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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es el agente etiológico causante de la tricomonosis, 

una  de  las  infecciones  de  transmisión sexual  no  viral  más  común  en  el  mundo. 

Este parásito codifica diferentes tipos de proteasas, en su mayoría de tipo cisteína 

(CPs),  como  las  ya  reportadas:  TvCP4,  TvCP12,  TvCP30,  TvCP39,  TvLEGU-1 

entre  otras  y cuya  expresión  está  regulada  diferencialmente  por  concentraciones 

de  hierro,  zinc,  poliaminas,  glucosa,  etc.  Algunas  de  estas  CPs participan  en 

mecanismos  de  patogenicidad  de T.  vaginalis como  adhesión,  citotoxicidad, 

hemólisis,  apoptosis,  etc. Previamente,  la  TvCP2  se  caracterizó  parcialmente  por 

Lorenzo-Benito  en  su  trabajo  de  maestría.  Esta  CP  es  codificada  por  un  gen  de 

945 pb que se traduce como proteasa precursora de 34.5 kDa y se procesa a una 

proteasa madura  y  activa  de  27  kDa. El  objetivo  de  este  trabajo  fue  caracterizar 

funcionalmente a la TvCP2 en la patogenia de T. vaginalis. Los resultados que se 

obtuvieron muestran el efecto negativo del hierro y la glucosa en los niveles de la 

TvCP2, la cual se localiza en la superficie del parásito, dispersa en el citoplasma, 

en vesículas y lisosomas; es inmunogénica y se encuentra en las secreciones de 

pacientes con tricomonosis. Los ensayos funcionales muestran la participación de 

la TvCP2 en la citotoxicidad del parásito a monocapas de células HeLa.

1
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ABSTRACT

Trichomonas  vaginalis is  the  causative  agent  of  trichomonosis,  the  most 

common, non-viral, sexually transmitted infection worldwide. This parasite encodes 

different types  of protease,  the  most  common  is the  cysteine  type, such as  the 

reported TvCP4,  TvCP12,  TvCP30,  TvCP39,  TvLEGU-1, among  others.  Their 

expression  is differentially regulated  by environmental  factors  such  as iron,  zinc, 

polyamines, glucose, etc. Some of the CPs participate in T. vaginalis as virulence 

factors  in cytoadherence,  cytotoxicity, haemolysis,  apoptosis,  etc. Previously, 

TvCP2  was  partially characterized by  Lorenzo-Benito  in  his  MSc  thesis  work.

TvCP2 is  encoded  by  a  945  bp  gene as a  precursor  protease  of  34.5  kDa, that 

matures to a 27 kDa active protease when processing. The goal of this work was to 

characterize  the  TvCP2 at  the functional  level in  the pathogenesis  of T.  vaginalis. 

The results  obtained  in  this  work  show  the  negative  effect  of  iron  and  glucose  in 

the TvCP2 expression, TvCP2 localizes on the membrane, in cytoplasm, free and 

in  vesicles  and in  lysosomes.  It is  an  immunogenic  protein that  it  is  also found in

vaginal  secretions  of  patients  with  trichomonosis.  The functional  assays  show the 

participation  of  TvCP2  in  the trichomonal cytotoxicity  to  HeLa  cell  monolayers.

15
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1. INTRODUCCIÓN

Trichomonas   vaginalis es   el protozoario flagelado responsable   de   la 

tricomonosis, la infección de transmisión sexual, no viral, más común en el mundo. 

Cada año se estima que ocurren ~276 millones de casos nuevos de tricomonosis 

globalmente y entre 7-8 millones en los Estados Unidos (Nazari y col., 2015; WHO 

report 2012). La prevalencia de la infección varía en los diferentes países. La tasa 

de  infección  depende  de  los  cuidados  de  salud, del  estado  socioeconómico,  del 

status  cultural y  de  la  promiscuidad  del  individuo (Hezarjaribi  y  col.,  2015). En 

México,  se  reporta  a la  tricomonosis  urogenital  en el  12°  lugar  entre  las  “20 

principales causas de enfermedades transmisibles”, pero  ocupa  el 3°  lugar  entre 

las de transmisión sexual, con 59 232 casos notificados (Secretaría de Salud y la 

Dirección  General  de  Epidemiología,  2015). Es  importante  resaltar  que esta 

enfermedad  no  es  de  reporte  obligatorio  al  sistema  epidemiológico,  por  lo  que

estos datos se  encuentran  subestimados, aunado  a  que  >80%  de  los  pacientes 

son asintomáticos (Lord y col., 2016).

1.1. Tricomonosis

En mujeres, la infección por Trichomonas vaginalis presenta sintomatología 

cíclica, variable y frecuentemente empeora durante la menstruación; es causa de 

vaginitis que se  manifiesta  por  ardor,  mal  olor  y  descarga  vaginal abundante  y 

espumosa (Lama y  col.,  2009); mientras  que  en  el  hombre  casi siempre  es 

asintomática, por  lo  que  se  les  considera  como  portadores  y  transmisores 

potenciales  de  la  infección  (Brum-Vieirá y  col.,  2015). La  tricomonosis es  un 

problema  de  salud  pública, ya  que incrementa  la  susceptibilidad  y la transmisión 

1
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de la infección por el VIH (Kissinger y col., 2015). También se le asocia con partos

prematuros, nacimiento  de  infantes  con  bajo  peso, neumonía  y problemas  de

infertilidad.  Además,  se  le  considera  como  factor  de  riesgo  para cáncer  cérvico-

uterino  y  prostático (Nazari  y  col.,  2015; Brum-Vieirá y  col,  2015;  Sutcliffe y  col.,

2006),  así  como  también  se  incrementa  la  susceptibilidad  a  la  infección  y 

transmisión del VIH (Arroyo y col., 2015).

1.2. Tricomonosis en México

En el boletín   epidemiológico de   la   Secretaría   de   Salud   en   México,

correspondiente a la semana 52 (27 de diciembre, 2015 al 02 de enero, 2016) se 

incluye a las enfermedades de transmisión sexual más importantes en México y la 

tricomonosis  urogenital  se  ubicó  en la  3° causa,  con 59  232 casos  nuevos 

notificados, en  comparación  con  los  52  562  casos  nuevos  del  año  2014, cabe 

destacar  que el  grupo  etario más  afectado es el  de 25-44 años. Los estados  con 

mayor tasa de incidencia fueron Veracruz, Puebla, Estado de México y Chiapas. El

índice de nuevos casos ha disminuido comparativamente con el año 2002, donde 

se  registraron  poco  más de  200 000  nuevos  casos, indicando  una  disminución 

aparente con el paso de los años (Fig. 1). 

1.3. Características de Trichomonas vaginalis

T.  vaginalis es  un  protozoario  parásito  que  posee  5  flagelos, uno  de  los 

cuales   se   adosa   a   la membrana   ondulante   que   le   proporciona resistencia 

estructural  y  participa  en  la  motilidad  del  parásito.  Entre  sus  compartimentos 

citoplásmicos posee  hidrogenosomas  en  lugar  de mitocondrias.  Esos son los 

11
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encargados  de  producir  la  fermentación  de  carbohidratos  para la  generación  de 

energía  del  parásito  (Santos-Diéguez,  2014). T.  vaginalis sólo  tiene  el  estadio  de 

trofozoíto  (no  tienen  formas quísticas),  aunque  en  condiciones  desfavorables 

puede interiorizar sus flagelos y 

Figura  1.- Incidencia  de  tricomonosis  en  México. Estadística  reportada desde  el  año 

2000  hasta  el  2015.  (Modificado  del Boletín  Epidemiológico  del  Sistema  Nacional  de 

Vigilancia Epidemiológica de la Secretaría de Salud).

adoptar  una  forma  pseudoquística  (Santos-Diéguez,  2014) y  en  contacto  con  el 

epitelio  vaginal, puede  adquirir  una  forma  ameboide  (Arroyo  y  col.,  1993). T. 

vaginalis tiene un ciclo de vida simple en comparación con otros protozoarios. Solo 

tiene  un  hospedero  definitivo,  no  hay  hospederos  intermediarios  ni  vectores  que 

participen  en  su  transmisión, la  cual  se  realiza de  persona  a  persona, por  medio 

20
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del contacto sexual, contacto con fluidos vaginales o semen. Su replicación es por 

fisión binaria longitudinal (Fig. 2).

1.4. Cisteína proteinasas de Trichomonas vaginalis

Las proteinasas son enzimas que hidrolizan enlaces peptídicos en proteínas 

y   péptidos.   Las   proteinasas se encuentran   ampliamente   distribuidas   en   la 

naturaleza  en  organismos  muy  variados,  desde  virus  hasta  mamíferos  (Sajid  y 

col., 2002). Las proteinasas, con base en su mecanismo catalítico y la naturaleza 

del residuo involucrado en la hidrólisis, se clasifican en: cisteína, serina, treonina, 

aspártico, glutámico y metalo- peptidasas (Rawlings y col., 2014).

Las  cisteína  proteinasas  (CPs)  se  subdividen  en  familias de  acuerdo  a  la 

similitud  de secuencia  y especificidad  a  sustratos  pequeños  con  secuencias 

similares  y se  engloban  en  clanes,  entre  los  que  destacan  CA,  CD,  CE,  CF,  CL, 

CM, CN, CO, CP y CQ, además de un clan no asignado.

26



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 45 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

4



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 46 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

Figura  2.- Ciclo  de  vida  de  Trichomonas  vaginalis. En  el  esquema  se  representa  el 

ciclo  de  vida  del  parásito,  el  estadio  de trofozoíto  y  la  reproducción  por  fisión  binaria 

longitudinal. (Tomado de http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/)

Las CPs se producen en forma de zimógenos; las del clan CA (también llamadas 

de tipo papaína), presentan un péptido señal, una región que forma el pro-péptido 

y  la  región  de  la  enzima  madura (Fig. 3).  La enzima  está  inactiva en  la  forma 

precursora y  necesita  de  un procesamiento  que  separe  la  región  pre-pro para 

dejar la enzima madura y activa. Esto ocurre una vez que la enzima se encuentra

en el sitio en donde debe de realizar su función (Arroyo y col., 2015).

Figura  3.- Procesamiento  de  las  cisteína  proteinasas  del  clan  CA. En  este  esquema 

se muestra el procesamiento necesario para la activación de las CPs del clan CA o CPs

del tipo papaína (Tomado de Arroyo, 2015).
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El  genoma  de T.  vaginalis posee  múltiples genes  que  codifican para

proteinasas (~440), la mayoría son CPs (~220) y 48 son de tipo papaína (Carlton y 

col.,  2007).  La  expresión  y  la  actividad  proteolítica  de  algunas  CPs se  modula 

diferencialmente  por  hierro,  zinc, glucosa  y  poliaminas  (Figueroa-Angulo  y  col., 

2012).   La   actividad   proteolítica   se detecta   por zimografía en una   y doble 

dimensión, en forma  de 11  bandas  y 23  puntos  entre 23  y  110  kDa,  con pI entre 

4.5  y  7.0 (Cárdenas-Guerra  y  col.,  2013;  Ramón-Luing  y  col.,  2010) (Fig.  4).  La 

expresión  de  algunos de  estos  genes  es modulada diferencialmente  por  el  hierro 

disponible  en  el  medio.  Estas  CPs  tienen un  papel  crucial  en  la  virulencia  del 

parásito, participan en citoadherencia (Arroyo y Alderete, 1989; Mendoza-López y 

col.,  2000;  Rendón-Gandarilla  y  col.,  2013),  citotoxicidad (Arroyo  y  col.,  1995; 

Álvarez-Sánchez  y  col.,  2000;  Ramón-Luing  y  col.,  2011),  hemólisis  (Fiori  y  col., 

1996; Cárdenas-Guerra y col., 2013), resistencia al complemento (Alderete y col., 

1995) e inducción de apoptosis en células humanas (Sommer y col., 2005).

1.5. Mecanismos de patogenicidad

1.5.1. Citoadherencia

La adherencia del parásito a las células del tracto urogenital es un requisito 

indispensable  para  el  establecimiento  y  mantenimiento  de  la  infección  crónica  en 

el   humano.   La   citoadherencia   es   un   proceso   complejo   y   multifactorial   que 

involucra  adhesinas  (AP120,  AP65,  AP51,  AP33  y  AP23) (Arroyo  y  col.,  1992; 

Moreno-Brito y col., 2005; Meza-Cervantez y col., 2011),

1
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Figura 4.- Degradoma activo de T. vaginalis. Tomado de Ramón-Luing y col., 2010.

glucoconjugados   de   matriz   extracelular (Crouch y   Alderete,   1999), el   LPG 

(Bastida-Corcuera y   col.,   2005), proteínas   del citoesqueleto   (principalmente

microtúbulos  y  microfilamentos)  y  se  requiere  de  la  actividad  de  CPs (Arroyo  y 

Alderete,  1989) como la  TvLEGU-1  (Rendón-Gandarilla  y  col.,  2013). Además, el 

ambiente  vaginal contiene hierro  como un  regulador que  fluctúa  durante  el  ciclo 

menstrual. (Figueroa-Angulo y col., 2012).

Es  interesante el  hecho  de  que  4  de  las  5  adhesinas  antes  mencionadas 

(AP120, AP65, AP51 y AP33) tienen homología en con enzimas metabólicas y la 

mayoría  se  regulan positivamente por  hierro a  nivel  transcripcional y  traduccional 

(Arroyo  y  col.,  1992;  Moreno-Brito  y  col.,  2005; Meza-Cervantez  y  col.,  2011),  lo 
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cual  probablemente  le  proporcione  al  parásito  un  mecanismo  de  evasión  de  la 

respuesta  inmune  del  hospedero. Las  adhesinas  asociadas  a  la  superficie  de T. 

vaginalis participan en la interacción con la célula blanco, produciendo un cambio

dramático en  la  morfología de  tricomonas  de ovoide  a  ameboide,  la  cual  se

acompaña por un aumento en la síntesis de adhesinas al contacto del parásito con 

la célula blanco (Arroyo y col., 1993).

1.5.2. Citotoxicidad

La  citotoxicidad es  otro  mecanismo  de  patogenicidad  de T.  vaginalis que

puede  ser  dependiente  o  independiente  de  contacto. Cuando es  dependiente  de 

contacto involucra una  compleja  cascada  de  eventos  que  resultan  en  citólisis, 

fagocitosis  y  destrucción de  las  monocapas  celulares  (Figueroa-Angulo  y  col., 

2012). Mientras que la citotoxicidad independiente de contacto involucra factores 

secretados al medio por parte del parásito, entre los que se destacan las CPs con

afinidad por la superficie de las células cervicales y del epitelio vaginal, tales como 

TvCP12,  TvCP39 y  TvCP65  (Arroyo  y  col.,  1995;  Álvarez-Sánchez  y  col.,  2000; 

Ramón-Luing y col., 2011; Figueroa-Angulo y col., 2012). 

1.5.3. Apoptosis

Algunas  de  las CPs de T.  vaginalis contribuyen  a  la  patogénesis cuando 

son secretadas hacia la mucosa vaginal. Dichas CPs participan en el rompimiento

de las uniones intercelulares seguido de la destrucción celular de las monocapas 

de  células  epiteliales vaginales  (VEC) in  vitro,  ocasionando apoptosis (Sommer  y 

col.,  2005). Kummer  y  col.  en  2008  demostraron  la presencia  de  4  cisteína 
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proteinasas  (TvCP2,  TvCP3,  TvCP4  y  TvCPT)  en  los  productos  de secreción, 

referidas como  CP30,  reguladas negativamente  por  hierro y  capaces  de inducir 

apoptosis en cultivos primarios de células epiteliales vaginales humanas (Sommer 

y col., 2005). La destrucción de las células hospederas correlaciona directamente 

con  la  actividad  enzimática  de la CP30 que  se  secreta.  Sin  embargo, aún  se 

desconoce el  papel  exacto  que  juegan  las  CPs  involucradas  en  la  inducción  de 

apoptosis durante la infección (Kummer y col., 2008).

1.5.4. Hemólisis

La  hemólisis  es  un  mecanismo  de  patogenicidad  que  le  permite  a T.

vaginalis obtener nutrientes tales como  lípidos  y  hierro provenientes  de  los 

eritrocitos. El  nivel  de  la  actividad  beta-hemolítica  en  aislados  frescos  de T.

vaginalis se  correlaciona  con  la  sintomatología  clínica  (Figueroa-Angulo  y  col., 

2012). Este  mecanismo  de  patogenicidad es dependiente  de  contacto  (Dailey y 

col., 1990; Fiori y col., 1993), requiere calcio y pH ≤6.5 a 37°C.

Las  moléculas  de T.  vaginalis que  se  involucran  en  la  hemólisis  son

proteínas formadoras de poros y la fosfolipasa-A (Fiori y col., 1999; Lubick y col., 

2004), además  de algunas  CPs  a  través  de  un  mecanismo  dependiente  de 

contacto, como la TvCP4 (Cárdenas-Guerra y col., 2013).

1.5.5. Evasión de la respuesta inmune

Durante la infección vaginal crónica causada por T. vaginalis, el parásito se 

encuentra  con  cambios cíclicos en  el  microambiente vaginal,  por  lo  que  ha 

desarrollado   estrategias   para defenderse   y evadir   la respuesta   inmune   del 
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hospedero, a   través   de   varios   mecanismos   bien   definidos que   se   citan   a 

continuación:

1.- Degradación de inmunoglobulinas: Esto lo logra a través de una CP de 

60 kDa que puede jugar un papel dual en la supervivencia del parásito al degradar 

inmunoglobulinas,  además  de  proveerle  nutrientes  al  parásito  por  medio  de  la 

degradación de hemoglobina (Lehker y col., 2000). También se ha reportado a la 

TvCP39   involucrada   en   la degradación de   moléculas   de   IgA,   IgG   e   IgM 

(Hernández-Gutiérrez y col., 2004).

