalar que la exposicibn de los parasitos al 

TLCK, no afecta la 110tilidad ni deteriora la slntesis de 

protelnas de I~ ~ªginª!i~. en otras palabras, el organismo 

conserva su actividad metabblica necesaria para su desarrollo 

<Alderete y Garza, 1985>. 

La figura 2-A, muestra que la incubaciOn de tricD1M>11as a 

diferentes concentraciones <0.5, 1.0 y 2.0 1111> de TLCK durante 20 

•inutos <tiE!91>0 necesario para inhibir 

citoadherencia 110strados en las tablas 1 y 2>, 

los niveles 

no afectaron 

de 

el 

crecimiento y multiplicación de Ii yªginª!i§· Sin embargo, se 

observo que una exposiciOn -yar de dos horas, trae consigo una 
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Tabl a 2 . Efec to sobr e l a citoadherencia usando la cepa I.1.. 
yªglnªll~ NYH2Bb y c~lulas epiteliales de HeLa, 

pr evia.ente t r atados. 

Ex peri 111ento Ens ayo Trataai ento de: X. del nivel 
par !lsi tos ci!!l ul as de 

citoadherencia 

1 100.0 +/- 13.1 

2 TLCK 4.4 +/- 0.1 
1 

3 TLCK 105.7 +/- 2.3 

4 TLCK<lav. > 3.8 +/- 0.3 

5 100.0 +/- 11.2 

2 b pa pal na W.3 +/- 6.1 

7 extract o 91.9 +/- 9.9 

Aproxiaadamente dos millones de organi5805 fueron 
suspendidos en aedio TYM y tratados con TLCI< al 1 _,.. por 20 
•inutos a 37 oC. Los para.sitos fueron entonces centrifugados y 
resuspendidos en una aezcla de aedios DtEt1: TYl1 (2: 1> para ser 
agregados a las ci!!lulas hu~sped. 

Los platos de cultivo con las c~lulas HeLa fueron 
pretratados con TLCI< al 1.,.., para el experimento 2 se utilizaron 
0.25 ug de papalna <ensayo 6) y 0.3 ug del extracto tricDllDl'lal 
<ensayo 7> el cual fue previamente dializado por 24 horas. El 
trat-iento fue durante 10 ain. a 37 oC seguido de un prolont;1ado 
enjuague de las c~lulas con DMEM antes de interactuar con los 
par~sitos. Se observb bajo microscopia que el cultivo de las 
ci!!lulas Hu~sped en monocapa no se viera afectado al ser sometido 
a las condiciones mencionadas. 

El nivel de citoadherencia registrado para los para.sitos no 
tratados <control>, represento el 100 r.. Los ndmeros 
representadois con +/- significa la desviaciOn estAndar de los 
experiaentos por triplicado. 
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<continuaciOn tabla 2) 

La solubilizacitin de protelnas con desoxicolato al 1 % de 20 
millones de organi580s en soluciOn PBS fue realizada a 4 oc 
durante 30 minutos <Alderete y Garza, 1988>. La eliminaciOn del 
material insoluble fue hecha por centrifugación en un 
a.or-tiguador de sacarosa al 10 X a 17,000 rp• por 30 minutos a 
4 oC. El exceso de detergente fue removido por diálisis contra 
PBS por 24 horas a 4 oC. La actividad proteinica presente en el 
extracto fue monitoreada con el kit Bio-Rad, usando caseína como 
sustrato. 
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disminuc i ón de la motilidad asi como de la densidad de organismos 

(fig. 2-8). 

La slntesis d e protelnas de IL yªginª!i~ fue monitoreada 

para cada uno de l o s tiempos mostrados en la figura 2. Los 
35 

niveles de inco rporac i On de < S>-metionina a las protefnas de IL 

f 1 uorograiaa de 

intensidad de bandas de las protelnas totales precipitadas, 

encontrAndose una s imilitud entre el nñmero e intensidad de 

bandas durante los primeros 20 minutos para todos los casos y una 

reducción en la intensidad de estas bandas después de dos horas 

<Alderete y Garza, 1988>. Cabe 11encionar que se ha reportado la 

desaparición de algunas bandas en l apsos de incubación de 6 a 18 

horas <r esultados no 1RDstrados; Pete rson y Alderete, 1982). 

