
--
-

/'i! 
,,,.?-e.¡_ 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 

"OBTENCION Y CARACTERIZACION DE CLONAS DEL 
AISLADO CNCD - 147 DE Trichomonas vagina/is." 

T E s 1 s 
QUE PAR.--'\ OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA 

P R E S E N T A: 

LORIZ VIRIDIANA FATTEL FACENDA 

ASESORES: DRA. ROSSANA ARROYO VERASTEGUI. 

MVZ. PABLO MARTINEZ LABAT. 

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1997. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN 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 imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



~~ ...... 
~e,~ll 

F ACUL T.-'J> DE ESTUDl<)S SUPERIORES CUAUTITLAN 
UNIOA.L.i DE LA ADMll~ISTRACION ESCOLAR 

OEPA.RT~ENTO DE EXAMEH~S PROFES10HALES 

i~~ 
·1 .... 1·,u. ... :A.: .-..:.:..u:."'7-

.:.·.·r~.~""'u. tit 
'\t~1C. 

DR. .JA.%. KE KELLER TORRES 

U. N.A. M. 
r.r.c:ui.1~0 ce E~TUOIOI 

su..:iocnra cu•urm.•~ 
ASUNTO¡ V~TOS AF"RO&ATOR.lOS. • 

DIRECTOR DE L.A FES-CUAUT 1TLf:.N O•its-1ca"'•""• º• 
P R E S E N T E • .. ,,_ .... har•"'-S.i 

~7'N1 Jn~· k.ala•i Wo4r1guoz C*bailos 
Ja.f• C•l C•part•m•no:.o aw ~KJo.m•n•• 
~···oof.••1~n .. l•• d• la F. E. s. - c. 

;~~m~:~:o:" c:!,u:.~~~,. ::~ ~:!v~e~~:rn~:=~ •• !:~~·~: 1 Ts:~! s: E~ .. m•n••· 
•Q?:;"t.•nc!.Ón y c:1orac':eri:aC":!.i!:-. :!• Cl.O:'\&lt ~el. Ai1t:,adu Ch0:D-l.Ji'7 C!e Trichc:!'Cnas 

•;aqi.r••l.i.a" 

·· Qu• pr•••nta. ~ P••oant.e1 
con mlmero de cuanta: 631C:!JS--':.• D#I'• CO~•n•r .. 1 TlTUl..O d•t 

~!.."flica FA~•ei• .. n. ica !.~elo9a. 

Considerando qua di.ch& te•i• rvYr.• lo• 1•ttqui•1tos n•c•s.&1·10:. P•r• 
•al'" di•cutLd.& en al EXAMEI" F'ROr:ESlONAI.... corr•1iPOnC:iont:.e. ot:.or9•mo• 
nU,1itro. VOTO APRCDATOR6~. 

ATENTAMENTE. 
•POR ~I RAZ4 HASLAr~ EL ESPlRITU" 
Cu•utit:.l~n l:c•ll1. Edo. ~~ IVM., • ....!!...._ d• 

Ps::E:S'IDEMTE 

VOCAL x.•.;.~. ;.l!ro:So C-.Jollac OrdA: 



C.Sre rrabajo s~ realizó en el laborarorlo Z5 del deparramenro de 1'aro/ogla 
E.xperlme11ral tlttl Cenrro de J11vest/(1aclón v E.srudlos Superiores del rP.7\1., bajo Ja 

dlreccló11 de la Dra.Xossana .A'rroJ,'O 17erásreg111. 



Con res pero v carlllo quiero darle las {Tracias a la Dra. _7¿_055.AN.A por 

ser mi ;¡.(a.:srro. mi menror v mi gula. en la réallzac1ó11 de esre rraba¡o, v 

sobre rodo por creer en mi .... 

¡¡¡Gracltls DraJ/ 



Co11 rodo mi amor a mis padres ....•• 
Todo cuanro sov es por usredes. 
fórJar el acero es dtflctl. pero forJar a 
u11 h!Jo lo es al111 más/ 

Te quiero -ma Ltnda
Te quiero -papa/to-



.::u re{7alo más preciado que la vida me Ita dado ... 
Jnls ñerma11os 

s .. :u:.JA-<---' 
mi ejemplo. 

s.::t;w~ .... 
:mi l11splraeló1T. eres ltTcrlebl« Samll 

~"Y.i\U-=t.X:.. 

e.::tv.c..;r ... 

por ru apoyo cu el momeuro más dificil de mi vida. gracias 
-u1?er/rol eres ú11lco. 

ru valor y coraJe para e11fre11rar rodos los reros n1e /111pulsa 
stc1npre et ser me.Jor. au11que sabes/ Aú11 c:u7oro ru co111pa11la 

X./f:Xl .,-uc. ... 
et mi "a1nl{7a~ y compcu1ern de la 111;/ez que /11zo que fuera 
l1Tolv1dable. re qul«ro ·e:11aÚ<1" 



-Porque eres el e.fe de mi vida que /urce que rodo marche siempre en armonio .. 



_,-1 mi mejor amiga. porque co11 r11 amistad /11cond!c/011al has liecho que aún 
el canr/110 más d!C1cl/ s.t torne se11c11la111e11re ·azul._ 

¡¡Gracias _,-111glell 



..Al -circulo cerrado-.•. 

Caro. Sergio. ,.Angle. Chel111e. Elena. y .A.<aru 
probable1~1e11rc.11u1.1ca reudré 18 a11os orra vez. 
pero. si sé que ll!Jl1Ca rendrt! a111/(Jos como usredes. 



;t.f/ más profi111do auradecft:nro a mis compa17eros v amluos de rrabajo. 
Gloria. francisco. Carmlna • .A.<arrha. Clz. • .:R.emd/os v Cerrv. por su ayuda 
des111reresada v apoyo 111co11d!c/011al • 

.Al Dr. Tc·r11a11do. por sus palabras s/e11pre de a//enro v porque el haberlo 
co11ocldo e,; aluo nwrav/l/oso. 

;;u Dr.]almc por sus consejos v confianza. 

¡¡¡Gractas/11 



;;irts amigas de siempre ... 
-Parry • .A fá:he. v JVcvva •• 



INDICE. 

I. INTRODUCCION ......................................................•...•...•...................... 5 

A. Factores de virulencia .............................•........•........ , ........ ·············:···16 

a. Proteinasas ...•................... ;· ......•.....• ; .•. c ••• ; •• ;: •••••••••••••••••••• ;: •••• ,; •••• : ••• 18 

b. Proteinasas en Tricho11ionas.va~inalis .• -:··:;; •....•.•••• u •••• :.:······; ••• ; •• 2.0 

c. Citoadherencia .......... : ... ::::'.::.:::.::;.<);~: .. '.;L::::::::~;:~~:.:(.:;:L ... :.:.; .... :23 

d. Citotoxicidad ....... ::::.~.;;;;l';.~_1.~i:;;•;;f3f?_~:!:.:ó'.lD;}:t:;':X .. ::i::.\:';;:,.:~. 2~·· 
e. Proteinas ............ ~·; .... ~;.:~L:)~E~:~~x~~·~~!n~:x:t:ói;~~~~¿~~~;~~~~:~x¿·~i:;i~i-~·~~;~~--".:~~:~.27 
f. virus dsTvv~~·-~: ... :~':·~-~~:;}~~~:,:~:~}t~S~:t:·~::t:i!=~;iq~~:~·j.~~~:~~fü~t:~~J:~~:~~:·;~§!-:~~~-~~:~!~~~~~.~~~·~2~ 

~·· .... .: ~::(t;i~~· ·,j;~~~'- .. - ;\~t:::~~~ i!.:·:'{ ·,·~:]·:· ·, ···~:·-. 

11. oaranvos.;.~:,:{O'.;;;:YE~f{~J;'.::.:·, ............ :~f~i?.~ ........... :.~~}L;~~~::0A:,L'. ... 32 

~: ~:~::~::sgJri~~? li~~1J.2f:tf i~lff J~t}:miKJ:rjt1~:~?t~~~'.;~~~::f.;Jf.:i~:~kt~~~:~~~:: 
<:>:' ~ , :~:~:~· ,: --._~;:: '¡:.',~~¡"-,~. ·~¡: <'!~. ¡(: ~~ -.:~·~~~~;.~:~~{~~~~\;l~(·-:;;;~~o~:: >.: ',:.- . o 

lli. ESTRA TEGIA:.•::::::::::'.'.::::::,.)::::~;~:::.::::~~L~::.,~~:~~;;.:;'SL~::,:.: ............... : ... 34 

rv. MA TERiA.t~s .:,;.tvi~~orid~:L':'.~: .. :'.;:~~~~'.i::::!j?'.::L0 •• :;:.:.:~: ••••••• • •••••• c ••• 3<> 
A. Clonación.:: .. ~ .. : .. /:::.;•,;::.:.'..;!_;~~~Í'.'.;~;~:~~-.L~.~~'.X.}:":L.'.:;!.;; ..................... 36 

a .. Preparación del ag'.i~ .•• :.:L;~;· ... J.~f;.;~';'.:'; .. :i .. :.,;L ..•.•. ; ... :, .. :: ..... : .......... 36 

b. · Sembrado ... : .....•..• :::,:;::.L';b.:.:.~'.:.!:'.L.~.l;:'. .. : .. : .. ::.;: ...... , ..... : .......... 37 

c. Recuperación. de ~~l~~~.i~_s;~~~:~.~~-:~~if~~:~~·:~~-·=··:.-; .. --:·.;~ .................. -~ ... _ ........ ·3 7 

!3. Caracterización de ,las ·c1?.º"s ~n tl,~e. a s\ls própiedades de virulencia 

a. Proteinasas total~!!':····::::;;;.;;;·.:::::; .. :.:L.: ................. , .............. ~· ...... 38 

b. Adhesinas ....... , .... ; ..... ; ..... : .........••.................................. ; ............... 39 

c. Preparaciót~ del cxtn>:cto ...•............... : •............................. ; ...•........ .40 



d.· Ligando-proteinasas ..................................................................... .41 

e. Preparación de la muestra .........................•................................... .42 

f. Obtención y cuantificación de proteínas ........•........ '··"················.43 

g. Preparación de la muestra ...................•...... ; ...... '.'. ... ;;;· ..... : ... , .. :: ..... ; .. .44 

f ;~~~?~~:;;~,;\J~Jilll~\/\;}~ 
n1. Cultivos del aislado CNCD-147deT.;vagi~éí/is::;: ..• .,;; .• .,~ ..•....... 50 

n. Detección de virus dsTvv;.,_,.;:~l;~.~:s:X,'E:".'.·;.::~:~.::J~'.::::'.~L ... ~~ ..•.•••...... 53 

o. Criopreservación •.•..... : .. :.L{!~::::.7,~J~~~(~t~~;~~.;;tf i:::'.; •...•............. 55 

V .RESUL T ADOS ............................•. ;.~.::::.0;:'.~i:~::'~~cr.;~~:·~.;:.::: .... : ................. 56 

A. Estandarización del método de clÓ;,~,;¡{,'r,:!::~:,;:~:;: .. L .... ; ...................... 56 
/-'.\-,_h·: ': 

B. Caracterización de las clonas MXL: .>•;,c;:;:.:'· .~;,:y .• ·~::'•·•. 
a. Proteinasas totales .................... .-~::~ . .f}]~~:-~:=~-f~::·~~:-~,~:~~:--~-~-~~~~~~· .............. .-...... 66 

b. Análisis de las CPs que se unen.;: ~~lü1'k~H:~L.i.'}:.:: ...................... 69 

c. Proteínas totales ................. ~ .. º:º~-L-~---~~;}:~:5;fi{~;~:--X~X;,;({~~t:~:~ .. -..... ~ .............. 72 

d. Adhesinas ..................•........ '.~u;L.!.:.~~·;:D:b:'.~i~~'.~~~¿f:::}i;.:L ............. 74 

e. Adhesión ............................... ·~ .. ·:'~-~.i:~{.;~~~~::~=~~~0·~~:~·.Z~E~~·:;~-fo::·:·.~·:~;L ... :~.;~~---~ 7~ 

:. ~~t:::;~:~~=·-~::.~:~-~'.=~~~~.~~.~~~~:~~!fü:~J~~¡~1~~j1iÉ[:E~;::·~¿i~~ .. 
- . ,.--,?>\.~:'-~;;.=:~?~;~Y"'.\_ .. ,,,·--,,.: . ·_-,-

h. Participación de la CP-65 y CP-30 en Citoioxocida.d,. :Y:·~dhesión.:89 

i. Detección del virus dsTvv ................. :; ........ :L .... ;·.,.,:~ .. ;:.L ............ 90 



VI. DISCUSJON ....•........•......•.•••.........................•........••••........................... 93 

VII. CONCLUSIONES ...•.....•..•.•..•..........•.....................•....•...•................•. 100 

VIII. PERPESCTIV AS •..........•.••............•••...•........••...•..•••..•...•................... ! 02 

IX. APE:t-..TDICE ....•....•...•.......•.•................. ; ..•..•.•............•.......••........••.... "·· 103 

X. BIBLIOGRAFIA 



LISTA DE FIGURAS. 

Figura l. Morfología de ·colonias de T. vagina/is en agar semisólido. 

Figura 2. PaÚ:ón de. las proteinasas totales de las subclonas del aislado 

CNCD-147 de T. vagina/is. 

Figura 3. Patrón: de proteinasas totales de las clonas MXL del aislado 

CNCD-147 de T. vagina/is. 

. Figura 4 .. Identificación de las cistein-proteinasas con afinidad a células 

HeLa, de las clonas MXL. 

Figura 5. Patrón de proteínas totales de las clonas MXL. 

Figura 6. Patrón de las adhesinas de las clonas MXL. 

Figura 7. Niveles de adhesión de cada una de las clonas MXL. 

Figura 8. Niveles de eitotoxicidad de cada una de las clonas MXL. 

Figura 9. Análisis electroforético de los ácidos nucléicos de las clonas 

MXL. 



LISTA DE TABLAS. 

Tabla l. Crecimiento del aislado CNCD-147 'de T. vagina/is en agar 

semi sólido. 

Tabla 11. Subclonas del '1i~l.id.:> CNCD~147 de T. vaginaUs. 
r ' • •• • \C '• • 

Tabla IU. 

Tabla IV. 

Tabla V. 