2.- Degradación del complemento: En ausencia de anticuerpos específicos, 

el complemento es la vía más eficaz para la eliminación del parásito. No obstante, 

T.  vaginalis ha  desarrollado  resistencia  al complemento mediada  por  una  CP 

regulada positivamente por hierro que degrada al componente C3b (Lehker y col., 

2000); sin embargo, aún no se ha identificado a la CP responsable.

3.- Mimetismo molecular: En T. vaginalis el mimetismo molecular ocurre por 

el recubrimiento de la membrana del parásito con moléculas que tienen homología 

con  proteínas  del  hospedero; como algunas  adhesinas (AP65,  AP51,  AP33),  que 

muestran  homología a  enzimas metabólicas  como la enzima  málica  y la succinil-

CoA  sintetasa subunidades  α  y  β,  respectivamente. También, T.  vaginalis se 

puede  recubrir  con  proteínas  del  hospedero como  la  albúmina para  evitar  ser 

reconocidas  como  un  agente  extraño  por  el  sistema inmune (Figueroa-Angulo  y 

col., 2012).
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1.6. Trichomonas vaginalis y hierro

T. vaginalis tiene un alto requerimiento de hierro exógeno en forma ferrosa

(250-300 μM), y es  esencial  para  su  supervivencia,  metabolismo  y  multiplicación 

en  cultivo (Lehker  y  col.,  1992).  El  hierro  también  es  un  regulador  de  algunos de 

los    factores    de    virulencia    por    mecanismos    conocidos    y algunos    otros 

desconocidos. El hierro lo obtiene de diversas fuentes, tales como la lactoferrina, 

hemoglobina   o   ferritina;   eritrocitos   y células   epiteliales   son otras   fuentes 

importantes de hierro para tricomonas (Arroyo y col., 2015).

Por la gran necesidad de hierro del parásito, este elemento juega un papel 

muy importante en la fisiología y morfología de T. vaginalis; ya que el mecanismo 

de patogenicidad que se active depende de las condiciones de hierro, la forma de

regulación  de  las  proteinasas  y  su  expresión  diferencial.  Esto  se puede  apreciar 

por   medio   de   cambios   en   los   patrones   de   proteínas dependiente   de las 

concentraciones de   hierro   en   las   tricomonas   (Arroyo   y   col.,   2015),   con   el 

consiguiente   cambio   en   las   propiedades de   virulencia,   que   se   encuentran

reguladas por hierro. Las propiedades de virulencia reguladas por la presencia de 

hierro   son   la   de   citoadherencia,   hemólisis, resistencia   al   complemento   y 

transformación morfológica, mientras que, en bajo hierro, el parásito es capaz de 

inducir  citotoxicidad  y  apoptosis  a  las  células  hospederas,  variación  fenotípica  y 

adquisición de hierro de las células hospederas (Figueroa-Angulo y col., 2015).
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1.7. Trichomonas vaginalis y glucosa

La  principal  fuente  de  energía  para T.  vaginalis proviene  del  metabolismo 

fermentativo de carbohidratos en condiciones aerobias y anaerobias. La restricción 

de glucosa es un estrés metabólico que, en otros protistas, induce la expresión de 

mecanismos  de  supervivencia  y  consiguiente  patogenicidad  (Fang  y  col.,  2004; 

Huang y col., 2014). T. vaginalis se cultiva en un medio que contiene altos niveles 

de glucosa (~25 mM) (Diamond y col., 1995) que es alrededor de 10 veces mayor 

a la   concentración   que   existe   en   sangre,   lo   cual   no   corresponde   a   las 

concentraciones  de  glucosa a  las  que  se  puede enfrentar el  parásito en  el 

ambiente  natural de  la  vagina,  por  lo que, induciendo  una  restricción  de  glucosa,

se activarán las estrategias del parásito para obtener glucosa, lo cual conlleva a la 

inducción  de citotoxicidad y  autofagia  para  asegurar  su  supervivencia (Huang  y 

col., 2014).

1.8. Antecedentes de la TvCP2

En  1994,  Mallinson  y  col.,  amplificaron  secuencias  de cDNA  que  codifican

CPs de T. vaginalis, mediante el uso de iniciadores generales para regiones muy 

conservadas  de  las  CPs de tipo  papaína  de  eucariontes.  Por  este  método  se 

amplificaron fragmentos de los genes que codifican para TvCP1, TvCP2, TvCP3 y 

TvCP4,  de  los  cuales  solo de  los de  TvCP1  y  TvCP2 se  obtuvieron secuencias 

completas. La  comparación  de las  secuencias  de  aminoácidos  predichas, mostró

que  la  TvCP2 presenta  una  identidad  de  60%  y  65%  con  la TvCP1  y la  TvCP4,

respectivamente.  También se encontró  que  la  TvCP1,  TvCP2  y  TvCP3  son



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 61 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

12



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 62 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

codificadas por genes unicopia, mientras que el TvCP4 es multicopia (Mallinson y 

col., 1994; Solano-González y col., 2007).

La  caracterización  funcional  de  la  TvCP2  aún  no se ha  realizado.  Sin 

embargo, Lorenzo-Benito, en  su  proyecto de  maestría (2011), clonó  y  expresó  el 

gen que codifica a la TvCP2 (~945 pb) del aislado CNCD 147 (Figs. 5 y 6), purificó 

a  la  proteína recombinante  TvCP2r  y produjo un anticuerpo policlonal α-TvCP2r

que en ensayos de Western Blot, detecta una banda de 27 kDa (Fig. 7). Además, 

por  ensayos  de  inmunofluorescencia  indirecta,  se localizó  a  la  TvCP2  en  la 

superficie  del  parásito  y en  vesículas citoplásmicas  (probablemente lisosomas)  y 

se  colocalizó  a la  TvCP2  y  la  TvCP4 en  la  superficie  del  parásito (Fig.  8), 

sugiriendo que probablemente interaccionen entre ellas, formando el complejo de 

65  kDa  detectado  por  espectrometría  de  masas (Ramón-Luing y  col.,  2010),  lo 

anterior apunta a la posible asociación entre diferentes CPs que son activas



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 63 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

13



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 64 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

Figura  5.- Amplificación  del  gen  tvcp2  para  clonación. Tomado  de  Lorenzo-Benito, 

2011. Tesis de Maestría.

Figura 6.- Expresión y purificación de la proteína TvCP2r. Tomado de Lorenzo-Benito, 

2011. Tesis de Maestría.
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Figura  7.- Reconocimiento  de  la  TvCP2 por  WB. A)  Perfil  de  proteínas  de  extractos 

totales, resistentes a proteasas y TvCP2r. Gel teñido con Azul de Coomassie. B) WB con 

suero preinmune. C) WB con el anticuerpo α-TvCP2.

A

B
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Figura  8.- Localización  de  la  TvCP2  en  T.  vaginalis. A)  Localización  de  la  TvCP2  en 

parásitos permeabilizados. B) Colocalización entre TvCP4 y TvCP2.

enzimáticamente formando  complejos de alto  peso  molecular  y que  participan en 

citotoxicidad (Arroyo y col., 2015).

El  código  de  identificación del  gen  que codifica  a la  proteína  TvCP2  es 

TVAG_057000,  y  corresponde  a  una  CP  tipo  papaína,  perteneciente  al  clan  CA, 

familia C1, subfamilia de las catepsinas L. Por medio de análisis de MALDI-TOF-

MS, Huang y col., 2014, identificaron proteínas de T. vaginalis que se encuentran 

sobreexpresadas  durante  la  adhesión  del  parásito a  fibronectina;  entre  estas 

proteínas se encuentra la correspondiente a TVAG_057000, en la cual se predice 

una masa molecular teórica de 35.2 kDa (proteína precursora) y pI de 8.4.

A  pesar de la  información  encontrada  en  las bases de  datos,  no  presenta 

más datos relevantes respecto a la TvCP2 ni al gen TVAG_057000, más que los

obtenidos  por  Lorenzo-Benito,  2011  en  su  tesis  de  maestría  y  lo  ya  mencionado. 

Sin   embargo, aún   se   desconoce   su participación en   algún mecanismo   de 

patogenicidad  de T. vaginalis, la  modulación  de  la  expresión  de  la  TvCP2  por 

hierro y glucosa, así como su presencia durante la infección, lo cual será el punto 

de partida para la presente investigación.

7
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2. JUSTIFICACIÓN

La cisteína proteinasa TvCP2 se relaciona con la patogenia de T. vaginalis

hacia  las células  hospederas, junto  con  otras  CPs  que  se  encuentran  en  los 

productos de secreción, por lo que es importante demostrar su participación en la 

patogenia de T. vaginalis. Tampoco se ha descrito si el hierro y la glucosa afectan 

su expresión a nivel de RNA y de proteína, su localización, su expresión durante la 

infección y su posible asociación con otras proteínas del parásito.
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3. HIPÓTESIS

La cisteína proteinasa TvCP2 modulada por hierro y glucosa participa en la 

patogenia de Trichomonas vaginalis, se encuentra en las secreciones vaginales de 

pacientes  con  infección  activa,  es  inmunogénica  y  se  puede  asociar  con  otras 

proteínas del parásito.
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4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar funcionalmente a la cisteína proteinasa TvCP2 en la patogenia

causada por Trichomonas vaginalis.

4.1. Objetivos particulares

1) Determinar la expresión y localización de la TvCP2 en distintas concentraciones

de hierro y glucosa.

2) Determinar la presencia de la TvCP2 durante la infección:

a)   Determinar   la   presencia   de   anticuerpos   anti-TvCP2   en   sueros   de 

pacientes con tricomonosis.

b)    Detectar  a  la  TvCP2  en  las  secreciones  vaginales  de  pacientes  con 

tricomonosis.

3) Determinar la participación de la TvCP2 en la patogenia de T. vaginalis.

4) Analizar in  silico las  posibles  interacciones  de  la  TvCP2  con  otras  proteasas, 

inhibidores endógenos y otras proteínas de T. vaginalis.

30
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Determinar la  expresión  de  la  TvCP2  en  distintas  condiciones  de  hierro  y 

glucosa.

Cultivo de T. vaginalis en bajo, 
normal y alto hierro; baja, 

normal y alta glucosa

Extracción 
de proteínas 

totales 

Extracción 
de 

proteasas

Electroforesis y WB 
con Ac anti-TvCP2

Expresión de TvCP2 a 
nivel de proteína.

Extracción de RNA
y síntesis de cDNA

RT-PCR

Expresión de TvCP2 a 
nivel de RNA.
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Localización  de  la  proteinasa  TvCP2  en  diferentes  condiciones  de  hierro  y 

glucosa.

Cultivo en diferentes 
condiciones de hierro y 

glucosa

Permeabilizados y 
no permeabilizados

Anticuerpo anti-TvCP2r

Inmunofluorescencia indirecta

Fijación
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Participación de  la  TvCP2  en  la citotoxicidad  y/o  apoptosis de T.  vaginalis 

hacia monocapas de células HeLa

Ensayos de 
Citotoxicidad

Ensayos de 
inhibición con 
Ac anti-TvCP2

Determinación de 
la función de la 

TvCP2
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Presencia   de   la   TvCP2   durante   la   infección   en lavados   vaginales   de

pacientes con tricomonosis.

Ensayo de 
secreción in

vitro

Lavados vaginales 
positivos y 

negativos a T. 
vaginalis

Electroforesis y 
WB con Ac anti-

TvCP2

Presencia de la TvCP2 
en secreciones 
vaginales Tv (+)

Confirmación por 
MS/MS
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Presencia    de    anticuerpos    anti-TvCP2    en    sueros    de    pacientes    con 

tricomonosis

Proteína 
recombinante 

TvCP2r

Electroforesis y WB 

Detección de 
banda de TvCP2r

Sueros de pacientes 
positivos y negativos a 

T. vaginalis.
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Análisis in  silico de  las  posibles  interacciones  de  la  TvCP2  con  otras 

proteasas u otras proteínas de Trichomonas vaginalis.

Secuencia de aa
de la TvCP2

Alineamiento de 
la secuencia con 

otras proteasas de 
T. vaginalis.

Diseño del 
interactoma de la 

TvCP2.

Posibles 
interacciones de 

la TvCP2 con otras 
proteínas
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6. MATERIALES Y MÉTODOS

6.1. Cultivo de parásitos en distintas condiciones de hierro y glucosa

Los aislados CNCD 147   y   CNCD 188   de Trichomonas   vaginalis se 

cultivaron en condiciones estándar en 30  ml  de medio TYM  (Triptona-extracto de 

levadura-maltosa) suplementado con 10% de suero bovino de adulto (SBA) y con 

un inóculo inicial de 10 � 106 parásitos por 24 h a 37°C 

Para  cultivar los  parásitos en  distintas condiciones  de  glucosa, parásitos

crecidos en  medio  TYM,  se inocularon al medio  TYG  (Triptona-Extracto  de 

levadura-Glucosa)  en  condición  normal  de  glucosa  (25  mM)  suplementado  con 

10% de SBA durante 3 días consecutivos. Previo a los experimentos, los parásitos

se transfirieron a las condiciones de ≤1 mM (medio sin glucosa) con 20 � 106

parásitos, 25 mM (medio normal) con 10 � 106 parásitos y 50 mM de glucosa (alta 

glucosa) con 8 � 106 parásitos y se incubaron por 24 h a 37°C.

Para  el  cultivo  (30  ml)  en distintas condiciones  de  hierro,  se  partió de  un 

inóculo inicial de parásitos (10 � 106), crecidos en medio TYM suplementado con 

10% de SBA (condición normal de hierro, 20 μM). Para la condición de bajo hierro

(0 μM), al medio TYM se le añadieron 150 μM de 2,2 -́dipiridilo y se dejó quelando 

toda la noche; al día siguiente se agregó 10% de SBA, se inocularon los parásitos

(35 � 106) y se incubaron durante 24 h a 37°C. Para la condición de alto hierro, al 

medio TYM se le añadieron 250 μM de sulfato ferroso amoniacal, se incubó toda la 

noche y al día siguiente se le añadió 10% de SBA y los parásitos (8 � 106).

8
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6.2. Extracción de DNA genómico

A partir de parásitos (20 � 106) de los aislados CNCD 188 y CNCD 147

crecidos en medio TYM-SBA, lavados 3 veces con PBS pH 7, se extrajo DNA

genómico. Los parásitos se resuspendieron en 2 ml de PBS y se colocaron en dos

tubos Eppendorf, para centrifugar a 14 000 � g durante 1 min, se decantó el

sobrenadante y se resuspendió el botón de células en el líquido remanente. A los

parásitos se le añadió 300 μl de amortiguador de extracción (SDS 0.2%, NaCl 100

mM, EDTA 10 mM y Tris-HCl 10 mM, pH 8.0) y 300 μl de fenol, se agitó en vórtex

3 veces durante 30 s y se centrifugó a 14 000 � g por 3 min. La fase superior se

transfirió a otro tubo Eppendorf con 300 μl de fenol y 300 μl de cloroformo, se agitó

y se centrifugó a 14 000 � g por 3 min, nuevamente la fase superior se transfirió a

otro tubo Eppendorf con 500 μl de cloroformo, se agitó y se centrifugó de la misma

manera. La fase superior se precipitó con 1 ml de etanol absoluto y 40 μl de

acetato de sodio 3 M, se incubó a -20°C durante 2 h, se centrifugó a 14 000 � g

durante 20 min a 4°C, se eliminó el sobrenadante y el botón de ácidos nucleicos

se lavó con 1 ml de etanol al 70% frío, se dejó secar y se resuspendió con 50 μl de

agua inyectable, se le añadió 0.5 μl de RNAsa y se incubó a 37°C durante 30 min

y el DNA se cuantificó por densidad óptica a 260 nm y se almacenó a 4°C hasta su

uso.

6.3. Extracción de RNA total

Para extraer el RNA total de parásitos (20 � 106) crecidos en diferentes

condiciones de cultivo, éstos se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml nuevo,

2
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se centrifugaron a 1 800 rpm por 5 min a 4°C, se desechó el sobrenadante, se

adicionó 1 ml de trizol y 0.2 ml de cloroformo, se mezcló 15 veces por inversión, se

incubó por 3 min a 25°C (TA), se centrifugó a 8 000 � g por 20 min a 4°C, se

recolectó la fase acuosa, se transfirió a un tubo Eppendorf de 1.5 ml nuevo y se

precipitó el RNA, adicionando 0.5 ml de alcohol isopropílico (2-propanol), se

incubó 15 min a TA y se centrifugó a 8 000 � g 25 min a 4 °C. El sobrenadante se

desechó con mucho cuidado, la pastilla se lavó con 1 ml de etanol al 75% en agua

DEPC, se centrifugó a 8 000 x g por 10 min a 4°C, el sobrenadante se desechó

con mucho cuidado y el tubo se dejó destapado por 10 min a TA que se evaporara

el etanol. La pastilla de RNA se resuspendió en 30 μl de H2O DEPC y la muestra

se cuantificó por densidad óptica a 260 nm, se hicieron alícuotas de 10 μg y se

almacenaron a -70°C hasta su uso. Las muestras se analizaron en un gel de

agarosa al 1% en amortiguador TBE 1�/DEPC.

6.4. Tratamiento con DNAsa I

A 10 μg de RNA obtenido en cada condición de hierro o glucosa y se trató

con DNAsa I (New England Biolabs), agregando 4 μl del amortiguador de reacción

10x, 1 μl de DNAsa I (2000 U/ml) y se completó el volumen a 40 μl con agua

estéril; se incubó a 37°C durante 10 min, se añadió 1 μl de EDTA 0.5 mM y se

completó el volumen a 100 μl con agua inyectable. Posteriormente, la enzima se

inactivó a 75°C por 10 min, el RNA se precipitó con 250 μl de etanol absoluto y 10

μl de acetato de sodio 3M en agua DEPC a -70°C toda la noche.

