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RESUMEM.

La tricomonosis, enfermedad de transmisién sexual que afecta a

hombres 'y mujeres, es causada por el protozoario parisito Trichomonas

vaginalﬁ- th aglariciénr de un mayor nGmero de aislados de T. vaginalis
,fésisténées é}l inetrox1idazol, y el aumento en el nﬁmerd de personas con
ui;o;néhosis loréual repercute econdmica y emocionalmente en nuestra
soc'ieda'd, : refuerza la necesidad de conocer mas acerca de la biologia del
parﬁsito que contribuya a entender los mecanismos involucrados en la
patologia de esta enfermedad. )

Hasta hoy, todos los estudios encaminados a conocer y entender los
posibles mecanismos de virulencia, asi como los aspectos bioldgicos de
este pardsito, se han realizado con aislados de T. vagiralis constituidos por
una poblacién heterogénea. La heterogenicidad se traduce en que los
resultados obtenidos en dichos estudios, representan la sumatoria de las
propiedades de la poblacién en su conjunto que puede conducirnos a
interpretaciones erréneas. Es por esto que, resulta de suma importancia el
poder trabajar con poblaciones homogéneas, obtenidas mediante la
clonacién de los aislados. En base a lo anterior, el objetivo general de
este trabajo fue obtener poblaciones homogéneas por medio de la
seleccidn de colonias aisladas en agar semisdlido y caracterizar las clonas
en base a sus propiedades de virulencia.

Después de la tercera clonacién se obtuvieron un total de 12 clonas
independicentes del aislado CNCD-147 de Trichomonas vaginalis.

Estas clonas fueron caracterizadas en base a su capacidad de

adhesion y citotoxicidad, de su actividad de proteinasas, determinando el



patrén de proteinasas totales ¥ ligando proteinasas, del patrén de proteinas

totales y de adhesmas, asi como tambxen la deleccxon del vxrus de RNA de
doble cadena (dsTvv) :

Tos’ resultados de 1a' <

permxtxeron encontrar clonas que “son muy adheswas, pero poco

citotdéxicas, como. la clona MXL 5214, clonas muy c:totoxxcas pero poco
adhesivas, clonas MXL-221 y('M)CL-SZI ¥y clonas "infectadas por un virus
de doble cadena de RNA_, clonas MXL-431, MXL-511 y MXL-521, a
pesar de que el aisladb ‘paremal esta reportado como virus negativo

(Yafiez, 1997). Estos resultados nos permitieron confirmar que el

aislado CNCD-147 de 7. vaginalis esta constituido por una poblaciéon
heterogénea y que al clonarse podemos obtener poblaciones con

caracteristicas diferentes entre ellas. Este estudio, presenta una alternativa

para analizar los mecanismos y factores de virulencia de 7. vaginalis en
poblaciones homogéneas. La ventaja que presenta el trabajar con clonas,
es que permitird realizar: a) Andlisis a nivel molecular para estudiar las
moléculas que participan en la virulencia de 7. vaginalis, responsables de
algin proceso patoldgico en el hospedero como adhesinas, proteinasas,
receptores, etc., b) Estudios controlados de variabilidad para determinar el
tipo, adaptacién fisioldgica, mutaciones, y la tasa de cambio. Todo esto,
nos permitira entender un poco mas los procesos de virulencia de este
protozoario y conocer las moléculas que estin participando, asi como la

posibilidad de buscar nuevas alternativas para el control y tratamiento de
la tricomonosis.



I. INTRODUCCIOMN.

La tricomonosis es una enfermedad de transmisié:n sexual, cronica no
mortal, causada por el parasito Trichomonas vaginalis. - E;ta enfermedad
es uhé dé las Vmésy 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 nimero de casos reportados por el sistema nacional de

vigilancia epidemiologica fue de 48,159, siendo los éstados de Veracruz,

Jalisco, D. F. y Tabasco los de mayor incidencia.
La tricomonosis presenta una sintomatologia tipica de una vaginitis
en la mujer y de una uretritis no gonocéccica en el hombre. Los signosy

sintomas de 1a vaginitis incluyen la presencia de descargas vaginales (flujo

o 'leucorrea) - abundantes, malolientes y espumosas, de color blanco

verdeoso, algun ces sanguinolentas, dolor en el bajo vientre, irritacién

Yy picazén en los genitales externos. .- En ocasiones se presenta inflamacién

del: cervix conocida -como  “cervix ' de fresa”, "sigpp"tip'co sde’la

tricomonosis .




Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado, de 10 a 20 pm de
largo, adopta unnforma‘gioﬁular‘ en suspensién, 6 una forma ameboide

cuando se_encuentra adherida’al;epitelio ‘vaginal in vitro (Arroyo y col.,

En la partc posterior presenta

6n en.forma ' de. espinallamada. axéstilo que recorre
axialmente el cuerpo del pardsito.
movimientos se deben a las sacudida

ondulante. El metabolismo .:de

(Ter Kuile, 1994). Este protista primf\ti\ié depende de un gran



numero de metabolitos preformados como nutrientes, al carecer de las vias
metabdlicas biosin’te‘ticas (Honigberg, 1990). Los carbohidratos como

glucosa’y ‘r’né]'t”s‘ 501 la prmcxpal “fuente . ‘de energxa ademés de ser

de favorecer el crecimiento y la

mullxplxcactén de os parésxtos en cultwo, participa en la regulacidn de

algunas propledades de vu'ulencxa de T. vaginalis tales como la adhesidn,
(Lehker y,col.,__1‘99 1), ia degradacién de inmunoglobulinas (Provenzano y
Alderete‘,v-}995),’fé$istencia a la lisis por complemento (Alderete y col.,
1995), ademds de regular negativamente la citotoxicidad y la actividad de
’ l;\ CP-65 (Alvarez y Arroyo, 1997; Yaiiez, 1997), entre otras. ' Por
ejemplo, en presencia de altas concentraciones de hierro en el cultivo‘,',.loé;

pardsitos se adhieren mcjor a las células del epitelio vaginal al sintetizarse



un mayor namero de adhesinas (Lehker y col., 1991), en consecuencia se

han postulado tres premisas sobre 1o que'pudiera ocurrir in vivo;

1.- Durante la menstruacién ex_i'ste un aumer_xto de la adhesién del parasito.

2.- La adhesién es un .mec 1s -no que el parédsito utiliza para evnar ser

arrastrado por el flu;o menstr al s ‘

3.-El aumento en el nﬁmerd de a‘dhesinas favorece_ un anclaje mdas fuerte al
epitel.io vaginal (Lehker'y yéol.,v 1991).

.Es importante apuntar que la sintomatologia de la tricomonosis se
agudiza durante o inmediatamente Aespués de la menstruacién (Honigberg,
1990), lo cual puede ‘explic'arse tomando en cuenta que el aumento en la
adhesividad del parﬁsxto favorece la rnumphcacnon y posiblemente el dafio
citotéxico depend\ente de ndhesxén de las tricomonas a las células del

epxteho vagmal (Pearlman y Alderete, 1984)

La - heterogemcudad anngémca de"‘

microorganismo entre

diferente; Valsl;\dos Y subpoblacxone; de tnboménéé (Alderete y Garza,

1988), se debe en gran parte a la disposicidn de proteinas inmunogénicas en

Ja membrana de dicho parasito  (Dailey,  y. Al'déretc, 1991). Esta



heterogenicidad antigénica entre diferentes aislados ha sido estudiada por
medio de un estudio electroforético en geles de una y dos dimensiones

(Alderefé yrfcro’l,~198'6),“ revelando sorprendentemente una conservacién y

gran ,4¢<iyivex:s,idad"~' ~ el patrén  de proteinas totales entre estos,

cia ' de un prominente inmundgeno de superficie de alto

d:e:_~_270 kDa (p270), el cual ha sido asociado con la
diversidad an

énica que posce este flagelado (Alderete y col., 1987). La

pre§ericia. de di.cho inmunégeno fue caracterizada por medio de anticuerpos

monoéibnales ¥ sueros de mujeres con tricomonosis, los cuales contenian

é.nﬁcuerpos para numerosa proteinas de superficie de alto peso molecular
(Alderete, y col., 1985).

Los resultados de estos ensayos demostraron la existencia de dos

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

1991), los aislados de tipo I ‘estan éohstituidos por una poblacion

homogénea de parasxlos, los cuales smtet\zan el mmunégeno dc 270 kDa

pero no lo expresan en su superﬁcxe y no prcsentan vanacxén anugemca.

Los del tipo II esta: compues : por una - poblacxén hcterogé , a’. de. .

organismos con respccto ala expresnén del mmunégeno sobre su supcrﬁce’

y Hevan a cabo variacién anugqmca de la p270 (Alderete ywcol., 1986)



El hallazgo de estos dos tipos de aislados también fue posible evaluarlo

por medio del eﬁsayo'dé inmuanrecipifﬁaciéri de ééiﬁlaé (Aidere’tg 19831:;;'

“desnudos” (Alderete, y col., 1992). * Empleando

lgnollplC"l basada en la c\presmn dc mrnunogenos en la) superﬁcne de los

10



pardsitos (Alderete y col., 1986), asi como también la existencia de dos

tipos de poblaciones de T. vaginalis parasitando a los humanos (Alderete

y col., 1986b- 1986 1987) Otros datos mdncan que la’ variacién

fenotxplca m vivo del mmunogeno de 270 kDa es un xcel

‘pacientes

zonas de hemolisis ‘alred. or as colonias sembradas en agar sangre

(Krieger y col., 1983),

pqstuléndo que la hemédlisis es importante para

proveer nutrientés;tpa‘ra ‘el parasito, a partir de las lisis de eritrocitos

(Kricgery c‘ol.i, 1933).