Tabla VI. 

~~~11[~1.~~¡;~~!t;.;:~;; 
~1XL del aislado. CNCD-14-7,' de'T. vagiiíalis .. 

.. ·.:.:: :·-:?.:/::1~:'.:~~;(·~:.-~3t;_;_~<:!~~·r :~t~J);~;fZ\~?¡ ~-~:"é;~·-_ ::~ ·.:-' 
Clasificación de _lás clonas MXI/por:'sus niveles de adhesión. 

_:·::. \ ::-. --- -::-·~;;: ~;,:;- _-:~: .; ._-

Tabla VII. Ch:isificación de ia~ clonas'M:XL.'p<lr ~us niveles de 

citotoxicidnd. 

Tabla VIII. Cuadro comparativo de los niveles cÍe adhesión y de 

citotoxicidad de las clonas MXL del aislado CNCD-147 de T 

vagina/is. 

2 



RESUMEN. 

La tricon1onosis, enfennedad de transmisión sexual que afecta a 

hombres. y .·mujeres, e!; causada por el protozoario parásito Trichomonas 

v~ginaÚs.-:La:aparición de un 1nayor nú1nero de aislados de T. vagina/is 

resistCntes ál metronidazol, y el aumento en el número de personas con 

tricom~~osis Jo cual repercute econó1nica y emocionahnente en nuestra 

sociedad, refuerza la necesidad de conocer más acerca de la biología del 

parásito que contribuya a entender los mecanismos involucrados en la 

patología de esta enfermedad. 

Hasta hoy, todos los estudios encaminados a conocer y entender los 

posibles n1ccanismos de virulencia, así como los aspectos biológicos de 

este parásito, se han realizado con aislados de T. vagina/is constituidos por 

una población heterogénea. La heterogenicidad se traduce en que los 

resultados obtenidos en dichos estudios, representan la sumatoria de las 

propiedades de la población en su conjunto que puede conducimos a 

interpretaciones erróneas.. Es por esto que, resulta de suma itnportancia el 

poder trabajar con poblaciones hon1ogéneas, obtenidas mediante la 

clonación de los aislados.. En base a lo anterior, el objetivo general de 

este trabajo fue obtener poblaciones homogéneas por medio de la 

selección de colonias aisladas en agar se1nisólido y caracterizar las clonas 

en base a sus propiedades de virulencia. 

Después de la tercera clonación se obtuvieron un total de 12 clonas 

independientes del aislado CNCD-147 de Trichomonas vagina/is. 

Estas clonas íueron caracterizadas en base a su capacidad de 

adhesión y citotoxicidad, de su actividad de proteinasas, determinando el 
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patrón de proteinasas totales y ligando protcinasas, del_patrón de proteínas 

totales y de adhesinas, así como también la detección del virus de RNA de 

doble cadena (dsTvv); 

Los· - resultados_ de_ la'_caracterización ·de_ las -_clonas MXL nos 

permitieron encontrar ~~on_~s·: { _que·· ·so~ -~~-y ·adhesivas, pero poco 

citotóxicas, como.la Ciona_MXL-5214, clonas muy citotóxicas pero poco 

adhesivas, clonas MXL-22-1 y· MXL~5-2 l, y clonas infectadas por un virus 

de doble cadena de RNA, 'clonas MXL-431, MXL-511 y MXL-521, a 

pesar de que el aislado parental está reportado como virus negativo 

(Yañez, 1997). Estos resultados 

aislado CNCD-147 de T. vaginalis 

nos permitieron confinnar que el 

está constituido por una población 

heterogénea y que al clonarse podemos obtener poblaciones con 

características diferentes entre ellas. Este estudio, presenta una alternativa 

para analizar los mecanisnios y factores de virulencia de T. vagina/is en 

poblaciones hoinogéneas. La ventaja que presenta el trabajar con clonas, 

es que pennitirá realizar: a) Análisis a nivel 1nolecular para estudi~r las 

nioléculas que participan en la virulencia de T. vagina/is. responsables de 

algún pl"oceso patológico en el hospedero co1no adhesinas, proteinasas, 

receptores, etc., b) Estudios controlados de variabilidad para determinar el 

tipo. adaptación fisiológica, mutaciones, y la tasa de cambio. Todo esto, 

nos pern1itirá entender un poco 111ás los procesos de virulencia de este 

protozoario y conocer las n1oléculas que están participando. así como la 

posibilidad de buscar nuevas alternativas para el control y tratani.iento de 

la trico111onosis. 
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L INTRODUCCION. 

La tricomonosis es una enfermedad de transmisión sexual, crónica no 

mortal, causada por el parásito Trichon1011as vagina/is. Esta enfermedad 

es una de las más comunes en el mundo entero, ya que afecta alrededor de 

180 millones de personas, en México se estima una tasa de incidencia de 

108.1 casos por cada 100,000 habitantes, y en 1997, hasta la cuarta 

semana de julio el número de casos reportados por el sisten1a nacional de 

vigilancia epide1niologica fue de 48,159, siendo los estados de Veracruz, 

Jalisco, D. F. y Tabasco los de mayor incidencia. 

La trico1nonosis presenta una sintomatología típica de una vaginitis 

en Ja inujer y de una uretritis no gonoc6ccica en el ho1nbre. Los signos y 

síntomas de la vaginitis incluyen la presencia de descargas vaginales (flujo 

o leucorrea) abu~dantes, malolientes y espumosas, de color .blanco 

verdoso, algu~áS,.J~ces··sanguinolentas, dolor en el bajo vientre, irritación 

y picazón en los· genitales eXternos. En ocasiones se presenta irifla1naciÓn 

del cervix conocida como ucervix de ~i:esa'', __ s~~<:>,_.~,_tip~~o _de Ja 

tricomonOsis • 
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Trichomonas vagina/is es un protozoario flagelado, de 1 O a 20 µm de 

largo, adopta una íorma ·globular en suspensión, ó una íorma ameboide 
"-, .· - -.-. 

cuando se .encue.ntra ·idherida.,al;eplteÚo:vaginal in vitro (Arroyo y col., 
- .·· - --~·-_-,.·--- .. -,,,..- -~-=--·:=--·-::::~-C;-:_:':i·----·. __ --. \. 

1993) e in vivo;·.·.;5. aereotolerante;'.yCJ?arásita. el tracto urogenital de los 
, ~ -.. _ -· -; ~-- ---? -<:~>,:,~~~;,.i;-~;;~-~-:;a~~--/~ ;:~;-: ~ .. 

humanos, cal-ece ci:.~/mitOcóndrias;0.de·:pcroXisomas, y en su lugar posee 
-- · · ·:·.~·::_,,;~i~~:~·Y11~-:,;~ .. -.· 

hidrogenosomas. : .. Los.~·hidrógionosomas son organelos electrodensos 

especializados en .1;..:·p~Ji~~~~i¿~-:·de hidrógeno molecular acoplado a la 
.-- .. _, __ -. __ .···.":·,·. . 

producción de ATP.,du~t;,:·iá':oxidación del piruvato, la presencia de este 

organelo es un~'.~-:~~-~;-_;·J~5,_;·~-~racterfsticas propias de· las especies de 
- . -:;.;,;_--,· . 

Trichomonas (John~~~·~·Lathi, 1992). Este microorganismo posee además 
; ,!~·-·)_:~~:J{j~~·-: ·. :_: '.: :· 

4 flagelos anteri~f.,,,~;¡,ib.res'y un flagelo unido a la membrana ondulante. 
• :.'·: c</-:'..:~::~':í'&-:-;::.:· .. :, 

El flagelo n~,á.s lai:s<>:.:~s, ~e 6~ 18 µm mientras que su membrana ondulante 

se extien·de\i~0s)~~~~~a~ partes de Ja célula.:; En la parte posterior presenta 
---~-'. 

una prolori~aci.ón .. en. fonna de espina )i!'mada. axóstilo que recorre 

axialmente el cuerpo del parásito.,'· E:;;i;;c·~~r.l.~ifo es ·muy móvil, y sus 
. -·-.·-j.."'-· "' 

movimientos se deben ·a las sacudidas de .s':l~:··f!agelos y de la membrana 

ondulante. 
•"\.'.·' ,,: .·,' 

El metabolis1no de· este •.,.flagelado es esencialmente 

:fer1nentativo tanto en en anaerobias 

(Ter Kuile, 1994). Este protista primitivo depende de un gran 

6 



número de rnetabolitos preformados como nutrientes, al carecer de las vías 

metabólicas -biosiritéticas (Honigberg, 1990). Los carbohidratos como 

glucosa y maltosa;· so11 la_· principal ·fuente _de energía además de ser 
: . '.·:- ,: --,· ' ' 

indispen~ables pará~su)nultiplicaC:ión; también nec;:_esita' de ácidos -grasos 
-,_,_" 

como el colesterol;'para:.· la fbrrriación de sÜ me'mbran,a plasmática (Rubino 

y col., 1991): '. k::~ p;~tozoa~io' requiere de. e1'i.;~~~s concentraciones de 
. -·-. · r·, , --. 1 -·~ · ' .. ·, -- -- <---.:.:•·-: -: ."_-- -': '.< . - .--._ ·_-; -· "~.-- -·- : . ..:._. ·, 

hi~rro. ino_~&á~iCo·;.,:_:; t8~t~: .~~e:<-~. P-i-~~~Crít~íi\:diV~~SOs: mecanismos específicos 

mediados por receptores ~ka ja~~~t~~f2!;'iitiÍizaci6n del hierro presente 

en los. coinponent~s- del h~es;~~ ',~(Petersoll y Alderete, 1984; Lehker y 
~ :- • - <\ ·'> . ' 

Alderete, 1992). El - hie;:.:o'i;~.;ri;ág: de favorecer el crecimiento y la 

multiplicación de -los :P~¡.á~itós en cultivo, participa en la regulación de 

algunas propi~d3d~~ de- virulencia de T. vagina/is tales co1no la adhesión, 

(Lehker y col., _19!'.Íl)-, la degradación de inmunoglobulinas (Provenzano y 

Alderete; 1995), resistencia a la lisis por co111plemento (Alderete y col., 

1995), además de regular negativamente la citotoxicidad y la actividad de 

·la CP-65 (Alvarez y Arroyo, 1997; Yañez, 1997), entre otras. Por 

ejemplo, en presencia de altas concentraciones de hierro en C:l cultiv'?', los 

parásitos se adhieren mejor a las células del epitelio vaginal al -sintetizarse 
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un 1nayor nú1nero de adhesinas (Lehker y col., 1991), en consecuencia se 

han postulado tres pre1nisas sobre lo que pudiera ocurrir in vivo; 

l.- Durante la menstruación exi.ste un aumento de la adhesión del parásito. 

2.- La adhesión es u11.meciini5n'l0 que el· parásito utiliza para evitar ser 

arrastrado por el flujo menstrual;: 

3.-El aumento en el número.de adhesinns favorece un anclaje más fuerte al 

epitelio vaginal (Lehker y col., 1991). 

Es in-iportante apuntar que la sintomatología de la tricomonosis se 

agudiza durante o inmediatamente después de la menstruación (Honigberg, 

1990), lo cual puede explicarse tomando en cuenta que el aumento en la 

adhesividad del parásito favorece la n~ultiplicación y posiblemente el daño 

citotóxico dependiente de adhesión de las tricomonas a las células del 

epitelio vaginal (Pearlman y Alderete, 1984). 

La he"terogenicidad. antigénica de este:· microorganisn10 entre 
' ' ... i .. .. 

diferentes aislados y subpoblaciones detric",,m6~~s (Alderete y Garza, 
--._ . · .. 

1988), se debe en gran parte a la disposici.ón de
0

pr~t~h1as inmunogénicas en 

In membrana de dicho parásito (Dáil~y;· y
0 

Alderetc, 1991). Esta 
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heterogenicidad antigénica entre diferentes aislados ha sido estudiada por 

medio de un estudio electroforético en geles de una y dos dimensiones 

(Alderete y: col. 1986); revelando sorprendentemente una conservación y 

gran diversidad :· en el patrón de proteínas totales entre estos, 

as(~orri'~ l~·:Pfes·e·~·c;ia··.·cie un prominente in1nun6ge110 de superficie de alto 

peso .. .;~1:.'~·~1'~r.' de ,270 kDa (p270). el cual ha sido asociado con la 
•, ·,-.. ;,~. :'':' 

diversici..:~~anÚgénica que posee este flagelado (Alderete y col.. 1987). La 

p'resé~~ia.d~··dicho inmunógeno fue caracterizada por medio de anticuerpos 

monoclonales y sueros de 111ujeres con tricomonosis .. los cuales contenían 

anticuerpos para numerosa proteínas de superficie de alto peso molecular 

(A\derete, y col.. 1985). 

Los resultados de estos ensayos demostraron la existencia de dos 

tipos de aislados; aislados tipo 1 y aislados tipo 11 (Dailey y Alderete 

1991). los aislados de tipo I estan constituidos por una población 

homogénea de parásitos, los cuales sintetizan e.l in,munógeno de 270 kDa 

pero no lo expresan en sU:.superficie .Y· no· presentan variación.antigénica. 

Los del tipo Il esta compúest~~ por una población. heterogénea .de 

organismos con respecto a la expresión. d~l in1nunégeno sob~e· ;su superfice 

y llevan a cabo variación antigénica de la p270 (Alderete y .col., l986). 
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El hallazgo de estos dos tipos de aislados también fue posible evaluarlo 

por medio del erisayo d.e inmunopreciphació,;. de .;élulas (~lderete 1983ki; 

1987; Alderete. '.y ·col.,: 19S5)~ en· donde; los'ianticueri:>o;:del ·su~~º de 
"- -- ·-~ ._ ·--.... - . . ' - -··- . :-.· ' "\y' - . - . - ' . . . . .• . 

:::~~::.s p::.n 1~%s:~~b~~DL~:ri~~~:e:i:i::C:2}f .J]f ,~J~]f~;J~i1~~:::: 
.~ . '. '/ ~ ... :;.~·:,_,,. "" ' 

demostrarid,os~ de i!Ou~i m~nerá. q.;:e . algun¡¡~ d ... ¡~~ .s~-~t~~i~h~~ ~~kinales 

poseían un· repertorio de anticuerpos . de unión. a. PfotC:inO.'s·::·de··; ·s~P~rficie 
. _-... · 4·-:··:·"; ·-·;· ·; 

detectables rápidamente por autoradiografia, y .que.:otras'''• _caredan de 

anticuerpos de unión al inmunógeno 1 pareciendo co~·ó·,',;;:{~é~i~:s~'~s~Uyieran 

"desnudos" (Alderete, y col., 1992). Empleiu.:d~ .• í~f t~!~~~~~?r~cencia 
indirecta con los sueros de Jos pacienLes 1 se demostr6~':'.i la, naturaleza 

heterogénea de la población de trk~·1~~:j;·:~~~~~&~~it~~f~:.f!i'e~¡}992). 
La generación de anticúerpos .monoc!Oriales''réactiVo.s ·ºpara: la superficie. de 

r. vaginalts, .· .fü~.·•·.~,[~;~Igi~$'.~v:·~i ,;p;f ~~1\~~f ;f f1;~i)J~&í~~JJ~\~~~~f ;ai .... · .·. 
especlficamente~l. C20A3;··dió:uri'.pati::ón;ci~ofluo~o1rié~ico·(e,~}~lgunos·de 

'.:,::·:::;,:~E~tt.i11~j?:~~J~~~f¿~~1~ri.~t: 
anticuerpo- .es ~n~·-h~~~n~i~~t~·:p~~ .:6~~1fi~,~-;'.·1~-~~~~~~i:id~-d~-de ~afiación 

' -.:.: , _-_·. - .·; .. - '· .· - - -., .. 

fenotípica bas;.da en In e>:presión d~ irinn1nógenos en. la·· ~uperficie de los 

10 



parásitos {Alderete y col.. 1986). así como también la existencia de dos 

tipos de poblaciones de T. vagina/is parasitando a los humanos (Alderete 

y col., 1986b; 1986, 1987). Otros datos indican que la. variación 

fenotípica in· -vivo del in1nunógeno d~ 270 k.Da es Un excelerite ·marcadOr 

molecular de los aislados más viruÍentos;. :P~r'.~tr~lado,•s~ encontró que 
·:__¡_, ... -~ ·-1:~~-. 

::::~:~:::::g:~rL::~~~s~t;~~ijf \5t····· -~~~'.~t~,1±·•·.~::1.ª;~;ió.n. de 

. °7 ~"4~~'1~¡i~,~~2~~~~i~~~l~J~Jf = 
diferentes aisladcis~de·ce·ste':parásito;·:es'et hec ·.· e'· 'úe'.'sé;ha/encoritrádo 

·-.·:,·:: ~ ., "::J:~~.:;·-~~-:~~~,.-:,\o~~~:~-~~~~:¡~'.~~l;~;~~)t~i~~(~~}'e~·'.'-t~!~[i;:J~il{.~) J~~:~;·'.--~~1,~~~-f-~-~~~.,-· '.· · 
niveles_" de .:-·actividtid --~. (3~heinolític"a"iten'\.;{aisla os:·. ?J,Y:.Jt'ésto;:.f_se ':ha 

.· ~-. -'. ::-. ~-t:.:~;'.~ ;~-;:~~~J~::·~i~H~~}~:i~~-~~*btfYf~~~;~~:~l?f~~t;iS~~I~>F?!~:~/ =~\~:~:~~~;~~4-~1~{lt~.~-~:-~~~1'.;~_ i:~'.~6·:. -: ~:·: 
correlacionado· con' la ::virulencia' chmca: (Kr1eger, y,¡,col;·,:;.19~3 )'\'·':Estudios 

' >-· -<~\~;:~:. :x'.::;_~).::.~~~;~~i§~?~~~:t~'i~~;~JiM:::,~~~:.¡ ~~:/¿~~-~-~;-~~~m~~~.'~;~l~.~~L;~:~'i!X?~l~~;: ::~:::.~ ·: " '· · .... " 
realizados en pacierite~(cont síntom·as seVerOs_dC:inf~cciOri·-por tricomonas, 

_ '.·. . .·. ~ .,_·_:·::.·: :·;~~-;-~< t:~::s~~:~l~~f.'_r~-~~-:·~~~-:_:-·;~:~/·;:;,::_~~:~(::'.t~,t:~)-~!!:~}1~1;pt:;~f:,~:.- _l._·-_-;., ... , 

se encontro . :una · alt~ , actividad! he¡noli~ca,/ mientras· ·que· ·pacientes 

asintomátic?s pres:..;:t~~;~~\.~~f,!~~firidf~.~1~iolÍtica baja. detectada por las 

zonas de hemóli~is.ai~edC:dor-'de·'i~s: colo..;:ias sembradas en agar sangre 

(Krieger y col., l983);•~c;st~lando que la hemólisis es importante para 

proveer nutrientes:~ para el· parásito, a partir de las lisis de eritrocitos 

(Kricger y col .• 1983). 
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La capacidad de parasitar que posee T. vagina/is, se ha relacionado 

con la expresión de proteínas de adhesión sobre la superficie del 

microorgani_smo (Alderete y col., 1988; Alderete y Garza, 1985), de las 

cuales se han identificado cuatro proteínas de superficie 

como moléculas putativas de adhesión (Alderete y Garza, 1988), 

canicterizadas posteriormente co1no las adhesinas de T. vagina/is., con pesos 

moleculares de 65, 51, 33 y 23 kilodaltones (AP-65, AP-51, AP-33 y AP-

23). La cantidad de estas adhesinas es directamente proporcional a los 

niveles de adhesión del parásito (Arroyo y col;; 1992). Dado que aislados 

frescos son más adhere_ntes que aislados_mante?_idos en cultivo por largo 

tiempo, se s~gf~;e. q~·e ·ra~tC?ies·.·ainbi~~~~·ÍeS::~~~~Y~s·~de la vagina regulan Ja 

expresión de lns a~;~esirias((Arroyo¡'y"~iJ.;;if~~~; tal como lo hace altas 

concentracione~.~e;fi,~~i\~B_jt;b~~~~¿1c~f~~~J,f~o; regulando a nivel de 

transcripción -Y de manei:a _c_oordináda;paraihis: cüatro adhesinas (lehker y 
·:" _,. -) _ .. ::· /7t:<''. · ,:·,t~,~,:::;~~.\:ht~=~~1:~fü~I{~-,~1;~.~}~~~~\~/ ;r,;;i: . _;-:: . 

col., 1991). -: -Por>•otro'-;ladó,"-otros'.;'estildios ;han• demostrado que entre 
. :' :'..-:_-. :.·~¡\ }: :/ :" '.~~: ~~ ,\'..:;:;:/~{· '.'f .f/.~~-:: i:l~'.:~~ }'.;tt~:~:· ;\: ;~--:<_;· :;. ~:~. ~-;~ . . . . 

aislados fres~o~' .d~ · tricoÍljoÍlils ,; Y j iiiSI iido~.-.'.1n'rintcnidoS. en cuJti vo por pases 