1
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6.5. Retrotranscripción

La pastilla de 10 μg de RNA total tratado con DNasa de parásitos crecidos

en concentraciones altas, normales y bajas de glucosa o hierro, se resuspendió en

un volumen de 14 μl de agua libre de RNAsas (se separaron 3 μl para utilizarlos

como control) se adicionó 1 μl de Primer Oligo dT (Invitrogen) y las reacciones se

incubaron a 65°C durante 5 min, se agregó 4 μl de amortiguador de reacción 5�, 2

μl de mezcla de dNTPs 10 mM, 1 μl de la enzima inhibidora de RNAsas “Ribolock”

(200 U/μl) y 1 μl de la retrotranscriptasa Revert Aid M-MOLV RT (200 U/μl) y el

volumen se completó a 20 μl. La reacción se mezcló, se dio un “spin” y se incubó

durante 1 h a 42°C. Enseguida, la enzima se inactivó a 70°C durante 10 min, se

colocó en hielo y el cDNA obtenido se cuantificó en Nanodrop a 260 nm.

6.6. Amplificación por PCR del gen tvcp2

Se colocó a una reacción de amplificación en un tubo Eppendorf nuevo para 

PCR, se  le  agregó 500  ng de cDNA de  parásitos  crecidos  en  las diferentes 

condiciones  de hierro  o  glucosa, 0.2 μl de  la  enzima Taq polimerasa, 5  μl de 

amortiguador para PCR 10�, 5 μl de MgCl2 50 mM, 1 μl de desoxirribonucleótidos

trifosfatados (dNTP ś) 0.2 mM y 1 μl de cada uno de los oligos (directo y reverso) 

para el gen tvcp2. El Oligo directo fue 5 ́-

GCCGGTACCATGTTTGCTTTCTTGCTTTCTGGCGCT-3 ;́ el oligo reverso fue 5 ́-

GGCGAATTCTTAGAGAGCCTTTGGAAGGATAGTTCAG-3 .́ La  reacción  se  llevó

a un volumen final de 50 μl. Como control positivo se preparó una reacción de 50 

μl  que  se  le  añadió 500  ng  de  DNAg.  Como  controles negativos se  preparó una 

31
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reacción de 50 μl, con RNA tratado con DNAsa I como molde y otra reacción sin 

DNA.  Las  condiciones  de  PCR  que  se  utilizaron para  amplificar  el  gen tvcp2

fueron: 95 °C por 2 min y 20 ciclos de 95 °C por 1 min, 55 °C por 35 s, 72 °C por 

1:20 min y 1 ciclo de 72 °C por 7 min. La reacción de PCR se almacenó a -20°C 

hasta  su  análisis. Como  control  de  carga  se  amplificó  el  gen  β-tubulina. Los 

productos de amplificación se analizaron en geles de agarosa al 1% con bromuro 

de etidio (0.5 μg/μl) en amortiguador TBE 1� a 80 V durante 45 min.

6.7. Extracción    de    proteínas    totales    por    precipitación    con ácido 

tricloroacético (TCA) al 10%

Esta  técnica nos permitió extraer las  proteínas totales del  parásito  para

realizar    metodologías    subsecuentes,    como    el    corrimiento    electroforético, 

transferencia de proteínas, WB, etc.

A  parásitos  (20 � 106) en  fase logarítmica de  crecimiento en  diferentes 

condiciones  de  cultivo se  les  hicieron 3 lavados con  PBS  pH  7 frío  y  se 

resuspendieron en 900 μl de PBS pH 7 frío al cual se le añadieron 100 μl de TCA

al 100%, se mezcló bien y se incubó por 18 h a 4 °C. Posteriormente, la muestra 

se centrifugó a 13 000 � g por 5 min a 4 °C, la pastilla se lavó 5 veces con PBS y 

se centrifugó a 13 000 � g por 5 min a 4 °C. Las paredes del tubo se secaron con 

un hisopo estéril después de los lavados. La pastilla se resuspendió en 400 μl de 

amortiguador  de muestra  1�, la  muestra  se  hirvió por  5  min y  se  centrifugó a  13

000 � g por  5  min  y  se  cargó en  geles  de  poliacrilamida, dependiendo  de  la 

concentración  requerida  en  cada  ensayo.  Las proteínas se  analizaron por  SDS-

6

14
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PAGE en geles de poliacrilamida, los cuales se tiñeron con Azul de Coomassie o 

se  transfirieron a  membrana  de NC de  0.45 μm  (BIO-RAD)  para  los  ensayos  de 

WB.

6.8. Extracción de proteínas resistentes a proteasas

Por medio de esta técnica se obtuvieron extractos de proteínas resistentes 

a proteasas de T. vaginalis para realizar la detección por WB de las proteasas de 

interés, como la TvCP2.

Parásitos  (20 � 106)  crecidos  en  diferentes  condiciones  de  cultivo,  se  les 

hicieron 3 lavados con PBS pH 7 frío y se resuspendieron en 450 μl de PBS pH 8, 

al  cual  se  le  adicionó 50  μl  de  DOC al  10%  y  se  incubó por  20  min a 4 °C. 

Posteriormente  se  le  añadió 450  μl de  PBS  pH  8  y  se  mezcló bien.  Después  se 

añadieron  100  μl de  sacarosa  con  rojo  fenol al  fondo  del  tubo (colchón  de 

sacarosa) y se centrifugaron a 13 000 � g por 30 min. El sobrenadante se analizó

por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida estándar o copolimerizada con gelatina

al 0.2%.

6.9. Western blot

Esta técnica permitió la identificación de proteínas la banda de la proteinasa 

TvCP2 por WB  en una  dimensión,  lo  cual nos permitió seguir  el  comportamiento 

de esta proteína en respuesta a diferentes condiciones de hierro y de glucosa en 

el medio.

4
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En  una  charola  se  colocó amortiguador  de transferencia  donde  se  preparó

el “sándwich” en el siguiente orden: lado oscuro de la unidad de transferencia, 

esponja,  papel  filtro  Whatman  No  3,  gel  de  poliacrilamida  que  se  transfirió

(colocando  marcadores  a  la derecha),  membrana  de nitrocelulosa (NC) de  0.45

μm,  papel  filtro  Whatman No.  3,  esponja  y  lado  transparente  de la  unidad. 

Enseguida,  se  colocó el  lado  negro  de  la  unidad  de  transferencia  de  tal  manera 

que coincida con la cara negra de la cámara de transferencia, la cual se colocó en 

la  unidad  de  transferencia  y  en  baño  de  hielo.  La  transferencia  se  realizó con 

agitación suave en frío a 40 V por 20 min y posteriormente 1 h a 100 V.

Posteriormente por  tinción  de las  membranas  con  Rojo de  Ponceau  al 

100%, se verificó la transferencia se capturó la imagen en el fotodocumentador, se 

destiñeron con  PBS  pH  7  y las  membranas  se  bloquearon con  leche  al  10%  en 

PBS-T 0.1% toda la noche en agitación constante a 4°C.

Las  membranas bloqueadas  se  lavaron 5� con  PBS-Tween  20  al 0.1%

(PBS-T) durante 10 min por lavado a TA. Las membranas de NC se incubaron 18 

h con  el  anticuerpo  primario diluido  en  PBS-T al 0.05%.  Las  diluciones  de  los 

anticuerpos   primarios   dependen   del   tipo   de   revelado,   por   color   o   por 

quimioluminiscencia. Para el anticuerpo �-TvCP2 se usó una dilución 1:3000. Las 

membranas se lavaron  5� con  PBS-T y se les adicionó el  anticuerpo  secundario 

(cabra �-conejo) acoplado a HRP diluido 1:3000 en PBS-T al 0.05% con leche al 

2.5% a 37 °C por 1 h. Las membranas se lavaron 3� con PBS-T en agitación a TA 

durante  10  min y 2� con  PBS  pH  7.  La  reacción  se  reveló por  color  o  por 
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quimioluminiscencia. En el revelado por color, las membranas se sumergieron 30 

min  a  TA  en  la  solución  de  revelado  que  contiene  7.5  mg  de 4-cloro-naftol  (BIO-

RAD),  2.5  ml  de  metanol  frío,  12.5  ml de  TBS y 7.5  μl de  H2O2 al  30%.  Para  el 

revelado  por  quimioluminiscencia  se  utilizó el  kit  de  revelado  SuperSignal (West 

Pico   Substrate   de   ThermoScientific) mezclando   justo   antes   de   utilizar   las 

soluciones A y B en relación 1:1 el revelador se colocó en la membrana de NC y 

se  reveló en  el  fotodocumentador  utilizando  el  software  ChemiDoc-XRS de Bio-

Rad para la captura de las imágenes.

6.10. Cultivo de células HeLa

A placas de 96 pozos se agregaron ~ 3.5 � 104 células/pozo (100 μl/pozo) y 

se incubaron durante 20 h a 37 °C en una atmósfera de CO2 al 5% para obtener 

monocapas confluentes de células HeLa (~ 5 � 104 células/pozo). Las monocapas 

confluentes se lavaron 3� con PBS pH 7 frío para eliminar las células no adheridas

y se utilizaron para los ensayos de citotoxicidad como se describe a continuación.

6.11. Ensayo de citotoxicidad

Estos  ensayos permitieron  conocer  si  la  TvCP2  es  parte  del  proceso  de 

citotoxicidad hacia células HeLa inducida por T. vaginalis mediante la inhibición de 

la función con el anticuerpo policlonal �-TvCP2r.

Para los  ensayos  de  citotoxicidad  ~2 � 105 parásitos/pozo,  se  depositaron 

sobre monocapas confluentes de células HeLa (~5 � 104 células/pozo), obteniendo 

una relación 4:1 (parásito/HeLa). La interacción se realizó en medio D-MEM-TYM

o TY en una relación 2:1, sin suero bovino. Adicionalmente, el medio DMEM-TYM

29
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se  suplementó con 150  μM  de  2-2 -́dipiridilo,  o  se  eliminó  la  glucosa  del  medio 

DMEM-TY, según correspondiera. La interacción parásito-HeLa se incubó durante 

1  h a  37 °C,  en  atmósfera  de  CO2 al  5%.  Al  finalizar  el tiempo  de  incubación,  se 

retiró el  medio  de  los  pozos  y  las  monocapas se  lavaron 3� con  PBS  pH 7  frío, 

para eliminar los parásitos. Posteriormente, las monocapas de HeLa se fijaron con 

formaldehído  al  2%  en  PBS  pH 7, durante  10  min  a  TA,  se  lavaron 2� con  PBS 

pH7 y se tiñeron con 50 μl de cristal violeta, durante 10 min a TA. Finalmente, los 

pozos se lavaron 3� con PBS para eliminar el exceso de colorante y la integridad 

de las monocapas se analizó por microscopía óptica y la imagen se capturó. Para 

determinar  el  %  de  citotoxicidad,  el  colorante  cristal  violeta  retenido  por  las 

monocapas fue eluído con 50 μl de SDS al 1% en etanol al 50% y la absorbancia a 

570  nm  se  cuantificó  en  el lector  de  ELISA Multiskan.  Los  valores de  las 

absorbancias  se  graficaron  utilizando  el  software  GraphPad  Prism 6.  El  %  de 

citotoxicidad se   calculó comparando   la   absorbancia   correspondiente   a   las 

monocapas  de  HeLa  que  interaccionaron  con T.  vaginalis, contra  la  absorbancia 

de células HeLa sin tratamiento la cual se tomó como el 100% de monocapa.

6.12. Ensayo de inmunofluorescencia indirecta

Para determinar el efecto del hierro y de la glucosa en la localización de la 

TvCP2 en este ensayo se crecieron 4 ��106 parásitos en distintas condiciones de

hierro y  glucosa, adheridos  a  cubreobjetos  por  18  h a  37 °C. Enseguida,  se 

lavaron  con  PBS pH  7  filtrado  tibio  y  se  fijaron  con  paraformaldehído  al  2% en 

PBS, tibio, durante 30 min a TA. Después se lavaron 5� con PBS y 5� con PBS-

albúmina al 1%. Los parásitos se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.2% por 10 

2
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min, otra  parte  de  los  parásitos  no se  permeabilizaron  y  solo  se  incubaron  con 

PBS  por  10  min,  luego los  parásitos  en  ambas  condiciones se bloquearon  con 

glicina  0.5  M  durante  1  h a  TA y se  lavaron 5� con  PBS-glicina  0.5  M.  Las 

muestras se incubaron por 2 h con 20 μl del anticuerpo primario �-TvCP2 diluido 

1:100  en  PBS.  El anticuerpo  secundario cabra �-conejo  conjugado a  FITC  se 

diluyó en PBS (1:100), se agregó a las laminillas (20 μl) y se incubó durante 2 h a 

TA. Los  parásitos  no  permeabilizados  se  incubaron  con  DIL  1:2 000 (en  agua 

miliQ  filtrada)  para  teñir  los  lípidos  de  la  membrana  plasmática durante  30  min, 

mientras  que  los  permeabilizados  se  incubaron  solo  con  PBS. A las  laminillas  se 

les  agregó 7 μl de  la  resina  Vectashield  +  DAPI  para  teñir  los  núcleos  (Vector 

Laboratories),  se  montaron  en  portaobjetos y  se  observaron por  microscopía  de 

epifluorescencia (Nikon) y confocal (Zeiss).

6.13. Ensayo de colocalización con “ Lysotracker”

Para  determinar  la  localización  subcelular  de  la  TvCP2,  los parásitos se 

crecieron  en  las condiciones  de  bajo  y  alto,  hierro  o glucosa  sobre  cubreobjetos 

estériles en placas de 6 pozos, en los cuales se colocó el “Lysotracker Red-DND 

99” a  una  concentración  final  de  1  μM en  medio  TYM  o  TYG suplementado  con 

SBA al 10% (2 ml), con los parásitos vivos, se incubó 12 h a 37°C. A partir de aquí 

todo el procedimiento se realizó protegiendo a las laminillas de la luz. El medio se 

retiró y  los  parásitos  adheridos  a  las  laminillas  se  enjuagaron con  solución  de 

Hank balanceada en sales 1x tibia. Se fijaron con 1 ml de paraformaldehído al 2% 

(preparado  en  PBS pH 7)  filtrado  a  temperatura  ambiente, se  lavaron  5� con 

solución de Hank 1� y se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.2% en solución de 
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Hank 1�, las laminillas se lavaron 5� con solución de Hank y se incubaron con 1 

ml  de  suero  fetal  bovino  al  1%  en  solución  de  Hank 1�,  para  posteriormente 

bloquear las laminillas con glicina 0.5 M en PBS. Las laminillas se lavaron 5� con 

glicina  0.5  M en  PBS y  se  incubaron  con  20  μl  de  anticuerpo  anti-TvCP2  diluido 

1:100 en solución de Hank 1� durante 2 h, se lavaron 5� con solución de Hank 1�

y  se  incubaron  con  20  μl  de anticuerpo  secundario  cabra �-conejo conjugado a 

FITC  diluido  1:100  en  solución  de  Hank 1�. Las  laminillas se  lavaron 5� con 

solución de Hank 1� y se montaron en portaobjetos limpios y desengrasados con 

7  μl  de  Vectashield  +  DAPI,  se  sellaron  las  laminillas  con  barniz  encapsulador 

transparente y se analizaron por microscopía confocal (Zeiss).

6.14. Ensayos de secreción in vitro

Estos ensayos permitieron saber si la TvCP2 se encuentra en los productos 

de secreción activa de T. vaginalis.

A parásitos (25 � 106)  crecidos  en  diferentes  condiciones  de  cultivo  se  le 

añadieron 25 ml de PBS-Maltosa 0.5% y se incubaron a 37°C durante 90 min y se 

recuperó el  sobrenadante,  para  analizar  los  productos  de  secreción. Éstos se 

filtraron  por  membrana  de  0.22  μm  y el  filtrado  se  precipitó con  TCA al 10% 

durante 18 h, se centrifugó a 4 000 � g durante 15 min y a la pastilla se le dieron 5 

lavados con acetona fría. Después, la pastilla que quedó en las paredes del tubo 

se  resuspendió en  80 μl de  amortiguador  de  muestra  1�,  se hirvió 5  min y  se 

centrifugó a 13 000 � g durante 5 min; el sobrenadante se analizó por SDS-PAGE 

y WB en geles de poliacrilamida al 12%.

25
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6.15. Inmunomarcaje para Microscopía Electrónica de Transmisión (MET)

Para  realizar  inmunomarcaje  con  oro,  cultivos  de T.  vaginalis crecidos  en 

condiciones de alta glucosa (50 mM de glucosa) y restricción de glucosa (≤ 1 mM 

de  glucosa),  se  fijaron  con  paraformaldehído  al  4%  y  con  glutaraldehído  al  0.5% 

en PBS durante 1 h a TA y después toda la noche a 4°C, se lavó 2� con PBS para 

eliminar el exceso de fijador y una vez con etanol al 25% para eliminar las sales, 

seguido de un proceso de deshidratación con etanol al 70%, 90% y 100% por 30 

min  cada  uno.  Posteriormente,  se  realizó  la  preinclusión  con  una  relación  2:1  de 

etanol  al  100%  y  resina  LR-White  (SPi  SUPPLIES)  durante  1  h  en  movimiento, 

luego con una relación 1:1 de etanol al 100% y resina LR-White durante 1.5 h, se 

dejó en resina pura toda la noche a TA y en movimiento, se hicieron tres cambios 

de  resina  pura  para  dejar  en  polimerización  durante  3  días  con  luz  ultravioleta  a 

TA.  Se bloqueó  1  h  con  SFB  al  10%,  se  realizó  el  marcaje  incubando  con  el 

anticuerpo  primario  α-TvCP2  dilución  1:40  toda  la  noche  a  4°C,  se  lavó  con 

amortiguador salino de fosfatos pH 7 para lavar el exceso del anticuerpo primario 

e incubar con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a partículas de oro de 

30 nm durante 1 h a TA en cámara húmeda, se lavó con amortiguador de fosfatos 

y  agua  filtrada  para  quitar  las  posibles  sales  residuales.  Por  último,  se  realizó  el 

contraste con acetato de uranilo durante 15 min y citrato de sodio durante 1 min, 

lavando el exceso con agua filtrada.