11



La capacidad de parasitar que posee 7. vaginalis, se ha relaéionado
con la expresién de proteinas de adhesién sobre la superficie del
miproprgéni§11io (Alderete ¥ col., 1988; Alderete y Garza, 1985), de las
cuales . ;é hkan identificado  cuatro  proteinas de Vsuperficie
como 'moléculas putativas de' adhesién (Alderete y Gafza, 1988),
caracterizadas pbsterionnente como las adhesinas de T. vaginalis, con pesos
mdlecﬁlafcs de 65, 51, 33 y 23 kilodaltones (AP-65, AP;§I, AP-33 y AP-
23). La cantidad de estas adhesinas es directamente proporcional a los
niveles de adhesxén del parésxto (Arroyo y col., 1992) Dado que aislados

idos en cultivo por largo

frescos son: mas adherentes que axslados mame
tiempo, se sugxere que' : '
expresxon de Ins adhe
conééntraci§;1gs ‘de hierr:
transcripcijé\n -‘y' A9

col., '1991):

aislados frescos de tricomon

prolonga:dvos .difieren’]a cant

reponado q T, agi alls, poseg alyto‘s\n'_i\'eles d'elvaciivyidad proteolitica,

dctectada utlhzando gclcsk dkcb"’pbliacrilamidh“ copolimerizados - con

12




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

proteolitica de este. ﬂagelado tamblen ha sndo detectada en’ geles de

ybhe&:i"o'gemc‘:‘x'dad en la actividad proteolitica de algunas proteinasas. Estas
difereﬁdiéé fueron detectadas en los aislados frescos mantenidos en cultivo
por varias semanas, mostrando un aumento en el niimero y en la expresién
de las proteinasas. Finalmente, en los experimentos con animales
inmunizados con sueros y secreciones vaginales de pacientes con
tricomonosis se observé Ia presencia de anticuerpos para algunas
proteinasas de T. vaginalis, mostraron la naturaleza inmunogénica de las
mismas (Neale y Alderecte, 1990).

Debido a»qﬁe T. vaginalis reside en el tracto urogenital de los

humanos, la adquisicién de nutrientes como lipidos y hierro (Petterson y

13



Alderete, 1984) es limitada, sin embargo, posee meéanismos especiﬁcos

para adquirir lipidos de las secreciones de la mucosa (Petterson y Alderete.

hecho,': el ‘medio complejo’de

antigénico de la infeccién parasitaria; 6 alge;‘ai— l’a' suceptibilidad del huésped

para resistir la mfcccnon

‘F nalmenté,‘ los' niveles de lipoproteinas en las

secreciones mucosas de la vagma puede no ser suf ciente para reproducirse

(Aldercte, y col., ed 199")

14



Trichomonas vaginalis también se une de,manem especiﬁca a

eritrocitos fijados, para posteriormente mtemahzarlos, pa.ra ello unhza dos

proteinas de superficie con un peso molecular relatnvo de 2 500 y; 7, 500

extracto de detergente 'combixiandb'SDS-Tntén

de ratén anti-EPBs inhibieron la uniéna efitfd;nto co
la especificidad dg la ilxtergccién (Lehker y_¢§

El nivel de unién de eritrocito ent_ré a_i,slr
reproducible por varias generaciones‘ enb pru

encontrado que va.ria amphamente en un p i:no dias,

adqunnr hlerro dcl hospedero, a pe ar d que trarse Ilbre en los

fluidos normales del cuerpo, es’a través de la presencna de receptores para

15



lactoferrina sobre la superﬁcxe del parasllo (Penerson y Alderete, 1984),

identificado, por. cromatograf' de“afm dad con lactofernna, como un

que une hxerro, resulto

de hlerro radxoactwo (” Fe Y cuando se’ compar con !a umon molar de '2%.1-

lactoferrvina.

A FACTORES DC VlRULENCIA,_

La patogemcxdad de T vaginahs es un fenédmeno muliifactorial y

complejo que depende de la combmac:én de factor

es de virulencia del par:isito con:: la s’usceptibilikdad' del huésped a la

infeccién y de la participacién de factores ambientales,

" Se sabe que la

16 )



Algunos de los factores y propiedades de virulencia que participan en la

citopatogenicidad de T. vaginalis se enlistan a continuacién:

1.- Citoadhe;e;r‘xcia.

2.~ Citotboxikc‘i‘dad} :

3.0 Fqgo'g;itoéfs. i

4.- Hémél:ils'»is.: E

5.- R.é’sist_e‘nciav a lisis pér c‘omplermen»t.cs. :
6.~ Deérddacién d;: inmunégiébuiinaﬁ.:

7.~ Adquisicién de nutrientes éqm:i el hierro.

8.- Adhesinas.
9.- Algunas cistex’n—pféteinasas.
10.- Presencia de virus dsTvv.’

Aunque son numerosos los factores y propiedades dé virulencia que

presenta este pardsito, el presente estudio se enfocara ‘uUnicamente al analisis’

de los niveles de citoadherencia y . citotoxicidad : 'y el é{iélisis de. las

moléculas como adhesinas, cistein-proteinasas 'y la"

dsTvv.

17



a) PROTEINASAS.

Generalidades.

‘enzimas, ‘que_’ cat llzan el "czcn"te' de las

.se reﬂere tanto a

En ge'nei-él,lél‘témuno, proteasa”

polipeptidicas (p ep

que son capaces

uatro' grupos: serin-
‘aspartil-proteinasas.
en:la patogénesis de

tejido del hospedero,

(McKerrow, 1988), ‘en: orgamsmos multlcelulares complejos como

Schistosoma, algunas de Ius prolemasas son elabo; das ‘en las diferentes

fases del ciclo de vida de dicho orgamsm_o. -Es ente, que cl papel de

las proteinasas estd directamente relacionado con su'localizacién.

18



Asi mismo, en Saccharomyces sake, se ha descrito que las enzimas

proteoliticas estdn unidas a la pared celular. (Kusunose y col., 1980) En

protozoanos como Ten-ahymena py;-lfornus,'se ha eportado acnvxdad de .

1980),’ sobre la

(Rangel y col;,1989). En cuatio e
actxvndad de protemasas.

Coombs en 1981 empleando electroforesns en geles de poliacrilamida con

hemoglobina desnatura iZada, demostrai-on multiples formas de proteinasas

acnvas a pH 4. (o] tamo en amasugotes como promastigotes. Los extractos

de amastigotes uenen 3 protemas rnayores con seis formas menores. En

promastigotes, el patrén e cuahtatwamente y cuantitativamente diferente,

estos promastigotes - paseen enor actividad en proteinasas que los.

amastigotes, mostrando ‘'una hidrélisis sobre azocaseina en un rango de pH

de 2.5 a 8.5 (Cooxnbé 1982 En -Tritrichomonas foetus,- un pardsito 3

flagelado del tracto genito inos, se purificaron’ proteipasaé/ ‘

responsables de la hidrélisis de hemoglobina desnaturalizada, con: ‘uh:'x‘)eso

molecular relativo entre 1A7','5076'y 20,0@0 D#; (MacLaughliny Muller 1979).
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b)_Proteinasas en_7ricfiormonas vaqinalis.

Trichomonas vaginalis en comparacidén con otros flagelados posee
una gran actividad proteolitica, debida a las mulnples formns de cistein-

proteinasas que posee este pardsito. Un anéhsxs electroforéuco de las

proteinasas de T. vaginalis, "en geles con hemoglobma revelé un sistema

proteolftico, comi:lejor-(Coombs y.+North; :1983) q\.i: ‘participa en la

sito, la p270 (Alderete

degradacién de u»n' inmuné
cale, én’del inmunégeno se
la actividad
pu de.séf comun durante el
gunas’ proteinasas pueden
Arroyoy Aldefete, 1989; Neale y
istein pl_'c;»teinasa responsable
nm négeno;‘ly’2‘7‘0 aun se desconoce
6li;6el;izados con gelatina

s enzimas presentes en

los lisados de este pro(ista-prii‘nitivo, (ch Wau y:col.; 1984), las cuales
tienen un. peso molecular aparcnte en el rango de "0 a 110 kDa (North vy

Coombs. 1990)
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En el anahsns electroforetxco en geles de hemoglobma en una

dimensién, se 1denuﬁcaron por lo menos 11 dlferentes c1$te1n-protemasas

col., (l991b). . .Rec:engememe, se ha

Vasaé‘ partii:ipan : inr.‘v'injo ‘en: importantes

en la degradaclon de mmunoglobulmas (Provenzano Y Alderete, 1995), yen
la resistencia a’ la hsns por: complemento (Lehker y col., 1996). Se ha

establec:do, que la accién de las cxstexn-protemasas de T. vaginalis es un
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prerrequisito para ia citoadherencia se postula que el efecto proteolitico de

éstas, sea necesano para desenrnascarar o activar a las adhesinas del

En 1995, ‘Arroyo y

n un peso molecular de 65 kDa (CP-65), ¥ 30 LDa (CP—30)

protemasas, se unen a células del epitelio vaginal, se relacionan

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

diferencial con inhibidores de cistein-proteinasas como el Leupeptin, y el

TLCK. En su trabajo demostraron que cuando 7T vaginalis se pretrata con

Leupeptin, se inhibe la actividad de 1a proteinasa CP-30, y la citoadherencia

del parasito se reduce drasticamente. Asi mismo, demostraron que el

TLCK inhibe tanto

a la proteinasa CP-30“' Ac'omo a la CP-65,

itoadherencia, y una

metabolismo.

In vivo,--1a infeccién es acompaiiada por una'elevacién en



el pH normal de la vagina, de pH de 4.5 2 pH mayor de 5.0 hasta 7.0.  La
causa de la elevacién del pH no ha sido atn 1dennﬁcada, pero se asocia con’
la pérdida de Lacrobacillus sp. Este cambxo puede _]ugar un papel

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

c) Citoadherencia.

La adhesién de. Tvagznahs a las células del epitelio vaginal favorece
la colonizacién, la mfeccxén del aparato urogenital del humano, y es
esencial para ‘la‘persnsrtgncxa de este flagelado en el huésped (Alderete y

Garza, 1985).°

La citbadher&;nciaf de T. vaginalis es un fendmeno altamente
especifico, en ‘e:lf que ‘participan interacciones de tipo adhesina-receptor
(Arroyo y col., 1992; Alderete y Garza, 1985; 1988). EIl mecanismo de
adhesion de este parasito es complejo, participan reacciones en cascada
ademds de las reacciones tipicas entre adhesina y receptor, incluyendo la
actividad de cistein-proteinasas (Arroyo y Alderete, 1989) y la transduccién
de seiiales transmembranales después del contacto inicial (Arroyo y col.,

1993).
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En la adhesién de las tricomonas a las células de la vagina participan

cuatro proteinas de: superﬁme, llamadas adhesinas, con un peso molecular

relatwo de 65 kDa 1 kDa; 33 kDa, Y 23 kDa (AP-65 AP-Sl AP-33, y AP-

24



d) Citotoxicidad.

Una forma de determinar la citotoxicidad de 7. vaginalis a la célula

blanco es medir el efecto: citotéxico in vitro de diferentes’ aislados de

humanas normal ‘c 1, en 1986), asi

élulas.Mckoy ( Brasseur y Savel, 1982;

C .,,1986) Los focos de lesién iniciales

de tncomonas alargadas gradualmente, hasta que la monocapa entera es

destn.uda (Pmdak y col., 1986)
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Sobre . el efecto citotéxico que ejerce T.vaginalis sobre la célula

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

3.- Por citotoxinas extracelulares.

