UNVERSIOAD NAGIONAL AUTONOMA DE MEKICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
“1ZTACALA"

“LA ACTIVIDAD DE PROTEINAS EN LA SUPERFICIE

DE Trichomonas vaginalis COMO FACTOR NECESARIO

PARA EL PROCESO DE ADHESION A CELULAS
EPITELTALES. "

T E & 1| B

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B | o L O G o
P R E S E N T A

MARCO AURELIO RODRIGUEZ MONROY

Edo. de México 1989



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se realizo en
el Centro de Investigacién de
Ciencias de la Salud de la

Universidad de Texas.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. John F. Alderete, director de esta tesis por
brindarme su apoyo Yy confianza durante la realizacidbn de 1la
misma.

Al Depto. de Microbiologia del Centro de Investigacidn de
Ciencias de 1la Salud de la Universidad de Texas, por toda 1la
ayuda, asesoramiento y facilidades que permitieron la realizacién
de este trabajo.

A la Biol. Margarita Canales Martinez, por su ayuda tanto en
el curso de la carrera como en el proceso de titulacién.

Al Biol. Alberto Arriaga Frias , por las facilidades
brindadas para dar fin al proceso de titulacién.

A los revisores de este trabajo:

M. en C. Martha Salcedo Alvarez.

M. en C. Héctor Barrera Escorcia.
M. en C. José& Sudrez Rocha.

Biol. Margarita Canales Martinez

Biol. Jesds Medina Soto.



Dedico este trabajo:

A mis padres: Aurelio Rodriguez Romero
Feliscitas Monroy Sanchez

Por haberme dado todo de ellos para ser 1lo

que soy y por apoyarme en todo momento para

ir por donde voy.

A mis hermanos: Alicia, Miguel y Radl.

Con carifro,

A mis compafferos, profesores y todas aquellas personas

que han intervenido de manera directa en mi formacidn.

De manera muy especial: A mi hermano César, por que su
existencia le da significado a palabras como amistad, hermandad,
honestidad, lealtad, tan obsoletas para aquellos que no tienen un

"hermano".



No hacen falta alas
para hacer un suefio,

basta con las manos,

basta con el pecho,

basta con las piernas y con 1 empefro.

No hacen falta alas
para ser mas bellos,
basta el buen sentido

del amor inmenso.

No hacen falta alas

para alzar el vuelo.

No hacen falta alas

Silvio Rodriguez.



Que lastima me dan

aquellos que solo viven por vivir,
aguellos que no pueden ver

mas alla de su propia nariz,

aquellos que lo aceptan todo

siempre y cuando ya este digerido,
aquellos que no pudieron creer

en si mismos

y ahora tienen que inventarse un "dios",
yo mismo, por tener solo un gran amigo
acaso valdra la pena tener mas de dos 7?

Bue lastima me dan

aquellos que solo sirven

para estorbar, porque no han podido encontrar
ni su tiempo ni su sentido,

aquellos que han llegado a pensar

que es necesario acumular objetos

o0 hacerse de un titulo

para que alguien pueda ser "alguien".

Gue lastima me da

escribir esto y que nadie lo entienda,
tener que irme y no dejar semilla

por 1o menos dejar® mis versos al amigo
para que los convierta en cancibn,

en ese canto que siempre llevard consigo.

Marco Rodriguez.



INDTICE.

RESUMEN. ccotsseentuccessnnessansassanssssnnncsasnnns
INTRODUCCIDN: s e s ccoessnannnvrarncsannsnssnnmscssnss
ANTECEDENTES. ccsusensnasnenssncaasanssansanscannnse
DBJETIVD. v v ectvenccrvcrrannsnsssnsessnnnnssansnnsns
MATERIAL Y METODDS. . s vuucecsassassssacnssnsanssanns
RESULTADDS. s seesnvscrensavenssasnnasnsssancnsnnsns
DISCUSIDNES. v csvusccsvassssassaasssaansssnannsnans
CONCLUSIONEB . s s scaussssssssssscansansssssnnnsnsns