5

5
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7.-RESULTADOS

7.1. Efecto de la glucosa sobre la expresión de TvCP2

Para  evaluar  el  efecto  de  la  glucosa  sobre  la  expresión  del  gen tvcp2 se 

realizaron ensayos de RT-PCR semicuantitativa a partir de RNA total de parásitos 

del  aislado  CNCD  188 de T.  vaginalis crecidos  en diferentes concentraciones  de

glucosa (≤1  mM,  25  y  50  mM) en  el  cultivo,  referidas  posteriormente  como 

condiciones de baja, normal y alta glucosa, respectivamente, se sintetizó cDNA de 

cada condición de glucosa, que se utilizó como molde para amplificar el gen tvcp2

y el gen β-tub como control de carga. El DNA genómico del aislado CNCD 188 se 

utilizó como  molde  para  el  control  positivo  de  amplificación  y como controles 

negativos, se utilizaron RNA tratado con DNAsa I, para corroborar que la reacción 

que  observamos  efectivamente  sea  por  el  cDNA  y  no  por  trazas  de  DNA 

genómico, así como una reacción sin DNA. En la figura 9 se observa un amplicón 

de 945  pb en  las  tres condiciones de  glucosa  probadas  que no muestra cambios 

en  la  expresión  del  gen tvcp2 debido al  estímulo  de  glucosa,  comparado  con  el 

amplicón de β-tubulina, de 112 pb, control.

Una vez que observamos que la glucosa no tiene efecto sobre la expresión 

del  gen tvcp2,  revisamos si había  algún  efecto de  la  glucosa al nivel  de  cantidad 

de proteína TvCP2. Por lo que, se realizaron ensayos de WB, utilizando extractos 

de  proteínas  totales  de parásitos  del aislado  CNCD  188  crecidos  en  las  tres 

condiciones de glucosa y el anticuerpo policlonal �-TvCP2r.
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Figura 9.- Efecto de la glucosa sobre la expresión del gen tvcp2. En gel de agarosa al 

1% se separó el amplicón obtenido para el gen tvcp2 en las tres condiciones de glucosa

(panel  superior)  y  el  amplicón  del  gen  de  la  β-tubulina  como  control de  carga (panel 

inferior). Como control positivo de amplificación se usó DNA genómico como molde, como 

controles negativos de la RT-PCR se usó como molde al RNA tratado con DNAsa I o una 

reacción sin DNA. 
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En la figura 10 se muestra el resultado del ensayo de WB con el anticuerpo 

�-TvCP2 que reconoció de  una  banda  de  27  kDa, en mayor  cantidad  en  la 

condición de baja glucosa que en normal y alta glucosa que por el tamaño podría 

corresponder  a  la  proteasa  madura. Con  el  control  de  carga  (�-TvENO),  se 

detectó una  banda  de  48  kDa de  la TvENO que  no  muestra  cambios  en  la 

cantidad  de  proteína  en  las  tres  condiciones  de glucosa,  mientras  que con  el 

control  de respuesta  positiva  a  glucosa  (�-EhHK), se  observó una  banda  de  43 

kDa de  la  TvHK cuya cantidad se  incrementó  al  aumentar la  concentración  de 

glucosa  en  el  cultivo. Como  era  de  esperarse,  el  suero  preinmune  no  mostró 

reacción  (Fig.  10). Del  mismo  modo  se  realizó  el  ensayo  de  WB  utilizando 

extractos  resistentes  a  proteasas  obtenidos de  parásitos  crecidos  en  las tres 

condiciones  de glucosa y  diferentes  anticuerpos  primarios. En  la  figura  11  se 

muestra el resultado obtenido con los extractos resistentes a proteasas, en el que

se puede observar el perfil de proteínas del extracto resistente a proteasas (panel 

A).
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Figura 10.- Efecto de la glucosa sobre la cantidad de TvCP2, en extractos totales de 

proteínas. A) Perfil de proteínas totales de parásitos crecidos en las tres condiciones de 

glucosa, utilizando un extracto total de proteínas precipitado con TCA al 10%. B) WB con 

el  anticuerpo �-TvCP2,  que  muestra  una  mayor  cantidad  de  proteína  en  la  condición  de 

baja  glucosa.  C)  Análisis  densitométrico  de  la  cantidad  de  proteína  TvCP2  en  las 

diferentes  condiciones  de  glucosa.  D) Control  de  suero  preinmune  que  no  muestra 

reacción. E)  Control  de carga,  utilizando  el  anticuerpo �-TvEno,  que  no  responde  a  las 

condiciones  de glucosa.  F)  Control  de  respuesta  positiva  a glucosa,  con el  anticuerpo �-

EhHK, que muestra mayor cantidad de proteína TvHK en la condición de alta glucosa.



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 121 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

42



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 122 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 123 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

43



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 124 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

de parásitos crecidos en las diferentes condiciones de glucosa. Los resultados de 

los ensayos de WB con el anticuerpo �-TvCP2 mostraron una mayor cantidad de 

proteína en la condición de baja glucosa en el peso esperado de 27 kDa, respecto 

a las condiciones de normal y alta glucosa (panel B), similar a lo observado con el 

anticuerpo �-TvLEGU-1  utilizado  como el  control de  respuesta  a  glucosa, que

también respondió negativamente  a  la  glucosa, ya  que  se  observó una  mayor 

cantidad  de  proteína  en  el  peso  esperado  de  30  kDa,  en  la  condición  de  baja 

glucosa, comparando  con  normal  y  alta  glucosa  (panel  C).  El suero  preinmune 

utilizado  como  control negativo,  no  mostró  reacción  (panel  D).  Para  los  extractos 

resistentes  a  proteasas  no  se  tiene  un  control  de  carga  para  los  ensayos  de WB

debido  a  que  las  proteínas  que  son  clásicamente  usadas  como  control  de  carga 

son  susceptibles  a  degradación  por  proteasas.  Estos  ensayos  fueron  realizados 

por triplicado, con resultados similares que muestran diferencias significativas (P < 

0.05). Con estos datos, se puede concluir que la glucosa tiene un efecto negativo 

en la cantidad de proteína TvCP2.

Después  que  determinamos  el  efecto  de  la  glucosa  sobre  la  expresión  del 

gen tvcp2 y la cantidad de proteína TvCP2, se revisó el efecto de la glucosa en la 

localización    de    la    TvCP2. Por    lo    que se    realizaron    ensayos    de 

inmunofluorescencia indirecta utilizando parásitos del aislado CNCD 188 crecidos 

sobre  laminillas  en  las  condiciones  de  baja,  normal  y  alta  glucosa,  los  cuales  se 

probaron con el anticuerpo α-TvCP2 y se analizaron por microscopía confocal
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Figura  11.- Efecto  de  la  glucosa  sobre  la  cantidad  de  TvCP2,  en extractos  de 

proteínas  resistentes  a  proteasas. A)  Se  muestra  el  perfil  de  proteínas  obtenidas  a 

partir  de  extractos  resistentes  a  proteasas  de  parásitos  crecidos  en  las  condiciones  de 

baja,  normal  y  alta  glucosa.  B) WB  con  el  anticuerpo �-TvCP2,  que  muestra  una  mayor 

cantidad de proteína en la condición de baja glucosa. C) Control de respuesta negativa a 

glucosa con el anticuerpo �-TvLegu-1. D) Control negativo utilizando suero preinmune. E) 

Análisis densitométrico de la cantidad de proteína TvCP2 en las distintas condiciones de 

glucosa.
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para detectar la localización de la proteína en el parásito. Por ensayos realizados 

por Lorenzo-Benito, 2011 en su trabajo de maestría, se tiene el antecedente que al

utilizar parásitos   crecidos   en   condiciones   normales (medio   TYM) la   TvCP2 

presenta   localización   dispersa   en   el   citoplasma,   así   como   localización   de 

superficie.  Por  lo  que  nuestro  objetivo  fue  ver  si  la  glucosa  tenía  un efecto  en  la 

localización de la TvCP2 en el parásito. En la figura 12 se muestran las imágenes

de microscopía confocal obtenidas de parásitos permeabilizados, en los cuales la 

marca  de  TvCP2  efectivamente  presenta  una  localización  citoplásmica,  difusa, 

cercana  a  la  membrana,  de  aspecto  punteado  y  que podría  corresponder a

vesículas. El análisis comparativo entre las diferentes condiciones de glucosa, se 

observa una   mayor   cantidad   de   marca   en   los parásitos   de   baja   glucosa, 

comparados con los de glucosa normal y alta, aunque el patrón de distribución se 

mantiene  en  las  tres  condiciones  de  glucosa. En  la  figura  13  se  muestran  las 

imágenes de microscopía confocal obtenidas de parásitos no permeabilizados, en 

los  cuales  la  marca  de  la  TvCP2  tiene  localización  citoplásmica,  difusa,  con 

algunos   puntos   de   colocalización   con   el   marcador   DIL   de   membrana que 

disminuyó con el estímulo de glucosa.

Resulta  interesante  el  patrón  de  distribución  de  la  marca  de  TvCP2  en  los 

parásitos,   sobre   todo   el   aspecto   punteado   que   presentan,   que   semejan a 

vesículas,  por  lo  que,  para  corroborar esta  distribución,  se  realizaron  ensayos  de 

inmunolocalización con partículas de oro y microscopía electrónica de transmisión 

(MET), utilizando parásitos del aislado CNCD 188 crecidos en condiciones de baja 

y alta glucosa incubados con el anticuerpo �-TvCP2. En la figura 14, del panel A al 
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Figura  12.- Efecto  de  la  glucosa  en  la  localización  de  la  TvCP2 en  parásitos 

permeabilizados. En  la  parte  superior  se  muestran las imágenes  obtenidas  a  partir  de 

parásitos  crecidos en  las  tres  condiciones  de  glucosa.  Se  muestra  el  campo  claro,  la 

marca  de  DAPI en  azul,  que  es  un  marcador  de  núcleo,  la  marca  de  TvCP2 en  verde 

utilizando  FITC  como  marcador  y  el  traslape  entre  la  marca de  DAPI  y  FITC  el  cual 

muestra la localización citoplásmica de la TvCP2.
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Figura  13.- Efecto  de  la  glucosa  en  la  localización  de  la  TvCP2  en  parásitos  no 

permeabilizados. En  la  parte  superior  se  muestran  las  imágenes  obtenidas  a  partir  de 

parásitos  crecidos  en  las  tres  condiciones  de  glucosa.  Se  muestra  el  campo  claro,  la 

marca  de  DAPI en  azul,  que  es  un  marcador  de  núcleo,  la  marca  de  TvCP2 en  verde 

utilizando  FITC  como  marcador,  la  marca  de  DIL en  rojo,  que  es  un  marcador  de 

membrana,  el  traslape  entre  la  marca  de  DAPI  y  FITC  el  cual  muestra  la  localización 

citoplásmica  de  la  TvCP2  y  un  acercamiento que  muestra  las  zonas  de  colocalización 

entre la marca de TvCP2 y DIL.
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D  se  muestran  las  imágenes  obtenidas  de  parásitos  crecidos  en  condición  de 

restricción de glucosa, en los que se puede apreciar marca de la TvCP2 dispersa 

en   el   parásito   (61.7%),   asociada   a   organelos   como   en   la   membrana   de 

hidrogenosomas  (1.77%),  y  en  menor  medida  en  el  interior,  así  como  también 

asociada  a  la  superficie  de vesículas o  en  el  interior  de  las mismas (30.09%).  La 

marca de oro de TvCP2 también se encontró libre en el citoplasma, asociada a la 

membrana del parásito (6.07%) posiblemente a través de una vía dependiente de 

vesículas. Además, se encontró marca de TvCP2 en el exterior del parásito, como 

si  fuera  un  producto  de  secreción (4.05%). Del  panel  E  al  H,  se  muestran 

imágenes obtenidas de parásitos crecidos en alta glucosa, en los que se observa 

una menor cantidad de marca, con respecto a la condición de baja glucosa, lo que 

es  consistente  con  lo  obtenido  por  WB  en  cuanto  a  la  cantidad  de  proteína  en 

estas  condiciones de  glucosa;  se  observa  que  hay  marca  que  se  encuentra 

asociada  a  vesículas (54.15%),  ya  sea  en  membrana  o  en  el  interior  de  las 

mismas, también se observa marca asociada a la membrana del parásito (3.99%)

la  cual  posiblemente  se  movilice  a  través  de un  mecanismo  dependiente  de 

vesículas. En   esta   condición se   encontró   marca   de   la TvCP2   asociada   a 

hidrogenosomas (1.00%),  lo  que  nos  indica  que  posiblemente  en  la  condición  de 

restricción  de  glucosa  tenga  una  participación,  aunque  en  estos  momentos  es 

difícil  dilucidar  cuál  sería  esa  función  en  hidrogenosomas. %).  El  porcentaje  de 

marca  se  obtuvo  a partir  del  conteo de  partículas  de  oro en 8  imágenes  de  cada 

condición de glucosa. En la tabla 2 se muestra el porcentaje de localización de la 

marca  de  TvCP2  por  compartimento  celular,  encontrando  que  hay  cambios  en  la 

cantidad de marca localizada debido a la concentración de glucosa. 
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Figura  14.- Inmunolocalización  de  la  TvCP2  por  marcaje  con  oro. En  la  fila  A-D  se 

muestran imágenes de la marca con oro de TvCP2 en parásitos crecidos en condiciones 

de restricción de glucosa. En estas imágenes se puede apreciar que la marca de TvCP2 

se   encuentra   en   distintas   localizaciones,   como   son   hidrogenosomas,   vesículas, 

membrana  del parásito, así  como  producto  de  secreción.  En  la  fila  E-H,  se  muestran 

imágenes  de  parásitos  crecidos  en  altas  concentraciones  de  glucosa,  que  muestran 

localización de TvCP2 en vesículas, membrana del parásito, así como secretada.
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Tabla 1. A. Cantidad de partículas de oro y % de localización de la marca de 

TvCP2 en baja glucosa

B. Cantidad de partículas de oro y % de localización de la marca de TvCP2 en 

alta glucosa

Imagen Cantidad 
de 
partículas 
de oro

Membrana Vesículas Hidrogeno-
somas

Libre en 
citoplasma

Secreción Núcleo

1 46 1 28 0 15 2 0
2 26 1 7 0 14 4 0
3 41 1 24 0 14 2 0
4 49 1 28 1 13 6 0
5 36 1 28 2 4 1 0
6 46 2 18 0 21 5 0
7 20 1 11 0 7 1 0
8 37 4 19 0 12 2 0

Promedio 37.63 1.50 20.38 0.38 12.50 2.88 0
%
localización

3.99 54.15 1.00 33.22 7.64 0

Imagen Cantidad 
de 
partículas 
de oro

Membrana Vesículas Hidrogenosomas Libre en 
citoplasma

Secreción Núcleo

1 207 5 79 5 118 0 0
2 181 17 46 3 115 6 0
3 45 2 10 0 30 3 3
4 30 2 17 1 10 10 0
5 122 6 39 0 77 3 0
6 162 10 40 5 107 5 0
7 44 6 7 0 31 5 0

Promedio 113 6.86 34 2 69.71 4.57 0.43
% 
localización

6.07 30.09 1.77 61.69 4.05 0.38
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La localización  en  vesículas,  en  ambas  condiciones  de  glucosa,  aunado  a 

los datos que se tienen por microscopía confocal, sugieren que posiblemente parte 

de las vesículas a las cuales se encuentra anclada la TvCP2 sean lisosomas. Para 

comprobarlo,   se   realizaron   ensayos   de   colocalización   con   un   marcador   de 

lisosomas. Este experimento se realizó utilizando parásitos del aislado CNCD 188 

crecidos  en  condición  de  baja  y  alta  glucosa en  presencia  de  Lysotracker  Red  1 

μM durante 12 h.

En la figura 15 se muestra el resultado de los ensayos de colocalización con 

Lysotracker, en los cuales se observa en la fila A-E el resultado correspondiente a 

parásitos  en  baja  glucosa,  en  los  que  podemos  observar  colocalización (en 

amarillo) entre  algunas  de  las  marcas  de  la  TvCP2 (verde) con  la  marca  de 

Lysotracker (rojo). En la fila F-J se muestra lo obtenido con parásitos crecidos en 

alta glucosa, en los que se observa que también existen puntos de colocalización

(amarillo) entre la marca de TvCP2 y la de Lysotracker. Con esto, podemos decir 

que  parte  de  la  asociación  de  la  marca  de  TvCP2  a  vesículas,  es  porque a  la 

TvCP2 se le encuentra  en  lisosomas,  pudiendo  tener  una función  degradativa  en 

el lisosoma o que la vesícula actúe como transporte de la proteasa.

Con los datos anteriormente descritos, podemos decir que la glucosa tiene 

un  efecto  global  sobre  la  TvCP2,  a  pesar  de  que  no  afecta  la  expresión  del  gen 

tvcp2, si muestra un efecto negativo tanto a nivel de cantidad de proteína como en 

la localización en el parásito, al tener una mayor cantidad de proteína en la 

27
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Figura  15.- Ensayo  de  colocalización  de  TvCP2  con  lysotracker. En  la  parte 

superior  se  muestran  las  imágenes  obtenidas  a  partir  de  parásitos  crecidos  en  las  tres 

condiciones de glucosa. Se muestra el campo claro, la marca de DAPI en azul, que es un 

marcador  de  núcleo,  la  marca  de  TvCP2 en  verde utilizando  FITC  como  marcador,  la 

marca  de  lisosomas en  rojo, utilizando  Lysotracker  Red,  el  traslape  entre  la  marca  de 

DAPI, FITC Y Lysotracker Red, el cual muestra la localización citoplásmica de la TvCP2 y 

que colocaliza en algunos puntos con la marca de lisosomas.
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condición de baja glucosa, y que esta condición podría favorecer la aparición de la 

TvCP2 en la membrana del parásito, así como en otros organelos, desconociendo 

por el momento la posible función de la TvCP2 en dichos organelos, como en los 

hidrogenosomas.