- _' '·.:: ,, ··;: -, ;~· •• ,. ::;".'_·. -. ,,,.·- ._. J 

prolongados difi~~en''1a ~~~ti~;;-d'cÍ<;:µ¡.()'t¿;iha~ns0 ya que previamente se ha 
.. 1< ~.~~{; .~:,._-;:: . 

reponádo- que T. :;vagb1ali;_•'p~see altos niveles de actividad proteo lítica, 

detectada Utilizando -,gdcs de -poliacrilamida- copolimcrizados con 

12 



hemoglobina desnaturalizada (Coombs y North, 1983). La actividad 

proteo lítica de este ·flagelado también· ha sido detectada en geles. de 

poliacrilamida copC:,'um~rizados con , geláti~á como sustrato· (Lockwood y 
.. · ~· ·. - ··- .-. . ' --· ' . 

col., .1987) e~plelll'dose'cultivos fresco;<y ~ultivos mántenidos por pases 

suceslvos;~~h;líV~~li~~ti~~;~~~:~~\+~/~~~sis de una y dos dimensiones 

(Neale y Aldéréte;~<i990);'.c''·"Este "análisis demostró la complejidad y 
: ·_ .. ,. '··f·· ;·+:..::.,f:c,~::··~~/" ,:.i,,- .. ,,. · · · 

heterogenicidad' de)fas';:prÓteinasas presentes en ambos tipos de cultivo. 

Au~que ~uirJiir;~~;~~e.;t:.ti~o de proteinasas es similar tanto en los 

aisl~d0S.fr~~~6:~ -~~mo en los n1antenidos por varios pases en cultivo, existe 

heterogeniC.idad en la actividad proteolítica de algunas proteinasas. Estas 

diferericias fueron detectadas en los aislados frescos mantenidos en cultivo 

por varias se1nanas, mostrando un aumento en el nún1ero y en la expresión 

de las protelnasas. Fin.ahuente, en los experimentos con animales 

inmunizados con sueros y secreciones vaginales de pacientes con 

tricomonosis se observó la presencia de anticuerpos para algunas 

proteinasas de T. vagina/is .. niostraron la naturaleza in1nunogénica de las 

mismas (Neale y Aldercte, 1990). 

Debido a que T. vagina/is reside en el tracto urogenital de los 

humanos, la adquisición de nutrientes como lípidos y hierro (Pctterson y 
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Alderete, 1984) es limitada, sin embargo, posee mecanis111os específicos 

para adquirir lípidos de las secreciones de la mucosa (Petterson y Alderete, 

1984). La adquisición de lipoproteinas :puede· .. ocurrk'~ ti':ivés ·de·una 

proteína de superficie de MT:>~:S~ .ij~·.~t,;~:i;~f f~~~.i~~~~\~~~~~~:io,te~~a 
CIII. se encuentra ·en: varias: subíracciones · de.~lipóproteinas;•: las , cuales 

. -: . . -.~ '.-.:·_ .. :·.·:;-": .. · -_::~~-~~-.'.,-;_~:}~:~~·,·\:t~.~::{(=~P~t~~'J:'~\;:i}i:~~~~~~~J;¡.;·;: . .-.;: - i~~~fl;J~2!~~",'t·::::.~'.}:::::. :~_\::: 
ayudan a demostrar 7 In:.:: habilidád ·;~de,\ las·";:· a:I'ásí · fa 'F intemalizar 

_ · ____ · ... j:\·:·~·-· .·~~:s~:~¿?~.~~fr::F~;~;~·;-~~?~~;:;~r~; · · -. ..~:v~:n:}-~iL<~-,:ii~:~~::L\.".:-._: . 
lipoproteínas ·y. áéumuladlos',;lípidos~~dentro.!:. as'.·del •·mismo. 

parásita. d.esc~;~:~~·~~~~:;~ffe.~~f ;in~···z~·'·~T~~~~{~~.. . ... ..f:~~--t~~~j'i\:~ .. ··:··· óe 

hecho, el medfo, con1plejo ·,. dej;); iC:asa".leva'éiura;;' supletncntado/ con 

lipopróteina;·;~-¡.~+~~f~f ~~~f~~~~f~tt1~~tt~~~¡~f!htª~~'.~It~f~le~·:~ ··las 

niveles de crecimiento enmedio·suple?1~niado ~on•suero'comoúna fuente 

de lípidos para ;~s tric~á~~~·c~it~Ji~~:i~~'á"~t!i~!'~é~~~4)~ ·. Esto muestra 

la i111portancÍa que tien~-JÍ2·:·v:;_y~ti~,:.:i~~~~~~,i~~;de:\i"n3.-''fuente de lipidos, por 
·-:"· 

ejemplo, diferencias en Úpoprot~ína's,'~nt~~ ¡:;.;cientes puede afectar el perfil 
._ ···""- ' -· ... .;_. 

antigénico de la infecciónp¡~as,ítári~}ó :i1terar la suceptibílídad del huésped 

para resistir la infcc.ción~ ~Final1nC~te, l~s niveles de lipoproteínas en las 

secreciones muCosas· d~_,1a· VaSin~ pÚede no ser suficiente para reproducirse 

(Alderete, y col., ed: 1992):· 

14 



Tricho111onas vagina/is también se une de manera específica a 

eritrocitos fijados, para posteriormente internalizarlos, ·para ello utiliza dos 

proteínas de superficie con un peso m()lecul;ir.relativo" de 12,SOO y. 27,500, 
_;·'.-'Ti"-'--=;-""""-;-

llamadas proteínas de unión a eritrocitos"(EPB,s):°,}Esta'.~. t;dhesinas. de 
/«;J 

~~=:::::.:::::::::~:~::j~~~ll~~f ~±~: 
de ratón anti-EPBs inhibieron la unión-a eritio~i~o'~·~f:'~~g=:rJ-.:~~~~.:~~··d_emuestia 
la especificidad de la Íl>teracción (Lehker Y.c~i;;:l~.~()j~\~#~,·'. ? '••·• · 

El nivel de unión de eritrocito entre alsl~d~~¡~;{k;i~i.i~ies, a'.unque es 

reproducible por varias generaciones en prueba~ ¡e·~~i~;;1~~~~r,,~iéri se ha 

encontrado que varia ampliamente en un. peri~d~ ,·¿~---~~~-~~~~-' ·s~.n~ .. días, 
' ,, .,,,,,: ... 

exhibiendo una variación fenotípica en la e'xpr~sióri"'e~\i~~ ;.dhe~inas del 

eritrocito similar 3: la descrita previa1:11ente pani.Otr~~1 .J.nr?~~-c?ien-Os '(Lehker 
··---.·-, .. 

y col., 1990): 
··;;• 

';.> _,. 

Este parásito, también.requier.e de altos nivel~~ de.hierro >200 µM 
,,.;_ 

para una actividad metabólica má><.ima.·(Gori~l,·:1985,); La manera de 

adquirir hierro del hospedero, á pésa~ "de qu-e ;;.; ¡;;.;-.,:c,ritrarse libre en Jos 

fluidos norn'lales del" cuerpo, es a través_ de la presencia de receptores para 
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lactoferrina sobre la superficie del parásito (Petterson y Alderete, 1984), 

identificado, por cromatografía de afinidad con lactoferrina, como un 

heterodímer~ · d~ proteínás. complejas ~Pett~rson ; Alderete,. 1984). 
' -- : '~. --:. : ·-· ·;. ,' ,'.:-:.~ _;:~:;-~<.···:·:~-~1>;;:,:,_, "e-:;~, >_~;o::-=.:"'"'~--;/~; . .:;._.;_-:;;;">'.:~_'.-.;-.· __ · .. ,_-~,·-· ~-

La 

unión de lactoferrina pero: no· de'traÍisferriña;'que es lá proteína del plasma 

que une hieriO,, resUlt'ó--~~~~-~ ·3~-U~~-1~i~-~~,~-~e hi~rfó~ ._n1edidO· Pór la' recaptura 
; • :e' • ' • "o_( • ~' • • - '• ' - • • ' 

de hierro radioactivo(" Fe )·:~~.:~do ~e .;~~pa;ó con la unión molar de '" 1-
, ,.:.. "'•"• . . - . . 

lactoferrina .. 

N FACTORES DE VlRULENCI&_ 

La patogenié:idad de . T.. vagina/is es un fenómeno multifactorial y 

complejo que depende de la combinación de factor 

es de virulencia del parásito con la suscep.tibilidad del huésped a la 

infección y de la participación de factores' an1bientaies. Se sabe que la 

tricomonosis depende de la capacidad· d.;l. pa~ásito;,:Pa~aatravesar la mucosa 

vaginal, de adherirse a las célula~. del epÍ·t.;lio ~~gin~1; de su capacidad de 

colonizar al epitelio, y multiplic ... ~~~ ~t; ;>¡ t.;j¡c1('., ur~~enital del humano, a 

pesar de la host\idad del niicroamb~ent~ dei· h~~~ped (Honigberg 1990). 
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Algunos de Jos factores y propiedades de virulencia que participan en Ja 

citopatogenicidad de T. vagina/is se enlistan a continuación: 

1.- Citoadherencia. 

2.- Citotoxicidad. 

3.~ F~gocitosis. 

4.- Hernólisis. 

5.- Resistencia a lisis por co111plemen.to. 

6.- Degradación de inrnunoglobulinas. 

7.-Adquisición de nutrit::ntes ~~m·o el hierro. 

8.- Adhesinas. 

9.- Algunas cisteín.-p.r~te~n~sas. 

10.- Presencia de virus dsTvv. 

Aunque son numerosos Jos factores y propieda_des de_ :_.irulencia q'ué 

presenta este parásito, el presente estudio se enfocará unic:ln1entC al ariálisis 

de los niveles de citoadherencia y citotoxicidad - y ___ eJ::'anális_is de las 

moléculas coino adhesinas, cisteín-proteinasás y.- Ja··.-presencia· del. _vin.is 

dsTvv. 
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al PROTEINASAS. 

Ge11eralidades. 

Las proteasas. - son enzimas, que catalizan , -el corte de las 

~-~e s~r:ael-~J,, é~_· ~~~ii:io UP.~Ót~asa'.~._ .. se _refiere tanto a 

enzimas_ qu~. c~~ari · ui?:O ,_~-:·do'.~._ ~~-iri~áCidOs :;_tem'i~81C_~··: de las cadenas 
. . . •;-~- ., ";·.: ~.. . ' - ·:':-~ : 

::::~i::~~¡iill1í!I:~~~·~~~ 
estas enzin'las, 1·'las~.:prote1nasasi;tseY~ .. Cla"sifican:{en·"~Cuatro grupos: serín-

proteinasas. ·rn1t~;¡~~~tJ~f¡~~~~:j#~if{~i;JJ~~~t~i~~~~~;~ aspartil-proteinasas . 
. ;" ";.-··< ' (,-.- ~ ;,.«'.';-..~~~~-~-; \ ~v-_ -~~-~-> /:J.:. 

Se ha encon~ra'J6-c¡.'.. ... /est~s.'p.;oiei1lasa~"intervi·e~en en Ja patogénesis de 

enfermedade~ . ~~~~~Wi'r!~' ~{{j~~¡;¡t~~:'. ¡f ~n~~~i~~~{· tejido del hospedero, 
. ~ ·-;. ,,;,_: • '•)¡~':- '. - , .. 

ayudar al parásité(a·_·e~adif_·~-~·:res·p~eSi~ iD~lu~·e,-:>:~·1~,~·digestión de proteínas 

del huésped · ci:..rc:~.,r;.6~~. · 19s9j. y contrib~i'Sª :· "ª'.;..bios morfólogicos 
~ ·'{~.' 

(McKerrow, 1988), en organismos .ffi~lti1»el.':'lares complejos como 

Schistosoma, algunas de lns proteinasas son· .;1~l:}iSriidas en las diferentes 

fases del ciclo de vida de dicho organism.o. Es: evidente, que el papel de 

las proteinasas está directatnente relncionado con su·1aé:n1ización. 
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Así mismo, en Saccharo111yces sake, se ha descrito que las enzimas 

proteolíticas están unidas a la pared celular (Kusunose y col., 1980). En 

protozoarios como Tetrahy111ena-pyrifor111is, :se"ha·~eportado_ actividad de 

proteinasas extracelulares (Supryno~i~C,, :~:: Alle~C.e11;·. 1980),' sobre la 
' - .. ·-···--·..; ,' ··- - .· .,. :., 

,--,-·-
superficie de trofozoitos de EnÍamoebci'histolyÚca (Gorizalez-Garza y col., 

1977), y de Trypanasoma :· cruzi ,·en,'. '.:íir~'r'~·¡:¡tes . etap~s de su desarrollo 

(Rangel y col.,1989). 

.; ·. ·_'; ; . -:-· ~ -~ 

En éUaÍ~Q;--~~p~~i~s :de Leishn1ania se ha encontrado 

actividad d~ prote.inas3s. p.;,,ra._:L~i~h_mania mexicana mexicana, North y 

Coombs en 1981, empleando electroforesis en geles de poliacrilamida con 

hemoglobina de~n~t;,ralizad;., d~inC>straron multiples forrnas de proteinasas 

activas a pH 4.0 tanto ~n ~~aSt~gOt~s como promastigotes. Los extractos 

de an1astigotes tienen. 4"pi~t~ínas ~'layares con seis formas menores. En 

promastigotes, el patrón eS cualitativa1nente y cuantitativamente diferente, 

estos promastigotes poseen . menor actividad en proteinasas que los 
- . . . ' 

amastigotes, n1ostrando una·h.idróli~is_sobre azocaseína en un rango de pH 

de 2.5 a 8.5 (Coombs 1982)/ :::En Tritrichamonas foetus, un parásito 

flagelado- del tracto genitotirinaric?;'d" bovinos, se purificaron- protein,;.sas 
.. 

responsables de la hidrólisis de he.ri1oglobina desnaturalizada, éon .: un peso 

molecular relativo entre 17;soo y 20,000 Da. (MacLaughlin y Muller 1979). 
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b) Proteinasas en Tric/1ornonas vaqlna/ls. 

Trlcho111onas vagina/is en comparación con otros flagelados posee 

una gran actividad proteolítica, debida a las múltiples formas de cisteln-

proteinasas que posee este parásito. Un análisis electroforético de las 
_;,- , 

proteinasas de T. vaginali's, en geles .::on, he~oglo.biita reveló un sistema 

proteolítico complejo ·(Coombs •. yiNortJi;~'{9kj);,·cjJe participa en Ja 

degradación de un in.munógi.llo'de.su~e~~cie ~~¡(~~~sito, la p270 (Alderete 

:::~~ I~it~~Iillitf ~1~~~i:. ':.:·~:·::,:: 
proteolitica'de"algunas'.rrioléculas'diúrké:>monas púéde ser común durante el 

:: . _ :· ~:·~:::. -;~~-~~:~::·;tf~,7./.'~'.~l~J~:Z~~~;~~~<:-:}~~jt:~~V~~~~~:f ~,'~~;;~.:fü[i'.~t.~:?~~1'.~~¡~~?~~,:·¡~::; :: .,., " 
crecimiento .. no~nal3det• este.·.·parásito;'';'y:;c¡ue e algunas proteinasas pueden 

residir .~ºb[~"lJ~~~~~ir~~i;tfJ;1 ~;~~+d~·;';~~6~~~¿Alderete, 1989; Neale y 

Alderete,. ¡ .1990).:. • · ,· Siri / emb:írgo;:;:Ja''. .. Cisteín~proteinasa responsable 

:::~:~~;;;~:·:.~:"··f.:!~·r~!~4ftk~:::.:.:::.:: 
como sustrato es un método sensiti~·o ~~~,';i.fi~~far las enzimas presentes en 

Jos lisados d~·cste protista primitlv~ :CLóck.(vd;'.;d y'<>ol., 1984), las cuales 

tienen un peso molecular aparente en ~l rango de 20 a 1 1 O kDa (North y 

Coombs, 1990). 
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En el análisis electroforético en geles de he1noglobina en una 

dilnensión, se identificaron por lo menos 11 ·diferentes cisteín-proteinasas 

(Coombs y North, 1983), el. análisis electroforétl~Ó en dos di~e~sio~~~ con 
'. .-.-,_.. . .: . '·.~--; - ->_'-· ., __ \-> .-;-~j_'~\,.'.-.:· ~:·:,. __ :<:>»-~ < ~>·?._ -_,' ' 

geles de gelatina reveló la presencia':~de·:,hasta.;t23 "<diferentes' éisteín-
_, - _ , . : .- ._ ·.·-:- ·. -:~ ·: : .. :~.::¡t <-~:.f.~Gir~.--: f i~i~<::'.=.tf.::.\)~_.:/ ; ·{-._:·":. 

proteinasas en algunos aislados. (Neale ;·yi·Atde.rete;';j:o' 1990);~'.'~Todas,:estas 
. " . -? . .. .. · ·<:;~ ~;-::~¡::::;;1]~~f,~~~t~3;,;f:El.~~'.~J~~;~V1-/f;~~~\~~:~~::~:/¿5>": · 

enzimas deteétadas. -fuerOn caracteriiadas :; como~-c_istein"'.'p_roteinasas :.·por. su 
·~·-. , .: .-,'." -.: :·:~-<~ i"..:_~i~tt(?~-~~-{t:?r~#~-' {7}~t ;::~\~;-_;:;:~;}~'~f~C(':~~'.r('¡_~::;· ·.- .. _ . .·: 

sensibilidad a inhibidores especificas~ '?orno\; L~upeptín; N-:ct-:-p~tosyl~L-

:::~.:::2~ «~: tr~@1~(~~t~'fü~%::•::~:::::·:: ·• 
~::~:::::·~:,:f"~~J~~!~D&::.:=:: ~·::: . .:: :·~ 
secreciones , vaginales·: (Alderete ':y:' col., 1991 b ). Recientemente, se ha 

-f.'':~·:i,;~~-7:.-:~ :!;J'-~--: 

demostrado. que• ciii:h;,;:¡" p~otcÚnasas partié:ipan in ,,vitro en importantes 
. r 

propiedades de ·vi~l~.:;cÍa' ;;c,mo ·la citoadherencia y: Iá.,citotoxicidad hacia 
' ~:. _·.-. ···<\·,·, '..;:_-: . . . ·_: .. -.' -~--<<:.:'.>::·- .. 

las células blanco del huésped (Arroyo y Alderete, 1989k_en la adquisición 

de nutrientes (¿hk~~y col., 1989), Ja hemólisi;.CÓ"Úe~y Alderete, 1990), 

en la degradá~iÓi. de irimunoglobulinas (Pro~en~ri~';'ÁÍderete, 1995), y en 

la resistencia a la. lisis por. complemento (Lehker y col., 1996). Se ha· 

establecido, qúe la acción de las cisteín-proteinasas de T. vagina/is es un 
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prerrcquisito para la citoadherencia, se postula que el efecto proteolítico de 

éstas, sea necesario. para desenmascarar o activar a las adhesinas del 

parásito;·1as cuales son muy sensibles a la proteólisis por las proteinasas de! 

patógeno ó e~t~rnas (A~~; o y . Alderete, 1989). En 1995, Arroyo y 

Alderete id~~ti~~~.:6'~.:dds · cistein-proteinasas presentes en la· superficie de 

T. vagr·;d;is. c~~un peso molecular de 65 kDa (CP-65), y 30 kDa (CP-30). 

Estas·doS protein"asas, se unen a células del epitelio vaginal, se relacionan 

con la citotoxicidad y la citoadherencia, y se distinguen por su inhibición 

diferencial con inhibidores de cisteín-proteinasas como el Leupeptln, y el 

TLCK. En su trabajo de1nostraron que cuando T. vagina/is se pretrata con 

Leupeptín, se inhibe la actividad de la proteinasa CP-30, y la citoadherencia 

del parásito se reduce drásticanl.ente. Así misn10, demostraron. que el 

TLCK inhibe tanto a la proteinasa CP-:30, como a la CP-65, 

observandose una reducción en loS. n~vele~~;~~~.~;·,ci~oadh~rencia, y una 

abolición del efecto citotóxico sob~e 1:i;c~i.'.iÍ.i'b1~#~~;': Acl¿íná~ise sabe que 

. . . . .. . . :.~ ;:: :(:ú:~~~~~:;'.:~.t{::(:l~i~~;~~~if~ ~J\~;~\:::J ~<~·-:. :·>; ~ · .. ' . : : . .:. " . ' .' -. 
la producc1on de protem:isas extracelulares:puede, estar·1nvolucrada. en la . -'. ~:> _: ·~~,-.·: __ -~--~-:~:--.'..-.~:>:~~~~:i;~(/::·.-:;~t:~~ .. --~:.)·:;.~~~~~~~;,~.'-:,~,.~~~~:,~'.-· _~·,'.- -,. -~ ... ··. _· - .. '" -
alteración de .la florii ~agfüal;y,en'el•pH (Garber,:(coL;'.1994), .• , ,I~vitro, 

T. vagina/is caus~ ~:a ~~-11lr~~tl~;i{~~'.i~~1JÍ:t~~ti~~~,¿~-r~~;,;;6s ~e su 

metabolismo; 
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el pH normal de la vagina, de pH de 4.5 a pH mayor de 5.0 hasta 7.0. La 

causa de la elevación del pH no ha sido aún identificada, pero se asocia con 

la pérdida de Lactobacillus sp. Este cambio puede jugar un papel 

relevante en la patogénesis (Garber y col., 1994). 

e) Citoadherencia. 

La adhesión de.T.vaginalis a las células del epitelio vaginal favorece 

la colonización, la infección del aparato urogenital del humano, y es 

esencial para la persiste.ncia de este flagelado en el huésped (Alderete y 

Garza, 1985).· 

La citoadhereiicia de T.. vagina/is es un fenómeno altamente 

especifico, en el. que participan interacciones de tipo adhesina-receptor 

(Arroyo y col., 1992; Alderete y Garza, 1985; 1988). El mecanismo de 

adhesión de este parásito es con1plejo, participan reacciones en cascada 

además de las reacciones típicas entre adhesina y receptor, incluyendo la 

actividad de cistein-proteinasas (Arroyo y Alderete, 1989) y la u·ansducción 

de señales transmen1branales después del contacto inicial (Arroyo y col., 