BIBLIDBRAFIAI-----l----a-an----u----q-.na--‘-----

11
24
28

29



En el presente trabajo se evalud el papel que juegan las
cistein-proteinasas en la adhesion de J. yaginalis NYH2B6 a
células de HelLa y c2lulas del epitelio vaginal humano. Unicamente
el pretratamiento de las tricomonas y no de las células
epiteliales con N-alpha-tosil-L-lisil-clorometil-cetona (TLCK),
un inhibidor de las cistein-proteinasas tricomonales, disminuyd
Yy wunirse a las células epiteliales. Otros inhibidores de las
cistein—-proteinasas como la leupeptina vy el L-(i1-tosilamida-2-
fenil)etil—clorometil—-cetona (TPCK), también disminuyeron la
citoadherencia de . yaginalis. Las concentraciones de TLCK que
inhiben el proceso de la adhesiéon no alteraron el metabolismo de
T. vaginalis; los patrones de proteinas de las tricomonas fueron
idénticos en presencia y ausencia de TLCK. La inhibicidn de 1la
citoadherencia de Ts, vaginalis es dependiente de la
concentracibn de TLCK. Usando 1las mismas concentraciones de
inhibidores, la leupeptina resultd ser mas efectiva que el TLCK.

Estos datos wmuestran por primera vez el papel de las
cistein-proteinasas de T. vaginalis en el proceso de adhesidn
entre parasito y cé&lulas epiteliales, ademas de abrir camino a

una futura intervencidn farmacoldgica para la prevencidn de la

tricomoniasis.



INTRODUCCION.

La tricomoniasis es una de las enfermedades sexuales que
presenta un alto ndmero de casos a nivel mundial, siendo el
protozoario +flagelado Trichomonas vaginalis (miembro del Phylum
Sarcomastigophora, Clase Zoomastigophora y Orden Trichomonadida)
el agente responsable del padecimiento (Schmidt y Roberts, 1985).

Las mujeres gque padecen esta enfermedad, desarrollan un
amplio espectro de sintomatologia, que van desde potadoras
asintomAticas, hasta pacientes con severas inflamaciones de 1la
vagina (vaginitis) con presencia de leve escozor o picazén
general muy fuerte vy un flujo de olor muy desagradable. Al
parecer, en el hombre la presentacidon es asintomdtica, aunque
recientemente se han reportado algunas manifestaciones clinicas
(Ackers, 19823 Coombs, 19823 Hoingberg, 1978). Los factores o
mecanismos inherentes tanto al hu2sped como al parasito en
relacion a la resistencia o susceptibilidad a la infeccidn, son
adin desconocidos; por ejemplo, el grupo de Alderete (1986) al
realizar estudios en cuanto a las diferencias en la virulencia
de distintas cepas de T vaginalis obtuvo resul tados
contradictorios al wutilizar modelos in vivo e in vitro. Al
observar el aumento en la morbilidad de este padecimiento se ha
hecho evidente la falta de una prueba simple rapida y sensitiva,
capaz de detectar este organismo, especialmente entre 1los

portadores asintomadticos, 1los cuales representan el reservorio



mas grande de este parasito (Alderete, 1988). En la actualidad,
el metronidazol y otros derivados del imidazol, son empleados
para tratar la tricomoniasis en humanos, pero adn 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 estudios
(Alderete, 1983; Alderete y Barza, 1985 y 1988; Alderete et al.,
1988; Alderete y Neale, 198%7; Alderete y Pearman, 1983; Peterson,
1983 vy 19843 Peterson y Alderete, 1984) enfocados a comprender
las interacciones biomoleculares que existen entre el parasito vy
las celulas huésped, principalmente a nivel de membrana
plasmatica, vya que es aquil donde se llevan a cabo los procesos
de reconocimiento y unidn para que el protozoario adquiera los
nutrimentos necesarios tanto de las células como de 1la matriz

extracelular para su sustento y actividades (Libby et al., 1986).



ANTECEDENTES.

Han sido varios los trabajos (Alderete, 1983; Alderete vy
Garza, 1985 vy 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 1la
estructura vy funcidn de las proteinas tanto de 1la membrana
celular de algunos microorganismos como de las existentes en 1la
matriz extracelular para comprender el mecanismo que lleva a 1la
infeccibn. Estos trabajos se han enfocado a dos tipos de
organismos: Trypanosoma cruzi (Piras et al., 1983 y 1985) vy

Trichomonas vaginalis. En tales investigaciones se han logrado
caracterizar algunas proteinas (adhesinas) que parecen estar
involucradas en el proceso de citoadherencia (Alderete, 1988),
proceso que inicia los eventos biomoleculares de identificacidn vy
aceptacidn entre huésped y parasito.

