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RESUMEN.

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomonosis. Este parasito infecta
principalmente a la mujer mientras que el hombre es considerado como portador asintomatico. El
Fe** presente en el microambiente de la vagina regula factores y propiedades de virulencia de
este parasito. Sin embargo, se desconoce qué ocurre cuando el pardsito entra en contacto con el
microambiente de la prostata, donde se expone a Zn**, descrito como tricomonicida. El objetivo
de este trabajo fue el estudio del efecto del Zn** sobre la adhesion, citotoxicidad del parasito
hacia las células prostaticas, asi como su efecto sobre la actividad proteolitica y el transcrito del
gen tvep65 y tvep39. Para ello los parésitos fueron crecidos a diferentes concentraciones de Zn**
(0.25, 1.0 y 1.6 mM) se incubaron con monocapas confluentes de células DU-145 y HeLa (4 x
10* células/pozo) para determinar el porcentaje de citotoxicidad mediante espectrofotometria, y la
adhesion mediante el marcaje radiactivo. Adicionalmente, se realizaron ensayos de ligandos, los
lisados de estos parasitos interaccionaron con células DU-145 fijadas, para determinar la
actividad proteolitica a diferentes temperaturas (4, 25, 37 y 43.5°C) mediante geles de
poliacrilamida copolimerizados con gelatina. Por RT-PCR y qRT-PCR se determin6 la expresion

del gen rvep65 y tvep39 en parésitos crecidos en presencia y ausencia de Zn?".



I. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia

Las infecciones de transmision sexual (ITS) representan uno de los principales
problemas de salud publica a nivel mundial, a pesar de los avances médicos logrados en las
ultimas décadas. Actualmente, se reconocen mas de 30 infecciones bacterianas, virales y

parasitarias que puedan transmitirse por via sexual (www.saludpublica.com.2005). Una de

las ITS que se presentan con mayor frecuencia, en el mundo principalmente en las mujeres,
es la tricomonosis la infeccion de transmisién sexual no viral mas comun causado por el
parasito Trichomonas vaginalis. Existen alrededor de 250 millones de personas en el mundo
afectadas por este parasito (Gerbase y col., 1998 OMS, 2005). En México esta infeccion se
encuentra distribuida principalmente en la zona centro y sur del pais. Veracruz y Estado de
México registran el mayor nimero de casos con un porcentaje de 15.1% y 7.8%, en Puebla
se presenta un 7.4%, a diferencia de la zona norte, como en Baja California Sur que
presenta sélo un 0.2% (Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica,
SSA., 2006).
1.2 Tricomonosis en la Mujer.

En el caso de la mujer el periodo de incubaciéon de T.vaginalis en la mujer es de 5 a
30 dias; la infeccion puede ser asintomatica, aguda o crénica. De un 25 a un 50% de
mujeres infectadas por este parasito son asintomaticas, presentan un pH normal de (3.8 a
4.2) y flora normal en la vagina (Spiegel y col., 1990).

Los sintomas en las mujeres puede aparecer de 4 a 28 dias después de la relacion

sexual con una persona infectada. La sintomatologia de la tricomonosis es muy variada,



puede ir desde portador asintomatico y de acuerdo a la severidad de la infeccion se puede
clasificar como: aguda, crénica y asintomatica.

En las mujeres hay descargas liquidas y espesas, amarillo-verdosas y con olor
desagradable. El orificio uretral, las glandulas vestibulares y el clitoris se observan
intensamente inflamados y puede tener comezén, ardor y dolor vaginal, asi como irritacién o
enrojecimiento vaginal y dolor durante las relaciones sexuales (Petrin y col., 1998).

Durante la infeccion aguda, el cambio al estado crénico, se produce una atenuacion
de los sintomas, las secreciones pierden su aspecto purulento debido a la disminucién del
numero de parasitos y leucocitos, al aumento de las células epiteliales y al establecimiento
de una flora bacteriana mixta. Cabe mencionar que se requiere un gran numero de parasitos
para causar sintomas. En el caso de presentarse un pequefio numero de parasitos en un
paciente con un pH vaginal normal y una flora vaginal normal, puede ser interpretado como
un estado de portador de la misma (Shawebke y Burgess, 2004)

Este protozoario afecta mas a las mujeres debido a cambios hormonales y a que
durante la menstruacion el parasito aprovecha el hierro existente en el flujo sanguineo que le
permite aumentar su capacidad de adherencia a tejidos. En los periodos en que no hay
menstruacion las concentraciones de hierro son reducidas, lo que provoca que T.vaginalis
tenga movilidad, obligando a este parasito a adaptarse a las condiciones ambientales
cambiantes de la vagina para permanecer en ella (Krieger y col., 1982a; 1982b)

Aunque las secuelas de esta enfermedad no se conocen con exactitud los datos
epidemiologicos muestran que las mujeres con tricomonosis pueden tener consecuencias

graves como son: mayor susceptibilidad al cancer cérvico-uterino (Laga y col., 1993),



(debido a que el parasito desencadena cambios en el epitelio del cérvix, un tipo de displasia
y lesiones premalignas que pueden conducir a un cancer in situ), enfermedad inflamatoria
pelvica atipica (Schwebke, 2004), esterilidad (Schwebke, 2008; Benchimol y col., 2008), se
le ha asociado con un incremento en la transmision del virus de inmunodeficiencia adquirida
(VIH) debido a que durante el tratamiento para T.vaginalis en mujeres infectadas disminuyen
el RNA del virus (Mclellan y col.1982; Zhang y col., 1996,1995). En mujeres embarazadas
provoca un mayor riesgo a la ruptura prematura de las membranas de la placenta, neonatos
con bajo peso al nacer (Kigozi y col., 2003), ademas de infecciones posquirlrgicas del tracto
reproductor. (Gilbert y col., 2000).

1.3 Tricomonosis en el hombre

Aunque T. vaginalis afecta principalmente a la mujer, también ocurre la infeccion en el
hombre. La mayoria de las veces en el hombre es asintomatica por lo que son considerados
como portadores de la enfermedad.

En el hombre la tricomonosis urogenital puede ser clasificada en tres grupos: a) El de
estado de portador asintomatico, identificado solo por la pareja infectada con la que tuvo
contacto sexual. b) Tricomonosis aguda caracterizada por uretritis profusa purulenta y
infeccion sintomatica ligera, la cual no es distinguible de la uretritis gonococca. c)
Tricomonosis sintomatica caracterizada por las complicaciones comunes como disuria,
descargas mucopurulentas, prurito y sensacion de ardor inmediatamente después del

contacto sexual (Krieger, 1990).



Las complicaciones en el hombre asociadas con la tricomonosis incluyen uretritis
nogonococcal, prostatitis, balanopostitis, epididimitis, enfermedad uretral e infertilidad

(Holmes y col., 1975; Mardh y col., 1975; Tuttle y col., 1977; Krieger y col., 1990).

Clinicamente, la severidad de la enfermedad depende del area anatémica afectada
por el parasito, generalmente los sintomas son leves, pero pueden desarrollarse severos
cuando el parasito invade la préstata, vesiculas seminales, epididimitis y tracto urogenital

superior.

El saco prepucial es un area que ofrece una superficie himeda, donde el smegma,
orina y retencion de la secrecion constituye un medio ideal para el crecimiento de este

parasito. La higiene y la circuncisiéon son excelentes medidas preventivas (Schapira, 1965).

El sintoma mas frecuente de la tricomonosis masculina es la uretritis. En el pasado
muchos casos de uretritis por T. vaginalis se diagnosticaban como uretritis no especifica.
Después se distinguié una infeccién anterior y posterior en la uretra, encontrandose que el
16% de los hombres sufrian de uretritis no gonococcica debida a T. vaginalis (Listony Lees,

1940).

La infeccion de la préstata, vesiculas seminales, vejiga y tracto urinario superior son

raros, pero cuando los sintomas son severos (Schapira, 1965).

El efecto de las infecciones del tracto genital sobre la viabilidad y motilidad de los
espermatozoides ha sido estudiado y se ha encontrado que los espermatozoides humanos

son sensibles a una gran variedad de microorganismos. Experimentos realizados con T.



vaginalis en contacto con semen humano fresco, demostraron una disminucién en la

motilidad de los espermatozoides (Tuttle y col., 1977).

Mediante técnicas histopatolégicas se localizé a T. vaginalis dentro de la glandula
prostatica en cinco casos con inflamacién aguda y crénica no especifica (Gardner y col.,
1986). La prostatitis cronica es un problema urolégico comin causando morbilidad en los
pacientes y costos importante en los sistemas de salud (Skerk y col., 2002). La informacion
o prevalencia de la tricomonosis en el hombre es mas limitada y se complica por 3 factores:
(1) La gran proporcion de infecciones asintomaticas, (2) la infeccién es limitada por si misma
y (3) la carencia de métodos diagndsticos especificos y sensibles en el hombre (Krieger,

2000).

Las concentraciones de sales de Zn** presentes en el fluido prostatico normal (4.5 a
7 mM) son tricomonicidas in vitro lo que podria limitar o resolver la infeccién por tricomonas
en muchos hombres. En cambio, las concentraciones de Zn?* similares a las encontradas
en hombres con prostatitis crénica (<1.6 mM) no son tricomonicidas (Krieger y col., 1982).
Por lo tanto, se considera que el contenido de Zn?* puede ser un factor limitante contra las

infecciones del tracto urinario en el hombre (Krieger y col., 1982).

La tricomonosis es una fuente de morbilidad para la mujer y también con
consecuencias importantes en la salud del hombre. Entre los hombres, la tricomonosis
representa una importante consideraciéon en el diagnéstico diferencial de uretritis y prostatitis
(Soper, 2004). Sin embargo, se carece de estudios basicos sobre el tipo de interaccion de

este parasito con las células del tracto urogenital masculino.



1.4 Trichomonas vaginalis.

T. vaginalis es un protozoario de forma ovoide o piriforme que mide de 10 a 20 um de
largo por 7 pym de diametro. El trofozoito se caracteriza por presentar cuatro flagelos
dispuestos de dos en dos en la parte anterior y un flagelo recurrente que forma la membrana
ondulante y un axostilo (Arroyo y col., 1993). El flagelo libre y la membrana ondulante le
confieren al parasito la motilidad espasmadica caracteristica de T.vaginalis.

La celula presenta un nucleo grande, ovalado, excéntrico y localizado en el extremo
anterior. Un citoplasma rico en carbohidratos, con gran nimero de vacuolas (incluyendo

liposomas) (Shawebke y Burgess., 2004).

Figura 1 .Microscopia de barrido de Trichomonas vaginalis de su forma ovoide a ameboide

T. vaginalis no posee mitocondrias, pero posee hidrogenosomas que son organelos
sin &cido desoxirribonucleico (ADN) formados por 3 granulos cromaticos (Shawebke vy
Burgess., 2004). Se ha sugerido que el hidrogenosoma es una modificacién de la
mitocondria y que la mitrocondria y el hidrogenosoma provienen de un organelo comun.
Este protozoario es anaerobio microaerotolerante, presenta un sistema enzimatico de

piruvato ferredoxina oxidoreductasa (PFO), reemplazando la piruvato deshidrogenasa de

6



organismos aerobios. Esta via metabdlica activa drogas como los 5-nitroimidazoles y ha sido
encontrada en bacterias anaerobias susceptibles al Metronidazol, pero no en otros
eucariontes, por lo que es considerado a T.vaginalis como un eucarionte primitivo (Carlton
y col., 2007). Los requerimientos energéticos de este parasito se encuentra dados por la
glucosa que es transformada a glicerol y a succinato en el citoplasma, seguido por la
conversion de piruvato y malato a hidrégeno y acetato, en los hidrogenosomas (Carlton y
col., 2007; Tay, 1995).

T. vaginalis no puede vivir naturalmente sin estrecha asociacién con el tejido vaginal,
pocos dias después de la llegada a la vagina, los parasitos proliferan y provocan
degeneracién y descamacion del epitelio vaginal, con infiltraciéon leucocitaria y aumento de
las secreciones vaginales (Llop y col., 2001).