1993). 
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En la adhesión de las tricotnonas a las células de la vagina participan 

cuatro proteínas de·.sup~rficie. ll~n1adas adhesinas, con un peso molecular 

relativo de.65, kDa,51 kDa;33 kDa, y 23 kDa (AP-65, AP-51, AP-33, y AP-

23). Estas p~6t~i~a'.ia<ii~~~~idcie-~e obtuvieron mediante el ensayo de 
.·~ ', .: ~~:~·: __ ,:{:_:i} _ ~:;~:~._:~ .. '.\':-?~:- .'::~~,: .. · . - '· ... ; : ·. ' . . ' 

ligandos (~oyoy,col.;.·1992;,',A.lderet~yGarza' 1988).' : La regulación de 

la adhesiÓ~••;:,l~·:I~~g«f~1!~~~~~~~i~\.~~-~:je:~~e:d~-s::~~l~s ·p;opo~cionadas 
por factores ambientales;· tales ;c()tnO. el _hierro. (Lehker,y _col., 1991 ). 

j:/~ :~:-. ·)f::;:1: -~-~~1~ :i~~~jj;:~-.-;;~*1~\:l~~~,j_::~: --~:~f:~- ~-;ir';/.-:¡:~_-::_ -. :_. . 
En _el proceso· de·:. transducción''. de "señales;:transmernbranales que se 

, ·, ,_~;:~~-~ :-~~~~+%:·;,~~~f ~r;;:~t~~1:f~~~~~~~t-:~~~%ft~3::j~:~!t:~~~(.t.'.;é ~-
generan 'al contacto 1 deh paras1to ,•_con\: las:• células·.-. del · epitelio vaginal se 

--. · · ~-:·:-" · ; -;~}~ :'.S,'.i:.~~~;~~:F~g ~~!~1~~r~¡~~~:(,\:~;4?7'?~_r;!~~-:{r}~\~~;,~~1{ :!:.~.:;. 
detectan· al mC.nOS ~ties·· sCñalC~(diS:tii'itO.s;:,'¿·.,Lá:·~Pi-iiilel-a pi-o~ueve el aumento 

--:·) L·,. f~~¡.::::)~~:.~~~::.!D~~~::ét:]~~:\~·;;~07;¿~:·~: .. ~~~:/,::p~:~jJi!·\~·.: ·~~;:tf ;., ·:f ·~~:. , · ~ 
coordh1ado de fa!sfntesis?de¡las{éuB:tro"adhesinas:: ';'La segunda induce al 

.· ,., .. ·.:·.-~:·ss .:'{~~~ ?:~:~~~~<::.~~~~ú~::~¿\~>/~;::>~·:st· . .-:< ... ; :.:< ... é.-'-'Y~;f·; <. F: .. · 
parásito a cambiar~.s1 .. f;mOifoloSia·;,:dC;pií-ifonTie ·a··am.ebOide,··este evento es 

, . ;'.;?~~~~~<'.:f:~~:;·::-;w:;~<t>;;~~\:.: .·y:··~c~ ~~<-: ,: :.~)\~ o·. i "··.: --. ; ~,";. :.:.:·,. ~::: .,-.-! . '. ' '. -. 
dependiente.del: tipo celul .. r,ya s~e sólo º,curre en células v~ginales y no en 

células rie~a. f~':!f~~:~,s~~~(~on~;:t~fü ;~~~f,~h;e,1 :¡~~luiamiento de un 

mayor ~.;i~11~Í'o0 .~b' t~Í~~~o~'?~,· i1a~ia" _]~: c·~1J1~;"~~~(~~ ~~~~'it~·~~·,';-ge~erándose 

focos de iníecciói:i que favorecen el ~añ'é{'c;~1U13í-~Y- i~\~·6~ibl~--~o¡nunicaci6n 

interparasitaria, .probablemente.pro~o~i~~~~'é/¡'nt~r:~Í~bici~e información 

genética entre las tricomonas (Arroyo y col~,·19~3).:·-
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d) Citotoxicidad. 

Una forma de determinar la citotoxicidad de T. vagz"nalis a la célula 

blanco es medir el efecto citotóxico, z"n vitro de diferentes aislados de 

~=:,:;.:.,:;i~1~~~~~~i!~~~~:~tr:~.::··: 
como monoc~pas ~<O{c~lulas·~eLa(Alderetey P~arlman¡ 1984; Christian y 

:~:~~:: :;;~¡~¡~;~;lTifü~E:::::::::.:.::: .... ::: 
-<;-~:.:·,:.-;.,::/:.;~· >i···,· 

=~:~,'.~~1'1~~r~:I;,,:" ~~'..::::.:· ,::·:::~;: 
morfológicoS~'.defiriitiv:os'.i.'enjlaS~CéJÚ]as~-.sin embargo, la búsqueda de una 

, -_--· . -·· ·>: ~ : f..~;J:A~,1_zI;:~;J2~~k;~~~±tf{~~~;:· .. · .{/_, : ·. 
exotox1na de este patogeno no·tuvo·ex1to. 

·_'::-:: .. )-1},{{it~.\~·.0t~~:~~-~~f2h:1WJ ,; . :.: .. >-· · · 
En ~~-~~J~~-'.:~.~:·-~~d~~--l~s:·C:~.~~i~o.s,·_la proliferación de T. vagina/is fue 

::::~ñ~;I~~,;J~;;~~f ~i~".:;:;: ... ,.:: ~::::.::-;.:;.::: 
observadci·s~ _:~6ri'~'i~·ti~~¿,·~ en'~f.-al~~~~niento a las células,. y una acumulación 

de tricomon:s ::Í~rii~..s · gradu:lmente, hasta que la rnonocapa entera es 

destruida (Pindak y col., 1986). 
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Sobre el erecto citotóxico que ejerce T.vaginalis: sobre la célula 

blanco, Krieger y col., en· 1985 postularon tres mecanismos: 

1.- Contacto~é:lependiente, 

2.- Por citorak~ciiosls.' ·. 
3.- Por ci~6t~~i·~:-~:~·-:~~~-~~~~11.ÍJ3res. 

,. \ .. ;(;~:/" •',. ,<' 

Conlacto-dependientc. 

BaSándose en este n1ecanis1110 de citopatogenicidad, se expusieron 

monocapas de células de ovario de hamster chino (celulas CHO), con 

T. vagina/is viables, y observaron que Jos parásitos fonnan agregados, Jos 

cuales se adhieren a Ja monocapa de células, y la destrucción de la 

rnonocapa, ocurrió sólo en areas en las cuales los parásitos estaban en 

contacto con las células. Las células que no entraban en contacto con los 

p'1rásitos permanecieron intactas (Krieger y col., 1985). 

Citofngocitosis. 

Los estudios con celulas CHO marcadas con óxido de Indio-111 

( 111In0x), y teñidas sin1ultanea1nente con azul de tripano, confirmaron que 

la muerte de las células en cultivo por trico1nonas se lleva acabo por un 
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proceso extracelular, ya que después de 6 hrs, el 33% de la marca inicial 

permanece en la pastilla celular, esta cantidad representa la suma de la 

actividad de células CHO viables, marca retenida en C:éiulas- intactas_ y- el 

111-InOx en células CHO fagocitadas por el parásito (Kriegery col., 1985). 

Citotoxinas extraceluJares. 

La evaluación del papel potencial de citotoxinas secretadas al rnedio 

de cultivo de T.vaginalis, se realizó sobre monocapas de células CHO, 

observándose, que la monocapa no sufrió cambios, indicando con ésto, que 

T. vagina/is no secreta citotoxinas (Krieger y col., 1985). 

O Proteínas. 

El análisis antigénico de T. vaginalis, se ha realizado con distintos 

aislados patógenos, asi cotno en clonas de este parásito, con el propósito de 

encontrar posibles variaciones antigénicas entre un aislado y otro. Dicho 

estudio fue realizado por Alderete en 1983, empl_eando técnicas de 

fluorografia y electroforesis en SDS-PAGE en una dimensión:· 

Los parásitos vivos, y altaniente tnóviles se n1a~i::aron con metionina 

(S35), las proteínas totales se obtuvieron por pre.éipiia.ción con ácido 
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tricloroacético (Alderete y Baseman, 1980; Peterson y col., 1982) y fueron 

analizadas postériormenté por electroforesis.en geles de poliacriamida-SDS 

(SDS-PAGE), ~bte~ie~~C>~~-~~- ~atrón, ~e p~o~e!nas. con un peso molecular 

de 200,000 a 20,ooo]:)~'.(Alde~~t~;;·i983). / 
';!''i• . ·: .• ·~,; ·• ·~ - • -

Las protefn3s .ifiin~!l:~g_é~iéS:s rilarCadas, fueron identificadas por 

radioinmunodifusión (Kessl~r~ Í976), y posteriormente por fluorografia. 

El análisis electroforético de los di:ferentes aislados de T. l'aginalis, 

proporcionó dramáticas evidencias de que existe una gran similitud en Ja 

co1nposición de proteínas que posee este parásito, de acuerdo a la 

migración, intensidad y número de bandas obtenidas en los geles, 

independientemente del aislado de donde provenga. Así mismo, se 

exa111inaron 30 clonas de T. vagina/is. las cuales se obtuvieron por el 

método modificado de Hollander (Hollander, 1976), el patrón de proteínas 

totales obtenido, no presentó diferencias tanto por fluoron1etría como por el 

análisis del patrón electro:forétíco, concluyendose, que tanto los distintos 

aislados, cotno las clonas, no presentan diferencias en su composición de 

proteínas inmunogénicas (Alderctc, 1983). 
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O Virus de doble cadena de RNA en· T. vagina/is (dsTvv). 
. . . 

En estudios·. I-e~i~~tes ·se ·\~~~'/-¡~~~tific~ad~,- _vi~U~. ·-_es·pecíficos en 

protozoarios· ~~ri,o ;, T.·. :~~i;1~·d1{;> ·d/ariJ,.~~- i~~11bliá~- :)~e,.shn1~nia braziliensis, 
-___ · - _\_~-~;:~\L~t~-Li~~~):\/I _;·:_iJ~'..~·~:.t~~::·~::- :i\l~\:,;~~~)::~;_rii;{~-1: ·.~;': :I:.: ::_ .:_:.-::<.: ~ 

y en Ei112e_ria·stiedae:~;}~EstOS Yirüs: co-mparten·atgunas características: todos 
. ,,\j·':.:·:~-l¡-:~~}·~i'.~:~1:·:~~~~?;.-:~~~~ \~ ·~~~:::,-,~·., :· ,. . -.· " .. ., 

son virus de, RNA; algunos_ son de doble ~Bc:t~·na~ iéosaédricos y tienen un 
· 1~t"''.j~1~~:::f'?[~~{'?Jf:~~:,-\-~::: (' °'.-. r 

diámetro promedio de_30-;;4o nm y ~su genoma es no segmentado aunque con 
_.,. :~·-· ·-:,:'._:<. ~ ~:~~{1;~~~$~¿~:;~:~:-~~·~i~ ·:~:;~»:(.~' _:.,.~-1 ·-·- -~T ··_ .. ,:~,.:. · --· -- : -

diferentes propiedades.de sedimentación (\Vang y Wang, 1991) . 
. - ··,. 1·~-"¡·'.'·>:'. : .. · .. -~--,> /-:··: . ._ .. 

A dif<:i:'~~~iade
0 

lcis.genomas virales de G. lamblia y de E. stiedae, los 
. • '"-'<r;-·.: , "• 

cuateS -tie~~J'.i:::'ta¡·riliSm.8_,mobilidad electroforética e hibridación cruzada. el 

genOriiU/ .. VirBl ·de-·r. yaginalis no comparte sequencias homólogas con estos 

parásitos. Es interesante notar. que la replicación del virus dsTvv de 

pa~d~ito~: in.feCtados. se conrelaciona con la expresión de superficie y la 

variación antigénica de la proteína altan1ente inmunogénica p270. Los 

pases extensivos in v,.tro de parásitos infectados por el virus dsTvv resulta 

en la pérdida de éste, y por consiguiente la pérdida de la capacidad de 

expresión de la p270 en la superficie del párasito. 

La caracterización de los mecanismos de replicación viral y los 

productos de codificación aún no han sido . reportados (Khoshnan, y 

Aldercte, 1994). 
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Por otra parte, dentro de los dos tipos de aislados de T. vagina/is 

descritos anteriormente .=omo aisla.dos tipo l y aislados tipo ll, se encontró 

que los de tipo lI e:;tan infectados. por el dsTvv ('Vang, y col., 1987), los 

cuales, al ;~',:c:l;,'r ~l./i~~;~es'Üáa1::ii·én una transición a tipo I (Alderete y 

col., 1986): .· . · ·· ', ,ta ¿a.~aéterÍz::.'ció'(; d;; 1.;;. parásitos infectados reveló que 

:=.z~~~~r!~f r~r.·:~:-:.::~: :º::=.:::: 
Bajo condicione;':d~/,~~iii~·o'l:cci'~tlnuo (Lehker, y Alderete, 1990), las 

~- : -....• :.:. -~ .·· ~-: '. -.... ·::::·_·, -. '-.~\' -

tricomonas infectadas· _ cori ·_el -:_ dsTvv cosechadas, son. pleomórficas, en 

contraste con la .fonna.el:ipsoldal de los aislados en donde no se dectó el 

virus así como de las.-triéomonas que lo perdieron (Khoshnan y Alderete 

1994). 

La inhabilida~~-pa~ infectar tricomonas que son virus negativo, ha 

sido el mayor i1npedilnento para entender las propiedades biológicas del 

virus11 la rel~ción viriis-parásito, y la influencia del virus, si es que existe 

alguna,· sobre la expresión del parásito y/ó factores de virulencia 

(Khoshnan, y' Alderete, 1993). 
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Hasta la fecha, la m~yoria de los estudios orientados a entender los 

mecanismos de viruleiicia del ·parásito, así como los factores 

desencadenantes. CJ.i'.ie prbvoca 111· enfermedad en el hospedero, se han 

realizado con cu.lti...;b~ d~. alsl~d~s de T. vagina/is que corresponden a una 

población hetero"geri;;.,:. • ·. 

Este trabajó, presenta una alternativa para el estudio de los 

n1ecanismos y factores de virulencia de este parásito, al obtener 

poblaciones homogéneas y caracterizarlas en base a sus propiedades de 

virulencia. Esto pern1itirá ente.nder la variabilidad genética de este 

protozoario, estudiar la adaptación fisiológica, y/ó mutaciones, y poder 

establecer un punto de co1nparación entre un aislado y otro. 
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11. OBJETIVOS. 

A. OB.)ETIVO GENERAL: 

Obtener y caracterizar poblaciones homogéneas del aislado CNCD-147 de 

Tricho111onas vagina/is respecto a algunas de las propiedades de virulencia, 

y actividades biológicas relacionadas con la citopatogenicidad de este 

parásito. 
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B. OBJETIVOS PARTICULARES: 

1.- Obtención de clonas del aislado CNCD-147 de Trichomonas vagina/is. 

2-. Caracterización y selección de mutantes naturales deficientes en 

proteinasns. 

3.- Caracterización de las clonns obtenidas por medio del análisis de los 

patrones de : 1) Proteínasas totales. 

2) Adhesinas. 

3) Ligando-proteinasas. 

4) Proteínas totales 

Por sus niveles de: 

La deteccion de: 

5) Adhesión. 

6) Citotoxicidad. 

7) virus de doble cadena de RNA (dsTvv), que infecta a 

este parásito. 
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111. ESTRATEGIA 

La estrategia utilizada en esta tesis, consistió en clonar el aislado 

CNCD-147 de T. vagina/is por crecimiento en agar semisólido en 

anaerobiosis, ai_slaI?-do _c_olonias indivuduales, las cuales se reclonaron en 

tres ocasiones para·:aségurar Ja obtención de poblaciones homogéneas y su 

posterior c~;~ct~;ri~~ió·~ en .cuanto a sus niveles de adhesión y citotoxicidad 
~· . 

y el análisis'de moÍi~\Jíi..s como adhesinas, proteinasas y virus dsTvv. Para 

lograr Jos ~bj~tÍ~·c:Js\pÍanteados, se llevaron a cabo Jos siguiente pasos 

generales: 

1 ) Se estableció el inóculo adecuado de parásitos, para obtener colonias 

aisladas en agar semisólido. 

2 ) Se escogieron colonias aisladas, y se resuspendieron en 1nedio 

líquido TYM suplementado con 10 % de suero de caballo. 

3 ) Se realizó una segunda clonación en agar semisólido, con las cinco 
' . ·_. ·. . 

pimeras clon:is. ()btenid.~s, Y, se ·seleccionaron 3 colonias de cada caja. 

4 ) Se deter;n¡,;¿~~{):)a'fró;;_ de actividad de proteinasas totales a cada una 
.· ... , , ·. ;·::~~:~··);\,--:.'\" _.; ~'··· . . . . 

de las 15 , . clon_as :/obteriidás; · para identificar alguna mutante natural 

(deficiente de proteinasas). 
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5 ) De cada grupo se seleccionaron dos clonas en base a su actividad 

proteolítica la más alta y la más baja, de acuerdo al patrón obtenido. 

6) Se realizó una te~ce~~ é!Ónacióncc:>rf'Ías ~l,o~as ob~enidas. 
7) Se llevo a cabo la ;;ara6terizació;, ~e l~~',1:i'~lonas obtenidas en base a 

sus propiedades de virulencia, po~~~dio'ciei';.náúsis delos patrones de 

a) Proteinasas totales. 

b) Ligando-proteinasas. 

c) Adhesinas. 

d) Proteínas totales, 

por sus niveles de: 

e) Adhesión. 

f) Citotoxicidad. 

Por la presencia de: 

g) Virus de doble cadena de RNA (dsTvv), que infecta a este 

parásito. 

Los materiales empleados en cada ensayo. se describen al inicio de cada 

uno:. seguidos por la descripción de la 1uetodología realizada en cada uno. 
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IV. MATERlALES Y METODOS. 

A. CLONACION del aislado CNCD-147 de T. ••aginalis (Hollander, 
1976). 

J\'Iaterial. 

Medio TY.M pH 6.2 (Diamond, 1957). 

T. vagina/is CNCD -147 en fase logarítmica. 

Agar Noble al 0.6% (Dffco). 

Suero de caballo (JHR), in activado por calor. 

Cajas petri 100 x 1.5 mm de vidrio. 

Tubos cónicos desechables de 50 mi (Corning). 

Sistema Gas-Pack para anaerobiosis (BBL). 

a) PREPARACIÓN DEL AGAR SEMISÓLIDO 

Preparar 150 mi de medio TYM, ajustar el pH 6.2. 

Agregar 0.6% de agar Noble. 

Disolver con calor. 

Esterilizar por autoclave a 121 lb de presión por 20 min. 
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b) Sembrado. 

El número de parás,itos se ajusta por diluciones dobles, de tal manera que 

en 0.1 mi de inóculo se tomen 14,000 parásitos como primera dilución, y 

1,400 parásitos como segunda, dilución. En un tubo cónico de 50 mi 

estéril, se dispensan O.lml de inóculo, se agregan 3 mi de suero de caballo y 

27 mi de 1nedio TYM con agar, el cual debe estar a 40ºC, se mezcla 

invirtiendo suavemente el tubo 4 ó 5 veces y posterionnente se viene en 

una caja petri esteril. Se deja gelificar a temperatura ambiente y se incuba 

a 37ºC en anaerobiosis por 5 días. 

e) Recuperación de colonias. 

Al quinto día, se sacan las cajas, se revisan bajo el 111icroscopio 

invertido para observar la morfología. de las colonias, en condiciones de 

esterilidad se to111a una colonia con una pipeta Pasteur estéril y se 

resuspende en 6 mi de inedia TYM suple1nentado con 1 O % de suero de 

caballo. Se incuba a 37ºC y el primer pase, se realiza hasta que los 

parásitos se han liberado del agar, lo cual ocurre entre el tercer y cuarto día 

de incubación. 
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B. CARACTERIZACION DE LAS CLONAS DE T. l'agi11alis POR 

SUS PROPIEDADES DE VIRULENCIA. 

a) PROTEINASAS TOTALES (Coombs y North, 1983; Neale y 

Aldcretc 1995). 

!\fatcrinl 

Clonas de T. vagina/is CNCD-147 en fase logarítmica tardía. 

Buffer de muestra lX(BM IX). 

PBSpH7.0. 

Buft'cr de activación (ncetato de sodio 0.IM, pH S.S, y 0.1% de 

(3-mercaptoetanol) 

Tritón X-1 00 ni 2.5%. 

Azul de Coomassie R-2S al 0.2S%. 

Los parásitos se lavan tres veces con PBS pH 7.0 centrifugando a 1,800 

rpm/5 min/4ºC y se cuentan ~n el último lavado. 