Te vaginalis, posee niveles muy altos de actividad
proteolitica (Coombs, 19823 North, 19B2); vya que han sido
identificadas alrededor de once cistein-proteinasas para las
tricomonas patdgenas de los humanos. Las diferencias basicas
entre estas proteinas varian de acuerdo a su estimulacidn con
ditiotreitol, peso molecular, pH optimo vy su sensibilidad
relativa a ciertos inhibidores; por eijemplo, 1las proteinas

tricomonales no parecen ser afectadas por pepstatina, un

inhibidor aspartico-proteinasa, tampoco por inhibidores del tipo



serina—proteinasa tales como el Ffluoruro de fenil-metil-
sulfonilo. Sin embargo, sus actividades se ven inhibidas por el
N-alfa—tosil-1-lisil-clorosetil —cetona (TLCK) , el L=~
tosilamida-2-fenil) etil-clorometil-cetona (TPCK), Acido
iodacético, leupeptina, quimostatina y antipaina, cada uno de los
cuales ha mostrado inactivar varias, pero no todas las cistein-
proteinasas tricomonales (Coombs y North, 1983; Lockwood et al.,
1987).

Recientemente Alderete y Neale (1989), han reportado que
existe wuna alta artividad proteolitica en T. vaginalis a nivel
de superficie en la mayoria de la cepas de este pardsito, 1o gue
parece indicar que la actividad de algunas molécul as
tricomonales, puede ser comdn entre las diferentes cepas del
protozoario durante crecimiento norsal y que la o las proteinasas
pueden estar ubicadas en la superficie de J. vaginalis (Alderete,
Brown y Kasamsala, 1986).

Considerando 1lo anterior, la participacidon de una o mas
cistein—proteinasas de 7T. vaginalis durante 1la infeccidon vy
patogenesis de 1la enfermedad que produce, adn permanece
indefinida. Durante experimentos de identificacion de 1las
proteinas de T. vaginalis que participan en la citoadherencia,
utilizando las té&cnicas de electroforesis y autorradiograflia se
han obtenido resultados insuficientes para identificar con
precisibn las adhesinas involucradas en este proceso (Alderete vy

Barza, 1988). Al parecer, las proteinasas tricosonales pusden en

parte ser las responsables de la inexactitud en los estudios



mencionades, ya que existe la posibilidad de que estas moléculas

degraden a las adhesinas y a otras proteinas existentes.



OBJETIVD.

Evidenciar la actividad de proteinasas de Trichosonas
vaginalis en los eventos de reconocimiento y unidn a las células

epiteliales.



MATERIAL Y METODOS.

Las cepas de T. vaginalis que se utilizaron para este
experimento fueron NYH2B&, IR78 y RUS7S, que han sido las mas
utilizadas en recientes trabajos (Alderete, 1983; Alderete vy
Barza, 1985, 1988; Alderete et al., 1988; Alderste y Neale, 198%;
Alderete vy Pearlman, 1983; Peterson, 1983, 1984; Peterson y
Alderete, 1984). lLos parasitos fueron camsbiados diariamsente a un
medio fresco de tripticasa y levadura con extracto de maltosa
(TYH) suplesentado con suero de caballo inactivado térmsicasente a
56 DI: (Hazleton Research Product, Inc. Lenexa, Kan.) (Alderete,
i983; Diamond, 1957). Para todos los experimentos se usaron
organismos que s2 encontraban en el intervalo medio de la fase
logaritmica de crecimiento (Alderete vy Garza, 1985). El
radiomarcaje de T, vaginalis para la determinacibdn de proteinas
totales se realizd agregando 2 ul. de (355)—-&tiunina (act. esp.
1134 Ci/mmnl; New England Nuclear Resesarch Products, Wilmington,
DE.) a wuwn volimen de 100 ul de medio TYM con una densidad de
4x105 parasitos, durante un periodo de dos horas a 37 DE. Después
de esto las tricomonas se lavaron con solucidn PBS ( NaCl, 137
mM; KCl, 2.7 mM; NaHPO , 4.6 afsKH PO , 1.5 M) a 4 OC, para
elminar el excedente de4na.terial radizoa:tivog mientras que el
precipitado de las proteinas totales se obtuvo agregando Acido

o

tricloroacétco al 10 L e incubando a 4 C por un lapso de 4 horas.

El material precipitado se lavd dos veces con solucidn PBS fria y



se disolvid en 200 ul de buffer solubilizante (tris-hidrocloruro
60.5 mM; beta—mercaptoetanol 2 % 3 glicerel 10 %3 dodecilsulfato
de sodio 2%; pH 6.8). Posteriormente los residuos insolubles
fueron removidos por centrifugacibn y las proteinas radiomarcadas
se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida de
dodecilsul fato de sodio (Laeammli, 1970). Después de agregar azul
brillante de Coomasie, 1los geles se analizaron por fluorografia
(Peterson, 1982).

