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Abstract 

 

Triosephosphate isomerase of Trichomonas vaginalis (TvTIM) is a 27-kDa 

cytoplasmic protein encoded by two genes, tvtim1 and tvtim2 that participates in 

glucose metabolism. TvTIM is also localized to the parasite surface. Thus, the goal 

of this study was to identify the novel functions of the surface-associated TvTIM in 

T. vaginalis and to assess the effect of glucose as an environmental factor that 

regulates its expression and localization. RT-PCR showed that the tvtim genes 

were differentially expressed in response to glucose concentration. tvtim1 was 

over-expressed under glucose-restricted (GR) conditions, whereas tvtim2 was 

over-expressed under glucose-rich (HG) conditions. Western blot and indirect 

immunofluorescence assays also showed that glucose positively affected the 

amount and surface localization of TvTIM in T. vaginalis. Affinity ligand assays 

demonstrated that the recombinant TvTIM1 and TvTIM2 proteins bound to laminin 

(Lm) and fibronectin (Fn) but not to plasminogen. Moreover, higher levels of 

adherence to Lm and Fn were detected in parasites grown under HG conditions 

than in those grown under GR conditions. Furthermore, pretreatment of 

trichomonads with an -TvTIMr polyclonal antibody or pretreatment of Lm- or Fn-

coated wells with both recombinant proteins (TvTIM1r and TvTIM2r) specifically 

reduced the binding of live parasites to Lm and Fn in a concentration-dependent 

manner. Moreover, T. vaginalis was exposed to different glucose concentrations 

(0.3-36.5 mM) during vaginal infection of women with trichomoniasis. We also 

investigated the effect of glucose on the virulence of T. vaginalis. We found that 

HG conditions negatively regulated cytotoxicity, proteolytic activity and expression 

of cysteine proteinases (CPs) that participate in cell damage during infection. 

TvTIM was in vitro secreted, found in vaginal secretions of patients with 

trichomoniasis and inside the vaginal epithelial cells of these patients. In 

conclusion, TvTIM is a surface associated protein induced by glucose that 

functions as a laminin- and fibronectin-binding protein. In addition, glucose 

negatively regulates the mechanism involved in cell damage by T. vaginalis. 
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Resumen 

 

La triosafosfato isomerasa de Trichomonas vaginalis (TvTIM) es una 

proteína citoplásmica, codificada por dos genes, tvtim1 y tvtim2, que participan en 

el metabolismo de la glucosa. TvTIM también se localiza en la superficie del 

parásito. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar las nuevas 

funciones de TvTIM asociada a la superficie de T. vaginalis y evaluar el efecto de 

la glucosa como un factor ambiental que regula su expresión y localización y que 

puede afectar la virulencia del parásito. Ensayos de RT-PCR, mostraron que los 

genes tvtim se expresan diferencialmente en respuesta a la concentración de 

glucosa. El gen tvtim1 se sobreexpresa en restricción de glucosa (RG), mientras 

que tvtim2 se sobreexpresa en alta glucosa (AG). Ensayos de Western blot e 

inmunofluorescencia indirecta también mostraron que la glucosa afecta 

positivamente la cantidad y localización de TvTIM en la superficie de T. vaginalis. 

Ensayos de afinidad a ligando demostraron que las proteínas recombinantes 

TvTIM1 y TvTIM2 se unen a laminina (Lm) y fibronectina (Fn), pero no a 

plasminógeno. Por otra parte, se detectaron altos niveles de adhesión a Lm y Fn 

en parásitos crecidos en AG, comparado con los parásitos crecidos en RG. 

Además, ensayos de inhibición con parásitos pretratados con el anticuerpo 

policlonal α-TvTIM o pozos recubiertos con Lm y Fn preincubados con las 

proteínas recombinantes TvTIM1 y TvTIM2, mostraron reducción concentración 

dependiente y  específica en la unión de parásitos vivos a Lm y Fn. También 

investigamos los niveles de glucosa in vivo en las secreciones vaginales y 

encontramos que T. vaginalis está expuesta a diferentes concentraciones de 

glucosa (0.3-36.5 mM) durante la infección vaginal de mujeres con tricomoniasis. 

Finalmente, investigamos el efecto de la glucosa sobre la virulencia de T. vaginalis 

y encontramos que condiciones de AG regulan de manera negativa la 

citotoxicidad, actividad proteolítica, así como la cantidad y expresión de cisteína 

proteinasas (CPs) responsables del daño celular durante la infección. En 

conclusión, TvTIM es una proteína de T. vaginalis asociada a su superficie 

inducida por glucosa, que funciona como una proteína de unión a Lm y Fn; 
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además, la glucosa regula de manera negativa los mecanismos involucrados en el 

daño celular por T. vaginalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Introducción 

~ 4 ~ 
 

Capítulo I 

 

Introducción 

1.1 Epidemiología de Trichomonas vaginalis. 

Trichomonas vaginalis es un protozoario parásito flagelado que infecta el 

tracto genitourinario humano y es el agente causal de la tricomoniasis, la cual 

ocupa el primer lugar entre las infecciones de transmisión sexual (ITS) de origen 

no viral, con una incidencia mundial de ~276.4 millones de casos por año (1). La 

Organización Mundial de la Salud (OMS) reporta que la mayor prevalencia de 

tricomoniasis se encuentra en los países de América (57.8 millones), seguido por 

los países africanos (42.8 millones) y los países de la región poniente del pacífico 

(30.1 millones) (WHO, 2012). En México, el Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica de la Secretaría de Salud, reportó para el año 2015 una incidencia 

de tricomoniasis de 54,322 casos, superando a otros patógenos responsables de 

ITS como Treponema pallidum (3,242 casos), Chlamydia trachomatis (181 casos) 

y Neisseria gonorrhoeae (1,913 casos). 

Actualmente la epidemiología global de la tricomoniasis se encuentra 

subestimada debido a que un 80% de las infecciones cursan de manera 

asintomática, sumado a un mal diagnóstico de la enfermedad, debido a que los 

síntomas clínicos se asemejan a los de otras ITSs. La tricomoniasis es una 

infección crónica no mortal para el humano; sin embargo, es considerada un 

problema de salud pública con repercusiones sociales y económicas a nivel 

mundial (2). 

 

1.2  Manifestaciones clínicas de la Tricomoniasis. 

T. vaginalis es un parásito extracelular que coloniza el epitelio del tracto 

genitourinario (vagina, cérvix, pene, próstata y uretra) para sobrevivir (3). La 
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infección con T. vaginalis está relacionada con el género, afectando 

principalmente a mujeres con vida sexual activa en las que se reportan desde 

casos asintomáticos (25-50%) hasta infecciones agudas o crónicas (4). Las 

mujeres con tricomoniasis pueden presentar un amplio rango de síntomas y 

complicaciones de salud, entre los que se incluyen: vaginitis, infertilidad y 

embarazos de alto riesgo por la ruptura prematura de las membranas amnióticas. 

También se considera un factor de riesgo para el desarrollo de cáncer cérvico-

uterino, además de aumentar la susceptibilidad a la infección y transmisión del 

virus de inmunodeficiencia humana o VIH (3, 4). En el hombre la prevalencia y el 

espectro clínico de la tricomoniasis son poco conocidos debido a que ~70% de las 

infecciones cursan de manera asintomática. Sin embargo, en casos de 

tricomoniasis aguda, se pueden presentar diversas complicaciones de salud entre 

las que se incluyen: uretritis, balanopostitis, prostatitis, epididimitis, además de ser 

considerada un factor de riesgo para el desarrollo de cáncer de próstata e 

incrementar el riesgo de transmisión del VIH (3, 4). 

La baja prevalencia de la infección con T. vaginalis en el hombre, puede 

estar relacionada a diferencias en los microambientes urogenitales. Por ejemplo, 

la naturaleza oxidativa de los fluidos genitales del hombre sumado a la presencia 

de Zinc en las secreciones prostáticas actúan como factores citotóxicos para T. 

vaginalis. En contraste, el microambiente reductor de la vagina, además de altas 

concentraciones de hierro en el flujo menstrual contribuyen a la activación de una 

variedad de mecanismos patogénicos de T. vaginalis (3, 4).  

 

1.3 Diagnóstico y tratamiento. 

El diagnóstico oportuno de la tricomoniasis es esencial, ya que permitirá un 

tratamiento adecuado y facilitará el control de la transmisión de T. vaginalis. 

Actualmente existen varias pruebas útiles para el diagnóstico de la tricomoniasis, 

entre las que se incluyen, la observación microscópica en fresco para la detección 

de parásitos vivos y móviles, a partir de muestras obtenidas de secreciones 

vaginales o cervicales (5, 6). El método de cultivo en caldo (sistema InPouch TV) 
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es el “estándar de oro” para el diagnóstico de la tricomoniasis ya que es fácil de 

interpretar y requiere poco inoculo (~300-500 tricomonas/ml) (7). Otras pruebas se 

basan en la detección rápida de marcadores antigénicos de T. vaginalis mediante 

el uso de anticuerpos (OSOM TV-test, Kalon Tv látex agglutination test). También 

se han desarrollado pruebas con alta sensibilidad y especificidad que consisten en 

la amplificación de ácidos nucleicos mediante PCR y RT-PCR (8, 9). 

A la fecha, el tratamiento estándar de la tricomoniasis se basa en el uso de 

drogas derivadas del 5-nitroimidazol como el metronidazol (α, β-hidroxietil-2-metil-

5-nitroimidazol). Esta droga entra a la célula por difusión y se activa en los 

hidrogenosomas de T. vaginalis; una vez dentro el grupo nitro de la droga es 

reducido por la enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFO) resultando en 

un radical nitro citotóxico que se une y rompe las cadenas de ADN, provocando la 

muerte de los parásitos (10). Otros nitroimidazoles como el tinidazol, ornidazol y 

secnidazol, también son utilizados en la clínica para el tratamiento de la 

tricomoniasis (3).  

 

1.4 Trichomonas vaginalis.   

T. vaginalis es un protozoario parásito descubierto en 1836 por Alfred 

Donné, que según el orden taxonómico se posiciona de acuerdo a la siguiente 

clasificación: 

 

 

 

 

 

 

 

Donné, 1836; NCBI taxonomy 

Reino Protista 

Phylum Protozoo 

Subphylum Sarcomastigophora 

Clase Zoomastogophorea 

Subclase Zoomastigia 

Orden Trichomonadida 

Género Trichomonas 

Especie Trichomonas vaginalis 
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1.5 Características morfológicas. 

A diferencia de otros protozoarios, T. vaginalis presenta únicamente la 

forma de trofozoíto el cual varia en tamaño con una longitud de 9-23 μm y 

diámetro de 7-15 μm (11). Las condiciones fisiológicas pueden alterar el fenotipo 

de los parásitos. Por ejemplo, en cultivos axénicos y secreciones vaginales este 

protozoario muestra una forma piriforme u ovoide. Sin embargo, adopta una forma 

amoeboide al entrar en contacto con el epitelio escamoso estratificado, o con 

monocapas de células epiteliales vaginales (VECs) (Figura 1) (12). 

Las tricomonas presentan una morfología compuesta de 4 flagelos libres en 

la parte anterior y un quinto flagelo adosado a la membrana ondulante. Paralelo a 

dicha membrana se dispone una cadena de microtúbulos llamada costa, que en 

conjunto se encargan de generar la movilidad de los parásitos (4). Otras 

estructuras internas como el axostilo, conformado de cadenas organizadas de 

microtúbulos que atraviesan en dirección longitudinal el citoplasma y sobresalen 

por el extremo posterior, funciona como estructura de anclaje a células VECs. 

Conectada al axostilo se encuentra la pelta, que recubre la estructura basal de los 

flagelos (Figura 2) (13). En el citoplasma del parásito están contenidos varios 

organelos, un núcleo localizado en la parte anterior, un retículo endoplasmático 

rodeando al núcleo, un complejo de Golgi, lisosomas e hidrogenosomas que son 

los organelos productores de ATP (13). 

 

1.6 Ciclo biológico  

T. vaginalis habita exclusivamente en el tracto genitourinario del humano y 

su ciclo de vida es relativamente sencillo comparado al de otros protozoarios 

patógenos, ya que se presenta únicamente en la forma de trofozoíto y no tiene 

hospederos intermediarios ni vectores. Los trofozoítos pueden establecerse en la 

mucosa vaginal, uretral y prostática, donde se multiplican de manera asexual por 

fisión binaria longitudinal dando origen a dos células hijas. La transmisión de los 
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trofozoítos ocurre de persona a persona a través del contacto sexual con personas 

infectadas (4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fenotipos morfológicos de Trichomonas vaginalis. 

La imagen muestra los dos principales fenotipos ovoide y amoeboide de T. 

vaginalis. Después del contacto de los parásitos ovoides con el epitelio urogenital, 

estos se transforman en amoeboides, incrementando la superficie de contacto con 

el epitelio del hospedero (obtenida de Gould, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Morfología de T. vaginalis (Obtenida y modificada de Harp, 2011). 
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1.7 Metabolismo de carbohidratos en T. vaginalis. 

T. vaginalis es un organismo eucarionte primitivo que muestra mucha 

similitud a bacterias anaerobias. Este parásito depende en gran medida de 

nutrientes exógenos como el hierro y la glucosa, que son vitales para el 

crecimiento, la generación de energía y el mantenimiento de una infección crónica. 

Para T. vaginalis los carbohidratos (CHO) son la principal fuente de energía bajo 

condiciones aerobias y anaerobias (15). Estudios in vitro muestran que T. vaginalis 

adapta su metabolismo de carbono a la naturaleza y disponibilidad de la fuente de 

carbohidratos. Por ejemplo, puede utilizar glucosa, maltosa o glucógeno como 

fuentes de carbono y enegía (16). La maltosa y el glucógeno son hidrolizados a 

monómeros de glucosa por la actividad enzimática de una α-glucosidasa 

secretada al medio de crecimiento (17). La glucosa atraviesa la membrana del 

parásito mediante un transporte de difusión facilitada (18, 19). Una vez dentro del 

parásito la glucosa es metabolizada en dos copartimentos: el citoplasma y los 

hidrogenosomas, que son organelos análogos a las mitocondrias, presentes en 

otros parásitos anaerobios (15). En el citoplasma la glucosa en convertida a 

fosfoenolpiruvato y subsecuentemente a piruvato por la vía clásica de la glucólisis 

Embden-Meyerhoff-Parnas y por la actividad de enzimas glucolíticas (20). El 

piruvato generado a través de la glucólisis es metabolizado por fermentación 

oxidativa en los hidrogenosomas por la actividad de varias enzimas 

hidrogenosomales (21). Finalmente, los productos metabólicos incluyen: acetato, 

lactato, malato, glicerol, CO2, hidrogeno molecular y ATP (20, 21). 

Aunque los CHO son la principal fuente de nutrientes para la generación de 

enegía por T. vaginalis en condiciones de restricción de CHO, los aminoácidos se 

convierten en una fuente alternativa de nutrientes para el crecimiento y 

sobrevivencia de las tricomonas (22). Estudios in vitro han demostrado que el 

crecimiento de T. vaginalis bajo condiciones de restricción de CHO induce el 

consumo de grandes cantidades de aminoácidos especialmente arginina, treonina 

y leucina, los cuales son utilizados para la generación de energía (22-24). 
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1.8 Fuentes de glucosa en el tracto urogenital. 

T. vaginalis es un parásito humano obligado que carece de la capacidad 

para sintetizar un gran número de macromoléculas de novo, por lo tanto, depende 

de su hospedero como fuente de metabolitos y nutrientes escenciales (25). Los 

nutrientes son adquiridos principalmente a través de los componentes solubles en 

las secreciones vaginales, sin embargo, los nutrientes son escasos y varían 

durante la infección (3). Estudios sobre la composición de carbohidratos en los 

fluídos y secreciones vaginales han reportado que la mayor parte (~90%) de los 

carbohidratos totales se presentan en forma de oligosacáridos de glucosa 

posiblemente derivados de la degradación del glucógeno (26-30). Otras formas de 

carbohidratos como la glucosa, maltosa, maltotriosa y glucosamina conforman el 

90% de los monosacáridos libres (29, 30). El glucógeno se ha sugerido como una 

fuente importantes de glucosa para T. vaginalis durante la infección, ya que es uno 

de los componentes más abundantes en las paredes del epitelio vaginal (27). 

Estudios in vitro, han demostrado que T. vaginalis tiene una alta capacidad para 

degradar glucógeno exógeno y transformarlo en azúcares simples como glucosa o 

maltosa (25). Los niveles medios de glucosa y glucógeno libre en secreciones 

vaginales de mujeres sanas han sido reportados en 5 mM (con un rango de 0.2-

149 mM) y 1 μg/μl, respectivamente (30, 33).  

Además de las secreciones vaginales T. vaginalis emplea una combinación 

de mecanismo para la adquisición de nutrientes como son: la citotoxicidad, 

fagocitosis, hemólisis y apoptosis de la célula blanco (34). Estos mecanismos son 

activados por estímulos ambientales (hierro, zinc, poliaminas, entre otros) o tras el 

contacto celular, desencadenando una cascada de eventos que van a contribuir en 

la degradasción y muerte de la célula blanco (34). T. vaginalis tiene una alta 

capacidad para ingerir y degradar una variedad de células reidentes del tracto 

urogenital, como bacilos de Döderlein, células epiteliales vaginales y cervicales, 

leucocitos, eritrocitos, espermatozoides, células prostáticas y levaduras (30, 34). 

Una importante fuente de glucosa y glucógeno para las tricomonas son las células 

epiteliales vaginales, en las cuales se ha reportado un alto contenido de gránulos 

de glucógeno que puden ser adquiridos durante la descamación del epitelio 
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vaginal ó a través de mecanismo como la citotoxicidad (27). Por otra parte, 

mediante la hemólisis de eritrocitos las tricomonas obtienen una importante fuente 

de hierro, lípidos y glucosa, que además se incrementa durante el periodo 

menstrual (32). 

Como se mencionó en el capítulo anterior la glucosa es la principal fuente 

para la generación de energía en T. vaginalis, sin embargo, la disponibilidad de 

glucosa y otros nutrientes pueden variar durante la infección. Esta idea nos llevó a 

generar dos de las preguntas que tratamos de contestar en este trabajo ¿Cuáles 

son los niveles de glucosa en el tracto vaginal de mujeres con tricomoniasis? y 

¿Es la glucosa otro factor ambiental que modula la actividad citotóxica y el daño a 

la células blanco? 

 

1.9 Interacción parásito-hospedero de T. vaginalis. 

La interacción parásito-hospedero de T. vaginalis es un proceso 

multifactorial en el que intervienen factores del hospedero (receptores), del 

parásito (proteínas de superficie y proteinasas) y del microambiente vaginal (pH, 

temperatura, nutrientes, hierro, hormonas, etc) (34). Para sobrevivir como un 

parásito extracelular y establecer una infección crónica en la vagina T. vaginalis 

debe atravesar el moco vaginal y adherirse al epitelio vaginal o cervical, para 

multiplicarse y colonizar el tracto urogenital (4).  

T. vaginalis puede adherirse directamente a las células del epitelio o a 

componentes de matriz extracelular en tracto urogenital. En ambos eventos 

participan por lo menos tres clases de moléculas de superficie, entre las que se 

incluyen: 1) Lipofosfoglicanos (TvLPG-like). 2) Una colección de proteínas de 

membrana, recientemente identificadas a través de la genómica y proteómica. 3) 

Un grupo controversial de proteínas metabólicas asociadas a la superficie del 

parásito con funciones alternativas en la citoadherencia (35). 
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1.9.1. Lipofosfoglicano (TvLPG-like) 

El TvLPG-like, es un glicoconjugado constituido principalmente de galactosa 

y N-acetilglucosamina que recubre la superficie de T. vaginalis y que participa en 

la interacción parásito-hospedero. TvLPG-like se une de manera específica a su 

receptor Galectina-1, expresado en la superficie de células epiteliales cervicales 

humanas (36, 37).  

 

1.9.2. Proteínas de membrana 

Con la reciente búsqueda de proteínas de superficie en el genoma de T. 

vaginalis (38), por comparación de secuencias con proteínas de superficie 

implicadas en la patogénesis de otros organismos, se han identificado al menos 4 

familias de proteínas de superficie con posible participación en la interacción 

parásito-hospedero. 1) Metaloproteasas (GP63). 2) Cisteína proteinasas (CPs). 

Ambas responsables de la citotoxicidad de T. vaginalis, un mecanismo importante 

para la interacción parásito-hospedero. 3) Familia TvBspA-like, implicada en la 

regulación de la respuesta inmune. 4) Familia VSP-like, implicada en la adhesión a 

la célula blanco (34, 39). 

 

1.9.3 Proteínas metabólicas multifuncionales 

A la fecha se han identificado al menos 5 proteínas de adhesión (AP), 

nombradas en base a sus masas moleculares como AP120, AP65, AP51, AP33 y 

AP23. Estas son las moléculas de adhesión más controversiales debido a varias 

razones: 1) A excepción de AP23, las demás muestran una alta homología con 

enzimas metabólicas (Piruvato ferredoxina oxidorreductasa/AP120, enzima 

málica/AP65, succinil-coenzima A sintetasa (sub. β)/AP51, succinil-coenzima A 

sintetasa (sub. α)/AP33). 2) Estas enzimas originalmente están involucradas en el 

metabolismo de carbohidratos. 3) Se localizan en los hidrogenosomas de T. 

vaginalis donde realizan su función metabólica. Sin embargo, muestran una 

segunda localización en la superficie del parásito, donde exhiben nuevas 
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funciones alternativas no enzimáticas como adhesinas que se unen a receptores 

en la superficie de la célula blanco (40, 41) en presencia de altas concentraciones 

de hierro y al contacto con la célula blanco (42). 

Otras enzimas citoplasmáticas de T. vaginalis, tales como, gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa (TvGAPDH) y alfa-enolasa (TvENO-1), son proteínas implicadas 

en el metabolismo de la glucosa. Sin embargo, también se localizan en la 

superficie del parásito donde adquieren nuevas funciones mediando la unión de T. 

vaginalis a componentes de matriz extracelular (MEC), como laminina (Lm) y 

fibronectina (Fn) en el caso de TvGAPDH, o a plasminógeno (Plg) en el caso de 

TvENO-1 (43, 44). 

Estos datos sugieren la importante participación de proteínas metabólicas 

en la interacción parásito-hospedero de T. vaginalis. Sin embargo, a la fecha no se 

han identificado las vías de transporte de estas proteínas desde los 

hidrogenosomas o citoplasma, hacia la superficie del parásito. Tampoco se 

conocen los mecanismos a través de los cuales se anclan a la superficie del 

parásito, ya que no poseen dominios transmembranales, ni secuencia señal de 

exporte. Según la clasificación propuesta por Constance J. Jeffery (2014), estas 

proteínas entran en la categoría de proteínas “moonlighting” (45, 46). 

 

1.10 Proteínas “moonlighting” 

Las proteínas “moonlighting” o multifuncionales son, como su nombre lo 

indica, una clase proteínas que realizan dos o más funciones, no relacionadas, a 

partir de una única cadena polipeptídica. La segunda función no implica en ningún 

caso la perdida de la función canónica y suele ser fisiológicamente relevante para 

la célula (46). A la fecha, cerca de 200 proteínas han sido experimentalmente 

identificadas como proteínas moonlighting, estas se han incluido en la base de 

datos MoonProt (http://www.moonlightingproteins.org) (47). Las proteínas 

moonlighting se han encontrado expresadas en muchos tipos de células, incluidas, 

células de mamífero, hongos, parásitos, bacterias, plantas, virus y arqueas (48).   

http://www.moonlightingproteins.org)/
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La aparición de funciones moonlighting suele estar asociada a los siguientes 

mecanismos:  

 Localización celular: La proteína puede cambiar su localización entre los 

diferentes compartimentos celulares, tales como, núcleo, citoplasma, 

vesículas, membrana celular, etc. También puede adquirir una localización 

extracelular, mediante su secreción (45). 