Se resuspenden 2x106 parásitos en SO µI de BM IX, se transfieren a un 

tubo Eppendorf estéril, se incuban a 37°C/20 min, y para eliminar material 
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insoluble, se centrifugan las muestras a 14,000 rpm/3min. Se toman 12 µl 

del sobrenadante, y se corren en un gel _c!_e sus_trato_por 1 hr a 110 volts. 

Después, el gel se incuba 1 hr con Tritón X-100 al 2.5%, enseguida, se deja 

20 hrs en buffer de activación a 37ºC. Para hacer visibles las bandas, se 

tiñe el gel con azul de Coomassie R-25 al 0.25%. Las bandas de actividad 

se observan con10 bandas claras contra un íondo azul. 

b) ADHESINAS (Arroyo y col., 1992). 

Material. 

Se requieren 20xt06 de parásitos. 

Células HeLa fijadas, lxlQ6 por vial. 

Inhibidores de proteasas : Leupeptin lmglml (solución stock) y TLCK 10 

mM (solución stock). 

Deoxicolato de sodio (DOC) al 10%. 

Amortiguador TDSET (solución stock; Tris-HCl 0.0lM pH 7.8, DOC al 

0.2 %, SDS al O.lo/o, EDTA 0.0.lM, Tritón X-100 al 1%). 

AmortiguadorNET (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5mM) pH 7.4. 

Sacarosa al 10% en TDSET, con rojo de fenol. 
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e) Preparación del extracto de detergente de proteínas totales en 

presencia de inhibidorcs de protcinasas. 

Los 20xI06 parásitos de cada clona se lav.;n·t.res veces con PBS pH 

7.0 fria y se resuspenden en 500 µI de buffer NET. Se agregan 50 µI de 

TLCK 10 mM. para una concentración final de lmM, y SO µl de leupeptin 

lmg/ml (concentración final 100 µg/ml) y se incuban 10 min a 4ºC. 

Enseguida, los parásitos se lisan con 50 µl de DOC al 10 o/o (concentración 

final l %) se homogeniza en vortex y se incuba 20 min a 4 ºC. Después, 

se agregan nuevamente 50 µI de cada inhibidor y 250 µI de TDSET para un 

volumen final de 1 mi, y se incuba otra vez 10 mina 4ºC. 

Se colocan en el fondo de cada tubo 100 µl de sacarosa al 10% con 

rojo de fenal. se centrifuga a 14,000 rpm/30 min a 4°C y se colecta el 

sobrenadan te 

El sobrenadantc, conteniendo las proteínas totales del parásito, se hace 

interaccionar por 24 hrs a 4 ºC y con agitación suave con lxto6 células 

HeLa fijadas. Después, las n1uestras se centrifugan y la pastilla se lava 5 

veces con buffer TDSET. La elución de.las adhesinas de la superficie de 

células HeLa se hace con 30 µl de buffer de muestra IX. e hierviéndolas 3 

min, y antes de cargar en el gel se centrifugan a 14,000 rprn/3 min. El gel 
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se prepara al 9% de poliacrilamida y SDS, en cada carril se cargan 20 µl de 

muestra, el gel se corre a 110 volts/! hr y se tiñe con azul de Coomassie 

para hacer visibles las bandas de proteínas asociadas a la superficie de 

células HeLa. 

d) ENSAYO LIGANDO-PROTEINASAS {Arroyo y Alderete, 

1995). 

Mntcrinl-

Células HeLa fijadas, 1xJ06 células por vial. 

15-20 mi de cultivos de 24 hrs de cada una de las clonas de T.vaginalis 

CNCD-147 en fose logarítmica tardía (20xJ06 parásitos). 

PBSpH 7.0 

PBSpH 8.0 

DOCal 10%. 

Sacarosa al 10% en PBS pH 8.0, con rojo de f'enol. 

Buffer de muestra 1 X con 5% de 13-mercaptoetanol. 

Tritón X-100 al 2.5%. 

Buffer de activación. 
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e) Preparación del extracto de detergente de proteinasas totales. 

Se cosechan los parásitos de cad~ una de ·Jas clonas, se lavan tres 

veces con PBS pH 7.0 y se c;:,entan en el ú!Í.imo lavado; Posteriormente, se 

resuspenden 20xl 06 de parásitos en 500 µI , de PBS pH 8.0, se transfieren 

a un tubo Eppendorf", se lisan con SO µI de DOC al 10%, se 

homogenizan y se dejan 20 min a 4°C. Después de este tiempo, se 

agregan 450 µI de PBS pH 8 y se homogenizan. Con una micropipeta se 

depositan en el rondo de cada tubo 100 µI de sacarosa al 10 % con rojo de 

f"enol, se centrifugan a 14,000 rpm/30 min a 4ºC, y se colecta el 

sobrenadante clarificado. 

Ligando-proteinasas-. 

El sobrenadante conteniendo a las proteinasas totales del parásito, se 

hace interaccionar por 24 hrs a 4ºC y agitación suave con lxt06 células 

HeLa fijadas. Después de Ja interacción. Jas muestras se centriíugan y se 

desecha el sobrenadante. La pastilla de células HeLa se lava 5 veces con 

PBS pH 8.0, DOC al 1 Oo/o, a 4°C y las proteínas asociadas a la superficie de 

las célul<1s He La se eluyen en 30 µI de buffer de muestra 1 X e incubandolas 

a 3 7ºC/20 min . Luego, se centrifugan a 14,000 rpm/3 min para 
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recuperar el sobrenadante. Se prepara un gel de sustrato, y se carga en 

cada carril 20 µl del sobrenadante.conteniendo las proteinasas eluldas de la 

superficie de las ~élulas·.HeLa~· D.espués de correr el gel a 110 volts por 1 
. ,, - - -

hr, éste se renaturaliza ;,oriTrÚól"l'x-100 al 2.5 %, se activa 20 hrs a 37 ºC 
--·:.,·- _,_ .. 

en buffer de activaci~n ,(v~/~~~ndice), y se tiñe con azul de Coomassie para 

hacer visibles las bandas de actividad. 

O· OBTENCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS 

TOTALES (Aldcrcte, 1983). 

Material. 

Clonas de T. vagina/is CNCD-147 en fase logarítmica tardía (20xt06). 

Acido tricloroacético (TCA) al 100%. 

Hisopos estériles .. 

Tubos Eppendorf estériles. 

PBS pH 7.0 estéril. 

Buffer de n1uestra 1 X si11 P-mercaptoetanol y sin azul de bromofenol (ver 

ápendice). 
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La obtención de proteínas se hizo por el nlétodo de precipitación con ácido 

tricloroacético al JO %. 

En _este ensayo, también se requieren de 20xI06- -parásitos de cada 

una de las clonas. Los parásitos se cosechan por centrifugación a· l,800 
. " . - -. - . -._ -~·. ". . 

rpm/5 mln, ,;.;, 1'avan tres veces con PBS pH 7 .O estéril, y e;, el 'último lavado 

se cuenta:.e1_ n'~rliero_ de microorganismos. En un tubo Eppendorf de 1.5 
. . .. ,. ' 

mi, la pastilla; de 20xl 06 de parásitos se resuspende eri 900 ~tÍ :de.:PBS 

pH 7.0 a 4 ºC. se le adiciona 100 µ! de ácido tricloroa:cé~icc,'i:·l· 1·00 % . ~· . . 
(concentración final 10%) y se incuba a 4ºC/18 hrs para'.:pre~l~ita,: las 

proteínas. Se centrifuga a 14,000 rpm/3 min/4ºC, se/cl~~a~ia .;,¡ 

sobrenadante, la pastilla se seca con un· hisopo para . ~li~1Ínii/:el • TCA 

residual y se resuspende completamente en PBS. Se IaV& cinco veces con 

PBS pH 7.0 frío secando la pastilla en cada lavado, esto es crucial para que 

el ensayo sea exitoso. 

g) Preparación· de la muestra. 

La pastilla de proteínas precipitadas se resuspende en 400 µ! de buffer de 

muestra IX, se toinnn Sµl para cuantificar proteínas por el 1nicron1étodo de 
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Lowry modificado (Bio-Rad) en placas de 96 pozos. A cada muestra se le 

agregaron 25 µI de la solución A y 200 µI de la solución B. 

Se dejó reposar 10 min y se leyó en un lector de ELISA a 630 nm, como 

control se utilizó albúmina y se construyó la siguienu: curva de calibración: 
;·· 
-;· 

Bco STO STD s"io STD STD Mta 

2 3. 4 5 

Muestra de proteínas TCA 5 

STD de Albúmina ¡11 2 3 4 5 

Buffer de muestra IX µI 5 4 3 2 o 

Solución A µI 25 25 25 25 25 25 25 

Solución B µ1 200 200 200 200 200 200 200 

Concentración del estandar de albúmina 10 mg/ml. 

Para analizar el patrón de proteínas totales de. cada. una .de la~ clonas, 

se corrió una electroforesis discontinua y <-:iesn~·~~i~·.!Í~nte .~·.en;: ~~l~s de 
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 9% y 0.75 mm d~ gr<lsor; cargándose 

en cada carril 30 µg de proteína. 
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h) ENSAYO DE ADHESION (Aldcrctc y Garza, 1985; Arroyo y 

Aldcrctc, 1989). 

1\-Iatcrial. 

Monocapa confluente de células HeLa, sembrada en caja de 96 pozos de 

fondo plano. 

Cionas de T. vagina/is CNCD-147 marcad~· con 40 µCid~ timidina tritiada . . . 

(3 H-Thy) (Amersham ÚFE Sc:;IENCE,'iiciivid~ci e~~eci~ca 4.8.0 Ci/mmol ) . . . - ·,:··_ .· - '"':.-.:-: . 

PBS-EDTA al d.;o/.; :,:,~< • 
PBS pH 7.0 tibi&.iS 

Mediob'rviEJ: ~u~Í¿~~4á~~ i:on 1,0 % de sucr~ de caballo (DMEM-SC). 
··:., 

Cultivo·de ;,élula~·HeLa. 
-; . ,_. .. _ ·: .. : ~- ·. ..- .... -·· 

Medio d.;. inter;.i:~i~;, TxMmMEM ~¡~ sUero (1 :2 vol/vol). 

Liquido de centelleo para~1.l~~ti'.as'aéuosas. · 
. . .· . --~ •",- .·: -: . : :: .·- ,-__ .· :·-_-:: : , '.. ' . -

En este ensayo, la rel~ciÓ;.,_ párásit.:i:.'céiuia HeLa es de 4: l. . ._ ... ·- .. -·· 

i) Preparación. de ·mol1ocapas ·de ·células HeLa. 

En condiciones de. ~sterilida.d, 'se. retira el medio de la botella de 75 

cn12 donde se cultivaron las ·célullls HeLa a un 80% de confluencia, se 
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agregan 10 mi de PBS - EDTA al 0.2% tibio para despegar la monocapa y 

se deja reposar S min a ten1peratura ambiente. 

La monocap":. se d.esp~e.:.de 0co~. un suave golpeteo en el canto de la 

mano,· las cél\Jlas se:;esf;p~ndeltcsv~~e~; y s~ transfieren a un tubo cónico 

::.::fu~f ~~~!~l!!~iti~·~~~:::.:.::·:·:·;,: 
medio DMEM-Sc;::;·de:áquí:se tom :Sx106. células 'y se resuspenden en 

·. _ '·:.~.·:~¡~~·;:_~:~~~;J'.~:{rt!~~W\~%~~g~$~~~~r,~·· .. ~-, :,~:~ ~;-~~ ~~~~',:\'};/':' .. -~>;. ·"· ... . ·::,_. _ -. 
un volumen: firiál~ifa) 1 ;ffil¡¡faé.rriedio DMEM~SC;;: ;.i.Se siembran 5.0xl o4 

-· .... -~?·:~.~\~tJ~~;~~-;:r:.,f~~:~1~rf~t~~WJ~'.~~1t~~t~~k:~:f¿~~-~~;'.~~:;~s~~ij±~i~~t.~f;:0Etr~i~J/',:1_~~;2<.:/:::.~'. :·:::~ -:: ~- .-,.-.: .. 
células e.:. ioo:~iU::le:meaio::eii.cáda pozo;.:se'irícuoaií 24 lfrs a',37~C y 5%'de 

-_ .. - ,, _ .;;f--;~<~~:i-: .. _::.~~~s-~;~;~;f~~~-:~!~~:1t~~~~l~~:t4~~t::~~~f}~~~~~1tri.~4:~kt~~~~: · ~ · · · · - · 
co2 hásta :ábteneril ooo/o''Cle:'coiiflueñciiii·'a"" · 

~·: :.~--,~~·:~·'~·;.:~: :?~f ;:~~Yt~¡::~t1~·f?I~~~fy~t'.:;·~t~.t~;~f$~tú~~~1· 
de los pozos/se:daVa":rla··.?monocapa· · 

. .~· 7, :::·~~~.r·:§~;~l'.:Y.'.!~~Y:~i{f~;;:óW~:,\·~N~~~/::.~ 
glutaraldehído· al \2;5% < ¡)ol'cl·: llí".;n 

la~a 3
. v~c.~~:.w j~~;~f ~~·~~tt~$'"~i:~t~~tt;~~~;~~:~~.?:~~~;,:.~;,·.~:i(~~f º:~M/3º 

nun a temperatura amb1ente.\"F1nalmente;··,Ja_monocapa··se;lava nuevamente 

con PBS p~~ .o!? _" ·.tf i°iiJF0tt[ .. . ' .· ~~~-[ &J~··~.v~;i!tr i'·:ii; ~i : ' 

En. este ensayo; l~s ééliJlas :I~e1c'.a .. se(.fija~c1~(ver.apéndice) .para evitar 
. -~-- ~i:;·/\: ;;;:: .~'.:,:_~; :' :'.~~;i_~/"' ~'~?.f +-<~;~;~:~_-;'·:·-~~ .-~::;\"Í':··;::-~{.' -:_'./--·-~·- .. ~- -~;· :.: .·,,. :·· -. : 

que haya destnicci.~n c;!e··taxm·onocapa·c;p~r'·éP'efecto~ citotóxico de los 
·-· •'. . -

parásitos, lo cual intéfreririá en los 'resultados;· . - . - -. . . -
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j) Procesamiento de Parásitos. 

Para este ensayo se re:q':'iercn· por lo 1nenos 2xl06 parásitos de cada 

clona marcaclos.c~(l 3 H-Tritiad;,: por 1.8 hr .. Para Tnarcar ··tos parásitos, a -
-~·.":·:~ .. ~?->:-'·:···~~.:-~;.~:·.~;,;/·.>:<\: .. '-.-. ·~:· > .-<;· ,_,;-_: ... ' ____ : ._·< .:~··--· -.. · .· :: 

cada cultivó de ·6 inl (en tubos ·cónicos de plástico· de. 1.5 mi) se· le agregan 

4oµci ·de íimii~'~~:~~~iy~~~.~: '.~,:~~:2.·~:~;~J~f;k~~f:~~t~~~ts.'·:.:.~Ttc···· 
Los par~ii~~ ~e C:6secti;,:;.;.: despegandolósTpriinero'1déJlas"pare·des del, tubo· 

con un his;~~; :~~eifü~~·;~e •' ce~ttifu~~~', ~ i;¿~6*~!;::f~~¡'~''.'~ ~:c.j:• El 
· ,',., · · :-;..,.., · , :;->!- •· .. :r:·.-. · .. -- ··:-~.p ·-·.., · ·-- " , ~ · · - -·: • 

sobrenadanté.~se '~~c4t~:~.;, ~~~~¡;h~~'.f~di:~stidlivoi:' lo;' p~~ii~~ .. s~ laf~··· 3 

veces crin PBS.'pH'Ú~~;.¡,;,:,'e1.'térce~i;,:.Jado se,cue1~~~- i.:;. pastiÍl;,: de.·, 

parásitos·· :se·~:-~~~-~s~~~~~~'.- ·,en·. medio TYM/DMEM sin suero a una 
:·., .. ;:· , .. 

concent~ación d~;.x106 parásitos/mi. 

El 'ensayo''de adhesión se inicia al agregar a la monocapa de células 

HeLafijadas; 106 µ\ de'parás,itos por pozo (2xl05), y la placa se incÚba· .20 

n~in a 37. ~C; cada muestra se hace por triplicado. PostCriof~e,rite, el · 

sobrenadante se ~·emueve d.e C_":da pozo con una pipeta .Pasteu;:y :~~:·lavan 

tres veces con PBs'iJÍ-I;!~O tibio, eliminando el sobrenad~nte ;n \;~ ~~;echos· 
radioactivos. La marc~'radioacti.va se e luye con .1 oo· µl .de ~OS ,'11 0 . .:1 % pór. 

pozo durante 1 hr. T~itsc~lTido este tiempo, con una ~icr~pipeta se toman 

los 100 µl de cada pozo y se depositan en viales de ~l~~ti'co para centelleo 
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previamente n1.arcados, y conteniendo 2 rnl de líquido de centelleo:. Para las 

cuentas totales, se dcpo_sita_11100 pi dela_ suspensión d~ parásitos (2xl05) de 

cada una de las 'clonas usada, en- el ens'ayo. Se-leen cuentas por millón 

(cpm) en un contad()rd~ ~~nt~llc() cnel ca~al paratrit,io (3H,; El porciento 

de adhesión ~ara cada una d~ l~s 'clon~s so; obÚené de la -~iguiénte mane~a: 

media de las lecturas de cada muestra . en cpm 
X 100 =%adhesión 

cuentas totales de cada muestra en cpm 

k) Ensayo de Citotoxicidad (Alderete y Pearhnan,1984). 

IVlatcrial. 

Clonas de_ T. vagina/is CNCD-147 en fase logarítmica tardía (2xl06). 
'' ' 

Placa de 96 .po:Zós de fo..;do plano con monocapa confluente de células HeLa 

(Sx1Q4 cels, por po2:o) . 
. ·. :··. ' - .-

Medio de inter'acció;.; TYM/DMEM en una relación l :2, sin suero. 

PBS pH7.0. 

Formaldehído al 2% en PBS pH 7.0. 
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Cristal violeta al 0.13%. 

SDS al 1 % en Etanol al 50% . 

.l\1edio de cultivo de células l'IeLa (DMEM suplementado con lOo/o de suero 

de caballo, inacti~·ado po~ calor). 

1) Preparación :de: monocapas· de Células HeLa: 

La prep'íírafi,Óri"~~lasn~o'noéápas confluentes de células HeLa se hace 

de igual maneri. ~~~ ~~~ ;1. ellsa;~ ~é adhesión .. Breven1ente, en placas de 
:·. ·,,. ·"":,, 7 • ¡ ... ,,,,~_-.• 

96 pozoss;;·~'.if~:ª~/:~:-~1~·0~,<~é]+\~,;~~;~ip·~'.rP,~zo>~:S;; incuban 24 hrs a 

3 7ºC ·),:5%: de_-.c.02·.·h~St~~6bt~~e~\1nB\TIO~hcapa~·~~ríflúent·e. · .. ·A· diferencia 
.. ;r_, -.; ,·,, ·:'. ::¡-- :.-~.'-' 

de laS nlono~~-paS··. P~r~:-~l . ~n~~y·c;;-:-d~~-:-~dh'~~Í~~ri,< és~as: no· se fijan, pues el 
"'',' ' ·-' .. - . 

··'' 
ensayo Se basa ·en.·: iué"Cúr ta dCSirLJ.C~iÓrl·d~ .la mO~Ocapa~ 

- - -· _, ' .. -.--··. ·, .· .' .. -

. _. ·... . _:. ·. .. 

ml Cultivos é:le1'·alslado CNCD:-147.de T.l'Ogi11alis. 

Los parás_itos· de un cuhivó_ de 24 hrs se despegan de las paredes del 

tubo con un· hisopo eStéril, se transfieren a un tubo cónico de 1 S rnl estéril, y 

se centrifugan a 1,800 rp111/S rnin. El sobrenadante se decanta y los 

parásitos se lavan tres veces con PBS pH 7.0 estéril. En el últin1ó lavado, 

se cuenta el núti1ero de parásitos (se debe tener por lo n1enos .·2xl06 de 
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parásitos de cada una de las clonas, ya que la relación de parásitos células 

HeLa es de 1:4) se·centrifügan y la pastilla se resuspende en medio de 

interacción n una concentración de 2xl06 paráSitos/ml. La monocapa 

confluente d"e célul~s HeLa se.lava tres vece~ conrnedio DMEM a 3i°C y. 

5 %. de:~<co2,1· .- 'Sin_ suero> decantR:"d~ '. pr~!n~ro, el_:. n:iCdió en·:·. el ·_que se 

cultivartin.cL: ~sto se de~e · · ~ac<lr,: con_. cuid~do ;~~i. ·no désprender la 
:,. '" : t "';," ·• ;,~-: '', -~-:- . ") ~·· 

rnonocapa'ci~c.~Jiila~:-;; ,('~;~~~~~po~~~~:J<l.~ir~g~~:}OO ·µ!_de la suspensión 

. ::::;~1¡~~:,:~.:~!i~~~:;~f S;f~~~::::: 
incuba>l,.•hr-: a>·37~C:.y;c_5-~%·~de_'._CO;;:)suavemente·. se' retira 'eL·rriedio y se 

enju~Si~;1:~vI~~~-~~J~\{·g~;·~~\~J < P~~· ·~H_7.oÚ~i~~:~•-;~aeliminar los 
·• .. . '·.·: - ·:º.:.~·:·";' ·;,;,'.;,,; .: ::?-' ' <,'.' 

parásitos.'· DespÚés,'se:agregan 50 µJde formáldehÍdo.al 0.2% en PBS pH 

7 .O· pa,¡¡ ~J' ;.j~~;~~:~ s~ d~ja reposar 1 O ~in.~ :~,,;.;;r~~~ra ám biente. Por 

últit~o, ·la ·1~ónocapa re1nanente se tiñe con so ·µ1 ~~e-··~~~j'~t~i ·violeta al 0.13%, 

el colorante se retira inmediatamente, se enjuaga c~;f.t:Bs pH 7.0 y la placa 

se deja secar por 24 hrs protegida de Ja luz. El colorante se eluye con 100 

µI de SOS/etanol, se deja por 30 min, y In placa se lee en un lector de 

ELISA, a una longitud de onda 550 mn. 
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Los cálculos para obtener el porciento de citotoxicidad se realizan de la 

