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SINTESIS

Trichomonas vaginalis, el agente etiologico de la trichomonosis humana, es un protozoo
parasito que infecta el tracto urogenital produciendo la mas comun de las enfermedades de
transmision sexual. Estudios previos demostraron que la vacunacion subcutanea con varias
dosis de extracto total de T. vaginalis con adyuvantes completo e incompleto de Freund
protege parcialmente contra el reto por via vaginal. Por otra parte, se ha encontrado
respuesta inmune protectora contra otros parasitos utilizando proteinasas nativas o
recombinantes. Sin embargo, no existen estudios acerca de la utilizacion de una proteinasa
de T. vaginalis como posible inmunogeno. T. vaginalis posee altos niveles de actividad
proteolitica, fundamentalmente del tipo cisteino-proteinasas. Esta actividad es necesaria
para el reconocimiento y adhesion del parasito a la superficie de las células epiteliales del
hospedero. Algunos estudios han determinado el papel que tienen las cisteino-proteinasas
de 30, 65 y 39 kDa en el establecimiento de la infeccion, mientras otros autores ya habian
sugerido, la posible participacion que pudiera tener la proteinasa de 60 kDa en la patogenia
producida por el parasito. Con vista a buscar un inmunogeno contra Trichomonas
vaginalis, se procedio a purificar la proteinasa de 60 KDa descrita por Garber y Lemchuk-
Favel, en 1989 utilizando un procedimiento similar al planteado por estos autores, con
modificaciones y se obtuvo una proteinasa de peso molecular de 62 kDa. Sobre la base de
este conocimiento, nos propusimos determinar si la proteinasa de peso molecular de 62 kDa
secretada por el parasito, puede constituir una diana adecuada para evitar la infeccion por
T. vaginalis en un modelo experimental.
Los resultados mas relevantes obtenidos en este trabajo fueron los siguientes:

Se demostré por primera vez que la proteinasa de 62 kDa es importante en la

citoadherencia del parasito a células epiteliales, paso inicial en el establecimiento de la

infeccion con T. vaginalis.

Los anticuerpos monoclonales 4D8 y 1A8 contra la proteinasa de 62 kDa protegen a

ratones BALB/c ante el reto intraperitoneal con T. vaginalis por un mecanismo de

citotoxicidad facilitado por anticuerpos monoclonales en presencia de macrofagos y

mediado por 6xido nitrico.

Los anticuerpos monoclonales 4D8 y 1A8 reconocen epitopos diferentes, ambos de

naturaleza proteica y repetitivos sobre la proteinasa de 62 kDa.

La proteinasa de 62 kDa administrada por via intranasal utilizando como adyuvantes

toxina colérica y CpG (oligonucléotidos CpG no metilados), protege a ratones BALB/c

contra un reto intravaginal.

Los niveles de IgA alcanzados en la vagina de ratones BALB/c, posterior a la

inmunizacion con la proteinasa de 62 kDa con adyuvantes, pueden ser importantes en la

respuesta inmune protectora contra T. vaginalis.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Introduccién

Trichomonas vaginalis, el agente etiologico de la trichomonosis humana, es un protozoo
parasito que infecta el tracto urogenital produciendo la mas comun de las enfermedades de
transmision sexual. Esta parasitosis presenta una distribucion cosmopolita, identificada en
todos los grupos raciales y estratos socioecondmicos en personas entre 15 y 50 afios de edad

(Petrin et al, 1998; Wallace et al, 2002).

Es conocido que los programas de control de infecciones por T. vaginalis reciben poco
apoyo de las entidades de salud rectoras de esta actividad a escala regional y mundial
(Schwebke y Burgess, 2004), lo que trae consigo que la prevalencia real se desconozca,
aunque, en el mundo, se estiman cifras de hasta 170 millones de casos por ano (WHO,

2001).

Este parasito constituye una de las mayores causas de vaginitis, cervicitis y uretritis en
mujeres, y en el hombre, puede causar prostatitis, uretritis y sindromes del tracto genito-
urinario bajo (Schwebke y Burgess, 2004; Soper, 2004). Su control es importante, teniendo
en cuenta la elevada incidencia de infecciones agudas, complicaciones y secuelas, asi como
su impacto socioeconomico y el papel que puede jugar como cofactor en la transmision del
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Prashini et al, 2002; Rughooputh y
Greenwell, 2005, Guenthner et al, 2005). Ademas, se plantea asociacion de T. vaginalis
con otros virus (Sobel, 1997; Rojas et al, 1998) y gérmenes causantes de infecciones de

transmision sexual (ITS) (Sobel, 1997; Vancini y Benchimol, 2008).

T. vaginalis ha motivado a los investigadores a polemizar con respecto a sus mecanismos
de patogenicidad, pues el hecho de que el parasito haya penetrado en el interior del
organismo no significa que esto conduzca obligatoriamente a la génesis de la enfermedad,

sino que en muchos casos se limita solo a una infeccion (Turner, 1992).
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El parésito infecta el epitelio escamoso del tracto genital, y el mecanismo exacto por el cual
parasita los tejidos y produce la enfermedad no se conoce con exactitud. Sin embargo,
algunos autores coinciden en que la adhesion del parasito a las células escamosas
epiteliales vaginales constituye el paso inicial de la infeccion en la mujer (Mendoza-Lopez

et al, 2000).

La variedad de sintomas y signos que pueden presentarse durante el proceso de infeccion
no debe ser atribuida a un solo mecanismo de patogenicidad. Entre los factores que
intervienen en la patogenia se han descrito dos tipos de mecanismos: los dependientes del

contacto y los independientes del contacto.

Uno de los mecanismos dependientes del contacto es la adherencia a células epiteliales. En
este proceso median 4 proteinas de superficie denominadas adhesinas, con pesos
moleculares de 65, 51, 33 y 23 kDa (Alderete et al, 1992). La actividad hemolitica (Fiori et
al, 1993, Carlton et al, 2007), la proteolitica (Arroyo y Alderete, 1989; Garber y Lemchuk-
Favel, 1994; Mendoza-Lopez et al, 2000; Hernandez-Gutiérrez et al, 2004, Yadav et al,

2007a) y la citotoxicidad (Petrin et al, 1998) se incluyen dentro de este tipo de mecanismo.

Entre los mecanismos independientes del contacto se citan la excrecion del factor de
desprendimiento celular (CDF) (Garber et al, 1989), la interaccion con los miembros de la
microbiota vaginal (Petrin et al, 1998), asi como otros mecanismos del parasito para evadir
la respuesta inmune del hospedero (Alderete et al, 1995; Provenzano y Alderete, 1995;
Engbring et al, 1996, Hernandez-Gutiérrez et al, 2004, Chang et al, 2006). La hemolisis
(Fiori et al, 1996) y la citotoxicidad (Pindak et al, 1993) también pueden ser explicadas por

este mecanismo.

El descubrimiento reciente del genoma de T. vaginalis, ha conllevado al conocimiento de
nuevas familias de genes implicados en la patogenia del hospedero (Carlton et al, 2007), lo
que posibilita nuevas investigaciones que permitan una mejor comprension de los

mecanismos de patogenicidad del parasito.
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En 1995, Arroyo y Alderete plantearon que T. vaginalis posee altos niveles de actividad
proteolitica, identificando 23 cisteino-proteinasas por electroforesis bidimensional (Arroyo
y Alderete, 1995). Esta actividad es necesaria para el reconocimiento y adhesion del
parasito a la superficie de las células epiteliales del hospedero (Klemba y Goldberg, 2002).
Estudios realizados por otros autores determinaron el papel que tienen las cisteino-
proteinasas de 30, 65 y 39 kDa en el establecimiento de la infeccion (Mendoza-Lopez et al,
2000; Alvarez-Sanchez et al, 2000; Hernandez-Gutiérrez et al, 2004), mientras Garber y
Lemchuk-Favel ya habian sugerido, la posible participacion que pudiera tener la proteinasa

de 60 kDa en la patogenia producida por el parasito (Garber y Lemchuk-Favel, 1994).

Todo lo anteriormente planteado, unido al importante hecho de la aparicion de resistencia
al metronidazol (Nanda et al, 2006), que es considerado el farmaco de eleccion para la cura
de personas infectadas con este parasito (Young, 2006) y la no existencia de una vacuna
efectiva contra T. vaginalis trae aparejado la necesidad de la bisqueda de nuevas drogas o
la obtencion de una vacuna eficaz como alternativas para el tratamiento y prevencion de la

trichomonosis.

Estudios previos demostraron que la vacunacion subcutanea con varias dosis de extracto
total de T. vaginalis con adyuvantes completo e incompleto de Freund protege parcialmente
contra el reto por via vaginal (Abraham et al, 1996). Por otra parte, se ha encontrado
respuesta inmune protectora contra otros parasitos utilizando proteinasas nativas o
recombinantes (Schnapp et al, 2002; Dalton et al, 2003; Pollock et al, 2003; Kumar et al,
2004). Sin embargo, no existen estudios acerca de la utilizacién de una proteinasa de T.

vaginalis como posible inmundgeno.

Con vista a buscar un inmundgeno contra T. vaginalis, se procedi6 a purificar la proteinasa
de 60 KDa descrita por Garber y Lemchuk-Favel en 1989, utilizando un método similar al
planteado por estos autores, con modificaciones, y se obtuvo una proteinasa de peso

molecular de 62 kDa (p-62).
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Sobre la base de los antecedentes descritos, nos propusimos determinar si la proteinasa de
62 kDa secretada por el parasito, puede constituir una proteina importante capaz de inducir
una respuesta inmune eficaz que evitara la infeccion por T. vaginalis en un modelo

experimental en ratones y esto nos llevd a formular la siguiente hipdtesis.
1.2 Hipotesis
La proteinasa de peso molecular de 62 kDa secretada por T. vaginalis estimula una

respuesta inmune protectora frente a la infeccidon por este parasito en modelos

experimentales en ratones.
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1.3 Objetivos.

1.3.1 Objetivo general:

Contribuir al conocimiento de la posible capacidad inmunoprotectora de la proteinasa de 62

kDa secretada por T. vaginalis.

1.3.2 Objetivos especificos:

I- Obtener anticuerpos monoclonales contra la proteinasa de 62 kDa purificada de

antigenos de secrecion de T. vaginalis.

2- Determinar la posible participacion de la proteinasa en los procesos de adhesion del

parasito a células epiteliales.

3- Determinar si los anticuerpos monoclonales anti-proteinasa administrados por via
intraperitoneal son capaces de brindar proteccion pasiva en un modelo experimental

murino.

4- Identificar, en el caso de que los anticuerpos monoclonales brinden proteccion, cual es

el posible mecanismo de accidon de estos anticuerpos.

5- Caracterizar parcialmente los epitopos reconocidos por los anticuerpos monoclonales

anti-proteinasa de T. vaginalis.

6- Evaluar el efecto protector de la inmunizacién intranasal con la proteinasa de 62 kDa y

adyuvantes en un modelo de infeccion intravaginal con T. vaginalis en ratones BALB/c.

7- Determinar los niveles de anticuerpos anti-proteinasa de las subclases IgGl, IgG2a,
IgG2b e IgG3 en sueros y de I1gG e IgA en lavados vaginales de los ratones inmunizados

y posteriormente retados via intravaginal.
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1.4 Novedad cientifica.

Se demostro y se publico por primera vez en la literatura internacional la participacion de la
proteinasa de secrecion de 62 kDa de T. vaginalis en el proceso de adhesion del parasito a

c€lulas epiteliales.

Se demostro que los anticuerpos monoclonales (AcMs) dirigidos contra la proteinasa de 62
kDa son capaces de proteger, de forma pasiva, a ratones ante un reto con T. vaginalis por

via intraperitoneal.

Por primera vez, se demostr6 que la proteinasa de 62 kDa de secrecion de T. vaginalis,
administrada por via intranasal con adyuvantes, induce un alto nivel de proteccion ante un

reto vaginal con este parasito.

Se caracterizaron parcialmente los epitopos protectores reconocidos por los AcMs 4D8 y

1A8.

1.5 Valor préctico.

El wvalor practico del trabajo radica en que la trichomonosis es una parasitosis cuyo
agente

etiologico causa efectos negativos tanto en mujeres como en hombres, juega un papel
importante como cofactor del VIH, se encuentra asociado a otros gérmenes causantes de
ITS y en ocasiones manifiesta resistencia al tratamiento de eleccion, por lo que la
identificacion de un posible inmundgeno constituye una alternativa alentadora. La
demostracion de que la proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis, administrada por via
intranasal con adyuvantes, induce un alto nivel de proteccion ante un reto vaginal con este
parasito en ratones BALB/c, nos permite sugerir que esta molécula podria emplearse como

un inmunogeno contra T. vaginalis.

1.6 Eventos cientificos donde han sido expuestos los resultados del presente trabajo.
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e XVI Congreso Latinoamericano de Microbiologia. VI Congreso Cubano de
Microbiologia y Parasitologia. III Congreso Cubano de Medicina Tropical. Ciudad de
La Habana, 2002.

e XXVI Congreso Latinoamericano de Quimica. V Congreso Internacional de Quimica e

Ingenieria Quimica. Ciudad de La Habana, 2004.
e XI International Congress of Parasitology. Glasgow, 2006.

e XXVII Congreso Latinoamericano de Quimica. VI Congreso Internacional de Quimica

e Ingenieria Quimica. Ciudad de La Habana, 2006.
e XVI Forum de Ciencia y Técnica Municipal y Provincial, 2006.

e XVIII Congreso de la Federacion Latinoamericana de Parasitologia. Isla Margarita,

Venezuela, 2007.

e VIII Congreso Centroamericano y del Caribe de Parasitologia y Medicina Tropical.
Ciudad de La Habana, 2007.

1.7 Articulos del autor donde se presentan los resultados.

Hernandez H, Sariego, I Garber G, Delgado D, Lopez O, Sarracent J. Monoclonal
antibodies against a 62 kDa proteinase of Trichomonas vaginalis decrease parasite
cytoadherence to epithelial cells and confer protection in mice. Parasite Immunology, 2004,
26:119-125.

Hernandez H, Figueredo M, Garrido N, Sanchez L, Sarracent J. Intranasal immunisation
with a 62 kDa proteinase combined with cholera toxin or CpG adjuvant protects against
Trichomonas vaginalis genital tract infections in mice. International Journal for
Parasitology, 2005, 35:1333-1337.

Hernandez H, Figueredo M, Garrido N, Sariego 1, Sarracent J. Efecto protector de una
proteinasa contra la infeccion por Trichomonas vaginalis en el tracto genital murino.

Biotecnologia Aplicada, 2006, 23:245-247.
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Herndndez H, Marcet R, Figueredo M, Garrido N, Sarracent J. Comparative study of
epitopes recognized by two monoclonal antibodies that protects mice against Trichomonas

vaginalis challenge. Experimental Parasitology, 2008, 118:583-586.

1.8 Reconocimientos de los resultados del presente trabajo.

Trabajo presentado: “Efecto protector de una proteinasa de 62 kDa contra la infeccion por
Trichomonas vaginalis en el tracto genital murino”.

e Resultado Relevante Institucional, 2005

e Premio Nacional de la Academia de Ciencias de Cuba, 2005

e XVI Forum de Ciencia y Técnica Municipal (relevante) y Provincial, 2006 (mencion).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Trichomonas vaginalis. Ubicacion taxonomica. (Beaver et al, 1994, Botero y
Restrepo, 2003)

Reino: Protistas (Haeckel, 1866)

Sub Reino: Protozoa (Goldfass, 1817)

Phylum Sarcomastigophora (Deising, 1866)
Sub Phylum: Mastigophora (Deising, 1866)
Clase Zoomastigophorea (Calkins, 1909)
Orden Trichomonadida (Beaver, 1986)
Familia Trichomonadidae

Género: Trichomonas (Donné 1836)

Especie: Trichomonas vaginalis (Donné, 1836)

2.2 Aspectos morfologicos

T. vaginalis es un protozoo flagelado que generalmente se describe como piriforme en
cultivo axénico. Cuando se adhiere a las células epiteliales vaginales, adquiere forma
ameboide con proyecciones citoplasmaticas digitiformes que interactuan con las células
dianas (Benchimol, 2004). Este patégeno urogenital varia ademas en tamafio, alcanzando

de 10 a 30 micras de longitud y de 8 a 10 micras de ancho (Botero y Restrepo, 2003).

Posee un aparato locomotor con cinco flagelos, de estos, cuatro son anteriores y emergen
de un complejo blefaroplastico, compuesto por un cinetonticleo y un corpusculo basal. El
quinto flagelo, o flagelo posterior, se ubica sobre el borde libre de una expansion
protoplasmatica que ocupa los dos tercios anteriores del parasito, la membrana ondulante,
cuya designacion hace mencion al movimiento tipico que posee in vivo y que le permite
desplazarse fécilmente con movimientos de rotacion y traslacion. En condiciones
ambientales desfavorables, el parasito puede internalizar los flagelos adoptando una forma

semirredonda, a la cual algunos denominan seudoquistes (Honigber y Brugerolle, 1990). A
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lo largo de la membrana ondulante, reforzando su base, se observa un bastoncillo croméatico

denominado costa (Petrin et al, 1998, Benchimol, 2004).

Figura 1. Trichomonas vaginalis.

1]/
Ul
V| F— Flagelo

Membrana Ondulante

El citoplasma posee un ntcleo ovalado localizado en el extremo anterior del trofozoito con
cromatina granular uniformemente distribuida y cariosoma subcentral (Arcelli, 1996). Del
nucleo sale una estructura formada por fibrillas denominada axostilo, que recorre la parte
media del pardsito a modo de varilla rigida. Recientemente, se sugiri6 la participacion

de esta estructura en el proceso de division celular (Benchimol, 2004).

10
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Gran variedad de granulos como son vacuolas digestivas y los hidrogenosomas,
denominados asi por su relacién con la produccion de hidrogeno (Muller, 1988), cumplen
importantes funciones metabdlicas en el citoplasma. Segun Dolezal y colaboradores, la
identificacion de proteinas en Giardia y Trichomonas relacionadas con un componente de
la translocasa de la membrana interna de la mitocondria apoya la hipdtesis de que el
mitosoma, el hidrogenosoma y la mitocondria representan formas diferentes del mismo
organelo, sometidos a distinta presion selectiva (Dolezal et al, 2005; Embley y Martin,
2006). El conocimiento de la secuencia genémica de T. vaginalis permitié demostrar otras
funciones de los hidrogenosomas hasta ahora no conocidas, lo cual confirma el origen

comun de este organelo con la mitocondria (Carlton et al, 2007).

Al microscopio electronico, la superficie de T. vaginalis aparece plegada, imitando una
mora con una depresion en forma de crater y el lado donde se encuentra la membrana
ondulante se observa intensamente plegado. Todos los flagelos se hallan reunidos en un
solo paquete que emerge desde una depresion anterior poco profunda con un borde
prominente. La superficie morulada le sirve para adherirse a la célula huésped, ademas de
incrementar la superficie de absorcion, muy importante para el intercambio de nutrientes y
factores derivados del parésito. Con la funcion de nutricion cooperan ademas la emision de
seudopodos y la fagocitosis, llevada a cabo por una invaginacion profunda que posee en el

polo anterior: el citoplasma (Arcelli, 1996).

11
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2.3 Ciclo biologico

T. vaginalis no presenta forma quistica o de resistencia, solo existe como trofozoito. Se ha
sugerido que los seudoquistes son una nueva forma en el ciclo celular y no simplemente
una forma degenerativa del parasito (Benchimol, 2004). T. vaginalis se localiza en la
vagina, glandulas prostaticas, vesicula seminal y uretra. Es fragil y se inmoviliza y muere
en medio ambiente hostil, con humedad insuficiente y/o pH y temperatura fuera de los
limites tolerables (valores Optimos de pH entre 5 - 7,5 y de temperatura entre 35 y 37 °C).
En condiciones Optimas, el parasito se multiplica de forma asexual por fision binaria
longitudinal cada 5 a 9 horas, comenzando por el aparato cinetonuclear. Por ltimo, se

divide el citoplasma dando origen a dos organismos.

2.4 Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacion de la infeccion por T. vaginalis es de 4 a 28 dias (Beaver et al,
1994), la microbiota de Doderlein se conserva y hay poca o ninguna reaccion inflamatoria.
A medida que avanza la infeccion estos pardmetros se invierten, es decir, paulatinamente
desaparecen los Lactobacillus acidophilus (90 % de la microbiota normal de la vagina)
(Larcen, 1993) y se reemplazan por una microbiota bacteriana mixta, con aumento del

numero de leucocitos y de parasitos.

La presencia de sintomas es mas frecuente en el sexo femenino; en el hombre generalmente
provocan escasa o nula sintomatologia (Dragsted et al, 2001). No obstante, se ha senalado
que entre 25 y 50 % de las mujeres infectadas permanecieron asintomaticas con un pH
vaginal entre 3,8 y 4,2 y microbiota vaginal normal. (Spiegel, 1990). Sin embargo, 50 % de
estas mujeres desarrollan sintomas clinicos en los posteriores 6 meses. Las variadas formas
clinicas de la enfermedad dependen probablemente del niimero y virulencia del parésito y

de la resistencia del hospedero.

12
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La vulvovaginitis de evolucion aguda o cronica es una de las manifestaciones clinicas mas
frecuentes. T. vaginalis es la causa de 20 a 25 % de la vulvovaginitis que se presentan en la

practica médica.