Cont:‘xcté-d‘epend‘icnt‘c.‘

‘ Ba"s:'xndbse en este mecanismo de citopatogenicidad, se expusieron
monocapas de células de ovario de hamster chino (celulas CHO), con
7. vaginalis viables, y observaron que los pardsitos forman agregados, los
cuales se adhieren a la monocapa de células, y la destrucciéon de la
monocapa, ocurrié sélo en areas en las cuales los paridsitos estaban en
contacto con las células. Las células que no entraban en contacto con los

pardsitos permanecieron intactas (Krieger y col., 1985).

Citofagocitosis.
Los estudios con celulas CHO marcadas con 6xido de Indio-111
(*"'InOx), y teiiidas simultaneamente con azul de tripano, confirmaron que

la muerte de las células en cultivo por tricomonas 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 células’ intactds y el

111-InOx en células CHO fagocitadas por el pardsito (Krieger y col., 1985).

Citotoxinas extracelulares.

I.a evaluacion del papel potencial de citotoxinas secretadas al medio
de cultivo de Tvaginalis, se realizd sobre monocapas de células CHO,
observandose, que la monocapa no sufrié cambios, indicando con ésto, que

T.vaginalis no secreta citotoxinas (Krieger y col., 1985).

) Proteinas.

El andlisis antigénico de 7. vaginalis, se ha realizado con distintos
aislados patégenos, asi como en clonas de este parasito, con el propdsito de
encontrar posibles variaciones antigénicas entré un aislado y otro... Dicho
estudio fue realizado por Alderete en 1983, empleanj‘dvo:': técnicas de

fluorografia y electroforesis en SDS-PAGE en una dirhensiéh.

Los parasitos vivos, y altamente modviles se marcaron con metionina

(S*%), las proteinas totales se obtuvieron por kbrgctpiﬁacién con &cido
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tricloroacético (Alderete y Baseman, 1980; Peterson y col,, 1982) y fueron

analizadas posterlom1ente or electrofore51s en geles de pollacrxamxda-SDS

(SDS-PAGE), obtemendose u P rén de»ptotefnas con un peso molecular

de 200, 000 a 0 ,000 Da. (Alderete, 1983).

Las protef as ygénicas ; max:cadas, : fﬁérén 'kidentif cadas por
radxoxnmunodxﬁxsnén (Kessler, 1976), y postermrmente por fluorografia.

El andlisis electroforénco de los diferentes axslados de T. vaginalis,
proporcioné dramidticas evidcncias de que existe una gran similitud en la
composic.ién de proteinas . que posce este paridsito, de acuerdo a la
migracién, intensidad y nGmero de bandas obtenidas en los geles,
independientemente del aislado de donde provenga. Asi mismo, se
examinaron 30 clonas de 7. vaginalis, las cuales se obtuvieron por el
método modificado de Hollander (Hollander, 1976), el patrén de proteinas
totales obtenido, no presentd diferencias tanto por fluorometria como por el
andlisis del patrén electroforético, concluyendose, que tanto los distintos
aislados, como las clonas, no presentan diferencias en su composicién de

proteinas inmunogénicas (Alderete, 1983).
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] Vnrus de doble cadena de RNA en: T vaginalis (dsTw).

cuales tiene sma- mobxhdad electroforética e hibridacién cruzada, el

genoma viral'de 7. _vagmalxs no comparte sequencias homdlogas con estos

péra51tos. "7 Esinteresante notar, que la replicaciéon del virus dsTvv de

pardsitos. infectados, se cormrelaciona con la expresién de superficie y la
variacién antigénica de la proteina altamente inmunogénica p270. Los

pases extensivos in vitro de parasitos infectados por el virus dsTvv resulta

en la pérdida de éste, y por consiguiente la pérdida de la capacidad de
expresion de la p270 en la superficie del pérasito.
La caracterizacion de los mecanismos de replicacién viral y los

productos de codificacién alin no han sido reportados (Khoshnan, y

Aldercte, 1994).
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Por otra parte, dentro de los dos tipos de aislados de T. vaginalis

descritos antenormente »omo a:slados upo 1y aislados tipo II, se encontrd

que los de tipo II estan n ctados por el dsTvv (Wang, y col.,, - 1987), los

cuales, al perder el

. col., 1986)

acid poSitiva, en contraste con los

parésnos que no estan infectados por'el. vxrus (K.hoshnan Yy Alderete, 1994).

Bajo. condlcxo inuo (Lehker y Alderete, 1990), 1
tricomonas mfectuyd'i “con cl{ds’_ly‘vv cosechadas, son pleomorficas, en

contraste con’la quﬁ;a_el:psbidal de los aislados en donde no se dectd el

virus asi como de laé"triéomohas que lo perdieron (Khoshnan y Alderete
1994). '

La mhabilidad,'para infectar tricomonas que son virus negativo, ha

sido el mayor xmpedlmento para entender las propiedades biolégicas del

vu’us. la relacnon wrus-parésuo, y la influencia del virus, si es que existe

,alguna, sobre la’ expresnén del  pardsito y/6 factores de virulencia

(Khoshnan, y Alderete, 1993).
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Hasta la fecha, la mayoria de los estudios orientados a entender los

mecanismos ' de virule’ncvi'a' del ' ‘parasito, 'asi ' como los factores

desencadenantes - que provoca'la  enfermedad en el hospedero, se han

realizado con cultivos de aislados de T. vaginalis que corresponden a una

poblacién heterogépe .

Estei trabajo, 'presenta una alternativa para el estudio de los
mecanismos y factores de virulencia de este parasito, al obtener
poblaciones homogéneas y caracterizarlas en base a sus propiedades de
virulencia. Esto permitiri entender la variabilidad genética de este
protozoario, estudiar la adaptacién fisiolégica, y/6 mutaciones, y poder

establecer un punto de comparacién entre un aislado y otro.
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II. OBJETIVOS.

A. OBJETIVO GENERAL:

Obtener y caracterizar poblaciones homogéneas del aislado CNCD-147 de
Trichomonas vaginalis respecto a algunas de las propiedades de virulencia,
y actividades biolégicas relacionadas con la citopatogenicidad de este

parésito.
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B. OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Obtencion de clonas del aisladoe CNCD-147 de Trichomonas vaginalis.

2-. Caracterizacién 'y seleccién de mutantes naturales deficientes en

proteinasas.

3.- Caracterizacion de las clonas obtenidas por medio del andlisis de los
patrones de : 1) Proteinasas totales.
2) Adhesinas.
3) Ligando-proteinasas.
4) Proteinas totales
Por sus niveles de:
5) Adhesion.
6) Citotoxicidad.
La deteccion de:
7) virus de doble cadena de RNA (dsTvv), que infecta a

este parasito.
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I1l. ESTRATEGIA.

La estrategia utilizada en esta tesis, consistido en clonar el aislado
CNCD-147 de 'T. vaginalis por crecimiento en agar semisdlido en
anaerobiosis, ai;landq gplqnias indivuduales, las cuales se reclonaron en
tres ocas_ionesbém ‘asegurar la obtencién de poblaciones homogéneas y su

posterior caracterizacidn en cuanto a sus niveles de adhesién y citotoxicidad

y el andlisis de moléculas como adhesinas, proteinasas y virus dsTvv. Para

lograr lés"_'pbjct lanteados, se llevaron a cabo los siguiente pasos

genemle#:

1 ) Se establecid el inéculo adecuado de pardsitos, para obtener colonias
aisladas en ag;:r semisdlido.

2 ) Se escogieron colonias aisladas, y se resuspendieron en medio
liquido TYM suplgmentado con 10 % de suero de caballo.

3 )ySe fé;a}izé 'ﬁhva"s"egunda clonacién en agar semisélido, con las cinco

pimeras clonas obtenidas, y se “seleccionaron 3 colonias de cada caja.

4 Se determind e patrén‘dé acti\{idéxd de proteinasas totales a cada una

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

proteolitica la mas alta y la més. baja, d ?cuequ al patrén obtenido.

6) Se realizé una tercera clonacién con las clonas obtenidas.

7 ) Seilevo a éabo‘ ia é;rééfgri;acién'de’las 21cldﬁh§ :o‘btenidas en base a
sus propiedades de Qil;uienéia; éor medio del andlisis de_wlbs ﬁatrohes de
a) Proteinasas totales. L
b) Ligando-proteinasas.
c) Adhesinas.
d) Proteinas totales,
por sus niveles de:
e) ,ridhesion.
f) Citotoxicidad.
Por la presencia de:
g) Virus de doble cadena de RNA (dsTvv), que infecta a este

pardsito.

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

uno, seguidos por la descripcién de la metodologia realizada en cada uno.
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iIV. MATERIALES Y METODOS.
A CLONACION':del aislado CNCD-147 .de 7T. vaginalis (Hollander,
1976)- - S

l\’Iatcrial.f

Medio TYM pH 6.2 (Diamond, 1957).

7. vaginalis CNCD -147 en fase logaritmica.
Agar Noble al 0.6% (Difco).

Suero de caballo (JHR), inactivado por calor.

Cajas petri 100 x 15 mim de vidrio.

Tubos cdnicos desechables de 50 ml (Corning).

Sistema Gas-Pack para anaerobiosis (BBL).

a) PREPARACION DEL AGAR SEMISGLIDO
Preparar 150 ml de medio TYM, ajustarel pH 6.2.

Apgregar 0.6% de agar Noble.

Disolver con calor.
Esterilizar por autoclave a 121 1b de presidn por 20 min.
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b) Sembrado.
El ntimero de parasitos se ajusta por diluciones dobles, de tal manera que

en 0.1 ml de méculo se tomen 14, 000 parasntos como pnmera dilucién, y

1400 parasntos como segunda dllucxén. »En un tubo cénico de 50 ml
estenl se dlspensan 0. lml de moculo, se agregan 3 ml de suero de caballo y
27 ml de medio TYM con agar, el cual debe estar a 40°C, se mezcla
invirtiendo suavemente el tubo 4 6 5 veces y posteriormente se vierte en
una caja petri esteril. Se deja gelificar a temperatura ambiente y se incuba

a 37°C en anaerobiosis por S dias.

c¢) Recuperacidn de colonias.

Al quinto dia, se sacan las cajas, se revisan bajo el microscopio
invertido para observar la morfologia de las colonias, en condiciones de
esterilidad se toma una colonia con una pipeta Pasteur estéril y se
resuspende en 6 ml de medio TYM suplementado con 10 % de suero de
caballo. Se incuba a 37°C y el primer pase, se realiza hasta que los
parasitos se han liberado del agar, lo cual ocurre entre el tercer y cuarto dia

de incubacion.