 Oligomerización: La proteína puede sufrir cambios en su estado de 

oligomerización, alterando su función. Por ejemplo,  la proteína gliceraldehído-

3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), realiza su función canónica como enzima 

glucolítica citoplasmática, bajo una conformación de tetrámero, sin embargo, 

como un monómero, se localiza en el núcleo y exhibe una segunda función 

como uracil-DNA glicosilasa (45, 49). 

 Expresión diferencial: Una misma proteína puede realizar dos funciones 

diferentes cuando se expresa en diferentes tipos de células (45). 

 Cambios en estructura: Pequeños cambios o diferencias en las estructuras 

covalentes de proteínas puede resultar en diferentes funciones. Por ejemplo, 

proteínas que cambian su función después de someterse a modificaciones 

postraduccionales, o proteínas donde la mutación de un único aminoácido 

resulta en la aparición de una nueva función (50). 

 Factores ambientales: La función de una proteína puede ser activada por la 

cantidad de sustrato, ligando o cofactor disponible. Por ejemplo, la proteína 

PutA (flavin deshidrogenasa), es una proteína bifuncional, que en 

concentraciones altas de sustrato (prolina) se une a la membrana para realizar 

su función canónica, sin embargo, en condiciones de restricción de prolina es 

una proteína de unión a ADN, funcionando como un represor transcripcional 

(45, 51). 

 Sitios de unión: Una proteína puede realizar distintas funciones utilizando 

diferentes sitios de unión. Por ejemplo, el receptor de aspartato (Tar) de E. coli 

media la respuesta quimiotáctica a una variedad de moléculas, por medio de 
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sitios específicos de unión a ligando, sin embargo, también es una proteína 

que funciona como receptor de maltosa (45, 52, 53). 

Según Jeffery el término “moonlighting” estaría restringido a proteínas 

multifuncionales en que la segunda función no proviene de la fusión de genes, 

splicing alternativo, múltiples fragmentos proteolíticos con diferentes funciones, o 

actividades enzimáticas promiscuas (45, 46). 

Un grupo particular de proteínas “moonlighting” incluye a enzimas 

intracelulares que realizan una segunda función bioquímica diferente sobre la 

superficie celular. Estas enzimas se encuentran con frecuencia en la superficie 

celular durante experimentos proteómicos y ensayos de localización subcelular. 

Un ejemplo clásico de proteínas moonlighting son las enzimas metabólicas, 

localizadas sobre la superficie de patógenos como bacterias, protozoarios y 

hongos, donde tienen un papel clave durante la infección y la virulencia (54, 55). 

Algunas de las funciones reportadas para estas proteínas incluyen la colonización 

de los tejidos del hospedero al unirse a proteínas de matriz extracelular, o 

directamente a la célula blanco (56).  

 

1.11 La triosafosfato isomerasa (TIM) en la interacción Parásito-

Hospedero. 

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima glucolítica citoplásmica que 

cataliza la isomerización entre hidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-

fosfato (G3P) desempeñando un rol esencial en la vía de la glucólisis (Embden-

Meyerhof-Parnas), gluconeogénesis y pentosa fosfato (57). Además de su función 

metabólica, a la TIM se le ha descrito como una proteína “moonlighting” cuando se 

localiza en la superficie de microorganismos patógenos. Por ejemplo, la TIM 

funciona como una proteína de unión a Lm y Fn, durante la fase infectiva de 

Paracoccidioides brasiliensis; mientras que en Staphylococcus aureus, media la 

unión de la bacteria con Plg (58, 59). Funciones similares de adhesina se han 

identificado para la TIM localizada en la superficie de Lactobacillus plantarum y 

Mycoplasma gallisepticum, mediando la adhesión a células Caco-2 y células DF-1, 
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respectivamente (60, 61). En el hongo Candida albicans, la TIM de superficie 

media la unión a componentes del plasma humano y también participa junto con 

otras proteínas de superficie, confiriendo protección contra estrés oxidativo (62, 

63). Estudios proteómicos también han idenificado a la proteína TIM en la 

superficie de Entamoeba histolytica; sin embargo, aún no ha sido descrita su 

función es éste patógeno (64). Por otra parte, TIM exhibe funciones extracelulares 

en parásitos helmintos. Por ejemplo, en Brugia malayi y Schistosoma mansoni TIM 

es una de las proteínas más abundantes en los productos de secreción y funciona 

como blanco de anticuerpos durante la infección, además de ser considerada 

como un blanco potencial terapéutico y/o para el desarrollo de vacunas (65-67). 

La proteína TIM también puede adquirir diversidad funcional como resultado 

de la duplicación de genes. En la mayoría de los organismos TIM es codificada por 

un gen único; sin embargo, en plantas es codificada por dos genes “tim” que son 

diferencialmente expresados en el citosol y los cloroplastos (68). De manera 

similar, la TIM es codificada por genes duplicados en la bacteria Sinorhizobium 

meliloti, donde uno ellos está involucrado en el catabolismo del eritritol y el otro 

participa en la gluconeogénesis (69). Estos datos sugieren que la proteína TIM es 

una proteína “moonlighting” y un factor de virulencia en microorganismos 

patógenos. 
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Capítulo II 

 

Antecedentes directos 

Como parte de la colaboración con nuestro laboratorio, Figueroa-Angulo y 

col., en el 2012 identifican que la enzima triosafosfato isomerasa de T. vaginalis 

(TvTIM) es codificada por dos genes tvtim (tvtimi1 y tvtim2) que se traducen en 

dos proteínas funcionales de 27 kDa (TvTIM1 y TvTIM2). Ambas proteínas TvTIM 

fueron caracterizadas como proteínas recombinantes, se cristalizaron y se 

obtuvieron sus estructuras cristalinas (70, 71). Entre las evidencias que sugerían 

que TvTIM podría tener funciones “moolighting” en T. vaginalis, se encontraban los 

análisis de su estabilidad estructural. Por ejemplo, ambas son proteínas diméricas 

de 254 aminoácidos en longitud; sin embargo, difieren únicamente en 4 aa, que 

afectan significativamente su estabilidad estructural, observando que el dímero 

TvTIM1r es más estable y poco disociable comparado con el dímero TvTIM2r, que 

es fácilmente disociable, sugiriendo que estos cambios podrían estar afectando 

directamente la función de la proteína (71). Además, por ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo anti-TvTIM2r se mostró que las 

TvTIMs exhibían doble localización celular (en el citoplasma y en la superficie de 

T. vaginalis) en condiciones regulares de crecimiento, sugiriendo que estas 

proteínas podrían tener nuevas funciones alternativas cuando se localizan en la 

superficie de los parásitos (71). Adicionalmente, análisis transcriptómicos recientes 

reportaron un incremento significativo en la expresión del gen tvtim2 en parásitos 

amoeboides adheridos a fibronectina (72), en parásitos adheridos a células VECs 

(14), así como en parásitos crecidos en alta glucosa (AG) (73), comparado con el 

gen tvtim1, sugiriendo que los genes tvtim de T. vaginalis se expresan de manera 

diferencial, lo cual podría estar relacionado a funciones alternativas. Conjuntando 

estas evidencias surgió el interés para la realización de trabajo que se enfocó en 

estudiar la posible participación de TvTIM como otra proteína “moonlighting” en T. 

vaginalis.  
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Capítulo III 

Justificación 

La glucosa es la principal fuente de energía para Trichomonas vaginalis; sin 

embargo, los niveles de glucosa en el tracto urogenital durante la infección y su 

contribución en la biología del parásito aún no se han documentado 

completamente. Por otra parte, varias enzimas glucolíticas se han reportado como 

proteínas “multifuncionales” con funciones de adhesinas o como receptores de 

matriz extracelular en la superficie de T. vaginalis. Estas nuevas funciones se han 

asociado a eventos de duplicación de genes, sumado a cambios en la localización 

celular de estas proteínas y regulados por factores ambientales como el hierro y la 

glucosa.  

Con la reciente caracterización de dos enzimas triosafosfato isomerasa de 

T. vaginalis (TvTIM) codificadas por genes duplicados, con diferentes niveles de 

expresión que codifican para dos proteínas con diferente estabilidad estructural y 

que además presentan una doble localización en el citoplasma y en la superficie 

del parásito; nos surgió el interés de identificar las funciones alternativas para la 

TvTIM de superficie y caracterizarla como un nuevo factor de virulencia de T. 

vaginalis modulada por glucosa. 

 

Capítulo IV 

Hipótesis 

La glucosa es otro factor ambiental que modula la virulencia de 

Trichomonas vaginalis asi como la relocalización de las proteínas TvTIM hacia la 

superficie de los parásitos durante la interacción parásito-hospedero donde 

presentan una nueva función como receptor de matriz extracelular. 
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Capítulo V 

 

Objetivo general 

Demostrar el efecto de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de 

Trichomonas vaginalis con laminina y fibronectina mediada por la enzima 

triosafosfato isomerasa (TvTIM). 

 

 

 

Capítulo VI 

 

Objetivos particulares 

 

1) Determinar el papel de la glucosa como un factor ambiental que modula el 

crecimiento, la adhesión y la citotoxicidad de T. vaginalis. 

2) Evaluar el efecto de la glucosa sobre la expresión y la localización de las 

proteínas TvTIM a la superficie de T. vaginalis. 

3) Buscar las posibles vías de transporte por las cuales TvTIM llega a la 

superficie del parásito.  

4) Demostrar la función alternativa de las proteínas TvTIM de superficie en la 

interacción parásito-hospedero de T. vaginalis. 

5) Determinar la presencia de las proteínas TvTIM durante la infección por T. 

vaginalis. 
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Capítulo VIII 

 

Materiales y métodos 

8.1 Establecimiento de las condiciones de glucosa in vitro. 

Para determinar los niveles normales de glucosa a los que T. vaginalis está 

expuesta durante su crecimiento in vitro; se cuantificó la glucosa libre presente en 

el medio de cultivo TY (Triptona-Extracto de levadura), suplementado con 10% de 

suero bovino adulto (SBA). Este medio de cultivo (TY-SBA) se utilizó como medio 

base para el crecimiento de T. vaginalis en todos los experimentos. La glucosa se 

determinó por el método automatizado glucosa-hexoquinasa, en el laboratorio de 

diagnóstico clínico MICRO-TEC (Ciudad de México, México). 

En este proyecto se estandarizó el crecimiento de T. vaginalis bajo tres 

condiciones de glucosa: (1) Restricción de glucosa (RG, ≤ 1mM); (2) Glucosa 

normal (NG, 25 mM); (3) Alta glucosa (AG, 50 mM). Las condiciones de RG y AG, 

se incluyeron en base a previos reportes por Huang KY y col. 2014 (73). La 

condición de NG, se calculó en base a la maltosa (13 mM) contenida en el medio 

estándar TYM-SBA, tomando en cuenta que una molécula de maltosa son dos 

moléculas de glucosa. Para la condición de RG, se utilizó medio TY-SBA, sin 

glucosa suplementada, y en el que solo 1 mM de glucosa está presente, derivada 

de los componentes del medio. Para la condición de AG, se utilizó medio TY-SBA, 

suplementado con 50 mM de glucosa. Los niveles de glucosa en cada condición 

de crecimiento se verificaron por el método glucosa-hexoquinasa (MICRO-TEC). 

 

8.2 Cultivo de Trichomonas vaginalis. 

En este estudio se trabajó con el aislado clínico CNCD188 de T. vaginalis 

(74). Para normalizar el crecimiento, los parásitos en fase logarítmica se 

mantuvieron en cultivo durante 3 días, mediante pase diario en medio TYG-SBA-

NG. Posteriormente, los parásitos se cosecharon y se lavaron tres veces con PBS 
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pH 7, frío y enseguida se transfirieron a medio TYG-SBA, en las tres condiciones 

de glucosa RG, NG o AG y se incubaron durante 20 h a 37°C, para los diferentes 

experimentos. 

 

8.3 Cinética de crecimiento. 

Para evaluar el efecto de la glucosa sobre el crecimiento de T. vaginalis se 

realizaron cinéticas de crecimiento de parásitos (2  105 parásitos/ml) en las 

condiciones de RG, NG y AG. Los cultivos se incubaron a 37°C y la densidad 

celular se determinó en intervalos de 6 h durante 24 h de crecimiento utilizando el 

método de conteo celular en hematocitómetro. Como un control normal de 

crecimiento, los parásitos se cultivaron en medio regular TYM-SBA, suplementado 

con maltosa (13 mM). La viabilidad celular fue monitoreada en cada punto de la 

cinética utilizando el método de exclusión con el colorante azul de tripano (75).  

 

8.4 Oligonucleótidos. 

Para determinar los niveles de expresión de los genes tvtim, se utilizaron 

oligonucleótidos específicos para tvtim1 y tvtim2, previamente diseñados en el 

laboratorio por Figueroa-Angulo y col. en el 2012 (70) utilizando las secuencias 

reportadas en TrichDB para tvtim1 (TVAG_497370) y tvtim2 (TVAG_096350). Para 

la amplificación por PCR y RT-PCR del gen tvtim1 se utilizaron los 

oligonucleótidos: sentido 5´-ACATTCTTTGTCGGAGGC-3´ y anti-sentido 5´-

AATGTTGATGAAACCTGG-3´. Para la amplificación de tvtim2 se utilizaron los 

oligonucleótidos: sentido 5´-ACATTCTTCGTCGGTGGT-3´ y anti-sentido 5´-

AATGTTGATGAAGCCTGG-3´. Para ambos, tvtim1 y tvtim2 el producto 

amplificado fue de 726 pb. 
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8.5 Extracción del RNA total. 

El RNA total de T. vaginalis se obtuvo a partir de parásitos (2  107) 

cultivados en las condiciones de RG, NG y AG, utilizando el método estándar de 

TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las pastillas de parásitos se obtuvieron 

por centrifugación, se resuspendieron en 1 ml de TRIzol y se incubaron 5 min a 

temperatura ambiente (TA). Enseguida, se le adicionaron 200 μl de cloroformo, los 

tubos se mezclaron por inversión, se incubaron por 3 min a TA, se centrifugaron a 

12,000  g por 15 min a 4°C, el sobrenadante se recuperó en un tubo Eppendorf 

nuevo de 1.5 ml, se le adicionó 500 μl de isopropanol, se incubó por 10 min a TA y 

se centrifugó a 12,000  g durante 10 min. Las pastillas se lavaron con 1 ml de 

etanol al 75% en agua DEPC, se mezclaron por inversión y se centrifugaron a 

7,500  g durante 5 min. Las pastillas se secaron en campana para eliminar los 

residuos de etanol y el RNA total se re-suspendió en 50 μl de agua DEPC estéril. 

El RNA total (5 µg) se trató con 3 U de DNasa I (Roche) en amortiguador 10 y 

agua DEPC, en un volumen final de reacción de 40 μl, se incubó 40 min a 37°C, 

se agregaron 2 μl de EDTA (25 mM) y se incubó a 65°C durante 10 min para 

inactivar a la DNasa I. El RNA se llevó a un volumen de 100 μl con agua DEPC 

estéril y se precipitó con acetato de sodio 3 M (volúmen 1/10) y 2.5 volúmenes de 

etanol absoluto toda la noche a -70°C, se centrifugó a 12,000  g durante 15 min a 

TA y la pastilla con el RNA total se resuspendió en 5 μl de agua DEPC. 

 

8.6 Retrotranscripción. 

Para la síntesis de cDNA se utilizó el kit “RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis” (Thermo Scientific). A 5 μg de RNA total tratado con DNasa I, se 

adicionaron 6 μl de agua DEPC estéril, 1 μl de oligo dT y se desnaturalizó a 70°C 

durante 5 min. Los tubos se colocaron en hielo a 4°C y se adicionaron 4 μl de 

amortiguador RT 5, 1 μl (20 U/μl) de inhibidor de RNasa “RiboLock”, 2 μl de 

dNTPs mix (10 mM), 1 μl (200 U/μl) de la enzima retrotranscriptasa “Revert Aid M-

Mulv Reverse” y se incubaron durante 60 min a 42°C. La reacción se terminó 
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calentando a 70°C durante 5 min y la concentración de cDNA se cuantificó en un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific). 

 

8.7 Amplificación por PCR. 

Las reacciones de PCR se prepararon en tubos estériles con los siguientes 

reactivos: 5 μl del amortiguador para PCR (10), 3 μl de MgCl2  (25 mM), 1 μl de 

dNTP´s mix (10 mM), 1 μl (1 μg/μl) de cada oligonucleótido sentido y anti-sentido, 

5 μl de cDNA (500 ng) y 0.4 μl de enzima Taq polimerasa (Invitrogen 7.5 μg/μl); la 

reacción se llevó a un volumen final de 50 μl con agua de ampolleta. Como control 

positivo de PCR, se incluyó un tubo de reacción utilizando DNA genómico como 

molde. Para el control negativo, se incluyó un tubo de reacción utilizando RNA 

tratado con DNasa I. Como control interno de cantidad, se amplificó un fragmento 

de 112 pb del gen β-tubulina (β-tub) utilizando los oligonucleótidos, sentido BTUB9 

5´-CATTGATAACGAAGCTCTTTACGAT-3´ y anti-sentido BTUB2 5´-

GCATGTTGTGCCGGACATAACCAT-3´ (70). Las condiciones de PCR utilizadas 

para amplificar los genes tvtim1, tvtim2 y β-tub fueron las siguientes: 1 ciclo a 94°C 

por 2 min, 25 ciclos de desnaturalización a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C 

por 1 min y extensión a 72°C por 1 min; como extensión final se incluyó 1 ciclo a 

72°C por 7 min. Para visualizar los productos de amplificación se corrieron en 

geles de agarosa al 1%, a 80 volts durante 20 min y se tiñeron con bromuro de 

etidio (0.5 μg/μl) en amortiguador TBE 1. Las imágenes se capturaron con el 

ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el “software Quantity One” (Bio-

Rad). 

 

8.8 Obtención de los extractos de proteínas totales (para adhesinas). 

Los extractos de proteínas totales de T. vaginalis se obtuvieron en 

presencia de inhibidores de proteasas de acuerdo a lo previamente descrito por 

Arroyo y col. 1992; Moreno-Brito y col., 2005 (40, 41). De manera breve y con 

pequeñas modificaciones, parásitos (2  107) cultivados en RG, NG y AG durante 
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20 h a 37°C, se resuspendieron en 500 µl de amortiguador NET (Tris-HCl 50 mM, 

NaCl 150 mM y EDTA 5 mM), pH 7.4, en presencia de los inhibidores de 

proteasas TLCK (1 mM) y leupeptin (0.2 mM), se mezclaron y se incubaron por 10 

min a 4°C. Enseguida se lisaron los parásitos con deoxicolato de sodio (0.5%) 

adicionando TLCK (1 mM) y leupeptin (0.2 mM) e incubando 20 min a 4°C. 

Después, se adicionó amortiguador TDSET (Tris-Cl 10 mM, pH 7.8, DOC 0.2%, 

SDS 0.1%, EDTA 10 mM y Triton-X100 al 1%) hasta completar un volumen final 

de 1 ml. A continuación se colocó un colchón de sacarosa al 10% (100 µl) con 

indicador rojo de fenol en el fondo del tubo y se centrifugó a 12,000  g por 30 min 

a 4°C. Después se recuperó el sobrenadante con las proteínas totales solubles y 

se cuantificó la concentración de proteína a 280 nm en un NanoDrop 2000 UV-Vis. 

Los extractos de proteínas se analizaron por SDS-PAGE en geles de 

poliacrilamida al 12% y luego se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (NC) 

de 0.22 µm (Bio-Rad) para su análisis por ensayos de Western blot (WB) con 

diferentes anticuerpos. Para visualizar el patrón de proteínas un gel duplicado se 

tiñó con azul brillante de Coomassie al 0.05%. 

 

8.9 Electrotransferencia de proteínas a membrana de nitrocelulosa. 

El sándwich para la transferencia de proteínas se preparó en el siguiente 

orden: lado oscuro de la unidad de transferencia, esponja, papel filtro Whatman 

No. 3, gel de poliacrilamida con proteínas separadas por SDS-PAGE, membrana 

de NC de 0.22 μm (Bio-Rad), papel filtro Whatman No. 3, esponja y lado 

transparente de la unidad de transferencia. Enseguida, el sándwich se colocó en 

cámara húmeda (Bio-Rad) sumergido en amortiguador de transferencia. La 

transferencia se realizó en frío con agitación suave, durante 20 min a 30 volts para 

las proteínas de bajo peso molecular y por 1 h a 100 volts para las proteínas de 

alto peso. La transferencia de las proteínas se verificó tiñendo las membranas con 

rojo de Ponceau al 100% y los patrones de proteínas se capturaron en el 

fotodocumentador y se destiñeron con PBS pH 7. Las membranas se bloquearon 

con leche al 10% en PBS-Tween 20 al 0.1% (PBS-T20) durante toda la noche con 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Materiales y métodos 

~ 30 ~ 
 

agitación suave a 4°C, se lavaron cinco veces con PBS-T20 en agitación durante 5 

min (por lavado) a TA y se incubaron con los anticuerpos correspondientes para 

los ensayos de WB. 

 

8.10 Western blot. 

Para los ensayos de WB, las membranas transferidas y previamente 

bloqueadas con leche al 10% se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos 

en PBS-T20, con leche al 5%, durante 18 h a 4°C. Las membranas se lavaron 

cinco veces con PBS-T20 y se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra 

anti-conejo acoplado a peroxidasa, diluido 1:3,000 (Bio-Rad) con leche al 2.5% en 

PBS-T20 durante 2 h a TA. Las bandas reactivas se revelaron por 

quimioluminiscencia con el kit “SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate” (Thermo Scientific-Pierce). Las imágenes se capturaron con el 

ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el “software Quantity One” (Bio-

Rad). 

 

8.11 Ensayo de inmunofluorescencia indirecta. 

Parásitos en RG (1 mM) y AG (50 mM), se crecieron adheridos a 

cubreobjetos durante 20 h a 37°C, se lavaron con PBS pH 7 filtrado, se fijaron con 

paraformaldehído fresco al 2% en PBS pH 7 durante 30 min a TA, se lavaron cinco 

veces con albúmina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS y se bloquearon con PBS-

glicina 0.5 M durante 1 h a TA, se lavaron tres veces con PBS-glicina, se 

bloquearon con suero fetal bovino (SFB) al 1% en PBS durante 15 min a TA, se 

lavaron cinco veces con PBS y se incubaron durante 18 h a 4°C con el anticuerpo 

primario anti-TvTIMr o suero pre-inmune (PI) de conejo, ambos a una dilución de 

1:50 en PBS. Los parásitos se lavaron cinco veces con PBS y se incubaron con un 

anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a fluoresceína (FITC) 

(Thermo Scientific) diluido 1:100 en PBS durante 2 h a TA, se lavaron cinco veces 

con PBS y la superficie de los parásitos se tiñó con DIL (DIL-CM-38; Molecular 
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Probes-Invitrogen) diluido 1:2,000 en agua miliQ filtrada durante 30 min a TA. Para 

marcar los núcleos de los parásitos, los cubreobjetos se montaron en 7 µl de 

solución “Vectashield” con DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Los 

parásitos se observaron por microscopía confocal en un microscopio Zeiss y las 

imágenes se analizaron con el software ZEN 2012 (Carl Zeiss, Germany). 