En los casos tipicos de tricomonosis el pH normal de la vagina (3.8-4.4) se hace mas
alcalino, disminuyen los depésitos de glucégeno de la mucosa, especialmente en las capas
superficiales. Los procesos fisiolégicos de destruccién celular aportan el glucégeno
necesario para el crecimiento del bacilo de Doderlein que se encarga de metabolizar el
mismo y excretar acido lactico, proceso mediante el cual se mantiene el medio acido normal
de la vagina. En ausencia de los depoésitos normales de glucégeno la cantidad de este
microorganismo disminuye y en casos severos pueden ser eliminados alterandose la
proteccion fisiologica que ofrece la acidez vaginal estimulando el crecimiento de T. vaginalis
y otros microorganismos (Wolfang y col., 1983).

El parasito adopta una forma ovoide cuando se encuentra en suspension y una

ameboide cuando se adhiere a sustratos, presentando formas y tamafos variables



(Honigberg., 1990; Arroyo y col., 1993; Rasmussen y col., 1986).

En su interaccion con las células del epitelio vaginal in vitro las transformaciones
ameboide forman filipodias y pseudépodos los cuales interdigital en distintos sitios sobre la
membrana plasmatica de la célula blanco. Esta transformacion no ocurre cuando T.vaginalis
interactta con células cervicales (HeLa) (Arroyo y col., 1993).

El parasitismo inicial de las células del epitelio vaginal de un solo organismo es
seguido por el establecimiento de una monocapa de tricomonas sobre la célula huésped.
Los parasitos adheridos a las células del epitelio vaginal (VECs) o células HelLa inducen la
sintesis de grandes cantidades de adhesinas y la sintesis de estas adhesinas estan
reguladas positivamente por Fe*? este cation también regula la tasa de crecimiento y su
multiplicacion (Lenkery col.,1991; Arroyo y col., 1993).

1.5 Ciclo de vida.

El ciclo de vida de T. vaginalis, es directo, el parasito se transmite de persona a
persona por contacto sexual (Fig 2), en forma de trofozoito uninucleado y se establece en la
mucosa vaginal, uretral y prostatica. Este protozoario se multiplica por fision binaria que
empieza con la division nuclear, seguida de la divisién del blefaroplasto y el resto de los
organelos (Fig 2). Finalmente, se originan dos células hijas (Gomez-Conde y col., 2000). No
se conoce un estado de quiste; aunque la formacion de un pseudoquiste se ha descrito en
celulas que han experimentado estrés ambiental (Ribeiro y col., 2002).

La mitosis en T. vaginalis experimenta diferentes grados de condensacion de los

cromosomas alcanzando su maximo grado de condensacion en metafase para



descondensarse en anafase (Brugerolle, 1975; Petrin y col., 1998; Gémez-Conde y col.,

2000).

A\ tase infectarte
A\ - fase diagnstica

Tnchomonas vaginahs

Figura 2. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. Tomado de la base de datos: Introduction
“The Trichomonas vaginalis Genoma Database” www.tigr.or/tdb/e2k1/tvg/intro.shtml).
1.6 Metabolismos de T. vaginalis

Este parasito carece de muchas vias metabdlicas, se alimenta de componentes
solubles, células del huésped, bacterias y eritrocitos (fagocitosis) para obtener hierro
(Honigberg, 1990). Este organismo tiene una alta dependencia al hierro de hasta 250 uM
(Gorrell, 1985). Ademas, los parasitos son altamente sensibles a los cambios del
microabiente, como temperatura, pH, osmolaridad y potencial redox, por lo que dificiimente
sobreviven en el exterior del cuerpo humano y la infeccion por medio de toallas

contaminadas, en albercas o retretes contaminados es casi imposible (Honigberg, 1990).



El contacto del parasito a la célula hospedera es un prerrequisito para el
establecimiento de la infeccién, por lo tanto el organismo vence la constante secrecion de la
vagina (Alderete y col., 1995). Residuos de azlcares presente en el parasito, en particular
alfa-D-manosa y N-acetilglucosamina se encuentran involucradas en la trasduccion de
sefales de T. vaginalis a la célula epitelial del hospedero por lo que remover estos azlcares
de la superficie de la célula previene la interaccion ligando- receptor y con ello el dafio de las
células epiteliales (Mihaghani y Warton, 1998).

1.7 Citopatogenicidad de T. vaginalis

El primer evento que ocurre para la patogenicidad es la adhesién del parasito a la
célula blanco seguida de la colonizacion de los tejidos. Posteriormente, se observa efectos
progresivos de dafio. Cuando el parasito hace contacto con la célula blanco se desencadena
la trasduccion de sefales transmembranales que modifican la forma ovoide del parasito a su
forma ameboide, con la formacién de filopodios y pseudoépodos. Esta transformacion
morfoldgica es especifica hacia células de origen cervical. La adhesiéon es importante en la
patogénesis del parasito y estd mediada por las adhesinas localizadas en la superficie del
parasito. La citotoxicidad que ocasiona dafio a las células del hospedero a través de cistein
proteinasas (Arroyo y col., 1993; Lehker y col.,1991; Moreno-Brito y col., 2005; Alderete y
col., 1984, Arroyo y Alderete, 1989; Garber y Lemchuk-Favel, 1989; Alvarez-Sanchez y col.,
2000; 2006; Hernandez-Gutiérrez y col., 2003; 2004) asi como la evasion de la respuesta
inmune (Alderete y col., 1991; 1992) por degradacién de inmunoglobulinas de tipo IgG, IgM e

IgA (Provenzano y Alderete, 1995).
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1.8 ADHESION

T. vaginalis presenta una forma globular tipica y se transforman en células
amiboideas al interaccionar con las células epiteliales vaginales, maximizando el area de
adhesion a la superficie de la VECs; no encontrandose esta transformacion para T. vaginalis
que interactua con células HelLa (Arroyo y col., 1993).

Existen evidencias recientes de que la capa de microfibrillas del ectoplasma en la
zona de adhesién de la forma amiboidea del parasito esta compuesta fundamentalmente por
microfilamentos de actina. Ademas se ha revelado en la regién de contacto con superficie de
VECs la presencia de interdigitaciones y un espacio intercelular de 2-10 nm (Arroyo y col.,
1993). La funcién de estos microfilamentos puede ser importante en la adherencia inicial del
parasito y en los eventos citoliticos posteriores (Arroyo y col., 1993).

En la adhesion de tricomonas a las células de VECs participan las proteinas de
superficie (adhesinas) AP65, AP51, AP33, AP23 y AP120 (Arroyo y col., 1992; Moreno-Brito
y col., 2005). Estas adhesinas presentan homologia a enzimas metabolicas (Alderete y col.,
1995; 1998 6 Brien y col., 1996; Engbring y Alderete, 1998) y se sobreexpresan al contacto
del parasito con las células VECs (Kucknoor y col., 2005). El hierro regula la sintesis de las
adhesinas a nivel postranscripcional, también favorece el crecimiento y la multiplicacion de
los parasitos en cultivo; esta regulacion es positiva (Lehker y Alderete, 1992; Lehker y col.,
1991) y recientemente ha sido demostrado el papel del hierro en la regulacién de algunas
propiedades de virulencia de las tricomonas. En altas concentraciones de hierro, las
tricomonas se adhieren mejor a las células del epitelio vaginal al sintetizar un mayor nimero

de adhesinas (Lehkery col., 1991).

11



El analisis protedbmico de parasitos crecidos en presencia y ausencia de hierro por
electroforesis en 2D ha demostrado que tiene un patrén amplio y diferencial de 45 proteinas
cuando el parasito es cultivado en ausencia de hierro asi como un cambio morfolégico del
parasito a una forma esférica. (De Jesusy col., 2007).

Recientemente se ha demostrado el papel de la cistein proteinasa de 30 kDa (CP30)
como la proteinasa necesaria para que se lleve a cabo la adhesion del parasito a su célula
blanco en la vagina y ectocérvix. La CP30 se encuentra localizada en la superficie del
parasito, es capaz de reconocer y unirse a la superficie de las células epiteliales de la vagina
y del ceérvix, degrada diferentes proteinas presentes en el microambiente vaginal,
(fibronectina, colageno IV y hemoglobina). Ademas, la CP30 es inmunogénica en pacientes
con tricomonosis y se le encuentra en las secreciones vaginales. De manera interesante, la
CP30 se regula negativamente por altas concentraciones de hierro, mientras que las
adhesinas se regulan positivamente por las mismas concentraciones de hierro (Mendoza-
Lopéz y col., 2000, Arroyo y col., 1992).

La nueva adhesina de T. vaginalis AP120 es una proteina de 120 kDa inducible por
altas concentraciones de hierro. Esta proteina comparte algunas de las propiedades de las
adhesinas (AP65, AP51, AP33 y AP23) previamente descritas y caracterizadas (Moreno y
col., 2005; Arroyo y col., 1992; Lehker y col 1991).

1.9 CITOTOXICIDAD

El proceso de dafo de T.vaginalis se ha examinado sobre diferentes tipos celulares;

con base a estos estudios se han propuesto 3 mecanismos para explicar la destruccion de

las células epiteliales por T.vaginalis, a) dependiente de contacto, b) mixto (contacto-
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dependiente) c) independiente de contacto participan factores solubles como toxinas,
porinas y proteinasas. Este parasito tiene muchas proteinasas, mas no todas son cistein
proteinasas (CPs). Las 23 cistein proteinasas descritas a la fechas fueron identificadas por
geles de sustrato de dos dimensiones (2D). Las proteinasas estan involucras en la adhesion,
citotoxicidad, hemdlisis, apoptosis y evasion de la respuesta inmune. La sintesis y actividad
de las proteinasas de T. vaginalis pueden ser controladas por factores ambientales como el
hierro, pH y capacidad de 6xido-reduccion.

La CP65 participa en la citotoxicidad y se localiza en la superficie del parasito,
degrada coladgena IV y fibronectina, pero no laminina o hemoglobina, es inmunogénica en
pacientes con tricomonosis y se ha demostrado mediante ensayos de citotoxicidad que es
capaz de unirse a la superficie del epitelio cervical. (Alvarez-Sanchez y col., 2000).

La CP39, se ha encontrado en secreciones vaginales de pacientes infectadas con
tricomonosis, siendo una molécula involucrada en la citotoxicidad a células VECs y Hela.
Dicha proteasa es capaz de degradar diversos sustratos como colageno |, Ill, IV y V,
fibronectina y hemoglobina humana e inmonoglobulinas A y G. Mediante
inmunofluorescencia se le ha detectado en la superficie del parasito (Hernandez-Gutiérrez y
col., 2004). Todos estos estudios se han caracterizado en la interaccion de este parasito con
las células del epitelio de la mucosa vaginal y de monocapas de células HelLa (Alderete y
Garza., 1985; Arroyo y Alderete 1989; Arroyo y col., 1992). Estos datos ayudan a entender
en parte la patogenia de la tricomonosis en la mujer, pero no se conoce nada de lo que

sucede en la tricomonosis en el hombre.
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1.10 Evasion de la respuesta inmune

La relacion parasito-huésped es compleja en la tricomonosis, como se evidencia por
los mecanismos que T. vaginalis utiliza para sobreponerse a las barreras naturales de
defensa del huésped. La respuesta inmune del huésped es neutralizada por numerosas
enzimas proteoliticas y por la variacion fenotipica que poseen las tricomonas infectadas por
el virus de RNA de doble cadena (dsRNA)(TVV) (Alderete y col., 1986; Khoshnan y
Alderete,1994; Provenzano y Alderete,1995). Este virus regula la expresién de la proteina de
270 kDa (p270) en la superficie del parasito, confiriéndole la capacidad de variacién
fenotipica (Musatovova y Alderete, 1999). A su vez, la expresion de p270 se regula
negativamente por Fe?* (Alderete, 1999). Otro evento de evasion de la respuesta inmune
del huésped es la degradacion de anticuerpos en secreciones vaginales de pacientes con
tricomonosis (Alderete y col., 1991; Bozner y col., 1992). Esta CPs son capaces de
degradar los anticuerpos locales generados por el huésped y evitar la proteccion a la
infeccion (Provenzano y Alderete, 1995). Por otra parte, el mimetismo molecular es otra
manera de evadir la respuesta inmune utilizando la homologia que existe entre las
adhesinas y algunas enzimas metabdlicas del parasito que comparte con las enzimas del
huésped (Alderete y col., 2001).