Dependencia de la inhibición de l a citoadherenc ia de IL yªginª!i~ 

con respecto a la concentraci On de TLCK. La figura 3, muestra que 

la mAxima inhibiciOn se obtuvo usando una concentraciOn de 1 mM 

de TLCK en organiSIRDS suspendidos en medio TYM o soluciOn PBS. 

Concentraciones mayores a 1 1111'1, no indujeron a un awMHlto en la 

inhibiciOn. OrganiSIRDS en medio TYM, registraron niveles bajos de 

inhibicion con respecto a las tricomonas en soluciOn PBS, 

posiblemente debido a la presencia de cistelna en el medio TYM 

<North, 1982) o a la unión del TLCK a macromoléculas presentes en 

un medio de cultivo complejo como es éste. Sin embargo, en este 

medio se observo que las tricDftlDl'las presentan mayor 1RDtilidad en 

co~paraciOn con aquellos organismos en soluciOn PBS. 
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Figura 2. Crecimiento de I~ yªginª!i§ <NYH286> en presencia 

de diferntes concntraciones de TCLK. Las tricD1K>nas fueron 

pretratadas durante 20 •inutos <A> o incubadas por 4 hrs <B> a 
o 

37 C con diferentes concentraciones de TLCIC en M!dio TY". Los 

parl!.si tos fueron contados a varios tiempos siguiendo el 

trataaiento de TLCIC. El 100 X de creci•iento fue tomado del 

nlulero total de organismos del grupo control. 
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Figura 3. Experimento que muestra la inhibiciOn de la 

citoadherencia despu~s de resuspender !~ yªginª!i§ <NYH28b) 

pretratadas en soluciOn PBS <O> o medio TYl'I (.0.) con TLCK. El 

recuadro muestra la comparacibn de inhibicibn entre TLCK <•> y 

leupeptina <•> bajo las •isaas condiciones experi.entales. 
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Un aspecto i11Portante al determinar la dependencia del 

efecto inhibidor con respecto a la concentraci on de TLCK fue la 

ca.paraciOn de ~ste con leupeptina, el cual es otro inhi bidor 

frecuente.ente usado en los experieentos de citoadherencia 

<Dia8Dlld, 1957; 11uller, 1983>. 

En el recuadro de la figura 3, se muestra que la leupeptina 

fue mAs efectiva para reducir la citoadherencia que el TLCK a las 

111isaas concentraciones molares. 

Comparacibn del grado de inhibicibn de la citoadherencia por 

TLCK, entre diferentes cepas de I~ yªg!.nª!i.la· Dentro de la 

variedad de cepas de r~ yªginªli? existen ciertas diferencias 

entre ellas, siendo el grado de patogenicidad o v irulencia, uno 

de los mAs importantes. En las tres cepas mAs representativas o 

las mAs frecuentementes utilizadas para la investigaciOn, se 

probo como se afectaba su proceso de adhesiOn a la célula huésped 

al ser tratadas con TLCK (fig. 4). El grado de inhibiciOn del 

mecanismo de uniOn hacia las células por parte de las tres cepas 

fue, al igual que en los resultados anteriores, dependiente de la 

concentraciOn de TLCK. La cantidad necesaria de este inhibidor 

para obtener un 50 Y. de la reducciOn de la adhesibn del parAsito 

a las c~lulas fue diferente para cada cepa, asl se observo que 

para NYH286, IR7B y RU375 las concentraciones requeridas fueron 

0.5, 1.0 y 2.0 .,. de TLCk respectiva8eflte. 
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InhibiciOn de la citoadhererencia de las cepas de 

IR7B (A) y RU375 <•> por TLCK . Las 

diferentes cepas de tricc.onas fueron pretratadas con TLCI< en 

medio TYl"I y los ensayos fueron realizados en un plato para 

cultivo de 96 pozos para cada ensayo. Los niveles individuales de 

adhesibn para cada cepa en ausencia de inhibidor fueron tomados 

como el 100 X de citoadherencia para cada cepa. 
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DISCUSION. 