Para 1los ensayos de citoadherencia se utilizaron células
epiteliales de Hela, las cuales fueron obtenidas de ATCC
(American Type Culture Colections Rockville, Maryland) Y
mantenidas en un m®medio Dulbecco con wmodificacines esenciales
minimas (DMEM) suplesentado con suero fetal de bovino al 10 %
(Hazleton Research Products), 100 U de penicilina por mililitro vy
100 ug de estreptomicina por mililitro. Los cultivos se
conservaron en una atmdsfera de 7% de CO a 37 OC. Las ceélulas
fueron sembradas a una densidad de 4x 1042:é1u1a5 por cada pozo en
plato Costar de cultivo de 96 pozos de 15 mm de didmetro cada uno
(Bellco, 6lass, Inc. Vineland, N.J.) e incubadas toda la noche
para lograr un adecuado crecimiento en monocapa. A continuacién,
a 100 ul conteniendo 4:!.05 protozoarios (previamente marcados la
noche anterior con 1 uCi de (3H)--ti-idina (42 Ci/mm0l; Schwartz-
Mann, Cambridge, Mass.) por ml), son resuspendidos en una mezcla

de medios 2:1 (DMEM:TYM), vy agregados a las células de Hela

previamente lavadas con DMEM tibio. Después de un periodo de



contacto de 30 minutos a 37 uc y una atedsfera de 7 L de CO , los
pozos con tricomonas adheridas a las células se lavaron treﬁ veces
con DMEM tibio para remover los pardsitos libres. Después de
secar, la cantidad de radioactividad adherente se determind
usando un contador de centelleo (Packard).

Las tricomonas fueron lavadas y resuspendidas en solucién
PBS o0 medio TYM y fueron tratadas con inhibidores de proteinasas
por 20 minutos a 37 DC. Se volvieron a lavar con PBS para remover
el excedente de 1los inhibidores y poder ser agregadas a las
cedlulas. Los inhibidores que se utilizaron fueron TLCK, TPCK vy
leupeptina, todos ellos de Sigma Chesical Cp., 5t. Louis, M0. Las
tricomonas control se trataron de la misma forma, con excepcidn
de 1los inhibidores. Para cada experimento la motilidad del
pardasito en presencia de los inhibidores se evalud
cualitativamente por observacion microscopica para determinar su
integridad y fue comparada con el control. Todos los experimentos

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

menos 5 ensayos.
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RESULTADOS.

Disminucidn de la citoadherencia de T. vaginalis mediante el
uso de inhibidores de las cistein-proteinasas tricomonales. El
TLCK, a una concentracidn de 1 mfM, fue reportado como el
inhibidor de la mayoria de las proteinasas tricomonales (Coombs y
North, 1983; Lockwood et al., 1987), por 1lo que esta
concentracidn fue usada inicialmente.

La tabla 1 presenta tres experimentos representativos en los
que se muestra gque la citoadherencia de T. vaginalis a las
ceélulas de Hel.a en presencia de TLCK fue dramdticamente reducida
si se compara con el control. En la mayoria de los casos se
presento mads de un 90 % de inhibicién de la citoadherencia. E1
mismo efecto se registro para células del epitelio vaginal%¥. En
los experimentos 2 y 3 se utilizaron otros inhibidores de las
cistein—proteinasas tricomonales, tales como el TPCK Yy
leupeptina, los cuales mostraron ser efectivos inhibidores de la
citoadherencia awunque no tan drasticos como el TLCK. Dichos
experimentos fueron repetidos 20 veces y en todos 1los casos,
tales inhibidores redujeron la actividad citoadherente entre un
S50 y un 90 X.