La otra forma en que T. vaginalis evade al sistema imnume del huespéd es
activando la via alterna del complemento (Gillin y Sher, 1981) y aumentando su resistencia
al mismo en altas concentraciones de hierro (Alderete y col., 1995). La regulacién positiva
de la expresion de algunas CPs que degradan inmunoglobulinas como IgG, IgM y la

porcion C3b de la via del complemento sobre la superficie de los organismos, permite que
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evada la destruccion mediada por el complemento (Alderete y col., 1995b).
1.11 Apoptosis

La muerte celular programada de la célula blanco es otro evento relacionado con la
virulencia de T. vaginalis. La infeccién por T. vaginalis ocasiona un desprendimiento de
celulas VECs seguido por su destruccién celular (Gilbert y col., 2000), la cual puede ser
inducida por cisteinproteinasas (Sommer y col., 2005). T. vaginalis es capaz de inducir
apoptosis en células RAW264-7 por la via Bcl-x. (Chang y col., 2004). Ademas alterar la
expresion de Mcl-1 y la activacion de la caspasa-3 induciendo apoptosis de los neutréfilos
humanos (Kang y col., 2006).

1.12 Importancia del Zn** en el Hombre.

En el sexo masculino, el Zn?* tiene accién sobre la diferenciacion gonadal, el
crecimiento testicular, el desarrollo de los tubulos seminiferos, la espermatogénesis, la
esteroideogénesis testicular, el metabolismo de andrégenos y en su interaccion con los
receptores hormonales como las prolactina (Prasad y col., 1984; Walsh y col., 1994).

El hipogonadismo masculino se puede producir a través de dos mecanismos: 1)
deterioro de la acciéon del factor inhibidor mulleriano necesario para la diferenciacion
testicular, efecto que el Zn®* puede revertir. 2) reduccion de la sintesis y actividad de la
testosterona, acciones que son dependientes del Zn** (Favier y col., 1992). La deficiencia de
Zn*" interfiere con el desarrollo normal puberal en varones por supresién de la produccion de
andrégenos testiculares durante la pubertad (Castillo y col., 1999).

Estos efectos de la deficiencia de Zn** sobre el desarrollo sexual pueden ser o no

secundarios, al retardo en el crecimiento. El incremento en los requerimientos energéticos
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durante la pubertad puede poner en evidencia diferentes grados de deficiencia de a3
entre otros micronutrientes y desencadenar cambios negativos en el desarrollo puberal. Las
alteraciones en la composicion corporal también son un rasgo caracteristico de la deficiencia
de Zn*. La tendencia a tener depédsito graso en lugar de muscular, se atribuye al mayor
costo energético que se demanda y que no puede afrontarse durante la deficiencia de Zn?*
(Cavan y col., 1993). Ha sido descrito que los hombres son mas sensibles que las mujeres a
la deficiencia de Zn?*, probablemente debido a los mayores requerimientos de este cation.

La deficiencia de Zn** moderada causa oligospermia e impotencia sexual, estas
afecciones puede ser corregida en 30 semanas cuando tiene una dieta con solo 4 mg de
zinc/dia. (Sandstead y col., 1998).

El receptor nuclear para la testosterona, al igual que el de todas las hormonas
esteroides, es una proteina de tipo dedos de zinc (zinc-finger) y por tanto el Zn** es esencial
para su adecuado funcionamiento (Sandstead y col., 1998). La deficiencia de la enzima 5a-
reductasa, que cataliza la conversion de testosterona en su metabolito activo
dihidrotestosterona (DHT) es responsable de la ausencia de genitales masculinos externos,
debido a que DHT es indispensable para la virilizacidn. Los bajos niveles de Zn?" séricos se
han relacionado con bajas concentraciones de dihidrotestosterona (DHT) en hombres
infértiles. La suplementacién con Zn?* logra incrementar los niveles de testosterona y DHT
asi como el recuento de espermatozoides; logrando de esta manera la recuperacion de la
fertilidad (Favier y col., 1992b)

Esta deficiencia de Zn?*" puede estar ubicada inicialmente en el eje hipotalamo-

hipofisario. Se ha propuesto que la inanicion y el retardo en el crecimiento generados por la
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deficiencia de Zn®* conllevan a la disminucién en la liberacién de gonadotrofinas y el arresto
del desarrollo sexual. Otros estudios donde centran su atencién en la actividad de las
células de Leydig las cuales se localizan en el testiculo y es lugar principal de sintesis de la
testosterona. La produccion de andrégenos en respuesta a la estimulacion testicular con
hormona gonadotrofina coriénica humana (hHCG) la deficientes de Zn?* en las células de
Leydig donde se afectan los niveles de sintesis de testosterona (Castillo y col., 1999).

1.13 El Zn** como Inhibidor de cistein proteinasas.

En estudios realizados con trofozoitos de Entamoeba histolytica y el efecto inhibitorio
del ZnCl, sobre las cistein proteinasas de este parasito se encontré que el ZnCl, bloquea el
grupo tiol de las cisteina proteinasas, en una concentracién de 1.0 — 2.5 mM y que este
efecto inhibitorio es revertido por adicion de L-cisteina o L-histidina. El efecto inhibitorio del
Zn** hacia las CPs es revertido utilizando fenantrolina, el cual actia como un quelante del
Zn**. Mediante geles de sustrato copolimerizados con gelatina donde el ZnCl, inhibe la
degradacion de fibronectina y de las células de union de la amiba. En esta investigacion se
observo que al afadir ZnCl;, el cual inhibe cistein proteinasas de la superficie de la célula a
través de la destruccion de otros procesos internos (Franco y col., 1999).

1.14 Tritrichomonas foetus y su interaccion con células espermaticas

Tritrichomonas foetus es un parasito del tracto urogenital de los bovinos. Este
parasito causa infertilidad y abortos, el primer estudio realizado con este parasito, se
observé por microscopia electrénica que T. foetus interacciona con espermatozoides

obtenidos de bovinos no infectados a los 30 min, 3hy 12h Fig. 3
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Fig. 3 Microscopia electronica de células espermaticas de bovino (S) en contacto con
T. foetus (T). En el panel A se muestra la interaccién de T. foetus con las células
espermaticas a los 30 min del contacto se adhieren por el cuerpo. En el panel B se observa
que a los 30 min del contacto hay una aglutinacion formando un agregado de T. foetus y
células espermaticas.

Existe una disminucion de la motilidad de los espermatozoides y en todos los
tiempos se observd una aglutinacién del semen. Con este resultados se concluyé que el
parasito afecta la motilidad de las células (Benchimol y col., 2008).

1.15 El efecto de Zn* en Trichomonas foetus

Se conoce que los nlcleos de los espermatozoides maduros contienen Zn?*, en
particular asociado con estructuras ricas de sulfuro que contribuyen a la estabilidad de su
estructura cuaternaria de la cromatina. El Zn?* se encuentra en las secreciones prostaticas y
se involucra en la defensa antimicrobial del tracto urogenital masculino. Asi mismo, en
investigaciones previas se demostré su actividad tricomonicida, inhibiendo el crecimiento del
parasito (Krieger y col., 1982 ; Benchimol y col., 1993).
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Un analisis de microscopia electrénica de transmisién de tricomonas incubadas en
presencia de Zn** mostré que el hidrogenosoma constituye el sitio de efecto del Zn?* ; al
igual que el Ca?, el Zn?** esta concentrado en las vesiculas del hidrogenosoma el cual esta
formado por dos membranas envolventes. El hidrogenosoma como generador de energia es
importante para la familia Trichomonadidae ya que son parasitos anaerobios, los cuales
carecen de mitocondrias.

El hidrogenosoma presenta enzimas que participan en el metabolismo de piruvato
formado en la glicolisis, en este punto se forma la molécula de hidrégeno. Las
investigaciones previas siguieren que el Zn?* es concentrado dentro del hidrogenosoma por
un mecanismo similar al de adquisicion de Ca®*. De esta forma el Zn®* tiene la capacidad de
interaccionar con el grupo tiol de las cisteinas y estabiliza la estructura cuaternaria de las
proteinas y por lo tanto podria interferir con la actividad del hidrogenosoma el cual es
importante en el metabolismo de este parasito (Benchimol y col., 1993).

2. ESTADO DEL ARTE.

Las concentraciones de Zn?* contenidas en el semen del hombre tienen capacidad
tricomonicida contra T. vaginalis. En varones con niveles (<0.8mM) de Zn*, el parasito vive
en estado latente convirtiéndose en portadores de la enfermedad. Esto ha sido
demostrando por medio de estudios de cinética enzimatica donde el efecto trichomonicida
ocurre a una concentracion de ZnCl, y ZnSO4de 1.6 mM menor a la concentracién de Zn**
en el fluido prostatico (4.5 a 7 mM) (Krieger y Rein., 1982b). Con base a las investigaciones
realizadas con secreciones prostaticas de perros y el efecto tricomonicida hacia T. vaginalis

por el contenido de Zn**, se podria proponer que las secreciones prostaticas son un
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importante agente de defensa no especifico del tracto urinario en el hombre. Existen otros
estudios que son realizados con la sensibilidad de T. vaginalis al Zn?* en cultivos in vitro, en
donde altas concentraciones de Zn** (2.3-15 mM) en la secrecion prostatica del hombre
parece ser una importante defensa en el hombre a infecciones del tracto urogenital por T.
vaginalis. La variaciéon de la concentracion de Zn** en el fluido prostatico provoca en el
hombre tricomonosis sintomatica.

Il. 1. JUSTIFICACION

La tricomonosis es la enfermedad de transmision sexual numero uno a nivel mundial,
hasta ahora es conocida la naturaleza de la infeccion en la mujer pero se desconoce que
sucede, en el contacto inicial del parasito a las células prostaticas por ello es importante
estudiar la naturaleza de la tricomonosis en el hombre y contribuir al entendimiento de cémo
T.vaginalis se adapta al microambiente de la préstata.

Los antecedentes planteados anteriormente ayudan a entender la tricomonosis en el
hombre; sin embargo, no se conoce lo que sucede al nivel proteémico por la presencia de
Zn** y como el microambiente puede influir en las propiedades de virulencia de T. vaginalis .
Para ello nosotros proponemos primeramente estudiar y caracterizar la interaccion de T.
vaginalis y las células prostaticas DU145 (linea celular de adenocarcinoma de prostata
humano) (Stone y col., 1978). En el caso del hombre no se conoce si existe una adhesion
del parasito a las células prostaticas y si las concentraciones de Zn?* de las secreciones
prostaticas del hombre pueden modular los niveles de adhesion a estas células. Otro de los
eventos que no se conocen es si la expresidn de ciertas proteinas pudieran estar reguladas

por factores ambientales como el Zn** presentes en el medio ambiente de la prostata.
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Considerando que el estudio del contacto inicial del parasito a las células prostaticas
es basico para entender las bases moleculares de la citoadherencia y la patogénesis
molecular en el hombre.

También se analizara el dafio causado por T. vaginalis a las células prostaticas
DU145. Aunque se sabe que este parasito tiene un efecto citotoxico sobre células Hela,
VECs, CHO, MDCK, etc., se desconoce si el parasito es capaz de dafar a las células
prostaticas, por lo que consideramos importante caracterizar la citotoxicidad del parasito
hacia las células DU145, establecer las condiciones éptimas en las cuales el parasito es
capaz de causar dafio, asi como analizar los niveles de citotoxicidad y como puede ser
afectados por la temperatura y como es modificada por la presencia de factores ambientales
como el Zn**en el medio. De la misma forma resulta interesante el estudio de las moléculas
involucradas en esta propiedad de virulencia como CP39 yCP65 a nivel de la expresion del
gen y actividad proteolitica.

Con este estudio podremos aportar conocimientos y entender mejor la patogenicidad

de la tricomonosis en el hombre por lo que se considera importante realizar este trabajo.
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2. HIPOTESIS
Las concentraciones variables de Zn?" afectan los niveles de adhesion y citotoxicidad

de T. vaginalis hacia las células prostaticas (DU-145) asi como la expresién de las proteinas

involucradas en la patogenicidad de este parasito.