37



B. CARACTERIZACION ‘DE' LAS CLOHAS DE T. wvaginalis POR
SUS PROPIEDADES DE ngLémgiA_ﬂ

a) PROTEINASAS 'I‘OTAVI:ESV(VC;’oom.bs y North, 1983; Neale y
Alderete 1995). e

Material ]

Clonas de T.vaginalis CNCD-147 en fase logaritmica tardia.

Buffer de muestra 1X (BM 1X). '

PBS pH 7.0.

Buffer de activacién (acetato de sodio 0.1M, pH 5.5, y 0.1% de
B--mercaptoetanol)

Tritén X-100 al 2.5%.

Azul de Coomassie R-25 al 0.25%.

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

rpm/5 min/4°C y se cuentan en et Gltimo lavado.

Se resuspenden 2x106 pnrésitos en S0 pl de BM 1X, se transfieren a un

tubo Eppendorf estéril, sé 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 ul
del sobrenadante, y..se corren en un gel de sustrato 'pdr 1 hra 110 volts.
Después, el gel‘se incuba 1 hir con Tritén X-100 al” 2.5%, enseguida, se deja

20 hrs en buffer de activacién a 37°C. Para hacer visibles las bandas, se

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

se observan como bandas claras contra un fondo azul.

b) ADHESINAS (Arroyo y col., 1992).
Material.
Se requieren 20x106 de parisitos.

Células HeLa fijadas, 1x106 por vial.

Inhibidores de proteasas : Leupeptin Img/ml (solucién stock) y TLCK 10

mM (solucidn stock).
Deoxicolato de sodio (DOC) al 10%.

Amortiguador TDSET (solucién stock; Tris-HCl 0.01M pH 7.8, DOC al

0.2 %, SDS al 0.1%, EDTA 0.0.1M , Tritén X-100 al 1%).

Amortiguador NET (Tris-HC1 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5mM) pH 7.4.

Sacarosa al 10% en TDSET, con rojo de fenol.
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¢) Preparacién del extracto de ;;!etcrgcnte de proteinas totales en
presencia de inhibidores de proteinasas. ’

Lé; 20x106 parisitos de cada clona se lavant:res veées con PBS pH
7.0 frio y se resuspenden en 500 ul de buffer NET. Se agregan 50 pl de
TLCK 10 mM, para una concentraciéon final de 1mM, 'y 50 pl de leupeptin
1mg/ml (concentracién final 100 ug/ml) y sé incuban 10 min a 4°C.
Enseguida, los parasitos se lisan con 50 ul de DOC al 10 % (concentracidén
final 1%%6) se homogenizaen vortex y se incuba 20 min a 4 °C. Después,
se agregan nuevamente 50 ul de cada inhibidor y 250 ul de TDSET para un
volumen final de 1 ml, y se incuba otra vez 10 min a 4°C.

Se colocan en el fondo de cada tubo 100 pl de sacarosa al 10% con
rojo de fenol, se centrifuga a 14,000 rpm/30 min a 4°C y se colecta el
sobrenadante
El sobrenadante, conteniendo las proteinas totales del pardsito, se hace
interaccionar por 24 hrs a 4 °C y con agitacién suave con 1x106 células
HeLa fijadas. Después, las muestras se centrifugan y la pastilla se lava 5
veces con buffer TDSET. La elucién dé_las adhesinas de la superficie de
células HeLa se hace con 30 plde buffe‘r;l‘c muestia 1X, - e hierviéndolas 3

min, ¥ antes de cargar en el gel se‘ceﬁt’riﬁjgﬂan a-14,000 rpm/3 min. . El gel
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se prepara al 9% de poliacrilamida y SDS, en cada carril se cargan 20 ul de
muestra, el gel se corre a 110 volts/1 hr y se tifie con azul de Coomassie
para hacer visibles las bandas de proteinas asociadas a la superficie de

células HeLa.

d) ENSAYO LIGANDO-PROTEINASAS (Arroyo y Alderete,
1995).

Material.

Células HeLa fijadas, 1x106 células por vial.

15-20 ml de cultivos de 24 hrs de cada una de las clonas de T.vaginalis
CNCD-147 en fase logaritmica tardia (20x109 parasitos).

PBS pH 7.0

PBS pH 8.0

DOC al 10%.

Sacarosa al 10% en PBS pH 8.0, con rojo de fenol.

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

Tritén X-100 al 2.5%.

Buffer de activacidn.
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e) Preparacién del extracto de detergente de proteinasas totales.

Se cosechan los’ pardsitos de cada una de'las clonas, se lavan tres

veces con PBS pH 7.0 'y se cuentan en el iiltimo lavado. . Posteriormente, se

resuspenden 20x106 de pardsitos en SOO‘ul ‘de JPB:S’:pH 8.0, se transfieren

a un tubo Eppendorf, se lisan con 50 ul ‘dé‘*" DOC al 10%, se

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

agregan 450 pl de PBS pH 8 y se homogenizan. Con una micropipeta se
depositan en el fondo de cada tubo 100 ul de sacarosa al 10 % con rojo de

fenol, se centrifugan a 14,000 rpnv30 min a 4°C, y se colecta el

sobrenadante clarificado.

Ligando-proteinasas-.

El sobrenadante conteniendo a las proteinasas totales del pardsito, se
hace interaccionar por 24 hirs a 4°C y agitacién suave con 1x106 células
HeLa fijadas. Después de la interaccién, lés muestras se centrifugan y se
desecha el sobrenadante. La pastilla de células HeLa se lava 5 veces con
PBS pH 8.0, DOC al 10%, a 4°C y las proteinas asociadas a la superficie de

las células HeLa se eluyen en 30 ul de buffer de muestra 1 X e incubandolas

a 37°C/20 min . Luego, se centrifugan a 14,000 rpnY3 min para
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recuperar el sobrenadante. . Se prepara un gel de  sustrato, y se carga en
cada carril 20 pl del sobrenadante conteniendo las proteinasas eluidas de la

superﬁcié de’ las c:iéil.ljla's"HéI:a 'ljéSpu'e’s‘dé correr el gel a 110 volts por 1

hr, éste se renaturahza c ’1‘ '6;1 X-100 al 2.5 %, se activa 20 hrs a 37 °C
en buffer de acti‘v:ég‘i;é‘n (ver "épe'ndic:e‘), y se tifie con azul de Coomassie para

hacer visibles las bandas de actividad.

. OBTENCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS
TOTALES (Aldercte, 1983).

Material.

Clonas de T.vaginalis CNCD-147 en fase logaritmica tardia (20x106).
Acido tricloroacético {TCA) al 100%.

Hisopos estériles..

Tubos Eppendorf estériles.

PBS pH 7.0 estéril.

Buffer de muestra 1X sin B-mercaptoetanol y sin azul de bromofenol (ver

apendice).
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La obtencidn de proteinas se hizo por el método de precipitacién con dcido
tricloroacético al 10 %.
En- este ensayo, también se requieren de ”Oxl 06- parasxtos de cada

una de las clo as. : Los parasxtos se cosechan por cenmfugacnon a l 800

rpm/5 mm se lavan tres veces con PBS pH 7.0 estenl y en e ult:mo lavado“ ;

se cuenta el nimero de mxcroorgamsmos‘ En un tubo Eppendorf de 1.5

1 la’ pasnlla de ”0~<105 de parasxtos se resuspende en 900

pH 7 O a4 °C se le adxcmna 100 pl de #cido tncloroaceuco

(conc'eptrécién ﬁnalv ;10%) y. se incuba a 4°C/18 hrs pqra PI

proteinas. se” céhfrifugé a 14A000 rpm/3 min/r4'°C‘,' se 4de'céhta_’ el

sobrenadante, la pastxlla se’ seca con'un’ hlSOpO pa.ra ehmmar

residual y se resuspende completamcnte en PBS. Se lava cinco veces con
PBS pH 7.0 frlo secando la pasnlla en cada lavado, esto es crucial para que

el ensayo sea exitoso.
@) Preparacién dec.la: muestra.

La pastilla de"pro;el'nas precipitadas se resuspende ‘en 400 pl de buffer de

muestra 1X, se toman 5ul para cuantificar proteinas por el micrométodo de
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Lowry modificado (Bio-Rad) en placas de 96 pozos. A cada muestra se le
agregaron 25 pl de la solucién A y 200 ul de Ia solucién B. ' -+

Se dej6 reposar 10 min y se leyd en un lector de ELISA" a 630 nm, como

control se utilizd a]b\:\minay se‘construyég la siguient e calibracién:

Beo. STD - STD' STD STD' STD Mta

12 3 a4 st
Muestra de pr_oteiﬁas TCA. ' o ‘ ’ o 5
STD de Albtimina ~ ul = == 1 2 3 4 s -
Buffer de mygsua'lx i s 4 3 2 1 o -
Solucién A pl 25 25 25 25 25" 25 25
Solucién . B pl - 200 200 200 200 200 200 200

Concentracién del estandar de albimina - 10 mg/ml.

Para analizar el patrén de proteinas totales de cada una de las clonas,

se corrié una. electroforesis d|scontmua y desnatu
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 9% y 0. 75 mm de grosor, cargandose

en cada carril 30 pug de proteina.
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h) ENSAYO DE ADHESION' (Aldercte y Garza, 1985; Arroyo y
Alderete, 1989). .
Material.

Monocapa confluente de células HeLa, sembrada en caja de 96 pozos de
fondo plano. » B )

Clonas de Tivaginalis. CNCD-147 marcadas con 40 kCi de timidina tritiada

(3H-Thy) (Amersham LIFE SCIENCE, actividad especifica 48.0 Ci/mmol ).

PBS-EDTA al
PBS pH 7.0 tibi

sucro de caballo (DMEM-SC).

§i,xexfo’(i:2 vol/vol).
Liquido de centelleo para muestras acuosas.’

k:élu_ia HeLaes de 4:1.

i) l’rcparéciénﬂdé mdiiocépas"dé:,'%:élulas HeLa.
En cianciicio‘pgys"jtié“ést‘erri]id&;;d, sc réﬁrn ¢l medio de la botella de 75

cm?2 dondese: cultivaron las células HeLa a un 80% de confluencia, sc
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agregan 10 ml de 'PBS - EDTA al 0.2% tibio para despegar la monocapa y
se deja reposar 5 min a temperatura ambiente.

-La 'monocapa se: desprende .con un:suave golpeteo en el canto de la

es; y se transfieren a un tubo cénico
“alicuotaipara; contar .el-nimero de células, y se
4 .

astilla se resuspende en 5 ml de

y.se resuspenden -en -

parasitos, lo cual intérferiria en los resultados.’
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J) Procesamiento de Parésitos.