Si bien la secrecion vaginal es la molestia mas comun y de frecuente consulta médica, solo
entre 10-15 % de las informadas esta asociada con trichomonosis. En esta afeccion, el
flujo

vaginal puede ser purulento, de color amarillo, con aspecto espumoso o pasar por distintos
matices hasta incoloro, homogéneo, acuoso y no espumoso. Generalmente, suele ser
maloliente y el pH elevado entre 5,0 y 7,0. Otros sintomas pueden o no estar presente en la
vaginitis por este parasito: edema vulvar, dolor abdominal, eritema vaginal y vulvar,
prurito, ardor, irritacion, disuria y cistitis, lo que permite clasificar al cuadro como intenso,

moderado o leve.

Al examen ginecoldgico, el cuello uterino puede estar alterado con aspecto edematoso,
eritematoso y friable, con areas puntiformes de color rojo intenso que pueden extenderse
ademas, a la vulva y vagina (Krieger et al, 1990; Wendel, 2003; Botero y Restrepo, 2003),
¢ste ha sido considerado el signo clinico mdas especifico para el diagnostico de la
trichomonosis vaginal (Krieger et al, 1990). El exudado inflamatorio puede cubrir la
mucosa vaginal, y la vulvitis estar marcada por la presencia de eritema, dolor y edema. Las
erosiones cervicales se han interpretado como un indice de predisposicion al carcinoma de
cuello (Beaver et al, 1994). Mas recientemente, Viikki y colaboradores plantearon que la
trichomonosis puede constituir un factor de riesgo para el desarrollo de neoplasia cervical

(Viikki et al, 2000).

En general, las manifestaciones clinicas de la trichomonosis son inespecificas y cualquier
causa de cervicitis y vulvovaginitis como las provocadas por Neisseria gonorrhoeae,
Candida albicans, Chlamydia trachomatis y Gardnerella vaginalis pueden ser semejantes a

las provocadas por T. vaginalis (Atias, 1994).

13
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Entre las complicaciones asociadas con la trichomonosis se incluyen las adenitis,
piosalpingitis, endometritis, erosion cervical, infertilidad y bajo peso al nacer (Hitti et al,
2007). En un estudio realizado, por Cauci y Culhane, detectaron una fuerte induccion de
citoquinas proinflamatorias en embarazadas infectadas con T. vaginalis, lo que podria

contribuir a un incremento en el riesgo de parto prematuro (Cauci y Culhane, 2007).

En el hombre, a pesar de que la infeccion por T. vaginalis aparece como asintomatica, se ha
sugerido que 19,9 % de todos los casos de uretritis no gonocdccica es provocada por este
parasito (Schwebke y Hook III, 2003). Los sintomas y signos se presentan en diferente
magnitud, entre estos se mencionan: secrecion uretral serosa y purulenta; en el glande
prurito, edema prepucial, ereccion dolorosa, eyaculacion precoz, ardor miccional, disuria,
etc; y las complicaciones incluyen uretritis, prostatitis (Skert et al, 2002, Price et al, 2003),
epididimitis, balanopostitis e infertilidad (Joyner et al, 2000). Sutcliffe y colaboradores
encontraron asociacion entre la presencia de anticuerpos anti-T. vaginalis en plasma con la
incidencia de cancer de prostata, en un estudio de caso-control realizado en profesionales

de la salud (Sutcliffe et al, 2006).

14
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2.5 Relacion entre Trichomonas vaginalisy VIH.

T. vaginalis es considerado uno de los mas importantes cofactores en la transmision del
VIH (Prashini et al, 2002; Rughooputh y Greenwell, 2005). El mecanismo para la
transmision puede estar asociado con alteraciones genitales provocadas por varias enzimas
(Ezs) hidrolilicas, incluyendo cisteino-proteinasas y glicosidasas secretadas por el parasito.
Estas podrian destruir proteinas defensivas del organismo y glicoproteinas, lo que
permitiria el acceso al epitelio y la exposicion a areas ulcerosas, facilitando la entrada del
virus (Rughooputh y Greenwell, 2005; Guenthner et al, 2005). Ademas, este fendémeno
también puede verse favorecido por la infiltracién leucocitaria (linfocitos T CD4" y
macrofagos) provocados por una agresiva respuesta inmune celular local causada por el

parasito en presencia de la infeccion por VIH (Guenthner et al, 2005).

Magnus y colaboradores plantearon que la trichomonosis vaginal constituye la ITS mas
comun encontrada en mujeres VIH positivas. De un total de 1578 mujeres infectadas con el

virus, 30,2 % resultaron ser portadoras de T. vaginalis (Magnus et al, 2003).

En un trabajo reciente realizado con 1335 prostitutas seronegativas a VIH-1, monitoreadas
por un periodo de 566 dias, se encontr6 que 806 adquirieron T. vaginalis y 265 mujeres del
total resultaron seropositivas a VIH-1 al final del estudio. Se halldé asociacion entre la
trichomonosis y el incremento en el riesgo de contraer VIH-1 de 1,52 veces (McClelland et
al, 2007). Sobre la base de esta asociacion, algunos autores plantean que cada dia se hace
mas importante el control de la trichomonosis, lo que podria ayudar a prevenir la

transmision del VIH (Chesson et al, 2004).

2.6 Trichomonas vaginalis y su relacion con Papilomavirus humano y

Mycoplasma hominis.
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Actualmente son de gran inter€s gran interés los estudios relacionados con la asociacion
entre trichomonosis y cambios relacionados con la presencia de Papilomavirus humano
(PVH), agente etiologico de los condilomas acuminados de los genitales externos, region

perianal y de los condilomas planos del cérvix (Soto, 2001).

De esta misma forma, la asociacion entre T. vaginalis y lesion neoplasica del cérvix habia
sido senalada por Bechtold y Reicher quienes sugirieron que este protozoo pudiera ser el
responsable de la induccion de cambios en la mucosa cervical humana, que van desde la

displasia hasta el carcinoma in situ (Bechtold y Reicher, 1991).

Sayed el-Ahl y colaboradores investigaron la presencia de anticuerpos anti- T. vaginalis en
48 pacientes con cancer cervical invasivo y en un grupo control de 100 mujeres sanas
seleccionadas aleatoriamente. Aproximadamente, 19 % de las pacientes mostraron
anticuerpos especificos anti-T. vaginalis, cifra tres veces superior a la encontrada en el
grupo control, lo que sugiere una importante asociacion entre sufrir el cancer cervical e
infeccion por T. vaginalis (Sayed el-Ahl et al, 2002). Otros estudios mostraron también esta

asociacion (Viikki et al, 2000; EI-Gayar y Rashwan, 2007).

Estudios realizados por otros autores sefialaron que la presencia de PHV es mas frecuente
en mujeres con trichomonosis por lo que el hecho de presentar una infecciéon por T.
vaginalis pudiera aumentar la posibilidad de infeccion por PVH (Sobel, 1997; Rojas et al,
1998).

Tedricamente, se plantea que el virus entra en el aparato genital femenino y accede hacia
las células germinales y replicativas del epitelio basal facilitado por las lesiones que puede
provocar el parasito en la superficie de la mucosa. Sin embargo, otros autores consideran al
parasito como elemento transportador de agentes patdgenos. En el interior del parasito se
identificaron plasmidos y microorganismos (Vancini y Benchimol, 2008) que aunque
pueden servir como nutrientes, pudieran de esta forma ser introducidos en las zonas mas

susceptibles del tracto genital, lo que permitiria una infeccion mas eficiente. Rappelli y
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colaboradores comprobaron la transmision in vitro de Mycoplasma hominis desde parasitos
infectados hacia parasitos y células epiteliales humanas no infectadas, lo que sugiri6 el
papel de T. vaginalis en la infeccion in vivo (Rappelli et al, 2001); posteriormente, fue
demostrada la replicacion intracelular de M. hominis en T. vaginalis (Dessi et al, 2005).
Resultados recientes muestran que Trichomonas pueden ser vistas no solo como nicho de
M. hominis sino como agente transmisor de infecciones bacterianas al hospedero humano

(Dessi et al, 20006).

2.7 Diagndstico

2.7.1 Técnicas microscopicas y de cultivo.

Las manifestaciones clinicas no brindan los elementos necesarios para efectuar el
diagnodstico de certeza de la trichomonosis vaginal. La existencia de portadores
asintomaticos hace que necesariamente, el diagndstico esté basado en algin método que

demuestre la presencia del parasito.

El diagnostico de la trichomonosis se realiza tradicionalmente por la observacion
microscopica de pardsitos motiles, principalmente en secreciones vaginales. Esta técnica
fue descrita por primera vez por Donné (Donné, 1836). La sensibilidad de este método
varia de 36 a 75 % (Wiese et al, 2000), si se compara con la técnica de cultivo del parasito.
La misma depende, sobre todo, de la experiencia del técnico que realiza el examen, asi
como si hay pérdida de motilidad del parasito después de tomada la muestra, lo que puede
traer confusion. La aplicacion de ducha vaginal poco tiempo antes a la toma de la muestra,
puede provocar reduccion importante de la sensibilidad del diagnodstico. Este método, a
pesar de su poca sensibilidad (se requieren aproximadamente mil parasitos por mililitro de
secrecion para un examen directo positivo), permanece ain como el mas ampliamente
utilizado para el diagndstico de la trichomonosis, por ser un procedimiento util, sencillo,

rapido y de bajo costo.
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El examen directo de la orina es util especialmente en pacientes del sexo masculino.
Consiste en la observacion directa de la orina o del sedimento urinario obtenido por

centrifugacion de la muestra a baja velocidad.

La técnica de cultivo in vitro es considerada la “prueba de oro” para el diagnodstico de la
trichomonosis (Vazquez et al, 2008), por la interpretacion tan simple de sus resultados,
ademas de requerir solo entre 300 y 500 parasitos por mililitro de in6culo (Garber et al,
1987) para iniciar el crecimiento en cultivo. Con este método se alcanza una sensibilidad de
98 % (Botero y Restrepo, 2003), por lo que debe ser incluido en la evaluacién cuando el
examen directo simple de este parasito fracasa. Sin embargo, tiene sus limitaciones, esta
técnica es costosa y no esta disponible en todas partes, ademds requiere de hasta 7 dias para
identificar al parésito en cultivo (Botero y Restrepo, 2003), periodo en el cual las personas
infectadas pueden continuar transmitiendo la infeccion. Esta técnica ofrece la ventaja de
poder diagnosticar situaciones clinicas en las cuales puede haber un bajo numero de

parasitos, o en estudio de hombres y mujeres asintomaticos.

Para mejorar el diagndstico por el método de cultivo se desarroll6 el sistema InPouch, que
consiste en una bolsa flexible de dos camaras separadas por un canal estrecho que
contienen medio liquido de cultivo y es utilizado para el examen inmediato de la muestra,
ademas del cultivo del parasito (Draper et al, 1993). Levi y colaboradores demostraron que
para la deteccion de T. vaginalis el sistema InPouch es menos sensible que el método de
cultivo en medio de Diamond (Levi et al, 1996); sin embargo, otros autores confirmaron lo
contrario (Borchardt et al, 1996). Sood y colaboradores recomendaron el empleo del
sistema InPouch en el diagndstico de rutina de infecciones del tracto genital (Sood et al,
2007). A pesar de esto, el método de cultivo in vitro en medio de Diamond continta

considerandose el procedimiento de eleccion para el diagnodstico de trichomonosis vaginal.

Algunos autores emplearon diferentes lineas celulares para lograr el aislamiento del

parésito a partir de muestras clinicas (Krieger et al, 1985). Garber y colaboradores
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utilizaron células de McCoy para el cultivo de T. vaginalis a partir de exudados vaginales

con buenos resultados (Garber et al, 1987).

Las tinciones de parasitos fueron introducidas como consecuencia de la lentitud de los
métodos de cultivo in vitro, asi como por la falta de sensibilidad demostrada en
preparaciones directas, lo que permitié mejorar la sensibilidad de la microscopia directa.
Las tinciones mas comunes utilizadas son: naranja de acridina, Leishman, Shiff, Fontana y
Papanicolaou (Pap). Esta ultima es empleada ademas, para la deteccion de anomalias
citologicas en mujeres mayores de 35 afios y en poblaciones con una alta prevalencia de
infecciones de transmision sexual. Perl encontrd 48,4 % de error cuando empled Pap como
criterio unico para el diagndstico y seguimiento del tratamiento de T. vaginalis (Perl,
1972). Sin embargo, en la actualidad se recomienda su uso en el diagnostico de esta

parasitosis. (Fitzhugh y Heller, 2008).

Las técnicas de tincion tienen limitaciones, pues no siempre T. vaginalis aparece en su
forma tipica de pera con flagelo; en ocasiones aparecen redondeadas similares a leucocitos
polimorfonucleares y ademaés, durante el proceso de fijacion y tincion pueden perderse las

caracteristicas morfologicas tipicas del parasito, lo que hace dificil su identificacion.

Cohen y colaboradores recomendaron que el cultivo y la microscopia son necesarios para
la deteccion de T. vaginalis (Cohen et al, 2006). Mas tarde, Clark y colaboradores
diagnosticaron 105 mujeres con T. vaginalis por el sistema InPouch y de éstas 48 (47,5%),
que fueron las que mostraron mas signos de infeccion, resultaron positivas por el
diagnoéstico directo (Clark et al, 2007). No obstante, las limitaciones de los métodos
microscopicos y de cultivo para la deteccion de T. vaginalis motivan el avance de métodos
mas sofisticados con los cuales puedan detectarse antigenos, anticuerpos y acidos nucleicos

propio del parésito en exudados uretrales y vaginales.

2.7.2 Técnicas basadas en anticuerpos.
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La funcion de los anticuerpos producidos durante la respuesta inmune en individuos
infectados y la identificacion de los antigenos contra los cuales estan dirigidos, son

aspectos, que por su importancia, continian en estudio.

La presencia de anticuerpos anti-T. vaginalis en suero de personas infectadas se demostro
mediante el empleo de variadas técnicas que incluyen aglutinacion, fijacion de
complemento, hemaglutinacion indirecta, difusion en gel, técnicas fluorescentes e

inmunoenzimaticas de fase solida (ELISA) (Burgess, 1998).

En ocasiones, estos métodos tienen desventajas relacionadas con la poca sensibilidad de los
mismos para detectar niveles bajos de anticuerpos particularmente porque en el momento
de la toma de la muestra no se ha producido ain un incremento en los niveles de

anticuerpos.

Adu-Sarkodie y colaboradores, con el empleo de un sistema de aglutinacion con latex para
la deteccion de antigenos de T. vaginalis, obtuvieron 95 y 98,8 % de sensibilidad y 99 y
92,2 % de especificidad al compararlo con la técnica de cultivo para el diagnostico de este

parasito (Adu-Sarkodie et al, 2004).

La deteccion directa de T. vaginalis en muestras clinicas usando AcMs constituye un
método rapido para el diagnodstico del parasito. Se han obtenido AcMs contra proteinas de
65 kDa para la deteccion de T. vaginalis en muestras clinicas con resultados muy similares
a los obtenidos en preparaciones directas (Lisi et al, 1988). El empleo de deteccion de otros
antigenos tales como CDF, y la cisteino-proteinasa de peso molecular de 60 kDa puede

constituir una alternativa para estos fines (Garber y Lemchuk-Favel, 1989).

La busqueda de nuevos métodos de diagnostico ha conllevado al desarrollo de ensayos
inmunocromatograficos para la deteccion de T. vaginalis. Un ensayo basado en un sistema
de deteccion que emplea un AcM mostré un nivel de sensibilidad entre 78,5 y 90 % en

muestras vaginales (Miller et al, 2003; Kurth et al, 2004). Recientemente, otro ensayo
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basado en una tira reactiva para la deteccion rapida del pardsito en muestras vaginales,
resultod ser un método simple y objetivo. Se espera que éste pueda mejorar el diagnostico de
T. vaginalis especialmente en lugares donde no hay disponibilidad de microscopios y

donde existan limitaciones para el cultivo del parasito (Huppert et al, 2005).

2.7.3 Técnica de ADN.

La técnica de hibridizacion dot-blot, la cual emplea un fragmento de ADN de 2,3 Kb de T.
vaginalis, puede detectar ADN de este parasito en exudados vaginales. Sin embargo,
debido a la inestabilidad de la sonda y el cuidado especial que se necesita en el manejo del
material radioactivo, el empleo de esta técnica tiene desventajas notables (Rubino et al,
1991). Estas deficiencias fueron superadas mediante el empleo de esta misma sonda pero
marcada con fluoresceina para la identificacion de T. vaginalis por la técnica de

hibridizacion de ADN in situ (Muresu et al, 1994).

Con la finalidad de elevar la sensibilidad y especificidad en el diagndstico de
la trichomonosis vaginal, también se han empleado las técnicas del ADN recombinante
(Black y Stephen, 2000). El empleo de la combinacion de los métodos de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y ELISA nos permite la deteccion del parédsito en muestras
de orina con un nivel de sensibilidad y especificidad de 86,4 y 84,1 %, respectivamente
(Kaydos et al, 2002). En un estudio realizado por Briselden y Hillier el sistema Affirm VP
(MicroProbe Corp, Bothwell, Wash.) que emplea oligonucleoticos sintéticos para la
deteccion de G. vaginalis y T. vaginalis en muestras de exudado vaginal, resultd superior al
método de preparaciones directas, no comportandose asi, al comparar estos resultados con
las técnicas de cultivo in vitro (80 % de sensibilidad, sistema Affirm VP) (Briselden y
Hillier, 1994). El sistema de PCR comercial para la deteccion de C. trachomatis y N.
gonorrhoeae adaptado al diagnéstico de T. vaginalis resultd6 mas sensible que el
diagnodstico microscopico del parasito en muestras vaginales y que el método de cultivo

para el diagnostico en hombres (Van Der Pol et al, 2006).
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Estudios realizados por Randonjic y colaboradores demostraron, con la técnica de PCR,
una buena sensibilidad y especificidad en el diagnostico de T. vaginalis, sin embargo esta
técnica no se mostrd superior a la de cultivo. Esto sumado a la poca disponibilidad de la
misma, por lo costosa que resulta, les permitio sugerir que el PCR pudiera ser empleado
como una alternativa en los laboratorios donde se realiza el diagndstico por cultivo del

parasito. (Randonjic et al, 2006).

Hasta el presente, el cultivo in vitro de T. vaginalis contintia siendo la técnica de
eleccion para el diagnostico de este parasito por el nivel de sensibilidad de la misma, si se

compara con el resto de los métodos establecidos.

2.8 Epidemiologia

La trichomonosis es una de las ITS mas difundida, se estima que existen mas de 170
millones de personas infectadas en el mundo (WHO, 2001). La tasa de incidencia depende
de algunos factores como la edad, la intensidad de la actividad sexual, nimero de parejas
sexuales, fase del ciclo menstrual y tipo de examen de laboratorio realizado para el
diagnostico. Predomina en adultos en el rango de edades de mayor actividad sexual (entre
16 y 35 anos). Ocasionalmente, se encuentra en nifias y mujeres de otras edades, por

transmision no venérea (Botero y Restrepo, 2003).

El principal mecanismo de transmision de la infeccion por T. vaginalis es el contacto
sexual, en forma ocasional puede ser contraida en bafios de inmersion en piscinas y por uso
compartido de ropa interior y toallas. El trofozoito es labil y se destruye con facilidad en el
medio ambiente, especialmente en ausencia de humedad y pH adecuados; sin embargo,
pueden sobrevivir en toallas humedas por varias horas, lograndose obtener cultivos
positivos en muestra tomadas de ropas humedas hasta 24 horas después de contaminada las
mismas, lo que indica la posibilidad de transmision por este mecanismo. Esta forma de

transmision ocurre fundamentalmente en nifias y mujeres virgenes.

22



Revision bibliografica

Los recién nacidos, hijos de madres infectadas, pueden adquirir el parésito a través de su
paso por el canal del parto (Carter y Whithaus, 2008). De las infecciones en el neonato por

T. vaginalis, entre 2-17 % tienen lugar por este mecanismo (Petrin et al, 1998).

2.9 Tratamiento.

En 1959 se demostrd la alta efectividad de un derivado nitroimidazolico de la azomicina,
antibiotico aislado de Streptomyces, en el tratamiento de la trichomonosis (Cosar y Julou,
1959). Este derivado es el a,B-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol, comunmente

denominado metronidazol.

El metronidazol penetra a la célula a través del fendmeno de difusion y es activado en los
hidrogenosomas del parasito, donde el grupo nitro de la droga es reducido anaerdébicamente
por la enzima piruvato-ferredoxina-oxidorreductasa, lo que resulta en radicales citotoxicos
(Tocher y Edwards, 1994). La respuesta es rapida, la motilidad y la divisién cesan una hora
después de administrada la droga y 8 horas después de aplicado el medicamento se aprecia

la muerte del parasito (Martinez y Caume, 2001; Crossnoe et al, 2002).

Hrdy y colaboradores describieron otra via involucrada en la activacion del metronidazol
en los hidrogenosomas. Por esta via, los electrones requeridos para la activacion de la
droga son liberados del malato por la accién de la enzima malica dependiente de NAD.
Niveles altos de resistencia al metronidazol solo se adquieren después de que estas vias de
activacion de la droga son eliminadas de los hidrogenosomas (Hrdy et al, 2005). El parasito
puede desarrollar resistencia al metronidazol tanto anaerdbica como aerobica sin embargo,
en la mayoria de los casos, esta ltima es la que se manifiesta en los pacientes infectados

con parasitos resistentes (Upcroft y Upcroft, 2001).

La dosis recomendada actualmente es de 250 mg por via oral, tres veces al dia durante una

semana o una dosis unica de 2 g. Los conyuges deben ser tratados, ya sean asintomaticos o
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no, para prevenir la reinfeccion, alcanzandose un grado de efectividad entre 82 y 88 %

(Botero y Restrepo, 2003).