Hasta la fecha a sido poca o casi nula la i11Por-tancia que 

han recibido l as c i stein-proteina sas de I~ 

factores verdadera.ente potenciales de virul encia <COCMRbs y 

North, 1983; LockNOOd et al., 1987>. En el presente estudio se 

evidenció que las proteinasas de I~ yªginªli§ se encuentran 

ubicadas en la s uperficie del parAsito ademAs de su relación en 

los primeros eventos del reconocimiento y unión a las células 

huésped, pasos claves del parasitiseo. Los resultados sugieren 

que estas proteinasas juegan un papel muy importante y 

determinante en la patogenesis de la enfermedad. 

Los datos aqul descritos muestran que algunos miembros de 

este repertorio de mol~ulas <enzimas proteollticas>, pueden 

tener otras actividades biofuncionales que la simple digestiOn de 

protelnas para fines nutritivos <No..-th, 1982>. El hecho de que se 

haya pretendido i11Plicar a las proteinasas en el aecanismo de 

citoadherencia de IL ~ªqlnªll~. no es ilbgico si se toma en 

cuenta que este grupo de protelnas han sido relacionadas con el 

proceso de adhesiOn a tejidos en ~did§ <Borg y Ruchel, 1988> y 

en la invasión de parAsitos de la malaria a células sangufneas 

<Dluzewsky et al., 1986). De igual forma J[~QªDQ§QIDª ~[~~i 

requiere de la acción de una proteinasa durante su maduración y 

subsecuente parasitismo a las c~lulas huésped <Boschetti et 

al •• 1987; Piras et al •• 1985>. 
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Al traba jar con arganiseos previamente tratad0!5 con 

inhi bidares de las ci stei n-proteinasas, se obtuvo una reducciOn 

de l a ci toadherenci a tricDM>nal ( t abla 1 y figura 3). Cabe 

a clar ar q ue bajo ninguna circunstanci a la concentraciOn empleada 

del inhibidor, dismi n uyo la capacidad biosintética y metabOlica 

de los organismos. Esta observación resulto idéntica para cada 

una de las cepas exaainadas en el presente estudio. 

En invest i gaciones paral elas , se encentro que en organismos 

tratados con TLCK son capaces de regenerar el .ec:anismo de 

adhesi ó n a las células. Sin emb a rgo, la regeneraciOn de este 

mecan i smo parece no r equerir de una sfntesis de 

<Alderete y Neal e, 1989>. 

protefnas 

Estos datos indican la posi ble ex i stencia de una proteinasa 

o proteinasas preformadas , las cua l es pueden estar ubicadas en la 

superfi ci e del par~sito, ya sea en una conformacibn inactiva o en 

forma de un precursor , tales estudios aOn en progreso, tratan de 

vislumbrar cual es exactamente la llave que activa a las 

proteinasas para reconocer y unirse a las células epiteliales. 

Los resultados obtenidos no permiten determinar el ndmero de 

cistein-proteinasas que pudieran estar involucradas en los 

experimentos realizados. Aproximadamente once proteinasas de I~ 

han sido identificadas IM!diante el ectrofaresi s 

<LockNOOd et al • , 1987> y su caracterizaciOn fue realizada en 

base a la actividad proteolltica en presencia de inhibidores 

concx:idos <Coc::Nllbs y North, 1983; Loc:kMOOd et al., 1987>. 
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El hecho de que l a leupeptina haya resultado un inhibidor 

•As efectivo que el TLCI< e s un dato not able, ~in etlbargo, de las 

once cistein-proteinasas de r~ ~ªqlnªllá se h a reportado que no 

tienen el s isl'llO grado de inhibic iOn al ser tratadas c on otros 

i nhib i dores y que el TLCK presenta una acciOn general sobre todas 

estas <COOtlbs y Nort h, 1983; L~kt«>Od et a l . , 1987> . Resultados 

COAIO ~ste, dan p i e a nuevas invest igaciones , en las que 

man i pulando e l tipo d e i nhib i dor ya sea de amplio espectro o 

especif i co y su conc en t r aciOn, se pueda lograr e n un futuro no 

muy lejano una i den t ificaciOn y caract er izacibn de aquella o 

aquellas protei nasas involucradas en el proceso de la 

citoadherencia. 