siguiente manera: 

media de las 3 ,lecturas problen1a en O.O. 

----------------------------------------------- X 100 % de monocapa. 

lectura media del blanco en O.O. 

100 - % monocapa = % de citotoxicidad. 
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nl DETECCION DE VIRUS DE DOBLE CADENA (dsTvv) . 

. Material. 

20xl06 de parásitos de cada clona. 

PBS pH 7.0. - -

D_odecil s~lf~t~,d~~~di6 (SDS) al 10%. 
:,_~ ; ; '. 

Fenal equilib;.{d¿; pHS.0~ 

Fenol:;,lo~of~~,'.;i;~i:'~): 
•,t:.:';·. k:':··.· 

Cloroformo. ;:,; <,: 
<,;.:r 

Acetato de sodi-c/3.M; pH 4.5: 
' - ... - . :.: .. :-:. . ~~ - :_ : _-.. ' 

Etanol nbsolUto ¡.:~io ~C. " 
::; '•:·:,·-:·:' 

Etanol ni 70% a :20 •c.· 

TE (Tris 1 O mM pÚ 8.0 y EDTA 1 mM). 

Agarosa al 0.7So/o~~;AE lX. 
- --

TAE IOX (Trisma~base ·_48Ag; NaEDTA·2H20 7.4g, Acetato de sodio, 

16.4 g, ajustar pH7.8f 

Buffer de muestra tipo i:..:ipa.:U ácid?s- nucléicos (Manintis). 

Bromuro de etidiO O.S mg/tnl 

Se requieren 20xI06de,paiá~lt6s de cada clona, para lo cual, se prepara un 

cultivo de 24 hrs de :IS -mi. Despúes se despegan los parásitos de las 

53 



paredes del tubo con un hisopo estéril, se lavantres veces con PBS pH 7.0, 

se resuspenden en 500 µl de PBS pH 7.0, se agregan 25 µl de SOS al 10 %, 

525 ~tl 'de - fenol ··y. se extraen los componentes orgánicos. con agitación 

Se centrifuga 2 rnin a 
,;·'· .. ··· - ',,~ 

14,0áo ..p..;~}) se ~e~upera la fase acuosa (superior), se transfiere a otro tubo 

Eppe..;d.;'it:[\~ \;~e'íe ágregan 500 µ1 de Ja mezcla fen.;l:cloroform.o Ó:l 

v0Uvol);<-~~\n;,;;;,c,10:-por vortex, se vuelve a centrifugar ¡,.;r 2.;nln á:Í.4;ooo ~ 
."c¡-·-

rpm rec.;pé~~do riile~amente Ja fase acuosa. Se agregan?500:'µ1ºde 

clo~ofor111o>'se extra~ por 2 min, se centri~g~. ~e_ ;ecu~~i.{~5:.c'f !~~-~~g~~a 
que contien~ ácido~ RUc!éicos •. se _1~;.gregan 50.µl 'de aé;,;ta~~ <l:;~cidi.;:3M; 

y se mezcla bien. ~~ra pr~~j~;t>d ~¡\]:)i-iA, ;se, agrega ;;;11:·1 d~·'et...:.ol --

absoluto a -20 ºC y s~'·¡,;-cub·~::~~~:Í-~:\~~~~~(~_1i~::a·' 4 ~c. EnSeguid~,-se·. 
centrifuga a 14,000 rp1i1poi'~o ~in'._{¡ s~br~nadante se desecha, y la pastilla 

se lava 3 veces con etanól 81·70%~. ~<.una vez lavada ta pastilla, se deja secar 
- ,·- -

al aire, cuidando -de ~~e:-i,c,:·~~ S~(¡uC co1npletan1ente, para facilitar su 

resuspensión en 50 .ml_de TE (Tris 10 mM pH 8.0 y EDTA l mM). Se 

prepara un gel de rigarosa aL0.75% (en TAE lX) y se carga en cada carril 5 

~ti de la solución dc.-ácldos nucléicos más 1 ¡il de buffer de muestra tipo 

IV(6X). 



El gel se tiñe con bromuro de etidio se observan las bandas con luz 

ultravioleta (UV) en un transiluminador y se toma fotografia para registro. 

fi) CRIOPRESERVACION DE LAS CLONAS 

AISLADO CNCD-147 de T. vagina/is. 

MXL DEL 

Para la criopreservación de Jas clonas, se inocularon cajas de cultivo 

de 25 c1n2 con 30 mi de medio TYM-SC y un.inóculo de aproximadamente. 

l.2x106 parásitos, las cajas se incubaron a 37ºC/24 hrs. Posteriormente, 

con un hi~opo estéril se-despejaron los parásitos d;,, las paredes de la caja, y 

se cosecharon por centrifugación a 1,600 r¡)m/5 min. La pastilla se 

resuspendi6 a una concentración de 20xl06 .P~rásitos/n1l en una mezcla de 

medio TYM-SC y 10% de dimetilsulfoxido (D~1SO) previamente 

esterilizado por filtración a traves de 0.22 µm; 

lotes de S tubos en criopreservación 
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V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS. 

A. Estandari~ación del método de clonación de T. ''aginalis en agar 

semisólido. 

Para determinar el número óptimo de parásitos que permita obtener 

colonias aisladas en el agar, se sembraron seis cajas con diferentes inóculos 

preparados por diluciones dobles sucesivas. Al quinto día de incubación 

en anaerobiosis se observaron colonias puntiformes, de color blanco-pardo, 

inmersas en el agar (Fig.1). Las colonias que crecen en la superficie del 

agar corresponden a bacterias. Esta observación fue posible hacerla, ya que 

algunas de las cajas presentaron contaminación por bacterias. 

Los inóculos apropiados para obtener colonias aisladas en agar 

semi sólido fueron de 14,000 y 1,400 parásitos/O.! mi (Tabla 1 ). 
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Fig. !. Morfología colonial del aislado CNCD-147 de Trichomonas 
vaginalis en agar semisólido TYM-SC/agar Noble 0.6 %, con un inóculo de 
1.400 parásitos/0.1 ml, incubándose a 37 ºC díns en annerobiosis. Se 
obtivieron diferentes tamaños de colonias, las cuales estam señalados por 
las flechas; la punta de flecha señala colonias pequeñas, la flecha corta 
señala colonias medianas y la flecha larga señala colonias grandes. Para la 
clonación sólo se rescataron colonias pequeñas. 
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Tabla I. Crecimiento del aislado CNCD-147 de T. vagina/is 
en agar semisólido 

No. caja .. 

2 

3 

4 

5 

6 

:Irióculo 

(No.parásitos/0.1 
· ·· mi) 

1.4XIO 

1.4XJO' 

1~4Xl04 

l.4XI03 

l.4Xl02 

1.4Xl0 1 
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Tipo 
Crecintiento 

(Colonias) 

masivo 

n1asivo 

aislado 

aislado 

negativo 

negativo 



Clonación del aislado CNCD-147 de T. vagina/is. 

Una vez determinado ei'inóculo óptimo, presentado por las cajas 3 y 

4 (Tabla 1), de ahl se obtuvieron 5 colonias aisladas, se resuspendieron en 6 
- - --- ·,;=e-'--·----· - ---·-

mi de medio TYM-SC y se rotularon de las siguiente manera: 

Cl; C2; C3; C4; C5 

Segunda clonación. 

En la segunda clonación se sembraron 1,400 parásitos de cada una de 

las clonas, teniendo un total de 5 cajas. Al quinto día se analizaron las 

cajas, y de cada una se rescataron tres colonias aisladas a excepción de la 

caja 1., de la cual se rescataron cinco colonias, y de las cajas 2 y S que se 

rescataron 2 (Tabla 11); teniendose un total de 15 subclonas como producto 

de Ja segunda clonación. 
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Tabla 11. Clonas obtenidas en la segunda clonación del aislado CNCD-147 
de T. vagina/is. · · · 

Clonas 

Cl CI:l 

C2 C2:1 

C3 

C4 

es 

_: __ ·;~.}.;?~;?¿~§;~~t~~f f :;~1~~~{1~:~tr:::~\- :_· -; 
Las subclorias se ·· m~n~_1:1.yiero~~::0en··;; C:UltiVo '-·por tres semanas, y 

. ,;-··, .;·; __ ,;·;:·: 
posteriormente a cada una se Je''de.forrn!riÓ.'el patrón de proteinasas totales 

(Fig. 2), con el fin de deterrni;..ar.c'.'1;.:¡;;osibilidad de obtener clonas 

deficientes en proteinasas (mutante natural), y de seleccionar de cada grupo, 

dos cl.onas, una con una actividad proteolítica alta, y otra con actividad 

proteolítica baja. 
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El patrón de acti.vidad proteolítica de las proteinasas totales de cada 

subclona (Tabla 11) muestra que todas las subclonas presentaron actividad 

proteolítica (Fig. 2), lo cual indica que no se· obtuvieron clonas deficientes 

en proteinasa~ (m~tantes na~~ra!E:-~)~ , ·0 Sin embargo. se pudieron seJeccionar 
,·'r " , ,;'~.'.. 

subclonas con a~üvidad:p~o't~'61íifc3.;~lta y baja (Tabla III) de la siguiente 
. _ :,~i·'.·;~::~:·r<~ =~·0::-~-,/;;~~.~~~~ .. ~:~~f-.. ·:>~<; _;·:· , _ .-~ 

manera:. Subclonás·.,cém·:¡i1ta<,actividád .proteolítica ·.C.1 :~ (carril· 6), C2:2 
- - . ·-J;'f:,:,. <~\~~_::.~t:'; _· ;}-~~<·-. ~~--- " 

(carril8); C3:! (c.".i;r'.~0~)-,~4¡~·~C:":'"il,>14), y C5:2 (carril 16): Las subclonas 

seleccionadas por.~~,3.~~i;ldad p~CÍt~omiéa_ baja fueron:. e 1: 1 (carril 2). C3 :2 

(cárril 1 O), C4: 1 (é8.rril 1 :Í) y CS! (ccarTil 15)(flg; 2). 
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Fig.2. 

Patrón de actividad de las proteinasas totales de las primeras clonas del 
aislado CNCD-147 de T. vagina/is. Se utilizaron 8xl05 parásitos de cada 
clona por carril. Se corrió un gel de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes SDS-PAGE al 9%, conteniendo gelatina al 0.2% (gel de 
sutrato), el gel se renaturalizó 1 hr en Tritón X-100 al 2.5%, posteriormente 
las proteinasas se activaron. 20 hrs a 37 ºC en buffer de acetatos pH 4.5 con 
SO µ1 de J3-n1ercaptoetanoJ. finalmente el gel se tiñó con azul de Coomassie. 
Las bandas de actividad se observan con10 zonas blancas en fondo obscuro. 
El peso 1nolecular de los marcadores esta en kilodaltones (kDa). 
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Tabla III. Subclonas del aislado CNCD~I4Tde T. vagina/is~,: seleccionadas 
P.or su ·act_~Vida~ prot~ol.~tic~ ·en_ geles d~- s~St~·:\t~~ 
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Tercera clonación'":. 

La tercera clonación se realizó con las subclonas seleccionadas en la 

Tabla Ill de ~cuerdo a su patrón de_ proteinasas (Fig. 2), como se describió 

previamente. Al quinto dia,'se ;~scat6 u~a colonia aislada de cada caja de 

las subclonas a las que ~~ 'iis '~~ig~~ einombre oficial MXL .para su 

identificación en trabajo~ ;ost.;ri~~.;;'(Tabl~ 10)ademiís, de cada clona se 

prepararon lotes de 5 tubos con -- :2oi<íó0 :· l"~ásitos/.ri1 ·>para. su 

criopreservación. A excepción d~ l~ clo~a M~~;21·,qu~·se perdió a~ final 

del desarrollo de este trabajo por lo cual ladortá. cs::i.· se ~;;clortó. . .. . , -, . ' , ..... 
Las nuevas clonas obtenidas de la dona CS~Z i~ -~oti:.larort de la 

siguiente manera: 

MXL-5212, MXL-5213 y MXL-5214. 

Las subclonas provenientes de la tercera clonacióri se caracterizaron 

en este estudio en base a las propiedades y moléculas previamente 

definidas. 
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Tabla IV: Subclonas del aislado CNCD-147. de T. vagina/is obtenidas en la 
. · .. ' 

tercera·_f?IO!l_ac;:i~n. 

Clonas 

Cl MXL-111; MXL-151 

C2 MXL-221 

C3 MXL-311; MXL-321 

C4 MXL-411; MXL-431 

es MXL-511; MXL-521; MXL-5212, MXL-5213, MXI.-5214 
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B. CARACTERIZACION. 

a) PROTEINASAS TOTALES.-. DE LAS CLONAS MXL DEL 

AISLADO CNCD-147 de T.¡ v~gina/is. 

Las 12 clonas·. obteí'.iid~s ,·se : analizaron en base a su patrón de 

proteínasas totales, Util~~~d~:;~eles de sustrato copolimerizado con gelatina 
-~~ - -. . 

. '.J ·,· -~. . '· ¿:.·,,. '.··~, 

(Fig. 3). La parie A' contiene las clonas MXL-1.51 MXL-111, MXL-221, 

MXL-311, M:xi~3:ÍÚ;MxL-4Ú~ MXL-431; MXL-511 y.MXL-:521, y Ja 
. ·.· _-;_ - ; ;,:.-·, ,,> ··:.;.; ·. . ,.. ' - .. -

parte B a Jas .... clori~ MXL.::5212. MXL-5213 y :M::X:i..:.'5214 del aislado 
:~;-i:;L., .,,. - - :.::-! --·. : - . . - ·"· .. - -

CNCD-147 de· T. vagilÚ:z/is • . . . _, .,, . .,,,,, -· -

1-oc1;.s ·¡~s c1on~ ¡;~.;s.;niarori activid~d i>~oteolítica, sin embargo hubo 

clonas.quepresentaronri'{íiyo'r ;.cÜvidad,clonas MXL-11 J (A-1)~ MXL-151 

(A-2)y ~k,%;¡:;~;.¿~)¡};~J~;·~¡~;;J~do parental CNCD-147 (A-10), clonas 
. . •'• ... -~- '' ':.~· ---~:- -~-

con menc?~.ac:tHd~~ ~.~?i:C::olÍtica, clonas MXL-221 (A-3) y MXL-411 (A-6). 
;~- '"' 

El resto de_.1a.;·. clon.io(presentó actividad proteolítica semejante al aislado 

parental clonas MXL~3 I 1 (A-4), MXL-321 (A-5), MXl-511 (A-7), MXL-

521 (A-8). En Ja clonas MXL-5212 (B-1), MXL-5213 (B-2) y MXL-5214 

(B-3) no se observaron diferencias entre éllas (Fig. 3B), ni con respecto al 

aislado parental (Fig. :'A, carril 1 O). 
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Estos datos indican que los aislados de T. vagina/is en particular el 

CNCD-147, estan constituidos por poblaciones heterogéneas de parásitos 

que muestran patrones de proteinasas totales distintos. 
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Fig.3. 

Patrón de actividad proteolítica de proteinasas totales de las clonas MXL del 
aislado CNCD-147 de T. vagina/is. En cada carril se cargaron 11 µl del 
extracto clarificado de proteínas (equivalente a 440,000 parásitos) para cada 
clona. Para analizar las proteínas se corrió un gel de sustrato al 9 % como 
se describió en la Fig. 2. Las bandas de actividad se observan como zonas 
claras sobre fondo obscuro. El peso molecular de los marcadores esta en 
kilodaltones. La parte A contiende la clona MXL-111, :MXI...-151, MXL-
221, MXL-3 l 1, MXL-321, MXL-41 1, MXL-431, MXL-511, MXL-521 y 
al aislado parental CNCD-147. La parte B contiene a las clonas MXL-5212, 
MXL-5213 y 5214 
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b) ANALISIS DE LAS CISTEIN-PROTEINASAS CP-65 y CP-30 
QUE SE UNEN A LA SUPERFICIE DE CELULAS · HeLa. ; 

Mediante el ensayo de ligaricio-proteinasas~ des6rit<;>, <;ri iTlateriales y 

métodos, se analizó el patrón de actividad de las cist;;ín-p~6t~lri~s~~ que se 

unen a la superficie de células ~eL~, C:.~-~·~·:t ~fr~~;f ;.f ~i:~~i'~l~,~~s ~ del 

aislado CNCD-147 de T. vagtndu~,:. (Fig.'4); invol~eradas".en citotoxicidad 
·'···!· .. , ... 

y adhesión9 respectivamente~ 

En la figura 4 se inu.;str;,..~l·:ka~ó~ o~l:eni~o .;;.. ;;st¡, ensayo. 

Todas las clonas MxL:anaÚZa.d~~ p.;s.;eri Cisteln-proteinasas CP-65 y 

CP-30, aunque. no todi:ts ~res.,ntaron la mis~a intensidad en las bandas de 

actividad (Fig.4),: 

Las.clonas MXL-321 (Fig. 4A, carril 4), MXL-431 (A-7), MXL-521 

(A-9), y la MXL-5214 (B~3), presentaron mayor actividad en las bandas 

correspondientes a la CP-65,y a la CP-30 que el aislado parental (A-10). 

Enlas clonas MXI.-3 31 (A~S), y MXL-41 1 (A-6) y MXL-5 1 1 (A-8), 
' .... ' . 

la actividad de las bari~as .. c~rtespondientes a la CP-65 y CP-30, es más baja 

en comparación a.Ia ~~~ividád_ d.;l aislado parental (Fig. 4A, carril 1 O). 

En cambi~.;en·l~{ci~llas MxL-111 (A-1), MXL-151 (A-2), MXL-
··>: ,: 

221 (A-3) MX:r..-:s21i (:B; C:arril 2)y MXL-5212 {B, carril 3) la actividad de 
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ambas cistein-proteinasa es similar a la actividad presentada por el aislado 

parental (A-1 O). 

Entre las clonas no se observaron diferencias en la actividad 

proteolítica de an1bas ci~.teín-proteinasa, p~ro con respecto al aislado 

parental, la actividad presentada tanto en la CP-65 como en la CP-30 fué 

mayor (Fig. 4B)~ 
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Fig.4. 

Identificación de las cisteín-proteinasas CP-65 y CP-30 en las clonas MXL 
del aislado CNCD-147 de T. vaginalis. En todas las clonas se empleó la 
misma cantidad de parásitos (20 X106 parásitos), los cuales se lisaron y se 
hicieron interaccionar 24 hrs/4 ºC con células HeLa fijadas (1 X106 cels.), 
posteriormente, las proteínas asociadas a la superficie de las células HeLa se 
eluyeron con 30 µ1 de buffer de muestra IX incubándolas a 37 ºC/20 min. 
Las proteinasas se analizaron en un gel de sustrato al 9 % como se describió 
en la Fig 2. En cada carril se cargaron 11 µl de muestra. Las cisteín
proteinasas identificadas están señaladas por las flechas, los pesos 
moleculares de los marcadores estan en kilodaltones (kDa). El panel A 
incluye de la clona MXL-111ala1'1XL-521 y al aislado parental CNCD-
147; el panel Balas clonas MXL-5212, MXL-5213 y MXL-5214. 
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d PROTEINAS. TOTALES. 

' ." ;· - ... -.-. -
El análisis e.J.ec.trpforétié,,o del patrón de proteínas totales de las clonas 

MXL del. aisJ .. do CNCD-i:4_7. de T_ vagina/is usando Ja misma concentración 

de proteína en '<:ad~-,~~;:..¡¡; no reveló diferenCias entre las clonas estudiadas, 
;:_; .. 

Estos re~IJJt;¡dos· concuerdan con lo previamente establecido por 

Alderete ·en· i 983:':.· ~~ Ja' composición de protdnas entre cada clona no 
. <,-.: ._ .... <.·:·-·.·.::. ~/- -... ·. . -

existen ~ite~~ricias; aunque>estas provengan de una población heterogénea, 

y las características morfológicas de cada una sea totalmente diferente. 
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Fig. 5. 

Patrón de proteínas totales de las clonas MXL del aislado CNCD-147 de 
T. vagina/is. El extracto de proteínas totales se obtuvo por precipitación 
con ácido tricloroacético (TCA) al 10 %. En caa carril se cargaron 30 µg de 
proteína y se analizaron por SDS-PAGE al 9 %. El gel se tiñó con azul de 
Coo1nassie. La M indica el carril de los 1narcadores de peso molecular 
expresado en kilodaltones (kDa). 
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d) ADHESINAS DE LAS CLONAS MXL DEL AISLADO 

CNCD-147 de T. vagina/is. 