Para confirmar el efecto de la glucosa sobre la localización de las proteínas 

TvTIM de T. vaginalis, los parásitos se mantuvieron durante tres días por pase 

diario en RG (1 mM) antes de ser transferidos a medio fresco, suplementado con 

diferentes concentraciones de glucosa (1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 mM) sobre 

cubreobjetos durante 1 h a 37°C. Estos parásitos se procesaron con el mismo 

protocolo descrito arriba para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta y 

análisis de microscopía confocal. 

 

8.12 Inmunomarcaje con oro coloidal. 

Parásitos crecidos en AG por 20 h a 37°C, se lavaron cinco veces con PBS 

pH 7 y se fijaron con una mezcla de paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 

0.2% en medio D-MEM sin suero. Los parásitos se deshidrataron con etanol, se 

embebieron en resina LR-white que se polimerizó con luz UV a 4°C toda la noche. 

De la pastilla de parásitos se generaron secciones ultra finas, se montaron en 

rejillas de níquel, se bloquearon con suero fetal bovino (SFB) al 10% en PBS, se 

incubaron con el anticuerpo primario anti-TvTIMr diluido 1:30 toda la noche a 4°C, 

se lavaron varias veces con albúmina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS, se 

incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a partículas 

de oro coloidal (10 o 20 nm), diluido 1:50 durante 1 h a TA. Como control negativo, 

los parásitos se incubaron solo con el anticuerpo secundario. Las muestras se 

analizaron por microscopía electrónica de transmisión (MET) en un microscopio 

JEOL JEM-1011 (JOEL Ltd., Tokyo, Japón). 
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8.13 Ensayo de ligando-adhesina. 

A partir de parásitos (2  107) crecidos en condiciones de bajo hierro (BH; 0 

µM), hierro normal (NH; 20 µM) y alto hierro (AH; 250 µM) durante 20 h a 37°C, se 

obtuvieron los extractos de proteínas totales solubles que contienen a las 

adhesinas utilizando el mismo protocolo descrito en la sección 8.8. Para los 

ensayos de ligando-adhesinas los extractos de proteínas obtenidos en cada 

condición de hierro se incubaron con células HeLa (1  106) fijadas con 

glutaraldehído al 2.5% y bloqueadas con glicina al 0.5 M. La incubación se realizó 

en agitación suave a 4°C durante toda la noche. Al día siguiente, las células se 

lavaron cinco veces con amortiguador TDSET (Tris-Cl 10 mM, pH 7.8, DOC 0.2%, 

SDS 0.1%, EDTA 10 mM y Triton-X100 al 1%), centrifugando a 12,000 x g 5 min a 

4°C en cada lavado. Las proteínas de T. vaginalis unidas por afinidad a la 

superficie de las células HeLa se separaron eluyendo con 30 µl de amortiguador 

de muestra 1 (BM 1), se hirviendo durante 3 min y se analizaron por SDS-PAGE 

en geles de poliacrilamida al 10%. Para visualizar el patrón de proteínas un 

duplicado del gel se tiñó con azul brillante de Coomassie (CBB). Para los ensayos 

de WB duplicados de estos geles se transfirieron a membranas de NC (0.22 µm, 

Bio-Rad) y se incubaron con los anticuerpos correspondientes. 

 

8.14 Ensayo de afinidad a ligando. 

Para demostrar la interacción de las proteínas TvTIM de T. vaginalis con 

diferentes ligandos como proteínas de matriz extracelular y plasminógeno, se 

realizaron ensayos de Far-western blot (FWB), siguiendo el protocolo previamente 

descrito por Pereira y col. 2007 (58). De manera breve y con pequeñas 

modificaciones, 1 µg de las proteínas recombinantes TvTIM1r o TvTIM2r se 

sometieron a SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%, se transfirieron a 

membranas de NC (0.22 µm, Bio-Rad) y se bloquearon con leche al 10% en PBS-

T20 toda la noche a 4°C en agitación suave. Las membranas se lavaron cinco 

veces con PBS-T20 y se incubaron con los diferentes ligandos: laminina (Lm; 

L2020, Sigma Co. St Louis, MO, USA), fibronectina (Fn; F2006, Sigma), 
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plasminógeno (Plg; STA-239, Cell Bio-Labs, San Diego, CA, USA), o ppTvCP4r, 

una proteína recombinante no relacionada que se utilizó como control negativo. 

Todos los ligandos se utilizaron a una concentración de 30 µg/ml en PBS-BSA al 

1% y la interacción se incubó toda la noche a 4°C en agitación suave. Las 

membranas se lavaron cinco veces con PBS-T20 y se incubaron toda la noche a 

4°C con los anticuerpos primarios correspondientes: anti-Lm (L9393, Sigma), anti-

Fn (F3348, Sigma), anti-Plg (STA-139, Cell Bio-Labs) o anti-ppTvCP4r, diluidos 

1:1,000 en PBS-T20-BSA. Las membranas se lavaron cinco veces con PBS-T20 y 

se incubaron 2 h a TA con los anticuerpos secundarios correspondientes: cabra 

anti-conejo acoplado a peroxidasa (dilución 1:3,000, Bio-Rad) o burro anti-cabra 

acoplado a peroxidasa (dilución 1:2,000, Jackson Immuno Research, West Grove, 

PA, USA), se lavaron cinco veces con PBS-T20 y las bandas reactivas se 

revelaron por quimioluminiscencia “SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate” (Thermo Scientific-Pierce). Las imágenes se capturaron con el 

ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el software Quantity One (Bio-Rad). 

La proteína recombinante alfa-enolasa de T. vaginalis previamente reportada 

como receptor de Plg (44), se utilizó como control positivo de FWB; una proteína 

recombinante no relacionada ppTvCP4r, se incluyó como control negativo de 

FWB. Como controles negativos adicionales se incluyeron las proteínas TvTIM1r, 

TvTIM2r, TvENOr y ppTvCP4r incubadas directamente con los anticuerpos anti-

Lm, anti-Fn, anti-Plg. Como controles positivos, las proteínas TvTIM1r, TvTIM2r, 

TvENOr, o ppTvCP4r, se incubaron directamente con los anticuerpos 

correspondientes: anti-TvTIMr (dilución 1:1,500), anti-TvENOr (dilución 1:2,000) o 

anti-ppTvCP4r (dilución 1:2,000). 

 

8.15 Ensayo de unión Dot-blot. 

Diferentes cantidades (0, 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 µg) de las proteínas 

recombinantes TvTIM1r, TvTIM2r, TvENOr y TvCP4r se transfirieron a membranas 

de NC (0.22 µm; Bio-Rad) utilizando el equipo de microfiltración Bio-Dot (Bio-Rad). 

Las membranas se bloquearon con leche al 5% en amortiguador TBS-T20 (Tris-
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HCl 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5, Tween-20 al 0.05%) toda la noche a 4°C, se 

lavaron cinco veces con TBS-T20 y se incubaron con Lm y Fn (30 μg/ml), o Plg 

(30 μg/ml y 60 μg/ml) en TBS-BSA al 1% con agitación suave toda la noche a 4°C, 

se lavaron cinco veces con TBS-T20 y se incubaron toda la noche a 4°C con los 

anticuerpos primarios correspondientes: anti-Lm, anti-Fn, anti-Plg, (dilución 

1:1,000) en PBS-T20-BSA. Las membranas se lavaron cinco veces con TBS-T20 y 

se incubaron 2 h a TA con los anticuerpos secundarios correspondientes: cabra 

anti-conejo acoplado a peroxidasa (dilución 1:3,000) o burro anti-cabra acoplado a 

peroxidasa (dilución 1:2,000), se lavaron cinco veces con TBS-T20 y las zonas 

reactivas se revelaron por quimioluminiscencia “SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate” (Thermo Scientific-Pierce). Las imágenes se 

capturaron con el ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el software 

Quantity One (Bio-Rad). Como controles positivos de dot-blot diferentes 

cantidades de las proteínas TvTIM1r, TvTIM2r, o TvCP4r se incubaron 

directamente con los anticuerpos anti-TvTIMr o anti-TvCP4r (ambos a dilución 

1:1,000), respectivamente. Como control positivo de unión a Plg se incluyó a la 

proteína recombinante TvENOr y como control negativo de unión se utilizó a la 

proteína recombinante no relacionada TvCP4r en las mismas cantidades descritas 

previamente. 

 

8.16 Marcaje con cell tracker blue. 

Los parásitos se lavaron tres veces con PBS pH 7 frío y se contaron en un 

hematocitómetro. Enseguida, a 1  106 parásitos/ml resuspendidos en medio TYG 

sin suero, se adicionó Cell Tracker Blue (CTB; 75 μM) (CMAC; Molecular Probes) 

en DMSO y se incubaron durante 45 min a 37°C en agitación a 100 rpm, se 

lavaron tres veces con medio TYG-SBA centrifugando a 1,800 rpm/5 min en cada 

lavado. Los parásitos se resuspendieron en medio fresco TYG-SBA y se incubaron 

2 h a 37°C cubiertos de la luz. Los parásitos marcados con CTB se analizaron por 

microscopía de epifluorescencia. 
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8.17 Ensayos de adhesión a Lm y Fn. 

Primeramente, las placas de 96 pozos (Jet Biofil, USA) fueron recubiertas 

con Lm, Fn o BSA (2 µg/pozo) en amortiguador de carbonatos, pH 9.6, incubando 

toda la noche a 4°C. A continuación, los pozos se lavaron 5 veces con PBS-T20, 

se bloquearon con leche al 5% en PBS-T20 2 h a TA, se lavaron cinco veces con 

PBS-T20, se incubaron con los anticuerpos primarios anti-Lm o anti-Fn (dilución 

1:200) toda la noche a 4°C, se lavaron con PBS-T20 y se incubaron con un 

anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a FITC (dilución 1:500) 2 h a 

TA. Los pozos se lavaron cinco veces con PBS-T20 y la emisión de fluorescencia 

por pozo se midió a 520 nm en un espectrofluorómetro Gemini EM (Molecular 

Devices SpectraMax) confirmando de esta manera el recubrimiento de los pozos 

con Lm y Fn. 

Para los ensayos de adhesión de T. vaginalis a Lm y Fn inmovilizadas en 

placas de 96 pozos, se utilizaron parásitos vivos crecidos en diferentes 

concentraciones de glucosa  (RG, NG y AG) previamente marcados con CTB (75 

μM), los cuales se agregaron a los pozos (5  105 parásitos/pozo) recubiertos con 

Lm, Fn o BSA (control negativo), se incubaron 30 min a 37°C, se lavaron tres 

veces con PBS tibio para eliminar los parásitos no adheridos y la emisión de 

fluorescencia a partir de los parásitos adheridos a Lm, Fn o BSA se midió a 466 

nm en un espectrofluorómetro Gemini EM. Las unidades relativas de fluorescencia 

(URF) se analizaron utilizando el software SoftMax Pro 6.3 y se graficaron 

utilizando el software GraphPad Prism 5.0. 

 

8.18 Inhibición de la adhesión a Lm y Fn. 

Para los ensayos de inhibición de la adhesión parásitos crecidos en 

condiciones de AG y marcados con CTB se incubaron con concentraciones 

crecientes (0, 100, 200, 300, and 400 µg/ml) de IgGs de los sueros anti-TvTIMr, 

pre-inmune (PI) de conejo (como control negativo), o anti-ppTvCP4r (como un 

anticuerpo no relacionado) durante 30 min a 4°C, se lavaron tres veces con medio 
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TYG sin suero y luego se agregaron a los pozos (5  105 parásitos/pozo) 

recubiertos con Lm o Fn en un volumen final de 100 µl de medio TYG sin suero y 

se incubaron durante 30 min a 37°C. A continuación, se lavaron tres veces con 

PBS tibio para eliminar los parásitos no adheridos y después del tercer lavado se 

eliminó el PBS de los pozos para medir la emisión de fluorescencia a partir de los 

parásitos adheridos a Lm y Fn en un espectrofluorómetro Gemini EM a 466 nm. 

Para obtener el 100% de adhesión a Lm y Fn se incluyeron parásitos marcados 

con CTB sin tratamiento. 

Para los ensayos de competencia pozos recubiertos con Lm y Fn (2 

µg/pozo) se incubaron con catidades crecientes (0-1.6 µg) de las proteínas 

recombinantes purificadas TvTIM1r, TvTIM2r o ppTvCP4r (control negativo), 

durante 1 h a 4°C. A continuación, se lavaron tres veces con PBS para eliminar la 

proteína no unida, se agregaron los parásitos (5  105 parásitos/pozo) previamente 

cultivados en AG y marcados con CTB, se incubaron 30 min a 37°C, se lavaro tres 

veces con PBS tíbio para eliminar los parásitos no adheridos y después del tercer 

lavado se eliminó el PBS de los pozos para medir la emisión de fluorescencia a 

partir de los parásitos adheridos a Lm y Fn en un espectrofluorómetro Gemini EM 

a 466 nm. El 100% de adhesión se obtuvo de parásitos adheridos directamente a 

Lm y Fn, sin tramiento con los competidores. 

 

8.19 Ensayo de secreción in vitro. 

Para determinar si las proteínas TvTIM eran secretadas por T. vaginalis 

bajo las condiciones de glucosa utilizadas, realizamos ensayos de secreción in 

vitro a partir de parásitos (5  106) resuspendidos en 5 ml de PBS pH7, en 

condiciones de RG (≤ 1 mM) y AG (50 mM), incubados durante 1 h a 37°C. Los 

productos de secreción en ambas condiciones se obtuvieron por centrifugación a 

1,800 rpm por 5 min a 4°C  y el sobrenadante se filtró a través de membranas de 

0.22 µm para eliminar restos celulares. A continuación las proteínas se 

precipitaron con TCA al 10% durante toda la noche a 4°C, se obtuvo la pastilla de 

proteínas a partir de los 5 ml, centrifugando a 13,000 rpm por 5 min a 4°C, se 
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lavaron tres veces con acetona fría para eliminar los residuos de TCA, se 

resuspendieron en 20 µl de amortiguador de muestra (BM 1), se hirvieron 5 min, 

luego se analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y los 

patrones de proteínas se visualizaron por tinción con azul brillante de Coomassie 

(CBB). Duplicados de estos geles se transfirieron a membranas de NC (0.22 µm, 

Bio-Rad) para su análisis por WB con los diferentes anticuerpos primarios: anti-

TvTIMr, anti-EhHKr (control negativo de secreción) y anti-TvCP4 (control positivo 

de secreción) que se incubaron durante toda la noche a 4°C en agitación suave. 

Las membranas se lavaron cinco veces con PBS-T20, se incubaron con un 

anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (dilución 

1:3,000) en PBS-T20 durante 2 h a TA,  se lavaron 5 veces con PBS-T20 y 

finalmente las bandas reactivas se revelaron por quimioluminiscencia, las 

imágenes se capturaron con el ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el 

software Quantity One (Bio-Rad). Como control positivo de WB las pastillas de 

proteínas totales de los parásitos en RG y AG se analizaron por SDS-PAGE, se 

transfirieron a membranas de NC y se analizaron por WB utilizando los mismos 

anticuerpos mencionados. 

 

8.20 Obtención de las secreciones vaginales. 

Las muestras de secreciones vaginales (SV) incluidas en este estudio se 

obtuvieron con la colaboración de la Biol. Diana Rodríguez y la QBP. María del 

Pilar González Uribe, esta última adscrita al Instituto Mexicano del Seguro Social 

(IMSS). La toma de muestras se realizó a mujeres que acudían a su exámen 

periódico de Papanicolaou en la Unidad de Medicina Preventiva del Hospital 

General de México (HGM), así como a mujeres que acudían para estúdios 

ginecológicos a la Unidad de Medicina Familiar N°94 (UMF-IMSS). Como 

evidencia de infección vaginal todas ellas recibieron el diagnóstico de 

cervicovaginitis y algunos otros trastornos ginecológicos mediante exámenes 

clínicos. Las SVs se colectaron a partir del flujo vaginal (líquido blanco lechoso) 

con un hisopo estéril y se diluyeron en solución salina (dilución 1:5). La presencia 
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de componentes celulares como células epiteliales vaginales (VEC), leucocitos, 

bacterias, levaduras y T. vaginalis se determinó por análisis microscópico de las 

SVs. El pH de las muestras se determinó con tiras indicadoras de pH con rangos 

de 0-14 y 4-7 (ColorpHast, Merck). La presencia de T. vaginalis y otros patógenos 

como Gardnerella vaginalis, Candida albicans o enterobacterias se determinó por 

análisis microscópico y cultivo in vitro. Para el cultivo de T. vaginalis se utilizó el 

método de InPouch Tv (Biomed Diagnostic, White City, OR, USA). 

 

8.21 Determinación de los niveles de glucosa en SV. 

Para determinar los niveles de glucosa a los que T. vaginalis se expone 

durante la infección vaginal, se cuantificó la glucosa libre presente en las 

secreciones vaginales de mujeres con tricomoniasis. En este estudio se incluyeron 

85 muestras de SV las cuales se obtuvieron según el protocolo descrito en la 

sección anterior 8.20. Las SV diluidas (1:5) en solución salina, se centrifugaron a 

13,000 rpm por 5 min a 4°C para eliminar los componentes celulares. El 

sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se centrifugó nuevamente a 13,000 

rpm por 5 min a 4°C. Las muestras de SV se organizaron en dos grupos de 

acuerdo a los resultados del análisis microscópico y cultivo in vitro: 1) grupo de 

personas con microbiota normal sana y 2) grupo de personas con infección 

vaginal. Para la cuantificación de glucosa libre, se tomaron 500 µl de cada SV y se 

enviaron al laboratorio de diagnóstico clínico MICRO-TEC para la cuantificación de 

glucosa por el método automatizado de glucosa-hexoquinasa. 

 

8.22 Búsqueda de TvTIM en secreciones vaginales. 

Para determinar la presencia de las proteínas TvTIM de T. vaginalis durante 

la infección, se realizaron ensayos de WB con el anticuerpo anti-TvTIMr, a partir 

de secreciones vaginales obtenidas de mujeres con tricomoniasis (n=16) o 

mujeres con microbiota normal sana (n=16). La selección de las SV para este 

estudio, se realizó en base a los resultados del análisis microscópico y cultivo in 
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vitro. Cada muestra de SV con tricomoniasis tuvo su SV equivalente con 

microbiota normal sana, donde la única diferencia entre las muestras radicó en la 

presencia (Tv +) o la ausencia (Tv -) de T. vaginalis. Para los ensayos de WB, se 

obtuvieron las proteínas presentes en las SV por el método de precipitación con 

ácido tricloroacético (TCA). A 200 µl de SV se le agregó 700 µl de PBS pH 7 frío y 

se precipitaron con 100 µl de TCA toda la noche a 4°C. La pastilla de proteínas se 

obtuvo por centrifugación a 13,000 rpm por 5 min a 4°C, se lavaron tres veces con 

acetona fría, se resuspendieron en 30 µl de amortiguador de muestra (BM 1), se 

hirvieron 5 min, se analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12 % y 

el perfil de proteínas se visualizó por tinción con CBB. Duplicados de estos geles 

se transfirieron a membranas de NC (0.22 µm, Bio-Rad) para su análisis por WB 

con el anticuerpo primario anti-TvTIMr (dilución 1:500) y con un anticuerpo 

secundario de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (dilución 1:3,000). Las 

bandas reactivas se detectaron por quimioluminiscencia, las imágenes se 

capturaron con el ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se analizaron con el software 

Quantity One (Bio-Rad). Las bandas con reactividad positiva por WB, se 

localizaron en los geles teñidos con CBB, se cortaron y se identificaron por Maldi-

Tof-MS. Para descartar un posible reconocimiento cruzado del anticuerpo anti-

TvTIM con la proteína TIM de humano, extractos de proteínas totales obtenidos a 

partir de células HeLa se analizaron por WB con el anticuerpo anti-TvTIMr. 

 

8.23 Inmunofluorescencia indirecta de células VEC. 

Para evaluar la posible interacción entre las proteínas TvTIM de T. vaginalis 

con las células epiteliales vaginales (VEC) durante la infección; realizamos 

ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-TvTIMr, a partir 

de células VEC aisladas de las secreciones vaginales de mujeres con 

tricomoniasis o mujeres con microbiota normal sana (control de especificidad). 

Para el aislamiento de las células VEC las SV (500 µl) se centrifugaron a 6,000 

rpm por 5 min a 4°C, la pastilla de células se resuspendió en 800µl de 

paraformaldehído al 4% y se fijaron sobre cubreobjetos tratados con poli-L-lisina 
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(SIGMA) 30 min a TA, se lavaron cinco veces con PBS, luego cinco veces con 

PBS-albúmina al 1%, se bloquearon con PBS-glicina (0.5 M) 1 h a TA, se lavaron 

tres veces con PBS-glicina, se bloquearon con 1% de suero fetal bovino en PBS 

15 min a TA, se lavaron cinco veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo 

primario anti-TvTIMr (dilución 1:50) 18 h a 4°C. A continuación, se lavaron cinco 

veces con PBS, se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo 

acoplado a fluoresceína (FITC) (diluición 1:100 en PBS) 2 h, se lavaron cinco 

veces con PBS y la superficie de las células se tiñó con DIL (dilución 1:2,000) 30 

min a TA. Para marcar los núcleos los cubreobjetos se montaron en 7 µl de 

solución Vectashield con DAPI y finalmene las células se analizaron por 

microscopía confocal en un microscopio Zeiss y las imágenes se analizaron con el 

software ZEN 2012 (Carl Zeiss, Germany). 

 

8.24 Ensayos de citotoxicidad 

Para los ensayos de citotoxicidad las tricomonas (~2 105 parásitos/pozo) 

se depositaron sobre monocapas de células HeLa (~5 104 células/pozo) en una 

relación 4:1 (parásito/HeLa) en medio de interacción D-MEM-TYG (relación 2:1) 

sin suero. Para evaluar el efecto de la glucosa sobre la citotoxicidad de T. 

vaginalis, la interacción parásito-HeLa se realizó en condiciones de RG (≤ 1 mM) o 

AG (50 mM) y se siguió a los 15, 30 y 60 min a 37°C, en atmosfera de CO2 al 5%. 

Concluido el tiempo de interacción se retiró el medio de los pozos, se lavaron tres 

veces con PBS frío, para eliminar los parásitos adheridos y las monocapas de 

células HeLa se fijaron con formaldehído al 2% en PBS 10 min a TA, se lavaron 

tres veces con PBS y se tiñeron con cristal violeta (50 µl/pozo) 10 min a TA. Los 

pozos se lavaron cinco veces con PBS para eliminar el exceso de colorante y se 

evaluó la integridad de las monocapas por microscopía óptica. Para determinar el 

% de citotoxicidad, el colorante retenido por las monocapas se eluyó en 50 μl de 

SDS al 1% y se midió la absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA. El % de 

citotoxicidad de las monocapas incubadas con T. vaginalis se calculó comparando 
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con el control de células HeLa sin tratamiento. Los resultados se graficaron 

utilizando el software GraphPad Prism. 