3. OBJETIVOS GENERAL.:
» Caracterizar la interaccion de Trichomonas vaginalis con las células prostaticas

DU-145 en presencia y ausencia de Zn?*.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

> Analizar el proteoma de T. vaginalis crecidas en presencia y ausencia de Zn**

» Determinar los niveles de adhesién de T. vaginalis a las células DU-145 en presencia
y ausencia de Zn*".

» Determinar los niveles de citotoxicidad de T. vaginalis hacia las células DU-145 en
presencia y ausencia de Zn.

» Analizar las CPs involucradas en la interaccion con las células DU-145.

» Cuantificar los niveles del transcrito tvcp65 y tvcp39 de T. vaginalis crecidas en

ausencia de Zn®"y presencia de Zn*".
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IV. METODOLOGIA
1. Cultivo de Trichomonas vaginalis.

El aislado de CNCD 147 de T. vaginalis se cultivd en medio TYM (tripticaseina y
extracto de lavadura-maltosa) por 24 h a 37°C adicionado con 10% de suero de caballo
(SC) inactivado por calor (30 min a 56 °C) para obtener parasitos en fase logaritmica tardia
de crecimiento (Diamond, 1957). 8 x 10° T. vaginalis se cultivaron en 25 cm? con 30 ml de
TYM-SC, por 24 h a 37°C. Para cultivo masivo se sembraron 35 x 10° tricomonas en
botellas de cultivo de 75 cm? conteniendo 100 ml de TYM-SC.

2. Cultivo de células DU-145 y HeLa

Las células HelLa (ATCC) provienen de la linea celular del carcinoma de cérvix
humano. Al igual que la linea celular de adenocarcinoma de préstata humana DU-145.

Las células Hela se cultivaron en botellas desechables de 75 cm?, se inocularon con
3 x 10° células en 10 ml de medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Life Technologies), con 10% de suero de caballo (SC) 41, 250 Ul Penicilina y 40, 500 Ul de
estreptomicina, a 37°C y 5% de CO; para alcanzar el 80% de la monocapa en 48 horas.

Las células DU-145 se cultivaron en botellas desechable de 75 cm?, se inocularon
con 0.8X10° en 10ml de medio Dulbecco’s, bajo en glucosa a pH 7.2, con 10% de suero
fetal bovino (SFB), 41,250 Ul de Penicilina y 40,500 Ul de estreptomicina, a 37° C y 5% de
COg, hasta que se alcanzé la monocapa a 80% de confluencia en (48 h).

Enseguida, a ambas lineas celulares se les realizd el pase de células, desechando el
medio de cultivo, se agregaron 5 ml de amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.0 y éacido

etilendiamino tetraacético (EDTA) 0.2% estéril, se incubaron a temperatura ambiente por 10
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min. Las células se separaron con golpes suaves (canto de la mano), se disgregaron por lo
menos 10 veces suavemente con la pipeta, se centrifugaron a 195 x g por 5 min a 4°C, el
sobrenadante se desecho, la pastilla se resuspendié en 5 ml de medio de cultivo nuevo y se
utilizé para inocular nuevamente las botellas de cultivo desechables de 75 cm?.

3. Lisados de parasitos

20 x 10° paréasitos se lavaron tres veces con PBS pH 7.0 y se centrifugaron a 1800
rom/Smin/4°C. Después se decanté el sobrenadante y al precipitado se la adicionaron 5004l
de PBS pH 8.0 y 50 ul DOC (deoxicolato de sodio) al 10%, se incubaron a 4°C/20min
posteriormente, se adicionaron 450 ul de PBS pH 8.0, posteriormente se adicionaron 100 pl
de colchon de sacarosa (10% con PBS pH 8.0 con rojo fenol), en el fondo del tubo y el tubo
fue centrifugado a 14000 rpm/30 min a 4°C. Los lisados se corrieron en un gel de
poliacrilamida con sustrato de gelatina al 0.2% a 108 V/1h. El gel de sustrato se lavé con
Tritén X-100 al 2.5% por 10 min y se activé con el amortiguador de acetatos 3M se incubé a
37°C/18h y el gel se tifi6 con azul de Coomassie por 10 min. La actividad proteolitica se
observé como bandas claras contra un fondo oscuro.

4. Ensayo de Ligandos.

Este ensayo se usé para detectar proteinas con afinidad a la superficie de las células
blanco y se llevd a cabo con extractos de 20 x 10° parasitos. Estos se lavaron 3 veces con
PBS pH 7.0 se centrifugaron a 1800 rpm/4°C y posteriormente se decanté el sobrenadante.
Al precipitado se le adicionaron 450 pl de PBS pH 8.0 y DOC al 10% se incub6 a 4°C / 20
min y se le adicion6 450 pl de PBS pH 8.0. En el fondo se agregaron 100 pl de colchén de

sacarosa al 10% y se centrifugd a 14000 rpm/30min/4°C.
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El lisado se adiciono a células DU-145 previamente fijadas, en agitacion lenta por
18h/4°C, después del tiempo de interaccion los ligandos se centrifugaron a 14000
rpm/5min/4°C, las pastillas se lavaron 5 veces con PBS pH 8.0/DOC 1%, se eliminé la
solucion de lavado y se seco la pastilla a temperatura ambiente para adicionar 30 pl de
amortiguador de muestra 1x en cada ligando, se incubaron a 20 min/37°C. Para eluir las
proteinasas que se encuentran unidas en la superficie de las células después del tiempo de
incubacién se centrifugaron las muestras a 14000 rpm/5min/4°C, se realiz6 el analisis en un
gel de poliacrilamida de sustrato con gelatina al 2%, corrido a 108 V/h. El gel de sustrato se
lavé con Triton X-100 al 2.5% por 10 min y se activo con el amortiguador de acetatos 3M pH
4.5 en incubacién a 37°C/18 h. Se tiid con azul de Coomasie por 10 min y la actividad
proteolitica se observé como bandas claras contra un fondo oscuro.

5. Electroforesis en doble dimension (2D)
5.1. Hidratar la tira de IPG

Para el andlisis de extractos de proteinas totales de T. vaginalis crecidos en las
distintas concentraciones de Zn** se emplearon geles de acrilamida SDS-PAGE al 12%. Se
tomaron 120 x 10° de parasitos los cuales se lavaron 3 veces con PBS pH 7.0, los
parasitos se lisaron con 200 pl de amortiguador de hidratacién (CHAPS 4% w/v, Urea 7M ,
DTT-70mM, azul de bromofenol al 1%) y se incubaron 5 min/TA, se centrifugaron a 14000
rem/5min/4°C, se tomaron 125 pl de sobrenadante, a los que se adicionaron 1.5 pl de
anfolinas de pH 3-10 y se procedié a hidratar pasivamente las tiras IPG (Bio-Rad) , de 7cm

(pl 4-7) de 10 a 16 h.
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5.2. Condicién de isoelectroenfoque.

Paso 1: Paso2 Paso 3
250v [lineal] 4000v [lineal] 4000v [Rapido]
HRS:MIN HRS:MIN VHORS
ENTER TIME: 00:40 ENTER TIME 03:00 ENTER TIME: 10,000.

5.3. Equilibrio de IPG.

Al téermino del isoelectroenfoque a la tira de IPG se le agregé 5 ml del amortiguador
de equilibrio el cual contenia 15 mg/ml de DTT para el primer lavado por 15 min, para el
segundo lavado se adicionaron 5 ml de amortiguador de equilibrio el cual contenia 37.5
mg/ml de IAA (lodoacetanude) por 15 min. El amortiguador de equilibrio contiene: Urea 6 M,
Glicerol 30%v/v, Tris pH 8.8 50 mM, SDS 2% w/v. Una vez equilibrada la tira de IPG se
colocara la tira en el gel SDS-PAGE al 12% se corrié a 108V/h por una 1h. Las proteinas se
visualizaron por tincién con plata.

6. Analisis de los geles 2-D

La imagen de los geles fue capturada en formato digital TIFF y posteriormente se
realizo el analisis comparativo de los geles utilizando el software PDQuest (Bio-Rad, USA).
Para la deteccion de manchas se realizaron los ajustes correspondientes de manera que
todos los puntos visibles fueran detectados por el programa. Los dos geles de la condicién
control se combinaron para crear un gel maestro, de manera que el analisis comparativo se
realiz6 con el gel maestro del control y los geles de las distintas concentraciones de Zn?".

Para el analisis de los puntos isoeléctricos se utilizaron marcadores de 2D (SDS-

PAGE) de (Bio-rad) de pl (4.5-8.5) y PM (76-17.5 kDa)
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7. Ensayo de Citotoxicidad.

Monocapas confluentes de células HeLa y DU-145 se sembraron en placas de 96
pozos de fondo plano, para lo cual se inocularon 3.5 x 10* células HeLa en 100 pl del medio
DMEM-SC se incubaron por pozo para las células DU-145 se inocularon 5.5 x 10* células
en 100 pl de medio DMEM-SFB por pozo.

Ambas placas se incubaron por24 a 37° C en 5% de CO..

Enseguida, las monocapas confluentes de células Hela (4 x 10* células /pozo) se
incubaron a 37°C por 1h con una relacion (1:5) parasitos en 100ul de medio de interaccion
TYM-DMEM sin suero. En el caso de DU145 se colocaron la misma relacion 1:5.

Se realiz6 una cinética de citotoxicidad con diferentes tiempos de interaccién ( 1, 3, 6,
8 h). Después las monocapas se lavaron suavemente 3 veces con PBS pH 7.0, se fijaron
con 50 ul de formaldehido al 2% durante 10 min/TA, se lavaron 2 veces con PBS pH 7.0, se
tifieron con cristal violeta al 0.13% en etanol-formaldehido (5:2) e inmediatamente se lavaron
con PBS pH 7.0 hasta quitar el excedente de colorante y se dejo secar a TA. El colorante se
eluy6 con 50 pl de SDS al 1% en 50 % de etanol por 15 min/TA. La densidad optica del
colorante eluido se obtuvo en el lector de ELISA “Multiskan” a una longitud de onda de 570
nm.

Como controles del ensayo se usaron pozos con monocapas confluentes de ambas
lineas celulares que no interaccionaron con T. vaginalis. El porcentaje (%) de citotoxicidad
se calculé considerando la densidad optica del control como el 100% de monocapa, la

absorbancia de la muestra represent6 la monocapa remanente y la diferencia entre el % de
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la monocapa remanente y el 100% de monocapa control correspondié al % de citotoxicidad.

Cada experimento se realizd por triplicado.

8. Ensayo de Adhesion

Con 5.5 x 10* de células DU-145 para llegar a confluencia en una placa de 96 pozos.
Se realizd el ensayo de adhesion esta monocapa se incubo con 100ul de muestra
conteniendo 2.7 x 10° parasitos marcados con timidina [H]® , 1x10° parasitos fueron crecidos
en las distintas concentraciones de Zn** y en ausencia de Zn?*' y se les afade 20pl de
timidina [H]> y el parasito incorpora la timidina a su DNA. Estos parasitos fueron
resuspendidos en una mezcla 2:1 (vol/vol) (DMEM-TYM) sin suero, en el caso de las células
Hela, es una relacion 1:5 en la cual es 4 x 10 con 4x10° de T.vaginalis . Es conocido que
las células HelLa se adhieren a los que en 30 min de interaccién e incubacién a 37°C con 5%
COg, en las células DU-145 estos tiempos fueron los mismos para las células DU-145. Las
placas se lavaron tres veces con DMEM tibio. Después a la placa se le agregd 100 pl de
SDS 1% por pozo se recuperd y se agregé en 2 ml de liquido de centelleo (ecolume/mp)
para determinar citoadherencia por conteo de radioactividad. Este ensayo se realizo de la
misma manera para células Hela. Los parasitos se trataron con distintas concentraciones de
Zn** y el tratamiento de las monocapas fue el mismo descrito antes. Posteriormente se
determin6 el numero tricomonas adheridas a las células DU-145. En los experimentos se

evalud la viabilidad de los parasitos por observacién microscopica.
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9. Extraccion de RNA total mediante la técnica de Trizol.