Al analizar el patrón de adhesinas de las clonas MXL se observó que 

todas poseen las cuatro adhesirias, aunque en cantidades diferente:; (Fig. 6) a 

las del aislado parental (A-11) .. , La clona.MXL-1} 1 (A-2), MXL-32l(A-6) 

fueron las que presentaron rií.iyoi<in~e,;~ida'd:éri las bandas·de;las cuatro 
. -: -~-· -. . ·,:.:~.;;: '. · ¡'.~~?~~t:t~t~U·:.~-{:{i_·,?~~y~\:.~~/\-.~:;-;;,':~~~J::/::_~-L~y-:- ::)'.::>-~'¡~')~':>:·_ : " . -- ·- · 

adhesinas, en espe~ial la banda correspondiente a la, adhésina:de 65 kDa; a 

::::.::::$1f lf~~~r~;~~~¡f tf ~'"''" ·~ 
La banda ~o~~~~~~~if!1t~ a.1a ~dhesina PJ>:s 1 /se ;;b~e~a ~on mayor 

intensidad en las cl~#;fMXL~ll l (A-2) y MXL-321 (A-6), Í~~·~iguen en 

intensidad las clonalMXL-151 (A-3), MXL-331 (A-S), MxL-5212 (B-3 y 

la MXL-5214cB-4) en las que la banda de la adhesina AP-51 se observa en 

mayor cantidad con respecto al aislado parental (A-11). El resto de las 

clonas, MXL-221. MXL-411, MXL-431, MXL-5 l l ,MXL-521 y MXL-5212 

(carriles A-4, A-6, A, A-10 y B2, respectivamente) no presentaron 

diferencias respecto al aislado parental (Al 1). 
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En la clona MXL-321 _ (A-6) la banda correspondiente a la adhesina 

AP-33~ se observa en mayor cantidad· en comparación con las clonas 
. ' . . ' 

restantes y el aislado parental (A~l 1); le. sigu_en' en intensidad las clonas 
·_'._tt=_'_:;_-

MXL-11 (A-2), MXL.151 (A..:3), MXL'~Úi< (A~5);'MXL~431 (A-8), MXL-
.- - ... --,,' ',' - _:,.;._ >:'.>¿ii-:(':'_>:i::~.:<-,t:;~~,: ;··'.~:/. "':--;- . _. 

521 (A-10), MXL-5214(B-4); M}{L.~52.13;CJ3..:3)./'El.re5;to:~delas clonas, 

MXL-221. (A-4), MXI.-411 (A~ t~~3~~~~;Lt~i~~~i:~mfstFo~ cantidades 

semejantes a la banda AP-33 del.aislado parental"(Fig:·.6A-ll)., 

Por último, en todas; l~~;;!~i~~~;~~1~}~~;~~~~~:~i:s~~ndiente a la 

adhesina AP-23, se detec~~;~ri;s~~~~f 1;t.:~~2~~~ja:f i igual que en aislado 

parental (Fig. 6A-11); sii(embargc)iUa clonaMXL-5212 (B-2) fue la clona 
• - , º',·'.~. ~~-~;!?"' ;c<:-i·:º' :' .:¿ :.'~· ;,•_. ~'~,,:-: e;.~ .. ~».;• - . __ · .. "'.. 

que presentó menor_ <:'ántidad- Cn'.,Já's':cu8ti-ó·- ~dhesinas identificadas en este 
--·1 - - "::;-.~ 

ensayo. 

En tenninos "generales~· podemos decir qUe la clona que presentó 

mayor cantidad de adhesinas fue la clona MXL-321, y las clonas que 

presentaron menor cantidad de adhesinas f"ueron las clonas MXL-221, la 

MXL-521 y la clona MXL-5212. 
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Tabla V: Análisis comparativo de la cantidad de cada una de las adhesinas 
en la clonas MXL del aislado CNCD-147 de T. vagina/is. 

AP-65 

CNCD-147 ++ 

MXL-111 +++ 

MXI...:151 

MXL-221 

MXL-331 

MXL-411 

MXL-431 

MXL-511 

MXL-521 

MXL-5212 + 

MXL-5213 ++ 

MXL-5214 ++ 

+: Menor cantidad que el aislado parental CNCD-147:· 
++:Mayor cantidad que el aislado parental CNCD~147. 
+ + + + : Máxima cantidad detectada · 
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Fig.6. 

Patrón de las adhesinas de las clonas MXL del aislado CNCD-147 de 
T. vagina/is. En todas las clonas se usó ta misma cantidad de parásitos 
(20XI06), los cuales se lisaron en presencia de TLCK 1 mM y Leupeptfn 0.2 
mM. El lisado se hizo interaccionar 24 hrs a 4 ºC con 1X106 células HeLa 
fijadas. Las adhesinas se eluyeron hierviéndolas 3 min con 30 µ1 de buffer 
de muestra IX, y se analizaron por electroforesis en SDS-PAGE al 9 %. 
Peso molecular relativo de las adhesinas 65 kDa (AP-65), 51 kDa (AP-51 ), 
33 kDa (AP-33), y 23 kDa (AP-23), las cuales estan indicadas por las 
flechas. Los marcadores de peso molecular estan en kDa. La Fig. 6 panel 
A, muestra el patrón de adhesinas de la clona MXL-111 a la clona MXL-
521, el panel B muestra el patrón de adhesinas de las clonas MXL-5212, 
MXL-5213 y MXL-5214 del aislado CNCD-147 de T. vagina/is, obtenidas 
por el ensayo de ligando-adhesinas descrito en materiales y n1étodos. 

77 



A 
;¡; ¡::¡ 7 ~ :;:? ~ 

¡;: 
;;: ;¡; ' ~ ~ !, !, ' ' !, !, o 

--' --' s;1 u 
kDa M 

X ~ X ~ X X X X z :¡¡ :¡¡ "" ::;; ::;; ::;; :;; u 

200-

llCl.3-
07.4-
OO.~-

4=s,- ..,_APOI 

31- 4-AP 33 

.,_AP23 
2•-~----·----------

B 
N r<> v 
ru ru N 
'° '° '° 1 1 1 
-' -' -' 
X X X 

kDa :::.: :::.: :::.: 

200 

116.3 
97.4 -
66.2 

-AP 65 

-AP51 
45 

31 -AP33 

21 --------- -AP 23 



e) ADHESION. 

Para determinar los niveles de adhesión de cada una de las clonas, se 

realizaron tre.s e·xP~ri~entos.de adhesión a ·monocapas de células HeLa, en 

los cuales; cad~;~io~i :.,: a~;.lizó' po~ triplicádo, los datos presentados 

correspo~d~n:~~.:-~.~~·~x~2~~i~~·ri·t~ rePres_erita.tivo se muestran _en la Fig .. 7. 

Estcis.4~~üt!~~~~b~t~i?~~ ri.úestran que existe una gran variabilidad 

en los niveles:'de·adhesión:'de las 12 clonas analizadas. 

Al í6~~;¡'.;;::n.¡;;,!~sde adhesión absolutade40% del aislado parental 
,·c:: · ... :·, ......... . 

CNCD.:147._·d,~"110'~:.el lOÓ%, .vemos que las clonas.MXL~321, MXL-5212, 

MXL-5213 :. Y. ·:MXI..~5214. fueron las clonas más. ·adhesivas, ya que 
> ·'" .. : 

presentaron· un:· nivel .de adhesión mayor al 100%, lo cual nos permite 

caracte~izarlas como las clonas_ más adhesivas (Fig. 7) .. 

L~s c'ionas MxL~ 111, MXL~ 151, MXL-33 1 y MXL-51 1 presenetaron . . ... -,. 

una ac!ÍiesiÓn 'e.:;ttr.;'el SOy8~% (Fig. 7). . · ·· ·.. · 

Las d~J~: iri'~~-~-~: a~:~~eslvas presentaron nivC::les··~·e adhesión menores 
. . .. : . ' ~·- - _, --·~::' . -.. ·. ... 

al 80%, las cú;.Íe;·f'ueron las clonas MXL-411 con 60%, y la MXL-521 con 

40.2% (Fig. 7): 
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En base a los resultados de la Fig. 7, las clonas se reagruparon en tres 

niveles de adhesión (Tabla VI). 

Tabla VI: Niveles de adhesión de las clonas del aislado CNCD-147 de 
T. vagina/is. 

Clonas baja< 

Cl 

C2 MXL-221 

C3 

C4 l\1XL-41 l 

C5 MXL-511 MXL-521 

C5:2 MXL-5212 

MXL-5213 

MXL-5214 

a adhesión mayor al 100%. referido al valor del aislado parental. el cual fué del 100%. 
b adhesión entre el 80 y 100% de adhesión,. referido al valor del aislado parental. 
e adhesión menor al 80%. 
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En Ja Fig. 7 se puede comprueba que un aislado con un nivel de adhesión 

uxu, en realidad está compuesto de una población heterogenea, que en forma 

individual puede presentar mayor ó menor grado de adhesión, Jo cual puede 

observarse con mayor fadlidad -.;n poblaciones homogéneas, como Jo 

podemos ver en este trabajO: . 

O CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE ADHESION Y 

EL PATRON DE ADHESINAS. 

Relacionando el porCiento de adhesión de cada clona, con el patrón de 

adhesinas obtenido, vemos que en algunas de las clonas, la cantidad de 

adhesinas es proporcional al porciento de adhesión, ya que las clonas que 

presentaron mayor porciento de adhesión y mayor cantidad de adhesinas 

fueron las clonas MXL-321, y la clona con menor porciento de adhesión fué 

Ja clona MXL-221 y la clona MXL-521, las cuales, mostraron menor 

cantidad de adhesinas con repecto al control. 
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Las clonas restantes se mantuvieron sin mostrar diferencias 

significativas tanto. en el ensayo ·de adhesión; como. en la cantidad de 

adhesinas mostrad,; en Ja Fig; _6. ·" 
• - ' - .-- • - ' - -- --- -- • ------·,=--o--'~ 

Arroyo y cae:.;~ :í 992,' r~po,'.iiirdn que en: T. vaginalis";c 1.;s . adhesinas, 
f ' 1 ",'·.-:.'; ;''',, • ;··~:~ 

• • _-........ --- ,_._,,--... - ·-~-"'·.··-::_r-~·,._,~-,,·~·-,,--;;--~ ,;."-::-· .- ·· .. ::._::·-··· ~: .- . ·. 
median la mteracc16né_de;este.~paras1t~s .. con ~célul1il5·~p1tehales, y que el 

aumento en la-. cantid~-~-:- -~~~:'.·_;'~~~-~~~~-~::>~:i~~i-~~~~:~~~a--:~~\~~------_.·-~i~eles de 

citoadherencia de Jos parásitos, lo cu,;! _apoya lo~· ~esultados obtenidos 

anteriormente descritos. 

g) CITOTOXICIDAD. 

Para detern11ninar los niveles de citotoxicidad de las diferentes clonas 

se realizaron tres experin1entos, analizando cada clona por t~plicado, los 

datos mostrados, corresponden a un experimento representativo (Fig. 8). 

El porciento de citotoxicidad de cada una de las cfonas esta referido al 

valor absoluto del aislado parental, el cual se tomó como el 100% de 

citotoxicidad. 

Las clonas más citotóxicas fueron _la.MXL-221 con 99.9%, la MXL-

5213 con 97.4 %, la MXL-331 y la MXL-521, amba.S con un 100%. 
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La clona 111enos citotóxica con respecto al aislado parental fue la 

MXL-151, cuyo porciento de citotoxicidad :fue de 68.07%. 

Las clonas restantes presentaron un porciento de citotóxicidad del 

85% en pro1nedio. 

Estos datos permitieron agrupar a las clonB.s:MXL·-en la siguiente 

tabla 
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Tabla VII: Niveles de citotóxicidad de las clonas MXL del aislado 

CNCD-147 de. Tvagina/is. 

Clonas 

MXL-111 

MXL-151 

MXL-221 

MXL-331 

MXL-321 

MXL-411 

MXL-431 

MXL-511 

MXL-521 

MXL-5212. 

MXL-5213 

MXL-5214 
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En base a los resultados anteriormente mostrados.. se realizó una 

comparación entre los niveles de adhesión y los niveles de 

citotóxicidad, los cuales ·se muestran en la siguiente tabla. 

Tabla VIII: Comparación delos niveles de citotóxicidad y adhesión de 
las clonas MXL del aislado CNCN-147 de T. vagina/is. 
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Clonas Adhesión Citotoxicidad 

MXL-111 

MXL-151 

MXL-221 

MXL-331 

MXL-321 

MXL-411 

MXL-431 

MXL-511 

MXL-521 

MXL-5212 

MXL-5213 

MXL-5214 

+ Baja adhesión (menos del 80%); baja citotoxicidad (n1enos del 80%). 

++ adhesión intennedia (80-85%); citotoxicidad intermedia (menos del 100%, pero 

mayor al 80%). 

+ + + adhesión alta (más del 100%); citotoxicidad alta (100%). 
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Los resultados muestran que las clonas MXL-111, MXL-431, y la 

MXL-511 obtuvieron una adhesión y una citotoxicidad intermedia. 

Las clonas!Vl~-~21, y la. MXL-521, son poco adhe~i':'a_s, pero muy 

citotóxicas . . ~;-~- '" .. i,·~-~:·. '·::., -· .. -: ,· ,: ·-~ ·, · 

LaS c:16ri~ MXC"-:Ú 1 y MXL~S2 l3 son adhesiva's y inú/~i~otÓxicas • 
. '·~•e;_-:·; -:-:· ;.-

La <:1ória :MX2~321."es'ii.'.~:Y'ádltesiva, y'rii¿<uan'a'riier;íe dtotóXica: 
'~:~ ,: .. .; ,:,. :·.' _;::·.. '~ , -:: ,. > · .. _, 

Las cion...i •',~111:• y•iM:xr;~5i12ison p~:~~- adhesivas y 

Esto sugiere, que en la cii~t~x~cidad ~ .. ~ia la ~élula blanco además de 

estar mediada por la ··adhéSión;: eStBn ·p-articiPMdo otros factores moleculares 

hasta ahora descOnO~~~~~-~-'.~~tr~;:)o~/C~~IC~ se involucran a las proteinasas 
,. -

CP-30 y CP-65;,: ~._:p;,~:•ott-O- lado,; para la citotoxicidad la adhesión es 

necesaria mas· nÓ:;~~~~~j~~~~~~-~-- -"., -~ ;- - . 

La'. obten~iÓi(· d¡;, i clonas con diíerentes niveles de adhesión y 

citotoxicidad. n~~-· permite poder hacer una selección de alguna clona en 

particular dependiendo del estudio a realizar, es decir, pode1nos requerir una 

clona que sea n1uy adhesiva pero poco citotóxica, o bién una clona que sea 
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n1uy citotóxica y muy adhesiva, y así sucusivamente la elección de la clona 

dependerá de las necesidadades a cubrir de cada investigador. 

h) Participación de la CP-65 y CP-.30 en los procesos de 

citotoxicidad y la adhesión de T. vagina/is, hacia la célula 

blanco. 

La clona MXL-321 presentó mayor actividad proteolítica tanto en la 

CP-65, como la CP-30, y es esta clona la más adhesiva y citotóxica. 

La clona MXL-521 presentó mayor actividad en la CP-65 que en la CP-30, 

y su porciento de citotóxicidad fué del 100%, y de adhesión el 40.25%. 

La clona MXL-221 presentó mayor actividad en la CP-65, y menor 

actividad en la CP-30, y su porciento de citotóxicidad ñié del 99%, y el de 

adhesion del 26.4%. 

La actividad de la CP-30 en la clona MXL-111 no presentó 

diferencias significativas con respecto a la actividad.observada en el aislado 

parental, · reflejandose en sus· porcientos de ádhesióit, ya que ambas 

presentaron un porciento de adhesión del 30%. La actividad de la CP-65 en 
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In clona fué ligeramente menor que In del aislado parental, por lo cual fué 

tambien menos citotóxica que el aislado parental. 

Las clonas restantes en el panel A,. no. P:resentaron diferencias con 

respecto al aislado parental,: al igual qu.'.'. e~ los.censayos.~de .. citotóxicidad y 

de adhesión. 

en la CP-30 ftié la clona MXL-5212 (carril 1), asi mismo fué la menos 

adhesiva. .La':dóna MXL-5213 (carril 2) no presentó diferencias 

significativas con respecto ál aislado parental. 

i) DETECCION DEL VIRUS DE DOBLE CADENA DE RNA 

(dsTvv) de T. vagi11'alis''e.n :las clonas MXL del aislado 147. 

Mediante el análisÍs~
0

de ácidos nucléicos en geles de agarosa de cada 

una de las clonas MXL·(F.Íg;:9), y ~emparando los resultados con el el del 

aislado parental CNCD;,;147 aSÍ como con el control positivo (CNCD-190) Y 
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el con el control negativo (CNCD-188), en las clonas MXL-431, MXL-5121 

y MXL-521, se .observó una banda de aproximadamente 5;5 kb, .la cula 

corresponde ál.virus dé doble cadena de RNA (Koshnan y AÍderete; 1994). 
<·_'-:ó:c_~---·---

EStOS< • re~..;!t~~os · .•. sugieren . que tres ~.1/n:;.~~;, ;}ndependientes 

=~,]i·f:~~f ~~i!~~~~f~J¡~~~~il~:· ": 
aislado virusnegativo;·~esto:puedefdebers.e2a¡que,Ias·clo~~~·MXL-51 l y 

MXL-52,1 :r6~;~~~~1s·;1.~.~~1~iE;?tr+~;~~;~·::~~Íf ~~f xs+:~~e •. las cuales 

fueron c.lonadas en presencia de dimetilsulfox1do,,(DMSO); y que éste, haya 
·::·.:,:_,·: ~~ ':":·. :: :: · ':··-~ ·c-:-:~-:~~:.~:~·:::/'.N~-;:'.~{~~-~-~: .~~\~.0fi~~J¡<~~:~'if}~~tJ:~.Wt :·- · ·> ·· · 

despertado al virus; ó bien, ~~ya pr?y:~;~do~~!,~-~:~·.m.1:1t_ación en ellas, ó en 

su defecto, es posible que dentro· dé' la;J>.O~,lacIÓn · hetei-ogenea del aislado 

parental existían algunos parásitos infectados por el virus, pero por estar en 

mucho menor cantidad, la banda correspondiente al dsTvv no podía ser 

observada. 

La figura 9 muestra los resultados obtenidos en este ensayo. 

E.l panel A presenta los resultados de las clonas MXL-111 a la clona MXL-

521; el panel B presenta los resultados de las clonas MXL-5212, MXL-5213 

yMXL-5214. 

La posición de la banda del dsTvv, está indicada por las flechas. 
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Fig.9. 

Detección del virus de doble cadena de RNA (dsTvv) en las clonas MXL 
del aislado CNCD-147 de T. vagina/is. La e:>.."1:racción de ácidos nucleicos se 
realizó como se describe en Materiales y Métodos, en cada carril se 
cargaron S µ1 de muestra, después de correr el gel, se tiñó con bromuro de 
etidio al 0.5 µg/ml, se utilizaron marcadores Lamda Hind III los cuales estan 
expresados en kilobases (kb). El aislado CNCD-190 se utilizó como control 
positivo para virus, y como control negativo al aislado CNCD-188. El 
dsTvv de las clonas se indica por las tlechas, el asterisco señala el R.N"A. 
La banda superior corresponde al DNA genómico de T. vagina/is. El panel 
A contiene de la clona J\1XL- l 11 a la clona :rvtXL-521, el panel B contiene a 
las clonas MXL-5212, MXL-5213 y J\1XL-5214. 
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VI. DISCUSION. 

La mayoría de los estudios i11 vitro sobre la bioquímica y factores de 

virulencia de este protozoario se han realizado con aislados constituidos por 

poblaciones hetereogeneas con diferentes genotipos. La estrategia utilizada 

en el presente trabajo consistió en la obtención de poblaciones 

homogéneas, mediante la clonación· en agar sernisólido, seguido por la 

caracterización general analizando algunos de los :factores de virulencia que 

posee T. vagina/is, y las moleculas que participan en dichos procesos. 

Las primeras clonas obtenidas a partir del aislado CNCD-147 de 

Tricho111onas vagina/is conformado por u11:a población heterogénea se 

caracterizaron en base a su patrón de activida~ __ :de pro~einasas totales en 

geles de poliacrilamida copoHmerizados _con:gelatina~como sustrato con el 