La funcibn exacta o el paso prec i so en el que las 

proteinasas tricDftlonales se ven involucradas en el reconocimiento 

y un i On a la superficie de las c~lulas epiteliales, a~n n o se 

conoce. Es posible que exista un enmascaramiento entre adhesinas 

y proteinasas, atibas ubicadas en la superficie del parAsito y 

protagonistas i mportantes del mistK> evento; de igual for•a, es 

posible que las adhesinas en la membrana tricomonal est~n 

presentes ca.o precursores los cuales pueden ser activados 

mediante una digestiOn especifica por parte de las proteinasas. 

Por otra parte, aün queda abierto el campo de investigaciOn con 

respecto a la superficie celular y el receptor o blanco sobre el 

que interact~an las proteinas tricomonales aunque los datos de la 

tabla 2 .uestran que al tratar las c~lulas hu~sped con papaina o 
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con el extracto tricCllllOflal no afecto ni disminuyo la 

citoadherencia de ! .... Y:@Qi.fi@!.!.~· AdeaAs, al incubar organismos 

previaaiente tratados con TLCK en un medio con papalna o extracto 

tricomonal se observo <fig. 

niveles de adhesiCJn a las 

1) que estos organi5905 recobran sus 

c~lulas hu~sped. Tales resultados 

apoyan la idea de que las modificaciones ocurren en la superficie 

de I .... Tales 

alteraciones de la superficie del parAsito son necesarias para 

una eficiente uniOn a la célula huésped, por lo que clarificar y 

poder disectar paso por paso la acciOn de las proteinasas en la 

relaciOn huésped-parasito representa una importante area de 

investigaciOn. 

La reducciOn del parasitisao de I~ yªgiDª!i~ hacia las 

c~lulas epiteliales por inhibidares cistein-proteinasas se 

ha observado en todas las cepas examinadas <Alderete y Garza, 

1985>. Esto no es sorprendente si se t011a en cuenta que en todas 

estas cepas se ha observado citoadherencia, aunque en diferentes 

niveles <Alderete et al., 1986, 1988¡ Alderete y Barza, 1985>. El 

hecho de que todas las cepas sean afectadas por el •ismo 

inhibidor es llUY importante desde el punto de vista de una 

potencial intervenciCJn farmacolOgica <Coombs et al,, 1983>. Los 

datos y observaciones aqul presentados marcan el camino a nuevas 

investigaciones dirigidas a la identificaciOn de estas .al#H:ulas 

<proteinasas> para poder dar lugar al desarrollo de una vacuna o 

trataaiento qulmico en contra de este agente infeccioso 

transaitido sexualmente. 
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CONCLUSiotES. 

Con base a los resultados obtenidos y a la discusiOn 

presentada se concluye: 

Que las cistein-proteinasas de I~i&bQ!!Qnª~ yªginª!i§ se 

encuentran ubicadas en la superficie del parAsito 

ade.As de estar involucradas en los eventos primarios 

del reconocimiento y unibn hacia las c~lulas hu~sped. 

Que los principales inhibidores de la actividad de las 

proteinasas, capaces de i111>edir o dis111inuir el 

mecanismo de adhesiOn entre r~ yªginª!i§ y las c~lulas 

epiteliales son: el TLCK, TPCK y leupeptina, siendo el 

primero el inhibidor que act~a de una f orma mAs general 

sobre dichas moléculas. 

Que a~ no se conoce si es una o varias las proteinasas 

que pueden estar involucradas en el proceso de 

citoadherencia. 

Que los resultados aqui presentados ofrecen un apoyo 

i111>ortante a las investigaciones enca.i nadas a 

encontrar una vacuna o un tratamiento en contra de la 

tricOl9Drliasis. 
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