 

8.25 Ensayos de actividad proteolítica. 

Para determinar el efecto de la glucosa sobre la actividad proteolítica de T. 

vaginalis, se obtuvieron extractos resistentes a proteasas a partir de tricomonas (2 

 107) cultivadas en medio TYG-SBA en RG (≤ 1 mM) o AG (50 mM). Los 

parásitos se lavaron tres veces con PBS pH 7 frío, se resuspendieron en 500 μl de 

PBS pH 8, se lisaron con 50 µl de desoxicolato de sodio al 10% y se incubaron 

durante 20 min a 4°C, se adicionaron 450 μl de PBS pH 8 (1 ml vol. final), se 

depositó en el fondo del tubo un colchón de sacarosa al 10% (100 µl) con 

indicador rojo de fenol y se centrifugó a 12,000  g 30 min a 4°C. Las proteínas de 

los sobrenadantes se analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% 

copolimerizados con gelatina al 0.2%. Después de la electroforesis las proteasas 

separadas en los geles se renaturalizaron con 30 ml de Tritón X-100 al 2.5% 1 h a 

TA y se activaron con amortiguador de acetato de sodio (0.1 M) pH 4.5 con β-

mercaptoetanol al 0.1% por 4 h a 4°C o 4 h a 37°C. Para visualizar las zonas con 

actividad proteolítica los geles se tiñeron con CBB, observando la actividad 

proteolítica como bandas blancas contra un fondo obscuro. 

 

8.26 Expresión de cisteína proteinasas (CPs). 

Para evaluar el efecto de la glucosa en algunas de las CPs que participan 

en la virulencia de T. vaginalis, se obtuvieron extractos resistentes a proteasas de 

parásitos (2  107) cultivados en medio TYG-SBA en RG (≤ 1 mM) y AG (50 mM) 

como se describió previamente. Los extractos se analizaron por SDS-PAGE en 

geles de poliacrilamida al 12%, se transfirieron a membranas de NC, se 

bloquearon con leche al 10% en PBS-T20 durante toda la noche a 4°C, se lavaron 

cinco veces con PBS-T20 y se incubaron 18 h a 4°C con diferentes anticuerpos 

primarios dirigidos contra varias CPs de T. vaginalis: anti-TvCP2 (1:200), anti-
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TvCP4 (1:200), anti-TvCP30 (1:200), anti-TvCP39 (1:200) y anti-TvLEGU-1 (1:500) 

diluidos con 5% de leche en PBS-T20. Las membranas se lavaron cinco veces con 

PBS-T20 y se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo 

acoplado a peroxidasa (dilución 1:3,000) 2 h a TA, se lavaron cinco veces con 

PBS-T20, las bandas reactivas se revelaron por quimiolumiscencia (SuperSignal 

West Pico), las imágenes se capturaron con el ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se 

analizaron con el software Quantity One (Bio-Rad). 

 

8.27 Electroforesis en 2-DE. 

La electroforesis bidimensional se realizó según el protocolo previamente 

descrito por Cárdenas-Guerra y col. 2013 (76). Parásitos (6  107) cultivados en 

RG (≤ 1mM) y AG (50 mM) por 22 h a 37°C, se resuspendieron y lisaron en 150 µl 

de amortiguador de isoelectroenfoque (Bio-Rad), se incubaron 20 min a TA, se 

centrifugó a 13,000 rpm 5 min a 4°C para eliminar los componentes celulares no 

solubilizados y el sobrenadante (extracto resistente a proteasas) se transfirió a las 

celdas de la cámara para isoelectroenfoque (IEF; Bio-Rad). Para la separación de 

las proteínas en la primera dimensión, tiras de gel con un gradiente de pH 

inmovilizado (ReadyStrip IPG strip pH 4-7, Bio-Rad) se colocaron directamente 

sobre los extractos en la cámara y se rehidrataron de manera activa 14 h a 20°C 

con 50 volts. El isoelectroenfoque de las proteínas se realizó en el equipo Protean 

IEF Cell (Bio-Rad), en tres pasos: (1) 250 volts por 20 min; (2) 4,000 volts por 3 h; 

(3) 4,000 volts con un incremento gradual hasta 10,000 volts/h. Una vez terminada 

la corrida, las tiras de gel con las proteínas se sometieron a la segunda dimensión 

(2D) por SDS-PAGE en geles preparativos de poliacrilamida al 10 y 12%. Antes de 

la corrida las tiras de gel se incubaron en amortiguador de equilibrio 1 (con DTT) 

10 min a TA y en amortiguador de equilibrio 2 (con iodacetamida) 10 min a TA 

para geles teñidos con nitrato de plata. En el caso de geles para actividad 

proteolítica, las tiras de gel se incubaron sólo con el amortiguador 1 ya que la 

iodoacetamida inhibe la actividad. Las tiras se montaron en los geles preparativos 
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correspondientes y se inmovilizaron con solución de “overlay” agarosa al 0.5% 

(Sigma-2D) y se corrieron a 100 volts constantes durante 90 min. 

 

8.28 Identificación de proteínas por Maldi-Tof-MS 

La identificación de proteínas se realizó a partir de geles de poliacrilamida 

en 1-DE teñidos con CBB; así como de geles de poliacrilamida en 2-DE teñidos 

con nitrato de plata. Las bandas de los geles 1-DE o las manchas de los geles 2-

DE se cortaron, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles y se enviaron 

al Departamento de Biotecnología y Bioquímica (área de proteómica) del 

CINVESTAV-Unidad Irapuato, con la colaboración de la auxiliar en investigación 

C. Alicia Chagoya López. Las proteínas contenidas en las bandas o manchas se 

sometieron a una digestión con tripsina, para hacer un mapeo tríptico por el 

método de Maldi-Tof-MS/MS-peptide mapping en un espectrómetro de masas 

(ToFSPec SE). 

 

8.29 Análisis in silico. 

Para identificar posibles sitios de modificaciones postraduccionales en las 

proteínas TvTIM de T. vaginalis, se analizaron las secuencias de aminoácidos 

reportadas en TrichDB para TvTIM1 (TVAG_497370) y TvTIM2 (TVAG_096350), 

para la búsqueda de sitios implicados en la asociación a la membrana, secreción e 

interacción con otras proteínas o sustratos. Los programas utilizados para este 

estudio fueron: CSS-Palm 4.0 (csspalm.biocuckoo.org), GPS Lipid 1.0 

(lipid.biocuckoo.org), GPS 3.0 (csspalm.biocuckoo.org), NetPhos 2.0 

(www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos), DictyOGLy 1.1 

(www.cbs.dtu.dk/services/DictyOGLy), NetNGly 1.0 

(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGLy). 

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos
http://www.cbs.dtu.dk/services/DictyOGLy
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGLy
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8.30 Análisis estadístico 

Las diferencias estadísticamente significativas entre los resultados 

generados para cada experimento, se determinaron por análisis de varianza 

(ANOVA) y el método comparativo de Tukey, utilizando el software GraphPad 

Prism 5.0. 
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Capítulo IX 

 

Resultados 

9.1 Niveles de glucosa en secreciones vaginales de mujeres con 

Tricomoniasis. 

Uno de los principales planteamientos de este trabajo fue demostrar que la 

glucosa es otro factor ambiental que modula la virulencia de T. vaginalis. Los 

antecedentes sugerían que cambios en los niveles de glucosa in vitro podrían 

estar influyendo en la biología del parásito, sin embargo, se desconocia si T. 

vaginalis se exponía a cambios en la concentración de glucosa in vivo durante la 

infección. Para abordar esta cuentión en nuestro trabajo determinamos los niveles 

de glucosa libre presente en las secreciones vaginales de un total de 85 mujeres 

mexicanas, entre las que se incluyeron mujeres con microbiota normal y mujeres 

con infección vaginal por T. vaginalis o por otros patógenos. La tabla 1 incluye el 

concentrado de los resultados obtenidos de la cuantificación de glucosa, donde se 

muestran los valores individuales de glucosa en (mM) para cada persona. Los 

resultados muestran que para el grupo de mujeres con microbiota vaginal normal, 

pero que presentaban problemas ginecológicos la concentración de glucosa 

promedio fue de 11.96 mM, con una variación en los valores individuales entre 

0.3-38.3 mM. Para el grupo de mujeres que presentaban cervicovaginitis pero sin 

T. vaginalis, la concentración de glucosa promedio fue de 14.31 mM con valores 

individuales que variaron entre 0.3-43.10 mM. Para el grupo de mujeres con 

cervicovaginitis causada por T. vaginalis, la concentración de glucosa promedio 

fue de 10.25 mM con valores individuales que variaron entre 0.3-36.65 mM. 

Finalmente, las mujeres que presentaban infección vaginal por Candida albicans, 

Gardnerella vaginalis y enterobacteria, sumado a otros problemas ginecológicos, 

la concentración de glucosa promedio fue de 13.48 mM con valores individuales 

entre 0.55-56.6 mM. Nuestros resultados sugieren que los niveles de glucosa 
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vaginal entre las mujeres incluidas en este estudio son variables; también 

muestran que las tres condiciones de glucosa (RG, NG y AG) utilizadas para los 

experimentos in vitro se encuentran dentro del rango de glucosa in vivo, lo que 

respalda nuestros resultados y sugiere que los parásitos se exponen a cambios 

drásticos en los niveles de glucosa durante la infección del tracto vaginal que 

además podrían estar modulando in vivo la virulencia de T. vaginalis. Es 

importante mencionar que los niveles de glucosa reportados en este estudio están 

sujetos a diferentes variables, como son la edad, pH y diagnóstico clínico de cada 

persona. 
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Tabla 1. Niveles de glucosa en secreciones vaginales de mujeres con 

microbiota normal e infección vaginal. 

 

 

Cultivo Glucosa

VECc CBd Bacte Levf Tvg in vitro h (mM)k

1 37 4 Quiste ovárico + + ++ - - PNAi 0.3

2 38 8 Miomatosis uterina + + + - - √ 0.55

3 42 5 Cistocele + + + - - √ 0.55

4 33 4 Embarazo ++ + + - - √ 0.55

5 31 5 Infección del tracto urinario, cervicovaginitis ++ ++ ++ - - √ 2.2

6 24 4 Cervicovaginitis, embarazo + + + - - √ 2.2

7 35 7 Cervicovaginitis, disfunción ovárica + + + - - √ 2.8

8 54 7 Miomatosis uterina + + + - - √ 2.8

9 65 7 Cistocele ++ ++ ++ - - √ 3.05

10 36 5 Dismenorrea + +++ +++ - - √ 3.9

11 60 7 Cistoceles + +++ +++ - - √ 3.9

12 24 4 Dispereunia ++ ++ + - - √ 7.5

13 33 4 Infección del tracto urinario, infertilidad ++ + ++ - - √ 18.3

14 30 4 Embarazo +++ + ++ - - √ 21.65

15 40 4 Miomatosis uterina +++ ++ ++ - - √ 23.05

16 29 5 Infección del tracto urinario ++ ++ ++ - - √ 25.25

17 38 7 Vaginitis crónica, ovario poliquístico ++ + +++ - - √ 25.8

18 37 4 Quiste ovárico ++ + +++ - - √ 26.35

19 37 4 Vulvovaginitis crónica + + + - - √ 30.25

20 45 6 Cistocele + + + - - √ 38.3

21 25 4 Cervicovaginitis ++ ++ ++ - - Tv (-)j* 0.3

22 26 4 √ ++ + ++ - - √ 0.3

23 43 5 √ ++ ++ ++ - - √ 0.3

24 44 6 √ +++ +++ ++ - - √ 0.3

25 50 5 √ + + + - - √ 0.3

26 65 7 √ + + + - - √ 0.3

27 23 6 √ + + + - - √ 0.55

28 33 5 √ ++ ++ ++ - - √ 0.55

29 38 4 √ + +++ ++ - - √ 0.55

30 42 5 √ + + + - - √ 0.55

31 25 6 √ +++ +++ +++ - - √ 0.85

32 42 7 √ ++ ++ + - - √ 0.85

33 23 5 √ + + + - - √ 1.95

34 29 6 √ + + + + - √ 1.95

35 29 6 √ ++ ++ +++ - - √ 2.2

36 27 4 √ +++ ++ ++ + - √ 2.2

37 44 5 √ ++ ++ +++ + - √ 2.5

38 42 5 √ ++ ++ + - - √ 3.05

39 20 5 √ ++ ++ ++ - - √ 3.35

40 58 6 √ ++ ++ ++ - - √ 3.6

41 33 5 √ + + ++ - - √ 3.9

42 43 4 √ ++ + +++ - - √ 17.2

43 25 5 √ + ++ ++ - - √ 22.2

44 50 5 √ ++ + ++ - - √ 22.75

45 34 6 √ ++ + +++ - - √ 25.8

46 29 5 √ ++ ++ ++ - - √ 26.9

47 50 4 √ ++ ++ ++ + - √ 28.3

48 20 5 √ ++ + + - - √ 28.3

49 31 5 √ ++ + ++ - - √ 30.55

50 59 5 √ ++ + + - - √ 31.1

51 36 6 √ ++ ++ ++ - - √ 31.35

Diagnóstico clínicopHEdadb(n)a
Análisis microscópico

Microbiota normal

Infección vaginal
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52 52 5 √ ++ ++ +++ - - √ 31.66

53 37 5 √ ++ + ++ ++ - √ 36.1

54 47 4 √ ++ ++ +++ - - √ 39.15

55 26 5 √ ++ ++ ++ - - √ 42.2

56 24 6 √ +++ ++ ++ - - √ 42.45

57 41 4 √ ++ ++ +++ - - √ 43.1

58 33 5 Cervicovaginitis + + ++ - + T. vaginalis * 0.3

59 52 5 √ ++ ++ +++ - + √ 0.3

60 26 6 √ ++ ++ ++ + + √ 0.3

61 40 5 √ ++ + +++ - + √ 0.85

62 35 5 √ ++ ++ +++ - + √ 0.85

63 25 6 √ +++ ++ ++ - + √ 1.1

64 19 5 √ +++ ++ +++ - + √ 1.1

65 40 5 √ + + +++ - + √ 1.65

66 44 5 √ +++ + +++ - + √ 1.65

67 40 6 √ + + + - + √ 2.2

68 42 5 √ ++ ++ +++ - + √ 19.45

69 61 6 √ ++ ++ ++ - + √ 25.25

70 42 5 √ ++ ++ + - + √ 30.8

71 35 5 √ ++ + ++ - + √ 31.35

72 20 5 √ + + ++ + + √ 36.65

73 25 6 Cervicovaginitis ++ +++ ++ - - G. vaginalis 0.55

74 19 5 Cervicovaginitis ++ + ++ - - √ 1.1

75 29 5 Hipotiroidismo +++ ++ +++ - - √ 1.95

76 29 4 Papilomavirus humano ++ + + - - C. albicans 1.4

77 47 5 Urosepsis +++ + ++ - - √ 2.2

78 26 4 Embarazo + + + - - √ 2.2

79 21 5 Cervicovaginitis, embarazo +++ +++ +++ - - √ 2.5

80 27 5 Cervicovaginitis ++ ++ ++ - - √ 4.45

81 24 7 Cáncer cervical + + + - - √ 25.25

82 47 4 Cervicovaginitis ++ ++ ++ +++ - √ 41.35

83 34 5 Infección del tracto urinario, infertilidad + + + - - Enterobacterias 3.9

84 58 7 Infección del tracto urinario, cervicovaginitis ++ ++ ++ - - √ 31.9

85 66 7 Diabetes mellitus tipo 2 + + + - - √ 56.6

Trichomonas vaginalis

Otros patógenos

(n)a, Número de muestras en orden consecutivo; Edadb, en años; VECc, células epiteliales 

vaginales; CBd, células blancas; Bacte, bacterias; Lev f, levaduras; Tvg, Trichomonas vaginalis; 

Cultivo in vitro h, aislamiento e identificación de bacterias, hongos o T. vaginalis; PNAi, patógenos 

no aislados por cultivo; sin embargo, no se realizó el cultivo para el aislamiento de T. vaginalis; Tv 

(-)j, en estas muestras no se detectó a T. vaginalis en el análisis microscópico, ni por cultivo in 

vitro. Por lo tanto se clasificaron como negativas para T. vaginalis; (*), los asteriscos indican que 

sólo se realizó el cultivo in vitro para el aislamiento de T. vaginalis. Los niveles de glucosa en las 

secreciones vaginales se muestran en milimolar (mM) determinada por el método automatizado de 

hexoquinasak. Los signos indican los componentes celulares en escasos (+), moderados (++), 

abundantes (+++) o negativos (-). Los signos (√) indican resultados similares en cada grupo de 

muestras.  
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9.2 Efecto de la glucosa en el crecimiento de T. vaginalis. 

 Tomando en cuenta que T. vaginalis podría estar expuesta a cambios en 

los niveles de glucosa durante la infección in vivo; nos surgió el interés por evaluar 

el efecto de la glucosa en el crecimiento de T. vaginalis, ya que es un evento 

escencial para el mantenimiento de una infección crónica. Para ello, realizamos 

cinéticas de crecimiento de los parásitos en condiciones de restricción (RG;  1 

mM), normal (NG; 25 mM) y alta (AG; 50 mM) concentración de glucosa. Nuestros 

resultados mostraron que la mayor densidad celular al tiempo máximo de 24 h de 

cultivo fue alcanzada por los parásitos en condiciones de AG (4.78 ± 0.16 106 

células/ml), comparado con los parásitos en NG (3.73 ± 0.06 106 células/ml) y RG 

(1.97 ± 0.14 106 células/ml); incluso comparado con los parásitos crecidos en 

medio regular TYM (3.78 ± 0.12 106 células/ml) que se utilizó como un control 

normal de crecimiento (Fig. 3A). Adicionalmente, evaluamos si las diferentes 

condiciones de glucosa (RG, NG y AG) afectaban la viabilidad de los parásitos, sin 

embargo, no encontramos cambios significativos a las 24 h de cultivo, 

comparando con el control de crecimiento en medio TYM (Fig. 3B). Estos datos 

nos sugieren que AG es una condición óptima para el crecimiento de T. vaginalis, 

con un incremento significativo en la densidad celular (P 0.05), comparado con la 

condición de RG. Además nos sugieren que la glucosa modula el crecimiento de 

los parásitos, posiblemente como un mecanismo de supervivencia para adaptarse 

a los cambios en las condiciones del microambiente vaginal. 
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Trichomonas vaginalis en diferentes 

concentraciones de glucosa. (A) La gráfica muestra la cinética de crecimiento 

de T. vaginalis en condiciones de restricción (RG,  1 mM), normal (NG, 25 mM) y 

alta (AG, 50 mM) concentración de glucosa. El número inicial de parásitos 

cultivados en las diferentes condiciones de glucosa fue de 2  105 células/ml. 

Como control de crecimiento normal, la misma cantidad de parásitos se crecieron 

en medio regular TYM (triptona, extracto de levadura, maltosa). La densidad 

celular se determinó en intervalos de 6 h durante 24 h de crecimiento a 37°C. (B) 

La gráfica muestra la viabilidad celular de los parásitos a las 24 h de cultivo en las 

diferentes condiciones de glucosa (RG, NG y AG) determinada por el método de 

exclusión con el colorante azul de tripano. Todos los datos (A y B), representan la 

desviación estándar de tres experimentos independientes por duplicado. 
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9.3 Expresión de los genes tvtim 

 La triosafosfato isomerasa de T. vaginalis, TvTIM, es una enzima glucolítica 

codificada por dos genes tvtim funcionales (tvtim1 y tvtim2). Uno de los factores 

ambientales más estudiados en la regulación de la expresión de genes en T. 

vaginalis es el hierro; sin embargo, Figueroa-Angulo y col., 2012 (70) demostraron 

que el hierro no afecta la expresión de los genes tvtim. Esto nos llevó a investigar 

a la glucosa como otro factor ambiental que podría afectar la expresión de los 

genes tvtim. Mediante ensayos de RT-PCR a partir de cDNA de T. vaginalis 

cultivados en diferentes concentraciones de glucosa, se encontró que el gen 

“tvtim1” muestra la mayor expresión en los parásitos que crecen en RG (Fig. 4A; 

línea 1) comparado con los parásitos en NG y AG (Fig. 4A, líneas 2 y 3). Por el 

contrario, el gen tvtim2 mostró una mayor expresión en los parásitos que crecen 

en AG (Fig. 4A; línea 3) comparado con los parásitos en RG y NG (Fig. 4A; líneas 

1 y 2). Estas diferencias se corroboraron por el análisis densitométrico de los 

amplicones teñidos con bromuro de etidio en geles de agarosa (Fig. 4B), 

normalizados con el amplicon de β-tubulina que se utilizó como control de carga 

para cada condición de glucosa. Las diferencias fueron significativas (P<0.05; Fig. 

4B), lo que demostró que en T. vaginalis la expresión de los genes tvtim se 

modula diferencialmente por las concentraciones de glucosa en el microambiente 

en el que se encuentre el parásito. 
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Figura 4. Expresión diferencial de los genes tvtim de T. vaginalis en 

diferentes condiciones de glucosa. (A) RT-PCR semicuantitativa utilizando 

oligonucleótidos específicos para los genes tvtim1 y tvtim2 (726 pb) y cDNA de 

parásitos cultivados en restricción (RG, 1 mM; línea 1), normal (NG, 25 mM; línea 

2) y alta (AG, 50 mM; línea 3) concentración de glucosa. Como control interno se 

amplificó un fragmento del gen β-tubulina (β-tub; 112 pb) utilizando el mismo 

cDNA de los parásitos crecidos en las tres condiciones de glucosa. La RT-PCR (-) 

muestra los controles negativos en los que se utilizó RNA tratado con DNasa I o 

sin la enzima transcriptasa reversa (RT). El tamaño de los productos de 

amplificación se indica en pares de bases (pb). (B) Análisis densitométrico de los 

amplicones detectados por la tinción con bromuro de etidio después de la 

electroforesis en geles de agarosa al 1% en (A) y realizado con el software 

Quantity One (Bio-Rad). Las barras muestran la cantidad relativa de los transcritos 

tvtim1 y tvtim2 normalizados con los niveles de transcritos de β-tub para cada 

condición de glucosa. Las barras de error indican la desviación estándar (SD) de 

tres experimentos independientes. Los asteriscos (*) (***) muestran las diferencia 

significativas (P<0.05) entre los transcritos en las tres condiciones de glucosa y 

determinada por el método estadístico ANOVA. 
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9.4 Expresión de las proteínas TvTIM. 