El metronidazol al atravesar la barrera placentaria puede provocar malformaciones en el
feto por lo que estd contraindicado durante el primer trimestre del embarazo (Lossick y
Kent, 1991). En algunos modelos experimentales, esta droga, es capaz de inducir tumores
(Beard et al, 1979). Sin embargo, estos efectos no se asocian directamente con el empleo
del mismo, por lo que atn es controversial la relacion entre la infeccion con T. vaginalis, la

morbilidad durante el embarazo y la terapia con nitroimidazoles (Nanda et al, 2006).

En mujeres embarazadas se emplean supositorios de clotrimazol, 100 mg intravaginales
por 14 dias, alcanzandose una cura de 50 % aproximadamente (Lossick y Kent, 1991); si la
sintomatologia persiste, puede aplicarse tratamiento con metronidazol en dosis tnica de 2 g
durante el tercer trimestre del embarazo. En mujeres que estan lactando también debera ser

aplicada esta dosis de 2 g e interrumpir la lactancia por 24 horas.

Los fallos en el tratamiento casi siempre se relacionan con tratamientos incompletos e
inadecuados (Grossman y Galask, 1990), con pobre absorcion de la droga (Kane et al,
1961), inactivacion del medicamento por la microbiota vaginal (Benazet y Gillaume, 1971),
con las reinfecciones (Korner y Jensen, 1976) y por la resistencia al medicamento. Estudios
de susceptibilidad in vitro demostraron que parasitos aislados de pacientes mostraron
diferentes niveles de resistencia al metronidazol (Snipes et al, 2000, Lo et al, 2002; Dunne

et al, 2003; Schwebke y Barrientes, 2006).

En el tratamiento de la trichomonosis se utilizan otros nitroimidazoles, tinidazol y
secnidazol, ambos se deben administrar 2 g en dosis Unica; y el ornidazol 1,5 g en dosis
unica para la infeccion aguda y 1g durante 5 dias para casos con las formas cronicas
(Botero y Restrepo, 2003). El tratamiento con tinidazol result6 ser efectivo en pacientes
que manifestaron resistencia al metronidazol (Soper, 2004; Schwebke y Burgess, 2004;

Nanda et al, 2006). En un estudio in vitro realizado por Schwebke y Barrientes se planted
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un nivel de resistencia al metronidazol y tinidazol de 9,6 y 0,56 %, respectivamente
(Schwebke y Barrientes, 2006). Son pocas las alternativas a las terapias con
nitroimidazoles y éstas han demostrado una eficacia limitada y una significativa toxicidad

(Nanda et al, 2006).

Estos fenomenos de resistencia a los nitroimidazoles junto a la poca efectividad de otros
tratamientos, traen consigo la necesidad de busqueda de nuevas drogas potenciales como

alternativa para el tratamiento y prevencion de la trichomonosis.

2.10 Modelos experimentales. Vias de inoculacion.

Aunque existen reportes relacionados con modelos de infeccion en animales de laboratorio
con T. vaginalis, no todos contribuyen a una adecuada comprension de la enfermedad y el
parasito. En esto esta involucrado, entre otros, el complejo medio ambiente donde habita
este protozoo, la vagina humana, los cambios locales producidos por los ciclos hormonales

y los mecanismos especificos de escape del parasito.

Se ha experimentado con monos, hamsters, perros (Daly et al, 1990), carneros (Corbeil,
1995), ratones y ratas (Hook, 1995). A pesar de que muchos animales son estudiados como
modelos de infeccion por T. vaginalis, la disponibilidad de un modelo animal para el
estudio de la trichomonosis humana no es un problema resuelto satisfactoriamente
(Schwebke y Burgess, 2004). Esto no es posible por la falta de capacidad para mantener la
infeccion y por el costo y las limitaciones en el mantenimiento de algunas de estas especies.
La falta de un buen modelo trae consigo limitaciones en las investigaciones sobre

transmision, patogénesis, respuesta inmune y en el desarrollo de drogas y vacunas.

El raton constituye el modelo de infeccion mas empleado (Kulda, 1990; Nogal-Ruiz et al,
1997; Lushbaugh et al, 2000; Paintlia et al, 2002; Nogal-Ruiz et al, 2003; Yadav et al,
2005; Malla et al, 2007). Sin embargo, de todos los animales utilizados son los monos
donde mejores resultados se han alcanzado. Su ciclo menstrual es similar al del humano,

sin embargo por las limitaciones en su disponibilidad no se emplea con frecuencia. Patton y
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colaboradores obtuvieron 83 % de infeccion vaginal en un estudio realizado, durante 2
semanas, con 12 monas Macaca menestrona, sin previa estrogenizacion (Patton et al,

2006).

La inoculacion intravaginal de T. vaginalis constituye la via de infeccion mas real. Este
procedimiento presenta dificultades técnicas, lo que limita en ocasiones las investigaciones,
pues es necesario crear un microambiente en la vagina del animal lo més cercano posible a
lo que ocurre en el sistema genitourinario humano. Se requiere en ocasiones previa
estrogenizacion en el modelo animal, etapa que favorece la infeccidon por este parasito por
induccion y reforzamiento de niveles de glucogeno dentro de la vagina (Hook, 1995).
Lushbaugh y colaboradores obtuvieron 100 % de infeccion, entre el segundo y el cuarto dia
posterior al reto intravaginal con el parasito, empleando ratones estrogenizados pre-
tratados con Lactobacillus rhamnosus (Lushbaugh et al, 2000). Mas recientemente, otros
autores también emplearon este modelo en el estudio de la respuesta inmune a este parasito

(Paintlia et al, 2002; Yadav et al, 2005; Malla et al, 2007).

La inoculacion intramuscular es una de las vias sugeridas para ensayos de virulencia de T.
vaginalis (Gavrilescu, 1962). Sin embargo, Ivey y Hall encontraron que esta via de
inoculacion es inadecuada para evaluar la virulencia, debido a la considerable variacion en
la talla de la lesion y la pobre accesibilidad al sitio de infeccion (Ivey y Hall, 1984). Las
vias ocular, intratoraxica y escrotal constituyen otras rutas para inoculaciones del parasito

utilizadas con menor frecuencia.

Se han utilizado otras vias de inoculacion en ratones: la via intraperitoneal (Cavier et al,
1972) y la via subcutanea (Honigberg et al, 1966). La via intraperitoneal produce necrosis
visceral especialmente hepatica y pancreatica, ademas liquido ascitico, cuyo volumen es
proporcional al nivel de virulencia de la cepa inoculada, pudiendo hasta ocasionar la
muerte (Rojas et al, 2004 a). Los ratones se han empleado en estudios de patogenicidad,

inmunolégicos y terapéuticos. Nogal-Ruiz y colaboradores demostraron la utilidad de este
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modelo experimental en un estudio de la actividad inmunomoduladora de drogas naturales

y sintéticas (Nogal-Ruiz et al, 2003).

Las inoculaciones subcutaneas de T. vaginalis en ratones, desarrollan abscesos localizados
en el sitio de la inyeccion. El desarrollo de la lesion depende de la capacidad del parasito
para multiplicarse en el area de inoculacion y con el tamafio de la misma puede estimarse el
nivel de virulencia de la cepa en estudio. El tipo de lesion se corresponde con abscesos
compactos y purulentos. En relacion con este modelo, Kulda encontré correlacion entre los
ensayos de virulencia y la infeccion clinica (Kulda, 1990). Sin embargo, en ese mismo aio
Garber y Lemchuk-Favel plantearon que los ensayos subcutaneos son mas utilizados para
diferenciar parasitos virulentos de avirulentos, pero su correlacion con la clinica es muy
pobre (Garber y Lemchuk-Favel, 1990). Esta contradiccion permite sugerir que los
resultados obtenidos con las inoculaciones méas comunes (subcutanea e intraperitoneal) que
exponen al parasito a sitios de localizacion no naturales, deben ser interpretados

cuidadosamente, tratando de evitar conclusiones erroneas.

2.11 Patogenia

En la actualidad se desconoce el mecanismo exacto por el cual el parasito causa dafio.
Algunas de las investigaciones actuales estan dirigidas a los eventos iniciales que
se requieren para el establecimiento de la infeccion. Entre los factores que intervienen en la
patogenia se han descrito dos tipos de mecanismos, los dependientes del contacto y los

independientes de éste.

2.11.1 Mecanismos dependientes del contacto.

2.11.1.1 Adhesion y adhesinas.

La adhesion de Trichomonas a las células epiteliales en la vagina es una etapa critica en la
patogénesis del parasito (Engbring y Alderete, 1998). In vitro, T. vaginalis tiene mas
afinidad por las células epiteliales vaginales de linea que por otras células. Esto no es

sorprendente, pues las células epiteliales son el principal tipo de célula sobre la que actia el
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parasito in vivo (Alderete y Garza, 1984). La superficie del parasito es un mosaico de
adhesinas y receptores de proteinas y carbohidratos de la matriz extracelular del hospedero,
los cuales proporcionan la base para la union ligando - receptor (Bonilha et al, 1995;

Engbring y Alderete, 1998).

La adhesion del parasito a células epiteliales esta mediada por cuatro proteinas: AP65,
AP51, AP33 y AP23 (Arroyo et al, 1992). Un incremento en la sintesis de estas adhesinas
fue reportado por Garcia y colaboradores, después del contacto del parasito con células
epiteliales vaginales (Garcia et al, 2003). Este fenomeno de adhesion causa alteraciones en
el complejo funcional de las células del hospedero tales como, decrecimiento en la
resistencia eléctrica trans-epitelial, alteraciones en el modelo de distribucion de las
proteinas del complejo funcional y alargamiento del espacio entre células epiteliales. Estas
alteraciones dependen del grado de virulencia del parasito, de la concentracion de hierro en
el medio de cultivo en el sistema in vitro y de la expresion de las proteinas de adhesion
(Madeiro de Costa et al, 2005). Mundodi y colaboradores confirmaron el papel de la AP33

como proteina de adhesion en T. vaginalis (Mundodi et al, 2007).

Experimentos in vitro muestran formas ameboides y ovoides del parasito, con un
reconocimiento y unioén a células altamente especificas. Una posible razon del cambio a
esta morfologia ameboide, es la necesidad de maximizar el contacto célula a célula para
obtener un parasitismo mas estable y eficiente. La adhesion requiere también la presencia
de cisteino-proteinasas para activar las moléculas de adhesion en la superficie del protozoo

(Garcia et al, 2005).
Recientemente, fue planteada la expresion de genes reguladores en células epiteliales
vaginales (Kucknoor et al, 2005 a) y en T. vaginalis (Kucknoor et al, 2005 b) después del

contacto del parasito con dichas células.

La laminina es una glucoproteina especializada de las células vaginales que tiene

propiedades quimiotacticas, localizada en la membrana basal del epitelio y promueve la
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adhesion, diferenciacion, la forma y motilidad de las células epiteliales (Costa e Silva-Filho
et al, 1988). T. vaginalis se observaron adheridas a plasticos cubiertos con laminina (Costa
e Silva-Filho et al, 1988) y endocitando particulas de poliestireno cubiertas con laminina
(Benchimol et al, 1990). Ademas, receptores para esta glucoproteina se encuentran en
macrofagos, bacterias y en células cancerigenas (Lopes et al, 1988) pero su papel en la
patogénesis de T. vaginalis no esta definido aunque hay evidencias que indican que puede

ser una diana para la adhesion del parasito (Silva-Filho et al, 2002).

La fibronectina es otra proteina que se expresa en la membrana basal y es secretada al suero
por el pardsito y posee receptores que se encuentran en las células epiteliales. El parasito
puede encontrarse unido a fibronectina del hospedero y a otras proteinas del suero
(Peterson y Alderete, 1982), pero no esta claro si la funcion del receptor para esta molécula
estd relacionado con la adquisicion de nutrientes (Peterson y Alderete, 1984), con la
adhesion (Alderete et al, 1994) o con la combinacién de ambas funciones (Gold y Ofek,
1992). Alderete y colaboradores sefialaron que la afinidad del parésito por la molécula de
fibronectina estd influenciada por la concentracion de hierro y de calcio en el medio

(Alderete et al, 2002).

Los carbohidratos (D-lactosa y N-acetil-B-D-glucosamina) presentes en la superficie
del parésito y el posible papel de estas moléculas en el fendmeno de adhesion fueron
descritos por Wantor y Honigberg en 1983. La presencia de carbohidratos parece estar
correlacionada con la virulencia (Kon et al, 1988), se piensa que algunas de estas
moléculas pudieran estar involucradas en la hemolisis del eritrocito (De Carli et al, 1994),
en la fagocitosis de células dianas (Benchimol y de Souza, 1995) y asociadas al fenomeno
de susceptibilidad a drogas (Dias Filho et al, 1992). Gilbert y colaboradores demostraron la
participacion de grupos carbohidratos funcionales en el proceso de adhesion del parasito a
células epiteliales (Gilbert et al, 2000). Ademas, el parasito esta recubierto por un
glicocalix cuyo principal componente es lipofosfoglucano (LPG), un polisacarido anclado
en la membrana plasmatica. Estudios realizados con mutantes de LPG demostraron que la

adhesion del parasito a células epiteliales estd mediada por este liposacarido y que una
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alteracion en su produccion reduce la adherencia y citotoxicidad de este parasito (Bastida-
Corcuera et al, 2005). Recientemente, Fichorova y colaboradores sefalaron que los LPG de
T. vaginalis inducen una regulacion selectiva de citoquinas quimiotacticas en células
epiteliales vaginales humanas, endocervicales y ectocervicales (Fichorova et al, 2006).
Carlton y colaboradores identificaron genes que codifican Ezs que parecen ser requeridas
para la sintesis de LPG. De particular importancia son los genes necesarios para la sintesis
de un azacar-nucleotidico, no usual, encontrado en LPG de T. vaginalis, el monosacarido
ramnosa, el cual estd ausente en el hospedero humano, constituyendo un potencial blanco

para drogas (Carlton et al, 2007).

2.11.1.2 Hemolisis.
La mucosa vaginal constituye un pobre entorno nutricional para los parasitos. Los lipidos
y el hierro son importantes nutrientes de T. vaginalis y deben adquirirse a través de la lisis

de los eritrocitos (Levi et al, 1996).

La presencia de parasitos metabolicamente activos es necesaria para la lisis de eritrocitos.
Este fendmeno es afectado grandemente por la presencia de inhibidores de cisteino-
proteinasas, lo cual sugiere que estas enzimas pueden ser un factor litico involucrado en la
hemdlisis (Dailey et al, 1990; Fiori, et al 1997). Vargas-Villarreal y colaboradores
identificaron actividad de fosfolipasas A1 y A2 asociadas a la membrana del parasito, con

un efecto hemolitico (Vargas-Villarreal et al, 2005).

La lisis parece estar mediada por receptores presentes en la superficie del eritrocito y el
parasito (Fiori et al, 1993), existen estudios que sugieren que proteinas perforinas pueden
estar involucradas en este proceso. Carlton y colaboradores identificaron 12 genes
(TvSaplip 1 a TvSaplip 12) que contienen dominios formadores de poros en T. vaginalis.
Estos son similares a las porinas secretadas por Entamoeba histolytica que también tienen
efecto citolitico (Carlton et al, 2007). La hemdlisis ocurre en tres etapas: la adhesion del
parasito al eritrocito, favorecido por una interaccion ligando-receptor especifica; la

liberacion de la proteina perforina (posiblemente cisteino-proteinasa) por el parasito, la
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cual forma poros en la membrana del eritrocito y finalmente, se produce la lisis del

eritrocito.

Ensayos realizados por Krieger y colaboradores demostraron que la actividad hemolitica
esta correlacionada con la virulencia (Krieger et al, 1983). Mas tarde, Valadkhan y
colaboradores determinaron que la liberacion de hemoglobina fue significativamente mas
alta en aislamientos sintomaticos al compararlos con los asintomaticos (Valadkhan et al,
2003). Ademas, se demostrd que el grupo hemo del hierro incrementa los niveles de la
adhesina AP65, que media en la adherencia del parasito a las células epiteliales del

hospedero (Alderete et al, 2004).

Las proteinasas también estan relacionadas con otros mecanismos de virulencia, por
ejemplo invasion del mucus (Lehker y Sweeney, 1999), citotoxicidad (Arroyo y Alderete
1995; Min et al, 1997, Alvarez-Sanchez et al, 2000), en la degradacion de
inmunoglobulinas (Igs) (Min et al, 1998; Hernandez-Gutiérrez, et al, 2004) y de
componentes del complemento (Alderete et al, 1995) y en la destruccion del citoesqueleto

del glébulo rojo (Fiori et al, 1997).

Observaciones recientes muestran variaciones en la expresion de proteinasas dependiendo
de las condiciones de crecimiento in vitro del parasito, especialmente de la concentracion

de Fe en el medio (Leon-Sicarios et al, 2004).

El pre-tratamiento del pardsito con No-p-tosil-lisina-clorometilcetona HCL (TLCK),
potente inhibidor de cisteino-proteinasas, causa una considerable disminucion en su
capacidad de adherirse a células epiteliales. Ademas, con la adicidon de cisteino-proteinasas
a células en cultivo tratadas, con TLCK, se recupera la capacidad del parasito de adherirse
a estas c¢lulas, lo que indica esta observacion que la accion de proteinasas sobre la
superficie del parasito es pre-requisito en el proceso de adhesion (Arroyo y Alderete,

1989).
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Garber y Lemchuk-Favel purificaron y caracterizaron proteinasas de secrecion de T.
vaginalis de 30 y 60 kDa utilizando como sustrato hide powder azure y caseina para la
medicion de la actividad proteinasa. Estos autores propusieron que en trabajos futuros
deberia demostrarse la importancia que pudiera tener la proteinasa de 60 kDa en la

patogénesis de la enfermedad (Garber y Lemchuk-Favel, 1989).

Recientemente, Sommer y colaboradores identificaron cisteino-proteinasas de T. vaginalis

que inducen apoptosis en células epiteliales vaginales humanas (Sommer et al, 2005).
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2.11.2 Mecanismo independientes del contacto.

Este tipo de mecanismo, causante también de efecto citopatico, lo reportd por primera vez
Hogue en 1943. El efecto citotoxico (Pindak et al, 1993) y la hemolisis (Fiori et al, 1996;
Vargas-Villarreal et al, 2005) no ocurren solamente por mecanismos dependientes del
contacto, sino también ocurren en ausencia del contacto célula - célula. Los cambios de pH
producidos por los metabolitos acidos como el acido lactico y el acido acético del
metabolismo de la glucosa, son parcialmente responsables de la hemolisis (Fiori et al,

1996).

El parasito produce también otros factores que causan efecto citopatico como el CDF.

2.11.2.1 Liberacion del factor de desprendimiento celular, CDF.

Los productos de excrecion de T. vaginalis y el CDF, causan efecto citopatico en cultivo de
células. Cuando este factor extracelular, se pone en contacto con monocapas de células de
cultivo in vitro, provoca el desprendimiento de estas células. Este fenomeno es analogo al
que ocurre con las células epiteliales de la vagina durante las infecciones agudas. (Pindak et
al, 1986; Garber et al, 1989). La actividad del CDF es un efecto asociado a la patogénesis,
no detectandose hasta el momento, en especie no patdogena, como Pentatrichomonas

hominis (Garber et al, 1989).

La concentracion del CDF que se obtiene cuando se mantiene T. vaginalis en condiciones
de cultivo, varia por tres factores fundamentales: el tiempo que se demoran en crecer los
parasitos, previo a la preparacion del filtrado, el tamafio del inoculo inicial, y el pH del
medio. Esta molécula es una glucoproteina de 200 kDa que es inmunogénica en el hombre
y purificada es activa en un rango de pH entre 5,0-8,5 con una actividad optima a pH 6,5.
Esta observacion es importante desde el punto de vista clinico, pues el pH de la vagina se
eleva de 4,5, su valor normal, a cifras superiores a 5,0 durante la trichomonosis (Garber et

al, 1989).
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Los niveles del CDF se correlacionan con la severidad de los sintomas clinicos producidos
en el curso de la trichomonosis, observandose un incremento en la produccion de CDF
asociado con un incremento de estos sintomas, por lo que se considera que puede ser un
importante marcador de virulencia de este pardsito (Garber y Lemchuk-Favel, 1990).
Garber y colaboradores encontraron que la actividad de CDF puede ser inhibida en
presencia de un suero anti-T. vaginalis humano (Garber et al, 1989); y mas tarde, este
mismo grupo demostré una disminucion del efecto de este factor en presencia de

anticuerpos en la vagina (Garber y Lemchuk-Favel, 1990).

La regulacion de la producciéon del CDF no estd clara, pues se desconoce si es la
concentracion, la actividad o la combinacion de ambas, la responsable de la severidad de
los sintomas clinicos. La producciéon de CDF puede verse influenciada también por la
concentracion de estrogeno en la vagina, observacion que explica algunos aspectos de la
etiologia de esta enfermedad. Por ejemplo, durante los periodos menstruales cuando los

niveles de estrogenos disminuyen, la sintomatologia aumenta (Garber et al, 1991).