Estos resultados iniciales sugieren que una o varias

proteinasas ya sean del parasito o de la célula huésped estan

% Obtenidas de una mujer sana de 25 afios de edad.
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Tabla 1. Efecto de los inhibidores de cistein—proteinasas
sobre el proceso de citoadherencia de la cepa NYHZB6 de

Experimento C&lulas Inhibidor % de parasitos
huésped adheridos
HelLa e 100.0 +/- B.2
HelLa TLEK 6.1 +/- 0.4
. VEC —_— 100.0 +/- 0.7
VEC TLCK 7.8 +/- 1.2
Hela b 100.0 +/- B.2
Hel.a TLEK 7.4 +/- 0.5
2 HelLa TPCK . 57.0 +/- 2.3
Hela leupeptina 45.1 +/- 2.4
Hela ——— 100.0 +/—- 5.1
HelLa TLCK 4.0 +/- 0.3
3 Hela TPCK S6.6 +/—- 6.0
Hela leupeptina 33.1 +/- 3.6
HelLa inhibidor de B6.2 +/- 7.0
tripsina

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

Las células del epitelio vaginal (VEC) fueron obtenidas de
una sujer sana de 25 affos de edad.
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(continuacién tabla 1)

Aproximadamente dos millones de organissos fueron lavados vy
resuspendidos en solucidn PBS5 (experimento 1) o en medio TYM
(experimento 2 vy 3) para ser tratados y co-incubados con las
celulas hutsped. La concentracidn del inhibidor utilizado fue de
1 a para TLCK, TPCK, leupeptina y el inhibidor de tripsina.

El porcentaje de citoadherencia fue obtenido al tomar el
conteo de radioactividad del grupo control como el 100 % del
nivel de adherencia. Los nimeros representados por /=y
significan la desviacidbn estandar de 1los experimentos por
triplicado.
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Figura 1. Un experimsento representativo para mostrar

restauracidn de
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involucradas en 1los eventos de reconocimiento y adhesidn entre
las superficies del pardsito y células epiteliales.

Los siguientes experimentos fueron realizados para
determinar el origen de la o las proteinasas relacionadas en la
citoadherencia tricomsonal.

La tabla 2 wmuestra que la inhibicidon de 1la wunidn fue
obtenida solo con I. vaginalis previamente tratadas con TLCK
(ensayo 2) y no con células de HelLa (ensayo 3). En el ensayo 4,
organiseos tratados con TLCK, fueron sosetidos a un lavado
exaustivo antes de entrar en contacto con las células. Para tal
caso, se encontrd que no hubo disminucidn del efecto inhibidor.
Estos datos sugieren que las proteinasas pueden estar ubicadas en
la superficie del parasito.

Para probar que 1la o las proteinasas tienen un origen o
provienen del parasito y no de las células hudsped, se trabajd
con la superficie celular de &stas. Las c&lulas de HeLa fueron
tratadas con papaina (ensayo &) y un extracto de detergente
tricomonal (ensayo 7) 1los cuales poseen una alta actividad
proteinica (Kit para deteccidbn de proteinasas, Bio Rad
Laboratories, Richsond, CA).

Los niveles de citoadherencia de T. vaginalis fueron
similares al control (c2lulas de HelLa no tratadas, ensayo 5), lo
que indica que 1la accidn protelnica en la superficie de las
celulas epiteliales no es necesaria para la citoadherencia. Estos

datos indican que una o varias proteinasas involucradas en dicho



pProceso, se encuentran interactuando en la superficie del
pardsito y no de las células huésped.

Finalsente, organissos tratados con TLCK, fueron incubados
con extracto tricomonal o papalna. La figura 1, muestra que los
parasitos tratados con 1 ug del extracto (fig. 1-A) y 0.25 ug de
papaina (fig. 1-B) recobraron sus niveles de citoadherencia
aunque cabe wmsencionar que a altas cantidades de papaina o
extracto, pueden reducir también el proceso de adhesidn (Alderete
et al., 1988; Alderete y Garza, 1985). Esta reversion del efecto
en la citoadherencia, apoya de una forma determinante, la idea de
que la accidn de estas proteinasas en la superficie del pardsito
es un pre-requisito indispensable para la union a la célula
huésped.

Es importante sefalar que la exposicidbn de los parasitos al
TLCK, no afecta la motilidad ni deteriora la sintesis de
proteinas de T. vaginalis, en otras palabras, el organismo
conserva su actividad metabdlica necesaria para su desarrollo
(Alderete y BGarza, 1985).

La figura 2-A, muestra gque la incubacidn de tricomonas a
di ferentes concentraciones (0.5, 1.0 y 2.0 aM) de TLCK durante 20
minutos (tiempo necesario para inhibir los niveles de
citoadherencia mostrados en las tablas 1 y 2), no afectaron el
crecimiento vy multiplicacion de T. vaginalis. Sin embargo, se

observo que una exposicidn sayor de dos horas, trae consigo una

16



Tabla 2. Efecto sobre la citoadherencia usando la cepa T,
vaginalis NYH286 y células epiteliales de HelLa,
previasente tratados.