 Mediante ensayos de Western blot con el anticuerpo anti-TvTIMr utilizando 

extractos de proteínas totales de T. vaginalis cultivadas en diferentes 

concentraciones de glucosa, se observó un incremento en la cantidad de la banda 

de 27 kDa correspondiente a ambas proteínas TvTIM en los parásitos cultivados 

en NG y AG (Fig. 5A, líneas 2 y 3), comparado con los parásitos crecidos en RG 

(Fig. 5A, línea 1). Estas diferencias se corroboraron por el análisis densitométrico 

de las bandas detectadas por WB, normalizadas con la banda de AP65 utilizada 

como un control de carga para cada condición de glucosa (Fig. 5B), las cuales 

resultaron ser significativas (P<0.05). Para determinar si la glucosa también 

afectaba la expresión de otras proteínas glucolíticas de T. vaginalis como 

hexoquinasa (TvHK) y enolasa (TvENO) que participan en las reacciones uno y 

nueve de la vía glucolítica, respectivamente, se realizaron ensayos de WB 

utilizando los mismos extractos de proteínas de parásitos cultivados en las 

diferentes condiciones de glucosa. Los resultados mostraron que la cantidad de 

proteína TvENO no cambió con respecto a la concentración de glucosa (Fig. 3A, 

líneas 1-3); sin embargo, similar al efecto observado con la proteína TvTIM, la 

cantidad de la banda de 50 kDa correspondiente a TvHK, se observó un marcado 

incremento en la banda de los parásitos crecidos en NG y AG (Fig. 5A, líneas 2 y 

3), comparado con los parásitos en RG (Fig. 5A, línea 1). Estas diferencias se 

corroboraron por el análisis densitométrico (Fig. 5B) y fueron significativas 

(P<0.05) para TvHK, pero no para TvENO. Estos datos muestran que TvTIM y 

TvHK, dos enzimas glucolíticas de T. vaginalis, son moduladas positivamente por 

la concentración de glucosa, mientras que TvENO y AP65/enzima málica no se 

afectan por los niveles de glucosa. 
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Figura 5. Expresión de las proteínas TvTIM de T. vaginalis en diferentes 

condiciones de glucosa. (A) Perfil de proteínas totales de parásitos crecidos en 

restricción (RG, 1 mM; línea 1), normal (NG, 25 mM; línea 2) y alta (AG, 50 mM; 

línea 3) concentración de glucosa, analizados por SDS-PAGE en geles de 

poliacrilamida al 12%, teñidos con azul brillante de Coomassie (CBB). Para los 

ensayos de WB, geles duplicados se transfirieron a membranas de NC y se 

incubaron con diferentes anticuerpos: anti-TvTIMr (dilución 1:1,000) que reconoció 

una banda de 27 kDa, correspondiente a las proteínas TvTIM nativas; anti-

adhesina AP65/enzima málica (anti-AP65; dilución 1:1,500), que reconoció una 

banda de 65 kDa y que se utilizó como un control de carga; suero preinmune (PI) 

de conejo que se utilizó como control negativo; anti-hexoquinasa de E. histolytica 

(anti-EhHKr; dilución 1:1,000) que reconoció una banda de 50 kDa, 

correspondiente a la hexoquinasa de T. vaginalis (TvHK) y que se utilizó como 

control de regulación positiva por glucosa; anti-enolasa (anti-TvENOr; dilución 

1:1,500) que reconoció una banda de 48 kDa y que se utilizó como control para la 

ausencia de efecto inducido por glucosa. (B) Análisis densitométrico de las bandas 

detectadas por WB en (A) realizado con el software Quantity One (Bio-Rad). Las 

gráficas de barras muestran las cantidades relativas de las proteínas TvTIM, TvHK 

y TvENO normalizadas con el control de carga AP65. Las barras de error indican 

la desviación estándar (SD) de tres experimentos independientes. Los asteriscos 

(*) (***) muestran las diferencias significativas (P<0.05) entre las bandas de 

proteína detectadas por WB en las tres condiciones de glucosa determinada por el 

método estadístico ANOVA. 
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9.5 Localización subcelular de TvTIM en T. vaginalis. 

 Los resultados obtenidos previamente por inmunofluorescencia indirecta 

utilizando el anticuerpo anti-TvTIMr y parásitos crecidos en el medio regular de 

cultivo (TYM) mostraron que las proteínas TvTIM se localizan principalmente en el 

citoplasma. Sin embargo, de manera interesante también mostraban una 

localización en la superficie de los parásitos en condiciones regulares de cultivo. 

Esto nos llevó a tener que confirmar la localización de TvTIM en la superficie de T. 

vaginalis y evaluar el efecto de la glucosa en esta segunda localización. Para ello 

se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-

TvTIMr, utilizando parásitos crecidos en diferentes concentraciones de glucosa y 

fijados con paraformaldehído preparado en PBS que los permeabilizó 

parcialmente, por lo que se observó la doble localización. La figura 6A muestra un 

incremento en la intensidad de fluorescencia de TvTIM (FITC; en verde) 

citoplasmática puntiforme que pudieran corresponder a vésiculas y asociada a la 

superficie de T. vaginalis (paneles, c, h) que colocaliza (en amarillo) con el 

marcador de membrana DIL (en rojo) (traslape; paneles, d, e, i y j) en los parásitos 

cultivados en AG (Fig.4A paneles a-j), comparado con los parásitos cultivados en 

RG (paneles k-ñ) que muestran una señal puntiforme verde fluorescente reducida, 

en el citoplasma y en la superficie de los parásitos (paneles m, n). El control 

negativo de parásitos en AG incubados con suero preinmune (PI) de conejo 

(paneles o-s) no muestra señal verde fluorescente, como se esperaba (paneles q-

s).  

 Para confirmar que la glucosa tiene un efecto en la localización de TvTIM 

en la superficie de T. vaginalis, realizamos ensayos de inmunofluorescencia 

indirecta utilizando parásitos cultivados primero en RG por tres días y que después 

se transfirieron a medio con diferentes concentraciones de glucosa (1, 2.5, 5, 10, 

25, y 50 mM) durante 1 h a 37°C. La figura 6B muestra que TvTIM se localiza en la 

superficie de T. vaginalis a partir de 2.5 mM de glucosa (Fig. 6B, paneles, e-h), 

con puntos de colocalización en amarillo que incrementan de manera proporcional 

a la concentración de glucosa (Fig. 6B, paneles, h, l, p, t y x). Estos datos sugieren 
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que en T. vaginalis la expresión y localización de TvTIM en la superficie están 

regulados positivamente por glucosa. 
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Figura 6. Localización subcelular de las proteínas TvTIM de T. vaginalis. (A) 

Las imágenes de inmunofluorescencia indirecta y microscopía de campo claro, 

muestran la localización citoplasmática puntiforme, en estructuras similares a 

vesículas y en la superficie de parásitos cultivados en AG (Fig. 6A, paneles a-j) y 

RG (Fig. 6A, paneles k-ñ) durante 20 h a 37°C. Los parásitos fijados con 

paraformaldehído al 2% en PBS se incubaron con el anticuerpo anti-TvTIMr 

(dilución 1:50), seguido de un anticuerpo secundario conjugado a FITC (dilución 

1:100). Como un control negativo se utilizaron parásitos en AG incubados con 

suero preinmune (PI) de conejo (dilución 1:50), seguido de un anticuerpo 

secundario conjugado a FITC (Fig. 6A, paneles o-s). (B) Localización de TvTIM en 

el citoplasma y superficie de parásitos crecidos en concentraciones crecientes de 

glucosa (1, 2.5, 5, 10, 25, y 50 mM) durante 1 h a 37°C. Los parásitos fijados con 

paraformaldehído al 2% se incubaron con el anticuerpo anti-TvTIMr (dilución 1:50), 

seguido de un anticuerpo secundario conjugado a FITC (dilución 1:100). En ambos 

paneles (A y B), las imágenes de microscopía confocal muestran a TvTIM 

marcada con FITC (en verde), los núcleos marcados con DAPI (en azul) y la 

membrana de los parásitos marcada con DIL (dilución 1:2,000, en rojo). Las 

imágenes “traslape” muestran colocalización de las marcas en amarillo de las 

proteínas TvTIM con la superficie de los parásitos. Tamaño de barra: 10 μm. Estos 

experimentos se realizaron tres veces de manera independiente con resultados 

similares 
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9.6 Transporte de TvTIM hacia la superficie de T. vaginalis. 

 Mediante ensayos de inmunolocalización con oro por microscopía 

electrónica de transmisión (MET) con el anticuerpo anti-TvTIMr y parásitos 

cultivados en AG, exploramos las posibles vías de tráfico celular de las proteínas 

TvTIM hacia la membrana plasmática de T. vaginalis. La figura 7A muestra el 

inmunomarcaje con partículas de oro de TvTIM, en citoplasma, en el interior de 

posibles vesículas de secreción y en la membrana externa de los parásitos (Fig. 

7A, panel a). Tambien se detectó marca de TvTIM en el interior de vesículas en 

proceso de fusión con la membrana plasmática (MP) (Fig. 7A, panel b) y vesículas 

ya fucionadas con la MP donde al parecer TvTIM se esta relocalizanzo a la MP 

(Fig. 7A, panel c y d). Estos resultados sugieren que TvTIM sigue una vía de 

transporte a la MP no convencional dependientes de vesículas. La figura 7B 

muestra una posible vía de tráfico de TvTIM a la MP libre de vesículas 

citoplasmáticas (Fig. 7B, paneles a y b). Tambien observamos varios puntos de 

oro en la cara externa de la MP, corroborando la localización de TvTIM en la 

superficie de T. vaginalis (Fig. 7B, panel c). El control negativo de parásitos en AG 

incubados sólo con el anticuerpo secundario (Fig. 7B, panel d) no muestra 

partículas de oro como se esperaba. Estos resultados sugieren que TvTIM sigue 

una vía de transporte a la MP no convencional independientes de vesículas. 

Además muestran una posible vía de secreción de TvTIM en condiciones de AG y 

apoyan la hipótesis de que TvTIM es una proteína multifuncional con doble 

localización modulada positivamente por glucosa. Sin embargo sería necesario 

confirmar esta(s) posibles rutas a través de marcadores de organelos específicos. 
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Figura 7. TvTIM muestra dos posibles vías no convencionales de tráfico 

celular hacia la membrana plasmática en parásitos crecidos en AG. (A) 

Inmunomarcaje de parásitos crecidos en AG incubados con el anticuerpo anti-

TvTIMr (dilución 1:30) y un anticuerpo secundario conjugado a partículas de oro 

(10 o 12 nm). Los parásitos se analizaron por microscopía electrónica de 

transmisión (MET). Las imágenes de MET muestran a TvTIM marcada con oro, 

libre en el citoplasma (c), en vesículas (v) y en la superficie de los parásitos 

asociada a la membrana plasmática (MP); también muestran dos posibles rutas no 

convencionales de transporte a la MP. La figura 7A, muestra el transporte de 

TvTIM a través de vesículas de secreción y que terminan en la relocalización de 

TvTIM a la MP. La figura 7B, muestra puntos de localización de TvTIM cerca de la 

MP o en la cara externa de la MP, sugiriendo una posible vía no convencional de 

transporte independiente de vesículas. El control negativo de parásitos en AG 

incubados sólo con el anticuerpo secundario (Fig. 7B, panel d) no muestra 

partículas de oro como se esperaba. Las flechas apuntan a las partículas de oro. 

Tamaño de las barras: 2 µm, 500 nm.   
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9.7 Análisis in silico de las proteínas TvTIM. 

 Hasta este punto demostramos que las proteínas TvTIM a pesar de que no 

contienen dominios transmembranales, ni péptido señal de exporte, las 

encontramos asociadas a la cara externa de la membrana plasmática y a las 

membranas de vesículas de secreción, a través de un mecanismo aún 

desconocido. Para abordar la cuestión de ¿Cómo TvTIM se ancla a las 

membranas de T. vaginalis? realizamos un análisis in silico utilizando las 

secuencias de aminoácidos de las proteínas TvTIM para la búsqueda de 

modificaciones postraduccionales implicadas en el tráfico, secreción y asociación 

de proteínas a las membranas celulares. La figura 8 es una representación a 

escala de las proteínas TvTIM1 y TvTIM2 donde se indican los diferentes sitios 

putativos de modificaciones postraduccionales. Los resultados muestran que 

ambas proteínas TvTIM1 y TvTIM2 poseen sitios putativos de lipidación como S-

palmitoilación y N-miristoilación. Estas modificaciones se han descrito como 

posibles responsables del anclaje de proteínas a fosfolípidos en las membranas 

celulares (77, 78). También se identificaron sitios potenciales para O y N-

glicosilación. Estas modificaciones también están implicadas en la secreción y 

asociación de proteínas a membranas celulares (79, 80). Adicionalmente, se 

identificaron sitios potenciales de fosforilación en residuos de serina (S) y treonina 

(T). Estas modificaciones son comunes en enzimas metabólicas y están 

implicadas en la regulación de la actividad enzimática, interacción con sustratos y 

tráfico celular (81). La tabla 2 muestra la sumatoria de los datos generados del 

análisis in sillico de las proteínas TvTIM. En esta tabla se muestra la posición y el 

aminoácido implicado en la modificación; todas estas modificaciones muestran un 

“score” por arriba del punto de corte o umbral. Estos datos sugieren posibles sitios 

de modificaciones postraduccionales que podrían estar implicados en el 

transporte, relocalización y asociación de las proteínas TvTIM a la membrana 

plasmática de T. vaginalis. Sin embargo, se requiere de datos experimentales para 

demostrarlo. 
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Figura 8. Modificaciones postraduccionales de las proteínas TvTIMs. 

Representación a escala de las proteínas TvTIM1 y TvTIM2 que muestran la 

localización de posibles sitios para lipidación (S-palmitoilación, N-miristoilación), 

glicosilación (O y N-glicosilación) y fosforilación (en S y T). La búsqueda de estos 

sitios se realizó mediante el análisis in silico utilizando las secuencias completas 

de aminoácidos reportadas en TrichDB para TvTIM1 (TVAG_497370) y TvTIM2 

(TVAG_096350). La posición de los sitios putativos de modificaciones se obtuvo a 

partir de los softwares en línea, GPS-lipid 1.0, CSS-Palm 4.0, NetPhos 2.0, 

DictyOGly 1.1 y NetNGlyc 1.1. Las regiones N-terminal (NH2) y C-terminal (COOH) 

se indican para cada proteína. La representación de las diferentes modificaciones 

se indica en la parte superior de la figura. La sumatoria de los datos generados del 

análisis in silico se concentran en la tabla 2. 
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Proteína Enzima Tipo de modificación Posición Péptido (aa) Score Cutoff Software 

TvTIM1 
 

Triosafosfato isomerasa 
 

 
S-palmitoilación (cluster C) 

 
 

 
125 
186 

 
NGMKIIYCCGEHLSE 
TQDAQEMCKVIRDIL 

 

 
9.718 
11.04 

 

 
1.906 
9.657 

 

 
CSS-Palm 4.0 

 

N-miristoilación 8 
 

MRTFFVGGNWKANPK 
 

 
3.505 

 

 
3.172 

 

 
GPS-Lipid 1.0 

 

 
O-glicosilación 

 

 
212 

 

 
S 
 

 
0.8821 

 

 
0.5735 

 

 
DictyOGly 1.1 

 

N-glicosilación 
 

 
9 

13 
28 
35 
64 
70 
118 
203 
243 

 

 
NWKA 
NPKT 
NGAK 
NVEV 
NVFT 
NGAF 
NGMK 
NKVA 
NVN 

 
0.6194 
0.6266 
0.7752 
0.8024 
0.6799 
0.6497 
0.7477 
0.5882 
0.6391 

 

 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 

NetNGlyc 1.1 
 

Fosforilación (T) 
3 

16 

 
*****MRTFFVGGNW 

NWKANPKTVEEAEKL 
 

 
1.25 

1.841 
 

 
0.5 

1.667 
 

 
NetPhos 2.0 

 

Fosforilación (S) 

 
131 
251 
143 
178 

 
 

 
YCCGEHLSEREAGKA 

IVNSNVHSK****** 
GKASEFVSAQIEKMI 

IGTGKVASTQDAQEM 
 

 
1.5 
5.75 

6.875 
2.094 

 

 
0.5 
0.3 

6.781 
2.07 

NetPhos 2.0 
 

TvTIM2 
 

Triosafosfato isomerasa 
 

 
S-palmitoilación (cluster C) 

 
 

 
125 
186 

 
NGMKIIYCCGEHLSE 
TQDAQEMCKVIRDIL 

 

 
9.718 
11.04 

 

 
1.906 
9.657 

 

 
CSS-Palm 4.0 

 

N-miristoilación 8 
 

MRTFFVGGNWKANPK 
 

 
3.505 

 

 
3.172 

 

 
GPS-Lipid 1.0 

 

 
O-glicosilación 

 

 
212 

 

 
S 
 

 
0.8821 

 

 
0.5735 

 

 
DictyOGly 1.1 

 

N-glicosilación 
 

 
9 

13 
28 
35 
64 
70 
118 
203 
243 

 

 
NWKA 
NPKT 
NGAK 
NVEV 
NVFT 
NGAF 
NGMK 
NKVA 
NIVN 

 
0.6172 
0.6096 
0.7749 
0.8038 
0.6798 
0.6498 
0.7474 
0.5882 
0.6166 

 

 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 

NetNGlyc 1.1 
 

Fosforilación (T) 3     

 

Tabla 2. Concentrado de los datos generados del análisis in silico de la 

secuencia de aminoácidos de la TvTIM1 y de la TvTIM2. 
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9.8 Función de TvTIM asociada a la superficie como adhesina. 

 Como se mencionó en la introducción varias enzímas glucolíticas han sido 

localizadas en la superficie de T. vaginalis, donde presentan una nueva función 

como adhesinas que median la unión directa y específica de los parásitos a 

receptores de superficie en la célula blanco, en condiciones de alto hierro (42). 

Estas evidencias nos llevaron a investigar si la TvTIM de superfice mostraba 

función de adhesina en condiciones de hierro. La figura 9A muestra el perfil de 

proteínas de T. vaginalis con afinidad por la superficie de células HeLa y que 

muestran funciones de adhesinas en las condiciones de bajo (0 µM), normal (20 

µM) y alto (250 µM) hierro. El gel control teñido con CBB muestra el 

enriquecimiento de bandas con diferentes pesos moleculares: 120 kDa (AP120), 

65 kDa (AP65), 51 kDa (AP51), 33 kDa (AP33) y una banda de  aproximadamente 

23 kDa (AP23) que aún no había sido identificada (40) y que pensábamos que 

podría tratarse de la proteína TvTIM por su cercanía en peso molecular (Fig. 9A; 

líneas 4-6). Adicionalmente, la figura 9A, muestra el perfil de proteínas totales en 

las tres condiciones de glucosa, antes de la interacción con células HeLa, y que se 

utilizó como un control para el WB (Fig. 9A; líneas 1-3). Los resultados de WB con 

el anticuerpo anti-AP65 muestran el reconocimiento de una banda de 65 kDa en 

los extractos de proteínas totales (Fig. 9B; líneas 1-3) que corresponde a la 

adhesina AP65 presente en los ensayos de ligando-adhesina y que además 

muestra un ligero incremento en la cantidad de proteína unida a las células HeLa, 

conforme incrementa la concentración de hierro (Fig. 9B; líneas 4-6). Por otro lado, 

el anticuerpo anti-TvTIMr muestra el reconocimiento de una banda de 27 kDa en 

los extractos de proteínas totales (Fig. 9C; líneas 1-3) que desaparece en los 

ensayos de ligando-adhesina realizados bajo las diferentes condiciones de hierro 

(Fig. 9A; líneas 4-6). Estos resultados sugieren que las proteínas TvTIM no 

muestran afinidad por la superficie de células HeLa en las condiciones de hierro 

analizadas. Por lo tanto, no presenta una función como adhesina de superficie en 

T. vaginalis, comparada con el control de la adhesina AP65 previamente reportada 

(82). Con estos resultados quedaba sin resolver la pregunta ¿Cuál es la función de 

TvTIM en la superficie de T. vaginalis? Sin embargo, surgía la posibilidad de 
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investigar la función de TvTIM de superficie como un receptor para componentes 

de matriz extracelular, una función previamente reportado para otras enzimas 

glucolíticas de superficie tales como, la alfa-enolasa (TvENO) y la gliceraldehído-

3-fosfato deshidrogenasa (TvGAPDH) (43, 44). 
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Figura 9. Las proteínas TvTIM de T. vaginalis no presentan función de 

adhesinas.  (A) Perfil de proteínas totales (ET, líneas 1, 2 y 3) y ensayo de 

ligando-adhesinas (líneas 4, 5 y 6) utilizando extractos de parásitos crecidos en 

diferentes concentraciones de hierro: bajo (BH, 0 µM; línea 1 y 4), normal (NH, 20 

µM; línea 2 y 5) y alto (AH, 250 µM; línea 3 y 6) hierro, analizados por SDS-PAGE 

en geles de poliacrilamida al 12% y teñidos con azul brillante de Coomassie 

(CBB). (B) Para los ensayos de WB, geles duplicados a partir de (A), se 

transfirieron a membranas de NC y se incubaron con los anticuerpos: anti-

adhesina AP65 (anti-AP65; dilución 1:1,500) que reconoció una banda de 65 kDa 

en ET (líneas 1-3) y en adhesinas (líneas 4-6) y que se utilizó como un control 

positivo de adhesina. (C) Una membrana adicional se incubó con el anticuerpo 

anti-TvTIMr (dilución 1:1,000) que reconoció una banda de 27 kDa 

correspondiente a las proteínas TvTIM nativas en ET (líneas 1-3), pero que 

desaparece en las adhesinas (líneas 4-6). Las bandas detectadas por WB en (B y 

C) se visualizaron con el software Quantity One (Bio-Rad). Estos experimentos se 

realizaron al menos tres veces de manera independiente. 
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9.9 Función de TvTIM  como receptor de MEC. 

 Otra posible función de TvTIM en la superficie es como receptor de 

componentes de matriz extracelular (MEC) como se ha reportado para otros 

patógenos. Por ello, decidimos evaluar la función de TvTIM de superficie como 

receptor de MEC y otros ligandos mediante ensayos de afinidad a ligando Far- 

Western blot (FWB). En estos ensayos realizamos interacciones in vitro proteína-

proteína utilizando a las proteínas recombinantes TvTIM1r y TvTIM2r como 

posibles receptores para los ligandos laminina (Lm), fibronectina (Fn), 

plasminógeno (Plg) o ppTvCP4r (una proteína no relacionada utilizada como 

control negativo) (Fig. 10). Las interacciones específicas de TvTIM con Lm, Fn, Plg 

o ppTvCP4 se detectaron por WB utilizando los anticuerpos correspondientes: 

anti-Lm, anti-Fn, anti-Plg o anti-ppTvCP4r, observando una interacción positiva 

con la aparición de una banda reactiva. Las figuras 10A y B muestran que TvTIM1r 

y TvTIM2r se unen a Lm (línea 7), Fn (línea 8), pero no a Plg (línea 9) o ppTvCP4r 

(línea 10), a pesar de que el control positivo TvENOr mostró una interacción 

positiva para Plg (Fig. 10C; línea 8) y el control negativo ppTvCP4r no mostró 

interacción cuando se incubó con los diferentes ligandos probados (Fig. 10D; 

líneas de 6-8). Los controles positivos de WB se incubaron directamente con los 

anticuerpos anti-TvTIMr, anti-TvENO o anti-ppTvCP4r (Figs. 10A-D; línea 2), 

respectivamente. Los controles negativos adicionales (Figs. 10A y B, líneas 3-6; 

Figs. 10C y D, líneas 3-5, respectivamente) demostraron que los anticuerpos 

primarios utilizados para el reconocimiento específico de los ligandos por WB (Fig. 

10F, líneas 4-6), no mostraron reactividad cruzada con las proteínas 

recombinantes utilizadas (TvTIM1r, TvTIM2r, TvENOr y ppTvCP4r). Tampoco los 

anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa reaccionaron con las proteínas 

Lm, Fn y Plg (Figura 10F, líneas 7-9). 

 Para confirmar la unión específica de las proteínas recombinantes TvTIMs a 

Lm y Fn, así como la ausencia de unión a Plg, realizamos ensayos de unión Dot-

blot (Fig. 11). Para ello, cantidades crecientes (0-4 µg) de TvTIM1r (Fig. 11A) y 

TvTIM2r (Fig. 11B) se inmovilizaron en membranas de NC y se incubaron con los 

diferentes ligandos (Lm, Fn o Plg; todos a 30 μg/ml). Similar al FWB, las 
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interacciones proteína-proteína se detectaron por WB utilizando los anticuerpos 

correspondientes (anti-Lm, anti-Fn, o anti-Plg). La figura 11 muestra la unión 

concentración dependiente de TvTIM1r y TvTIM2r a Lm y Fn pero no a Plg, la cual 

se corroboró por el análisis densitométrico de los “spots” en negro detectados por 

WB (Fig. 11A y B). Como controles positivos TvTIM1r y TvTIM2r se incubaron 

directamente con el anticuerpo anti-TvTIMr. Además, la ausencia de unión a Plg 

(Fig. 11A y B) se confirmó utilizando el doble de Plg (60 μg/ml) y la unión se 

comparó con la reacción positiva de TvENOr utilizada como control positivo 

adicional para la unión a Plg. Estos resultados se corroboraron por análisis 

densitométrico de los spots (en negro) detectados por WB con el anticuerpo anti-

Plg (Fig. 11C). Para evaluar la especificidad de la unión se utilizó a la TvCP4r, una 

proteína no relacionada, que se incubó con los tres ligandos (Lm, Fn y Plg) y con 

los anticuerpos correspondientes (anti-Lm, anti-Fn o anti-Plg). Los resultados 

mostraron que ninguna de las tres proteínas ligando, se unió a TvCP4r (Fig. 11D). 