2.11.2.2 Interaccion con la microbiota vaginal.

La interaccion de T. vaginalis con algunos miembros de la microbiota residentes en la
vagina puede ser un factor importante para evadir el sistema inmune del hospedero. La
flora microbiana vaginal humana, estd condicionada por la presencia de los bacilos de
Déderlein. Estos actian sobre la glucosa-6-fosfato, proveniente del glucogeno liberado en
las células, transformandola en 4cido lactico, lo que favorece el mantenimiento del pH
vaginal normal, que oscila entre 3,8 a 4,5. T. vaginalis sustrae el glucogeno de las células
epiteliales, compitiendo activamente con la microbiota de Ddoderlein, lo que impide el
mecanismo anterior y con ello provoca una alcalinizacion del pH vaginal. Este fendmeno

favorece el desarrollo del parasito y de otros patdgenos (Petrin et al, 1998).
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La elevacion del pH de la vagina, conjuntamente con la reduccion de L. acidophilus y el
incremento en la proporcion de bacterias anaerdbicas, pueden ser considerados marcadores
de la enfermedad. El parasito tiene un efecto supresivo sobre L. acidophilus (McGrory et
al, 1994), el cual se puede ejercer por dos mecanismos: la fagocitosis de las bacterias
(Rendon-Maldonado et al, 1998) y por la destruccion de lactobacilos por proteinasas

secretadas por el propio parasito (McGrory y Garber, 1992).

El parédsito desarrolla otros mecanismos que le permiten la evasion de la respuesta
inmune.

Estos mecanismos, al permitir una mayor resistencia del parasito al entorno, hacen que
estos se multipliquen y devienen en factores de patogenia. A ello nos referiremos en el

acapite siguiente, en que abordamos la inmunobiologia de la infeccion por T. vaginalis

2.12 Inmunobiologia de Trichomonas vaginalis.

2.12.1 Inmunogenicidad de T. vaginalis.

Estudios realizados por Garber y colaboradores demostraron la presencia de bandas
de proteinas, entre 30—150 kDa, por electroforesis, en todos los aislamientos estudiados.
Ademas, se identificaron proteinas inmunogénicas de T. vaginalis por inmunotransferencia.
Una banda de proteinas de peso molecular aproximado de 100 kDa fue detectada en todos
los aislamientos estudiados, cuando éstos fueron enfrentados a sueros de pacientes
reactivos por ELISA. La banda de proteina de 60 kDa, a pesar de que fue identificada por
electroforesis, también en todos los aislamientos, solo fue reconocida por algunos de los
sueros evaluados. Estos autores plantearon que la heterogeneidad antigénica de T. vaginalis
demostrada por inmunotransferencia, podria deberse a las variaciones individuales de este

complejo organismo. (Garber et al, 1986).

Otras moléculas como P230 (Alderete, 1987), CDF (Garber et al, 1989), P270 (Alderete et
al, 1992) y mas recientemente, las proteinasas de 65 kDa (Alvarez-Sanchez et al, 2000), 30
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kDa (Mendoza-Lopez et al, 2000) y 39 kDa (Hernandez-Gutiérrez et al, 2004) se
identificaron como inmunogénicas. A pesar de que se identificaron varias moléculas
inmunogénicas en T. vaginalis, la naturaleza protectora de éstas no se ha demostrado hasta

el presente.

2.12.2 Respuesta inmune contra el parasito.

En el humano, la reinfeccion con T. vaginalis ocurre con frecuencia, lo que sugiere que este
parasito induce una respuesta inmune protectora pobre (Ackers, 1990). Algunos autores
encontraron anticuerpos en suero y en el tracto reproductivo de personas infectadas (Yadav
et al, 2007 b). Por otra parte, hay evidencias de respuesta inmune mediada por células,
cuando linfocitos obtenidos de estos pacientes mostraron incorporacion de timidina al ser
estimulados con antigenos de T. vaginalis (Yano et al, 1983). Sin embargo, no se ha

demostrado que esta respuesta sea protectora.

El analisis in vitro del efecto de anticuerpos derivados del suero de pacientes infectados y
de AcMs contra antigenos de superficie del pardsito, permiti6 la identificacion de
anticuerpos antiadhesinas que bloquean la adhesion del parasito a células epiteliales.
(Alderete et al, 1995). Arroyo y colaboradores encontraron que anticuerpos contra estas
moléculas, protegen a células dianas de un efecto citotoxico mediado por el parasito, lo que
les permitid sugerir que la respuesta inmune antiadhesina, podria ser importante en la

proteccion in vivo contra el efecto patogénico de T. vaginalis (Arroyo et al, 1992).

Anticuerpos especificos contra moléculas solubles del parasito tales como, proteinasas y
factores liticos (fosfolipasas) (Lubick y Burgess, 2004) podrian también ser protectores. Sin
embargo, la prueba de la naturaleza protectora de los anticuerpos en la eliminacion de la
infeccion o disminucion de la patogénesis in vivo, se ha visto limitada parcialmente por la
dificultad en el establecimiento de un modelo cercano a lo que ocurre en el humano
(Schwebke y Burgess, 2004). A pesar de esto, con el empleo de un modelo de infeccion

intravaginal, se sugirid6 que anticuerpos IgA especificos, pueden ayudar a proteger a
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. . . . y . . . y . . + r
individuos asintomaticos de infecciones severas y ademas, que linfocitos T CD4 ", podrian

jugar una importante funcion en la disminucion de la infeccion (Paintlia et al, 2002).

Recientemente, Malla y colaboradores encontraron una respuesta Thl (IL-2 e interferon y
[IFNy]) en ratones infectados intravaginalmente con aislamientos asintomaticos al
compararlos con los sintomaticos, lo que sugiere que citoquinas Thl, podrian jugar un
papel en el mantenimiento de un nivel bajo de infeccion (Malla et al, 2007). En un estudio
realizado por Simhan y colaboradores, estos autores detectaron que la trichomonosis en
mujeres embarazadas asintomdticas, estd acompafiada de un proceso de activacion de
neutréfilos y produccion de IL-8 (Simhan et al, 2007) y Cauci y Culhane encontraron
también, una fuerte induccion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-8) y neutréfilos en

embarazadas infectadas con T. vaginalis (Cauci y Culhane, 2007).

A pesar de los estudios realizados, atin no estd claro si la respuesta inmune adquirida es
necesaria para la proteccion o su papel en detener o eliminar la infeccion. Por una parte, se
hallaron evidencias de que la inmunizacioén subcutanea con extractos de T. vaginalis con
adyuvante, protege parcialmente a ratones contra el reto por via vaginal (Abraham et al,
1996). Sin embargo, como se sefialo, en el hospedero humano, las infecciones a repeticion
producidas por el parasito, no causan inmunidad protectora. En un estudio que incluyo
pacientes infectados con T. vaginalis y VIH, no se evidenciaron incrementos en la
durabilidad de la infeccion por este parasito al compararlos con pacientes negativos a la
infeccion por VIH y positivos a T. vaginalis (Cu-Uvin et al, 2002). Esta observacion les
sugiri6é que la inmunidad innata puede ser mas importante que la inmunidad adquirida, en

el control de la infeccion por T. vaginalis.
De lo anterior se desprende que hay poca claridad acerca de como es en realidad la
respuesta inmune protectora en T. vaginalis, por los que otros estudios son necesarios para

esclarecer esta interrogante.

2.12.3 Evasion del sistema inmune.
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En determinadas situaciones, T. vaginalis puede sobrevivir gracias a la capacidad de evadir
la respuesta inmune del hospedero, lo que lleva a la cronicidad de la infeccion. Desde hace
mucho tiempo se conoce que T. vaginalis activa la via alternativa del complemento (Gillin
y Sher, 1981). El mucus cervical es deficiente en complemento (Alderete et al, 1995) a
diferencia de la sangre menstrual que representa la tinica fuente disponible del mismo en la
vagina. Aunque la sangre menstrual tiene la mitad de la actividad del complemento que la
circulante, tiene actividad citotoxica contra T. vaginalis; observandose una reduccion en la
presencia del parasito durante el periodo de desprendimiento del endometrio, sin embargo
existe sobrevivencia de una cantidad de parasitos que garantiza la persistencia de la
infeccion (Demes et al, 1988, a). A pesar de la disminucion del nimero de parasitos en la
vagina durante la menstruacion, se produce una exacerbacion de los sintomas, producto de

la accion del hierro, ya comentada, sobre la virulencia de los mismos (Alderete et al, 2004).

Demes y colaboradores encontraron que aislamientos frescos de T. vaginalis difieren en la
susceptibilidad o resistencia a la lisis mediada por el complemento del suero. Los parasitos
resistentes a este evento, se convierten en susceptibles después de cultivos in vitro
prolongados (Demes et al, 1988, b), lo cual apoya la hipétesis de que la variacion

fenotipica, mas frecuente in vivo, permite al parasito evitar la lisis (Alderete et al, 1995).

Como muchos otros protozoos, T. vaginalis despliega una variacion fenotipica como un
mecanismo de evasion inmune. Alderete y colaboradores encontraron que dos clases de
marcadores se expresan alternativamente en la superficie del organismo: la glucoproteina
altamente inmunogénica (P270) y las adhesinas (Ap65, Ap51, Ap33, y Ap23) (Alderete et
al, 1992). Todos los aislamientos presentan la glucoproteina P270, algunos organismos la
expresan en la superficie de la célula (A") y otros en el citoplasma (B"). Asi, los fenotipos
se describen como A'B ~ (P270 positivo) y un A" B" (P270 negativo). A los organismos de
fenotipos positivo les faltan las adhesinas y no pueden citoadherirse o parasitar células del

hospedero. Solo los organismos del fenotipo negativo para P270, que son los que expresan
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las adhesinas, tienen la capacidad de citoadherirse. Después de un tiempo prolongado de

cultivo in vitro, los parasitos cambian hacia el fenotipo P270 positivo (Alderete, 1988).

Se encontr6 en ensayos in Vitro, que algunos organismos que llevan el antigeno P270 sobre
la superficie de la célula son susceptibles a la lisis mediada por anticuerpos e independiente
del complemento, (Alderete y Kasmala, 1986). La falta de expresion de P270 en la
superficie, permite a los organismos del fenotipo negativo sobrevivir al ataque de los
anticuerpos (Musatovova y Alderete, 1998) ya que las adhesinas presentes en la superficie
parecen imitar la estructura de la enzima malica de las células vaginales, lo que se
presupone sea la causa de la baja inmunogenicidad de los parasitos P270 negativos
(Alderete et al, 1995; Engbring et al, 1996). Este mimetismo molecular es otro ejemplo de

como los parasitos pueden escapar al sistema inmune del hospedero (Engbring et al, 1996).

P230 es otro inmundgeno de peso molecular alto que esta presente en la superficie del
parasito, y que sufre cambios conformacionales que se ha sugerido le permiten evadir los
anticuerpos (Alderete, 1987). Ademas, la IgG vaginal que reconoce la proteina P230 de T.
vaginalis, no produce ningin efecto citolitico, incluso en presencia de complemento
(Alderete et al, 1991) y la respuesta del anticuerpo se limit6 a pocos epitopos de la proteina
de 230 kDa (Alderete et al, 1991), permitiendo al organismo evadir los mecanismos de la

inmunidad.

T. vaginalis presenta otros mecanismos para evadir el sistema inmune. Algunos autores
sefialaron que numerosas cisteino-proteinasas secretadas por T. vaginalis degradan los
anticuerpos de los isotipos IgG, IgM e IgA, lo cual permite al organismo sobrevivir a la
respuesta inmune (Provenzano y Alderete, 1995, Hernandez-Gutiérrez et al, 2004). Este
parasito también secreta grandes cantidades de antigenos solubles, altamente
inmunogénicos (Alderete y Garza, 1984), una liberacion continua de estos antigenos podria
neutralizar a los anticuerpos y de esta manera interrumpir los mecanismos de defensa

especificos del sistema inmune contra T. vaginalis. También, este parasito puede cubrirse
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con proteinas del plasma del hospedero lo que no permite al sistema inmune reconocerlo

como extraio (Peterson y Alderete, 1982).

Por otra parte, la apoptosis de macrofagos inducida por T. vaginalis a través de la
fosforilacion del mitdégeno p-38 en estas células efectoras, constituye otro mecanismo de

escape del parasito (Chang et al, 20006).

2.13 Vacuna.

La vacuna Trichovac es la unica producida contra T. vaginalis, y se compone de
lactobacilos inactivos (Gombosoba et al, 1986). La utilizacion de L. acidophilus como
vacuna contra T. vaginalis fue sugerida por varios autores (Alderete, 1988; Mayer y Pelak,
1990) con ella se alcanzo, en los experimentos iniciales, desde un 84 hasta un 100 % de
proteccion. En un principio, se pensaba que el éxito de la inmunizacion era debido a la
generacion de anticuerpos que reconocen determinantes comunes a antigenos de
lactobacilos y Trichomonas, pero esta relacion antigénica no se demostrd por métodos mas
sensibles, por lo que se sugiere que este fenomeno pudiera estar dado por mecanismos no
especificos (Alderete, 1988). Estudios realizados con posterioridad indican la poca eficacia
de esta vacuna (Malla et al, 2001) por lo que se dejo de recomendar el empleo de la misma

(Vazquez etal, 2001).

Abraham y colaboradores, utilizando ratones BALB/c como modelo animal, refieren haber
alcanzado cierta respuesta contra la infeccion vaginal después de inoculaciones

subcutaneas de homogeneizados del parasito (Abraham et al, 1996).
La proteccion hasta ahora alcanzada, en los estudios realizados, no es del todo efectiva, de

ahi la importancia de la busqueda de nuevas moléculas con capacidad protectora contra T.

vaginalis.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Cultivo in vitro de Trichomonas vaginalis. Preparacion de antigenos.

3.1.1 Mantenimiento de los parasitos.

El cultivo axénico de T. vaginalis (C173) se obtuvo a partir del exudado vaginal de una
adolescente sintomatica, atendida en el hospital ginecobstétrico “Eusebio Herndndez” de
Ciudad de La Habana (Rojas et al, 2004 b). Los parasitos se mantuvieron a 37°C en medio
TYI-S-33 al 10 % de suero bovino (Sigma, EE UU) inactivado suplementado con
estreptomicina-penicilina a 50 pg/mL, siguiendo la metodologia descrita por Diamond y

colaboradores (Diamond et al, 1978).

3.1.2 Preparacion de antigenos de secrecion de T. vaginalis.

Los parésitos mantenidos en cultivo se colectaron y lavaron tres veces con TFS (Tampdon
Fosfato Salina, compuesto por NaCl a 136 mmol/L, Na,PO4 a 8,1 mmol/L, K,PO4 a 1,46
mmol/L y KCI a 3,48 mmol/L), pH 7,2 por centrifugacion a 650 g durante 10 minutos. El
sedimento se resuspendido en medio TYI-S-33 libre de suero a una concentracion final
aproximada 1x10° parasitos/mL en frascos de cultivo de 75 cm® Posteriormente, los
parasitos se incubaron a 37°C durante 21 horas. Transcurrido este tiempo, el medio se
colectd por centrifugacion a 1000 g durante 30 minutos (Garber et al, 1987). A 100 mL de
sobrenadante, se le adicion6 1 mL de una mezcla de inhibidores de proteinasas (Sigma,
EEUU) compuesta por fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a 10 mmol/L, leupeptin a
1000 pmol/L, pestatin a 100 pmol/L y acido etilendiaminotetracético (EDTA) a 100
mmol/L, se filtré por membrana de 0,2 um y fue congelado a - 20 °C hasta su utilizacion.

3.1.3 Cuantificacion de proteinas totales.
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La concentracion de proteinas totales se determind por la reaccion del acido bicinconinico
(BCA) (Smith, 1986) segun el protocolo establecido para microplacas (Redinbaugh y
Turley, 1986).

3.1.4 Ensayo para medir actividad proteolitica.

Los ensayos de actividad proteolitica se realizaron incubando 50 pL del sobrenadante de
cultivo de T. vaginalis o de sus fracciones con 75 uL de mezcla de reaccion compuesta por
50 pL tampon citrato-fosfato pH 7,0 conteniendo 10 mM de L-cisteinay 6 mM de EDTA y
25 pL de azocaseina al 6 % como sustrato. Se incluyd un control negativo al que se le
adicionaron 50 puL de TFS, pH 7,2 y 75 uL de la mezcla de reaccion. Las mezclas de ensayo
fueron incubadas durante 3 horas a 37° C. La reaccion se detuvo con 500 pL de acido
tricloroacético (TCA) al 3 % a 4°C y se centrifugd por 15 minutos a 1000 g. Al sobrenadante
se le determin6 la absorbancia a 366 nm en un espectrofotometro (WPA lightwave,
Inglaterra). La absorbancia se convirtidé en unidades de actividad enzimatica equivalente a

mg de azocaseina/ hora/ mL de extracto enzimatico (Schwartz y Barret, 1980).

3.2 Animales de laboratorio.

El modelo biologico se desarrolld en ratones BALB/c procedentes del Centro para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba). Se utilizaron
ratones de ambos sexos, de 6-8 semanas de edad y 20 + 2 g de peso corporal al inicio de los
experimentos. El manejo de los animales se realizo segin la guia para el mantenimiento y
uso de los animales de experimentacion del Laboratorio Bioterio del IPK de acuerdo a las
normas establecidas por organizaciones internacionales (Guia para el cuidado y empleo de
los animales de experimentacion, 1996). Los animales permanecieron bajo condiciones
controladas de temperatura (21-24 °C), humedad (20-25 %), ciclo alternativo de luz /
oscuridad de 12 horas, y recibieron alimentacion y agua acidulada con HCI a un pH entre
2,5y 2,8 ad libitum. Para todos los experimentos, los animales se distribuyeron de forma

aleatoria en grupos individuales de 10 y 20 animales.
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3.3 Purificacién de la proteinasa de 62 kDa a partir de antigenos de

secrecion de Trichomonas vaginalis.

3.3.1 Purificacion de la proteinasa.

Al filtrado libre de parasitos se le adicionaron dos volumenes de etanol a -20 °C, se
procedid a mezclar inmediatamente, a continuacion, la mezcla se mantuvo en hielo durante
2 horas. El precipitado resultante se centrifugé a 6500 g por 30 minutos y se disolvidé en
tampon HEPES (&cido 1- etanosulfonico 4-(2- hidroximetil piperazina) 10 mmol/L, pH 5,0
conteniendo NaCl a 10 mmol/L. A esta solucion se le adicion6 sulfato de amonio reactivo a
176 g/L y se agitd por una hora a 4 °C. La solucion se centrifugd a las mismas condiciones
descritas y al sobrenadante obtenido se le adiciond, nuevamente, sulfato de amonio reactivo
a 235 g/L. Se repitié la centrifugacion y el sobrenadante fue dializado contra tampon
HEPES a 4 °C, con tres cambios del tampdn y posteriormente se concentrd por

ultrafiltracion, a un volumen final aproximado de 20 mL (Garber y Lemchuk-Favel, 1989).

El sobrenadante concentrado se purifico por cromatografia de intercambio idnico y
cromatografia de filtracion en gel, mediante la tecnologia FPLC (Cromatografia liquida de
alta resolucion para proteinas). La columna K16 x 20 conteniendo dietilaminoetil sefacel
(Amersham-Biosciences, EE UU), fue equilibrada con tampon de equilibrio (tampon
HEPES, 10 mmol/L, pH 5,0 conteniendo NaCl a 10 mmol/L) y la muestra se aplicé a la
columna a una velocidad de flujo de 0,7 mL/minutos. La elucién se realizd con un
gradiente de 10-500 mmol/L de NaCl. Se evaluaron las fracciones por el ensayo enzimatico
con azocaseina como sustrato (ver acapite 3.1.3). Las positivas se mezclaron, segun el
perfil cromatografico, se dializaron contra tampoén HEPES y se concentraron por
ultrafiltracion con membrana YM-10 (AMICON). Posteriormente, se aplicaron a una
columna de filtracion en gel (Superosa 6) (Amersham-Biosciences, EE UU) previamente
equilibrada con tampén HEPES a un flujo lineal de 0,5 mL/minutos. Las fracciones se

evaluaron por el ensayo enzimatico (acapite 3.1.4). El peso molecular (PM) de las
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fracciones con actividad enzimatica se determin6 por interpolacion lineal a partir de las

proteinas patrones (340, 118, 67, 43, 25 kDa).

3.3.2 Evaluacion del grado de pureza.

El grado de pureza de la fraccion purificada de antigenos de secrecion de T. vaginalis se
verifico por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % en presencia de duodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Las muestras y el patron, en un rango de PM entre
14 y 94 kDa (Pharmacia - LKB Biotecnology, Suecia), fueron mezclados 1:1 con la
siguiente solucion: Tris-HCI a 0,5 mol/L, pH 6,8; bromofenol azul y SDS al 0,1 %; glicerol
al 1,5 %, e incubados a 100 °C durante 3 minutos. Posteriormente, se aplicaron 20 uL de
las mezclas al sistema de geles. La corrida se efectud bajo condiciones desnaturalizantes en
mini-camaras (BioRAD, EE UU) a razon de 15 mA/gel con tampén Tris (0,5 mol/L),
glicina (0,192 mol/L), SDS (0,1 %), pH 8,3. Al finalizar la corrida electroforética, se
realizo la tincion del gel separador con solucion de nitrato de plata (AgNOs) para lo cual se
empleo el juego de reactivos de tincion con AgNO; (Silver Stain Plus, BioRad, EE UU). El
PM de la proteinasa purificada, se estim6 mediante el uso de una curva de calibracion
previamente confeccionada a partir de las movilidades relativas de cada proteina patron con

respecto al logaritmo de su peso molecular.

3.4 Obtencion y seleccion de hibridomas productores de anticuerpos anti-

proteinasa de 62 kDa de Trichomonas vaginalis.