Para este ensayo se r qmercn por lo menos 2x106 parasntcs de cada

clona marcados con’;

3H—Tnt1ada por 18 hr.A

Para marcar los parésntos, a

cada culnvo de 6 ml (en tubos coénicos de plastxco"de 5 ml) se. l agregan :

n el crcer lavado se cuentan.

La pasu a-de:

env medno TYM/DMEM sin -suero a. una

concentracxén d 2x106 parasltos/ml

El ensayo'devadhesxén se inicia al agregar a la monocapa de celulas

HeLa ﬁJadas, 100 p.l dc parasn.os por pozo (2x105), y la placa se mcuba 20
min a 3’_7, ‘?C :

. cada muestra e hace por triplicado.

Postenorm nte, el e

sobrenadante se’ rcmue\{e de cada pozo con. una pipeta Pasteu

“se:lavan
tres veces con PBS pH 7.0 tibio élii’ninando el sobrenadﬁnlé en los désechos .

radioactivos.

La marca’ radxoacuva se eluyc con 100 pl de SDS al O. 1% por'«

pozo durantc 1 hr.

Tran urndo cste nen‘\po, COD una cropxpela se toman

los 100 ul de cada pozo y:se dcposn.an en vmles de plasuco para ‘centelleo
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prevmmenle n'xarcados, y contenlendo 2 ml de hquldo de centelleo. Para las

cuentas totales, se dcposxtan 100 ul dc 1 suspcnsnon de parasntos (2x105) de

cada una dc las clonas us leen cuentas por: mnllén{

(cpm) en un contadcr de ccntcllco en el canal para trmo (3H) El porclento

de adhesxén para cada una de las clonas se obtlene de la sxguxente manera' 3

media de las lecturas de cada muestra .en cpm

- - X 100 =% adhesion
cuentas totales dc cada muestra en cpm. .

K) Ensayo de Citotoxicidad (Alderete y Pearlman,1984).
Material. . ’ '
Clonas de T. vagmalzs CNCD-147 en fase logarxtmxca tardia (2x106)

Placa de 96 pozos d’ fondo plano con monocapa confluente de células HeLa

: (5x104 cels‘ por pozo)

Medio. de mteraccxon TYM/DMEM en una relacxon 1 :2, sin suero.
PBS pH 7.0 'ji  R ’

Formaldehido al 2% en PBS pH 7.0.
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Cristal violeta al 0.13% .
SDS al 1% en Etanol al 50%. -

Medio de cultwo de células I—IeLa (DVIEM suplememado con 10% de suero

de caballo, mncuvado por calor)

1) Prepa?ai:ién ‘de’ monocapas-de Células HeLa.

ensavo se basa en: medxr la destrucc:én dela monccapa.,f

m) Culh\los del aislado CNCD 147 de T.vagumhs.r

Los paras:tos dc un culnvo de ”4 hrs se despegén de las pz;redes del
tubo con.un’ hlsopo estunl se transﬁercn aun tubo cénico de 15 ml estéril, y
se ccntnfugan a 1 800 rpml> min. El sobrenadante 'se. decantg y lps
pam;xtos:se vlavan tres veces con PBS pH 7.0 estéril.” 'En’ ‘e1< ‘ﬁlj}i:irﬁb lavado,

se cuenta el nimero de parisitos (se debe tener por lo menos ;2x105 de

50




pardsitos de cada una de las clonas, ya que la relacién de pardsitos células
HeLa es de 1:4) ‘se‘centrifugan y la pastilla - se resuspende'en medio de

1nteraccnon a una concentracnén de 2x105 parasnos/ml. - La. monoczipa

conﬂuente . celulas l—IeLa se lava tres veces con med1 DIVIEM a 37°C y

-5 % de: CO,, sm suero,,decantando primero el medxoj en el que se

ray““ambiente. Por

ulm'no, la monocapa remanente se tifie con SO p. de eri al vxoleta al 0.13%,

el colorante se retira inmediatamente, se en_luaga con. PBS pI—I 7.0 y la placa

se deja secar por 24 hrs protegida de la luz. El colorante se eluye con 100
pl de SDS/etanol, se deja por 30 min, y la placa:se lee en un lector de

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

siguiente manera:

media de las 3 ‘lécguras ptjobleni;z en O.D.

lectura media del blaﬁqo en O.D..

100 - % monocapa = % de citotoxicidad.
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n) DETECCION DE VIRUS DE DOBLE CADENA (dsTwv).
.Materixl. : e 3 ‘

20x106 de parésﬁos de'cada clona. :

16.4 g, ajustar pH 7 8)

Buffer de muestra l.xpo [V pam éc d' s nuclexcos (Maniatis).

Bromuro de etldxo 0 5 mg/ml,
Se requieren 20x106 de parzisxtos de cada clona, para lo cual, se prepara un

cultivo de 24 hrs- de lS ml. Dcspues se despegan los pardsitos de las



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

se resuspenden en 500 1l de PBS pH 7.0, se agregan 25 ul de SDS al 10 %,

' utilizando vortex por 3 mina temperatura ambiente - Se centnfuga 2 min a "

1) recupera la fase acuosa (superior), se transﬁere a otro tubo

11,4,'0‘0'6 pm

Eppeﬁd 3 1e: agregan 500 pul de la’ mezcla fenol cloroformo 1:1

se lava 3 veces con etanol al:70% Una vez lavada la pasulh, se deja secar .

al aire, cundando de que se sequc completamente para facxlltar su -
resuspension en 50 ml de TE (Tns 10 m\"[ pI—( 8.0y EDTA 1 m\/() ' ‘Se
prepara un gel d\. agaros‘t al 0 7: 6 (en TA]- 1X) y se carga en cada carnl 5
ptl de la solumqn de’ dcidos nuclexcos mds 1 pul de  buffer de muestra tipo

1V (6X).

se extraen los . componentes.. orgé.nlcos con agxtacxonr oL



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

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

@) CRIOPRESERVACION DE LAS CLONAS MXL DEL
AISLADO CNCD-147 de T vaginalis.

Para la criopreservacién de las clonas, se inocularon cajas de cultivo
de 25 cm? con 30 ml de medio TYM-SC. y un inéculo de aproximadamente.
1.2x10°% parasitos, las cajas se incubaron a 37°C/24 hrs. Posteriormente,
con un hiéopo estéril se-despejaron los BarébsVitég de las paredes de la caja, y
se cosecharon por centrifugacioén a. 1,606:1 rpm/S min. I.a pastilla se
resuspendié a una concentraciéon de 20x1'05 ‘4pa:k%ésitos/n11 en una mezcla de
medio TYM-SC y 10% de diméxilsplfoxido - ‘(D;.\'ISO) previamente
esterilizado por filtracién a traves de 0.22 p.m k;'l')é i'c/ad»é clona se tienen

lotes de 5 tubos en criopreservacién
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V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

A. Estandarizacién del método de clonacién de 7. vaginalis en .agar

semisdlido.

Para determinar el nimero Optimo de pardsitos que permita obtener

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

preparados por diluciones dobles sucesivas. Al quinto dia de incubacién

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 observacion fue posible hacerla, ya que

algunas de las cajas presentaron contaminacion por bacterias.

Los indculos apropiados para obtener colonias aisladas en agar

semisdlido fueron de 14,000 y 1,400 parasitos/0.1 ml (Tabla 1).
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Fig. 1. Morfologia colonial del aislado CNCD-147 de Trichomonas
vaginalis en agar semisélido TYM-SC/agar Noble 0.6 %, con un indéculo de
1,400 parasitos/0.1 ml, incubdindose a 37 °C dias en anacrobiosis. Se
obtivieron diferentes tamafios de colonias, las cuales estam sefialados por
las flechas; la punta de flecha sefiala colonias pequeiias, la flecha corta
sefiala colonias medianas y la flecha larga sefiala colonias grandes. Para la
clonacién sélo se rescataron colonias pequeiias.
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Tabla I. Crecxmlento del alslado CNCD-147 de 70 vagmalxs
en agar semlséhdo

. Tipo
No. caja..” Crecimiento
'»(}No. (Colonias)
- 1 4X1 ~ masivo
2 1.4X10% masivo
3 1.4X10* aislado
4 1.4X10? aislado
s 1.4X10? negativo
6 1.4X10’ ~ negativo
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Clonacién del aislado CNCD-147. de 72 vaginalis.
Una vez detgxfminadé e_l.inbéculo, 6ptimo, presentado por las cajas 3 y
4 (Tabla I), de ahf se éﬁtdi/ierbn S colonias aisladas, se resuspendieron en 6

ml de medio TYM-SC ¥y se rbtliléron'de lﬁs sigﬁiente manéra:
Cl; C2; C3; C4; C5

Segunda clonacion.

En la segunda clonacién se sembraron 1,400 pardsitos de cada una de
las clonas, teniendo un total de S cajas. Al quinto dia se analizaron las
cajas, y de cada una se rescataron tres colonias aisladas a excepcién de la
caja 1, de la cual se rescataron cinco colonias, y de las cajas 2 y 5 que se

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

de la segunda clonacidn.
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Tabla I1. Clonas obtemdas en la segunda clonacxon del axslado CNCD 147 .

Clonas

C1

Cc2

C3

C4a

Cs

Las subclchas 'se < mantuvieron ulti\i’o :'por tres semanas, y

posteriormente a cada una se le determmé‘el patrén de proteinasas totales
(Fig. 2), con el fin de deterrmna posxblhdad de obtener clonas
deficientes en proteinasas (mutante natural), y de seleccionar de cada grupo,

dos clonas, una con una actividad proteolitica alta, y otra con actividad

proteolitica baja.
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El patrén de aclividad proteolin'ca de las proteinasas totales de cada

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

proteohnca (Fxg. 2), lo cualkmdxca que no se: obtuvxeron clonas deficientes

en protemasas (mutantgs aturales). Sm emb?rgo, se pudieron seleccionar
té");' baja (Tabla III) de la siguiente

manera:: Subclonas “altaiactividad proteohnca Cl.S (carnl 6), Cc2:2
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Fig. 2.

Patrén de actividad de las proteinasas totales de las primeras clonas del
aislado CNCD-147 de 7. vaginalis. Se utilizaron 8x10° parisitos de cada
clona por carril. Se corrié un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes SDS-PAGE al 9%, conteniendo gelatina al 0.2% (gel de
sutrato), el gel se renaturalizé | hr en Tritén X-100 al 2.5%, posteriormente
las proteinasas se activaron 20 hrs a 37 °C en buffer de acetatos pH 4.5 con
50 pl de B-mercaptoetanol, finalmente el gel se tifié con azul de Coomassie.
Las bandas de actividad se observan como zonas blancas en fondo obscuro.
El peso molecular de los marcadores esta en kilodaltones (kDa).
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Tabla III. Subclonas dcl alslado CNCD-]47 de T, vagmalls, selccclonadas
: por su '\cu\nda pron.o iuca en gclcs de sustr 1to 2

*E
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Tercera clonacion.