En conjunto, estos datos demuestran la capacidad de ambas proteínas TvTIM 

para unir específicamente y de manera concentración dependiente a Lm y Fn. Por 

lo que podrían funcionar en la superficie de T. vaginalis como receptores para Lm 

y Fn. Por lo tanto, nuestro próximo objetivo fue determinar si TvTIM asociada a la 

superficie del parásito modula la unión de T. vaginalis a Lm y Fn en las diferentes 

condiciones de glucosa. 
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Figura 10. Unión de las proteínas recombinantes TvTIM a proteínas de matriz 

extracelular (MEC). Para los ensayos de Far-Western blot, 1 μg de las proteínas 

recombinantes TvTIM1r (A), TvTIM2r (B), TvENOr (C) y ppTvCP4r (D), se 

separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de NC y se incubaron 

con 30 μg/ml de laminina (Lm) (páneles A y B, línea 7; páneles C y D, línea 6), 

fibronectina (Fn) (paneles A y B, línea 8; páneles C y D, línea 7), plasminógeno 

(Plg) (páneles A y B, línea 9; páneles C y D, línea 8) o ppTvCP4r (páneles A y B, 

línea 10). Las interacciones específicas proteína-proteína se detectaron por WB 

usando los anticuerpos correspondientes (dilución 1:1,000): anti-Lm (páneles A y 

B, líneas 3 y 7; páneles C y D, líneas 3 y 6), anti-Fn (páneles A y B, líneas 4 y 8; 

páneles C y D, líneas 4 y 7), anti-Plg (páneles A y B, líneas 5 y 9; páneles C y D, 

líneas 5 y 8), o anti-ppTvCP4r (páneles A y B, líneas 6 y 10).  Los controles 

positivos (+ línea 2) se incubaron con el anticuerpo anti-TvTIMr, anti-TvENOr o 

anti-ppTvCP4r correspondiente. Los controles del patrón de las proteínas teñidos 

con CBB se muestran en la línea 1. La proteína recombinante TvENOr 

(TVAG_32460) se utilizó como un control positivo para la interacción con Plg 

(panel C, línea 8). Los controles negativos se obtuvieron por la incubación de la 

proteína recombinante no relacionada ppTvCP4r (D) con Lm (línea 6), Fn (línea 7) 

y Plg (línea 8) y los anticuerpos correspondientes. Controles negativos adicionales 

(páneles A y B, líneas 3-6; o páneles C y D, líneas 3-5) se obtuvieron por 

incubación directa de las proteínas recombinantes probadas, con los diferentes 

anticuerpos usados. Controles de especificidad se obtuvieron por incubación 

directa de Lm, Fn y Plg, con los anticuerpos anti-Lm, anti-Fn y anti-Plg (panel F, 

líneas 4-6, respectivamente), o directamente con los anticuerpos secundarios de 

cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (panel F, líneas 7 y 8) y burro anti-cabra-

peroxidasa (panel F, línea 9). Las bandas reactivas se detectaron por WB y se 

visualizaron con el software Quantity One (Bio-Rad). Estos experimentos se 

realizaron tres veces de manera independiente con resultados similares. 
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Figura 11. Unión concentración dependiente de las proteínas recombinantes 

TvTIM a Lm y Fn. Ensayos de unión Dot-blot para confirmar la unión específica de 

las proteínas recombinantes TvTIM a Lm y a Fn, pero no a Plg. Cantidades 

crecientes (0-4 μg) de TvTIM1r (A) y TvTIM2r (B) se inmovilizaron en membranas 

de NC y se incubaron con 30 μg/ml de Lm, Fn y Plg. La unión específica proteína-

proteína se detectó por WB con los anticuerpos anti-Lm, anti-Fn y anti-Plg, 

respectivamente, seguido de los anticuerpos secundarios correspondiente. La 

intensidad de los puntos en negro indica una interacción positiva. Las gráficas de 

barras muestran los resultados del análisis densitométrico para cada punto en 

volumen de intensidad mm2 que se realizó con el software Quantity One (Bio-

Rad). La unión TvTIMr-Lm se muestra en barras blancas, TvTIMr-Fn en barras 

grises y la ausencia de unión de TvTIMr a Plg en barras negras. Como control 

positivo de Dot-blot las proteínas TvTIM1r y TvTIM2r se incubaron directamente 

con el anticuerpo anti-TvTIMr seguido de un anticuerpo secundario. (C) Diferentes 

cantidades (0-4 µg) de TvENOr (control positivo), TvTIM1r y TvTIM2r se 

inmovilizaron en membranas de NC y se incubaron con 30 μg/ml de Plg para 

TvENOr, o 60 μg/ml de Plg para TvTIM1r y TvTIM2r. La unión de Plg se detectó 

por WB con el anticuerpo anti-Plg como  puntos en negros. La gráfica muestra el 

análisis densitométrico de los puntos en negro de la unión positiva a TvENOr-Plg 

en barras negras y la ausencia de unión de Plg a TvTIM1r y TvTIM2r se muestra 

en barras grises y blancas, respectivamente. (D) Diferentes cantidades (0-4 μg) de 

TvCP4r (una proteína recombinante no relacionada), se incubaron con Lm, Fn y 

Plg (30 μg/ml) y la unión se detectó por WB con los anticuerpos (anti-Lm, anti-Fn o 

anti-Plg, respectivamente). La ausencia de unión entre TvCP4r con Lm, Fn o Plg 

se utilizó como un control negativo. El control positivo muestra el WB de TvCP4r 

incubada directamente con el anticuerpo α-TvCP4. Las barras de error indican la 

desviación estándar (DS) determinada a partir de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos (**) (***) muestran las diferencias significativas 

(P<0.05) entre los puntos detectados por WB determinada por ANOVA.  
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9.10 Adhesión de T. vaginalis a Lm y Fn inmovilizada. 

Mediante ensayos de adhesión celular con parásitos vivos evaluamos el 

efecto de la glucosa sobre la adhesión de T. vaginalis a Lm y Fn inmovilizadas. 

Para ello, parásitos crecidos en las tres condiciones de glucosa (RG, NG y AG) y 

marcados con Cell Tracker Blue (reactivo fluorescente) se incubaron con Lm, Fn o 

BSA (una proteína no relacionada usada como control de especificidad), todas 

inmovilizadas en placas de 96 pozos (transparentes). Las imágenes de 

microscopía óptica muestran un mayor número de parásitos adheridos a Lm (Fig. 

12A) y Fn (Fig. 12B) cuando se cultivaron en NG y AG, comparado con los 

cultivados en RG. Aunque se observó un cierto grado de adhesión de los parásitos 

a BSA, el número de parásitos adheridos a BSA se mantuvo sin cambios 

significativos en las diferentes condiciones de glucosa. Estos resultados se 

corroboraron mediante la cuantificación de la fluorescencia total de los parásitos 

adheridos a Lm, Fn y BSA. Las gráficas de barras (Figs. 12C y D) muestran el 

incremento en unidades relativas de fluorescencia (URF) de los parásitos 

adheridos a Lm, Fn, pero no a BSA, con respecto a la concentración de glucosa. 

En conjunto, estos resultados muestran que los niveles más altos de adhesión a 

Lm y Fn se observaron en los parásitos crecidos en alta glucosa; estas diferencias 

en la adhesión fueron significativas (P<0.05). Además demuestran la presencia de 

moléculas de superficie que median la unión de los parásitos a Lm y Fn en las 

condiciones de glucosa analizadas. 

 

9.11 Inhibición de la adhesión de T. vaginalis a Lm y Fn. 

Como lo demostramos la cantidad y localización de las proteínas TvTIM de 

superficie son moduladas positivamente por glucosa, y sumado a los resultados de 

los ensyos de adhesión donde la mayor adhesión a Lm y Fn se observó en la 

condición de AG, nos preguntamos si TvTIM de superfcie podría estar participando 

como receptor de Lm y Fn. Para demostrarlo, realizamos ensayos de inhibición de 

la adhesión de parásitos vivos con el anticuerpo anti-TvTIMr. Como se observó en 

las figuras 6 y 12, tanto la localización de TvTIM en la superficie, como el máximo 
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de adhesión de parásitos vivos a Lm y Fn ocurrió en altas concentraciones de 

glucosa. Por lo tanto, en estos ensayos utilizamos parásitos crecidos en AG 

previamente marcados con Cell Tracker Blue los cuales se preincubaron con 

concentraciones crecientes (0-400 μg/ml) de IgGs anti-TvTIMr antes de la 

interacción con Lm y Fn. De manera similar, IgGs del suero PI de conejo y de un 

anticuerpo  anti-ppTvCP4r no relacionado se utilizaron como controles negativos. 

Después de 30 min de interacción a 37°C entre los parásitos pretratados y las 

proteínas utilizadas, se cuantificó la fluorescencia total de los parásitos adheridos 

a Lm o Fn y se comparó con los valores de adhesión de los parásitos sin 

tratamiento, (IgGs-0 μg/ml) que se tomaron como el 100% de adhesión a Lm y Fn. 

La figura 12A y B muestra que el anticuerpo anti-TvTIMr inhibió de manera 

específica la unión de T. vaginalis a Lm y Fn inmovilizadas de manera 

concentración dependiente. Sin embargo, no observamos una inhibición similar ni 

con el anticuerpo anti-ppTvCP4r ni con el suero PI. En ambos casos, 400 μg/ml de 

las IgGs anti-TvTIMr resultó en la máxima inhibición de la adhesión de T. vaginalis 

a Lm y Fn (43.8% y 53.5% de inhibición, respectivamente), indicando que el 

anticuerpo anti-TvTIMr bloqueó de manera específica la unión de TvTIM en la 

superficie de tricomonas a estas proteínas de MEC. 

Para confirmar la capacidad de la proteína TvTIM localizada en la superficie de T. 

vaginalis para mediar la unión a Lm y Fn, se realizaron ensayos de competencia 

por ligando, utilizando las proteínas recombinantes TvTIM purificadas. Con este 

fin, placas de 96 pozos recubiertas con Lm y Fn se preincubaron con cantidades 

crecientes (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 1.6 μg) de TvTIM1r o TvTIM2r, antes de la 

interacción con parásitos vivos. De manera similar, cantidades crecientes de 

ppTvCP4r se usaron como controles negativos de especificidad. Parásitos 

crecidos en condiciones de AG previamente marcados con Cell Tracker Blue se 

agregaron a los pozos cubiertos con las proteínas, se incubaron durante 30 min a 

37°C y se midió la emisión de fluorescencia de los parásitos adheridos y se 

comparó con los valores obtenidos de los parásitos adheridos a los pozos 

recubiertos con Lm o Fn sin tratamiento que se tomaron como 100% de adhesión 

a las proteínas MEC. La figura 13 muestra que TvTIM1r (Fig. 13C) y TvTIM2r (Fig. 
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13D) bloquearon la unión de T. vaginalis a Lm y Fn, compitiendo por el ligando 

(Lm y Fn) de manera concentración dependiente. Por el contrario, la proteína 

ppTvCP4r no mostró competencia como se esperaba. La figura 13C muestra que 

1.6 μg de TvTIM1r o TvTIM2r inhibieron la unión de T. vaginalis a Lm en 39% y  

47%, respectivamente, confirmando la participación de TvTIM en la unión a 

laminina cuando se encuentra en la superificie de tricomonas. La Fig. 13D muestra 

que 1.6 μg de TvTIM1r o TvTIM2r, inhibieron la unión de T. vaginalis a Fn 47% y 

60%, respectivamente. Estos resultados fueron consistentes con la inhibición de la 

adhesión del anticuerpo anti-TvTIMr (Figs. 13 A y B); además confirman el rol de 

las proteínas TvTIM de superficie en la unión de T. vaginalis a Lm y Fn en AG. 
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Figura 12. La glucosa promueve la adhesión de T. vaginalis a Lm y Fn. 

Ensayos de adhesión de parásitos vivos (5 105 células/ pozo) crecidos en las tres 

condiciones de glucosa (RG, NG y AG) y marcados con Cell Tracker Blue  se 

incubaron en placas de 96 pozos recubiertas con Lm, Fn o BSA (2 µg) 30 min a 

37°C. (A y B) Las imágenes de microscopía óptica muestran parásitos adheridos a 

Lm (A) y Fn (B) dependiente de las diferentes concentraciones de glucosa en las 

que se cultivaron a los parásitos. El número de parásitos adheridos se estimó 

indirectamente por la medición de la fluorescencia a 466 nm utilizando un 

espectrofluorómetro Gemini EM. Las gráficas de barras muestran las unidades 

relativas de fluorescencia (URF) de los parásitos adheridos a Lm (C, barras 

negras) o Fn (D, barras negras) en las tres condiciones de glucosa. Los controles 

negativos de especificidad (barras blancas) se obtuvieron de parásitos adheridos a 

pozos recubiertos con BSA en las tres condiciones de glucosa. Las barras de error 

indican la desviación estándar (DS) determinada a partir de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos (**) (***) muestran las diferencias significativas 

(P<0.05) entre los parásitos adheridos en cada condición de glucosa determinada 

por ANOVA. 
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Figura 13. Inhibición de la adhesión T. vaginalis a Lm y Fn. (A y B) Inhibición 

de la adhesión de T. vaginalis por el anticuerpo (Ac) anti-TvTIMr. Parásitos vivos 

(5 105 células/pozo) crecidos en condiciones de AG (50 mM) y marcados con Cell 

Tracker Blue se preincubaron con diferentes concentraciones (0-400 μg/ml) de 

IgGs del Ac anti-TvTIMr (barras negras), suero PI (barras blancas), o del Ac -

ppTvCP4r (barras grises) antes de la interacción con Lm (A) o Fn (B) inmovilizada 

30 min a 37°C. La emisión de fluorescencia de los parásitos adheridos a Lm y Fn 

se determinó en un espectrofluorómetro y los valores se graficaron. La unión 

directa de parásitos marcados con CTB sin tratamiento se tomó como 100% de 

unión a Lm (A) y Fn (B), con valores absolutos de 171.74 y 209.48 URF, 

respectivamente (barras rayadas). IgGs de suero PI y del Ac anti-ppTvCP4r no 

relacionado, se utilizaron como controles negativos. Las gráficas de barras 

muestran las medias de los porcentajes de adhesión obtenidos de tres 

experimentos independientes. Las barras de error indican la desviación estándar 

(SD) y los asteriscos (*) (***) muestran las diferencias significativas (P<0.05) 

determinadas por ANOVA. (C y D) Inhibición de la adhesión de T. vaginalis por 

competencia con las proteínas recombinantes TvTIM. Las placas recubiertas con 

Lm o Fn se preincubaron con diferentes cantidades (0-1.6 µg por pozo) de 

TvTIM1r (Δ), TvTIM2r (●), o ppTvCP4r () como control negativo, antes de la 

interacción por 30 min a 37°C con parásitos vivos crecidos en AG y marcadas con 

CTB. La emisión de fluorescencia de los parásitos adheridos a Lm (C) y Fn (D) se 

determinó en un espectrofluorómetro y los valores se graficaron. Los porcentajes 

de adhesión se calcularon comparando con el 100% de adhesión a Lm y Fn de 

parásitos vivos sin tratamiento, marcados con CTB (con valores absolutos de 

171.74 y 209.48 URF, respectivamente). Los puntos en las gráficas (C y D) 

representan las medias de los porcentajes de adhesión de parásitos adheridos a 

Lm y Fn en presencia de un competidor (TvTIM1r, TvTIM2r, o ppTvCP4r). Las 

barras de error indican la desviación estándar (DE) de tres experimentos 

independientes determinada por ANOVA.  



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Resultados 

~ 86 ~ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Resultados 

~ 87 ~ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

C 

D 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Resultados 

~ 88 ~ 
 

9.12 Secreción in vitro de las proteínas TvTIM. 

Como se demostró en la figura 7, TvTIM sigue una vía no convencional de 

tráfico dependiente o independiente de vesículas de secreción para relocalizarse a 

la membrana plasmática en AG. Con estos resultados surgió la pregunta de si T. 

vaginalis además de localizar a TvTIM en la superficie, también la libera al medio 

extracelular en presencia de glucosa. Por lo que se realizaron ensayos de 

secreción in vitro de parásitos vivos en RG y AG. La figura 14A muestra el perfil de 

proteínas de los productos de secreción (PS) de parásitos en RG (línea 1) y AG 

(línea 3); en ambos PS se observaron proteínas en la región de 27 kDa que 

podrían corresponden a las proteínas TvTIM de T. vaginalis. Adicionalmente, se 

obtuvieron los extractos de proteínas totales (ET) de parásitos en ambas 

condiciones de glucosa RG (línea 2) y AG (línea 4), los cuales se utilizaron como 

controles positivos. Para evaluar la presencia de las proteínas TvTIMs en los PS, 

geles por duplicado de (A) se transfirieron a membranas de NC y se analizaron por 

ensayos de WB con el anticuerpo anti-TvTIMr. La figura 14B muestra los 

resultados de un ensayo de WB representativo de los PS y ET en el que se 

observó el reconocimiento de una banda de 27 kDa en los PS de parásitos de AG 

(Fig. 14B, línea 3) que no se detectó en los PS de parásitos en RG (Fig. 14B, línea 

1), demostrando la ausencia de proteína TvTIM en los mismos. El anticuerpo anti-

EhHKr reconoció una banda de 50 kDa de TvHK solo en los ET ya que no hubo 

reactividad en los PS de parásitos en RG (línea 1) y AG (línea 3), demostrando 

que TvHK, es una proteína que no se secreta por T. vaginalis por lo que se utilizó 

como control negativo de secreción; mientras que el anticuerpo anti-TvCP4r 

reconoció una banda de 24 kDa de la proteínasa TvCP4 de T. vaginalis tanto en 

ET como en PS de ambas condiciones de glucosa (RG, línea 1 y AG, línea 3), por 

lo que se utilizó como un control positivo de secreción, ya que se sabe que TvCP4 

es una proteína secretada por T. vaginalis independientemente de la 

concentración de glucosa. Como un control positivo de WB los mismos 

anticuerpos (anti-TvTIMr, anti-EhHKr y anti-TvCP4r) se incubaron con los ET en 

ambas condiciones de glucosa, observándose el reconocimiento específico de las 

bandas esperadas (Fig. 14B, líneas 2 y 4). Estos resultados demostraron la 
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secreción in vitro de las proteínas TvTIM de T. vaginalis en altas concentraciones 

de glucosa. Además encontramos que TvHK, es una proteína que no se secreta 

bajo las condiciones de glucosa analizadas; en contraste con TvCP4 que se 

secreta de manera independiente de la concentración de glucosa. 

La siguiente pregunta que abordamos fue ¿Cuál de las dos proteínas TvTIM 

se localiza en los PS de T. vaginalis en AG?. Para contestarla realizamos la 

identificación de las proteínas TvTIMs por espectrometría de masas (LC MS/MS) a 

partir de las bandas de la región de 27 kDa de los geles teñidos con CBB. La tabla 

3, muestra los resultados obtenidos por LC MS/MS. De manera interesante se 

identificó a TvTIM2 y no TvTIM1 en los PS de T. vaginalis en AG. Adicionalmente, 

junto con la TvTIM2 se encontraron otras proteínas en la región de 27 kDa como 

las enzimas glucolíticas: malato deshidrogenasa (TVAG_253650), gliceraldehído-

3-fosfato deshidrogensa (TVAG_475220) y fosfoglicerato mutasa (TVAG_113710). 

También se identificaron proteínas de señalización celular como la 14-3-3 

(TVAG_454380), proteínas ribosomales como L10a (TVAG_074480), proteínas de 

citoesqueleto como actina (S5TJM9) y dos cisteína proteasas: Clan CA, family C1, 

cathepsin L-like TvCP39 (TVAG_298080) y Clan CA, family C1, cathepsin L-like 

TvCP2 (TVAG_057000). La Tabla 4 muestra los diez péptidos obtenidos por LC 

MS/MS para la proteína TvTIM2de los cuales 9/10 se comparten entre TvTIM1 y 

TvTIM2; sin embargo, un péptido diferencial (TVQEAEKLVEMLNGAK) 

correspondiente a los residuos 16-31 confirmó que la proteína TvTIM entre los 

productos de secreción correspondía a la TvTIM2 y no de TvTIM1, aunque no se 

descarta que también se encontrara ésta como producto de la lisis de los 

parásitos. 
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Figura 14. Ensayos de secreción in vitro de las proteínas TvTIM de T. 

vaginalis.  (A) Perfil de proteínas totales (ET; líneas 2 y 4) y productos de 

secreción (PS; líneas 1 y 3) de parásitos en RG (≤1 mM) y AG (50 mM), 

analizados por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y teñidos con azul 

brillante de Coomassie (CBB). (B) Ensayos de WB con geles duplicados de (A) 

transferidos a membranas de NC e incubados con  diferentes anticuerpos: anti-

TvTIMr (α-TvTIMr; dilución 1:500)  que reconoce un banda de 27 kDa de las 

proteínas TvTIM de T. vaginalis; anti-EhHkr (dilución 1:1,000) que reconoce una 

banda de 50 kDa de la hexoquinasa de tricomonas (TvHK) utilizado como control 

negativo de secreción; anti-TvCP4r (dilución 1:500) que reconoce una banda de 

24 kDa de la proteasa TvCP4 utilizado como control positivo de secreción. Los 

productos de secreción se obtuvieron después de 1 h de incubación a 37°C de los 

parásitos en ambas condiciones de glucosa. Los ensayos se realizaron tres veces 

de manera independiente y las imágenes se analizaron con el software Quantity 

One (Bio-Rad). 
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Tabla 3. Proteínas identificadas por LC MS/MS, en la región de 27 kDa, a 

partir de los productos de secreción in vitro de T. vaginalis en condiciones 

de AG. 

 

 

  

Proteína Función TrichDB (ID) N° acceso Score 
Coverage 

(%) 
# Péptidos 

únicos 
MW (kDa)/pI 

Triosafosfato isomerasa 
(TvTIM2) 

Glucólisis 

TVAG_096350 A2FT29 55.74 53 10 27.4/6.01 

Malato deshidrogenasa TVAG_253650 A2DMN2 57.19 57 7 35.7/6.86 

Gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa 

TVAG_475220 A2EM29 35.60 26 6 39.2/8.0 

Fosfoglicerato mutasa TVAG_113710 A2DNM4 21.94 17 4 28.3/8.32 

Proteína 14-3-3 
Señalización 

celular 
TVAG_454380 A2EU51 62.49 42 10 27.3/4.86 

Proteína ribosomal L10a 
Proteína 

ribosomal 
TVAG_074480 A2DCH7 34.81 33 6 24.3/10.1 

Actina (fragmento) Citoesqueleto  S5TJM9 40.99 35 8 37.2/5.48 

Clan CA, family C1, 
Cathepsin L-like (TvCP39) 

 

Cisteína 
proteinasas 

TVAG_298080 A2ETO2 40.74 21 5 33.6/6.62 

Clan CA, family C1, 
Cathepsin L-like (TvCP2) 

 
Q27107 39.33 21 4 34.6/8.13 
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Tabla 4. Lista de péptidos obtenidos por LC MS/MS para la proteína TvTIM2 

de T. vaginalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

N° 
Residuo aa 

(inicia-termina) 
Péptido (aa) 

1 16-31 TVQEAEKLVEMLNGAK (Péptido diferencial) 

2 60-83 VSAENVFTKPNGAFTGEVTVPMMIK 

3 84-97 SFGIEWTILGHSER 

4 99-111 DILKEDDEFLAAK 

5 122-133 IIYCCGEHLSER 

6 134-148 EAGKASEFVSAQIEK 

7 158-175 WDDVVIAYEPIWAIGTGK 

8 197-206 VGADIANKVR 

9 176-187 VASTQDAQEMCK 
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9.13 Identificación de las proteínas TvTIM en secreciones vaginales de 

mujeres con Tricomoniasis. 