3.4.1 Obtencion de los anticuerpos monoclonales.

3.4.1.1 Inmunizacidn de ratones.

Se utilizaron 5 ratones BALB/c hembras. Se realizaron 4 inmunizaciones por
via intraperitoneal con intervalos de 15 dias entre una y otra. La primera se realizo con la
proteinasa (50 pg), previamente purificada, disuelta en TFS, pH 7,2 y emulsificada con
Adyuvante Completo de Freund (ACF) (Sigma, EE UU), 0.3 mL proporciéon 1:1 (v/v); la

segunda con 50 pg de la proteinasa en TFS mezclado con Adyuvante Incompleto de Freund
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(AIF) (Sigma, EE UU) 1:1 (v/v), las dos ultimas inmunizaciones con 30 pg también en
AIF. Una vez completado el esquema y transcurridos 15 dias se extrajo sangre del plexo
retroorbital para evaluar el titulo de anticuerpos anti-proteinasa de T. vaginalis en los
sueros. La sangre extraida se mantuvo una hora a 37 °C y luego de 30 minutos a 4 °C se

centrifugd a 1000 g durante 15 minutos.

3.4.1.2 Evaluacion de los sueros.

Los sueros fueron evaluados por un ELISA indirecto, utilizando como soporte placas de
microtitulacion (Maxisorp, Nunc, Dinamarca). Previamente, se determinaron las
condiciones Optimas de trabajo a partir de diferentes concentraciones de proteinasa y
conjugado, selecciondndose aquellas condiciones que permitieran una buena
discriminacion entre los sueros positivos y negativos. La placa se recubri6 con la proteinasa
purificada (20 pg/mL) disuelta en tampon carbonato-bicarbonato 0,05 mol/L, pH 9,6
(tampon de recubrimiento) (100 pL/pozo) y se incubd a 4 °C durante toda la noche.
Posteriormente, la placa fue lavada seis veces con TFS-Tween 20 (TFS-T) al 0,05 %, luego
se bloqued con solucion conteniendo sero albumina bovina (BSA) (Sigma, EE UU) al 5%
disuelta en tampon de recubrimiento y se incub6 una hora en camara hiimeda a 37 °C. El
suero de los ratones fue evaluado a diferentes diluciones: 1/5000, 1/10 000, 1/20 000 y
1/40 000 incubando a 37 °C durante una hora. Como control negativo, se utilizo el suero de
un raton no inmunizado a las mismas diluciones que el suero de los ratones inmunizados.
Se lavd la placa y luego se incub6 una hora en camara himeda a 37 °C con 100 pl/pozo de
un conjugado anti-IgG de raton - peroxidasa, diluido 1/1000. Se repiti6 el paso de lavado y
la reaccion se reveld con una solucion de sustrato (Spl de H,O, al 30 % y 5 mg de
ortofenilen-diamina (Sigma, EE UU)) disuelto en 12,5 mL de tampdn fosfato-citrato 0,1
mol/L, pH 5,0. Pasados 20 minutos, la reaccion se detuvo con 50 uL/pozo de H>SO4 al 12,5
% y se ley6 a una longitud de onda de 492 nm en un lector de micro ELISA (DYNEX -
Technologies, EE UU). Se seleccionaron como positivos los ratones cuyos sueros
mostraron por ELISA una densidad dptica (DO) que resulté ser el doble de la media de las
densidades opticas de los animales inmunizados con adyuvantes sin proteinasa, a la misma

dilucion.
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3.4.1.3 Fusion celular.

El raton cuyo suero mostrd el mayor titulo de anticuerpos anti-proteinasa de T. vaginalis
fue seleccionado para la fusion y tres dias antes se reinmunizé con una dosis de 50 pg de la
proteinasa purificada (25 pg inoculados por via intraperitoneal y 25 pg por via
intravenosa). Posteriormente, se sacrifico en atmosfera de éter y se extrajo el bazo. La
liberacion de los linfocitos se realizo por perfusion del 6érgano, en placa Petri, con medio de
lavado que contenia RPMI-1640 suplementado con L-glutamina (2 mmol/L), piruvato de
sodio 1 mmol/L, HEPES (15 mmol/L), bicarbonato de sodio (17 mmol/L) y 2x de
antibiotico-antimicoético, 100 x (10 000 unidades de penicilina, estreptomicina (10 mg) y
anfotericina B (25 pg) disuelto en 0,9 % de cloruro de sodio). La suspension celular, se
transfirio a un tubo de centrifuga de 50 mL y se completé con medio de lavado. Se
centrifugd a 350 g durante 10 minutos a 4 °C. El precipitado se resuspendié en 5 mL de
tampon de lisis para eritrocitos (cloruro de amonio 8 g; EDTA 37,2 mg; bicarbonato de
sodio 1 g, para un litro de agua bidestilada, pH 7,2-7,4), con agitacion durante 5 minutos.
Posteriormente, se completdé a 50 mL con medio de lavado y se centrifugd en las
condiciones anteriormente descritas. Se decant6 el sobrenadante y el precipitado se lavo

tres veces con medio de lavado.

Se utilizdé como pareja de fusion, células de mieloma de raton SP2/0O-Agl4. Las células
fueron cosechadas de cultivos en crecimiento en fase exponencial y colectadas en tubos de
centrifuga. La suspension celular se centrifugd a 350 g durante 10 minutos a 4 °C. El

sobrenadante se desechd y el precipitado se resuspendi6 en 20 mL de medio de lavado.

Los linfocitos y las células del mieloma, después de contados en camara de Neubauer, se
mezclaron en proporcion 10:1 en un tubo de centrifuga y se completé hasta 50 mL con
medio de lavado. Se centrifugd a 350 g durante 10 minutos a 4 °C, se decanto el
sobrenadante y el precipitado celular se disgregé completamente. A la mezcla de células se
le afiadi6, lentamente por las paredes del tubo, 0,3 mL de polietilenglicol PM1400 (Sigma,
EE UU) al 50 %, como agente de fusion. Después de 3 minutos en reposo, se centrifugd a
350 g durante 5 minutos a 4 °C y se agregaron 30 mL de medio de lavado por las paredes
del tubo sin resuspender el precipitado. Posteriormente, se resuspendi6 el boton celular y se
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centrifugd en las condiciones ya descritas. Se descart6 el sobrenadante y al precipitado se le
afnadié medio selectivo HAT (10 mmol/L de hipoxantina, 0,04 mol/L de aminopterina y 1,6
mmol/L de timidina) disuelto en medio de lavado con 20 % de suero. El boton celular se
resuspendid y se sembraron las células a razon de 10 x 10 © células/placa (200 uL/pozo en 6
placas de cultivo de 96 pozos). Se incubaron a 37 °C en atmdsfera himeda con CO, al 5 %.
A partir del décimo dia, después de la fusion, se elimind el medio HAT y se cambid por

medio HT (hipoxantina-timidina).

Los hibridos crecidos que cubrian las dos terceras partes o mas del area de cultivo se
evaluaron por un sistema de ELISA indirecto, empleado en la titulacion de los sueros de los
ratones inmunizados (ver acépite 3.4.1.2). Se empled como control positivo el suero del
raton seleccionado para la fusion a la dilucion 1/1000 en TFS-T y como control negativo el

suero de un ratoén no inmunizado, a la misma dilucion.

Los hibridomas que resultaron positivos en el pesquisaje primario se expandieron a placas
de cultivo de 24 pozos. Una vez crecidos se evaluaron nuevamente, por ELISA, para la

deteccion de anticuerpos anti-proteinasa de T. vaginalis.

3.4.1.4 Clonaje y reclonaje.

Los hibridomas crecidos en placas de 24 pozos que resultaron positivos en el ELISA fueron
clonados por el método de dilucion limitante. Para realizar los clonajes los hibridomas se
resuspendieron en los pozos de cultivo y se estimoé la concentracion celular por conteo en
camara de Nuebauer. A partir de la suspension original se prepararon dos diluciones en
medio HT para una concentracion final de 5 células por pozo para las dos primeras filas de
la placa y una célula por pozo para el resto de los pocillos. Una vez que las colonias de
hibridomas crecieron hasta més de la mitad del pozo, fueron evaluadas por ELISA y
algunas de las que resultaron positivas se reclonaron por el mismo método. Después, los
clones positivos se expandieron a placas de cultivo de 24 pozos y mas tarde a frascos de 25

2
cm .
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Las células se cosecharon de los frascos de 25 cm’ bajo condiciones de esterilidad. La
suspension celular se centrifugd a 350 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se
colect6 para ensayos posteriores y el precipitado fue resuspendido en medio de congelacion
(40 % de medio RPMI-1640, 50 % de suero fetal bovino, 10% de dimetilsulféxido). Las
células se almacenaron en viales de congelacion de 2 mL y se guardaron a -70°C.

Transcurrida una semana los viales se conservaron en nitrégeno liquido.

3.4.1.5 Produccion de liquido ascitico.

Los hibridomas productores de AcMs contra la proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis, se
mantuvieron en cultivo antes de ser inoculados. Las células se cosecharon y lavaron por
centrifugacion a 350 g durante 10 minutos a 4 °C en medio de lavado. Se prepard una
suspensiéon celular a una concentracion de 1 x 10° células/mL. Se utilizaron ratones
BALB/c, machos, de 6-8 semanas, cuyo peritoneo se estimuld previamente con 0,3 mL de
Pristane (2, 6, 10, 14-tetrametilpentadecano) (Sigma, EE UU). Se inoculo 1 mL de
suspension celular / ratéon. El liquido ascitico producido por cada uno de los ratones se
obtuvo por puncion intraperitoneal y se centrifugé a 1000 g durante 30 minutos a 4°C. El

sobrenadante se conservo a -70°C.

Para la obtencion de estos AcMs se emplearon los procedimientos generales de la

tecnologia de obtencion de hibridomas (Kohler y Milstein, 1975; Godin, 1996).

3.4.2 Determinacion de clase y subclase de los anticuerpos monoclonales.

La clase y subclase de los anticuerpos obtenidos se determind mediante un ELISA indirecto
empleando un juego comercial de inmunoglobulinas (Ig), (anti-IgG1, anti-IgG2a, anti-
IgG2b, anti-IgG3, anti-IgA y anti-IgM) y un conjugado anti-inmunoglobulina de raton-

peroxidasa segun las instrucciones del fabricante. (ISO-2, Sigma, EE UU).

3.4.3 Purificacion de los anticuerpos.
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El AcM presente en cada fluido ascitico se purificd por cromatografia de afinidad. La
columna con matriz proteina G — sefarosa (Amersham-Biosciences, EE UU) fue
equilibrada con TFS, pH 7,2. Se aplicaron 50 mL de liquido ascitico diluido a razén de 1/3
en el tampon de equilibrio, a una velocidad de flujo de 1 mL/minuto. La elucion se llevo a
cabo con tampdén de elucion glicina 0,1 mol/L, pH 2,7. La fraccion de AcM fue
concentrada por ultrafiltracion con membrana YM-100 (AMICON) hasta un volumen de 5
mL y se aplicd a una columna Sefadex G-25 equilibrada previamente con TFS para ser
desalinizada, a una velocidad de flujo lineal de 5 mL/minuto. La solucion de anticuerpo se
filtr6 por membrana de 0.22 pm y se determind la concentracion de proteinas por la

reaccion del acido bicinconinico.

3.5 Analisis del reconocimiento estructural y molecular de los anticuerpos

anti-proteinasa de 62 kDa de Trichomonas vaginalis.
3.5.1 Reconocimiento de estructuras de trofozoitos por inmunofluorescencia (IF1).

Los parasitos colectados del cultivo invitro de T. vaginalis fueron lavados tres veces con
TFS por centrifugacion a 1000 g por 10 minutos. Finalmente, se descarto el sobrenadante y
se resuspendieron los parasitos en TFS. En las laminas portaobjetos se colocaron 10 pL
conteniendo 50 parasitos y se dejaron secar a temperatura ambiente. Estas preparaciones se
envolvieron en papel metélico, y selladas en sobre de plastico se conservaron a -20 °C hasta
su utilizacion. Diez microlitros de cada AcM antiproteinasa a concentraciones de 10 y 20
pg/mL fueron depositados sobre las laminas portaobjetos para su evaluacion. Como control
positivo de la técnica fue empleado un suero de raton inmunizado con la proteinasa de T.
vaginalis diluido 1/50 y como control negativo un suero de raton no inmunizado a la misma
dilucion. Las laminas se incubaron una hora a 37 °C en cdmara hiumeda y seguidamente
fueron lavadas 3 veces en TFS durante 5 minutos. La dilucion del conjugado anti-IgG de
raton marcado con fluoresceina (Sigma, EE UU) fue de 1/25 en solucion de azul de Evans
1/1000 en TFS. Cada area de reaccion se recubrio con 10 pL del conjugado y las ldminas
fueron incubadas en camara himeda a 37 °C durante una hora. Transcurrido este tiempo,

las mismas se lavaron tres veces en TFS durante 5 minutos. Las preparaciones se dejaron
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secar al aire en camara oscura y se le aplico glicerina fosfatada. La lectura fue realizada en
un microscopio de fluorescencia Leitz modelo Dialux con un ocular de 20 X. Se contaron
30 parasitos por area de reaccion y se considerd fluorescencia alta (+++) cuando mas de 70
% de los parésitos estaban marcados, fluorescencia media (++) cuando entre 40y 70 % de
los parasitos fluorescian, baja cuando entre 10 y 40 % (+) mostraban reaccion y no

reconocimiento cuando menos de 10 % fluorescian.

3.5.2 Reconocimiento molecular por inmunotransferencia.

La electroforesis (SDS-PAGE) fue realizada segin el procedimiento de Laemmli
(Laemmli, 1970) descrito en el acapite 3.3.2. Las proteinasas de 60 (donada por el Dr
Garber, Hospital de Ottawa, Canada), 62 kDa (purificada en nuestro laboratorio), cada una
a la comcentracion de 1 mg/mL, y la mezcla de proteinas patrones, en un rango de peso
molecular entre 53 y 212 kDa (Pharmacia LKB Biotecnology, Suecia), fueron mezclados
con el tampon muestra y aplicados sobre dos geles de poliacrilamida. Una vez finalizada la
corrida, uno de los geles fue tefiido con azul de Coomassie 0,25 % disuelto en una mezcla
de metanol-acido acético- agua (5:1:5), durante 30 minutos y decolorado posteriormente en
esta mezcla. El otro gel fue lavado durante 15 minutos a temperatura ambiente y en
agitacion constante con una solucién compuesta por Tris 0,025 mol/L-glicina 0,1 mol/L-
metanol 20 % pH 8,3. Posteriormente, este ultimo, fue colocado en un equipo de
inmunotransferencia (LKB 2117- 250 Novablot electroforetic transfer kit, Suecia) y el
patron electroforético fue transferido a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um segun el

procedimiento descrito por Tsang y colaboradores (Tsang et al, 1986).

Una vez concluida la transferencia, la membrana de nitrocelulosa fue lavada con TFS
durante 10 minutos y luego sumergida durante una hora a temperatura ambiente en una
solucion al 5 % de leche descremada disuelta en TFS. Posteriormente, la nitrocelulosa fue
cortada en tiras las cuales se sumergieron en una solucion de 500 pg/mL de cada AcM anti-
proteinasa de 62 kDa y se incubaron toda la noche a 4 'C con agitacion constante. Luego de

tres lavados de 10 minutos cada uno con TFS-T, las tiras se incubaron durante 2 horas a
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temperatura ambiente con una solucién 1/1000 del conjugado (anti-IgG de ratdén conjugada
con peroxidasa (Sigma, EE UU) disuelto en TFS). Seguidamente, se sumergieron en una
solucion de sustrato (4 mg de 3,3’- diaminobenzidina, 10 uL H>O, y 10 mL de TFS) y una

vez visible las bandas, la reaccion fue detenida sumergiendo las tiras en agua destilada.

3.6 Ensayo in vitro del efecto de anticuerpos anti- proteinasa de

Trichomonas vaginalis sobre los procesos de adhesion de este parasito.

3.6.1 Modelo de células epiteliales vaginales.

La linea de células epiteliales humanas HeLa de carcinoma humano (ATCC CCL2)
se obtuvo de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Rockville, Maryland, EE UU). Las
c€lulas se mantuvieron en una mezcla de Medio Minimo Esencial (MME) (Gibco BRL, EE
UU), glutamina (G) al 1 %, suplementado con suero fetal bovino (Bio Whitaker, EE UU) al
10 % y sulfato de neomicina a 50 pg/mL. La placa de microtitulacion (Nunc, Dinamarca)
que contenia las células se incubd en atmosfera de CO,al 5 % a 37°C. La monocapa se lavo
tres veces antes de realizar el ensayo de citoadherencia con una mezcla de medios sin
suero, en proporcion 2:1 (v/v) y MME + G — TYI-S-33, apropiada para el mantenimiento

de las células y del paréasito.
3.6.2 Marcaje de los parasitos.

Los parasitos fueron marcados con 1pCi/mL de timidina tritiada ( [*H]-timidina), TRK
637, 40 pCi/mmol ( (Amersham, Inglaterra) durante toda la noche. El 85 % de la
radioactividad se precipito con TCA al 5 %, lo que indic6 la incorporacion de [*H]-timidina
a macromoléculas del parasito. Seguidamente, los parasitos marcados se lavaron tres veces
con el medio TYI-S-33 y fueron contados en cdmara de Neubauer.

3.6.3 Adhesion del parasito a células epiteliales.

El ensayo para cuantificar la adhesion de T. vaginalis a las células epiteliales se realizo

como describieron Arroyo y Alderete (1989).
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Siete millones de parasitos marcados con [*H]-timidina suspendidos en medio TYI-S-33 se
trataron por 30 minutos a 4°C con 1 mg/mL de los AcMs anti-proteinasa de T. vaginalis.
Simultdneamente, parasitos marcados se trataron también con un AcM no relacionado de
clase IgG; (anti P-30 de Toxoplasma gondii) obtenido en los laboratorios del IPK, (Castafio
et al, 2001) a igual concentracion como control negativo. Los parasitos tratados con los
anticuerpos fueron lavados con TFS y resuspendidos en la mezcla MME + G — TYI-S-33
(2:1, v/v) sin suero. Posteriormente, fueron adicionados a la monocapa de células HelLa
(4x10* células por pocillo) en proporciéon 5:1 (parasitos-células hospederas) e incubados
por 30 minutos a 37 °C en atmosfera de 5 % de CO,. La placa se lavo tres veces con la
mezcla de medios sin suero a 37 °C para eliminar los parasitos no adheridos. Los lavados
fueron realizados con cuidado para evitar el desprendimiento de la monocapa.
Posteriormente, se cosech6 el contenido de los pozos de la placa en membrana de fibra de
vidrio con una cosechadora de células (SKATROM, Instruments, Noruega) y la emision
fue determinada por conteo por minutos (cpm), en un contador de centelleo liquido, con el
empleo de SCINTRAN (BDH, Inglaterra) como liquido de centelleo. La radioactividad
(cpm) asociada con las células HeLa fue utilizada como medida de la citoadherencia de

Trichomonas.

El experimento se organizo de la siguiente forma:
- control de células HeLa.

- control de células HelLa incubadas con Img/mL de los AcMs anti-proteinasa de T.

vaginalis.
- control de células HeLa y trofozoitos de T. vaginalis marcados con [*H]-timidina.

- control de células HeLa y trofozoitos de T.vaginalis marcados con [*H]-timidina y
preincubado por 30 minutos a 37 °C con 1 mg/mL del AcM anti-P30 de Toxoplasma gondii
(3G9).
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- control de células HeLa, trofozoitos de T. vaginalis marcados con [*H]-timidina y AcM

anti P-30 de T. gondii adicionado en el momento del experimento.

- células HeLa y trofozoitos de T. vaginalis marcados con [*H]-timidina y preincubados por

30 minutos a 37° C con 1 mg/ml de los AcMs anti-proteinasa de T. vaginalis.

- célula HeLa, trofozoitos de T. vaginalis marcados con [*H]-timidina y AcMs anti-

proteinasa de T. vaginalis adicionados en el momento del experimento.

Este experimento se repitid6 dos veces en iguales condiciones y cada determinacion fue

realizada 5 veces.

3.7 Evaluacion de la proteccién pasiva de los anticuerpos monoclonales en
modelos de ratones inyectados intraperitonealmente con Trichomonas

vaginalis.

Grupos de 20 ratones BALB/c hembras fueron inoculados por via intraperitoneal con 2
mg/mL de los AcMs. anti-proteinasa de T. vaginalis. Se incluyo6 en el estudio un grupo

control con el AcM anti P-30 de T. gondii.

Transcurridas 24 horas se inocularon intraperitonealmente 8x 10° parasitos por raton a cada
grupo en estudio. Al séptimo dia, a los animales sobrevivientes se les tomd muestra de
sangre, para posteriormente determinar los niveles de 6xido nitrico en suero (ver acapite
3.8.3 y 3.8.4), y seguidamente se sacrificaron mediante la administracion de una dosis letal
de anestésico (éter). Posteriormente, se procedié a la diseccion de los ratones para la
observacion y descripcion del estado de sus 6rganos internos (peritoneo, higado, pancreas y
rifiones). Las lesiones macroscopicas encontradas en los drganos se corroboraron desde
el punto de vista histopatologico en el Dpto de Anatomia Patoldgica del Instituto

“Pedro Kouri”. Este experimento se realiz6 dos veces en iguales condiciones.
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3.8 Identificacion del posible mecanismo de accién de los anticuerpos

anti-proteinasa de Trichomonas vaginalis.
3.8.1 Efecto de los anticuerpos monoclonales sobre el parasito.