7.2. Efecto del hierro sobre la expresión de TvCP2

Una  vez  que se determinó el  efecto  de  la  glucosa  sobre  la  TvCP2,  se 

estudió el efecto del hierro, otro factor ambiental al que se enfrenta T. vaginalis en 

su  ambiente  natural cuyos  niveles  fluctúan  durante  el  ciclo  menstrual. Por  lo  que 

se  inició con  la  determinación  del  efecto  del  hierro  sobre  la  expresión  del  gen 

tvcp2 por ensayos de RT-PCR semicuantitativa. Para los ensayos de RT-PCR se 

utilizó cDNA de parásitos del aislado CNCD 147 crecidos en condiciones de bajo, 

normal  y  alto  hierro, como  molde el DNA  genómico  del  aislado  CNCD  147 se 

utilizó como control positivo, y como controles negativos se utilizó RNA tratado con 

DNAsa I, para demostrar que el amplificado a partir de cDNA no se deba a trazas 

de  DNA  genómico y  una  reacción  sin  DNA. El  gen de  la  beta-tubulina (β-tub)

también se amplificó como control de carga, ya que este gen no muestra cambios 

en  su  expresión  por  las  diferentes  condiciones  de  hierro.  En  la  figura  15 se 

muestra el amplicón de 945 pb del tamaño esperado para el gen tvcp2 que es más 

abundante en la condición de bajo hierro comparado con las condiciones normales 

y de alto hierro mientras que el amplicón de 112 pb de la β-tubulina no muestra 

1
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Figura 16.- Efecto del hierro sobre la expresión del gen tvcp2. En la parte superior se 

muestra un gel de agarosa al 1%, que presenta el amplicón de 945 pb esperado para el 

gen tvcp2 en las condiciones de bajo, normal y alto hierro, así como el amplicón de β-

tubulina, como control de carga. El control positivo fue DNA genómico de CNCD 147, los 

controles negativos  fueron RNA  tratado  con  DNAsa  I  y una  reacción de  PCR sin  DNA.

Estos   resultados   se   hicieron   por   triplicado   en   experimentos   independientes   y   las 

diferencias encontradas en el análisis densitométrico fueron significativas p<0.05.
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cambios  en  las  condiciones  de  hierro  probadas.  Estos  resultados  indican  que  el 

hierro afecta de manera negativa la expresión del gen tvcp2.

Después  de  determinar que  el  hierro  tiene  un  efecto  negativo  en  la 

expresión  del  gen tvcp2, se  analizó  si  presentaba  el  mismo  efecto  a  nivel  de 

cantidad de proteína. Para esto se realizaron ensayos de WB con extractos totales 

de proteínas de parásitos crecidos en las condiciones de bajo, normal y alto hierro

y se  probaron con  diferentes anticuerpos primarios:  el  anticuerpo �-EhHK  como 

control  de  carga,  ya  que la  hexoquinasa  de T.  vaginalis (TvHK) es  una  proteína 

que  no  cambia  su  cantidad  de  proteína  en  diferentes  condiciones  de  hierro; el 

anticuerpo �-TvPFO,  como control  de  respuesta  positiva  a  hierro, ya  que  la  PFO 

se  modula  positivamente  por  hierro  y  como control negativo  se  usó suero 

preinmune. La  figura  16  muestra que el  anticuerpo  α-TvCP2 presentó  mayor

reconocimiento de la banda de 27 kDa en bajo hierro, comparado con condiciones 

normales  y  de  alto  hierro;  mientras  que  el  anticuerpo �-TvPFO  mostró  mayor 

reconocimiento de la proteína PFO de 120 kDa en alto hierro que en condiciones 

normales y de bajo hierro y el anticuerpo �-EhHK mostró cantidades similares de 

la banda de 45 kDa de la TvHK, en las tres condiciones de hierro probadas. Estos 

resultados   coinciden   con   el   efecto   obtenido   a   nivel   de   transcrito   con   las 

variaciones de hierro en el cultivo.

2
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Figura  17.- Efecto  del  hierro  sobre  la  cantidad  de  proteína  TvCP2 en  extractos 

totales  de  proteínas. A)  Perfil  de  proteínas  de  parásitos crecidos  en  las  condiciones  de 

bajo,  normal  y  alto  hierro en  un  gel  de  poliacrilamida  al  12%  teñido  con  Azul  de 

Coomassie. B) Ensayo de WB con el suero preinmune que no muestra reconocimiento. C) 

Ensayo de WB con el anticuerpo �-TvCP2. D) Ensayo de WB con el anticuerpo �-TvPFO. 

E) Ensayo de WB con el anticuerpo �-EhHK como control de carga, ya que la cantidad de 

proteína TvHK no cambia por hierro. F) Análisis densitométrico de la cantidad de proteína 

TvCP2 en las distintas condiciones de hierro.

3
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del  mismo  modo,  se  probó  a  la  TvCP2  por  WB  en parásitos  crecidos  en las 

diferentes  condiciones  de  hierro  utilizando  un  extracto  resistente  a  proteasas  y 

diferentes anticuerpos primarios: el anticuerpo α-TvCP2, el anticuerpo �-TvLegu-1

usado como control carga y como control negativo se usó el suero preinmune. En 

la figura 18 se muestra el perfil de proteínas resistentes a proteasas de parásitos 

crecidos  en  las  tres  condiciones  de  hierro  teñidas con Azul  de  Coomassie (panel 

A). Por  WB  con  el  anticuerpo �-TvCP2  se  observó  una  mayor  cantidad  de  la 

proteína  de  27  kDa  en  la condición  de  bajo  hierro  que  en  normal  y  alto  hierro 

(panel  B)  comparado  con  los  controles  con  el  anticuerpo �-TvLEGU-1,  que 

reconoció  una  banda  de  ~30  kDa  pero  no  muestra  cambios  en  la  cantidad  de 

proteína  en  las  diferentes  condiciones  de  hierro  (panel  C) y con  el  suero 

preinmune,  que  no  muestra  reacción en  ninguna  condición  (panel  D). El  análisis 

densitométrico de las bandas detectadas con el anticuerpo �-TvCP2 confirma las 

diferencias  observadas  (panel  E)  que  son  significativas  entre  bajo  y  alto  hierro

P<0.05.

Una vez que determinamos que el hierro tiene un efecto en la expresión del 

gen tvcp2, así  como  en  la  cantidad de  proteína,  se  analizó  si  el  hierro  también 

puede modular la  localización  de  la  proteína  TvCP2  en  el parásito.  Para  esto 

parásitos  del  aislado  CNCD  147  se  crecieron  sobre  laminillas  en  las  condiciones 

de bajo, normal y alto hierro, se fijaron, se permeabilizaron, y se incubaron con el 

anticuerpo �-TvCP2, para detectar la localización de la proteína en las diferentes 

condiciones de  hierro.  En  la  figura  19 se  puede  observar  una  mayor  cantidad  de 

marca (verde) en bajo hierro comparado con alto hierro; la marca se encuentra 

2
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Figura  18.- Efecto  del  hierro  sobre  la  cantidad  de  proteína  TvCP2  en  extractos 

resistentes a proteasas. A) Perfil de proteínas obtenidas a partir de extractos resistentes 

a proteasas de parásitos crecidos en las condiciones de bajo, normal y alto hierro teñido 

con  azul  de  Coomassie; B) WB con el anticuerpo α-TvCP2;  C)  Control  de  carga  con el 

anticuerpo  α-TvLegu-1.   D) Control   negativo con   el suero   preinmune.   E)   Análisis 

densitométrico  de  la  cantidad  de  proteína  TvCP2  en  las  diferentes  concentraciones  de 

hierro.



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 169 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

66



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 170 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 171 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

67



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 172 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

dispersa  en  el  citoplasma  de  aspecto  punteado,  que  parecieran  ser  vesículas  y 

también  localizada  en  ciertas  regiones  de  manera  focalizada  o  en  acúmulos  o 

cercana  a  la  membrana.  En  la  figura  20  se  muestran  imágenes  de  microscopía 

confocal en  parásitos  no  permeabilizados  crecidos  en  las  tres  condiciones  de 

hierro en  las  que  se  observa  la  marca  de  TvCP2  dispersa  en  citoplasma,  con 

algunos puntos de localización con el marcador DIL. Es interesante observar que

la cantidad de marca de TvCP2 en la membrana se incrementa en la condición de 

alto  hierro,  mientras  que  la  citoplásmica  se  incrementa  en  la  condición  de  bajo 

hierro. 

Con  estos  resultados  podemos  concluir  que  el  hierro  tiene  un  efecto

negativo sobre la TvCP2, tanto a nivel de transcrito como de cantidad de proteína, 

que   se   confirma   con   la   cantidad   de   marca   observada   por   ensayos   de 

inmunofluorescencia  indirecta  en  parásitos  crecidos  en  condición  de  bajo  hierro, 

comparados con alto hierro y además se observa un cambio en la localización que 

es dependiente de la concentración de hierro, ya que el perfil de distribución de la 

marca de TvCP2 en la membrana aumenta en la condición de alto hierro.
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Figura   19.- Efecto   del   hierro   en   la   localización   de   la   TvCP2 en   parásitos 

permeabilizados. En  la  parte  superior  se  muestra  la  marca  de  TvCP2  en parásitos 

crecidos en condiciones de bajo hierro. En la parte inferior se muestra la marca de TvCP2

crecidos en  condiciones  de  alto  hierro. También  se muestra el  campo  claro,  los núcleos 

teñidos con DAPI en azul, la marca de TvCP2 utilizando FITC en verde y el traslape entre 

la marca de DAPI y FITC el cual muestra la localización citoplásmica de la TvCP2.



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 175 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

69



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 176 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 177 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

70



30/07/20 13(47Rivera Rivas Luis Alberto.pdf

Página 178 de 311https://cinvestav.turnitin.com/viewer/submissions/oid:13679(48167058/print?locale=es

Figura  20.- Efecto  del  hierro  en  la localización  de  la  TvCP2 en  parásitos  no 

permeabilizados. En  la  parte  superior  se  muestra  la  marca  de  TvCP2  en  parásitos 

crecidos en condiciones de bajo hierro. En la parte media se muestra la marca de TvCP2 

en parásitos crecidos en condiciones estándar de hierro. En la parte inferior se muestra la 

marca de TvCP2 en parásitos crecidos en condiciones de alto hierro. También se muestra 

el campo claro, la marca núcleos teñidos con DAPI en azul, la marca de TvCP2 utilizando 

FITC verde, la marca de DIL en rojo y el traslape entre la marca de DAPI, FITC y DIL el 

cual muestra la localización citoplásmica y de membrana de la TvCP2. Al final se muestra 

un  acercamiento  en  el  que  se  aprecian  las  zonas  de  colocalización  entre  la  marca  de 

TvCP2 con la marca de membrana.
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7.3. Presencia de la TvCP2 durante la infección

Para  abordar  la  presencia  de  la  cisteína  proteinasa  TvCP2  durante  la 

infección,  se  dividió  el  objetivo en  dos  partes:  1)  Determinar la  presencia  de 

anticuerpos �-TvCP2 en sueros de pacientes con tricomonosis, y 2) Determinar de 

la presencia de la proteína TvCP2 en las secreciones vaginales de pacientes con 

tricomonosis. Para la  búsqueda  de  anticuerpos  en  sueros  de  pacientes  con 

infección  activa, se  utilizó  a  la  proteína  recombinante  TvCP2 como  antígeno  en 

ensayos de WB con sueros de pacientes T. vaginalis positivos por cultivo [Tv (+)] y 

con sueros de  personas  sanas.  Como  control  positivo  se utilizó  el  anticuerpo �-

TvCP2r.

La figura 21 muestra el reconocimiento de la banda de 36 kDa de la TvCP2r 

por 7/10 sueros Tv (+) probados, mientras que sólo 1/4 de los sueros de personas 

sanas  muestra  reconocimiento  hacia  la  TvCP2r.  El  control  positivo, como  era  de 

esperarse, muestra reconocimiento fuerte contra la proteína recombinante TvCP2.

Estos  datos nos muestran  que  la  TvCP2  es  una  proteína que  se  expresa 

durante la infección y que es inmunogénica, ya que los pacientes con la infección 

activa generaron anticuerpos  contra  esta  proteína  que  detectamos  en  los  sueros 

de estos pacientes.

Para  tener  completo  el  análisis  de  la  presencia  de  la  TvCP2 durante  la 

infección,  se buscó a  la cisteína  proteinasa  TvCP2  en  las  secreciones vaginales 

de pacientes Tv (+). Para esto se utilizaron 12 secreciones vaginales de pacientes 

infectadas con T. vaginalis y 12 secreciones vaginales negativos a T. vaginalis por 
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cultivo. En la tabla 1 se muestran los resultados del análisis citológico de cada una 

de  las  secreciones  vaginales  utilizadas  para  este  ensayo.  Las  proteínas  en  las 

secreciones  vaginales  se  concentraron  por  precipitación  con  TCA  antes  de  la 

electroforesis. Las membranas de NC se probaron con el anticuerpo �-TvCP2. En 

la figura 22 se muestra el patrón de proteínas de las secreciones vaginales Tv (-) y 

Tv  (+)  teñidas  con  azul  de  Coomassie (paneles A  y  C  respectivamente) que

muestran la heterogeneidad del perfil y la cantidad de proteínas en las secreciones 

vaginales probadas con el anticuerpo �-TvCP2 por ensayos de WB. Es interesante 

notar  que  el  perfil  de  proteínas  entre  las  muestras con  características  citológicas 

similares  (Tabla 2) es  muy  similar  (p.  ej.  El  perfil  de  proteínas  del  lavado  HGMM 

578 es muy similar al HGMM 718), por lo que no hay variación en las cantidades 

de proteína entre los pares positivos y negativos. En los paneles B y D, se muestra 

el resultado del ensayo de WB utilizando el anticuerpo �-TvCP2, con el cual para 

detectar  a  la  TvCP2 en  los  lavados.  En  las  secreciones  vaginales  Tv  (-)  el 

anticuerpo �-TvCP2  no  presentó  reconocimiento  con  ninguna  secreción  vaginal 

probada  (panel  B).  Sin  embargo,  en  la  membrana  que  contenía  las  proteínas 

transferidas de las secreciones vaginales Tv (+), el anticuerpo �-TvCP2 reconoció 

bandas de diferentes tamaños, la banda de �27 kDa que corresponde a la TvCP2 

madura, en 11 de las 12 secreciones vaginales Tv (+) probados, en los que varía 

la intensidad de la banda que pudiera deberse a la cantidad variable de la proteína 

en   cada   lavado.   Solo   en   el   lavado   vaginal   HGMM   432   no   se   encontró 

reconocimiento para la proteína TvCP2.

10
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Figura  21.- Determinación  de  la  presencia  de  anticuerpos α-TvCP2  durante  la 

infección. A)  Proteína  TvCP2r teñida  con  Rojo  de  Ponceau  en  la  membrana  de  NC. 

Control  positivo  de  la  membrana  utilizando  el  anticuerpo �-TvCP2.  B)  WB  utilizando 

sueros  de  pacientes  positivos  a T.  vaginalis por  cultivo.  C)  WB  utilizando  sueros  de 

personas sanas.
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Tabla  2.- Datos  del  examen  citológico  de  las  secreciones  vaginales  utilizadas  para

demostrar la presencia de la TvCP2 durante la infección.

Análisis microscópico Análisis microscópico
Id. Muestra Ba CEb Lc Tvd Id. Muestra B CE L Tv
HGMM 718 +++ + + + HGMM 578 +++ + + -
HGMM 513 +++ + ++ + HGMM 479 +++ + ++ -
HGMM 664 +++ ++ + + HGMM 261 +++ ++ + -
HGMM 492 + + + + HGMM 431 + + + -
HGMM 507 ++ + + + HGMM 367 ++ + + -
HGMM 588 + + +++ + HGMM 457 + + +++ -
HGMM 490 ++ + ++ + HGMM 452 ++ + ++ -
HGMM 478 +++ ++ + + HGMM 717 +++ ++ + -
HGMM 615 + + + + HGMM 587 + + + -
HGMM 470 +++ + + + HGMM 614 +++ + + -
HGMM 465 +++ ++ + + HGMM 296 +++ ++ + -
HGMM 432 +++ + + + HGMM 663 +++ + + -

a: Bacterias; b: Células Epiteliales; c: Leucocitos; d: Cultivo de T. vaginalis.
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Figura  22.- Presencia de  la  proteína  TvCP2  en secreciones  vaginales  de  pacientes 

con tricomonosis. A) Gel de poliacrilamida al 12% teñido con Azul de Coomassie en el 

que  se  muestra  el  perfil  de  proteínas  obtenidas  de  las secreciones  vaginales  que 

provienen de pacientes Tv (-). B) Ensayo de WB con el anticuerpo �-TvCP2 (1:2000) en la 

membrana que   contiene   secreciones   vaginales   de   pacientes   Tv   (-).      C)   Gel   de 

poliacrilamida  al  12% teñido  con  Azul  de  Coomassie  con  el  perfil de  proteínas  obtenidos 

de  secreciones  vaginales  de  pacientes  Tv  (+).  D) Ensayo  de  WB  con  el  anticuerpo �-

TvCP2 (1:2000) en la membrana que contiene secreciones vaginales de pacientes Tv (+).