 Como se demostró en la figura 14 y en la tabla 3, la proteína TvTIM2 es 

secreta por T. vaginalis en AG. Este hallazgo nos llevó a preguntarnos si T. 

vaginalis secreta a la proteína TvTIM2 durante la infección vaginal. Para contestar 

esta pregunta realizamos ensayos de WB utilizando secreciones vaginales (SV) 

obtenidas de mujeres con tricomoniasis activa (n= 16) y mujeres con microbiota 

normal (n= 16). Para este estudio se incluyeron 32 muestras de SV. Las SV se 

analizaron por SDS-PAGE y por ensayos de WB utilizando el anticuerpo anti-

TvTIM. La Figura 15 muestra el perfil de proteínas de SV de mujeres con infección 

por T. vaginalis (Tv +; panel A) y SV obtenidas de mujeres sanas (Tv -; panel C). 

En ambos grupos (A y C) se observó un patrón diferencial de proteínas entre cada 

muestra aunque hay bandas que se conservan y otras que desaparecen; sin 

embargo, en ambos (A) y (C) se observan bandas de proteínas en la región de 27 

kDa que podrían corresponder a las proteínas TvTIM de T. vaginalis. Esto se 

confirmó por ensayos de WB con duplicados de las muestras de A y C con el 

anticuerpo anti-TvTIMr. Los resultados muestran el reconocimiento de una banda 

de aproximadamente 27 kDa, en las SV (10/16) de mujeres con infección por T. 

vaginalis (Tv +) (Fig. 15B, líneas 1, 2, 5-10, 13 y 16), en comparación con las SV 

de mujeres sanas (Tv -), donde no se observó reconocimiento del anticuerpo en la 

región de 27 kDa (Fig. 15D, líneas 1-16), sugiriendo que TvTIM está presente en 

las SV durante la infección por tricomonas. Para descartar un posible 

reconocimiento cruzado del anticuerpo con la TIM de humano, extractos totales de 

proteína (ET) de células HeLa (células cervicovaginales humanas), o T. vaginalis 

(control positivo), se analizaron por SDS-PAGE y por ensayos de WB con el 

anticuerpo anti-TvTIMr. Los resultados muestran la ausencia de reactividad del 

anticuerpo anti-TvTIMr en los ET de células HeLa (Fig. 15E, línea 3), comparado 

con el reconocimiento de la banda de 27 kDa en los ET de T. vaginalis (Fig. 15E, 

línea 6) como se esperaba. 
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Para resolver ¿Cuál de las dos proteínas TvTIM se detectó en las SV de mujeres 

con tricomoniasis? se cortaron las bandas de 27 kDa de los geles de las muestras 

de SV (Tv +) (Fig. 15A, líneas 7 y 10) que por WB mostraron reactividad positiva 

(Fig. 15B, línea 7 y 10) y se realizó la identificación de las proteínas TvTIMs por 

espectrometría de masas. En la tabla 5 se muestran los resultados y se agrupan 

las proteínas identificadas en las bandas de 27 kDa en proteínas de T. vaginalis y 

del humano y por el tipo de proteínas al que pertenecen. De manera interesante 

se identificó a la proteína TvTIM2 (TVAG_096350) en ambas muestras (Tabla 5, 

carriles 7 y 10) y otras enzimas metabólicas de T. vaginalis como, 

fosfoglucomutasa (TVAG_205910) y malato deshidrogenasa (TVAG_204360). 

También se identificaron a las cisteína proteinasas TvCP2 (TVAG_057000) y 

TvCP3 (TVAG_090100), así como a la proteína ribosomal L10 (TVAG_344700) 

(Tabla 5, carriles 7 y 10). Todas estas proteínas a excepción de TvCP3 también se 

identificaron en los productos de secreción in vitro de T. vaginalis, corroborando 

estos resultados y sugiriendo la secreción activa de estas proteínas durante la 

infección. Además, entre las proteínas de humano identificadas se encontraron a 

la queratina, albúmina e inmunoglobulinas (Tabla 5, carriles 7 y 10); solo en la 

muestra del carril 10 se identificó a la isoforma 1 de la triosafosfato isomerasa de 

humano; sin embargo, previamente demostramos que el anticuerpo anti-TvTIMr no 

cruza con la TIM de humano (Fig. 15E, línea 3). 
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Figura 15. Identificación de las proteínas TvTIM en secreciones vaginales de 

mujeres con tricomoniasis. (A y C) Perfil de proteínas de secreciones vaginales 

(SV) de mujeres con infección por T. vaginalis (Tv +) (panel A, líneas 1-16) y 

mujeres con microbiota normal (Tv -) (panel C, líneas 1-16) analizadas por SDS-

PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y teñidos con azul brillante de Coomassie 

(CBB). Ensayos de WB con geles duplicados de las muestras de SV (A y C), 

transferidos a membranas de NC e incubados con el anticuerpo anti-TvTIMr 

(dilución 1:500) que reconoce una banda de 27 kDa. SV (Tv +) (panel B, líneas, 1, 

2, 5-10, 13 y 16). SV (Tv -) (panel D, líneas 1-16). Como controles de especificidad 

se utilizaron extractos de proteínas totales (ET) de células HeLa (10 106 células) 

y de T. vaginalis (20 106) separados por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 

12% y teñidos con CBB (paneles E y F, líneas 2 y 5, respectivamente). Ensayos 

de WB de duplicados de las muestras en de E y F, transferidas a membranas de 

NC e incubadas con el anticuerpo α-TvTIM (dilución 1:1,000). Las imágenes se 

analizaron con el software Quantity One (Bio-Rad). 
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Tabla 5. Proteínas identificadas por LC MS/MS en la región de 27 kDa de las 

secreciones vaginales (SV) de mujeres con tricomoniasis. 

 

 

  

Banda de 27 kDa Proteínas identificadas N° acceso Score
Coverage 

(%)

#Peptidos 

unicos
MW/pI

Triosafosfato isomerasa, TvTIM2 TVAG_096350 22.97 21.43 3 27.5/5.73

Cisteina protease, TvCP2, Clan 

CA,   familia C1, Catepsina L-like      
TVAG_057000 15.04 17.20 4 34.6/8.13

Cisteina protease, TvCP3, Clan 

CA, familia C1, Catepsina L-like      
TVAG_090100 13.18 15.41 2 35.7/7.59

Keratina tipo 2, citoesqueleto 1 IPI00220327.4 134.95 34.63 19 66/8.12

Keratina tipo 2, citoesqueleto 2, 

epidermal
IPI00021304.1 95.87 40 17 65.8/8

Keratina tipo 2, citoesqueleto 10 IPI00009865.4 85.61 30.99 12 58.8/5.21

Proteína IGK inmunoglobulina 

kappa
IPI00784985.1 82.10 39.57 8 25.5/6.55

Proteína IGL inmunoglobulina 

lambda
IPI00154742.6 52.57 32.05 5 24.8/6.37

Albúmina sérica, isoforma I IPI00745872.2 59.08 20.03 10 69.3/6.28

Triosafosfato isomerasa, TvTIM2 TVAG_096350 15.39 15.87 3 27.4/6.01

Fosfoglucomutasa TVAG_205910 24.49 8.87 5 65.6/6.61

Malato deshidrogenasa TVAG_204360 11.93 15.36 3 35.7/6.46

Proteína ribosomal L10 TVAG_344700 11.44 13.88 3 34.3/6.65

Cisteina protease, TvCP2, Clan 

CA,   familia C1, Catepsina L-like      
TVAG_057000 12.04 12.74 3 34.6/8.13

Proteína IGK inmunoglobulina 

kappa
IPI00784985.1 71.69 36.60 7 25.5/6.55

Proteína IGL inmunoglobulina 

lambda
IPI00154742.6 42.42 27.78 4 24.8/6.37

Keratina tipo 2, citoesqueleto 2, 

epidermal
IPI000021204.1 24.05 12.09 4 65.8/8

HSPA5 (proteína de 78 kDa, 

regulada por glucosa)
IPI00003362.3 17.81 6.88 4 72.3/5.16

Triosafosfato isomerasa, isoforma I IPI00797270.4 19.90 29.72 5 26.7/6.90

Carril 7          

Proteínas/T. vaginalis

Carril 7          

Proteínas/humano

Carril 10           

Proteínas/T. vaginalis

Carril10           

Proteínas/Humano
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9.14 Localización de las proteínas TvTIM en células epiteliales vaginales 

(VECs) humanas. 

 Los resultados muestran que TvTIM2 se secreta tanto in vitro como in vivo 

por T. vaginalis, por lo que nos preguntamos si TvTIM interaccionaba con las 

células VECs durante la infección. Para ello, se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-TvTIMr en células VEC 

aisladas de SV obtenidas de mujeres con tricomoniasis (Tv +) y mujeres con 

microbiota normal (Tv -). Las células VEC de mujeres con infección por T. 

vaginalis (Tv +) fijadas e incubadas con el anticuerpo anti-TvTIM, mostraron 

puntos de localización de TvTIM (en verde) en la superficie, en el citoplasma y 

rodeando los núcleos de las células VEC (Fig. 16A, paneles j-q), mientras que las 

células VEC de mujeres sanas (Tv -) no mostraron reactividad con el anticuerpo α-

TvTIM (Fig. 16A, paneles a-i), indicando la ausencia de reactividad cruzada con la 

proteína TIM de humano. Para observar mejor la localización de TvTIM en las 

células VEC (Tv +) se realizó un zoom de las imágenes (Fig. 16B, paneles a-l) lo 

que confirmó la localización de la TvTIM (en verde) en la superficie de las células 

VEC (Fig. 16B, panel A y C) ya que se detectó colocalización en amarillo de TvTIM 

(en verde) con el marcador de superficie DIL (en rojo) (Fig. 16B, paneles b y d). La 

tinción de los núcleos con DAPI (en azul), permitió corroborar la localización de 

TvTIM alrededor y dentro de los núcleos donde se observó colocalización en 

blanco (Fig. 16B, e-l). En los controles de especificidad utilizando células HeLa 

fijadas e incubadas con el anticuerpo anti-TvTIMr no se observó señal (en verde) 

en el citoplasma (Fig. 16C), en el núcleo, ni en la superficie de las células teñidas 

con DIL (Fig. 16D), demostrando que el anticuerpo anti-TvTIMr no tiene un 

reconocimiento cruzado con la TIM de humano y que el anticuerpo secundario 

acoplado a FITC no se une de manera inespecífica. Por lo tanto, se confirmó que 

la señal observada en las células VEC (Tv+) corresponde a la presencia de las 

proteínas TvTIM de T. vaginalis en estas células, que posiblemente podría tratarse 

de TvTIM2 según los resultados de secreción in vitro e in vivo. Sin embargo, se 

requiere de nueva evidencia experimental para demostrarlo.  
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Figura 16. Localización de las proteínas TvTIM de T. vaginalis en células 

VECs de pacientes con tricomoniasis. (A) Las imágenes de 

inmunofluorescencia indirecta y microscopía nomarsky muestran células VEC 

aisladas de secreciones vaginales (SV) de tres mujeres con infección activa por T. 

vaginalis (Tv +) (paneles, j-q) y de tres mujeres con microbiota normal (Tv -) 

(paneles, a-i). Las células VEC fijadas con paraformaldehído al 4%, se incubaron 

con el anticuerpo primario anti-TvTIMr (dilución 1:50), seguido de un anticuerpo 

secundario de cabra anti-conejo acoplado a FITC (dilución 1:100). Las imágenes 

traslape de células VEC (Tv +) con la diferentes localizaciones de la proteína 

TvTIM en verde; superficie (A, paneles j-l), citoplasma (A, paneles o-q) y rodeando 

y en el interior de los núcleos (A, paneles m-ñ); células VEC (Tv -) (A, paneles a-i). 

(B) Zooms ópticos de la localización de TvTIM (en verde) en la superficie de 

células VEC (Tv +) (B, paneles a y c), colocalización en amarillo con el marcador 

de superficie DIL (dilución 1:200, en rojo) (B, paneles b y d). Los paneles e-l 

muestran la localización de la proteína TvTIM en el citoplasma y cercana o 

rodeando a los núcleos de las células VEC. La tinción de los núcleos en azul con 

DAPI, muestran puntos de colocalización en blanco de TvTIM con los núcleos (B, 

paneles e, g, h, i y j). (C y D) Controles negativos de células HeLa fijadas con 

paraformaldehído al 4%, incubadas con el anticuerpo anti-TvTIM (dilución 1:50), 

seguido del anticuerpo secundario acoplado a FITC (dilución 1:100). Las imágenes 

muestran los diferentes fluorocromos para localización de membrana (rojo), de los 

nucleos (azul) y de TvTIM (verde), tanto en el citoplasma (C, paneles a-d), como 

en la superficie de las células HeLa (D, paneles a-f). Las imágenes se analizaron 

por microscopía confocal. El tamaño de las barras se indica en 20 µm. 
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9.15 Efecto de la glucosa en los niveles de citotoxicidad de T. vaginalis. 

 La glucosa es la principal fuente de carbono para la generación de energía 

y para el óptimo crecimiento de T. vaginalis. Sin embargo, nuestros resultados 

sugieren que T. vaginalis podría estar expuesta a cambios drásticos en los niveles 

de glucosa (0.3-36.65 mM) durante la infección (Tabla 1). Por esta razón, en los 

próximos objetivos nos enfocamos a estudiar el efecto de la glucosa en la 

modulación de la virulencia de T. vaginalis, específicamente en los niveles de 

citotoxicidad, actividad proteolítica y cantidad de cisteína proteinasas. 

 Los ensayos de citotoxicidad entre parásitos vivos crecidos en diferentes 

concentraciones de glucosa (RG y AG) y monocapas de células HeLa vivas por 

15, 30 y 60 min mostraron que la mayor destrucción de las monocapas se observó 

con los parásitos crecidos en RG (Fig. 17A, panel b), en contrate con los parásitos 

crecidos en AG, que no mostraron un daño significativo de las monocapas (Fig. 

17A, panel c), comparado con el control de células HeLa sin tratamiento (Fig. 17A, 

panel a). La confirmación visual del efecto citotóxico de T. vaginalis después de la 

tinción de las monocapas con el colorante cristal violeta mostró la destrucción total 

de las monocapas a los 60 min de incubación con los parásitos en RG, comparado 

con los parásitos en AG que exhibieron una destrucción parcial (Fig. 17B). El 

porcentaje de citotoxicidad corroboró lo observado en el análisis microscópico, con 

valores de 98% de citotoxicidad de los parásitos en RG, comparada con 45% de 

citotoxicidad por los parásitos en AG (Fig. 17C). Estos datos sugieren que la 

glucosa modula de manera negativa la citotoxicidad de T. vaginalis, posiblemente 

regulando la expresión y actividad proteolítica de algunas cisteína proteinasas 

involucradas en esta propiedad de virulencia de T. vaginalis. 
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Figura 17. Efecto de la glucosa en la citotoxicidad de T. vaginalis a 

monocapas de células HeLa. (A) Ensayos de citotoxicidad de parásitos vivos (~2 

 105/pozo) crecidos en restricción (RG, ≤1 mM) y alta (AG, 50 mM) glucosa 

incubados con monocapas de células HeLa vivas (~ 5 104 células/pozo) por 30 

min a 37°C en atmósfera de CO2 al 5%. Las imágenes de microscopía óptica, 

muestran monocapas íntegras de células HeLa antes de la interacción con los 

parásitos (panel a), células HeLa incubadas con parásitos en RG (panel b) y 

células HeLa incubadas con parásitos en AG (panel c). El efecto citotóxico de los 

parásitos se muestra como la pérdida en la integridad de las monocapas. Las 

flechas señalan la localización de parásitos entre las células HeLa. (B) Imágenes 

representativas del efecto citotóxico de T. vaginalis, se muestran los controles de 

monocapas íntegras de células HeLa teñidas con cristal violeta (en azul); células 

HeLa incubadas con parásitos en AG (línea 1), o con parásitos en RG (línea 2) por 

15, 30 y 60 min. La destrucción de las monocapas se visualiza como la pérdida de 

células teñidas en azul, con respecto al tiempo. (C) La gráfica representa el 

porcentaje de destrucción de las monocapas de células HeLa por los parásitos en 

ambas condiciones de glucosa. Las barras de error indican la desviación estándar 

(DE) determinada a partir de tres experimentos independientes. Los asteriscos 

(***) muestran las diferencias significativas (P<0.05) de los porcentajes de 

citotoxicidad entre ambas condiciones de glucosa determinadas por ANOVA. 
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9.16 Efecto de la glucosa sobre la cantidad y actividad proteolítica de 

cisteína proteinasas (CPs) de T. vaginalis. 

 Los resultados de la Figura 17 indican que la restricción de glucosa (RG) en 

el medio es una condición que promueve mayor actividad citotóxica de T. vaginalis 

hacia las células epiteliales que podría estar directamente relacionada con un 

incremento en la cantidad y actividad proteolítica de algunas de las cisteína 

proteinasas (CPs) involucradas en el daño celular. Para demostrarlo se realizaron 

ensayos de WB con extractos resistentes a proteasas de parásitos crecidos en RG 

y AG. En la figura 18A se muestran los resultados del WB de cinco CPs 

previamente reportadas en la virulencia de T. vaginalis, entre las que se incluyen 

a: TvCP2 implicada en los procesos de apoptosis y citotoxicidad (83, 84); TvCP4 

responsable de la inducción de hemólisis en alto hierro (76); TvCP39 implicada en 

la citotoxicidad y degradación de inmunoglobulinas (85, 86); TvCP30 involucrada 

en citoadherencia y degradación de proteínas (87); y TvLEGU-1 que participa en 

la citoadherencia de T. Vaginalis (75). Los WB muestran una mayor cantidad de 

proteína TvCP2 (línea 3), TvCP4 (línea 5), TvCP39 (línea 9) y TvLEGU-1 (línea 

11) en los parásitos crecidos en RG, comparado con la menor cantidad de estas 

CPs en los parásitos crecidos en AG (líneas 4, 6, 10 y 12, respectivamente). En el 

caso de TvCP30 se observó el reconocimiento de una banda de 24 kDa en RG 

(línea 7) y una banda de 65 kDa que muestra un incremento en su cantidad en  

AG (línea 8). Estos resultados muestran que las cantidades de las CPs TvCP2, 

TvCP4, TvCP39 y TvLEGU-1 son moduladas negativamente por glucosa (Fig. 18). 

 Para confirmar que la mayor cantidad de estas CPs en RG se relacionaba 

directamente con un incremento en la actividad proteolítica se realizaron 

zimogramas a partir de extractos resistentes a proteasas obtenidos de parásitos 

en RG y AG. Los resultados muestran la aparición de al menos 7 bandas con 

actividad proteolítica en la condición de RG (Fig. 18C, línea 1) y 5 bandas con 

actividad en AG (Fig. 18C, línea 2), observándose la mayor intensidad de actividad 

en la región de 65 kDa en parásitos crecidos en RG. Para favorecer la actividad 

proteolítica y confirmar las bandas observadas, un duplicado de estos geles se 
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activaron 4 h a 37°C (Fig. 18D). Los resultados muestran un incremento en la 

intensidad de las bandas con actividad, lo que permitió identificar al menos 3 

bandas extras con actividad proteolítica, en RG (*) (línea 3) que están ausentes en 

AG (línea 4). Estos resultados sugieren que estas nuevas bandas podrían también 

estar involucradas en el efecto citotóxico de T. vaginalis, observado en RG. En 

conjunto, estos datos sugieren que la citotoxicidad, cantidad y actividad 

proteolítica de CPs son moduladas negativamente por la glucosa.  
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Figura 18. Efecto de la glucosa en la cantidad y actividad proteolítica de 

algunas cisteína proteinasas de T. vaginalis. (A) Extractos resistentes a 

proteasas de parásitos (20  106) crecidos en restricción (RG, ≤1 mM; línea 1) y 

alta (AG, 50 mM; línea 2) concentración de glucosa analizados por SDS-PAGE en 

geles de poliacrilamida al 12% yteñidos con CBB. (B) Ensayos de WB de geles 

duplicados de (A), transferidos a membranas de NC e incubados con diferentes 

anticuerpos dirigidos contra cisteína proteinasas de T. vaginalis, entre los que se 

incluye: anti-TvCP2 (dilución, 1:200; banda 27 kDa), (líneas 3 y 4); anti-TvCP4 

(dilución, 1:200; banda de 24 kDa) (líneas 5 y 6); anti-TvCP30 (dilución, 1:200; dos 

bandas 30 y 65 kDa)(líneas, 7 y 8); anti-TvCP39 (dilución, 1:200; banda de 27 

kDa) (líneas, 9 y 10) y anti-TvLEGU-1 (dilución, 1:500; banda de 30 kDa) (líneas, 

11 y 12). (C y D) Zimogramas de extractos resistentes a proteasas de parásitos 

(20  106) crecidos en RG (líneas 1 y 3) y AG (línea 2 y 4) por SDS-PAGE en 

geles de poliacrilamida al 12% copolimerizados con gelatina al 0.2% y teñidos con 

CBB. Las proteasas separadas en los geles se activaron 4 h a 4°C (A), o 4 h a 

37°C (B). La actividad proteolítica se visualiza como bandas blancas contra un 

fondo obscuro. Los asteriscos (*) indican la detección de bandas diferenciales con 

actividad entre ambas condiciones de glucosa. 
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9.17 Identificación de CPs en los degradomas en doble dimensión de  

extractos resistentes a proteasas de T. vaginalis cultivada en diferentes 

condiciones de glucosa.  

Para la identificación de las CPs de T. vaginalis en condiciones de AG y 

RG, los extractos resistentes a proteasas se separaron por electroforesis en doble 

dimensión y tinción de plata, se cortaron las manchas de los geles y se 

identificaron por MS/MS. Las figuras 19A y C muestran los perfiles de las 

proteínas (puntos), en ambas condiciones de glucosa. Los resultados muestran 23 

puntos identificados por espectrometría de masas (EM) en AG de los cuales solo 

17 puntos correspondieron a CPs (Tabla 6). En RG se identificaron 25 puntos de 

los cuales 23 correspondieron a CPs (Tabla 7). Las figuras 19B y D muestran el 

patrón de distribución de las diferentes CPs identificadas por EM en AG (B) y RG 

(D). El mayor número de puntos se observó entre las masas moleculares de 30-

100 kDa y entre los pI de 5-7. Las CPs TvCP2 yTvCP4, fueron las más 

abundantes y ampliamente distribuidas en ambas condiciones de glucosa (Fig. 