La tercera clonacién se reali26 con las subclonas seleccionadas en la

Tabla III de acuerdo asu patrén de protemasas (Flg. 2), como se describio

prevnamente. Al quinto dla, se rescatéd una coloma axslada de cada caja de

las subclonas a las que‘

siguiente manera:

MXL-5212, MXL-5213 y MXL~5214."
Las subclonas provenientes de la tercera clonacién Se caracterizaron

en este estudio en base a las propiedades y -moléculas previamente

definidas.
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Tabla IV: Subclonas del axslado CNCD 147 de T vagmalxs obtenidas en la

- tercera clonacnon.

Clonas ra clonacién ;-

C1: M)(L- ll M)ﬂ'.,-lSl‘

Cc2 M)CL-22 |

C3 . |MXL-311; MXL‘-35 1

C4 MXL-411; MXL-43 l :

Cs MXL-511; M){L-S"l M){L-SZI’_’, M)CL-5213 M)ﬂ ~5214
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B. CARACTERIZACION.

a) PROTEINASAS . TOTALES . DE LAS CLONAS MXL DEL

AISLADO CNCD-147 de T:. vaginalis.

Las 12 clonas: obte as:se:analizaron en base a su patrén de

proteinasas totales, utilizando 'elés de sustrato copolimerimdo con gelatina

(Fig. 3). La pah xene las clonas MXL-151 MXL-I 1 1, MXL-221,

MXIL- 311 MX]'. 321 MXL-411 ,; M)CL—431 MXL-SI y M)CL.-SZI, y la

parte B~

: parental clonas MXL-311 (A-4), MXL-321 (A-5), MXI-511 (A-7), MXL-
521 (A-8).". Enla clonas MXIL-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. 3A, carril 10).
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Estos datos indican que los aislados de 7. vaginalis en particular el
CNCD-147, estan constituidos por poblaciones heterogéneas de parasitos

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

Patrén de actividad proteolitica de proteinasas totales de las clonas MXL del
aislado CNCD-147 de 7. vaginalis. En cada carril se cargaron 11 ul del
extracto clarificado de proteinas (equivalente a 440,000 pardsitos) para cada
clona. Para analizar las proteinas se corrié un gel de sustrato al 9 % como
se describid en la Fig. 2. Las bandas de actividad se observan como zonas
claras sobre fondo obscuro. EIl peso molecular de los marcadores esta en
kilodaltones. La parte A contien de la clona MXL-111, MXL-151, MXL-
221, MXL-311, MXL-321, MXL-411, MXL-431, MXL-511, MXL-521 y
al aislado parental CNCD-147. La parte B contiene a las clonas MXIL-5212,
MXIL-5213 y 5214
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b) ANALISIS DE LAS CISTEIH'PROTElNASAS CP-65 y CP".’.’>O ‘
QUE SE UNEN A LA SUPERFICIE DE CELULAS® HeLa. LR

Medlante el ensayo de lxgando-protemasas descnto n- maternales y ‘

métodos, se analizé el patrén de actnvndad e l

CP-BO aun '
acnvndad (Fxg.4) -
Las clonas M)(L‘321 (Flg. 4A can‘ﬂ 4), MXIL-431 (A-7), MXL-521

(A-9), y:la MXL-S" 14 (B-3), presemaron mayor actividad en las bandas

con'espondxemes a la CP-GS y a la CP-30 que el aislado parental (A-10).

"En Ias clonas M>a_-331 (A-S), y MXL-411 (A-6) y MXL-511 (A-8),

la actnvxdad de las b pondlentes ala CP-65y CP-30, es mads baja

en comparacxén a la actividad del axslado parenta! (Fig. 4A, carril 10).

lo as M)(L 111 (A-l) MXL-lSl (A-2), MXL-

221 (A-3) qu;-5213 [¢=X arnl 2) iy M)CL-SZ]Z (B, carril 3) la actividad de
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ambas cistein-proteinasa es similar a la actividad presentada por el aislado
parental (A-10).

Entre las. clonas. no se observaron d\ferencms en la actividad
proteohtxca de ambas c1stem protemasa pero con respecto al' aislado

parental, 1a acuv;dad presentada tanto en la CP 65 como en la CP-30 fue

mayor (Fx . 4B)
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Fig. 4.

Identificacidon de las cistein-proteinasas CP-65 y CP-30 en las clonas MXL
del aislado CNCD-147 de T. vaginalis. En todas las clonas se empled la
misma cantidad de paréasitos (20 X10°® parasitos), los cuales se lisaron y se
hicieron interaccionar 24 hrs/4 °C con células Hela fijadas (1X10° cels.),
posteriormente, las proteinas asociadas a la superficie de las células HelLa se
eluyeron con 30 pl de buffer de muestra 1 X incubandolas a 37 °C/20 min.
Las proteinasas se analizaron en un gel de sustrato al 9 % como se describié
en la Fig 2. En cada carril se cargaron 11 pl de muestra.
proteinasas identificadas estin sefialadas por las flechas, los pesos
moleculares de los marcadores estan en kilodaltones (kDa). EIl panel A
incluye de la clona MXL.-111 a la MXL-521 y al aislado parental CNCD-
147; el panel B a las clonas MXIL-5212, MXL-5213 y MXL-5214.

Las cistein-
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o PROTEINAS TOTALES.

Alderete en’ 1983 0 la composlcxon de proteinas entre cada clona no

existen dlt‘e ncnas, aunque estas provengan de una poblacién heterogénea,

Ly las caractenstxcas morfologxcas de cada una sea totalmente diferente.
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Fig. 5.

Patrén de proteinas totales de las clonas MXL del aislado CNCD-147 de
T. vaginalis. El extracto de proteinas totales se obtuvo por precipitacion
con Acido tricloroacético (TCA) al 10 %. En caa carril se cargaron 30 ug de
proteina y se analizaron por SDS-PAGE al 9 %. EI gel se tifié con azul de
Coomassie. La M indica el carril de los marcadores de peso molecular
expresado en kilodaltones (kDa).
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d) ADHESINAS DE LAS CLOMNAS MXL DEL AISLADO
CNCD-147 de T. vaginalis.

Al analizar e} patron de adhesinas de las clonas MXI. se observé que

todas poseen las cuatro adhe51 3 as, aunque en cantldades diferentes (Flg. 6) a

las del aislado parental (A—l 1).
fueron las que presqqtaxo_
adhesinas, en espééial:l
diferencia de"'lévslicioﬂq
cuales presentaré:r; Y

Labanda;:orr Sp ite a- "f bsery m'ajdr

intensidad en las cl gﬁéh:én
mtensndad las clonas M)CL-ISI (A-3), MXTL-331 (A-S), MXL-5212 (B-3y
la MXL-5214_(B-4) en las que la banda de la adhesina AP-SI se observa en
mayor cantidad con respecto al aislado parental (A-11). El resto de las
Cionas, MXL-221. MXL-411, MXL-431, MXIL.-511, MXL-521 y M){L-SZ}Z
(carriles A-4, A-G6, A, A-10 y B2, respectivamente) no presentaron

diferencias respecto al aislado parental (Al11).
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En la clona MXI.-321 (A~6) la banda correspondiente ala adhesina

AP-33, se observa ‘en mayor cantxdad en comparacxon con’ las ‘clonas

Por ultimo, enAt" correspondiente a la

adhesina AP-23, se detecté Hé:al que en aislado
parental (Fig. 6A—1 l) si XL-5 »12?(VB£—2) fue la clona
que presentd mego;_ e nag.‘identiﬁcadas en este
ensayo. ‘ ‘

En temunos génerales; vpoderyn’osv ;iecf; que ‘l# clona que presentd
mayor cantidad de adhesmas fue Ia clona MXL-321 y las clonas que
presentaron menor cantidad de adhesinas fueron las clonas MXIL.-221, la

MXI.-521 y la clona MXL-5212.
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Tabla V: Anilisis comparativo de la cantidad de cada una de las adhesinas
en la clonas MXL del aislado CNCD-147 de T. vaginalis.

AP-65 AP-51 | AP-33 .

AP

-+

CNCD-147 + -+

T4+

I+

LA

T+

B =

+ : Menor cantidad que el aislado parental CNCD:147.
+ +: Mayor cantidad que el aislado parental CNCD—147. E
+ + + -+ : Maxima cantidad detectada
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Fig. 6.

Patrén de las adhesinas de las clonas MXL del aislado CNCD-147 de
T. vaginalis. En todas las clonas se usd la misma cantidad de pardsitos
(20X10°9), los cuales se lisaron en presencia de TLCK 1 mM y Leupeptin 0.2
mM. El lisado se hizo interaccionar 24 hrs a 4 °C con 1X10¢ células HeLa
fijadas. Las adhesinas se eluyeron hierviéndolas 3 min con 30 pl de buffer
de muestra 1X, 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 patrén de adhesinas de la clona MXL-111 a la clona MXL-
521, el panel B muestra el patrén de adhesinas de las clonas MXL-5212,
MXIL.-5213 y MXL.-5214 del aislado CNCD-147 de T. vaginalis, obtenidas
por el ensayo de ligando-adhesinas descrito en materiales y métodos.
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¢) ADHESION.

Para determinar los niveles de adhesién de cada una de las clonas, se

en los niveles'de adhesién'de las 12 clonas analizadas.

e'adhesxén absoluta de 40% del aislado parental

CNCD-147 como' el 100%, -vemos que las clonas M)ﬂ..-321 MXL-5212,

‘MXL-S”I3 MXL-5214 fueron las clonas mas adheswas, ya - que

presentaron u mve ?de adhesxén mayor ‘al’ 100%, 'lo cual nos permxte
ca.ractenzarlas como las clonas maés adhesxvas (F1 g. 7)

1 1 1 MXL-lSl ‘MXL-33 1 y M)G’.. 511 presenetaron
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% ADHESION.
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Fig. 7. Nivcles de adhesidn de las clonas MXL del aislado CNCD-147 de

T. vaginalis, Sc utilizaron 2X108 pardsitos marcado con 40 puCi de 3H.
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En base a los resultados de la Fig. 7, las clonas se reagruparon en tres

niveles de adhesién (Tabla VI).

Tabla VI: Niveles de adhesufm de las clonas del aislado CNCD-147 de

Tvagmahs.