3
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Adicionalmente, el  anticuerpo α-TvCP2  reaccionó  con  bandas  de �58  y  65 

kDa,   en   11   de   las   12   secreciones   vaginales   Tv   (+). Para   identificar   el 

reconocimiento que se tuvo en el peso esperado para la TvCP2, así como para las 

bandas de alto peso molecular, se cortaron 2 bandas (�27 kDa y de �65 kDa) de 

las  secreciones  vaginales  HGMM  664, HGMM 490  y HGMM  465.  Las  proteínas 

presentes  en  estas bandas  se  identificaron  por  espectrometría  de  masas.  La 

TvCP2  (No.  Acceso TVAG_057000) se  identificó en  la banda proteica  de  27  kDa 

de  las  secreciones  de  los  tres  pacientes  seleccionados.  Además,  en  esa  misma 

banda se identificó a otra proteasa, la TvCP3 (No. Acceso TVAG_090100). En las 

bandas de alto peso molecular, no se logró identificar la presencia de la TvCP2 ni 

de  otras  proteasas.  Esto  podría  deberse  a que  hay  otras  proteínas  que  son  más 

abundantes en ese tamaño molecular, por lo que es posible que los péptidos que 

pertenecen  a  la  TvCP2  no  se  hayan  identificado  debido  a  que  se  encuentran  en 

poca cantidad.

Una vez  determinado  que  la  TvCP2  se  encuentra  en  las  secreciones 

vaginales de pacientes positivos por cultivo a T. vaginalis, surgieron las siguientes 

preguntas: ¿La presencia de la TvCP2 en las secreciones vaginales se debe a que 

i) el parásito la está secretando activamente durante la infección, ii) sólo es parte 

del producto de lisis debido a la manipulación que se da al momento de la toma de 

muestra  o iii) por  la  muerte  de  los  parásitos  debido  a  la  respuesta  inmune del 

hospedero? Para responder estas preguntas se realizó un ensayo de secreción in 

vitro por  90  min,  en  el  cual se comprobaría  si  la  TvCP2  se  secreta  al  medio por 

parásitos  metabólicamente  activos  por  lo  que  también  se  midió  la  viabilidad 

8
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durante  el  ensayo.  Los  productos  de  secreción  se  concentraron  por  precipitación 

con  TCA  y  se  utilizaron  en  ensayos  de  WB  con  diferentes  anticuerpos  primarios 

utilizados como controles (los anticuerpos �-TvCP4, que detecta a la TvCP4, una 

proteína ya reportada en los productos de secreción de T. vaginalis; el anticuerpo 

�-EhHK,  que  detecta  a  la  TvHK,  una  proteína  que  no  se  secreta), además  de 

probar  el  anticuerpo �-TvCP2. En  la  figura  23A se  muestra la  presencia  de  la 

banda  de  27  kDa  de  la  TvCP2  en  los  productos  de  secreción  en  todas  las 

condiciones probadas, con mayor o menor intensidad, pero presente en todas las 

condiciones. En el panel B se muestra la secreción de la TvCP4, como banda de 

24   kDa,   presente   en   las   4   condiciones   probadas.   En   el   panel   C   no   hay 

reconocimiento de ninguna banda en ninguna de las 4 condiciones probadas con 

el anticuerpo α-EhHK, lo cual muestra que los parásitos utilizados en el ensayo no 

se lisaron, ni liberaron material citoplásmico. Esto es confirmado con el ensayo de 

viabilidad  celular  con  Azul  de  Tripano.  Al  final  del  ensayo  de  secreción,  los 

parásitos  presentaron  una  viabilidad  superior  al  97%  en todas  las  condiciones 

probadas. Esto indica, que la cisteína proteinasa TvCP2 se encuentra presente en 

los productos de secreción activa de T. vaginalis, por lo tanto, con este resultado 

es  posible  sugerir  que  al  menos  parte  del  reconocimiento  que  se  obtuvo  por WB 

en los lavados vaginales con el anticuerpo �-TvCP2, se debe a que la TvCP2 se 

secreta activamente durante  la  infección por  parásitos  metabólicamente  activos, 

aunque  no  se  puede descartar  que  otra  parte  pueda  estar  presente  debido  a  la 

lisis  de  los  parásitos  por  los  diferentes  mecanismos  de  la  respuesta  inmune  del 

hospedero.
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Figura  23.- Ensayo  de  secreción  in  vitro  en  las  diferentes  condiciones  de  hierro  y 

glucosa. A) WB del ensayo de secreción utilizando el anticuerpo α-TvCP2.  B)  WB  del 

ensayo de secreción utilizando el anticuerpo α-TvCP4.  C)  WB  del ensayo  de  secreción 

utilizando  el  anticuerpo  α-EhHK.  D)  Viabilidad  de  los  parásitos  utilizados  durante  el 

ensayo de secreción a 90 min.
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7.4.   Participación   de   la   TvCP2   en   la   inducción   de   citotoxicidad   hacia 

monocapas de células HeLa.

Dado  que  la TvCP2 se encontró como  parte  de  un  producto  de  secreción, 

denominado fracción CP30, regulado negativamente por hierro y que participa en 

la  inducción  de  citotoxicidad  a  monocapas  de  células  HeLa  y de  apoptosis 

(Sommer  y  col.,  2005.  Kummer  y  col.,  2008):  al caracterizar  esta  fracción  CP30, 

por espectrometría de masas se encontraron péptidos de 4 proteasas CP2, CP3, 

CP4   y   CPT   (posteriormente   nombrada   como   CP39).   De   estas   proteasas 

identificadas,   se   ha caracterizado   a   la   TvCP39, cuya   actividad   se regula 

negativamente  por  hierro y  participa en  la  citotoxicidad  hacia  células  HeLa 

(Hernández-Gutiérrez  y  col.,  2003, 2004; Ramón-Luing  y  col.,  2011), También  se 

ha  caracterizado  a la  TvCP4, la  cual  se regula positivamente  por  hierro  y  está

involucrada en la inducción de hemólisis (Cárdenas-Guerra y col., 2013, 2015). Ni 

la   TvCP2   ni   la   TvCP3   se   han   identificado   como   parte   de   alguno   de   los 

mecanismos de patogenicidad de T. vaginalis, a excepción de su participación en 

la  apoptosis  como  parte  del  producto  de  secreción  CP30  por  lo  que  surgió  la 

pregunta:  ¿En  qué  mecanismo  de  patogenicidad  de T.  vaginalis participa  la 

TvCP2?

Para  abordar  esta  pregunta, se partió del  antecedente  de  Sommer  y  col., 

2005,  en  el cual la  TvCP2  se encontró como  parte  de  un  producto  de  secreción 

que  induce  citotoxicidad  a  células  HeLa.  Además,  los  datos  obtenidos  durante  la 

realización  de  este  proyecto sugieren  la posible participación  de  la  TvCP2  en 

citotoxicidad, debido a la regulación negativa por hierro y glucosa lo que muestra
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que la cantidad de esta proteasa aumenta por la carencia de nutrientes, en la cual 

el   parásito   se   vuelve   menos   adhesivo   y   más   agresivo   hacia   las   células 

hospederas.  Por  lo  que  estos  datos  sugieren  la  participación de  la  TvCP2 en  la 

citotoxicidad.

Por  lo  que  primero se  realizaron  ensayos  de  citotoxicidad  con los  dos 

aislados  de T.  vaginalis que  se  han  utilizado,  el  CNCD  147  y  CNCD  188 para 

determinar los  niveles  de  citotoxicidad  en  las  condiciones  de  bajo,  normal  y  alto 

hierro.  En  la  figura  24 se  muestra  que  la  condición  de  bajo  hierro  en  ambos 

aislados, promueve los niveles más altos de citotoxicidad hacia células HeLa (50% 

y 60%, respectivamente), comparado con las otras dos condiciones de hierro (35% 

y 30%, respectivamente para condición normal y 25% y 20% para alto hierro). 

Posteriormente   se   realizó   el   ensayo   de   inhibición   de   la   citotoxicidad 

utilizando  las  IgG  del  anticuerpo �-TvCP2  purificado,  pre-tratando  a  los  parásitos 

con concentraciones crecientes (50, 100 y 300 μg/ml) de las IgGs �-TvCP2 y del 

suero preinmune  en  las  condiciones  más  citotóxicas  del  parásito,  que  son  bajo 

hierro y baja glucosa (Datos del laboratorio por Miranda-Ozuna, 2015. Artículo en 

preparación). En  la figura 25 se  muestran  los  resultados  del  ensayo  de  inhibición 

de  la  citotoxicidad. En  el  panel  A  se  observan  los  pozos  en  los  cuales  se  llevó  a 

cabo  la  interacción,  en  los  que  se  puede  observar  la  monocapa  sin  tratamiento, 

monocapas   con   parásitos   de   bajo   hierro   y   baja   glucosa   sin   tratamiento, 

monocapas con parásitos pre-tratados con concentraciones crecientes de IgGs �-

TvCP2    y    posteriormente    monocapas    con    parásitos    pre-tratados    con 

concentraciones   crecientes   de   IgGs   del   suero   preinmune,   en   los   cuales 
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visualmente  se  puede  apreciar  que  el tratamiento  con  el  anticuerpo �-TvCP2 

muestra   un   efecto   protector   de   la   monocapa   de   manera   concentración 

dependiente, comparado con el suero preinmune, el cual muestra un cierto efecto 

inhibitorio  de  la  citotoxicidad,  pero  que  no  es  concentración  dependiente  y  no 

aumenta en  la  misma  proporción  que  el �-TvCP2.  En  los  paneles  B  y  C  se 

aprecian las gráficas del porcentaje de citotoxicidad observado en presencia de las 

IgGs,  obtenido  durante  el  ensayo  de  inhibición  de  la  citotoxicidad,  en  la  que  se 

puede apreciar, de manera inicial que la citotoxicidad inducida por la condición de 

baja glucosa es mayor (60%) que la que induce la condición de bajo hierro (50%). 

Enseguida  se  aprecia  que  hay  un  efecto  protector  de  la  monocapa  de  células 

HeLa, que es dependiente de la concentración del anticuerpo �-TvCP2, llegando a

un  porcentaje  de  inhibición  de  la  citotoxicidad  de  alrededor  del  55%,  mientras el 

suero  preinmune a  las  mismas  concentraciones tiene  un  efecto  protector  de  la 

monocapa de células HeLa no mayor al 10%, lo que indica que la inhibición de la 

citotoxicidad  es un  proceso  específico  y  multifactorial.  Este ensayo  se  realizó  por 

triplicado, con resultados similares, por lo que se puede concluir que la TvCP2 de 

manera individual participa en la inducción de citotoxicidad a células HeLa.
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Figura  24.- Niveles  de  citotoxicidad  utilizando  parásitos  crecidos  en  las  diferentes 

condiciones de hierro. En este ensayo se muestra el nivel de citotoxicidad que presenta 

T.  vaginalis en  cada  condición  de  hierro,  en  dos  aislados  diferentes.  La  condición  más 

favorable para la inducción de citotoxicidad es la de bajo hierro.
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Figura  25.- Ensayo  de  inhibición  de  la  citotoxicidad. En  esta  figura  se  muestra  el 

ensayo  de  inhibición  de  la  citotoxicidad  realizado  con  el  anticuerpo  α-TvCP2. A)  Las 

gráficas  corresponden  al  ensayo  con  parásitos  en  bajo  hierro;  B)  El  ensayo  utilizando 

parásitos en baja glucosa; C) Placa representativa del ensayo de inhibición.
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7.5. Posible   interacción   de   la   TvCP2   con   otras   proteasas,   inhibidores 

endógenos y otras proteínas de T. vaginalis

El  resultado  obtenido en  la  búsqueda  de  la  TvCP2  en  las  secreciones 

vaginales con  el  anticuerpo �-TvCP2,  el  cual  mostró  reconocimiento  en  la  banda 

del   tamaño   esperado de   27   kDa para   la   TvCP2,   además de un   doble 

reconocimiento en bandas de tamaño molecular de 65 y 58 kDa, respectivamente,

coincide  con  la  identificación  de  la  TvCP2  en  el  degradoma  en  doble  dimensión 

obtenido  por  Ramón-Luing  y col.,  2010,  en  el  cual  se  detectó la  presencia  de 

manchas de  la  TvCP2  tanto  en la  región  de  30  kDa  como  parte  de  algunas 

manchas en  la  región  de  65  kDa que  contiene  combinaciones  de  diferentes  CPs

de  la  región  de  30  kDa.  La región de  65  kDa es  una  región  de  alta  actividad 

proteolítica de tipo CP (Álvarez-Sánchez y col., 2000). Sin embargo es importante 

resaltar  que  en  el  genoma  de T.  vaginalis no  hay  genes que  codifiquen para 

proteasas activas  de 65  kDa.  En  el  genoma  solo  se  encuentran  genes  que 

codifican para precursores  de  CP  no  mayores  a  45  kDa  y  que  generarán 

proteasas maduras de ~30 kDa, por lo que la actividad proteolítica de la región de 

65  kDa se  propone, se  debe  a  la  presencia  de diferentes  combinaciones  de 

cisteína proteasas de la región de 30 kDa en esas manchas. 

Por lo tanto, dado al reconocimiento que se tuvo con el anticuerpo �-TvCP2 

en bandas de 65 kDa, a pesar de que no se lograra la identificación de la TvCP2

por  espectrometría  de  masas en esta  región  en  las  secreciones  vaginales,  existe 

evidencia  de  la  presencia  de  la  TvCP2, TvCP4,  TvCP4-like  y  TvCP3, utilizando 

extractos  resistentes  a  proteasas, en  manchas  de  alta  actividad  proteolítica  en el 
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peso de 65 kDa, posiblemente asociada a otras proteasas de T. vaginalis (Ramón-

Luing  y  col.,  2010). Es  por  esto,  que en  una  primera aproximación  para  tratar  de 

entender  la  presencia  de  estas  combinaciones  de  proteasas  en  la  región  de  65 

kDa, se realizó un análisis in silico, mediante el diseño de interactomas, utilizando 

la  base  de  datos  STRING  10,  que nos  permite predecir la  factibilidad  de 

interacción  entre  estas  proteasas,  así  como  posiblemente con otras  proteínas  de 

T.  vaginalis. En  la  figura  26 se  muestra  un  interactoma  en  el  cual  se  incluyó la 

secuencia  de  las  4  cisteína  proteinasas  (TvCP2,  TvCP3,  TvCP4  y  TvCP4-like, 

TvCP39), que  se  han  encontrado  en  el  degradoma  activo  de T.  vaginalis. El

interactoma  muestra  que  las  CPs  antes  mencionadas  pueden  interactuar  entre 

ellas,  además  de  que  es  posible  que  también puedan  estar  asociadas  a  las  CPs 

del tipo legumaína. En este caso el interactoma muestra posible asociación hacia 

las  10  legumaínas  reportadas  en T.  vaginalis, e  interesantemente  no  muestra 

asociación con el inhibidor endógeno TC-2, a pesar de que experimentalmente el 

TC-2  se  encontró  asociado  con  la  TvCP39  (Puente-Rivera  y  col.,  2014)  y 

recientemente, en presencia de glucosa se le encuentra asociado también con la 

TvCP2 (Cárdenas-Guerra y col., 2016, manuscrito en preparación).

También se  buscó cuáles serían  las  proteasas  con  las  cuales  la  TvCP2 

pudiera  mostrar  interacción,  para  esto  se  dividió  en  2  partes  el  abordaje  de  esta 

pregunta, Primero se hizo la búsqueda de la posible interacción con CPs del tipo 

legumaína, ya que el interactoma muestra una posible asociación con las 10 CPs 

del tipo  legumaína.  En  la  figura  27 se  muestra  el  interactoma  que  se  realizó  a  la 

TvCP2 con las 10 legumaínas reportadas en T. vaginalis, encontrando que puede 
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Figura  26.- Interactoma entre  cisteína  proteinasas  del  tipo  papaína  con  las  del tipo 

legumaína. En  esta figura se  muestra el  interactoma  realizado con  la  secuencia  de  las 

CPs del  tipo  papaína  que  aparecen  más  abundantes  en  el  degradoma  activo con  las 

secuencias de las CPs del tipo legumaína, con las cuales muestra posible interacción.
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Figura  27.- Interactoma entre  la  cisteína  proteinasa  TvCP2  con  las  CPs del  tipo 

legumaína. En  esta  figura  se  muestra  el  interactoma  realizado  con  la  secuencia  de  la 

TvCP2  y  las  secuencias  de  las  CPs  del  tipo  legumaína,  con  las  cuales  muestra  una 

posible interacción.
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Figura  28.- Interactoma entre  la  cisteína  proteinasa  TvCP2  con  otras  CPs  del  tipo 

papaína. En  esta  figura  se  muestra  el  interactoma  realizado  con  las  secuencias  de  la 

TvCP2,  así  como de  otras  CPs  del  tipo  papaína,  que  son  las  que  aparecen  más 

abundantes en el degradoma activo de T. vaginalis, con las cuales muestra interacción.
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existir  la  asociación  de  la  TvCP2  con  las  secuencias  predichas  de  las  10 

legumaínas y que además entre las legumaínas puede existir asociación.

Después  se  buscó  la  posible  asociación  de  la  TvCP2  con  otras  proteasas 

del  tipo  papaína,  para  esto  se  realizó  un  nuevo  interactoma,  en  el  cual  se  buscó 

asociación  entre  la  secuencia  de  aminoácidos  de  la  TvCP2  con  la  de otras,  que 

aparecen  en  el  degradoma  activo  de T.  vaginalis.  En  la  figura  28 se  muestra  el 

interactoma diseñado para las CPs del tipo papaína en el cual se puede observar 

que  se  predice  una  posible  interacción  entre  las  CPs  del  tipo  papaína,  donde  la 

TvCP2 posiblemente presente interacción con la TvCP3, la TvCP4, la TvCP4-like, 

así  como  la TvCP1.  Esto  muestra  que  estas asociaciones  posiblemente  podrían 

ocurrir en el parásito. 