Los parasitos se cultivaron en placas de microtitulacion (Nunc, Dinamarca) a razon de
4x10* parasitos por pozo en medio TYI-S-33 al 10 % de suero bovino sin descomplementar
y sin cisteina. Cantidades crecientes de los AcMs anti-proteinasa y anti- P-30 de T. gondii
(125, 250, 500, 1000 pg/mL) fueron adicionadas a los parasitos en cultivo e incubados en
atmosfera de nitrogeno por 48 horas. Transcurrido este tiempo, se determiné la viabilidad
de los parésitos mediante la determinacion de la enzima lactato deshidrogenasa en el
sobrenadante de cultivo mediante el empleo del juego de reactivos para la deteccion de

citotoxicidad (Roche Diagnostic, Alemania), segun la técnica descrita por el fabricante.
3.8.2 Inhibicidn de la actividad proteolitica por los anticuerpos monoclonales

Se mezclaron 100 uL de la proteinasa de 62 kDa (0,5 mg/mL) e igual volumen de los
AcMs anti-proteinasa (0,5 mg/mL). Las mezclas fueron incubadas a 37°C por 2 horas. El

ensayo de actividad proteolitica con azocaseina como sustrato fue realizado segiin fue

descrito (ver acapite 3.1.4).
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3.8.3 Determinacion de oxido nitrico en cultivo de macrofagos tratados con los

anticuerpos anti-proteinasa en presencia del parasito.

Se realiz6 la obtencion de macrofagos de la cavidad peritoneal de ratones no estimulados
por lavados de esta zona con TFS pH 7,2. El ntimero de células fue determinado por conteo
en camara de Neubauer y fue ajustado a 3x10° células/mL de medio RPMI-1640
suplementado con 10 % de suero fetal bovino. La suspension fue depositada en placas de
24 pozos (Nunc, Dinamarca) a razén de un mililitro por pozo. Dos horas mas tarde se
elimind el medio y se adicion6 1 mL de medio RPMI-1640-TYI-S-33 (1:1 v/v)
conteniendo 6x10” parasitos y 1 mg de los AcMs. Se incluyeron en el estudio un control
con el AcM anti p-30 y otro en presencia de un AcM anti-proteinasa mas N-monometil
arginina (L-NMMA) (10 pumol/L), utilizado, éste ultimo, como inhibidor de la produccion
de 6xido nitrico. Dos horas mas tarde, se estimularon los macrofagos con lipolisacarido
(LPS) serotipo 055, Bs de Escherichia coli (Sigma, EE UU) a 50 unidades/mL e IFNy a 10
ng/mL. El cultivo fue incubado a 37 °C por 18 horas en atmosfera de CO,. El experimento
se repitid dos veces y cada determinacion se realizé 5 veces. El 6xido nitrico es oxidado
rapidamente a nitrito en medio de cultivo y la concentracion de nitrito es un indicador de la

produccién de 6xido nitrico.

El sobrenadante de cultivo libre de células fue mezclado en placas de microtitulaciéon con
igual cantidad de reactivo Griess (sulfanilamida al 1 %, naftiletilendiamida al 0,1 % en 2,5
% de acido fosforico). Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente por 10
minutos. La absorbancia fue medida a 550 nm en un lector de microplacas (DYNEX-
Technologies, EE UU). Por ultimo, la concentracion de nitrito fue calculada con el empleo

de una curva estandar de nitrito de sodio (3-500 umol/L) (Rockett et al, 1992).
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3.8.4 Determinacién de los niveles de éxido nitrico en el suero de los ratones en

estudio.

Se determind la cantidad de nitrato/nitrito en los sueros desproteinizados (los ratones
sometidos al experimento de proteccion pasiva con los AcMs (acapite 3.7), mediante la
reaccion de Griess (Rockett et al, 1992), después de la reduccion de nitrato a nitrito por
accion de la enzima nitrato reductasa. Las muestras fueron mezcladas con igual
cantidad de reactivo Griess y el procedimiento siguiente fue similar al descrito en el

acapite 3. 8. 3.

3.9 Caracterizacion parcial de los epitopos reconocidos por los
anticuerpos anti-proteinasa en antigenos de secrecion de Trichomonas

vaginalis.

3.9.1 Determinacion de la afinidad de los anticuerpos monoclonales.

La afinidad de los AcMs se determin6d en un equipo Biacore X (Biacore, Suecia). Los
anticuerpos se capturaron en un sensor CM5 con anti-Fc de IgG previamente inmovilizado.
La proteinasa se inyect6, sobre el anticuerpo capturado (210-250 RU), a la concentracion
de 100 nmol/L diluida en TFS pH 7,4 con Tween-20 al 0,05 % y EDTA
3 mmol/L a un flujo de 20 pL/minutos. Se registraron 5 minutos de asociacion y 3 minutos
de disociacion. La regeneracion se realizd con tampon glicina 0,1 M, pH 1,5 a 20
pL/minuto. Un control correspondiente a la inyeccion del AcM sin adicionar en ningin
momento el antigeno permitiod eliminar del andlisis el efecto de la cinética de disociacion
del anticuerpo de la superficie del sensor. La sefial especifica se obtuvo como la sustraccion
de la senal obtenida en el canal negativo (sin anticuerpo capturado) a la sefial obtenida por
la interaccion de la proteinasa con el anticuerpo capturado. El calculo de las constantes de

disociacion se efectud con el programa BIAevaluation 2.0 (Biacore, Suecia).
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3.9.2 Analisis de la repetitividad de los epitopos sobre la proteinasa de T. vaginalis.

3.9.2.1 Obtencioén de los conjugados anticuerpo monoclonal-peroxidasa.

Los AcMs fueron marcados con peroxidasa de rabano (Tipo IV, Sigma, EE UU) segtn la
metodologia descrita por Gavilondo (1995). Para ello, 4 mg de peroxidasa se disolvieron en
un mililitro de agua destilada, se mezclaron con 0,5 mL de periodato de sodio 0,1 mol/L en
agitacion lenta por 20 minutos y posteriormente, la mezcla se dializd contra acetato
I mmol/L por 16 horas. Se adicionaron 20 pl. de tampoén carbonato 0,2 mol/L
inmediatamente antes de proceder a la adicion de 8 mg de los AcMs en 1 mL de tampon
carbonato 0,01 mol/L. Las mezclas fueron incubadas por 2 horas a temperatura ambiente y
dializadas contra TFS por 16 horas. Seguidamente, los conjugados se precipitaron con el
mismo volumen de una soluciéon de sulfato de amonio saturada. Se dejaron por 2 horas en
reposo a 4° C y posteriormente, fueron centrifugados a 650 g durante 10 minutos. Una vez
eliminado el sobrenadante se procedid a lavar dos veces el precipitado con sulfato de
amonio al 50 %. El precipitado se disolvido en 2 mL de TFS y se dializé contra el mismo
tampon durante 16 horas. Por ultimo, se le adicion6 BSA al 1 % e igual volumen de

glicerol para su conservacion.

3.9.2.2 ELISA de doble sitio.

Para determinar si los epitopos reconocidos por los AcMs son repetitivos sobre la
proteinasa, se procedid a la realizacion de un ELISA de doble sitio en el cual los
conjugados utilizados fueron los propios AcMs marcados con peroxidasa. Previamente se
seleccionaron las condiciones Optimas de trabajo, a partir de diferentes concentraciones de

AcMs, proteinasa y diluciones de los conjugados.

Como fase solida se empled una placa de microtitulacion (Nunc, Dinamarca) la cual se
recubrié con los AcMs anti-proteinasa de T. vaginalis y anti P-30 de T. gondii (Castafio et
al, 2001) a concentraciones de 20 ug/mL preparados en tampon de recubrimiento. La placa
se incubo durante 16 horas a 4 °C, y posteriormente, se procedio al lavado de la misma tres

veces con TFS-T. Los sitios libres de anticuerpos, en la placa, fueron bloqueados con
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solucion de BSA en TFS al 2,5 %, por una hora a 37 °C. Luego de eliminada la solucién de
bloqueo, se anadio la proteinasa purificada a una concentracion de 5 pg/mL la cual se
incubd por una hora a 37 °C. Al finalizar la incubacion, se realizaron seis lavados con TFS-
T y se afiadieron los conjugados AcMs anti-proteinasa marcados con peroxidasa a la
dilucion de 1/1000 preparados en TFS-T. Para el AcM anti P-30 como recubrimiento se
utiliz6 como conjugado una mezcla de los AcMs anti-proteinasa. Después de una hora de
incubacion a 37°C y de seis lavados con TFS-T se adiciond el sustrato (ver detalles en el
acapite 3.4.1.2) con el cual se incubd por 15 minutos en la oscuridad. La reaccion fue

detenida con 4cido sulftirico al 12,5% y la absorbancia obtenida se ley6 a 492 nm.

3.9.3 Identificacion de las moléculas reconocidas por los anticuerpos monoclonales en

los antigenos de secrecion de T. vaginalis.

Para identificar los componentes polipeptidicos que reconocen los AcMs en los antigenos
de secrecion de T. vaginalis, se utilizo una combinacion de electroforesis en gel de
poliacrilamida e inmunotransferencia. El procedimiento seguido fue descrito en el acapite
3.3.2 y 3.5.2. Se utiliz6 una mezcla de proteinas patrones en un rango entre 53 y 212 kDa

(Pharmacia LKB Biotecnology, Suecia).

3.9.4 Determinacion del efecto que producen los tratamientos con calor, quimicos y

enzimaticos en los antigenos purificados.

3.9.4.1 Purificacion de los antigenos por cromatografia de afinidad.

Se procedi6 a purificar los antigenos de secrecion de T. vaginalis reconocidos por uno de
los AcM anti- T. vaginalis empleando para ello la cromatografia de afinidad. Dos gramos
de Sefarosa 4B activada con bromuro de cianégeno fueron hidratados con HCl 1 mmol/L,
segun las recomendaciones del fabricante (Amersham-Biosciences, EE UU), antes de
proceder al acoplamiento covalente del AcM a la matriz, en una proporcion de 3-4 mg del
anticuerpo por mililitro de gel. Luego del acoplamiento y de bloquearse los sitios libres, se

procedio a eliminar el anticuerpo que no quedd acoplado a la matriz y a equilibrar la
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columna, para finalmente proceder a la aplicacion de los antigenos de secrecion del
parasito. Las moléculas no retenidas a la matriz fueron eluidas con TFS a una velocidad de
flujo de 1 mL/minuto, mientras que las que quedaron retenidas fueron eluidas a esa misma
velocidad de flujo con una solucion de tiocianato de sodio 3 mol/L. La fraccion especifica
fue desalinizada frente a TFS mediante didlisis y finalmente, concentrada por

ultrafiltracion.
3.9.4.2 Tratamiento de los antigenos purificados por cromatografia de afinidad.

Estos ensayos se realizaron segun los procedimientos descritos por Diaz y colaboradores

(Diaz et al, 1998).
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3.9.4.2.1 Tratamiento con calor.

Se incubaron los antigenos (20 pg/mL) a temperaturas de 37, 55, 65, 80 y 100 °C, en un

rango de tiempo que oscild desde 30 minutos a 48 horas.

3.9.4.2.2 Tratamiento con TCA.

Los antigenos purificados previamente preparados a la concentracion de 20 pg/mL fueron
mezclados en partes iguales con soluciones de TCA al 1,25; 2,5; 5,0 y 10 % en TFS y las
mezclas se incubaron en bafio de hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se
centrifugaron a 1000 g durante 15 minutos a 4° C, y se colectaron los sobrenadantes. Cada
precipitado fue lavado dos veces con etanol y se resuspendi6 finalmente en 500 uL de TFS.
Ambos, sobrenadantes y precipitados, fueron analizados en su reconocimiento por los

AcMs anti-proteinasa.
3.9.4.2.3 Tratamiento con pronasa-E.

Los antigenos fueron preparados a concentraciones de 1,25; 2,5 y 5 pg/mL y mezclados
con una soluciéon de pronasa-E (Merck, Alemania) a razon de 60 pug de enzima por
mililitro de antigeno. Cada mezcla fue incubada durante 24 horas a 37° C. La reaccion se
detuvo por la adicion de PMSF a 8 mmol/L con el propdsito de inhibir la actividad de la

pronasa-E.
3.9.4.2.4 Tratamiento con 3-mercaptoetanol.

Los antigenos purificados fueron diluidos a una concentracion de 200 pg/mL y mezclados a
partes iguales con -mercaptoetanol a 20, 60, 100, 140, 180 mmol/L. Las mezclas de ensayo

se incubaron una hora a 37° C y posteriormente fueron evaluadas.
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3.9.4.2.5 Tratamiento con neuroaminidasa.

Para este experimento los antigenos fueron mezclados con neuroaminidasa de Vibrio
cholera (Tipo II, Sigma, EE UU) diluida en tampdn acetato de sodio 0,05 mol/L, pH 5,5
hasta lograr una proporcion de 0,07 U de enzima por mL de antigeno. Posteriormente, la
mezcla fue incubada a 37° C durante 3 horas y luego neutralizada con Tris 1 mol/L con el

proposito de inhibir la actividad de la enzima.

3.9.4.2.6 Tratamiento con periodato de sodio.

Los antigenos (20 pg/mL) fueron mezclados a partes iguales con 20, 40, 60, 80, 100
mmol/L de periodato diluido en tampodn acetato de sodio 200 mmol/L pH 4,7 e incubados
en oscuridad durante una hora a 37° C. Posteriormente, las mezclas fueron incubadas 30
minutos a temperatura ambiente con borohidruro de sodio 150 mmol/L y finalmente

dializado contra TFS.

Los experimentos se repitieron dos veces y se realizaron tres ensayos por tratamiento.

3.9.4.3 Analisis del reconocimiento de los epitopos sobre los antigenos purificados y
tratados.
Se seleccionaron previamente las condiciones Optimas para el ELISA utilizando los

antigenos purificados sin tratar.

Por otra parte, los antigenos tratados y no tratados (20 pg/mL) fueron anadidos sobre
placas de microtitulacion (Covalink NH module, Nunc, Dinamarca) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Seguidamente, las placas fueron incubadas por 16 horas a 4
°C. Posteriormente, se realizaron los lavados con TFS-T y se bloquearon durante una hora a
37° C con BSA al 2,5 % en TFS. Después se procedio a anadir los AcMs anti-proteinasa a
la concentracion de 5 pg/mL. Las placas fueron incubadas por una hora a 37 °C y el ensayo

se continud siguiendo el procedimiento de ELISA indirecto descrito en el acapite 3.4.1.2.
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3.10 Estudio del efecto protector de la proteinasa 62 kDa de

Trichomonas vaginalis.

3.10.1 Inmunizacion de ratones BALB/c con la proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis

con TCy CpG, como adyuvantes.

Se inmunizaron 6 grupos de 10 ratones hembras BALB/c, uno de ellos con 20 pg de la
proteinasa de 62 kDa (p-62) con 5 pg de TC (toxina colérica, Sigma, EE UU), otro con 20
pg de la proteinasa con 10 pug de CpG (oligonucledtido CpG no metilado, QUIAGEN,
Operdn, Alemania), otros dos grupos solo con cada uno de los adyuvantes en TFS (TC y
CpG) a la misma concentracion y un quinto y un sexto grupo con la proteinasa sola y TFS,
respectivamente. Todos los ratones fueron inmunizados por via intranasal dos veces, a

intervalo de dos semanas. El experimento fue realizado por duplicado.

3.10.2 Modelo de infeccion vaginal por T. vaginalis y reto en ratones BALB/c.

Diez dias después de la ultima inmunizacion se procedio a establecer el “estro” en cada
raton en estudio. Implantes conteniendo 5 pg de 17 B-estradiol fueron colocados por
incision en la region dorso anterior del raton y posterior sutura de la misma.
Posteriormente, se procedi6 al pretratamiento de los ratones con 10 '’ unidades formadoras
de colonias de L. rhamnosus por raton (15 pL). Los microorganismos fueron inoculados al
raton intravaginalmente (Lushbaugh et al, 2000). Una vez garantizadas estas condiciones,
se procedi6 5 dias mas tarde, a inocular intravaginalmente a cada raton con 8x10° parésitos.
Transcurrida una semana, se procedié al lavado de la vagina de cada raton con 30 pL de
medio TYI-S-33 al 10 % de suero bovino inactivado suplementado con estreptomicina-
penicilina a 100 pg/mL. Las muestras tomadas del lavado vaginal se adicionaron a este
medio y se mantuvieron a 37 °C por una semana. La presencia o no del parasito se cheque6

diariamente mediante el microscopio 6ptico invertido.
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3.10.3 Determinacion de los niveles de anticuerpos anti-proteinasa p-62 en sueros y

secreciones vaginales de ratones BALB/c.

Previa a la inmunizacion, diez dias después de la ultima inmunizacion y ocho dias posterior
al reto con T. vaginalis se les extrajo sangre y se les realizaron lavados vaginales a los
ratones, para determinar los niveles de IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3 en sueros y de IgG e

IgA en secreciones vaginales por ELISA.

Brevemente, las placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc, Dinamarca) fueron recubiertas con
100 pL por pozo de la proteinasa de T. vaginalis (20 pg/mL diluida en tampoén de
recubrimiento) e incubadas a 4 °C en cAmara hiimeda por 16 horas, se continué segiin fue
descrito en el acéapite 3.4.1.2. Previamente, se seleccionaron las condiciones Optimas de
trabajo. Los sueros y lavados vaginales fueron utilizados a la dilucion de 1/5000 y 1/3 en
TFS pH 7,4 conteniendo BSA al 1 %, respectivamente. Se utilizaron los conjugados anti-
IgG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3 de ratén — peroxidasa para la evaluacion de los sueros y anti-

IgG e IgA de raton — peroxidasa para los exudados vaginales, todos a la dilucion de 1/5000.

3.11 Andlisis de los resultados.

Para determinar el efecto producido por los AcMs sobre la adhesion del parésito a células
epiteliales, se compararon los porcientos de inhibicion obtenidos con cada uno de ellos.
Para determinar el AcM que mas protegid, se compararon los porcientos de proteccion de
los grupos en estudio. En ambos ensayos, se aplico la prueba de “Comparacion de
proporciones” empleando los paquetes de programas para analisis estadisticos Statistica

6.0.

Las concentraciones de nitrito se compararon tanto en el sobrenadante del cultivo de
macréfagos como en el suero de ratones, ambos tratados con los AcMs en presencia del
parasito, ademas se compararon los resultados de la inmunizacion intranasal de ratones

BALB/c con la proteinasa-62 y los adyuvantes y los controles. En todos los casos se aplico
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la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba Student-Newman-Keuls (SNK)

empleando el paquete de programa para analisis estadisticos Tonystat (Sigarroa, 1987).

En el estudio del reconocimiento de los AcMs por los antigenos tratados y sus controles y en
el analisis de los niveles de anticuerpos anti-proteinasa especifica en sueros y secreciones
vaginales, se aplic6 la prueba de Mann—Whitney empleando los paquetes de programas

para analisis estadisticos Epi Info version 6.04 (Dean et al 1994).
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4. Resultados

4.1 Purificacion de la proteinasa de 62 kDa de Trichomonas vaginalis.

Evaluacion del grado de pureza.

Con el propdsito de obtener AcMs antiproteinasa de 62 kDa de T. vaginalis fue necesario

primeramente purificar esta proteinasa de productos de secrecion del parasito. Como

resultado de la combinacion de la precipitacion con etanol y el fraccionamiento con sulfato

de amonio, se eliminaron el 82,16 % de las proteinas contaminantes y se incremento la

actividad especifica cinco veces en la fraccion que contenia la proteinasa de 62 kDa (Tabla

1.

Tabla 1. Parametros del proceso de purificacion de la proteinasa de 62 kDa de secrecion de

T. vaginalis.
Proteinas Actividad especifica
Etapas del proceso | totales Actividad mg azocaseina/h/mL | Rendimiento
de purificacion | (mg/mL) | mg azocaseina/h./ml Ez| Ez/ mg proteina %
Muestra (ant'lrgenos de 53.51 19,84 037 )
secrecion)
Precipitacion con 35,57 22.50 0,63 100
etanol
Fraccionamiento ('301’1 9,55 17’41 1,87 79’1 1
sulfato de amonio
.Cromatog.ra.ﬁ,a de 5.43 16,55 3,05 73,4
intercambio i6nico
Filtracion en gel 2,88 9,43 3,27 41,81
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De la columna de intercambio i6nico, eluyeron fracciones con actividad enzimatica (Figura
2). Las fracciones se unieron segun el perfil obtenido en tres mezclas y a su vez fueron
purificadas por filtracion en gel. Durante este paso, no se observo un incremento apreciable
de la actividad especifica, y la actividad enzimatica disminuyd a la mitad de la obtenida
hasta esa etapa. Se obtuvieron fracciones activas que correspondieron a pesos moleculares
de 62, 40 y 29 kDa (datos no mostrados). En la figura 3 aparece solo reflejado el perfil de

actividad enzimatica de la proteinasa de 62 kDa por filtracion en gel.

[NaCL] mol /L

——azocaseina
—— A 280

25 +

Absorbanciaa 280 nm

0.5

mg de azocaseina/h/mL Ez
(=Y
ol
|
[

volumen de elucién (mL)
Figura 2. Pertil de actividad enzimatica de antigenos de secrecion de |. vaginalis
después de realizada la cromatografia de intercambio idnico (gradiente lineal 10-500
mmol/L de NaCL).
Los ensayos enzimaticos de las fracciones se realizaron a pH 7,0 con el sustrato
azocaseina, las mezclas de reaccion se incubaron a 37 °C por 3 horas.
UA. Unidades arbitrarias.
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Figura 3. Perfil de actividad enzimatica de la proteinasa de 62 kDa purificada utilizando la

matriz Superosa 6.