Experimento Ensayo Tratamiento de: % del nivel
parasitos células de
citoadherencia
1 - mmemow 100.0 +/- 13.1
2 TLCK e 4.4 +/- 0.1
' 3 —— TLCK 105.7 +/- 2.3
4 TLCK(lav.) ———— 3.8 +/- 0.3
5 — —— 100.0 +/- 11.2
2 &6 S papaina 9.3 +/- 6.1
7 g extracto 1.9 +/- 9.9
Aproximadamente dos millones de organismos fueron

suspendidos en wm»edio TYM y tratados con TLCK al 1 mM por 20
minutos a 37 oC. Los parasitos fueron entonces centrifugados vy
resuspendidos en una mezcla de sedios DMEM:TYM (2:1) para ser
agregados a las células huésped.

Los platos de cultivo con 1las células Hela fueron
pretratados con TLCK al imM, para el experimento 2 se utilizaron
0.25 ug de papaina (ensayo 6) y 0.3 ug del extracto tricomonal
(ensayo 7) el cual fue previamente dializado por 24 horas. El
tratamiento fue durante 10 min. a 37 oC seguido de un prolongado
enjuague de las células con DMEM antes de interactuar con 1los
parasitos. Se observd bajo microscopla que el cultivo de 1las
células Huésped en monocapa no se viera afectado al ser sometido
a las condiciones mencionadas.

El nivel de citoadherencia registrado para los parasitos no
tratados (control), representd el 100 Yeu Los nameros
representadois con +/- significa la desviacién estdndar de los
experimentos por triplicado.
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(continuacion tabla 2)

La solubilizacibn de proteinas con desoxicolato al 1 % de 20
millones de organisaos en solucidn PBS fue realizada a 4 oC
durante 30 minutos (Alderete y Garza, 198B). La eliminacién del
material insoluble fue hecha por centrifugacion en un
amortiguador de sacarosa al 10 %L a 17,000 rpm por 30 minutos a
4 oC. El exceso de detergente fue removido por didlisis contra
PBS por 24 horas a 4 o€C. La actividad proteinica presente en el

extracto fue monitoreada con el kit Bio-Rad, usando caseina como
sustrato.
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disminucidon de la motilidad asi como de la densidad de organismos
(fig. 2-B).

La sintesis de proteinas de T. vaginalis fue monitoreada
para cada uno de ios tiempos mostrados en la figura 2. Los
niveles de incorporacidn de (355)—metinnina a las proteinas de T,
vaginalis fueron determinados mediante un fluorograma de
intensidad de bandas de las proteinas totales precipitadas,
encontrandose una similitud entre el ndmero e intensidad de
bandas durante los primeros 20 minutos para todos los casos y una
reduccién en la intensidad de estas bandas después de dos horas
(Alderete y Garza, 1988). Cabe mencionar que se ha reportado la
desaparicidén de algunas bandas en lapsos de incubacidn de & a 18
horas (resultados no mostrados; Peterson y Alderete, 1982).
Dependencia de la inhibicidn de la citoadherencia de J. vaginalis
con respecto a la concentracidn de TLCK. La figura 3, muestra que
la maxima inhibicidbn se obtuvo usando una concentracibn de 1 mM
de TLCK en organisaos suspendidos en medio TYM o solucidn PBS.
Concentraciones mayores a 1 mM; no indujeron a un aumsento en la
inhibiciédn. Organismos en medio TYM, registraron niveles bajos de
inhibicidn con respecto a las tricomonas en solucidbn FPBS,
posiblemente debido a la presencia de cisteina en el wmedio TYM
(North, 1982) o a la unién del TLCK a macromoléculas presentes en
un medio de cultivo complejo como es éste. 5in embargo, en este

medio se observd que las tricomonas presentan mayor motilidad en

comparacibn con aquellos organismos en solucibn PBS.
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Figura 2. Crecimiento de J. vaginalis (NYH2B84) en presencia
de diferntes concntraciones de TCLK. Las tricomonas fueron
pretratadas durante 20 minutos (A) o incubadas por 4 hrs (B) a
37 DC con diferentes concentraciones de TLCK en sedio TYM. Los
parasitos fueron contados a varios tiempos siguiendo el
tratamiento de TLCK. El1 100 X de crecimiento fue tomsado del

ntmero total de organismos del grupo control.
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Figura 3. Experimento que muestra la inhibicidn de 1la
citoadherencia después de resuspender JT. vaginalis (NYH286)
pretratadas en solucidn PBS (0) o medio TYM (&) con TLCK. El
recuadro muestra la comparacibn de inhibicidn entre TLCK (&) vy

leupeptina (#) bajo las mismas condiciones experimsentales.
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Un aspecto importante al determinar la dependencia del
efecto inhibidor con respecto a la concentracidn de TLCK fue 1la
comaparacidn de éste con leupeptina, €l cual es otro inhibidor
frecuentesente usado en los experimentos de citoadherencia
(Diamond, 1957; Muller, 1983).