A 20 x 10° parasitos se les adicion6 1 ml de trizol, los tubos fueron mezclados por
inversion e incubados a TA/ 10 min y 30 min / 4°C. Se adicionaron 200 ul de cloroformo, se
mezcl6 por 15 s / TA y se centrifugaron a 10,000 rpm / 4°C / 15 min. La fase acuosa fue
recuperada y se le adicionaron 0.5 ml de isopropanol por cada 1ml de trizol, se mezclaron e
incubaron por 15 min / TA y se centrifugaron a 10,000 rpm / 4°C / 15 min. Posteriormente se
descart6 el sobrenadante y se lavaron las pastillas 2 veces con etanol al 75% en agua
DEPC, se centrifugaron a 10,000 rpm / 5 min / 4 °C, se dejaron secar las pastillas a
temperatura ambiente. Al final la pastilla se resuspendié en 50 uyl de agua DEPC. La
cuantificacion se realizé por espectrofotometria.

10.Sintesis de cDNA.

A 1 pg de RNA, se le adicion6 1 pl de oligo dT (10pmol/ul) y agua DEPC cbp 12 ul,
se incubd a 70 °C / 15 min. Después se colocé en hielo por 5 min y se adicionaron 4 pl de
amortiguador 5x, 2 ul de dNTPs y 2 pl de DTT, se incubaron a 42 °C / 2 min. Se coloco
rapidamente en hielo y se adiciono la retrotranscriptasa reversa (Superscrip Il Invitrogen), se
incubd a 42 °C / 50 min, pasado el tiempo se inactivo la enzima retrotranscriptasa reversa a
70°C /10 miny se cuantificé el cDNA por espectrofotometria.

11. Amplificacion por PCR de tvcp65 y tvcp39 de Trichomonas vaginalis.

Para la amplificacion del gen tvcp65 se disefiaron los oligonucleétidos basados en la

secuencia de nucleétidos del gen tvcp65 reportado que su amplificado es de 370 pb

(Alvarez-Sanchez y col., 2008).
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Los iniciadores sentido y antisentido son los siguientes: Sentido S65
5’ACGCGATTACATCTGGAGAACTC3’ y Antisentido SSY65
S'’ATAAGAGGAGCGTGATGGCACAT 3. Para llevar a cabo la reaccién de PCR, se utilizo
10 pmol de los iniciadores sentido y antisentido, amortiguador PCR 1x, dNTP [0.2 uM],
MgCl; [1.5 uM], 50 ng de DNAg, Taq polimerasa [1Unidad] (Invitrogen), cbp 50 ul de agua
inyectable.

Se utilizo el siguiente programa en el termociclador.
94 °C 2 min 1 ciclo

94 °C 30 seg

60 °C 1 min 30 ciclos

72 °C 30 seg

72 °C 7 min 1 ciclo

Para la amplificacion del gen tvcp39 se disefiaron los oligonucleétidos.

Los iniciadores sentido y antisentido son los siguientes: Sentido CP39-FRT
5'CATTATGCTATCACAACAGG3’ y Antisentido CP39-Rev-RT
S'CGCCCTGGTGCTTGACAACAT 3. Para llevar a cabo la reaccion de PCR, se utilizé 10
pmol de los iniciadores sentido y antisentido, amortiguador PCR 1x, dNTP [0.2 uM], MgCl,
[1.5 uM], 50 ng de DNAg, Taq polimerasa [1Unidad] (Invitrogen), cbp 50 ul de agua

inyectable. El amplificado es de 270pb.
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Se utilizo el siguiente programa
94 °C 1 min 1 ciclo

94 °C 50 seg

55 °C 45 seg 20 ciclos

72 °C 1:30 min

72 °C 7 min 1 ciclo

Para la amplificacion del gen de p-tubulina, utilizado como control de carga en las
diferentes condiciones de Zn*, se utilizaron los siguientes iniciadores:
Sentido BTUB9 (5-CATTGATAACGAAGCTCCTTTACGAT-3")
Antisentido BTUB2 (5-GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT-3") (Leodn-Sicairos y col., 2004).
Para la realizacion de la reaccion de PCR, se utilizé 10 pmol de los iniciadores
sentido y antisentido, Amortiguador PCR 1x, dNTP [0.2 uM], MgCl; [1.5 uM],
50 ng de DNAg, Taq polimerasa [1Unidad] (Invitrogen), cbp 50 pl de agua inyectable.
El programa de ciclaje que se utilizé fue:
94 °C 2 min 1 ciclo
94 °C 1 min
48°C 1 min | 30 ciclos
72°C 30 se

72°C 7 min 1 ciclo
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Cada una de las reacciones de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con
bromuro de etidio. Se realiz6 una densitometria utilizando el programa Quantity one (Bio
Rad).
12.qPCR cuantitativo por Tiempo Real

Para la realizacién de PCR cuantitativo por tiempo real, se analizé la intensidad de las
bandas de los productos de RT-PCR por densitometria del gen control S-tubulina y tvcp65
utilizando el programa Quantity one (Bio Rad), se obtuvo el numero de copias / pl, con este
se realizaron diluciones de 1x10' hasta 1x10? para la curva estandar. Posteriormente, se
cargo 1 pl de cada una de las diluciones por triplicado asi como 1 ul del cDNA también por
triplicado, en las placas de 80 pozos. Analizado por el “Software Detection Sequences”
(version 1.3) (Applied Biosystem).
Para el control de p-tubulina se realizé la siguiente reaccién:
12.5 pl de SYBER green (Invitrogen)
1 uL de oligonucleétido BTUB 9
1 pl de oligonucleétido BTUB2
9.5 pl de agua DEPC

El programa de ciclaje que se siguio fue:

90°C 15 min 1 ciclo
95°C 30s

48°C 30s 40 ciclos
729G 30s
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Para realizar PCR tiempo real del gen tvcp65 se disefaron los iniciadores, utilizando
el programa Sequence Detection Software (version 1.3) (Applied Biosystem), los cuales se
muestran a continuacion:

Sentido

5" AATGTTGTTGAAGGCGATGAAA 3" tm 60
Antisentido

5" CTACAGCAGCTGGCCATTT 3" tm 60

Para el gen tvep65 se utilizo la siguiente reaccion:
12.5 pl de SYBER green (Invitrogen)

1 pl de oligonucleétido S65

1 ul de oligonucleétido SSY65

9.5 yl de agua DEPC

Programa de ciclaje que se sigui6 fue:

95°C 15 min 1 ciclo
95°C 30s

57°C 30s 40 ciclos
72°C 30s

95 °C 15¢

60°C 30s 1 ciclo
95°C 15s

Se realizé el analisis de los datos en programa Excel. Los valores obtenidos del gen tvcp65'y

tvep39 fueron normalizados con los valores del gen de S-tubulina.
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V. RESULTADOS

En este trabajo primero se analiz6 el crecimiento de T. vaginalis en medio suplementado
con difei'entes concentraciones de Zn?* (0.0, 0.25, 1.0, 1.6 mM) por 24 h 37°C (Fig.4). Las
duplicaciones de T. vaginalis en presencia de cantidades crecientes de Zn®* disminuyeron
progresivamente. Los parasitos crecidos en medio TYM-SC sin Zn?* se duplicaron 4 veces
en 24 h esta condicion es considerada como control. Parasitos crecidos en 0.25 mM Zn?* se
duplicaron 3.5 veces en 24 h, mientras que en 1.0mM se duplicaron 3 veces, y en 1.6mM de
Zn** se duplicaron solo una vez en 24 h. Los parasitos fueron 98% viables en todas las
concentraciones de Zn?* analizadas, ninguna concentracién de Zn* fue tricomonicida, la
viabilidad de los parasitos fue medida con Azul de Tripano.

5.1 Analisis de extractos de proteinas totales en presencia de Zn**

El patrén de proteinas totales de T. vaginalis fue analizado con parasitos crecidos
en las distintas concentraciones de Zn?*. Estos extractos fueron analizados por electroforesis
en 1D en geles SDS-PAGE 9%, en donde no se observaron cambios significativos en el
patron de proteinas totales en las diferentes concentraciones de Zn?*, comparados con los
parasitos crecidos en ausencia de este cation (Fig. 5).

Debido a este resultado, los extractos de proteinas de los parasitos crecidos a
diferentes concentraciones de Zn** fueron sometidos a una electroforesis en doble
dimension (2D). Para analizar la mezcla compleja de proteinas, los extractos fueron
preparados en amortiguador de 2D el cual consta de: CHAPS, DTT, UREA y Azul

bromofenol. La separacién El de proteinas en 2D se baso en su punto isoeléctrico (pl) y su
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peso molecular en geles de gradientes de pH inmovilizados de rango 4 a 7 lineal en

condiciones desnaturalizantes el segunda dimension fueron geles 7cm.
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Fig. 4. Curva de crecimiento de Trichomonas vaginalis a distintas concentraciones de
Zn*. El medio de cultivo TYM-SC se suplement6 con diferentes concentraciones de ZnCly:
¢) Parasitos crecidos en TYM-SC; m) TYM-SC+ 0.25 mM; A) TYM-SC+ 1.0 mM; X) TYM-
SC+ 1.6 mM de Zn**. El inéculo inicial en cada una de las concentraciones fue de 1.8 x
10*. Los parasitos se contaron en la camara de Neubawer a diferentes tiempos 0, 6 y 24 h
en presencia de azul de tripano para medir la viabilidad. El crecimiento de los parasitos en

medio TYM-SC en ausencia de Zn?** fue considerado la replicacion basal (control).
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Fig. 5. Expresion de proteinas totales a distintas concentraciones de Zn?".

A) Extracto de proteinas totales de T. vaginalis crecidas con distintas concentraciones de
Zn**, analizadas mediante electroforesis en 1D en geles de poliacrilamida al 9%. Carriles: 1)
en ausencia de Zn**, 2) 0.25 mM de Zn**, 3)1.0 mM de Zn?*, 4) 1.6 mM de Zn*". M) kDa

marcador de peso molecular “presicion plus protein standards” en Kilodaltones (kDa).
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Los geles en 2D permitieron cuantificar las manchas presentes en los parasitos crecidos en
las diferentes condiciones de Zn?*, detectando (185%1.5) manchas en las proteinas
presentes en la condicion control. El nimero de manchas obtenidas en las diferentes
concentraciones de Zn?* varié en numero 1) 0.25 mM de Zn?*" se presentaron 161+6.5
manchas, en 2) 1.0 mM de Zn?" fueron 155+2.5 manchas y 3) en 1.6 mM de Zn** 14818
manchas. El nimero de manchas de proteinas disminuyé al aumentar la concentracion de
Zn?** utilizada en el medio (Fig. 6). Estos datos correlacionan con los datos obtenidos
previamente en la curva de crecimiento, en donde el nimero de parasitos disminuye cuando
se incrementa la concentracion de Zn?".

Después del analisis electroforético en 2D, los geles fueron analizados con el programa
PDQuest, estos fueron realizados por triplicado en las diferentes concentraciones de Zn?*
y usados para elaborar el gel maestro, el cual contiene el patrén de proteinas totales en 2D
de los parasitos crecidos en ausencia de Zn%* esta matriz del gel maestro fue usado para el
analisis comparativo con los geles en las distintas concentraciones de Zn*. El resultado de
este analisis comparativo se muestra en la tabla 2. En la tabla se muestra que existe
cambios en el porciento de semejanza entre las diferentes concentraciones de Zn*, lo cual
correlaciona con cambios en la expresion de las proteinas de T. vaginalis en las distintas
concentraciones de este cation. Algunas proteinas se expresan menos, sin embargo
encontramos otras que se expresan mas. El porciento diferencial del numero de manchas
en las distintas concentraciones de Zn?* con respecto a la condicion control es mostrada en

la tabla 1.
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Tabla 1. Porciento de diferencia del nUmero de manchas en las diferentes concentraciones

de Zn?*
Concentracién de Zn* % diferencia
Ausencia Zn** 0%
0.25mM 42%
1.0mM 65%
1.6mM 53%

Estos cambios se pueden observar en la amplificacién de los geles obtenidos del analisis en
el programa de PDQuest, mostrado en la (Fig. 7)

El porcentaje muestra la diferencia en el nimero de proteinas que existe en cada una de las
concentraciones de Zn?* con respecto a las proteinas presentes en el control. En 1.0mM de
Zn** se tiene un mayor nimero de diferencia en el nimero de manchas correspondientes a
un 65% mientras que en 1.6mM es del 53%, lo que indica que la expresion de proteinas es
diferencial conforme aumenta la concentracion de Zn*".