fin de determinar Iá existencia de· clona~','d,;;fi;,'i~ities en proteinasas 

, Des~raciadamente ~;, e~c~l.irJ~~s· ninguna mutante (mutante natural). 

natural entre las clonas analizadas, ya que como se mostró en la sección de 

RESULTADOS, las 15 clonas obtenidas, presentat'ci~· ~~tividad proteolítica, 

sin embargo. se obtuvieron clonas con diíerenteS. niveles de actividad 
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proteolitica, permitiendonos seleccionar al menos 2 clonas de c~da grupo, 

especificamente, una clona con actividad proteolítica alta y otra baja para 

realizar posteriorffiente una ·tercera clo'nación. . Al firial de la clonación se 

obtuvieron 12 cl~na~:--a Ja~ .c~~le~ -se leS a~i~nÓ el ~-omb~~ 'd_~-·~l~n~-M}cL-y 
.. 

se caracterizaron.· 
-- ~·:::· 

._.;·~ 
":~ ! - • ,, ~ ' "..-' 

En.· cuanto a . l~:'~~t~~i~ad , pro~:e~l'.ti~.~ ,tt~~: :'~~;,:,fü~~t~L~~-~11, . 
MXL-151 ~ M~;; 1, y ladona MXLS21; presentara<> m~y~r ~ctividad que · 

el aislada .• · pare~w·: a~nque'~al~u~as\deila~<~!~Bli~~f~~:ti~~:~:~enar. 
actividad.· que: el· aislado: parental: el cuaLse, tomó 'como . control; .. siendo el 

· _. --·-~:·::. ;.·: .:~ ·.r_: .. :¡-·::· <·:: . , '. :->· ·. · ·.:-:_·? -:·:·'\/ ·~~,(:i--:·;;~-~~~~~·:\:,;;%~~,--;:~fifi.~-~1~~É~=A~;ilh:~{Z~~~::::<~·,::":., ..... · 
caso de la clona MXL-221 'y MXL~l 1, eFresto'dei lás::dcfr1ás"pi:'eséntáion 

.. - .--~:· -.. <:: .. -:_-.: -. , :t -~ · >;:··~;~::::t~~~--!.·~~5:;:·l~"t~%'t:;~~g~~~~~W~t~~i>:~fitf:?~;:~p~~-:::·~~-::-· 
una actividad similar a la del aislado parental,•lo ctíaLpreseritaéyidencias de 

la heterogenicidad de la pobladó~ ;e .~if~~;:f ;~~~.• . . ,. ' ·~r ·. 
En la caracterización de las proteinasas:que se.unen·específicamente a 

~ _. . . , _, :_ .:. : ·;: :· ·, · _;>::~· .. _, ;:f~-~N.;;~~:'.1,~~:'Df?~fo/~~~2ii/ifi~$<~l\~~~:{~~'.~~:JtJ~;,':~~: t.: f~:~;-.- :¡ ::'..~: . :· · 
celulas HeLa utilizadas como,células'.blanco;c'.todas::Ias•:clonas'presentaron 

. _ . . · .:- '. ~~:: ~~~:~,-~r?~::;:_:;i;;;0fs·~t;fti:'.~-~~0;~,:!;/}~'~3i~21~~!~i~.~~~~5¿;~-~:.f~/~'.::.< ~~ :: :- ·.· ·, -:. 
las dos proteinasas de peso.moleculár.:de.65.•kDay,í3.0 kDs.(CP.~6s:y CPc30) 

· · '. ;i ;_'. ::~'.·,:·<:·~~~;,~;~~z~ri;rf~tz~·:{;~~:?:~}~~fi.~:i:~~'.~Tt:';~~~i~~.~:}Q~~:Jg(~~~¡~- ·_ ... ;,·-:~~~ ~~ ·'. -~
previamente reportadas· po~, ~rro;f:i~'A!~~~f~::' f~,?'·,;~:9:5J;pr~~eiriasas .de 

superficie que también s~'Uri~~'·.i[1i;'•'s~p~rflci;,;·;¡¡if1a:~ células del epitelio 
.·_. __ ·' ,, ~-'·-.- -,> .. :.- :::.,:.· ,_ '<--" . -·-, 

. . -~ .. ,' "', - ., '; 

Sin embargo; la oactividaéi;éie .Ja's·dos ·CPs presentada por las vaginal. 
; . ' : . - .- ... : ~ . ••·. :·:~ ' ·.· . '· - "· . - - ' 

diferentes clonas fUC v~riaf?le_ ~~n respeé:to al 8.islado parental, ya que como 
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se mostró en la sección de resultados, las clonas MXL-321 y MXL-431 

presentaron mayor actividad en ambas proteinasas que el aislado parental, el 

patrón de actividad· de las clonas MXL-331, MXL-411. y MXL-511 en 

ambas·proiein'ii~aS"_.fue-_rnenor.con respecto al a¡s1a:d~--pare~~1,·--ril¡e'~tras que 
' --· . -. ' ,-.:~:-. : - . . -: ' . ' - : - ~ : . ;~ -, . 

el·· patrón: de·• las clonas restantes fue similar al del aislad~ parental, 

confin~~~nd& ~~n e~to·una vez más la heterogenicidad en hi pobla~ió~"qu~ 
- ·--. :,- . : . _:._::,;.· -·.- ~-~ .;.·:·,,· -:·_: 

con:ÍOiui~"-(c::-~ ... ~i~J~doS ·de Trichon1011as vaglnalis. 

El patrón· d.; adh.esinas de cada clonas así como del aislado parental, . . . ~ ., 

muestra que to.dos poseen cuatro proteínas con un peso mol~cúi'lll". relativo al 
- ' ·-.:-_: 

de las adhesinas reportadas por Arroyo y col .• en 1992; de.65, ·s1, 33 y 23 

kDa, así mismo, al estar presentes en cada clona, se demuestra por primera 

vez, que cada parásito posee las cuatro adhesinas, ya que recordemos, que 

una clona es un grupo de células provenientes de una solo célula 

progenitora por Jo que todas poseeran Ja misma información genética. 

Además, al comparar la cantidad de adhesinas presentadas por el aislado 

parental con las de las clonas, ve111os, que todas las clonas presentaron 

mayor cantidad de adhesinas, lo cual puede deberse probablemente, a que el 

crecitniento en el agar se1nisólido estimulara la expresión de una cantidad 

n~ayor de las adhcsinas, ya que ha sido reportado por Lehker y col., en 1991, 
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que la cantidad y expresión de las adhesinns esta influenciada por factores 

ambientales como el fierro, en este caso, el paso por el agar semisólido. y/ó 

por la concentración d.e C02 ya que el crecimiento de las coloniaS se llevó 

acabo en condiciones de anaerobiosis pudieran· también inflllif.._1 de,·: 2Igti~a 
.- '- .. · .. - ';.:: . . ·, .. ,• 

manera ·en 1a siniesiS· y expresión" dé.·dichas pr~t~inas>~ -

::;;~~~~i~\l~~~~¡~;¡r::: 
vagina/is, ,,,'de.;' acuerdo·~: a;~:_Ja"·~·· migración; t,:_intens1dad~~:·y_ -,. númer~. '-de;; bandas 

... : · · , :~>:.-;-:~rM:~-;~st~~~~~~~t}~~{Pr1~~f-:;;J$í~r~~;~1~\f/~~für~.·~:_~-~s.r::¡~~2~~~l~~~;~~~.~H~iJf~:~~~f'.{:;'.::··:·:7 ~- · • · 

obtenidas·en .los geles:·coíno el :de: his clonas/concordando '.::·por.Jo descrito 
-. _ :i:'~-,>~~;~:;~~i~~-~~\~_~;~~i:~::·~~-~;,'.t,:~·;3fl:::-·:~·S-{ltl~: Sit'.~'.,\.!:\~7::?~~}\:'.\-·~;Wf ~~:i;i~~~~~-'~\:~~--:_ :.:;;r :, <·</·_ 

por Alderete:.en'1983;·en.donde'al ·examinar.30 ... clonas de dicho parásito, el 
. ,- ·. z:/.· ~.~-~·~~::':;·;:,Jf~;\:~t~:~.t~;~~t~~~,f/~??,~~·': ;;\f--:: · ·::!~:.; ;-.'.~?~,,:·:·~~.~··~:-·~.;::'.:?;'.::~;~;· ·: ·' ·' ': · · · -

patrón :el~ proteíná,;(totales'.iio,,'prese'ntó ''diferencias:. tanto· por fluorometria 
·.· ·~-· .. -- ::., .. '.···:Jrx:?::~::·~=!/~~:::~~:~~·~~-\:~:F'.~-;,·J?~·~: - .. ':':'.· .. :~~:.:~~~~ ~ 

como· e11::·. ~1->~~á~i·~.i-~.'.-:.~-~~~t~~.~~-~~ti~o, _c~ncl~yendos~~ ,:que ··tanto aislados 

diferentes, 'e~~~~~¡;~~~.' ~~·::;~~e~tan diferenc~as · ~n su· composición de 
,, r:·-· '.-· ·.·~-- . 

prf?teína5 in~Üric;>&é~iCSs.: 

Con· r;.specto a las niveles de adhesión y citotó~icidad los resultados 

muestran que se obtuvieron clonas que son rii~y- ·a_".1hesivas y poco 

citotóxicas conio la clona MXL-5214, clonas muy'citotóxicas pero poco 

adhesivas como lo son las clonas MXL-221y la MXL~s21; y ~lonas con una 
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adhesión y citotoxicidad intermedias como las clonas MXL-111, MXL-431, 

y MXL-511, dichos resultados nos sugieren .. que la .. relacióll entre la 

adhesión y la citotoxicidad comci factores de virute.:ici;;. l'lo es direct~;:,..ente 
. . . ~ _-.',.-". . . . -... , . - - - .. - . - .. 

proporcional, yque.la'.~dh;,~fÓit.rl~,e~>;¡ufiéi;,;..1:;, p~a''q~~ se presente la 
._.._· . . ·: :-~!.'-,·:_-'-_::_:?,-/~-?:~~~~~-;/f~;S:;-~:\J~i-.~-~ ::~<~::r~~:~;}~. ·:··:~~·:\':: .. '.'-.-~\:~~:¡~::.: _-. ~-

citotoxicidad; sugiriendo ·lla•pai-ticipación';de otros•:Xactores ádemás de la 
i< .. : ~-;-~ ::<: :,·~·)':~tl~~i::·::Y~~~!;:'t~I:·;7;f ~~~'.;h~,.'!f~:~f:;-~;.l;:J):~~-;~:·-~:h~::·:\7- :- -

adhesión, ya que como.:vemos··una clona'muy;·adhe-siVa'·no necesariamente es 

muy citotóxica, y vice~~rs~>- ;Y1~~~~~4:1,i~1~12!~,~~t·:~lderete en 1995, 

postulan que en la citoadheren.,'ia ~·y' 'e~ 1;.: citotoxicidad participan 
./'. ''.', '.~·/_;';-:' ·' .... _ ~::-··- ;__· -\·," ·!.· " 

proteinasas de superficie llal~~d~X~f :3,g¡-~~~~?~:~~;:)as cuales fueron 

distinguidas por su inhibición< di~;,~;,.'.;~\~t~?~oi:i ' l;,upeptfn y TLCK 

(inhibidores de cisteín-protei~0~)')J~~~;~~-~1~r:;.:~b~~:º'. •.... ~bservaron que 

cuando se pretrata a los parásitos ;vivos•con· leupept!n:'la proteinasa de 30 
·, -~~,~:=·.· ~~I,~ü.L~~:~~·:::.::;._:~:~ -~ .. 1~/'.'. .. ,:.::-~;t1;·.·>tt~:~::~.--·. -:~· . . . .. -. 

kDa (CP-30) se inhibe y la citoadherericia'se reduce ·dramáticamente, siendo 
- ',:.,-,, -:t.:·. ~:,·-:\{~;.;:· .. ·-· ~ 

en algunos casos. compl~t.;me~i.e',.~bc;lid.;;;inientras que ¡i¡ pretratamiento 

con TLCK inhibe tan¡~~~:l~)É~~~:;~·~!~ a ~~·~P-30: c~n lo cual, los niveles 
.. ;.,.,· -: .... ·~r.·.·, 

de citoadherenciá:disiiii,.;uyen. al· 50% y la citotoxicidad es completamente 

nula. Esto.~~iy~~g~;~me'nte.los resultados obtenidos en este trabajo, ya 

que.las clonas.que presentaron mayor actividad proteolítica en la CP-30 

fueron· lás más adhesivas (clonas MXl-321, MXL-5212, MXL-5213 y 
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MXL-5214), así mismo, las clonas que presentaron mayor actividad 

proteo lítica en la CP-65 ·que en la CP~3P. r:osultaro"cc.se,r. rnuy .citotóxicas y 

poco adhesivas, con lo cual se pone de inanifiesto ~ue .la CP-65 está 

Se sabe que el aislado· CNco.:.14Tde\T.;vagina/is es ,'vinis negativo, 
":', ,."'\ ¡), 

mas sin embargo, en la d.;t.;c~i.s~'de1•c!srvv .;" ca.i.i '1nª'..de las clonas, se 

=~;~~;~~~:t±J.~(11.!.~l.i~;~~;; 
- . ":h'<: ', 

bajo núnl.ero, el virus no pudo ·ser déteCiSdo:: c~nfi·~,and·o~c;-~ :tina ve-z más la 

heterogenicidad de la población. 

Por otra parte, existe la posibilidad de que ·el DMSO haya despertado 
. ;_' ,.· .... - · ... 

al virus .6 bien, que haya actuado' como~~ ;._génte mutágeno, dando como 

resultado la expresión del dsTvv, ya que hay que recordar que las clonas 
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MXL-511 y MXL-521 füeron clonadas en presencia de DMSO, como se 

describió previamente en Materiales y Métodos. 

Finalment"" podemos~ decir, que Ja obtención de clonas así como la 

caracterizaCión de éstas, nos perinite tener un mejor control para llevar 

acabo estudios sobre los factores de patogenicidad de este parásito, ya que 

la variablidad genética que existe entre cada aislado de T. vaginalis esta 

influenciada en gran parte por la presencia de poblaciones heterogéneas, por 

lo cual, este estudio presenta una alternativa para entender mejor dicha 

variabilidad, al proporcionar clonas conformadas por poblaciones 

homogéneas. 

Por último, pode1nos decir que en base a Jos objetivos planteados al inicio 

del trabajo, estos fueron cubiertos en su totalidad. 
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VII. CONCLUSIONES. 

En base a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos se concluye 

lo siguiente: 

1.- se obtuvieron 12 clonas con diferentes activades biológicas. 

2.- No se obtuvieron clonas deficientes en proteínasas, correspondientes a 

mutantes naturales. 

3.- Se confirmó que la adhesión esta influenciada por la cantidad de 

adhesinas que posee cada clona. 

4.- Se demostró que cada parásito posee las cuatro adhesinas previa111ente 

reportadas, basandose esto, en que la clonación nos permite obtener a partir 

de una célula poblaciones con las mismas caracteristicas de la célula 

ancestral. 
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S.- La clonación permite obtener poblaciones homogéneas, con lo cual se 

pueden realizar estudios de biología molecular con resultados menos 

variables. 

6.- Los factores de virulencia del aislado parental, no se pierden al obtenerse 

clonas, pei:-o estos pueden vañar .. 

7.- Se obtuvieron clonas muy adhesivas y poco citotóxicas, y clonas muy 

citotóxicas y poco adhesivas, lo cual nos pennite seleccionar alguna, de 

acuerdo a las necesidades requeridas en estudios posteriores. 

8.- La obtención de clonas no varió el patrón de proteínas totales del aislado 

parental. 

9.- A partir de un aislado reportado como virus dsTvv negativo, se 

obtuvieron tres clonas virus dsTvv positivo. 
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VIII. PERSPECTIVAS. 

Teniendo en cuenta la relevencia. que tiene el poder contar con 

nuevas herramientas ._que nos permit'~n~,~onocer. Y. entender un poco mas 
' . - .· - ~' - ------

acerca de los mecani~ñi.o~ y molé~ulaS;.: ~~-~ ·':1e. alguna manera intervienen en 

Ja patología de la tricomc;mosÍ.s. cau~~a por el parásho protozoario 

Trichon1onas vagina/is. las pCrs¡:J'Cc~iyas. de este trabajo para continuar con 

estudios posteriores son las si&~i~~te~: 

a) Realizar analisis a nivel molecular de las moléculas que participan 

en la virulencia de Trie/tomonas vaginalis. responsables de algún proceso 

patológico en el hospedero corno adhesinas, proteasas, receptores, etc .. 

b) Realizar estudios controlados de variabilidad para determinar el 

tipo, adaptación fisiológica,. mutaciones, y tasa de cambio. 
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IX. APENDICE. 

l. MEDIO TYM pH 6.2, sao mi. 

Tripticasa (BBI:.) 

Extracto de levadura 

Maltosa 

Cisteína 

Acido ascórbico 

K~HP04 

K.HP04 

Ajustar pH, y aforar. 

10 g. 

s g. 

2.S g. 

o.s g. 

0.1 g. 

0.4 g. 

0.4 g. 

Se autoclavea 20 min/120 lb de presión. 

11. REACTIVOS Y SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS. 

a. SOLUCION DE ACRILAMIDA: 

Acrilamida (30%) 

Bisacrilamida (O.So/o) 

Agua cbp 

29.2g 

0.8 g 

lOOml 

Agregar aproximadamente la mitad del volumen final de agua a la 

acrilamida. Agregar la bisacrilamida y mezclar hasta disolver. Filtrar por 

0.45 ~tm. 
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b) TRJS-Cl/SDS 4X pH 8.8. 
(Tris-Cl 1.SM, 0.4% SDS) 

Tris base.· 

SDS._ 

91 g 

____ 2g 

Ajustar pH ·a 8.8 con HCl lN. 

Aforar a 500 ml. 

d) PERSULFATO DE AMONIO AL 10%. 

e) TRJS-Cl/SDS 4X pH 6.8. 
(Tris-Cl O.SM, SDS 0.4%). 

Tris base. 6.05 g 

SDS. 0.4 g . 

Ajustar pH a 6.8 con HCl 1 N. 

Aforara 100 ml. 

Preparar solución fresca, guardar a 4 ºC protegido de la luz no más de 1 

semana 

II: 

Acri/bis 30:0.8 

Tris-Cl 

Gel separador al 9 º/o 

(pH 8.8) 

4.50 mi 

3.75 mi 

Agua 6.75 mi 

Persulfato de amonio al 10 o/o O.OS mi 

TEMED 0.01 mi 

Gel concentrador. 

0.65ml 

(pH 6.8) 1.25 mi 

3.0Sml 

0.025 ml 

0.005 mi 

e) BUFFER DE MUESTRA 2X f) BUFFER DE MUESTRA 1 X. 

Tris base. 1.52 g 

glicerol. 20 ml 

SDS. 2.0 g 

buffer de muestra 2X. 

13-mercaptoetanol. 

Azul de bromofeno 
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azul de bromofenol l rng. 

40 mi agua. 

Ajustar pH a 6.8 con HCI 1 N. 

Aforar a 100 mi. · 

agua. 400 µl 

g) STOCK AZUL DE BROMOFENOL AL 1 %. 

h) AZUL DE COOMASSIE AL 0.025% 

Metano l. 50% 

Azul de Coomassie R-brillante 0.05 %. 

Acido acético 

Agua. 

Aforar a 1 lt. 

10%. 

40% 

j) BUFFER DE ACETATOS 100 mM pH 4.5 

13.6 g Acetato de sodio. 

900 ml Agua desionizada. 

Ajustar pH con ácido acético. 

i) SOLUCIONDESTEÑIR. 

Acido acético 5%. 

metano! 

Agua. 

16.5 %. 

78.5 % 

Aforar a 1 lt. 

k) TRITON X-100 AL 2.So/o 

25 mi de Tritón X-100. 

Aforar a 1 litro. 

Antes de usar, adicionar O.lo/o de J3-mercaptoetanol. 

IV. REACTIVOS Y SOLUCIONES PARA EL ENSAYO DE 

CITOTOXICIDAD. 

a) PBS pH 7.0 1000 mi. b) FORMALDEHIDO al 2o/o /PBS pH 7.0. 
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NaCI 

KCI. 

·s g. 

0.2g 

0.65 g 

Formaldehído 5.4 mi. 

Na2HP04 

e) CRISTALVIOLETAAL0.13 %. 

Fonnaldehído · · ; · 14..2s mi. 

Etanol'.· .. · 3Úiml. 

Cristál vioÍ~ta · . Cl:{;Jg; . 
. ~-/·. ·(:<:' 

d) SDS/ETANOL 

etanol. 25 mi 

agua25 mi. 

sos 0.5 g 

V: REACT1vÓs YS¿n.l1C:1o~s PARA ADHESINAS. 

a) BUFFER NET pH 7.4. b) TDSET. 

NaCI 0.15M. Tris-Cl lM pH 7.8 5 mi. 

EDTA 0.005M. DOCal 10% 10 mi. 

Tris-Cl O.OSM. sos 20 o/o 2.Sml. 

Ajustar pH co11 NaOH 6 HCI 0.1 N. EDTA 0.5 M, pH 8.0 lOml. 

Tritón X-100 100% 5ml. 

e) LEUPEPTIN 100 µg/ml. d)TLCK lmM. 

Ambas soluciones deben ser preparadas en fresco y en la cant.idad necesaria. 

e) SACAROSA al 10 % con rojo de fenal. 

f) PBS/EDTA 0.2%. 

PBS pH 7 .O 500 mi. 

EDTA 1 g. 
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VI: SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS. 

a) BUFFER TAE 50X, pH 8.5. 

Tris· base 122.5 g. 

Acido acético glacial 28.5 ml 

Na,EDTA·2H20 18.6 g. 

Ajustar pH, y aforar a 1 litro. 

b) BUFFERTE pH 7 ;4, 7.5 ú 8. 

io mM T~is•C:l/ pH 7.4, 7 .5 

1 mM EDTÁ: pH 8.o:< 

c) BUFFER DE ACETATOS 3M pH 5.2 500 ml. 

Acetato de sodio trihidratado 204g. 

Ajustar pH a 5.2 con ácido acético 3M. 

Aforar. 

d) FENOL EQUILIBRADO pH 7.11. 

e) FENOL/CLOROFORMO 1: 1. 

f) GELES DE AGAROSA AL 0.75% ENTAE lX. 
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