En el recuadro de la figura 3, se muestra gue la leupeptina
fue mas efectiva para reducir la citoadherencia que el TLCK a las
misaas concentraciones molares.

Comparacidn del grado de inhibicidbn de la citoadherencia por
TLCK, entre diferentes cepas de I. vaginalis. Dentro de 1la

variedad de cepas de T. vaginalis existen ciertas diferencias
entre ellas, siendo el grado de patogenicidad o virulencia, uno
de los ma&s importantes. En las tres cepas mds representativas o

las mds frecuentementes utilizadas para la investigacidn, se
prob® como se afectaba su proceso de adhesidn a la célula huésped
al ser tratadas con TLCK (fig. 4). El grado de inhibicién del
mecanismo de unidn hacia las células por parte de las tres cepas
fue, al igual gque en los resultados anteriores, dependiente de la
concentracion de TLCK. La cantidad necesaria de este inhibidor
para obtener un 50 % de la reduccidn de la adhesibdbn del parasito
a las ctlulas fue diferente para cada cepa, asl se observo que
para NYH286, IR78 y RU375 las concentraciones requeridas fueron

0.3, 1.0 y 2.0 M de TLCK respectivamsente.
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Figura 4. Inhibicidn de la citoadhererencia de las cepas de
T. vaginalis NYH2B6 (®), IR78 (&) y RU375 (8) por TLCK. Las
diferentes cepas de tricomonas fueron pretratadas con TLCK en
medio TYM y los ensayos fueron realizados en un plato para
cultivo de 96 pozos para cada ensayo. Los niveles individuales de
adhesidbn para cada cepa en ausencia de inhibidor fueron tomados

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

Hasta 1la fecha a sido poca o casi nula la ieportancia que
han recibido las cistein—-proteinasas de 7T. vaginalis como
factores verdaderasente potenciales de virulencia (Coombs vy
North, 19833 Lockwood et al., 1987). En el presente estudio se
evidencid que las proteinasas de J. vaginalis se encuentran
ubicadas en la superficie del pardsito ademds de su relacidn en
los primeros eventos del reconocimiento y unidn a 1las células
huésped, pasos claves del parasitisso. Los resultados sugieren
que estas proteinasas juegan un papel muy importante Y
determinante en 1la patogenesis de la enfermedad.

Los datos aqul descritos muestran que algunos miembros de
este repertorio de moléculas (enzimas proteoliticas), pueden
tener otras actividades biofuncionales gque la simple digestidn de
proteinas para fines nutritivos (North, 1982). El1 hecho de que se
haya pretendido isplicar a las proteinasas en el w=secanismo de
citoadherencia de T. vaginalis, no es ilbgico si se toma en
cuenta que este grupo de proteinas han sido relacionadas con el
proceso de adhesibn a tejidos en Candida (Borg y Ruchel, 1988) y
en la invasidn de pardsitos de la malaria a células sanguineas
(Dluzewsky et al., 1986). De igual forma Trypanosoma cruzi
requiere de la accidén de una proteinasa durante su maduracién vy

subsecuente parasitismo a 1las células huésped (Boschetti et

al.,1987; Piras et al., 1985).
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Al trabajar con organiseos previasente tratados con
inhibidores de las cistein—proteinasas, se obtuvo una reduccidn
de la citoadherencia tricomonal (tabla 1 y figura 3). Cabe
aclarar que bajo ninguna circunstancia la concentracion empleada
del inhibidor, disminuy®d la capacidad biosintética y metabdlica
de 1los organismos. Esta observacion resultd idéntica para cada
una de las cepas examinadas en el presente estudio.

En investigaciones paralelas, se encontrd que en organismos
tratados con TLCK son capaces de regenerar el mecanismo de
adhesidon a las células. Sin embargo, 1la regeneracion de este
mecanismo parece no requerir de una sintesis de proteinas
(Alderete y Neale, 1989).