Los ensayos enzimaticos de las fracciones se realizaron a pH 7,0 con el sustrato azocaseina, las
mezclas de reaccion se incubaron a 37 °C por 3 horas y las lecturas se realizaron a 366 nm.
UA. Unidades arbitrarias.

Se verifico el grado de pureza de la proteinasa de 62 kDa (PM por filtracion en gel) por
electroforesis en geles de poliacrilamida obteniéndose una sola banda con un PM
aproximado de 64 kDa (Figura 4) calculado por interpolacion lineal a partir de proteinas

patrones.
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Figura 4. Evaluacion del grado de pureza de la proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis por
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.
La corrida se efectud bajo condiciones desnaturalizantes en mini-cdmara a razoéon de 15 mA/gel con
tampon Tris-glicina-SDS, pH 7,3. 1) Marcadores de peso molecular entre 20 y 94 kDa. 2) Proteinasa
purificada. 3) Proteinas totales del extracto de antigenos de secrecion de T. vaginalis.
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4.2 Produccion de anticuerpos monoclonales contra la proteinasa de 62

kDa de Trichomonas vaginalis.

Una vez obtenida la proteinasa de 62 kDa se procedio a la obtencion de los anticuerpos
monoclonales antiproteinasa. Todos los ratones que fueron inmunizados con la proteinasa
de 62 kDa de T. vaginalis desarrollaron anticuerpos superiores a 1/5000. La fusion de
células de mieloma murino Sp2/0O-Agl4 con linfocitos del bazo del raton inmunizado y con
mas alto titulo (1/20 000) de anticuerpos anti-proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis generd
hibridos estables que crecieron en medio selectivo con aminopterina. Algunos de estos
hibridos mostraron anticuerpos anti-proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis en sus
sobrenadantes. Después del clonaje se obtuvieron 3 hibridos estables (4D8, 1A8 y 3C11)
positivos por ELISA. De éstos, 2 mostraron reconocimiento por IFI, el 4D8 alto (+++), y
el 1A8 medio (++) (Figura 5). El 3C11 no mostr6 reconocimiento (resultado no

mostrado).

El estudio de las clases y subclases reveld que los tres clones obtenidos produjeron

anticuerpos de la subclase IgG1 (4D8, 1A8 y 3C11).
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Figura 5. Reconocimiento de T. vaginalis por los AcMs y el suero de los ratones.

En la inmunofluorescencia representada en la figura los AcMs fueron utilizados a la concentracion
de 10 pg/mL y el suero de los ratones a la dilucion de 1/50. La lectura se realiz6 en un microscopio
de fluorescencia Leitz modelo Dialux con un ocular 20 X. A) Fluorescencia especifica del parasito con el
AcM 4D8, B) Fluorescencia especifica del parasito con el AcM 1AS. C) No fluorescencia. Suero de raton
no inmunizado. D) Fluorescencia especifica del parasito con el suero de raton inmunizado con la
proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis.

Los AcMs anti-proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis, 4D8, 1A8 y 3C11, y el suero del raton
inmune fueron enfrentados a la proteinasa de 60 kDa (purificada y donada gentilmente por
el Dr Gary Garber) por inmunotransferencia y todos fueron capaces de reconocer a la

molécula de 60 kDa (resultado no mostrado).
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4.3 Efecto de los AcMs anti-proteinasa de 62 kDa de Trichomonas

vaginalis sobre los procesos de adhesion.

Para evaluar la efectividad de los AcMs obtenidos sobre la adhesion celular, se incubaron
previamente trofozoitos de T. vaginalis marcados con [ *H ]-timidina con los AcMs anti-
proteinasa de 62 kDa del parasito (4D8, 1A8, 3C11), antes de ponerlos en contacto con las
c¢lulas HeLa. Los resultados muestran una diferencia estadisticamente significativa en la
adhesion de los trofozoitos a las células HeLa al compararlos con los trofozoitos incubados
con el AcM anti-T. gondii empleado como AcM no relacionado (Figura 6). Este

experimento se realizo dos veces, en iguales condiciones, con resultados similares.

60

6000

50

B inhibicion

m [ °H ]-timidina T 4000

30

cpm

20 - 2000

% de inhibicién de la adhesiér

10

4D8 1A8 3C11 no relacionado

AcMS
Figura 6. Efecto producido por los AcMs anti-proteinasa de 62 kDa, sobre la adhesion del
parasito a las células HeLa en cultivo.

Los parasitos marcados con timidina y tratados previamente con el AcM fueron adicionados a las células
Hela e incubados por 30 min. Los resultados que aparecen en la figura representan la media y la
desviacion estandar de 5 pozos (linea). Letras diferentes indican significacion estadistica seglin prueba
de comparacion de proporciones. (p< 0,05). Se determind el % de inhibicién, considerando como
maxima adhesion (100 %) al control de células HeLa incubados con trofozoitos de T. vaginalis marcados
(barras).
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Como se observa en la figura 6 el AcM 4D8 fue el mas efectivo en inducir la inhibicion de
la adhesion del parasito a las células HeLa, seguido del 1A8 y posteriormente del 3Cl11,

quien resulto ser el menos efectivo.

No se observo inhibicion de la citoadherencia cuando a las células Hela, se le adicionaron
en el momento del experimento, los trofozoitos de T. vaginalis marcados con [*H]-timidina

y los AcMs anti-proteinasa de T. vaginalis y anti-P-30.

4.4 Proteccion pasiva de los AcMs anti-proteinasa de Trichomonas

vaginalis en un modelo de infeccion intraperitoneal.

Una vez obtenidos tres AcMs anti-proteinasa de T. vaginalis, capaces de inhibir la adhesion
del parasito a células en cultivo, se evalud el potencial de estos AcMs de proteger in Vivo a

ratones infectados por este parasito.

Las lesiones fundamentales encontradas en los animales no protegidos fueron necrosis y
abscesos en peritoneo, higado, pancreas, riidon y bazo, toma del diafragma y presencia de
liquido ascitico en el peritoneo del raton. El higado fue el 6rgano que se encontré dafiado
con mayor frecuencia. Se ilustra en la figura 7, A y B un 6rgano considerado sin lesion (A)

y con lesion (B).

En la tabla 2 aparecen representados los resultados de la suma de los dos experimentos

realizados.

En el grupo de ratones inoculados con el AcM 4D8 no se aprecian lesiones en 37 de los 40
ratones estudiados. Sin embargo, en los tres restantes, se observo en dos de ellos un pequefio

absceso hepatico y otro, aiin mas pequeio, en la pared externa del higado.

En el grupo de ratones inoculados con el AcM 1AS8 se observaron lesiones poco severas

(pequetios abscesos hepaticos) en 16 de los 40 ratones estudiados.
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Por otra parte, al analizar los resultados del grupo de ratones inoculados con el AcM 3Cl11,
se observd una gran variedad de lesiones que van desde un absceso en la superficie del
organo (higado, pancreas, rifion, o bazo) hasta la toma total del diafragma, en 38 de los

ratones estudiados. Los dos ratones restantes murieron antes de finalizar el experimento.

En el grupo control, con el AcM anti-T. gondii, se observaron dafios muy semejantes a las
apreciados en el grupo tratado con el AcM 3C11. En todos los casos se encontr6 al parasito

en las lesiones o en el liquido ascitico obtenido por aspiracion.
Los resultados demuestran que los AcMs anti-proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis 4D8 y

1A8 fueron capaces de proteger a los ratones de los dafios provocados por la infeccion de

este parasito en la cavidad peritoneal.
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Tabla 2. Proteccidon pasiva de los AcMs contra la proteinasa de 62 kDa en un modelo de

ratones inoculados por via intraperitoneal con T. vaginalis.

Anticuerpos monoclonales
Animales
4D8 1A8 3Cl11 3G9, no relacionado
n=40
Lesionados 3 16 38 40
No lesionados 37 24 0 0
% de proteccion 92° 60 ° 0 0

Grupos de 20 ratones fueron inoculados con 2 mg/ml de cada AcM por via intraperitoneal (i.p.).
Después de 24 h los animales fueron infectados con 8 x10 © parasitos por i.p. Siete dias mas tarde los
animales fueron sacrificados y sus organos internos fueron estudiados. Los datos presentados son
resultado de la suma de los dos experimentos realizados (n=40). Se aplico la prueba de comparacion de
proporciones. Letras diferentes indican significacion estadistica (p<0,05).

EL

7

A B

Indica zona necrosada del higado

Figura 7. Higadoderatones BALB/c tratados con AcMs y retados con el parasito por via

intraperitoneal.

A- animal tratado con el AcM 4D8, anti-proteinasa de 62 kDa de T. vaginalis (no

lesionado). B- animal tratado con el AcM 3G9, anti-T. gondii (lesionado).

4.5 Algunos elementos del posible mecanismo de accion mediante el cual

los AcMs anti-proteinasa de Trichomonas vaginalis brindan proteccion.
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Con el proposito de conocer el mecanismo de accidon que media en la proteccion contra T.
vaginalis observada en el experimento de inmunidad pasiva, se adicionaron los AcMs
estudiados a parasitos en cultivo in vitro en presencia de suero fetal al 10 % sin
descomplementar y no se evidencié un efecto citotdxico directo de los anticuerpos contra
el parasito, lo que se evaluo por la liberacion o no de la lactato deshidrogenasa del parasito
a las concentraciones de los anticuerpos utilizadas en el estudio. Las concentraciones de

AcMs utilizadas en el estudio fueron de 125, 250, 500, 1000 pg/mL

En otro ensayo se observo que los AcMs al ponerse en contacto con la proteinasa de 62
kDa purificada, no fueron capaces de inhibir la actividad cisteino-proteinasa lo que sugiere
que esta unioén no se realiza por el centro activo de la enzima o por un sitio cercano al

mismo.

También fue de interés conocer el papel que podrian tener los macréfagos en el mecanismo
de proteccion observado, asi cuando los trofozoitos de T. vaginalis se incubaron con los
AcMs anti-proteinasa de 62 kDa (4D8 y 1A8) en presencia de macrofagos activados, se
observo un incremento significativo en los niveles de 6xido nitrico en los sobrenadantes de
los cultivo, si se comparaban con los del AcM no relacionado o cuando se adicionaba L-

NMMA. Con el AcM 3C11 no se observo este efecto (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles de 6xido nitrico en sobrenadantes de los cultivos de macrofagos tratados con

los AcMs en presencia del parasito.

Mezcla de ensayo Nitrito (uM) Media £ DE
4D8 + LPS + IFNy 676,75 + 26,52 *
1A8 + LPS + IFNy 590,01 +32,53°
3C11+ LPS + IFNy 81,09 +5.49°

4D8 + LPS +IFNy + LNMMA 96,41 + 7,60 °
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AcM no relacionado + LPS +IFNy 83,20 £4,27 b

Se cultivaron 3x10° macréfagos por pozo. Posteriormente se adicionaron 6x10* parasitos por pozo, los
AcMs y 2 horas después el LPS e interferén y y L-NMMA. Los sobrenadantes fueron colectados 18 h mas
tarde y fueron mezclados con el reactivo de Griess para la determinacion de 6xido nitrico. Los valores
representan la media y la DE de 5 pozos (n=5). Se aplico la prueba de Kruskall-Wallis seguido de la
prueba SNK. Letras diferentes indican significacion estadistica (p <0,01).

Para conocer si este efecto también se observa in vivo, se determinaron los niveles de 6xido
nitrico en sueros de ratones tratados con los AcMs 4D8, 1A8, 3C11 y el no relacionado, del
experimento de proteccion pasiva (ver resultados 4.4). En los sueros de los ratones tratados
con los AcMs 4D8 y 1A8 se obtuvieron niveles significativos de o6xido nitrico al

compararlos con los sueros de los ratones controles (p<0,01) (Tabla 4).

Tabla 4. Niveles de 6xido nitrico en sueros de ratones inoculados con los AcMs y retados

con el parasito.

AcMs inoculados a grupos de ratones Nitrito (uM) Media = DE
4D8 165,82 £ 65,58*
1A8 139,90 + 39,77 *
3C11 80,09 + 24,03 °
3G9 (control) 83,20 +21,40°

Cuatro grupos de animales fueron inoculados por via i.p. con 2 mg/mL de cada AcM. Transcurrido 24
horas los animales fueron infectados con 8x10° parasitos por raton por via i.p. Al séptimo dia, se les tomo
muestra de sangre y se midieron los niveles de nitritos en suero mediante la reaccion de Griess. Los valores
representan la media y la DE de 5 pozos (n=5). Se aplico la prueba de Kruskall-Wallis seguido de la prueba
SNK. Letras diferentes indican significacion estadistica (p <0,01).
El AcM 3C11 mostré la menor inhibicion en el experimento de adhesion in vitro y un
efecto protector no significativo en el modelo de infeccion intraperitoneal, asi como no

indujo la produccion de oOxido nitrico como efector toxico en los animales de

experimentacion, por lo que se decidi6 retirar este AcM del estudio.

4.6 Caracterizacion parcial de epitopos reconocidos por los AcMs 4D8 y
1A8.
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Primero se procedi6 a evaluar la afinidad de los AcMs 4D8 y 1A8 y para ello se utilizo el
equipo Biacore. La constante de disociacion estimada para los AcMs fue de 6,6x10° y
8,8x10° M, respectivamente. Los altos niveles de afinidad demostraron que los AcMs

resultaron de una respuesta de anticuerpos madura.

Con el proposito de determinar la presencia de epitopos repetitivos sobre la proteinasa de
62 kDa de T. vaginalis se utiliz6 un ELISA de doble sitio. En este ensayo fue posible el

empleo del mismo AcM (4D8 o 1AS8) como recubrimiento y como conjugado lo que
sugiere la naturaleza repetitiva, de al menos dos veces, de los epitopos reconocidos por los

AcMs 4D8 y 1A8 sobre la molécula de 62 kDa (Figura 8).
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4D8 1A8 3G9

AcMs

Figura 8. Determinacion de la presencia de epitopos repetitivos sobre la proteinasa de 62 kDa
purificada de antigenos de secrecion de T. vaginalis empleando un ELISA de doble

anticuerpo.

La placa fue recubierta con 20 pg/ml. de los AcMs 4D8, 1A8 y 3G9 (anti-T. gondii). La proteinasa
purificada fue adicionada a la concentracion de 5 pg/ml y como conjugados se emplearon los propios AcMs
4D8, 1A8 con peroxidasa a la dilucion de 1/ 1000 y para el recubrimiento con el AcM 3G9 se empled una
mezcla de los AcMs 4D8 y 1A8 con peroxidasa a la misma dilucion. La linea discontinua representa el valor
de corte que fue determinado como D O > 0,2.

Con el interés de conocer las moléculas que son reconocidos por estos AcMs se realizé una
inmunotransferencia, se identificaron fundamentalmente, 4 proteinas en un rango de peso
molecular entre 62 y 108 kDa. Las mismas mostraron un PM de 62, 72, 102, 108 kDa
(Figura 9).
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PM

212kDa  —
170 kDa —

116 kDa —

76 kDa  —

53kDa —

A B

Figura 9. Moléculas identificadas por los AcMs 4D8 y 1A8 en antigenos de secrecion de T.
vaginalis.
El analisis fue realizado por inmunotransferencia. Se utilizaron marcadores de peso molecular en el rango
de 53 y 212 kDa. Los AcMs fueron utilizados a la concentracién de 500 pg/mL. A) representa al AcM
4D8 y B) al AcM 1AS8. El conjugado anti-IgG de ratéon-peroxidasa se utilizé a la dilucion de 1/1000.

Con el propoésito de hacer el estudio de los epitopos reconocidos por los AcMs, a partir de
antigenos de secrecion de T. vaginalis se purificaron las moléculas reconocidas por el AcM

4D8 por cromatografia de afinidad utilizando como ligando el propio AcM.

EL tratamiento con calor de estos antigenos purificados provoco un cambio significativo en
el reconocimiento de los epitopos por los AcMs 4D8 y 1A8. A la temperatura de 37 °C se
observo una ligera disminucion en los valores de absorbancia en la primera hora de
incubacion. Sin embargo, un decrecimiento brusco fue observado a las temperaturas de 65
y 80° C con 30 minutos de incubacion, lo que sugiere la naturaleza peptidica de estos
epitopos y la existencia de una conformacion que se pierde con la exposicion al calor

(Figura 10).
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Resultados similares fueron observados, luego del tratamiento con TCA de los antigenos
purificados ya que para ninguno de los porcientos de TCA utilizados, hubo el méximo de
reaccion positiva entre los AcMs y los antigenos lo que sugiere que el tratamiento afectd
las interacciones antigeno-anticuerpo apoyando la idea de la naturaleza proteica del

antigeno Figura 10).

La pronasa-E también provoco un efecto inhibitorio significativo en el reconocimiento de
ambos anticuerpos por sus epitopos. Es conocido que las enzimas actian cortando cadenas
peptidicas por lo que nuestros resultados confirman la naturaleza proteica de los epitopos

que reconocen ambos anticuerpos (Figura 10).

Posteriormente, al tratar los antigenos de secrecion purificados con concentraciones
crecientes de [-mercaptoetanol se obtuvo una disminucion de un 50 % en el
reconocimiento del AcM 1AS8 por su epitopo, a concentraciones del agente reductor de 20
mM. El comportamiento con el AcM 4D8 fue diferente, pues la presencia del agente
reductor no afect6 la union al antigeno. Estos resultados indican la existencia de al menos

un puente disulfuro en la estructura que determina el reconocimiento del antigeno por el

AcM 1AS. (Figura 10).

El tratamiento de los antigenos con neuraminidasa no tuvo efecto inhibitorio, por lo que es
posible sugerir que el acido sialico no estd en su estructura o al menos este no tiene ningiin
papel en el reconocimiento del AcM. Por otro lado, los resultados obtenidos al tratar el
antigeno con diferentes concentraciones de periodato tampoco resultaron afectar las
actividades lo que nos indica la no existencia de estructura de carbohidratos involucradas

en la configuracion de los epitopos.
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1,2
B 4pg ~_
: 4D8 >< antes del tratamiento
14 0 1A8 - después del tratamiento

*x 1A8

D.0. 492 nm

C alor TCA Pronasa-E B mercaptoetanol Neuroaminidasa Periodato

TRATAMIENTOS

Figura 10. Efecto de varios tratamientos sobre los epitopos de antigenos de secrecion de T. vaginalis reconocidos por los AcMs.

Antigenos de secrecion de T. vaginalis fueron purificados por cromatografia de afinidad utilizando como ligando al AcM anti-proteinasa
4D8. Los antigenos purificados fueron sometidos a diferentes tratamientos y el efecto de los mismos fue determinado mediante un
ELISA. Los resultados son expresados como la media y la desviacion estdndar de tres réplicas por tratamiento. Los datos fueron
analizados por la prueba de Mann-Whitney. Diferencias significativas entre antigenos tratados y sus controles * p<0,05; **p<0,01.
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4.7 Efecto protector de la inmunizacion intranasal de la proteinasa de 62 kDa de secrecion de

Trichomonas. vaginalis en ratones BALB/c.

En la tabla 5 aparecen reflejados los resultados obtenidos al inmunizar intranasalmente grupos de ratones con la proteinasa

combinados con TC y CpG con sus correspondientes controles y posterior reto con el parasito.

Los grupos p-62 - TC y p-62 - CpG se infectaron entre 5 y 15 % mientras que los grupos controles tuvieron una infectacion entre

80 y 90% respectivamente, mostrandose, mediante la aplicacion de la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba SNK.,

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los grupos.

Tabla 5. Efecto protector de la inmunizacion intranasal de ratones BALB/c con la proteinasa p-62 y TC y CpG como adyuvantes,

en la prevencion a la infeccion con T. vaginalis.

Numero de ratones infectados con T.

Total

Pre- vaginalis/ grupo
tratamiento A B Ratones infectados | % de proteccion
/ total del grupo
p-62 8/10 10/10 18/20* 10
p-62 + TC 0/10 1/10 1/20° 95
p-62 + CpG 1/10 2/10 3/20° 85
TC 10/10 8/10 18/20* 10
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CpG 8/10 8/10 16/20 ° 20

Salina 9/10 9/10 18/20 * 10

Se inmunizaron 6 grupos de 10 ratones hembras BALB/c por via intranasal dos veces, a intervalo de dos semanas. Uno de ellos con 20 pg de p-62 con 5 pg de
TC, otro con 20 pg de la proteinasa con 10 pg de CpG, otros dos grupos solo con cada uno de los adyuvantes en TFS (TC y CpG) a la misma concentracion y
un quinto y un sexto grupo con la proteinasa sola y TFS, respectivamente. Posteriormente, los ratones recibieron un reto intravaginal con 8 x 10° T. vaginalis.
A y B representan 2 experimentos por separado. Se aplico la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba SNK. p<0,05. Letras diferentes indican
significacion estadistica.

Para determinar si la inmunizacion fue capaz de estimular la respuesta inmune sistémica y mucosal se estudiaron los niveles de
anticuerpos anti-proteinasa de 62 kDa en sueros y secreciones vaginales de ratones mediante ELISA. Se tomaron muestras
previo a la inmunizacion, diez dias después de la Gltima inmunizaciéon y 8 dias después del reto con el parasito. En ratones previo
a la inmunizacidon no se encontraron anticuerpos especificos a la proteinasa de 62 kDa en ninguno de los fluidos biologicos
estudiados. Resultados similares fueron observados en los grupos de ratones inmunizados con TC, CpG, salina y la proteinasa
sin adyuvante. Sin embargo, en sueros de ratones inmunizados con la proteinasa y TC, posterior al reto, se observaron niveles
significativos (p<0,05) de anticuerpos circulantes especificos de las subclases IgG1, IgG2a, e IgG3, mientras que en el grupo de
ratones que recibieron la proteinasa combinada con CpG, y posterior reto con el pardsito se obtuvieron niveles significativos

(p<0,05) de anticuerpos anti-proteinasa de 62 kDa de las subclases IgG2a, [gG2b e IgG3 (Figura 11).