Posterior mente, se llevo a cabo la amplificacion de la zona 50 -100 kDa con la finalidad de
analizar la expresion diferencial y obtener aquellas proteinas con mayor expresion, las
proteinas seleccionadas fueron enmarcadas en un recuadro azul. La expresién de las
proteinas en la condicién control es menor en 0.25mM de Zn?** y se incrementa en 1.6mM
de Zn*. Por otra parte en el recuadro amarillo se sefiala una proteina que mantiene su
expresion en la condiciéon control, asi como en las distintas concentraciones de Zn**. En el
recuadro de color rojo se encierran algunas proteinas que incrementan su expresion y otras

que disminuyen conforme se incrementa la concentracion de Zn?*.
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Fig. 6. Gel en 2D proteinas totales de T. vaginalis cultivadas a distintas
concentraciones de Zn?*.

A) Parasitos crecidos en ausencia de Zn*". T. vaginalis cultivadas en presencia Zn**.
Parasitos crecidos en diferentes concentraciones de Zn2+B) 0.25 mM, C) 1.0 mM, D) 1.6 mM.
kDa, indica la posicién de los marcadores de peso molecular en kilodaltones. pl la flecha
indica la direccion de isoelectroenfoque usando tiras IPG con 4/7 lineal , (-) la flecha indica la
direccién de la segunda dimensién en base al peso molecular . El gel SDS-PAGE al 12% fue
tefiido con plata para su visualizacion. En el recuadro de color azul se sefalan las proteinas
cambian su expresion, y en el recuadro amarillo a la proteina expresada en todas las

condiciones de Zn*".
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Fig. 7. Andlisis por PDQuest. A) Gel maestro utilizado para el andlisis comparativo de los
experimentos en las diferentes concentraciones de Zn?*. B) Gel de marcadores de 2D de
Bio-Rad. C) pl y PM de las proteinas de los parasitos crecidos en ausencia de Zn?". Lineas
(verticales) tenemos los puntos isoeléctricos y en lineas (horizontales) los pesos

moleculares.
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Tabla 2. Numero de proteinas de T. vaginalis presentes en las diferentes concentraciones

de Zn?".

1) Se refiere al numero total de manchas identificadas en cada una de las concentraciones y el control

2) Empalme es el numero de manchas que coinciden en el control y en cada una de las concentraciones de ZiF

3) Son las manchas diferenciales en cada una de las concentraciones de Zn2+comparadas con el control.

4) El porciento de semejanza se calculéd tomando como el 100 al total de manchas encontradas en el control para
determinar el porcentaje correspondiente de las manchas que coinciden para cada una de las concentraciones de Zn*
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Fig.8. Diagramas de Ven. El nUmero de manchas en la intercepcion de los circulos se
refiere aquellas que coinciden en el control y en cada una de las concentraciones de Zn%".
Fuera de la intercepciéon se encuentran el nimero de manchas diferenciales en el control y
en cada una de las concentraciones de Zn?*. Asi como en los diagramas de abajo estan la

comparacion de cada una de las concentraciones de Zn?*
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Comparacion del controly 0.25mM de Zn?* Comparacion del control y 1.0mM de Zn?*

Comparacion del controly 1.6mM de Zn?'

Diagrama deVenn de Diagrama deVenn de
0.25y 1.0mM de Zn** 0.25y 1.6mM de Zn?*

Digrama deVenn de
1.0y 1.6 mM de Zn**
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Fig. 9. Analisis del patron electroforético en 2D de varias regiones de PM.

Perfil protedmico de los parasitos crecidos en ausencia de Zn** (0.0), o en presencia de

Zn%* (0.25, 1.0, 1.6 mM) .en la region de 250-25kDa.
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Fig. 10. Analisis del patron electroforético en 2D regién 100-50 kDa.
De los parasitos crecidos en ausencia y presencia de Zn**. Panel A. Patrén proteémico de

parasitos crecidos en ausencia de Zn?*. Panel B) 0.25 mM, C) 1.0 mM y D) 1.6 mM de las
proteinas totales de los parasitos crecidos en las diferentes concentraciones de Zn**. Se
observa algunas proteinas que cambian su expresion (cuadro rojo), una proteina que
conserva su expresion en todas las concentraciones de Zn** y el control (cuadro amarillo) y
otra proteina que disminuye su expresion conforme aumenta la concentracion de Zn=

(ciruculo azul)
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La Fig. 7A corresponde al gel maestro obtenidos con el programa de PDQuest, al
recopilar la imagen del triplicado mostrando el proteoma de los parasitos crecidos en
ausencia de Zn**. En la (Fig. 7B) se muestra un gel de marcadores de 2D, en donde se
obtuvieron proteinas con ply P M conocidos (1-albumina, 2- anhidrasa carbénica de bovino
y 3-mioglobina equina), el cual se utilizd para calcular los puntos isoeléctricos y los pesos
moleculares, tanto del control y las distintas concentraciones de Zn?*, ( Fig 7C).

En la (Fig. 8) se muestran los diagramas de Venn de un analisis del numero de
manchas entre la concentracion control y cada una de las concentraciones, se obtiene en la
interseccién del diagrama el nimero de proteinas que coinciden en cada una de las
concentraciones con respecto al control, este nimero de manchas son las que son
semejantes para cada una de las concentraciones. La comparacién entre las
concentraciones de Zn?* utilizadas nos da un total de 70 manchas que conciden en las
concentraciones altas de Zn?" .

Por otra parte se realizé un analisis del patrén electroforético de 2D de cada unas de
las concentraciones en una amplificacion para observar el mayor numero de manchas las
cuales cambian su expresion conforme aumenta la concentracion de Zn?** en las distintas
region es de peso molecular (Fig. 9).

Para poder observar mejor estas proteinas se réalizé un analisis del patron
electroforético en 2D de la region 100-50 kDa, el cual muestra algunas proteinas que
cambiaron su expresion conforme aumenta la concentraciéon de Zn?** recuadro de color rojo,
a una proteina que se conserva su expresion en todas las concentraciones de Zn*

recuadro amarillo y proteinas que disminuyen su expresion circulo azul (Fig 10).
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A continuacién se realizaron curvas de dispersiéon para los geles en 2D en: A) las
proteinas de los paréasitos crecidos en ausencia de Zn?** en un pH 4-6.5 ; B) las proteinas de
los parasitos crecidos en 0.25 mM de Zn?* en un pH 4-7 ; C) 1.0 mM de Zn?" un pH 4-6 y en
D) 1.6 mM de Zn** en un pH 4-6. En las concentraciones 0.25 mM y 1.6 mM de Zn**asi como
en ausencia de Zn?* las proteinas tuvieron PM 20-60 kDa excepto en la concentracion de
1.0mM en donde se pueden encontrar proteinas con P.M hasta de 80 kDa. Las graficas de
dispersion muestran una disminucién del nimero de proteinas conforme se incrementa la
concentracion de Zn?* (Fig 11).

5.2 Adhesion de T.vaginalis y las células DU-145

Los ensayos de adhesiéon fueron llevados a cabos con T. vaginalis y células
prostaticas DU-145. Para ello, primero se estandarizé el nimero de células DU-145 que se
colocarian en placas de 96 pozos, las cuales fueron crecidas 24 h, tiempo en el cual se
obtuvo una monocapa confluente del 100% y se les agregan a 400ul de medio de
interaccion, se toman 2.5 x10° para que interactien con las monocapas fijadas de células
DU-145 y Hela, relaciéon 1:5 (parasito: célula) por 30min 37°C, 5% CO; y después las
monocapas fueron lavadas con SDS 1%. La adhesién de los parasitos fue medida mediante
un contador de centelleo. A los parasitos adheridos a la monocapa de células se aérego
liquido de centelleo y se tomaron lecturas de cpm. La adhesién de los parasitos a las células
HelLa fue considerado como 100%, para comparar con la adhesion de los parasitos a las

células DU-145 fue de 60%. Estos experimentos se realizaron por triplicado (Fig.12A)
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El analisis de adhesion se llevo a cabo con parasitos crecidos en distintas
concentraciones de Zn®" e interaccionaron con células DU-145. El porcientos de adhesion
en ausencia Zn®* fue considerado como el 100%, y en las diferentes concentraciones de
Zn?* fueron: en 0.25mM Zn?*, 133%, en 1.0mM Zn*?, 20% y en 1.6mM de Zn*? |, 10% de
adhesion. Los niveles de adhesion disminuyeron conforme se incrementaron las
concentraciones de Zn?* (Fig 12B).

5.3 Citotoxicidad de T.vaginalis hacia células DU-145

Para conocer la citotoxicidad de T.vaginalis hacia las células DU-145, el ensayo de
citotoxicidad, fue estandarizado colocando un inoculo 5.5 x10* células DU-145 en cada pozo
de una placa de 48 pozos para obtener una monocapa confluente a las 24h de incubacion
37°Cy 5% de CO..

) Estas monocapas interaccionaron con T. vaginalis en una relacién 1:5 parasitos:
células. El ensayo se llevd a cabo a diferentes tiempos para obtener una cinética de
citotoxicidad de los parasitos y las células DU-145 En la (Fig. 13) se muestra la grafica de
porciento de citotoxicidad de los parasitos crecidos en las diferentes concentraciones de
Zn?* con respecto al tiempo. A 1 h la citotoxicidad del parasitos hacia las células DU-145 fue
del 20% en todas las concentraciones de Zn?*, alas 3 h los porcientos de citotoxicidad de
los parasitos cultivados a las diferentes concentraciones de Zn?* (0.25, 1.0y 1.6 mM ) fue
del 40% de dafio citotoxicidad mientras que en ausencia de Zn®* fue del 60%. A las 6 h la
citotoxicidad fue de 80% en ausencia de Zn®*, mientras que en las diferentes

concentraciones de Zn** fue de 60%, en el tiempo 8 la citotoxicidad de los parasitos que
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fueron cultivados con las concentraciones de Zn?* presentan una disminucién de un 20%
con respecto al control.

Debido a que la citotoxicidad de los parasitos hacia las células DU-145 se ve
disminuida en presencia de Zn** se realizaron ensayos de ligando para determinar las

proteinasas presentes en la interaccion de T. vaginalis con células DU-145.
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Fig. 11. Graficas de dispersion de los geles en 2D.
A) Ausencia de Zn?* (Control), B) 0.25 mM de Zn?**, C) 1.0 mM de Zn?*'y D) 1.6 mM de

Zn?**. Los rombos representan la localizacién de las manchas segin PMyp I.
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Fig. 12. Adhesion de T. vaginalis a las células DU-145.
A) Adhesion de T. vaginalis en interaccion con células HelLa y células DU-145. B)
Adhesion de T. vaginalis crecidas a diferentes concentraciones de Zn?* a las células DU145.

Las barras indican las desviaciones estandar
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Fig. 13. Cinética de citotoxicidad de T. vaginalis hacia las células DU-145.
Citotoxicidad de T. vaginalis crecidas en diferentes concentraciones de Zn?*, 0.25, 1.0 y
1.6 mM como en ausencia de Zn** e interaccionando con células prostaticas DU-145 a

diferentes tiempos. Las barras indican las desviaciones estandar.
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5.4 Actividad proteoliticas de las CPs que interaccionan con células DU-145.

La actividad proteolitica de las cistein-proteinasas de los parasitos crecidos en las diferentes
concentraciones de Zn?* fue analizada como extracto total y ademas mediante el ensayo de
ligando, en geles SDS-PAGE, copolimerizados con gelatina al 9% (Fig. 14). Los geles fueron
activados a distintas temperaturas (37°C, 4°C, 25°C y 43.5°C) y en amortiguador de
activacion de acetatos pH 4.5. El patrén de proteinasas con afinidad hacia las células DU-
145 difiere con el patron proteinasas con afinidad a las células Hela previamente
reportadas. En la (Fig 14A) se muestra los geles de sustrato en donde la actividad de las
proteinasas a una temperatura de 37°C no permite obtener bandas definidas de las
proteinasa en esta temperatura, sin embargo obtenemos a CP65, CP39, CP25 y CP20,
observando una disminucién de la actividad proteolitica de estas proteinasas conforme se
incrementa la concentracion de Zn?* como lo muestra el analisis densitométrico (Fig.14B). Al
realizar la activacion a 4°C, se obtuvo una mejor definicién de las bandas de actividad de
estas proteinasas mostrando a CP70, CP65, CP39, CP25 y CP20 en (Fig.14C), el analisis
densitométrico muestra que existe una disminucion de la actividad proteolitica en la
concentracion 1.6mM de Zn?* de las proteinasas CP70, CP65, CP39, CP25 y CP20 como se
muestra en (Fig.14D).