La siguiente pregunta que surgió fue: ¿cuál sería el posible mecanismo por 

el  cual  las  CPs  del  tipo  papaína  podrían interaccionar?  Para  abordar  esta 

interrogante,  se hizo un  primer  acercamiento,  por  análisis in  silico,  para  tratar  de 

identificar  la  presencia  de  dominios  de  interacción  proteína-proteína,  inicialmente 

del   tipo   SH2,   que   son   los   más   abundantes   en   las   proteínas   que   forman 

asociaciones.  Para  esto se  buscaron  dominios  SH2  presentes  en  algunas  de  las 

CPs  del  tipo  papaína,  utilizando  la  base  de  datos  MOTIF  SCAN,  en  la  cual  se 

colocó la secuencia de aminoácidos de la TvCP2, TvCP3, TvCP4, para predecir la 

presencia  de  estos  dominios  de  interacción  proteína-proteína. En  la  figura  29 se 

muestra resultado del análisis bioinformático que muestra que en la secuencia de 

la TvCP2 se encontraron 3 residuos de tirosina en las posiciones 210, 248 y 291

que son susceptibles a fosforilarse y que pueden ser reconocidas por dominios de 
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Figura 29.- Predicción de posibles sitios de unión proteína-proteína tipo SH2 en las 

CPs  del  tipo  papaína  más  abundantes  en  el  degradoma  activo  de  T.  vaginalis. En 

esta  figura  se  muestra  la  presencia  de  dominios  de  unión  tipo  SH2  presentes  en  las 

secuencias   de   aminoácidos   de   las   CPs   del   tipo   papaína   más   abundantes   en   el 

degradoma  activo  de T.  vaginalis.  A  la  izquierda  se  muestra  una  representación  de  la 

secuencia de  cada  CP  y  donde  se  encuentran  las  tirosinas  que  pueden  ser  reconocidas 

por dominios SH2 y del lado derecho se muestra la secuencia de aminoácidos donde se 

remarca la secuencia del dominio SH2 en cada CP.
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interacción tipo SH2. Además, dentro en la secuencia de la TvCP2 se encuentra el 

dominio   SH2,   que   se   resalta   en   color   azul,   el   cual   reconoce   a   tirosinas 

fosforiladas. La TvCP4 también posee sitios con tirosinas fosforiladas, en los sitios 

199  y  282,  además  de  un  dominio  SH2  y,  por  otro  lado,  la TvCP3  que  también 

muestra la presencia de dos sitios de fosforilación de tirosinas en los residuos 171 

y 295, además de la secuencia del dominio de unión SH2.

Es interesante notar que los sitios de fosforilación de tirosinas, así como la 

ubicación  del  dominio  SH2  se  encuentran  cargadas  hacia  el  extremo  carboxilo 

terminal de la secuencia de aminoácidos, que es donde se encuentra la secuencia 

de la enzima madura, posterior al procesamiento necesario para la activación. Por 

lo  que  existe  la posibilidad de que  una  vez  que  la  proteasa  se  procesa  y  activa, 

estos sitios de fosforilación se encuentren expuestos y activados.

Con  estos  datos  recabados  mediante análisis in  silico,  llegamos  a  la 

conclusión de que posiblemente las combinaciones de CPs de la región de 30 kDa 

que se observan en manchas de 65 kDa, de alta actividad proteolítica se deban a 

que estas proteasas están interactuando y un posible mecanismo de asociación es 

por  la  presencia  de  dominios de  unión  proteína-proteína  tipo  SH2. Aunque  no se 

descarta la posibilidad de la existencia de otro tipo de interacciones.

1
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8. DISCUSIÓN

Trichomonas   vaginalis es   un   parásito   protozoario que   se   enfrenta   a 

numerosas   condiciones   ambientales   desfavorables,   como   el   pH   ácido,   la 

microbiota   vaginal,  fluctuaciones  en   las  concentraciones   de  glucosa,   hierro, 

poliaminas y  nutrientes,  el  flujo  menstrual  y  otros  factores  aún  desconocidos 

(Arroyo y  col.,  2015).  Para  adaptarse  a  estas  condiciones  desfavorables,  el 

parásito  es  capaz  de  modular  los factores de  virulencia que participan en los

mecanismos  de  patogenicidad para  mantener  una  infección  crónica no  mortal

(Figueroa-Angulo y  col.,  2012). Los factores  ambientales  estudiados en este 

trabajo  fueron  hierro  y  glucosa,  por  lo  cual se analizará detalladamente  el  efecto 

de ellos sobre los factores de virulencia y los mecanismos de patogenicidad. 

La glucosa es la principal fuente de energía para las células eucariotas. En 

Saccharomyces   cerevisiae se   reporta   que   la   restricción   de   glucosa   induce 

cambios fisiológicos como el cambio de un metabolismo de fermentación a uno de 

respiración,  resistencia  al  estrés  oxidativo  y  la  inducción  de  autofagia  (Burtner y 

col.,  2009). La  restricción  de  glucosa  promueve  un  estrés  metabólico  que se  ha

asociado  a  patogénesis de  diversos  organismos. Por  ejemplo,  la  PfEMP  que  es 

una molécula clave en la patogénesis de malaria, se encuentra más expresada en 

condiciones   de   baja   glucosa   (Fang y   col.,   2004).   Esta   condición también 

incrementa  la  virulencia  de Entamoeba  histolytica (Tovy  y  col.,  2011).  En T. 

vaginalis, se  ha  reportado  que  la  condición  de  restricción  de  glucosa  induce 

supervivencia  en cultivo  (Huang y  col.,  2014), por  autofagia y respuesta  al  estrés 

oxidativo.  Además, la  cantidad  y  actividad  de algunas  de  las  CPs  de T.  vaginalis

11
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incrementan   en baja   glucosa   (Datos   del   laboratorio   por   Miranda-Ozuna   y 

Cárdenas-Guerra, 2016, artículo en preparación).

Los  datos  obtenidos  con la  TvCP2  en  las  distintas  condiciones  de  glucosa 

muestran  que  la  glucosa  no  tiene  efecto  sobre  la  expresión  del  gen tvcp2.  Sin 

embargo, esto  es  diferente  con  los  datos  reportados  en  el  transcriptoma  en 

condiciones  de  baja  y  alta  glucosa,  en  el  que  reportan  mayor  cantidad  de  ESTs 

para la TvCP2 (TVAG_057000) en la condición de baja glucosa. Estas diferencias 

podrían deberse a la diferencia de aislados en ambos estudios. En cambio, en el 

aislado  utilizado  en  nuestro  estudio, a  nivel  de  proteína  se  observa una  mayor 

cantidad  en baja  glucosa.  Esto  es  consistente  con  los  datos  obtenidos  por 

Miranda-Ozuna y Cárdenas-Guerra (2016), quienes muestran que la glucosa tiene 

un  efecto  negativo  en  la  cantidad  de  proteína  de  algunas  de  las  CPs  de T. 

vaginalis.

El  mecanismo  por  el  cual  se  obtenga una  mayor  cantidad  de  proteína

TvCP2 en restricción de  glucosa por  el  momento  no  se  conoce,  ya  que en T. 

vaginalis no  hay  descrito  aún  un  mecanismo  de  regulación  de  la  expresión  de 

genes  debido  a  glucosa.  No  obstante, se  observan  cambios  en  la  expresión  de 

diferentes  CPs  y  el  consiguiente  incremento  en  la  virulencia,  específicamente  en 

citotoxicidad, debido a la disminución en la concentración de glucosa en el medio 

(datos del laboratorio por Miranda-Ozuna y Cárdenas-Guerra, 2016).

Por otro lado, en otros organismos se han descrito algunos mecanismos de 

regulación  en  la  expresión de  genes  mediada  por  glucosa.  Por  ejemplo,  en  la 

3
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levadura Saccharomyces  cerevisiae se  ha  descrito  a  una  proteína  denominada 

Mig1, una  proteína  de  unión  a  DNA  con  dominios  de  dedos  de  zinc que  actúa 

como   un   correpresor   de   diversos   genes   involucrados   en   la   síntesis   de 

transportadores  de  glucosa,  en  condiciones  de  alta  glucosa (Treitel y  col.,  1995). 

También  se  han identificado  secuencias  específicas  en  el  DNA  que  se  sugiere 

puedan   participar   como   elementos   de   respuesta   a   glucosa   reprimiendo la 

transcripción de  estos  genes,  siendo el  motivo consenso  identificado  en  levadura 

CTTCC  (Uemura y  col.,  1997;  Rolland y  col.,  2002). Al  hacer  la  búsqueda  en  el 

gen tvcp2, específicamente en la región 5  ́río arriba, encontramos que 8 pares de 

bases  río  arriba  del  sitio  de  inicio  de  la  traducción  se  encuentra  un  motivo  muy 

similar,  que  es  CTTCA,  en  el  gen tvcp2,  el cual  posiblemente  pudiera  ser  un

elemento de respuesta a glucosa (Figura 30). 

Entre   los   factores   de   virulencia   que   son   modulados   en   respuesta   a 

condiciones  desfavorables  se  encuentran  las cisteína  proteinasas,  que  presentan 

modulación diferencial por  hierro  y  se  involucran  en  mecanismos  tales  como 

citoadherencia, en la que se ha descrito la participación de la TvLEGU-1, regulada 

positivamente  por  hierro  (Rendón-Gandarilla y  col.,  2013.  En la  inducción  de 

hemólisis  se  ha  encontrado  a  la  TvCP4,  regulada  positivamente  por  hierro 

(Cárdenas-Guerra y  col.,  2013);  en  la  inducción  de  citotoxicidad  hacia  células 

HeLa,  se  ha  reportado  a TvCP39 (Ramón-Luing y  col.,  2011) y CP65 (Álvarez-

Sánchez y  col., 2000),  reguladas  negativamente por  hierro.  En  la  inducción  de 

apoptosis  se  ha  descrito  a  un  producto  de  secreción  denominado  fracción  CP30, 

regulada negativamente por hierro, el cual está integrado por TvCP2, TvCP3, 
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Figura  30.- Análisis bioinformático  de  la  secuencia  del  gen  tvcp2,  comparando  la 

secuencia  codificante  con  la  región 5 ́ río  arriba. En  esta  figura  se  muestra  el 

alineamiento de la secuencia codificante con la secuencia completa que incluye la región

5 ́ río  arriba  del  gen. Encuadrado  en  color ROJO se  muestra  el  posible  motivo  de 

respuesta a glucosa. Encuadrado en color AZUL se muestra el codón de inicio. Realizado

con el programa CLC Main Workbench 5.6.1 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca).9
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TvCP4  y  TvCP39  en  la  inducción  de citotoxicidad  y  apoptosis  a  monocapas  de 

células HeLa (Sommer y col., 2005. Kummer y col., 2008).

Los resultados obtenidos con la TvCP2, indican una regulación negativa por 

hierro, tanto a nivel de transcrito como de proteína, lo cual es consistente con los 

datos obtenidos en el transcriptoma en condiciones de alto y bajo hierro, en el cual 

se  reporta  una  mayor  expresión  del  transcrito  de  TvCP2  (TVAG_057000)  en 

condiciones  de  bajo  hierro  (Horváthová,  2012).  También es  consistente con  lo 

reportado  para el  comportamiento  de las  CPs  involucradas  en  citotoxicidad 

TvCP65, TvCP39  y  TvCP12,  lo  cual  en  este  punto  orientaba  hacia una  posible 

función de la TvCP2 en citotoxicidad.

Esta  regulación  negativa  por hierro  es  posible  que  se  realice por un 

mecanismo postranscripcional tipo IRE/IRP, cuya presencia ya ha sido descrita en 

T.   vaginalis,   por   lo   que es   posible   que este   mecanismo   de   regulación 

postranscripcional se refleje en la diferencia en cuanto a la estabilidad del mRNA 

de TvCP2 dependiendo de las concentraciones de hierro. Los IRE encontrados en 

T.  vaginalis corresponden a secuencias  en  los  mRNA  de  TvCP4,  en  el  cual  la 

estructura tipo  IRE se  encuentra  en  la  región  no  traducida  5 ,́  la  cual  en 

condiciones  bajas  de  hierro, recluta las  proteínas  IRP  inhibiendo  el  inicio  de  la 

traducción del mRNA; y TvCP12, en la cual la estructura tipo IRE se encuentra en 

la  región  no  traducida  3 ,́  la  cual  en  condiciones  bajas  de  hierro  recluta  a  las 

proteínas  IRP  otorgándole  estabilidad  al  mRNA  e  inhibiendo  su  degradación,  por 

lo  cual se  observa  en  bajo  hierro  más  transcrito  y la  cantidad  de  proteína 

incrementa (Torres-Romero y Arroyo, 2009; Figueroa-Angulo y col., 2015) que en 
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altas  concentraciones  de  hierro. Comparando  los resultados  obtenidos  en  este 

trabajo con  esta  información,  es  posible  que  el  mRNA  de  TvCP2  presente  una 

estructura tipo IRE localizada en la región no traducida 3  ́que pueda protegerle de 

la  degradación  en  condiciones  de  bajo  hierro  y  por  tal  motivo  se  observe una 

mayor  cantidad de  proteína  en  bajo  hierro  y  en  alto  hierro  prácticamente  no  se 

observe (Figs 16 y 17).

En  cuanto  a  la  localización,  los resultados  indican  que  la  TvCP2 se 

encuentra distribuida  en  el  citoplasma,  presente  en  vesículas y  en  la  membrana 

del parásito  y por  ensayos  de  colocalización  con  Lysotracker  se confirmó que 

algunas  de  estas  vesículas  corresponden  a  lisosomas. La  localización  de  otras 

proteasas  de T.  vaginalis ya  ha  sido  descrita,  por  ejemplo,  la  TvCP4  se  ha 

encontrado  en  lisosomas,  así  como  en  la membrana  del  parásito  (Cárdenas-

Guerra y  col.,  2013);  a  la  TvCP39,  que  se  encuentra  en  membrana  del  parásito 

(Ramón-Luing y  col.,  2011) y  también  en  lisosomas  (Puente-Rivera  y  col.,  2016 

manuscrito  en  revisión). Los  resultados  obtenidos  para  la  TvCP2  muestran 

similitudes   con   lo   ya reportado   para   estas   proteasas, lo que   sugiere   que 

posiblemente la localización de membrana se pueda relacionar con la citotoxicidad 

hacia  células  HeLa  por  un mecanismo dependiente  de  contacto.  Por  otro  lado,  la 

presencia en las vesículas se puede relacionar con la secreción de la TvCP2 y que 

posiblemente a través de secreción promueva la citotoxicidad hacia células HeLa, 

por  un  mecanismo  independiente  de  contacto. Sin  embargo,  a  diferencia  de  las 

otras  CPs  mencionadas,  la  TvCP2  posee  en  su  secuencia  un  péptido  señal  que 
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apoya  su  localización  a  membrana  y  la  secreción  de  está  CP  a  través  de  la  vía 

convencional de tráfico vesicular (Scott y col., 1995)

A la fecha se ha descrito la caracterización de algunas CPs de T. vaginalis

presentes durante la infección mediante la detección de anticuerpos en los sueros 

de  pacientes  con  tricomonosis  contra  algunas  CPs  como  TvCP4,  TvLEGU-1  y 

TvCP39  y  que  están ausentes en los  sueros  de personas  sanas  (Ramón-Luing y 

col., 2010). 

Además,   utilizando   extractos   resistentes   a   proteasas en   geles   2-DE, 

probando  con  un  suero  de  paciente  Tv  (+), se encuentra  reconocimiento  de 

algunas  manchas,  que  al  identificar  por  espectrometría  de  masas  da  como 

resultado la identificación de TvCP1, TvCP2, TvCP3, TvCP4, TvCP4-like, TvCP12, 

TvCP39,  TvLEGU-1  y  TvLEGU-2,  encontrando  así  el  inmunoproteoma  de T. 

vaginalis. (Ramón-Luing y col., 2010).

Los resultados en   este   trabajo son   consistentes   ya   que se muestra 

reconocimiento  de la TvCP2r por 7  sueros Tv  (+)  de  10 utilizados  y  a  uno de  los 

sueros  de  personas  sanas,  dejando  ver  que  existe  la  presencia  de  anticuerpos 

contra  la  TvCP2, lo  que  indica  que  se  expresa  durante  la  infección  y  es 

inmunogénica. Esto  es  acorde  a  lo  ya  reportado  para  la  TvCP4,  TvLEGU-1  y 

TvCP39, que se han encontrado presentes durante la infección, siendo candidatos 

a biomarcadores para el diagnóstico de la infección en la cual se puede incluir a la 

TvCP2 por los resultados encontrados en este trabajo.
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La  segunda  parte  para  demostrar la  presencia de  TvCP2 durante  la 

infección  fue  encontrarla en  las secreciones  vaginales. Los  ensayos  de  WB  con 

las  secreciones  vaginales muestran que la TvCP2  está presente en  11  de  las  12 

muestras  de  lavados  vaginales  utilizados,  en  el  tamaño  esperado  para  la  TvCP2 

madura.  En  conjunto,  con  estos  dos  resultados  concluimos que  la  TvCP2  se 

expresa in  vivo durante  la  infección  ya  que  se  le  encuentra en  secreciones 

vaginales de   pacientes   con   tricomonosis,   los   cuales   también   presentan 

anticuerpos   en   la   sangre   en   contra   de   la TvCP2. Estos   resultados   son 

consistentes  con  lo  previamente  reportado  para  otras  CPs  como  la  TvCP4,  la 

TvCP39  y  TvCP30  (Cárdenas-Guerra  y  col.,  2013;  Ramón-Luing  y  col.,  2011;

Mendoza-López y col., 2000), para las cuales también se reportó la presencia de

anticuerpos contra ellas en el suero de pacientes con tricomonosis.