Clonas ‘_ alta®; ~r>ned1a : baja®
C1 T T Mxr_-151 e
< V = = Mﬁ.-z_zl
(TN P 'vx;par-szx leL-331 —
ca ' o k M)CL—431 —— T XT AT
o ‘ — ST MXL-521
cs= MXL-3312

MXL5313
MXL5314

a adhesién mayor al 100%, referido al valor del aislado parental, el cual fué del 100%.
b adhesién entre el 80 y 100% de adhesién, referido al valor del aislado parental.
€ adhesion menor al 80%.
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En la Fig. 7 se puede comprueba que un aislado con un nivel de adhesién
“x”, en realidad estd compuesto de una poblacién heterogenea, qi.\e en forma
individual puede presentar mayor S menor ’grado de adhesién, lo cual puede
observarse con mé&&r 'f:'sé:‘i!idad}'e:h :poi?lacione's homogeéneas, comé “lo

podemos ver en este trabajo. .

) CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE ADHESION Y
EL PATRON DE ADHESINAS.

Relacionando el porciento de adhesion de cada clona, con el patrén de
adhesinas obtenido, vemos que en algunas de las clonas, la cantidad de
adhesinas es proporciqnal al porciento de adhesidn, ya que las clonas que
presentaron mayor porciento de adhesién y mayor cantidad de adhesinas
fueron las clonas MXL-321, y la clona con menor porciento de adhesién fué
la 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 adhésién,' como: en-:la cantidad de

adhesinas mostrada’en la Fig. 6.

aumento en . laf cantidad . de’ adhesinas,

citoadherencia ' de los parasitos, lo cual’ apoya’los’ resultados’ obtenidos

anteriormente descritos.

g CITOTOXICIDAD.

Para determminar los niveles de citotoxicidad de las diferentes clonas
se realizaron tres experimentos, anahzando cada clona por tnplxcado, los
datos mostrados, corresponden aun expenmento representatwo (Fig. 8).

El porciento de cnotoxncxdad de cada una de las clonas esta referido al

valor absoluto del axslado parental el cual -se tomé como el 100% de

cxtotoxxcxdad. :

-Las clonas mas c1toto~ucas fueron la MXL-221 con 99 9%, la MXL.-

5213 con 97.4 %, la MXL-331yla MXL-521, ambas' con un 100%.
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La clona menos citotéxica con respecto al aislado pérenta] fue la
MXI.-151, cuyo porciento de citotoxicidad. fue de 68.07%.

Las clonas restantes presentaron un porciep;o AC,,,éi‘Q‘F??‘?Cidéd del
85% en promedio. : :

Estos datps pen}xﬁitiéron agrup:;r a-las clonas MXL- en 'la siguiente

tabla
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Tabla VII: Niveles de citotéxicidad de las clonas MXL del aislado

CNCD-147 de. T vaginalis.

Clonas

MXL-111 .

MXIL-151

MXL-221

MXL-331

MXIL-321

MXIL-411

MXL-431

MXL-511

MXI.-521

MXL-5212°

MXIL.-5213

MXL-5214

El porci dc
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Fig. 8. vae]es de . citotoxicidad de las clonas MXIL del aislado
CNCD-147. - de =17 vaginalis. Se . utilizaron 2x10° pardsitos, se
utilizaron’ monocapas de. células. HeLa a una densidad de 5. 5x104
cel/pozo. La interaccién se reallzo a37°C/1 hr.
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En base a los resultados- anteriormente mostrados, se realizé una
comparacién entre los. niveles de adhesiéon y los niveles  de

citotéxicidad, los cuales se muestran en la siguiente tabla.

Tabla VIII: Comparacién delos niveles de citotéxicidad y adhesion de
las clonas MXL del aislado CNCN-147 de T. vaginalis.
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Clonas

Adhesién .

Citotoxicidad

MXI.-111

MXL-151

MXI1.-221"

MXL-331

MXI1.-321

MXL-411

MXI.-431

MXIL-511

MXI.-521

MXI.-5212

MXL.-5213

MXI.-5214

T

+ Baja adhesién (menos del 80%); baja citotoxicidad (menos del 80%).

++ adhesién intermedia (80-85%); citotoxicidad intermedia (menos del 100%, pero

mayor al 80%).

+ + + adhesién alta (mas del 100%); citotoxicidad alta (100%).
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Los resultados muestran que las clonas MXL-111, MXIL.-431, y la

MXL.-511 obtuvieron una adhesién y una citotoxicidad intermedia.

)‘C[.-izl,v y:la MXIL-521, son poco adhesivas, pero muy

necesaria mas no ‘sufic

La obtencxon ‘de.iclonas” con - diferentes niveles de adhesiéon y
c1toto~ucxdad nos perrmte poder hacer una seleccién de alguna clona en
partlcular dependxendo del estudxo a realizar, es decir, podemos requerir una

clona que sea muy. adhesiva pero poco citotéxica, o bién una clona que sea
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muy citotéxica y muy adhesiva, y asi sucusivamente la eleccién de la clona

dependera de las necesidadades a cubrir de cada investigador.

h) Participaéién‘il dé la. CP-65 y CP-30 en los procesos de

citotoxicidad "y .‘Ia_‘_adhesic‘vm de T.vaginalis, hacia la célula

blanco.

Larclo,na MXL-321 presentd mayor actividad proteoli;ica_ fanio en la
Cf’-65, como la’ CP-30, y es esta clona la mas adhesiva y citoté}tica.

La clona MXL-S;I presentd mayor actividad en la CP-65 que en lé CP-30,
¥ su porciento de citotéxicidad fu€ del 160%, Yy de adhesién el 40.25%.

La clona MXL-ZZi presenté mayor actividad en la CP-65, y menor
actividad en la CP-30, y su porciento de citotSxicidad fué del 99%, y el de
adhesi;)n del 26.4%.

La actividad de la CP-30 en la clona MXL-111 no presentd
diferencias signiﬁcétivgs con respecto a la acti_vid(ad‘observat‘:la en el aislado
parental,’ ;eﬂejandose' en sus- pgrcientos dé ‘adhesién, 'ya que ambas

presentaron un porciénto de adhesién del 30%. - La actividad de la CP-65 en
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la clona fué ligeramente menor que la del aislado parental, por lo cual fué
tambien menos citotéxica que el aislado parental.” )
Las clonas restantes en el panel A, no.presentaron diferencias  con

respecto al aislado parental,’al igual que en:lo "'ernfsa'ya ‘e e,_'citgic’;xigidad y

de adhesion. g ‘
v a.clona MXL-5214 (carril
30 que:las clonas »;fﬁn;;5213 (carril 1)
;sla o,parept_al,ny;ﬁ;\; esté clona la que
145 alto a que ‘como se puede observar

'~ La clona que presentd menor actividad

en la CP-30 fué’ na- MXL-5212 (carril 1), asi mismo fué la menos

adhesiva. | v:La;Qc‘lona MXL-SZIB (carril 2) no presentd diferencias

significativas con x{éspecto él aislado parental.

i) DE:TECCION"DI:"‘.‘L VlRUS DE DOBLE CADENA DE RMNA
(dsTw) de T. vagin}ilis en'las clonas MXL del aislado 147.

Mediante el andlisis_de dcidos nucléicos en geles de agarosa de cada

una de las clon_as‘ MXL (F"lg ;), Y Eompamndo los resultados con el el del

aislado parental CﬁCDJA? asi como con el control positivo (CNCD-190) y
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el conel control neganvo (CNCD—ISS), en las clonas MXL—43 1, MXL-SI" 1

Yy MXL—-S"I se observo una. banda de aproxlmadamente 5. 5 kb la cula

corresponde al vu-us de doble cadena de RNA (Koshnan y Alderete, 1994)

ién en ellas, 6 en

su defecto, es posnble que dentro de 1 poblac;én'heterogenea del aislado
parental existian algunos parasxtos mfectados por el virus, pero por estar en
mucho menor cantidad, la‘'banda correspondxente al 'dsTvv no podia ser
observada.

La figura 9 muestra los resultados obtenidos en este ensayo.

El 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
y MXL-5214.

La posicidn de la banda del dsTvv, estd indicada por las flechas.
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Fig. 9.

Deteccidén del virus de doble cadena de RNA (dsTvv) en las clonas MXL
del aislado CNCD-147 de T. vaginalis. La extraccidn de dcidos nucleicos se
realizé como se describe en Materiales y Métodos, en cada carril se
cargaron 5 ul de muestra, después de correr el gel, se tifiéd con bromuro de
etidio al 0.5 pg/ml, se utilizaron marcadores Lamda Hind 1II los cuales estan
expresados en kilobases (kb). El aislado CNCD-1990 se utilizé como control
positivo para virus, y como control negativo al aislado CNCD-188. E!}
dsTvv de las clonas se indica por las flechas, el asterisco sefiala el RNA.
La banda superior corresponde al DNA gendmico de 7. vaginalis. El panel
A contiene de la clona MXL-111 a la clona MXL-521, el panel B contiene a
las clonas MXL-5212, MXL-5213 y MXIL.-5214.
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V1. DISCUSION.

La mayoria de los estudios-in vitro sobre la bioquimica 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 consistié en la obtencién de poblaciones
homogéneas, mediante la clonacién’en agar semisdlido, seguido por la
caracterizacién general analizando algunos de los factores de virulencia que
posee T. vaginalis, y las moleculas que participan en dichos procesos.