Las bandas de actividad de las proteinasas a la temperatura de 25°C en (Fig.14E) fue la
misma que cuando se activo a 4°C (CP70, CP65, CP39, CP25 y CP20). El analisis
densitométrico (Fig.14F) muestra que existe una disminucién de la actividad proteolitica de

las proteinasas. Sin embargo cuando se cambio la temperatura de activacion de las
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proteinasas a 43.5°C observamos que la actividad proteolitica de CP70, CP65, CP39,
CP25, CP20 disminuye y analisis densitometrico corrobora esta tendencia (Fig.14H).

5.5 Niveles del transcrito de tvcp65 y tvep39

El dafio de T.vaginalis hacia monocapas de células DU-145 es menor al dafio ocasionado
por los parasitos a células HelLa, Por otro lado, la actividad proteolitica de CP65 y CP39
disminuye en altas concentraciones de Zn** como se demostré en ensayos de ligandos.
Debido a que CP65 y CP39 estan involucrada en la citotoxicidad de T.vaginalis hacia
monocapas de células HelLa, se analizd el nivel de transcrito de estas proteinasa en los
parasitos crecidos a las distintas concentraciones de Zn* para relacionar la disminucion de
la citotoxicidad de los parasitos hacia las células DU-145 con la disminucion de la actividad
de CP65 y CP39 a su vez con la cantidad de transcrito presente.

5.6 Expresion del gen tvep65 y tvcp39 en presencia y ausencia de Zn*,

Con el RNAm de T. vaginalis cultivadas a distintas concentraciones de Zn** y en
ausencia de Zn%*" se sintetiza cDNA, el cual fue utilizado como molde para amplificar
mediante RT-PCR un fragmento de 370pb del gen tvcp65 y otro fragmento del gen f-
tubulina (Fig.15A), La intensidad de la banda del amplicon de 370pb del gen tvcp65
amplificado a partir del cDNA de parasitos crecidos en ausencia de Zn?* fue tomada como el
100% para realizar el analisis densitométrico.(15B). De acuerdo a este analisis los niveles
relativos de RNAm del gen tvcp65 disminuyeron un 20% y en un 40% en parasitos crecidos
en 1.0mM y en 1.6mM de Zn** respectivamente. En el control (RT-) no se observo ningdn
amplicon obtenido por RT-PCR lo que indica que la amplificacién de los fragmentos de los

genes tvcp65 y p-tubulina se relaciona con los niveles del transcrito presente en las
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diferentes muestras analizadas. Las diferentes concentraciones de Zn** no afectaron la
expresion del gen g tubulina, el cual fue utilizado como control de carga. (Fig.15C).

La expresion diferencial del gen tvcp65 fue cuantificada por gqRT-PCR en Tiempo
Real. Mediante esta cuantificacion se estimé que los parasito cultivados en presencia de
0.25mM de Zn?* tienen una disminucion en la expresién del 90% comparado a la condicion
control, por otra parte en 1.0mM de Zn** disminuye un 15% con respecto al control y en
1.6mM disminuye un 20% comparado con el control. El gen g-tubulina que se uso como
control interno no tuvo cambios de expresion en las diferentes condiciones de 4 (Fig. 16).

Para el gen de tvcp39 de 270 pb se realizo de la misma forma que el gen fvcp65
donde se obtuvo el RNAm de T. vaginalis cultivadas a distintas concentraciones de Zn*y
en ausencia de Zn®* se sintetiza cDNA, el cual fue utilizado como molde para amplificar
mediante RT-PCR un fragmento de 270 pb del gen tvcp39 y otro fragmento del gen S-
tubulina (Fig.17A), la intensidad de la banda del amplicon de 270 pb del gen fvcp39
amplificado a partir del cDNA de parasitos crecidos en ausencia de Zn* fue tomada como el
100% para realizar el analisis densitométrico (Fig.17B). De acuerdo a este analisis los
niveles relativos de RNAm del gen tvcp39 este los cambios en la expresion fueron en la

concentracion de 1.0 mM de Zn?* aumento un 20% y en 1.6 mM de Zn** disminuye 65%.

En el control (RT-) no se observo ninglin amplicon obtenido por RT-PCR lo que indica que la
amplificacién de los fragmentos de los genes tvcp39 y p-tubulina se relaciona con los
niveles del transcrito presente en las diferentes muestras analizadas. Las diferentes
concentraciones de Zn?* no afectaron la expresion del gen A tubulina, el cual fue utilizado

como control de carga. (Fig.17C).
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Fig. 14. Actividad proteolitica de las Cistein proteinasas de T. vaginalis en presencia
de Zn** a diferentes temperaturas

Las proteinasas con afinidad a las células DU145 fueron obtenidas mediante un ensayo de
ligando-proteinasa y su actividad fue analizada mediante un gel de poliacrilamida SDS-
PAGE copolimerizado con gelatina al 9% donde 1) es en ausencia de Zn2+, 2)
concentracion de 0.25mM, 3) 1.0mM, y 4) 1.6mM. Se muestra la actividad proteolitica en el
panel A,C,E,G, con sus correspondientes analisis intensidad de pixel por milimetro en panel

B.D.F.H.
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Ensayo de ligando a distintas Temperatura con T.vaginalis y Células DU-145
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Fig. 15. Expresion del gen tvcp65 en ausencia y presencia de las distintas
concentraciones Zn?'. A) Expresion del gen tvcp65 en diferentes concentraciones de Zn?*
Carril: 1) marcador de 100 pb, 2) condicién normal, 3) 0.25 mM de Zn%*, 4) 1.0 mM de Zn?*",
5) 1.6 mM de Zn* , en la parte abajo el control de carga con el gen g tubulina carril: 1)
Marcador de 100pb, 2} condicién normal, 3) 0.25mM de Zn?*, 4) 1.0mM de Zn%, 5) 1.6mM
de Zn?* . B) Densitometria de la expresion de tvep65 normalizado con S~ tubulina. C) Control

de RT (-) de tvcp65 asi como de S tubulina.
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Fig. 16. Cuantificacion de la expresion de tvcp65 en ausencia y presencia de distintas
concentraciones de Zn?**. qRT-PCR en tiempo real para cuantificar las diferencias en los
niveles del RNAm del gen tvcp65 en parasitos crecidos en distintas concentraciones de Zn?*.
Los datos fueron normalizados contra los valores obtenidos con el gen control usando f-

tubulina. Control: Parasitos crecidos en ausencia de Zn**, y en 0.25, 1.0 ,1.6mM de Zn*",
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Fig.17. Expresion del gen tvcp39 en ausencia y presencia de las distintas
concentraciones Zn**. A) Expresion del gen tvcp39 en diferentes concentraciones de Zn**
Carril: 1) marcador de 100 pb, 2) condicién normal, 3) 0.25mM de Zn%*, 4) 1.0mM de Zn*",
5) 1.6mM de Zn** como en la parte inferior el control de carga con el gen £ tubulina carril:
1) Marcador de 100pb, 2) condicién normal, 3) 0.25mM de Zn%*, 4) 1.0mM de Zn*', 5)
1.6mM de Zn?* . B) Densitometria de la expresion de tvcp39 normalizado con f- tubulina. C)

Control de RT (-) de tvep39 y en el gel inferior de S tubulina.
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Tabla resumen del fecto del Zn?* en Trichomonas vaginalis

Control C

C €
0.25mM 161 A @ .L S\. A v
10mM 155 iR Rt A
1.6mM 148 v v v . v v

(C) control , (SV.) sin variacion , ‘r indica aumento o 'b disminucion de
la determinacion sobre las diferentes concentraciones de Zn?%*
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VI. DISCUSION

En Trichomonas vaginalis el hierro regula distintas propiedades de virulencia, como la
sintesis de adhesinas, la actividad proteolitica de cistein proteinasas (CP65 y CP39) asi
como el transcrito de estos genes (tvep65 y tvep39) y la citotoxicidad del parasito hacia las
células del hospedero, entre otras propiedades de patogenicidad (Alderete y Garza, 1988,
Dailey y Alderete, 1991; Arroyo y col., 1992). Este hierro puede estar presente en el
microambiente de la vagina y las fluctuaciones de Fe®* ocurren durante el ciclo menstrual.
Por otra parte, en el fluido prostatico se encuentra presente el Zn?** a concentraciones dentro
del rango 4.5 a 7 mM; este catién es capaz de resolver la infeccién provocada por este
parasito, debido a que presenta un efecto tricomonicida a las concentraciones reportadas en
los fluidos prostaticos. Cabe mencionar que los perros pueden desarrollar tricomonosis
cuando en sus fluidos prostaticos los niveles de Zn** son inferiores a 0.8 mM (Krieger y
Rein, 1982). Este dato representa un antecedente directo a este estudio, y genero la
interrogante de que es lo que sucede con el parasito, sus moléculas y propiedades en
presencia de Zn** y que le permiten al parasito adaptarse al microambiente de la prostata.

En este trabajo se estudi6 el efecto del Zn?** sobre el crecimiento, las propiedades de
virulencia y la expresion génica de T.vaginalis. El Zn** afecta el crecimiento de este parasito,
especificamente el nimero de duplicaciones disminuyé en presencia de este cation sin
embargo, T. vaginalis fue capaz de duplicarse y sobrevivir en las diferentes concentraciones
de Zn?* utilizadas (0.25, 1.0 y 1.6 mM). Estos resultados correlacionan con los datos
previamente obtenidos por Krieger y Rein (1982), en los que encontré a una concentracion
de 0.8 mM de Zn?* el parasito parece adquirir resistencia y sobrevive a este microambiente
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de Zn?". Sin embargo, a concentraciones mayores (1.6 mM de Zn?*) disminuye su tasa de
duplicacién. Estos resultados son acordes con el numero de parasitos presentes en fluidos
prostaticos de perros, considerandose esta concentracion como la minima concentracion
tricomonicida (Krieger y Rein, 1982).

También se encontré que T.vaginalis en presencia de Zn®* cambié a una forma esférica,
estos cambios morfolégicos son similares a los que presenta T .vaginalis cuando se crece en
ausencia de Fe?* en donde se ha observado internalizacién del axostilo y de los flagelos
afectando la movilidad de los parasitos. Esta condiciéon de estrés favorece la formacion de
pseudoquistes (De Jesus y col., 2007).

Hasta el momento los estudios protedmicos de T. vaginalis que existen se han enfocado a
conocer las proteinas involucradas en el mecanismo de patogenicidad cuando el parasito se
encuentra en un microambiente similar al que existe en la vagina y la presencia de Fe** (De
Jesus y col., 2007). Sin embargo, se conoce muy poco de la tricomonosis en hombres, por
esta razoén, nuestro interés se centré en conocer el mapa proteémico de T. vaginalis crecido
en diferentes concentraciones de Zn?*, asi como la identificacién de aquellas proteinas que
son expresadas diferencialmente en presencia de este catién. T. vaginalis crecidas en
presencia de diferentes concentraciones Zn?* expresa diferencialmente algunas proteinas,
las cuales posiblemente estén involucradas en la adaptaciéon de T.vaginalis al microambiente
que existe en la préstata del hombre. No obstante, se requiere de la identificacion de estas
moléculas por espectrometria de masas, para poder proponer las posibles moléculas

involucradas en la adaptacion del parasito al microambiente de la préstata. Recientemente,
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se identificaron cuarenta y cinco proteinas de expresion diferencial cuando T. vaginalis es
crecida en presencia y ausencia de Fe®* (De Jesus y col., 2007).