Entonces surgió la pregunta: ¿La presencia de la TvCP2 en las secreciones 

vaginales es  realmente  producto  de  un  proceso  de  secreción  activa?  Por  lo  que

para  responder,  se  hizo  un  ensayo  de  secreción in  vitro, utilizando  parásitos 

crecidos  en  diferentes  condiciones  de  hierro  y  glucosa con  altos  niveles  de 

viabilidad  (>96%).  Los  resultados  mostraron  a  la  TvCP2  en  su  forma  madura  en

los   productos   de   secreción in   vitro de T.   vaginalis. Estos   resultados   son 

consistentes  con  lo anteriormente  reportado para TvCP4 y  TvCP39 (Cárdenas-

Guerra y  col.,  2013,  Hernández-Gutiérrez y  col.,  2004),  que  también  fue  descrita 

su  presencia  durante  la  infección  activa  al  estar  presentes  en  los  lavados 

vaginales. Con esto, la TvCP2 se une a esa lista de proteasas que se encuentran 

en los productos de secreción y durante la infección activa por T. vaginalis.
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Quedaba  por  averiguar  cuál  sería  la  posible  vía  por  la  cual  se  secrete  la  TvCP2. 

Anteriormente, se han descrito las posibles vías de secreción de proteinasas en T. 

vaginalis, las cuales son dependientes o independientes de lisosomas transitando 

a  través  del  aparato  de  Golgi no  estando  presente  en vesículas  (Scott y  col., 

1995).  Los resultados  de  inmunolocalización  con  oro  por  MET muestran que la 

TvCP2 está presente en lisosomas, en vesículas y además se encuentra libre en 

el  citoplasma,  y  al  parecer por  ambas  maneras puede  llegar a  la  membrana.  El 

tráfico vesicular podría verse favorecido por la presencia de un péptido señal en el 

extremo  amino  terminal de  la TvCP2, el  cual  pudiera  ser  la  vía  de  secreción  que 

sigue la TvCP2.

Así  mismo,  en  el  WB  que  se  realizó  para  determinar  la  presencia  de  la 

TvCP2  en  las  secreciones  vaginales se  obtuvo  un  doble  reconocimiento  en  un 

tamaño molecular  de 58  y  65  kDa,  además del tamaño  esperado para  la TvCP2. 

Este  reconocimiento  de  alto  peso molecular  es  similar  a  los  resultados  obtenidos

en  el  degradoma  activo  de T. vaginalis realizado  por  Ramón-Luing  y  col., (2010)

en  el  que  encuentra  en  la  región  de  65  kDa  una  zona  rica  en  proteasas  de  la 

región  de  30  kDa,  en varias  combinaciones y  de  alta  actividad  proteolítica,  por  lo 

que  dado  esto,  se  trató  de  tener  un  primer  acercamiento  para  poder  entender 

estas posibles asociaciones, donde se ve muy involucrada a la TvCP2. Para esto 

se  diseñaron  interactomas  utilizando  las  secuencias  de  aminoácidos  de  las  CPs 

del  tipo  papaína  que aparecen  en  el  degradoma  activo,  encontrando  asociación 

entre  ellas  y  además  con  las  10  CPs  del  tipo  legumaína,  y  en  un  posterior 

interactoma  se  vio  que  la  TvCP2  es  capaz  de  interactuar  con  las  10  CPs  tipo 
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legumaína, por lo que surge la pregunta: ¿cuál es la posibilidad de que realmente 

se estén llevando a cabo estas interacciones entre TvCP2 y las legumaínas? Para 

abordar  esta  pregunta,  se planteó revisar  inicialmente  el  genoma  de T.  vaginalis, 

encontrando que hay 10 genes que codifican para CPs del tipo legumaína (Carlton

y  col.,  2007),  posteriormente  se  revisó  el  transcriptoma  de T.  vaginalis,  para  ver 

cuántos de  esos  10  genes  se  están  expresando,  al  menos  a  nivel  de  mRNA, 

encontrando  que  sólo  hay  6  genes  que  están expresándose (Horváthová y  col., 

2012;  Arroyo y  col.,  2015) (Figura  31),  mientras que  a  nivel  de  proteína  sólo  se 

pueden  encontrar  a  2  en  el degradoma  activo  (Ramón-Luing  y  col., 2010),  por  lo 

que  la  mayor  probabilidad  de  interacción  entre  la  TvCP2  y  las  legumaínas,  se 

centra  en  la  TvLEGU-1  y  TvLEGU-2. Al analizar  las  posibles  interacciones  de 

TvCP2, encontramos que puede tener interacción con otras CPs del tipo papaína, 

por  lo  que  nuevamente  evaluamos  la  factibilidad  de  esas  posibles  asociaciones, 

buscando  en  el  transcriptoma  y  en  el  degradoma  activo,  cuales  son  las  CPs  del 

tipo papaína  que  se  expresan. T.  vaginalis presenta 48  genes  que  codifican  para 

CPs del tipo papaína (Carlton y col., 2007), de las cuales, a nivel de transcrito se 

expresan  27  (Horváthová y  col.,  2012) (Figura  32) y  en  el  degradoma  se  han 

identificado mayoritariamente a solo 6 de ellas (Ramón-Luing y col., 2010), por lo 

que la probabilidad de asociación se favorece hacia estas CPs que se encuentran 

descritas  en  el  degradoma  activo.  Además  las  combinaciones entre  CPs  de  la 

región de 30 kDa en los complejos o asociaciones de la región de 65 kDa cambian 

dependiendo de la condición de glucosa en la que se crecen los parásitos (Datos 

del laboratorio por Miranda-Ozuna y Cárdenas-Guerra, 2015).
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Para  elucidar  un  posible  mecanismo  a  través  del  cual  se  puedan  estar 

dando  las  posibles  asociaciones  que se  observan  en  los  degradomas  y  la  alta 

actividad  proteolítica  que  se  observa  en  zimogramas  en  doble  dimensión,  se 

propone  que  éstas  sean  debido  a  la  presencia  de  dominios  de  unión  proteína-

proteína  tipo  SH2,  los  cuales  permiten  la  unión  de  proteínas  y  formación  de 

complejos estables.

Los  dominios  de  unión  tipo  SH2  reconocen  a  tirosinas  fosforiladas  en  un 

contexto rico en prolinas y que tiene un nivel variable de afinidad dependiendo del 

motivo  al  cual  se  unan.  La  estructura  cristalográfica  del  dominio  canónico  SH2 

consiste en 3 o 4 cadenas β, y dos α-hélices (Wagner y col., 2013), que forman un 

sitio de unión en el cual hay una arginina cargada positivamente, rodeada de una 

secuencia consenso FLVR, que es lo que favorece el reconocimiento y unión a las 

tirosinas  fosforiladas  de  los  ligandos  (Songyang y  col.,  1993).  Aunque  también 

pueden  existir  uniones  no  canónicas,  en  las  cuales  no  se  presente  el  dominio 

FLVR,  pero  que  mantenga  una  homología  estructural  con  el  dominio FVLR y  el 

reconocimiento de la arginina hacia la tirosina fosforilada (Meng y col., 1999). Al 
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Figura  31.- Análisis  transcriptómico  de  los genes  que  codifican  para  CPs  del  tipo 

legumaína. En esta figura se muestra el nivel de expresión de los 10 genes que codifican 

para CPs del tipo legumaína, mostrando los ESTs totales y en condiciones de bajo hierro 

(Tomado de Arroyo y col., 2015)
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Figura  32.- Análisis  transcriptómico  de  los  genes  que  codifican  para  CPs  del  tipo 

papaína. En esta figura se muestra el nivel de expresión, mediante los ESTs de cada uno 

de los  genes  correspondientes  a  CPs  del  tipo  papaína,  mostrando  EST  totales  y  en 

condiciones de bajo hierro (Tomado de Arroyo y col., 2015)
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comparar esta información con lo que se obtuvo en la predicción de dominios SH2 

en algunas de las CPs de tipo papaína de T. vaginalis, se encontró la presencia de 

al menos 2 tirosinas que pueden ser fosforiladas que se encuentran en el motivo 

rico  en  prolinas.  Por  otro  lado,  la  predicción  del  dominio  SH2  arrojada  para  las 

secuencias de las CPs de T. vaginalis, indica que existe un dominio de unión SH2, 

pero al comparar con el motivo canónico consenso para la unión, este muestra un 

15%  de  homología,  por  lo  cual,  es  posible  que  la  unión  que  se  esté  llevando  a 

cabo  sea una  del  tipo  no  canónica  y  que  ésta  se  presente  por  homología 

estructural en los dominios de interacción. Se necesita realizar más experimentos 

para  comprobar  la  presencia  de  posibles  asociaciones  entre  ellas,  así  como  un 

análisis bioinformático más profundo para elucidar el posible mecanismo de unión. 

Sin  embargo,  en  un  primer  abordaje  para  tratar  de entender  la  presencia  de  las 

CPs  de  la  región  de 30  kDa en  la  región  de  65  kDa  rica  en  actividad  proteolítica 

(Ramón-Luing  y  col.,  2010)  y  que  participa  en  citotoxicidad  (Álvarez-Sánchez  y 

col.,  2000) pareciera  ser  posible  la interacción entre  varias  CPs a  través  de  un 

mecanismo de unión proteína-proteína.

Las cisteína  proteinasas  son  de  los  principales factores  de  virulencia  que 

participan  en  múltiples mecanismos  de  patogenicidad  que  expresa T.  vaginalis, 

modulados diferencialmente por  factores  ambientales  tales  como poliaminas, 

hierro y glucosa, que presentan una función en el parásito, que le permita subsistir 

y  mantener  una  infección  crónica al  permitir  la  adaptación  a  los  microambientes 

cambiantes del tracto urogenital del humano. Los datos presentados, suguieren la 

participación  de  la  TvCP2  en  la inducción  de  citotoxicidad  hacia  células  HeLa, 

1
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debido a la regulación negativa por hierro y glucosa, ya que en estas condiciones 

el   parásito   se   vuelve   menos   adhesivo   y   más   agresivo   hacia   las   células 

hospederas,  debido  a  la  falta  de  nutrientes.  Anteriormente, ya  se  han  descrito  a 

algunas CPs de T. vaginalis en la inducción de citotoxicidad, la TvCP65, localizada 

en  la  membrana  del  parásito  y  con  afinidad  a  células  HeLa  (Álvarez-Sánchez y 

col., 2000), que se regula negativamente por hierro (Álvarez-Sánchez y col., 2007) 

es   dependiente de   poliaminas   (Álvarez-Sánchez   y   col.,   2008); la TvCP39,

regulada  negativamente  por  hierro  y que participa  en  citotoxicidad  (Hernández-

Gutiérrez y col., 2003, 2004; Ramón-Luing y col., 2011), además del producto de 

secreción CP30, el cual está regulado negativamente por hierro y está compuesto 

por TvCP2, TvCP3, TvCP4 y TvCP39 (Sommer y col., 2005; Kummer y col., 2008). 

Sin embargo, de estas proteasas solo se caracterizó en esta función a la TvCP39. 

Con base en nuestros resultados, se concluye que la TvCP2, que es producto del 

gen unicopia tvcp2, es una de las proteasas que se encuentran involucradas en la 

inducción de citotoxicidad a células HeLa y que se regula negativamente por hierro 

y por glucosa.
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9. CONCLUSIONES

En  conclusión,  la  cisteína  proteinasa  TvCP2,  se localiza  en  lisosomas, 

vesículas  y  membrana  de T. vaginalis, es modulada  negativamente  por  hierro  y 

glucosa,  se  expresa  durante  la  infección  activa  y  es  inmunogénica; posiblemente 

se asocia a otras CPs y está participando de manera individual en la citotoxicidad 

hacia monocapas de células HeLa.
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10. PERSPECTIVAS

1) Estudiar  con  mayor  detalle las  posibles  asociaciones  entre  la  TvCP2  con 

otras  proteasas,  mediante  ensayos de  colocalización,  inmunoprecipitación, 

Far-Western Blot, dot-blot, docking molecular.

2) Buscar si la citotoxicidad en la que está involucrada la TvCP2 es debida a la 

inducción de apoptosis hacia monocapas de células HeLa.

3) Determinar  el  papel  de  la  TvCP2  en el  mecanismo  de  inducción  de 

apoptosis hacia monocapas de células HeLa.

4) Determinar si la citotoxicidad observada en las monocapas de células HeLa 

es  producto  de  la  acción  de  la  TvCP2  presente  en  la  membrana  o  por  el 

producto de secreción.
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APÉNDICE

Solución de 2-2 -́Dipiridilo 15 mM (Sigma)

Pesar 0.02343 gr de 2-2 -́dipiridilo y disolver en 10 ml de agua bidestilada. 

Esterilizar por filtración por 0.22 μm. Almacenar a 4°C protegido de la luz.

Solución de Ácido sulfosalicílico 50 mM (Sigma)

Pesar 0.1271 gr de ácido sulfosalicílico y disolver en 10 ml de agua miliQ. 

Solución de Sulfato Ferroso Amoniacal 25 mM (Sigma)

Pesar 0.09803  gr de  sulfato ferroso amoniacal  hexahidratado  y  disolver  en 

10 ml de ácido sulfosalicílico 50 mM. Esterilizar por autoclave y se almacena a 4°C 

protegido de la luz.

Amortiguador Salino de Fosfatos

NaCl........................8 gr

KCl...........................0.2 gr

Na2HPO4...................8.52 gr

K2HPO4....................0.27 gr

Ajustar el pH a 7 con HCl concentrado y aforar a 1 L.

Amortiguador de corrida 10x

Trizma Base..............30.2 gr

Glicina.....................144 gr
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SDS..........................10 gr

Aforar  a  1  L  con  agua  destilada.  El  pH final queda  en 8.3  cuando se  hace 

1x.

Amortiguador de transferencia

Trizma Base...............4.84 gr

Glicina.......................22.52 gr

H2O destilada.............1600 ml

Metanol........................400 ml

Volumen final 2 L. Almacenar a 4°C protegido de la luz.

Tris-HCl/SDS pH 6.8

Tris Base......................6.055 gr

SDS.............................0.4 gr

Ajustar  a  pH  6.8  con  HCl  y  posteriormente  aforar  a  100  ml  con  agua 

destilada y luego filtrar por 0.45 μm. Almacenar a TA.

Tris-HCl/SDS pH 8.8

Tris Base................18.165 gr

SDS..........................0.4 gr
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Ajustar  a  pH  8.8  con  HCl  y  posteriormente  aforar  a  100  ml  con  agua 

destilada y luego filtrar por 0.45 μm. Almacenar a TA.

Acrilamida 30%

Acrilamida...............29.2 gr

Bisacrilamida............0.8 gr

Disolver  en  40  ml  de  agua  destilada  y  una  vez  disuelto  aforar  a  100  ml. 

Almacenar a 4°C protegido de la luz.

Amortiguador TBE 10x

Tris Base.................108 gr

Ácido Bórico..............27.5 gr

EDTA......................9.3 gr

Aforar a 1 L con agua destilada. Almacenar a TA.

Amortiguador de carga 6x para DNA/RNA

Adicionar  1  volumen  de  solución  de  Azul  de Bromofenol:  Xilene-Xianol 

reconstituido y 4 volúmenes de formamida.

Azul de bromo fenol: xilene-xianol.........100 μl

Formamida.......................................400 μl

Volumen final....................................500 μl
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Guardar a 4°C hasta su uso.

Paraformaldehído 2%

Pesar  2  gr  de  paraformaldehído  y  disolver  en  100  ml  de  PBS  pH  7.  Se 

disuelve calentando a una temperatura constante de 55°C.

Agua DEPC

Para  1  l,  agregar  1  ml  de  DEPC  (Sigma)  en  1000 ml  de  agua  destilada. 

Dejar en agitación toda la noche y posteriormente esterilizar en autoclave.

Amortiguador de lisis (Extracción de DNA genómico)

SDS (Sigma)...............................0.2%

NaCl...........................................100 nM

EDTA........................................100 nM, pH 8

Tris-HCl......................................100 nM, pH 8

Almacenar a TA.

Bromuro de etidio

Bromuro de etidio (Sigma)................0.5 mg

Agua destilada...............................1 ml

Almacenar   cubierto  de   la   luz   y   manejar   con   precaución   debido   a   que   es 

cancerígeno.
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Solución decolorante fuerte para geles de poliacrilamida

Metanol....................500 ml

Ácido acético glacial....125 ml

Agua destilada...........625 ml

SDS-Amortiguador 2x

Tris Base...................1.52 gr

SDS..........................2.0 gr

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

Sacarosa al 10% en PBS pH 8

Sacarosa (Sigma)....................10 gr

PBS pH 8........... cbp100 ml

Rojo de fenol (una pizca)

Persulfato de amonio al 10%

Disolver 10 mg en 1 ml de agua destilada. Almacenar en alícuotas de 250 μl 

hasta 2 semanas a -20°C.
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Solución stock de Azul de Coomassie 0.2%

Metanol..............................500 ml

Ácido acético glacial..............100 ml

Agua destilada.....................400 ml

Azul de Coomassie R 250.......2.00 gr

Tapar perfectamente el matraz y agitar toda la noche. Filtrar con papel “Whatman” 

No. 1 y proteger de la luz. Almacenar a TA.

Amortiguador de muestra 1x 

SDS-Amortiguador 2x...................400 μl

β-mercaptoetanol 5%.........................50 μl

Azul de Bromofenol

(Stock 10 mg/ml)..........................50 μl

PBS-Tritón X-100 al 0.2%

Añadir   0.2   ml   de   Tritón   X-100   a   100   ml   de   PBS   pH   7.   Agitar   y 

posteriormente filtrar por 0.22 μm. Almacenar a 4°C hasta su uso.

PBS-Glicina 0.5 M

Pesar 1.87 gr de glicina y disolver en 25 ml de PBS pH 7, luego aforar a 50 

ml con más PBS. Almacenar a 4°C hasta su uso.

21
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PBS-Albúmina 1%

Pesar  0.5  gr  de  albúmina  y  disolver  en  50  ml  de  PBS  pH  7.  Almacenar  a 

4°C hasta su uso.

PBS-Glucosa 1 M

Pesar 5.40 gr de glucosa (Sigma) y disolver en 50 ml de PBS pH 7. Filtrar 

por  membrana  de  0.22  μm  y almacenar  en  alícuotas  de  10  ml  a  4°C.  No  utilizar 

por más de 15 días.
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