Las primeras clonas obtenidas a partir del aislado CNCD-147 de

Trichomonas wvaginalis conformado . por una poblacién heterogénea se

caracterizaron en base a su patrén de acthdad de- protemasas totales en

geles de pol:acnlamlda copolxmerlzados con gelatma como sustrato con el

.+ en  proteinasas

(mutante natural). -

Desgraciadamente-rid ent os - ninguna mutante

natural entre las clonas analizadas, ya que como ostré en la seccién de

RESULTADOS, las 15 clonas obtenidas, pres: nta',ro n’ i:ti(ridad proteolitica,

sin embargo, se obtuvieron clonas con diferentes niveles de actividad
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proteolitica, permitiendonos seleccionar al menos 2 clonas de cada grupo,

especificamente, una clona con actividad proteolmca alta y otra baja para

reallzar postenormente una *tercera clonacxon. LAl ﬁnal de la clonacxén se

diferentes clyona‘sﬁié variable con respecto al axslado parental ya que como
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se mostré en la seceidn de resultados, las clonas MXT.-321 y MXL-431
presentaroxi mayor actiiridad en ambas protein#sas que el aisladd parentél el

patrén de actxvxdad de Ias clonas M)G_.-331 MXL-411 y MXL-Sll en

ambas protemasas fue menor con respecto al axslado parental mxentras que:

muestra que todos poseen cuatro proteinas con un peso molecular relanvo al~

de las adhesxnas reportadas por Arroyo y col., en 1992 de 65 51‘ 33 y 23
kDa, asi { mismo, al estar presentes en cada clona, se demuestra por primera
vez, que cada parisito posee las cuatro adhesinas, ya que recordemos, que
una clona es un grupo de células provenientes de una solo célula
progenitora por lo que todas poseeran la misma informacién genética.
Ademads, al comparar la cantidad de adhesinas presentadas por el aislado
parental con las de las clonas, vemos, que todas las clonas presentaron
mayor cantidad de adhesinas, lo cual puede deberse probableménte, a que el
crecimiento en el agar semisélido estimulara la expresién de una cantidad

mayor de las adhesinas, ya que ha sido reportado por Lehker y col., en 1991,
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que la cantidad y expresién de las adhesinas esta influenciada por factores
ambxentales como el ferro, en este caso, el paso por el agar semlséhdo y/é

por la concentracxén de CO, ya que el crecimiento de las colomas‘se Hevé

acabo en condxcwnes de anaerobxosxs pudxera.n tambxen mﬂuxr‘de alguna'

protefnas xnmunogemca 8

* Con’ respecto a las mveles de adhesion y cnotoxxcxdad los resultados

muestran’ que se obtuvieron clonas que- son<muy, "adhésivas Yy poco

citotéxicas comio la clona MXL-5214, clonas muy citétéxicas pero poco

adhesivas como lo son las clonas MXL-221y la M?(I:-SZI; y clonas con una

96



adhesion y cnotoxxcldad mtermedms como las clonas MXL-1 11, MXL-431

y MXL-SII dlChOS resultados nos sugleren que la relacxén entre la

adhesxén y la cxtotoxx ‘es d ectamente

se’ présente la

cxtotoxxcxdad suglnendo la:participacién’de otros:factores ademés de la

necesanamente es

lderete en 1995,

postulan que en:la c1toaclh

distinguidas por su inhibié'

de cntoadheren}cxar lism nuyen al’ 50% yla citotoxicidad es completamente

nula. ertemente los resultados obtenidos en este trabajo, ya

que:las clpﬁziﬁ—qtie présentaron mayor actividad proteolitica en la CP-30

fuierori“lzi's‘ ‘més' adhesivas (clonas MXI-321, MXL-5212, MXL-5213 y
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MXL—5214), as{ mismo, las clonas que presentaron mayor actividad

proteolitica en la CP 65 que en la CP—3 ] e muy citotéxicas Yy

poco adheswas, ‘con lo cual ? q e la‘ CP-65 esté

,mvolucrada en el fenémeno de citotoxicidad, y:la CP-30 en.la: adhesxén, y

expllca la varxacxén ob a’ re ntes en

cada una de las clpnas.

e’las clonas, se

CNCD-147, exnsten parasxtos mfectado
bajo numero, el v1rus no pudo ser detectad onfirmandonos una vez miés la

heterogemcxdad dela poblacxon.

Por otra parte exnste la pOSlblhdad de que el DMSO haya despertado

al vu'us 6 blen, que haya actuado como un agente mutégeno, dando como

resultado Ia expresion del dsTw, ya que hay que recordar que las clonas
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MXL-511 y MXIL-521 fueron clonadas en presencia de DMSO, como se

describid previamente en Materiales y Métodos.

Finalmen pczrqirt‘_:mos:»dercir, _que la obtencién de clonas asi como la
camctéﬁzéciéjn de e’sfas, nos permite tener un mejor control para llevar
acabc} estudio“s'v sobre ' los factores de patogenicidad de este pardsito, ya que
la variablidad genética que existe entre cada aislado de 7. 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 tltimo, podemos decir que en base a los objetivos planteados al inicio

del trabajo, estos fueron cubiertos en su totalidad.
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Vil. CONCLUSIONES.

En base a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos se concluye

lo siguiente:.
1.- Se'obtuvieron 12 clonas con diferentes activades bioldgicas.

2.- No se obtuvieron clonas deficientes en proteinasas, correspondientes a

mutantes naturales.

3.- Se confirmé que la adhesién esta influenciada por la cantidad de

adhesinas que posee cada clona.

4.- Se demostré que cada pardsito posee las cuatro adhesinas previamente
reportadas, basandose esto, en que la clonacién nos permite obtener a partir

de una célula poblaciones con las mismas caracteristicas de la célula

ancestral.
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5.- La clonacién permite obtener poblaciones homogéneas, con lo cual se
pueden realizar estudios de biologia molecular con resultados menos

variables.

6.~ Los factores de virulencia del aislado parental, no se pierden al obtenerse

clonas, pero estos pueden variar.
7.- Se obtuvieron clonas muy adhesivas y poco citotéxicas, y clonas muy
citotéxicas y poco adhesivas, lo cual nos permite seleccionar alguna, de

acuerdo a las necesidades requeridas en estudios posteriores.

8.~ La obtencién de clonas no varié el patrén de proteinas 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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VilI. PERSPECTIVAS.

Temendo en cuenta la relevencxa que tiene -el poder contar con

Trichomonas vaginalis, las perspecﬁ_vas de este trabajo para continuar con

estudios posteriores son las sxgu:entes-

a) Realizar analisis a mvel molecular de las moléculas que participan
en la virulencia de Trichomonas vaginalis, responsables de algin proceso
patoldgico en el hospedero co;no adhesinas, proteasas, receptores, etc..

b) Realizar estudios controlados de variabilidad para determinar el

tipo, adaptacion fisiolégica, mutaciones, y tasa de cambio.
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IX. APENDICE.

I. MEDIO TYM pH 6.2, 500 ml.

Tripticasa'i(B:Bl;)r 10
Extracto de lrevad‘urav Sg.

Maltosa - 2 »2.5' 2.
Cisteina 0.5 g.
Acido avscrérbic‘o 0.1 g.
K.HPO, 0.4g.
KHPO, 04 g

Ajustar pH, y aforar.

Se autoclavea 20 min/120 Ib de presién.

II. REACTIVOS Y SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS.
a. SOLUCION DE ACRILAMIDA:

Acrilamida (30%) 29.2 g
Bisacrilamida (0.8%6) 08¢g
Agua cbp 100 ml

Agregar aproximadamente la mitad del volumen final de agua a la

acrilamida. Agregar la bisacrilamida y mezclar hasta disolver. Filtrar por
0.45 pm.
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b) TRIS-CI/SDS 4X pH 8.8. ¢) TRIS-CV/SDS 4X pH 6.8.
(Tris-Cl 1.5M, 0.4% SDS) (Tris-Cl1 0.5M, SDS 0.4%).

Tris base. .1 s S1g-:

Tris base. 6.05 g
SDS. . ..

2g - SDS.0.4 g
Aj}létaf pH a 8.8 con HC1.1N. ’ ’
Aforar a 500 ml.

Ajustar pH a 6.8 con HCI1 1 N.
Aforar a 100 ml.

d) PERSULFATO DE AMONIO AL 10%.

Preparar solucidn fresca, guardar a 4 °C protegido de la luz no més de 1

semana

1I: Gel separador al 9 % Gel concentrador.
Acri/bis 30:0.8 4.50 ml 0.65 ml
Tris-Cl (pH 8.8) 3.75 ml (pH6.8) 1.25ml
Agua 6.75 ml 3.05ml
Persulfato de amonioc al 10 % 0.05 ml 0.025 m1l
TEMED 0.01 ml

0.005 ml

€) BUFFER DE MUESTRA 2X f) BUFFER DE MUESTRA 1X.

Tris base. 1.52 g buffer de muestra 2X. - 500 pt-
glicerol. 20 ml

B-mercaptoetanol. 50 pl
SDS.’ 20g

Azul de bromofeno 150 pl
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azul de bromofenoll mg. = agua. 400 pl
40 ml agua. o

Ajustar pH a 6.8 con‘ HCI 1N.

Aforara 100 ml. " TR

g) STOCK AZUL DE BROMOFENOL AL 1%.

h) AZUL DE COOMASSIE AL 0.025% i) SOLUCIONDESTENIR.
Metanol. 50 % Acido acético 5 %.
Azul de Coomassie R-brillante 0.05 %. metanol 16.5 %%.
Acido acético 10 %. Agua. 78.5 %
Agua. 40 % Aforaral It

Aforaral It

j) BUFFER DE ACETATOS 100 mM pH 4.5 k) TRITON X-100 AL 2.5%
13.6 g Acetato de sodio. " 25 ml de Tritén X-100.
900 ml Agua desionizada. Aforara 1 litro.

Ajustar pH con dcido acético.

Antes de usar, adicionar 0.1% de B-mercaptoetanol.
P!

IV. REACTIVOS Y SOLUCIONES PARA EL ENSAYO DE
CITOTOXICIDAD.

a) PBS pH 7.0 1000 ml. b) FORMALDEHIDO al 2% /PBS pH 7.0.
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NacCl ‘8 g.
KCl. 02g
Na,HPO, 0.65 g

¢) CRISTAL VIOLETA AL 0.13 %.
Formal&el‘ﬁdo 8

a) BUFFER NET pH 7.4.
NaCl' U oasM.
EDTA 0.005 M.
Tris-Cl 0.05 M.

Ajustar pH con NaOH 6 HC1 0.1 N.

¢) LEUPEPTIN 100 pg/ml.

Formaldehido

5.4 ml.

d) SDS/ETANOL
etanol. 25 ml
agua 25 ml.

SDS 0.5 g

V: REACTIVOS Y SOLUCIONES PARA ADHESINAS.

b) TDSET.

Tris-Cl 1M pH 7.8 5 ml.
DOC al 10 %6 10 ml
SDS 20 % 2.5 mi.

EDTA 0.5M, pH 8.0 10ml.

Tritén X-100 100% 5 ml.

d) TLCK 1 mM.

Ambas soluciones deben ser preparadas en fresco y en la cantidad necesaria.

e) SACAROSA al 10 % con rojo de fenol.
f) PBS/EDTA 0.2%.

PBS pH 7.0 500 ml.
EDTA 1g.
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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-2H,0  18.6 g.
Ajustar pH, y aforar a 1 litro.

¢) BUFFER DE ACETATOS 3M pH 5.2 S00ml. -
Acetato de sodio trihidratado 204 g.
Ajustar pH a 5.2 con Acido acético 3M.

Aforar.

d) FENOL EQUILIBRADO pH 7.8.

e) FENOL/CLOROFORMO 1:1.

f) GELES DE AGAROSA AL 0.75% EN TAE 1X.
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