En las secreciones vaginales de cada grupo de ratones en estudio, fueron determinados los niveles de anticuerpos anti-proteinasa
especificos, de las clases IgG e IgA. Se obtuvo respuesta significativa (p<0,05) de anticuerpos IgG e IgA, posterior al reto con el
parasito para los grupos que recibieron la proteinasa con TC y CpG. La respuesta de anticuerpos IgA fue mas significativa
(p<0,01) en el grupo de ratones inmunizados con la proteinasa y TC como adyuvante (Figura 12).
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Figura 11: Niveles de anticuerpos anti-p-62 en sueros de ratones inmunizados intranasalmente con p-62, p-62 + CpG, p-62 + CT,

CTy CpG.

Los ratones fueron inmunizados 2 veces, a intervalos de dos semanas. Las muestras fueron colectadas 10 dias después de la tltima inmunizacion y 8
dias posterior al reto con T. vaginalis y evaluadas por ELISA La linea discontinua indica la media de las densidades opticas a 492 nm del grupo que
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recibié TFS, el cual representa el valor de corte entre positivos y negativos. Los resultados se expresan como la media £ la DE del0 ratones por
grupo. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Mann-Whitney. * Diferencias significativas con relacion a su control. p<0,05.
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Figura 12. Niveles de anticuerpos anti-p-62 en secreciones vaginales de ratones inmunizados

intranasalmente con p-62, p-62 + CpG, p-62 + CT, CT y CpG.

Los ratones fueron inmunizados 2 veces, a intervalos de dos semanas. Las muestras fueron colectadas 10
dias después de la Gltima inmunizacion y 8 dias posterior al reto con T. vaginalis y evaluadas por ELISA. La
linea horizontal indica la media de las densidades Opticas a 492 nm del grupo que recibio TFS, el cual
representa el valor de corte entre positivos y negativos. Los resultados se expresan como la media + la DE de
10 ratones por grupo. Diferencias significativas con relacion a su control. Prueba de Mann-Whitney,

* p<0,05 y ** p<0,01.
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5- DISCUSION

Los mecanismos involucrados en la patogenia de T. vaginalis no estan totalmente
esclarecidos. Las investigaciones actuales estan dirigidas a los eventos iniciales que se

requieren para el establecimiento de la infeccion.

Algunos autores demostraron la participacion de la proteinasa de 30 kDa en los procesos
de adhesion del parasito a células epiteliales (Mendoza-Lopez et al, 2000). Sin embargo,
previo al presente estudio, el papel de la proteinasa de 60 kDa secretada por T. vaginalis en
estos eventos era desconocido. Garber y Lemchuk-Favel sugirieron que esta cisteino-
proteinasa pudiera participar en la patogenia de T. vaginalis (Garber y Lemchuk-Favel,
1994), pero no profundizaron en ello. Teniendo en cuenta estos antecedentes, y conociendo
la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas y de vacunacion, se decidio
estudiar si esta proteinasa de 60 kDa tenia realmente alguna participacion en el proceso de

adhesion del parasito.

Durante el proceso de purificacion, se obtuvieron 3 fracciones de peso molecular de 62, 40
y 29 kDa por filtracion en gel. Como se comentd anteriormente, Garber y Lemchuk-Favel
purificaron y caracterizaron dos proteinasas de 30 y 60 kDa y sugirieron que las fracciones
de 23 y 43 kDa podrian ser el producto de la hidrolisis de la molécula de 60 kDa. Este
fenomeno ellos lo demostraron por reaccion cruzada de un suero de conejo especifico de la
fraccion de 23 kDa con las bandas de 43 y 60 kDa (Garber y Lemchuk-Favel, 1989). Sus
observaciones sobre la hidrdlisis podrian explicar la aparicion de la banda de 40 kDa. Las
variaciones de peso molecular encontradas cuando se comparan nuestros resultados, con
los obtenidos por estos autores, pueden explicarse por los cambios realizados en el proceso
de purificacion.(sustitucion de la matriz Sefacril S 300 por Superosa 6)

La proteinasa purificada por nosotros resultd ser un buen inmunodgeno, pues se obtuvieron
titulos de anticuerpos elevados cuando se inmunizaron ratones BALB/c con ella,

empleando en el esquema de inmunizacion ACF y AIF. Tres AcMs (4DS§, 1A8 y 3CI11)
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fueron producidos contra la proteinasa purificada. Estos anticuerpos, asi como el suero de
los ratones inmunizados con la proteinasa de 62 kDa fueron capaces de reconocer, por
inmunotransferencia, a la proteinasa de 60 kDa (donada gentilmente por el Dr. Garber),
sugiriendo este resultado que ambas proteinasas pudieran ser la misma o siendo otra de
peso molecular similar tenga regiones conservadas que pueden ser reconocidas por los
AcMs; lo que pudiera ser confirmado a través del conocimiento de la estructura primaria de

ambas proteinas.

El empleo de la técnica de IFI permitio verificar que los epitopos reconocidos por los
monoclonales 4D8 y 1A8 en la proteinasa de secrecion, se encuentran también sobre T.
vaginalis, sin dejar de tener en cuenta la posibilidad de que la Ez una vez secretada,

pudiera adherirse a la superficie de T. vaginalis.

Mendoza-Ldpez y colaboradores demostraron que la proteinasa de 30 kDa es importante en
el proceso de citoadherencia del parasito (Mendoza-Lopez et al, 2000). Esta observacion
coincide con los resultados obtenidos en nuestro estudio en el cual se demuestra que los
tres AcMs anti-proteinasa de 62 kDa son capaces de inhibir este proceso. Resultados
similares fueron alcanzados con los AcMs contra la proteina 33 de adhesion de T. vaginalis

(Huang et al, 2007).

Los anticuerpos 4D8 y 1A8 que marcan a la proteinasa del parésito por IFI son también los
que mas inhiben la citoadherencia en el modelo con células HeLa. Sin embargo, el AcM
3C11 que reconoce a la proteinasa y no al parasito por IFI, solo disminuye en un 17,3 % la
citoadherencia. Esto nos lleva a pensar que la proteinasa secretada por el parasito, actua
sobre la superficie de la célula epitelial y/o sobre el parasito, modificando de alguna forma
la interaccion huésped-parasito. La formacion de inmunocomplejos entre los AcMs 4D8 y
1A8 y la proteinasa hace que ésta se inactive y disminuya la concentracion necesaria para

un mecanismo efectivo de citoadherencia.
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El raton constituye el modelo experimental de infeccion por T. vaginalis mas ampliamente
utilizado. La inyeccidon intraperitoneal de pardsitos produce necrosis visceral
(especialmente en pancreas ¢ higado) pudiendo ocasionar la muerte del raton (Petrin et al,
1998). Este modelo ha sido utilizado para estudiar la virulencia del parasito (Kulda, 1990),
a pesar de que tiene algunas limitaciones. Segun algunos autores, este modelo no representa
la infeccién que de manera natural ocurre en la mucosa de la vagina y no tiene en cuenta
algunos mecanismos efectores presentes a ese nivel. A pesar de esto, se contintia utilizando
y algunos autores demostraron con este modelo una buena correlacion entre la
sintomatologia de los pacientes y la virulencia de las cepas (Kulda, 1990; Gold, 1993;

Vanacova et al, 1997; Rojas et al, 2004 b)

El AcM 4D8 administrado 24 horas antes del reto intraperitoneal, fue capaz de proteger al
92 % de los ratones estudiados. Paralelamente, llama la atencion que éste es el anticuerpo
que mostré mayor inhibicion de la adhesion in vitro. EI AcM que le siguié en orden, en
cuanto a su efecto inhibidor, fue el 1AS8, sugiriendo que los epitopos reconocidos por los

AcMs 4D8 y 1A8 son importantes en los mecanismos de citoadherencia de T. vaginalis.

Ahora bien, si ciertos AcMs contra esta proteinasa pueden brindar un elevado grado de
proteccion, ¢por qué la infeccidon con este parasito no produce una respuesta protectora en
el tiempo? Se conoce que una persona puede reinfectarse con T. vaginalis varias veces
(Ackers, 1990) y que no se adquiere una inmunidad contra el parasito, por lo que al
parecer, determinadas moléculas no son inmunogénicas en el contexto de una infeccion

natural a lo cual se agregan los mecanismos de escape que desarrolla este parasito.

Garber y Lemchuk-Favel encontraron respuesta de anticuerpos contra la proteinasa de 60
kDa solo en el suero de algunos pacientes infectados. Sin embargo, la inoculacion de
conejos con una fraccion de esta proteinasa (23 kDa) combinado con adyuvantes produjo
respuesta de anticuerpos a la proteinasa de 60 kDa y su subunidad, en el suero (Garber y

Lemchuk-Favel, 1989).
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Se realizaron algunas determinaciones para tratar de explicar por qué los ratones que
previamente se les administran los AcMs son capaces de protegerse ante un reto por via
intraperitoneal. Es conocido que los anticuerpos ejercen un efecto anti-infeccioso ya sea
por inhibicion de funciones, a través de un efecto citotdéxico directo mediado por
complemento o indirecto por células efectoras. Nuestros resultados demuestran que estos
anticuerpos no inhiben la actividad de la enzima y no ejercen efecto citotoxico directo

sobre el parésito.

El 6xido nitrico se produce a partir de la L-arginina en presencia de la enzima 6xido nitrico
sintasa (ONS), la que puede encontrarse de dos formas diferentes, las constitutivas o las
inducida. La ONSi es estimulada por IFN-y, TNF-a y LPS en el endoepitelio, leucocitos,
hepatocitos y macréfagos (Bogdan, 2001). Esta molécula parece jugar una funcion
importante como molécula efectora citotoxica en células tumorales (Hibbs et al, 1987) y en
ciertos parasitos (Yadav et al, 2006, Nahrevanian, 2006; Ramos et al, 2007; Alonso-
Trujillo et al, 2007).

Estudios realizados por Yadav y colaboradores demostraron, por inmunotransferencia, la
presencia de la enzima ONS en sobrenadantes de leucocitos aislados de muestra de sangre
de pacientes sintomaticos y asintomaticos estimulados con T. vaginalis y en lavados
vaginales de estos pacientes. La intensidad de la banda, asi como, la concentracion de
intermediarios nitrogenados, fue mas alta en pacientes asintomaticos. Estos resultados
sugirieron que los radicales nitrogenados juegan un papel importante en la limitacion de la

infeccion por T. vaginalis en mujeres asintomaticas (Yadav et al, 2006).

Los elevados niveles de 6xido nitrico (nitritos) encontrados en el suero de los ratones
tratados con los AcMs 4D8 y 1A8, asi como las determinaciones de 6xido nitrico en el
experimento in Vvitro permite sugerir la citoxicidad facilitada por los AcMs en presencia de
macréfagos y mediada por el 6xido nitrico. Resultados similares obtuvieron Piedrahita y
colaboradores cuando a ratas a las que se habian sometido a un reto con metacercarias de

Fasciola hepatica se les transfirio, via intraperitoneal, suero de otras ratas infectadas
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(Piedrafita et al, 2001). En Trichomonas foetus, parasito responsable de la trichomonosis en
bovina, fue demostrado que altos niveles de nitrito pueden inactivar probablemente a las
proteinas dependientes de FeS y limitan la produccion de hidrogeno de los hidrogenosomas

provocando afectaciones y en algunos casos la muerte del parasito (Lloyd et al, 2002).

Otro mecanismo posible por el cual pudiera explicarse la proteccion alcanzada en el
modelo in vivo es la eliminacion de los inmunocomplejos formados entre la proteinasa y los
anticuerpos por parte de las células presentadoras de antigenos, lo que impediria que las
proteinasas puedan liberar las adhesinas del parasito, disminuyendo de esta forma la
citoadherencia a las células del huésped. Arroyo y Alderete demostraron que la accion de
las proteinasas es sobre el parasito y no sobre las células del hospedero, incrementandose el
fenomeno de adherencia (Arroyo y Alderete, 1989). Mas recientemente, Garcia y
colaboradores sugirieron que las proteinasas son requeridas para liberar a las adhesinas del

parasito (Garcia et al, 2005).

Es conocido que la afinidad de un anticuerpo pudiera estar directamente relacionado con su
nivel de proteccion (Macura et al, 2007). Las constantes de afinidad con que los AcMs 4D8
y 1A8 se unen a la proteinasa son de igual magnitud lo que permite concluir que la
diferencia en los niveles de proteccion alcanzada por la administracion profilactica de estos

AcMs, no es atribuible a la afinidad de los mismos.

El hecho de que sea posible revelar la unioén proteinasa de 62 kDa /anticuerpo (4D8 y 1A8)
por la adicion del propio AcM (4D8 y 1A8) conjugado con peroxidasa permitié concluir,

que los epitopos reconocidos por estos monoclonales son repetitivos sobre la molécula.

Nuestros resultados revelan algunas de las caracteristicas de los epitopos reconocidos por
los AcMs 4D8 y 1A8. Estos anticuerpos reaccionan con moléculas en un rango de peso
molecular entre 62-108 kDa. Es posible que algunas de estas moléculas reconocidas por los
anticuerpos sean producto de la agregacion de la misma molécula de 62 kDa o de esta

proteinasa con fragmentos de ella.
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El reconocimiento de los anticuerpos 4D8 y 1A8 por sus epitopos diminuy6 después del
tratamiento de los antigenos purificados con calor, posiblemente por cambios en la
estructura tridimensional de los mismos, lo que sugiere la naturaleza proteica de los

epitopos.

La existencia de estructuras de naturaleza proteica en los epitopos reconocidos por los
AcMs 4D8 y 1A8 fue ademds confirmada por los tratamientos con TCA (agente
desnaturalizante), y con pronasa, enzima que tiene una alta actividad catalitica sobre

estructuras peptidicas.

Los resultados obtenidos luego del tratamiento de los antigenos con [-mercaptoetanol
indican que el reconocimiento del epitopo reactivo al AcM 1AS se pierde en la medida que
se incrementa el agente reductor. Esto confirma que al menos un puente disulfuro puede
estar involucrado en mantener la estructura del sitio de reconocimiento, pudiendo verse
afectada la estructura tridimensional de la molécula después del tratamiento. Sin embargo,
la no disminucioén de la reactividad del AcM 4DS8 por su epitopo después de tratado el
antigeno con el agente reductor sugiere la linealidad del epitopo. Estos resultados apuntan a

que los epitopos reconocidos por los AcMs 4D8 y 1A8 son diferentes.

La ruptura del acido sidlico sobre la superficie de las células epiteliales puede ser
importante en el proceso de adhesion del parasito (Bonilha et al., 1995; Meysick et al,
1996). Sin embargo, no se ha demostrado la participacion del acido sialico presente en la
superficie de T. vaginalis en este proceso (Bonilha et al, 1995). Nuestros resultados que
muestran la ausencia de estructuras carbohidraticas en los sitios de reconocimiento de los
anticuerpos 4D8 y 1AS8, empleando neuroaminidasa y periodato, apoyan esta ultima

observacion.

En resumen, podemos plantear que los AcMs 4D8 y 1A8 reaccionan con epitopos proteicos
diferentes, lo que permiten explicar el grado de proteccion diferente encontrado para cada

uno de estos anticuerpos en el estudio de proteccion pasiva.
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Los ratones y otros animales de laboratorio son resistentes a la infeccion vaginal con T.
vaginalis. A pesar de esta desventaja, las infecciones experimentales en ratones
estrogenizados por inoculacion intravaginal de parasitos y Lactobacillus ofrece un modelo
potencial para estudios de inmunidad a nivel de mucosa (Paintlia, et al, 2002; Yadav et al,

2005; Malla et al, 2007).

La inmunidad protectora contra patdgenos transmitidos sexualmente se asocia con la
produccion local de IgG especificas e IgA secretoria (Mielcarek et al, 2000). Ademas,
anticuerpos sistémicos contra infecciones transmitidas sexualmente podrian ayudar,
también, al control de la diseminacion de estas infecciones. Basados en esto, una simple
dosis de vacuna, que podria ser administrada por ruta mucosal, capaz de inducir la
produccioén local de anticuerpos especificos de clase IgA e IgG en el tracto genital y en el
suero, podria ser promisoria para prevenir las enfermedades de transmision sexual. Sin
embargo, la produccion de anticuerpos especificos es dificil de alcanzar en el tracto genital

(Mielcarek et al, 2000).

La inmunizacién intranasal tiene el potencial de estimular tanto la inmunidad sistémica
como la mucosal. Esta ultima, permite que la respuesta inmune protectora inducida en un
sitio mucosal pueda ser expresada en otro (Holmgren y Czerkinsky, 2005). Sin embargo,
uno de los mayores impedimentos de esta vacunacion es la busqueda de un adyuvante
apropiado capaz de desarrollar una buena estimulacion. Estudios anteriores han demostrado
que la TC empleada como adyuvante induce predominantemente anticuerpos de isotipo
IgG1 en suero de ratones, indicativo de una respuesta Th2 mientras que CpG produce un
incremento significativo de IgG2a sugiriendo una respuesta Thl (Isaka et al, 2001;
Holmgren et al, 2005). La induccién de una u otra respuesta o ambas parece depender
también de las propiedades del antigeno co-administrado.

La respuesta de IgA en la vagina de los ratones se incrementd en los grupos que recibieron
la proteinasa con cualquiera de los dos adyuvantes (TC y CpQ), sin embargo, el incremento

fue altamente significativo para el grupo de ratones que recibieron la proteinasa con TC. La

93



Discusién

presencia de anticuerpos IgA estd asociada con una respuesta Th2; sin embargo, altos
titulos de anticuerpos IgA se han detectado también, cuando se ha administrado CpG como

adyuvante (McCluskie y Davis, 1999; Horner y Raz, 2000).

Segun reportes de Cong y colaboradores en el 2007, la inmunizacion intranasal de una
proteina de Chlamidia muridarum (CPAF) y CpG como adyuvante en un modelo animal
induce una fuerte respuesta Thl (IFNy), elevados niveles de anticuerpo en suero y
produccion de IgA vaginal, mostrando una acelerada disminucion de la infeccion por esta
bacteria en el tracto genital (Cong et al, 2007). Otros autores plantearon que la transferrina
recombinante de N. gonorrhoeae unida a las proteinas A y B del mismo gonococo y
conjugada a la subunidad B de TC, induce anticuerpos IgA e IgG, antigenos especificos
sistémico y en el tracto genital, cuando es administrada intranasalmente (Price et al, 2005).
Estos resultados indican que la inmunizacion intranasal, con independencia del efecto
polarizante del adyuvante, lleva a la produccion de IgA en la superficie de mucosa y, en

consecuencia, al efecto protector descrito.

Paintlia y colaboradores, en un estudio realizado en un modelo de trichomonosis vaginal,
obtuvieron altos niveles de anticuerpos anti-IgA en secreciones vaginales y sueros de
ratones infectados y ademas una reduccion significativa de la infeccion fue observada en el
grupo de ratones en los que se detectd un mayor titulo de anticuerpos anti-IgA (Paintlia et

al, 2002).

Nuestros resultados muestran que la inmunizacion intranasal de la proteinasa de 62 kDa
con CpG y TC no solo induce altos niveles de anticuerpos especificos anti-p-62 en suero y
vagina, sino también induce proteccion para los grupos de ratones retados con T. vaginalis,
mostrando claramente la efectividad de la ruta de inmunizacidon con ambos tipos de
adyuvantes y sugiriendo que altos niveles de IgA secretora, son importantes en la respuesta

inmune protectora contra T. vaginalis.
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CONCLUSIONES

La proteinasa de secrecion de 62 kDa de T. vaginalis participa en el proceso de

adhesion del parasito a células epiteliales.

Los AcMs 4 D8 y 1A8 contra la proteinasa de 62 kDa protegen a ratones ante un reto
intraperitoneal con T. vaginalis por un mecanismo de citotoxicidad facilitada por

anticuerpos y mediada por 6xido nitrico.

Los AcMs 4D8 y 1A8 reconocen epitopos diferentes, ambos de naturaleza proteica y

repetitivos sobre la proteinasa de 62 kDa.

La proteinasa de 62 kDa administrada por via intranasal con adyuvantes como TC y
CpG induce una respuesta inmune cuyos efectores protegen a ratones BALB/c contra

un reto por via intravaginal con T. vaginalis.
Los niveles de IgA alcanzados en la vagina de ratones BALB/c, posterior a la

inmunizacion con la proteinasa de 62 kDa con adyuvantes, pueden ser importantes en la

respuesta inmune protectora contra T. vaginalis.
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RECOMENDACIONES

Estudiar la respuesta celular en un modelo de infeccion intravaginal posterior a la

administracion intranasal de la proteinasa p-62 con CpG y TC como adyuvantes.

Expresar la proteinasa p-62 de T. vaginalis en forma recombinante y realizar los

estudios de proteccion en modelos experimentales.
Realizar estudios de inmunogenicidad en modelos animales utilizando lactobacilos que

expresen el gen de la subunidad B de la toxina colérica fusionado al de la proteinasa de

62 kDa de T. vaginalis.
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