Estos datos indican la posible existencia de una proteinasa
o0 proteinasas preforeadas, las cuales pueden estar ubicadas en la
superficie del parasito, ya sea en una conformacibn inactiva o en
forma de un precursor, tales estudios adn en progreso, tratan de
vislumbrar cual es exactamente la 1llave 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 T.
vaginalis han sido identificadas mediante electroforesis
(Lockwood et al., 1987) y su caracterizacidn fue realizada en
base a 1la actividad proteolitica en presencia de inhibidores

conocidos (Coombs y North, 1983; Lockwood et al., 1987).
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El hecho de gue la leupeptina haya resultado un inhibidor
mas efectivo gque el TLCK es un dato notable, sin embargo, de las
once cistein-proteinasas de T. vaginalis se ha reportado que no
tienen el mismo grado de inhibicidn al ser tratadas con otros
inhibidores y que el TLCK presenta una accidn general sobre todas
estas (Coombs y North, 1983; Lockwood et al., 1987). Resultados
como éste, dan pie a nuevas investigaciones, en las qgue
manipulando el tipo de inhibidor ya sea de amplio espectro o
especifico vy su concentracidn, se pueda lograr en un futuro no
muy lejano una identificacidn y caracterizacidn de aquella o
aquellas proteinasas involucradas en el proceso de la
citoadherencia.

La funcidbn exacta o el paso preciso en el que las
proteinasas tricomonales se ven involucradas en el reconocimiento
y unidn a la superficie de las células epiteliales, adn no se
conoce. Es posible que exista un enmascaramiento entre adhesinas
y proteinasas, ambas ubicadas en la superficie del parasito vy
protagonistas importantes del misso evento; de igual forma, es
posible que 1las adhesinas en la membrana tricomonal estén
presentes como precursores los cuales pueden ser activados
mediante una digestidon especifica por parte de las proteinasas.
Por otra parte, atin queda abierto el campo de investigacibn con
respecto a la superficie celular y el receptor o blanco sobre el
que interact@ian las protelnas tricomonales aunque los datos de la

tabla 2 muestran que al tratar las células huésped con papaina o
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con el extracto tricomonal no afecto ni disminuyd la
citoadherencia de T. vaginalis. Ademds, al incubar organismos
previamente tratados con TLCK en un medio con papaina o extracto
tricomonal se observd (fig. 1) que estos organismos recobran sus
niveles de adhesibn a las células huésped. Tales resultados
apoyan la idea de que las modificaciones ocurren en la superficie
de T. vaginalis y no de las células epiteliales. Tales
alteraciones de 1la superficie del parasito son necesarias para
una eficiente unidn a la célula huésped, por lo que clarificar y
poder disectar paso por paso la accion de las proteinasas en 1la
relacion huésped—-pardsito representa una importante Aarea de
investigacioén.

La reduccidn del parasitiseo de J. vaginalis hacia las
células epiteliales por inhibidores cistein—proteinasas se
ha observado en todas las cepas examinadas (Alderete vy G6Garza,
1985). Esto no es sorprendente si se toma 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 wmismo
inhibidor es muy importante desde el punto de vista de una
potencial intervencibn farmacoldgica (Coombs et al., 1983). Los
datos y observaciones aqul presentados marcan el camino a nuevas
investigaciones dirigidas a la identificacidn de estas moléculas
(proteinasas) para poder dar lugar al desarrollo de una vacuna o
tratamiento quimico en contra de este agente infeccioso

transmitido sexualmsente.
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CONCLUSIONES.

Con base a los resultados obtenidos y a la discusidn

presentada se concluye:

- Bue 1las cistein-proteinasas de Trichomonas vaginalis se
encuentran ubicadas en la superficie del parasito
ademds de estar involucradas en los eventos primarios
del reconocimiento y unidn hacia las células huésped.

— Que 1los principales inhibidores de la actividad de las
proteinasas, capaces de impedir o disminuir el
mecanismo de adhesidn entre T. vaginalis y las células
epiteliales son: el TLCK, TPCK y leupeptina, siendo el
primero el inhibidor que actiia de una forma mas general
sobre dichas moléculas.

- Que ablin no se conoce si es una o varias las proteinasas
que pueden estar involucradas en el proceso de
citoadherencia.

- Bue los resultados aqui presentados ofrecen un apoyo
importante a las investigaciones encaminadas a
encontrar una vacuna o un tratamiento en contra de 1la

tricomoniasis.
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