Algunas de las proteinas obtenidas de los mapas proteomicos de T. vaginalis crecida en
ausencia y presencia de Zn** coinciden en puntos isoeléctricos y pesos moleculares con
el mapa proteémico de extractos de proteinas totales de T. vaginalis crecidos en presencia
y ausencia de Fe?* (De Jesus y col., 2007). Un ejemplo de esto es la proteina de choque
térmico HSP70, la cual se encontrd expresada en bajas concentraciones de Fe?* por lo que
podria estar relacionada con el estrés. Esta proteina también se encuentra expresandose
diferencialmente en altas concentraciones de Zn?*. Sin embargo este dato podra ser
confirmado con la identificacién de esta mancha por MALDI-TOF o bien mediante ensayos
Western blot utilizando anticuerpos especificos anti-HSP70 y poder determinar su
participacion en el estrés bajo las concentraciones de Zn*".

Se ha sido observado que el primer paso para que se lleve a cabo el establecimiento de este
parasito en las células del epitelio vaginal se requiere de la adhesion del parasito y se tienen
datos de la adhesion de T. vaginalis a diferentes lineas celulares como células HelLa, CHO,
MDCK, etc, pero no existe reportes sobre la adhesion del parasito hacia células prostaticas,
por lo que el analisis de la adhesién hacia este tipo de células resulta interesante. Nosotros
encontramos que la adhesion de los parasitos hacia células DU-145 es menor en un 60%
con respecto a las células HelLa. Adicionalmente, la adhesién de los parasitos crecidos a 1.0
y 1.6 mM de Zn** disminuyé un 30% y 40% respectivamente. Sin embargo en parasitos
crecidos a una concentracién de 0.25 mM de Zn®* la adhesién aumenté en un 40%

comparado con el control, estos resultados podrian sugerir que el aumento en la adhesion
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del parasito a las células DU-145 posiblemente se deba a un sistema de resistencia del
parasito a ser arrastrado por las secreciones prostaticas y en altas concentraciones de Zn?*
(1.6 mM) el parasito se encuentra adaptado a este ambiente.

La citotoxicidad fue otro de los factores de patogenicidad importantes por estudiar en este
trabajo, se conoce que existen dos proteasas de 65 y 39 kDa que participan en el dafio a las
VECs y a células HelLa (Hernandez-Gutiérrez y col., 2003; Alvarez-Sanchez y col., 2000).
Para conocer la citotoxicidad de T. vaginalis hacia las células DU-145, se realizaron
cinéticas de citotoxicidad en monocapas confluentes de dichas células, obteniendo como
resultado que la citotoxicidad disminuye en parasitos crecidos a 1.6 mM de Zn** desde las 3
hasta 8 h en un 20% con respecto al control. Esta disminucion en la citotoxicidad puede
deberse como se ha descrito en Tritrichomonas foetus a que el Zn** es capaz de entrar al
hidrogenosoma del parasito via canales de calcio, el Zn®* sustituye al grupo tiol de las
cisteinas estabilizando la estructura cuaternaria de la proteina, interfiriendo con la funcién del
hidrogenosoma, el cual es un organelo esencial para la glicolisis, ademas de ser el sitio
donde se lleva a cabo la formaciéon de moléculas de hidrogeno (Benchimol y col., 1993).
Los resultados mostrados, sugieren que el Zn?* podria estar actuando como un inhibidor de
cistein proteinasas, ya que se ha reportado que este cation inhibe reversiblemente
bloqueando el grupo tiol de las CPs de Entamoeba histolytica, (Franco y col., 1999) este
efecto inhibitorio podria explicar porque la infeccidn es menos severa en el hombre.

Para evaluar esto se realizé un analisis de la expresion del transcrito del gen tvep65 por RT-
PCR y gqRT-PCR, el cual disminuyé gradualmente en las diferentes concentraciones Zn**

siendo mas notoria la disminucién en los parasitos crecidos en 1.6 mM, posiblemente este
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resultado pueda ser debido a que el Zn** a través de proteinas con dedos de zinc descritas
en otros organismos, capaces de unirse a RNA, DNA y proteinasas, posiblemente podrian
estar regulando estos cambios a nivel postranscripcional (Krishna y col., 2003). Siendo el
transcrito menos estable a la concentracion de 1.6 mM de Zn?*.

Al analizar el transcrito del gen tvcp39 en los parasitos crecidos en las diferentes
concentraciones de Zn** se observaron cambios en los niveles de transcrito. El transcrito
del gen tvcp39 en 0.25 mM de Zn?** no mostré variaciones con respecto al control, sin
embargo, a 1.0 mM de Zn?* aumentoé un 20% respecto al control. En la concentracion de 1.6
mM de Zn** disminuy6 un 65% con respecto al control. Esta disminucién posiblemente se
deba a un mecanismo similar al que se propone para el caso del transcrito de tvep65.

En base a los resultados se propone que el Zn?* presente en las secreciones prostaticas es
un importante agente de defensa del tracto genitourinario en el hombre y que este cation se
encuentra regulando propiedades de este parasito de manera importante. Sin embargo, el

mecanismo de regulacion de estas propiedades es desconocido.

VIl. RESUMEN DE RESULTADOS.

El proteoma de T. vaginalis es diferencial en cada una de las concentraciones de Zn*, la
adhesion y la citotoxicidad se encuentran reducidas en presencia de Zn™

La actividad proteolitica de CP65 y CP39 disminuyen en 1.6 mM de Zn*".

El nivel del transcrito del gen tvcp65 disminuye en 1.6mM de Zn*" sin embargo la expresién

del transcrito de tvcp39 disminuye en la concentracién de 1.6mM de Zn**.
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VIll. CONCLUSION.
El proteoma, la adhesion y la citotoxicidad de T. vaginalis se encuentran reducidos en

presencia de Zn?* asi como los niveles del transcrito de tvep65.

IX. PERSPECTIVAS.

 Secuenciar las proteinas que se expresan de manera diferencial en presencia de Zn**

% Clonary expresar al menos un gen que se exprese diferencialmente en presencia de

o,

Zn*

7
%

Obtencion de anticuerpos contra la(s) proteina(s) diferencial(es) recombinante.

*
°o

Inmunodetectar la(s) proteina(s) candidato en muestras de hombres.
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XI. APENDICE.

Acrilamida al 30% bisacrilamida al 0.8%
Acrilamida 29.2g

Bisacrilamida 0.8g

Disolver en 40ml de agua destilada. Una vez disuelto aforar hasta 100ml.
Filtrar a travez de papel filtro “Whatman” No.1

Almacenar a 4°C hasta un mes, previamente protegido de la luz.
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Tris-HCI/SDS 4x, pH8.8 (1.5M Tris-C1,0.4%SDS)
Trizma-base (Sigma) 9.08g

SDS (Sigma) 0.29

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH 8.8 con HCI

Aforar a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucién almacenar a 4°C.

Tris-HCI/SDS 4x, pH6.8 (1.5M Tris-Cl,0.4%SDS)
Trizma-base (Sigma) 3.025g

SDS (Sigma) 0.2g

Disolver en 20 ml de agua destilada y ajustar a pH 6.8 con HCI

Aforar a un volumen final de 50 ml con agua destilada. Filtrar la solucién almacenar a 4°C.

Persulfato de amonio al 10% (Bio-Rad)
10 mg (0.01 g) en un ml de agua destilada.

TEMED (Bio-Rad)
0.01 mi (10l)

SDS-amortiquador 2X

Trizma - base 1.52g

SDS 29

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8. Posteriormente adicionar:
Glicerol 20 ml

Agua destilada (aforar a 100 ml)

Amortiguador de muestra 1X (BM 1X)

SDS amortiguador 2X 500ul
B-mercaptoetanol 5% 50ul
Azul de bromofenol 50ul

(stock 10 mg/ml)
Agua destilada 400l
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Amortiquador de electroforesis 5X (stock)

Glicina (Sigma) 729
Trizma-base (Sigma) 15.1g
SDS (Sigma) 5.0g

Aforar con agua destilada a 1litro.

Amortiguador de electroforesis 1X
Amortiguador de electroforesis 5X 100 ml

Agua destilada 400ml|

Solucién Colorante de proteinas (Azul brillante de Coomassie) 0.05%

Metanol 500 ml
Acido acético glacial 100 ml
Agua destilada 400 ml
Azul de Coomassie 0.5g

Disolver toda la noche. Filtrar con papel “Whatman” No.1. Almacenar a temperatura

ambiente.

Solucion decolorante de geles de poliacrilamida

Metanol 165 ml
Acido acético glacial 50 ml
Agua destilada 785 ml

Almacenar a temperatura ambiente.

Preparacion de Gelatina al 9%

0.0324 g en 10 ml de agua destilada incubar a 37°C para solubilizar.

Gel separador

Poliacrilamida /Bispoliacrilamida al 30% 4.50 ml
4XTris-Cl/SDS pH 8.8 3.75 ml
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Gelatina al 9% o Agua destilada 6.75 ml
Persulfato de amonio al 10% 0.05 mi
TEMED 0.01 ml

Gel concentrador

Poliacrilamida /Bispoliacrilamida al 30% 0.65 ml
4XTris-Cl/SDS pH 6.8 1.25 ml
Agua destilada 3.05 mi
Persulfato de amonio al 10% 0.025 mi
TEMED 0.005 ml

Buffer de activacion de proteasas pH 4.5 3M

Acetato de sodio 13.61¢g
DTT 0.154g
Acido acético 20 ml

Agua destilada 980 ml

Se disuelve en 500 ml de acetato de sodio, DTT posteriormente se adiciona el acido acetico

y se ajusta el pH y se afora a 1litro.

Tritén 2.5%

Tritdn X-100 25 ml
Agua destilada 1000 mi
TDSET

Tris-HCI pH 7.8 1M 1ml
DOC 10% 2 ml
SDS 0.5ml
EDTA pH 8.0 2.0ml
Tritén X-100 1.0 ml

Se mezclan los components en 50 ml y se afora a 100 ml.
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PBS-EDTA 0.2%
PBS 1XpH 7.0

EDTA

500 ml

19
Se disuelve el EDTA y se esteriliza por autoclave 121°C/20min

Solucion Amortiquadora de Rehidratacion
Urea 7M, CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 4% w/v, DTT

70mM, azul de bromofenol al 0.001%, anfolinas (Bio-Lyte pH 3-10, Bio-Rad) 0.1%.

Rehidratar el CHAPS, la urea y el azul de bromofenol con la muestra de proteina, agregar el

DTT y H2Od cbp el volumen final deseado de la mezcla. Para tiras gradiente inmobilizado de

pH (IPG) de 7cm, mezclar 120uL de la solucién amortiguadora de rehidratacion con las

anfolinas. Las tiras IPG se rehidratan de 10 a 16h a temperatura ambiente.

Solucién Amortiquadora de Equilibrio

Urea 6M, Glicerol 30% v/v, Tris pH8.8 50mM, SDS 2% w/v, Azul de bromofenol 0.002%. Las

tiras IPG se equilibran 15min en solucién amortiguadora de equilibrio con DTT (15 mg/mL) y

posteriormente con IAA (37.5mg/mL).

Solucidn de agarosa para sellar

Agarosa 0.5%wl/v, Buffer de corrida 5X 10mL, Azul de bromofenol 0.002%w/v, H,Od 40mL.

Fundir la agarosa en el H,Od y almacenar a 4°C.

Tincidon con plata

Solucion Tiempo
1. Fijacién EtOH 40%, CH3COOH 5% 4h o toda la noche
2. Lavado EtOH 5% 2x20min
3. Pre- | H.Od 3x5min
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tratamiento NazS,03-5H,0 0.2g/L 2min
4. Lavado H.Od 3x20s
5. Impregnacion | AgNO;3 2g/L, formaldehido 37% 0.4 mL/L 25min
6. Lavado H,Od 2x20s
10min o segun la
NaCO3 309/L, Na28203-5H20 4mg/L,
7. Revelado aparicion de los
formaldehido 37% 0.4mL/L
puntos
8. Lavado H,Od 2x2min
9. Paro CH3COOH 10% 10min

Las soluciones de pre-tratamiento, impregnacién y revelado deben prepararse al instante.

No es recomendable rehusar mas de tres veces las soluciones de fijacién y paro. Los geles

pueden almacenarse en la solucion de paro a 4°C hasta por una semana. Antes de secar los

geles entre dos hojas de papel celofan, se recomienda hacer un lavado con solucién de

glicerol al 10% durante 10min.
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