19B y D). Entre las proteínas que conservaron su masa molecular y pI en ambas 

condiciones de glucosa se encuentran TvCP12, TvLEGU-1, TvLEGU-2 y TvCP39 

(Tabla 6 y 7). Sin embargo, un incremento significativo en la cantidad de estas 

proteínas se observó en RG, comparada con AG. De manera interesan se 

identificó una catepsina D del tipo de las aspártico peptidasa (TvCatD; 

TVAG_336300) en la condición de RG. También se identificó al inhibidor 

tricosistatina-2 (TC-2; TVAG_272260) en un punto de ~65 kDa junto con proteasas 

(TvCP2, TvCP3 y TvCP4), en AG; mientras que en la condición de RG, TC-2 se 

localizó en dos puntos de ~40 y 65 kDa acompañado por TvCP2 y TvCP4 (Tabla 

7). En conjunto, estos datos muestran un incremento en el número y cantidad de 

CPs en RG comparado con AG. Adicionalmente, los resultados muestran que 

TvCP2 y TvCP4 fueron las más abundantes y ampliamente distribuidas en ambas 

condiciones de glucosa, sugiriendo la posible participación de estas CPs en los 

procesos de citotoxicidad de T. vaginalis. Además, la localización de CPs en un 

mismo punto, o con diferentes masas moleculares que no corresponden con la 

proteína (Tabla 6 y 7) sugiere la formación de estructuras poliméricas, o la 
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formación de complejos entre diferentes CPs posiblemente promovidas por 

cambios en las concentraciones de glucosa. 
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Figura 19. Identificación de CPs de T. vaginalis por espectrometría de masas 

en los degradomas de parásitos crecidos en diferentes concentraciones de 

glucosa. (A-D). Extractos resistentes a proteasas de parásitos (60  106) crecidos 

en AG (panel A y B) y RG (panel C y D) separados en geles de poliacrilamida al 

12% después del isoelectroenfoque (IEF) en tiras IPG con un gradiente lineal de 

pH 4-7. (A y C) Perfiles de los puntos de proteínas en geles teñidos con plata, 

marcados con números consecutivos en AG (A) y RG (C).  (B y D) Identificación 

de los puntos de proteínas por espectrometría de masas (EM) en geles teñidos 

con plata que muestran los patrones representativos de la distribución de las CPs 

para AG (B) y RG (D). El resumen de los resultados obtenidos por la EM para 

cada condición de glucosa se muestra en las Tablas 6 y 7. 
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Tabla 6. Identificación por LC MS/MS de proteínas en los extractos 

resistentes a proteasas de parásitos crecidos en AG. 

 

  

Spot Proteína TrichDB (ID) Score Covertura (%) # Péptidos MW [kDa] / pI

1 Proteína hipotética TVAG_487100 195,74 25,15 4 17.9 / 6.30

2 Proteína hipotética TVAG_487100 264,58 17,79 3 17.9 / 6.30

3 Proteína hipotética TVAG_487100 280,63 17,79 3 17.9 / 6.30

4 TvCP12 TVAG_410260 85,78 9,52 2 35.0 / 7.23

5

6 TvCP12 TVAG_410260 188,87 16,83 3 35.0 / 7.23

Purina nucleoside fosforilasa TVAG_127180 72,15 10,17 2 25.9 / 6.33

TvLEGU-2 TVAG_385340 58,14 10,20 3 43.5 / 6.40

Adenosil homocisteinasa TVAG_210320 14,69 5,56 2 53.5 / 5.94

8 TvLEGU-2 TVAG_385340 98,64 10,20 3 43.5 / 6.40

9 TvCP39 TVAG_298080 370,47 17,38 5 33.6 / 6.62

10 Transaldolasa TVAG_272910 144,59 18,10 4 35.0 / 5.63

11 TvLEGU-1 TVAG_426660 349,62 13,40 3 42.9 / 6.60

12 TvLEGU-1 TVAG_426660 410,07 13,40 3 42.9 / 6.60

TvCP2 TVAG_057000 126,78 17,20 4 34.6 / 8.13

Alanina dehidrogenasa 2 TVAG_235800 63,62 9,92 2 27.8 / 8.16

TvCP2 TVAG_057000 224,64 17,20 4 34.6 / 8.13

TvCP4-like TVAG_355480 65,42 12,13 2 33.8 / 7.25

Adenosil homocisteinasa TVAG_210320 694,55 46,09 6 53.5 / 5.94

Adenosil homocisteinasa TVAG_405240 495,65 35,39 2 53.4 / 5.82

TvCP2 TVAG_057000 52,67 8,28 2 34.6 / 8.13

Transaldolasa TVAG_272910 139,20 18,73 4 35.0 / 5.63

TvCP3 TVAG_090100 48,70 9,12 2 35.7 / 7.59

17 Transaldolasa TVAG_272910 250,52 33,33 7 35.0 / 5.63

TvCP3 TVAG_090100 384,66 15,72 3 35.7 / 7.59

TvCP2 TVAG_057000 56,17 12,74 3 34.6 / 8.13

Adenosil homocisteinasa TVAG_210320 14,25 5,35 2 53.5 / 5.94

TvCP3 TVAG_090100 497,53 20,13 4 35.7 / 7.59

TvCP2 TVAG_057000 109,03 17,20 3 34.6 / 8.13

TvCP2 TVAG_057000 486,48 17,83 5 34.6 / 8.13

TvCP4-like TVAG_355480 255,02 12,13 3 33.8 / 7.25

TvCP2 TVAG_057000 607,62 24,84 7 34.6 /8.13

TvCP4-like TVAG_355480 239,45 13,77 3 33.8 / 7.25

TvCP3 TVAG_090100 238,24 13,52 2 35.7 / 7.59

TvICP-2 TVAG_272260 64,56 40,66 3 9.8 / 7.01

22 TvCP4-like TVAG_355480 207,15 19,67 5 33.8 / 7.25

TvCP4-like TVAG_355480 159,17 15,08 4 33.8 / 7.25

TvCP2 TVAG_057000 87,76 8,28 2 34.6 / 8.13

7

13

14

No identificado

23

19

20

21

15

16

18
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Tabla 7. Identificación por LC MS/MS de proteínas en los extractos 

resistentes a proteasas de parásitos crecidos en RG. 

 

 

 

 

Spot Proteína TrichDB (ID) Score Covertura (%) # Péptidos MW [kDa] / pI

1 Tautomerasa TVAG_150280 65,15 21,83 2 16.0 / 6.38

Tautomerasa TVAG_150280 77,04 15,49 1 16.0 / 6.38

Proteína hipotética TVAG_369910 18,31 0,34 1 657.7 / 5.47

Proteína contenedora del dominio DnaJ TVAG_032470 3,70 2,52 1 91.7 / 8.47

Proteína de inclusión viral tipo-A TVAG_350080 3,39 0,50 1 209.8 / 4.86

3 Proteína hipotética TVAG_487100 309,64 17,79 3 17.9 / 6.30

4 Proteína hipotética TVAG_487100 406,67 25,15 4 17.9 / 6.30

5 Proteína hipotética TVAG_487100 103,54 25,15 4 17.9 / 6.30

6 TvCP12 TVAG_410260 131,37 9,52 2 35.0 / 7.23

7 TvCP12 TVAG_410260 142,12 9,52 2 35.0 / 7.23

Proteína hipotética TVAG_487100 124,07 8,59 2 17.9 / 6.30

TvCP4-like TVAG_355480 55,36 9,18 2 33.8 / 7.25

9 TvCP4-like TVAG_355480 147,86 9,18 3 33.8 / 7.25

10 TvCP4-like TVAG_355480 251,54 15,08 5 33.8 / 7.25

11 TvLEGU-1 TVAG_426660 231,97 13,40 3 42.9 / 6.60

12 Transaldolasa TVAG_272910 249,78 31,43 7 35.0 / 5.63

13 TvLEGU-2 TVAG_385340 184,55 14,80 4 43.5 / 6.40

14 TvLEGU-2 TVAG_385340 352,57 14,80 4 43.5 / 6.40

15 TvcadD TVAG_336300 176,83 27,57 6 40.8 / 5.05

Transaldolasa TVAG_272910 426,98 41,90 9 35.0 / 5.63

TvCP4 Q27109 102,30 9,59 3 32.3 / 7.50

TvCP2 TVAG_057000 53,97 12,74 3 34.6 / 8.13

TvCP2 TVAG_057000 187,54 17,20 4 34.6 / 8.13

TvCP4-like TVAG_355480 86,86 13,77 2 33.8 / 7.25

TvICP-2 TVAG_272260 83,53 30,77 2 9.8 / 7.01

Adenosil homocisteinasa TVAG_210320 83,02 5,35 2 53.5 / 5.94

TvCP2 TVAG_057000 79,18 12,74 3 34.6 / 8.13

TvCP4 Q27109 56,52 13,01 4 32.3 / 7.50

TvCP2 TVAG_057000 83,95 12,74 3 34.6 / 8.13

TvCP4-like TVAG_355480 34,87 8,52 1 33.8 / 7.25

Glicosil hidrolasa TVAG_088640 136,76 20,20 3 22.3 / 4.68

Piridina nucleotide disulfuro 

oxidorreductasa
TVAG_049830 101,68 6,77 5 94.9 / 6.04

Adenosil homocisteinasa TVAG_210320 417,97 21,60 3 53.5 / 5.94

Adenosil homocisteinasa TVAG_405240 293,46 19,34 2 53.4 / 5.82

TvCP4 Q27109 42,17 5,48 2 32.3 / 7.50

TvCP2 TVAG_057000 36,11 8,92 2 34.6 / 8.13

22

Transaldolasa TVAG_272910 112,69 26,67 6 35.0 / 5.63

Piridina nucleotide disulfuro 

oxidorreductasa
TVAG_049830 85,44 9,18 5 94.9 / 6.04

Piridina nucleotide disulfuro 

oxidorreductasa
TVAG_263800 53,96 5,28 4 95.5 / 5.40

24 Laminina A TVAG_215920 291,64 11,76 6 71.3 / 5.63

TvCP2 TVAG_057000 78,88 8,92 2 34.6 / 8.13

TvICP-2 TVAG_272260 54,96 23,08 2 9.8 / 7.01

2

8

16

17

18

19

25

20

21

23

No indentificado
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Capítulo X 

 

Discusión 

En este estudio demostramos que la glucosa regula de manera diferencial 

la expresión de los dos genes que codifican para la proteína TvTIM en T. vaginalis 

e induce la expresión y relocalización de TvTIM hacia la superficie del parásito. 

Además, la proteína TvTIM asociada a la superficie de tricomonas funciona 

uniéndose de manera específica a Lm y Fn, una función alternativa como receptor, 

mediando la adhesión de los parásitos a componentes de matriz extracelular. 

 

La mayoría de las enzimas que participan en el metabolismo de la glucosa 

son codificadas por una o más copias de genes en el genoma de T. vaginalis (38). 

Esta es una característica que en otros microorganismos se ha asociado con la 

expresión diferencial de genes, la relocalización subcelular de proteínas y la 

adquisición de nuevas funciones (88, 89). En este trabajo estudiamos a la proteína 

TvTIM de T. vaginalis codificada por genes duplicados (tvtim1 y tvtim2). A pesar 

de que las secuencias de nucleótidos de ambos genes “tvtim” son 97.6% 

idénticas, nuestros resultados mostraron que se expresan diferencialmente en 

respuesta a glucosa (tvtim1 se regula negativamente y tvtim2 se regula 

positivamente) (Fig. 4). Estos resultados son consistentes con otros estudios 

transcriptómicos que muestran la sobreexpresión de tvtim2, pero no de tvtim1 en 

parásitos crecidos en alta glucosa (73), o parásitos en contacto con células 

epiteliales vaginales (14), sugiriendo que la transcripción de los genes tvtim es 

regulada diferencialmente por glucosa y durante la infección in vitro. 

 

El efecto de la glucosa sobre la expresión diferencial de genes tim se ha 

reportado en otros microorganismos. Por ejemplo, la expresión del gen tim de S. 

cereviciae es regulada positivamente por glucosa (90), similar al gen tvtim2 de T. 

vaginalis. Sin embargo, en C. albicans, otro patógeno que causa infección vaginal, 
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la expresión del gen tim es constitutiva independientemente de la concentración 

de glucosa (90). 

 

En levaduras la expresión diferencial de genes duplicados se ha descrito 

como un mecanismo mediado por diferencias en los elementos reguladores que 

controlan la expresión de cada gen. Una característica que además se ha 

asociado con la aparición de proteínas con nuevas funciones (91). Por lo tanto, es 

necesario el estudio de los elementos reguladores que controlan la expresión de 

los genes tvtim en T. vaginalis, para entender los mecanismos de expresión 

diferencial de estos genes inducidos por glucosa y el contacto celular.  

 

También demostramos que TvTIM es modulada positivamente por glucosa 

a nivel de proteína (Fig. 5). Las secuencias de aminoácidos entre ambas proteínas 

TvTIM son 98.4% idénticas, difiriendo solo en 4 aminoácidos. Estas pequeñas 

diferencias son responsables de alteraciones en las propiedades fisicoquímicas, 

estabilidad del dímero y actividad enzimática, entre ambas TvTIM (71 y 92). En 

este estudio nos fue imposible diferenciar entre TvTIM1 y TvTIM2 utilizando el 

anticuerpo anti-TvTIMr generado contra la proteína TvTIM2r y que reconoce a 

ambas proteínas recombinantes. Sin embargo, tomando en cuenta el efecto 

opuesto de la glucosa sobre la expresión de los genes tvtim; nuestros datos 

sugieren que el aumento en la cantidad de proteína TvTIM en parásitos crecidos 

en AG podría corresponder a la proteína TvTIM2. Esto también podría aplicarse 

para la proteína TvTIM asociada a la superficie de T. vaginalis, donde observamos 

un incremento de TvTIM en superficie en AG. Esta hipótesis es consistente con los 

resultados del análisis proteómico de exosomas, donde TvTIM2, pero no TvTIM1, 

se encontró asociada con las proteínas exosomales de T. vaginalis (93), 

sugiriendo que TvTIM2 es parte de las proteínas secretadas a través de una vía 

de tráfico vesicular no convencional (94). Por lo tanto, experimentos futuros 

ayudarán a determinar si solo una o ambas proteínas TvTIM se localizan en la 

superficie de T. vaginalis para adquirir funciones “moonlighting” como proteínas de 

unión a Lm y Fn en AG. 
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También encontramos que la hexoquinasa es modulada positivamente por 

glucosa, mientras que la cantidad de proteína -enolasa y enzima málica/AP65, no 

se vieron afectadas por la glucosa (Fig. 3), demostrando que los niveles de 

glucosa en el medio regulan la cantidad de algunas proteínas glucolíticas en T. 

vaginalis. El comportamiento de las proteínas TvTIM de T. vaginalis es similar al 

observado en la proteína TIM de Fusobacterium varium, que se incrementa 

específicamente en repuesta a la presencia de glucosa en el medio (95) que es 

consistente con la regulación positiva de la TvTIM2 por glucosa observada 

también en T. vaginalis. 

 

Además de la localización citoplasmática esperada, TvTIM también mostró 

una segunda localización en la superficie de T. vaginalis en AG, adquiriendo 

además una nueva función como receptor de Lm y Fn (Fig. 6). Este 

comportamiento es similar al de otras proteínas glucolíticas de T. vaginalis como 

TvGAPDH y TvENO con localizaciones alternativas en la superficie del parásito, 

en respuesta a la exposición a hierro y al contacto celular con células VECs, 

respectivamente (43, 44). En este trabajo demostramos que la glucosa es otro 

factor ambiental que regula diferencialmente la expresión de genes, así como la 

cantidad y localización en superficie de enzimas glucolíticas en T. vaginalis como 

la TvTIM. 

 

El mecanismo por el cual TvTIM llega a la superficie de T. vaginalis en 

diferentes condiciones ambientales no es claro, debido a que esta enzima no tiene 

dominios transmembranales, ni secuencia señal de exporte, similar a otras 

proteínas “moonlighting” (50, 56). Sin embargo, se han propuesto vías alternativas 

para su transporte hacia la membrana del parásito. Por ejemplo, a través de 

vesículas de secreción como exosomas que se generan a partir de cuerpos 

multivesiculares intracelularles y que son liberados tras la fusión con la membrana 

plasmática (94, 102).  
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Nuestros resultados a partir de inmunomarcaje con oro y MET para localizar 

a la proteína TvTIM apoyan la presencia de vías secretoras no convencionales 

involucradas en el tráfico de TvTIM del citoplasma hacia la membrana plasmática, 

principalmente a través de vesículas de secreción. Sin embargo, una vía 

independiente de vesículas también fue evidente (Fig. 7). Encontramos que TvTIM 

también se une a la cara interna y externa de vesículas cercanas o en proceso de 

fusión con la membrana plasmática (Fig. 7). Además encontramos que después 

de la fusión de estas vesículas con la membrana plasmática, TvTIM se encuentra 

expuesta a la cara externa de la membrana de los parásitos. De manera 

interesante TvTIM2 pero no TvTIM1 se ha encontrado asociada con proteínas 

contenidas en los exosomas de T. vaginalis, lo que sugiere que TvTIM2 es la 

proteína que se relocaliza a la membrana del parásito para adquirir funciones 

alternativas como receptor de Lm y Fn en AG. 

 

La posibilidad de que la afinidad de TvTIM por los lípidos de las membranas 

esté relacionada a modificaciones postraducciones es una hipótesis factible que 

necesita ser confirmada. En apoyo a esta hipótesis, análisis in sillico de las 

secuencias TvTIM muestran que ambas proteínas contienen sitios putativos para 

S-palmitoilación (cluster C) y N-miristoilación; ambas modificaciones podrían estar 

involucradas en la interacción de las proteínas TvTIM con las membranas 

celulares (96-98). Adicionalmente identificamos sitios putativos para fosforilación 

(en S y T) que podrían ser importantes para la interacción con otras proteínas o 

sustratos, y sitios para N- y O- glicosilación que podrían ser relevantes para la 

secreción de las proteínas (79-81). Sin embargo, futuros experimentos son 

necesarios para confirmar estas posibles modificaciones postraduccionales y 

evaluar su aportación en la localización de superficie y función “moonlighting” de 

TvTIM y otras enzimas glucolíticas. 

 

Otros estudios han demostrado que algunas proteínas glucolíticas están 

directamente asociadas con la superficie extracelular. Estas proteínas pueden 

interactuar, ya sea con los lípidos de la membrana o con proteínas integrales de 
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membrana, a través de una combinación de interacciones no covalentes, incluidas 

interacciones hidrofóbicas y electrostáticas (60, 64). Un típico ejemplo de 

proteínas glucolíticas asociadas directamente con la superficie son las proteínas 

GAPDH y TIM, que se unen de manera no covalente a la cara externa de la pared 

celular de Lactobacillus plantarum (60). 

 

Los resultados de los ensayos de inhibición y de competencia (Fig. 13) 

mostraron la inhibición de la adhesión de parásitos vivos a Lm y Fn por el 

anticuerpo α-TvTIMr, o por la competencia con ambas recombinantes TvTIM, 

confirmando la participación de las proteínas TvTIM asociadas a la superficie de T. 

vaginalis como un nuevo receptor de Lm y Fn que es utilizado por el parásito para 

interactuar con estas proteínas de MEC (99) en presencia de altas 

concentraciones de glucosa. Estos resultados son consistentes con la función 

identificada para la proteína TIM en la superficie de otros microorganismos 

patógenos como P. brasiliensis (58) y S. aureus (59). Estudios adicionales son 

necesarios para identificar y caracterizar los sitios de unión de TvTIM a Lm y Fn. 

 

Nuestros resultados in vitro muestran que la glucosa es un importante 

nutriente para la biología de T. vaginalis: sin embargo, desconocíamos si T. 

vaginalis se exponía a cambios en los niveles de glucosa durante la infección. En 

este estudio determinamos la concentración de glucosa en secreciones vaginales 

de mujeres Mexicanas con tricomoniasis y con otras infecciones (Tabla 1). 

Nuestros resultados muestran que el nivel medio de glucosa libre fue de 10.25 

mM, con valores individuales entre 0.3-36.65 mM. Estos valores están en el rango 

de los reportados recientemente (56.57 mM) (33). Comparado con el valor más 

alto de glucosa detectado en las secreciones vaginales (36.65 mM), 50 mM de 

glucosa utilizada in vitro para la condición de AG, no se encontró en estas 

muestras. Sin embargo, como se demostró en la Fig. 6B, los parásitos son 

capaces de responder solo con la presencia de glucosa exógena en el medio, 

promoviendo la relocalización de TvTIM a la membrana plasmática como se 

observó en las colocalizaciones con el marcador de superficie (Fig. 6). 
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En este trabajo utilizamos la concentración máxima de glucosa (50 mM) 

previamente reportada (73) para fines comparativos entre las condiciones de RG y 

AG (Fig. 6). Sin embargo, nuestros datos muestran que las concentraciones de 

glucosa encontradas en al menos el 67% de las mujeres con tricomoniasis (Tabla 

1) pueden disparar la relocalización de TvTIM a la superficie de los parásitos 

durante la infección y promover la adhesión a Lm y Fn (Fig. 12). Sin embargo, no 

descartamos la posibilidad de que el parásito se encuentre con concentraciones 

cercanas a 50 mM en otros grupos de mujeres infectadas como personas con 

diabetes mellitus (56 mM de glucosa en secreciones vaginales). 

 

Por otro lado, la condición de RG ( 1 mM) se detectó en el 33% de las 

muestras con tricomoniasis, en el 20% de las mujeres con microbiota normal, pero 

con otros problemas ginecológicos, en el 32% de mujeres con cervicovaginitis, 

pero sin T. vaginalis y en el 7% de las mujeres con infección vaginal por otros 

patógenos. Nuestros resultados muestran una gran variabilidad en los niveles de 

glucosa libre entre las mujeres incluidas en este estudio que son consistentes con 

reportes previos (33), sugiriendo que T. vaginalis podría estar expuesta a 

fluctuaciones de glucosa durante la infección. Teniendo en cuenta estos 

resultados se propone que cambios en los niveles glucosa vaginal podrían 

modular la interacción in vivo de T. vaginalis con moléculas de MEC. Similar a T. 

vaginalis, estudios en C. albicans otro patógeno responsable de la candidiasis 

vulvo-vaginal muestran que este hongo tiene una alta prevalencia entre las 

mujeres con diabetes mellitus, posiblemente relacionado a su estado 

hiperglicémico que promueve la colonización del tracto vaginal en este grupo (100, 

101). 

 

A pesar de ser un tema controversial para muchos investigadores en el 

campo de T. vaginalis, se ha incrementado el número de reportes que demuestran 

la presencia de enzimas glucolíticas, ya sea secretadas o asociadas a la superficie 

de bacterias, parásitos protozoarios, helmintos y hongos incluyendo a la TIM (47, 
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56). La TIM también tiene funciones “moonlighting” en la superficie de otros 

microorganismos patógenos (60, 61, 62) como P. brasiliensis (58) que también se 

une a las mismas proteínas de MEC y S. aureus que une a plasminógeno humano 

(59). La proteína TIM en la superficie de L. plantarum funciona como una adhesina 

que tiene un importante papel en la citoadherencia a células Caco-2 (60). Una 

función similar ha sido descrita para la proteína TIM localizada en la superficie de 

Mycoplasma gallisepticum que juega un importante papel en la citoadherencia a 

células DF-1 (61). Recientemente, la proteína TIM también se identificó en el 

proteoma de superficie de E. histolytica (64) y en el proteoma de la pared celular 

de C. albicans (62); en este último participa junto con otras proteínas de superficie, 

en un mecanismo de protección contra estrés oxidativo. 

 

Una posible explicación a la localización de enzimas glucolíticas sobre la 

superficie de patógenos son las ventajas adaptativas que este mecanismo 

proporciona a los microorganismo durante la infección; por ejemplo, las enzimas 

glucolíticas pueden actuar como ligandos para una variedad de componentes del 

hospedero. Esta unión permitiría a los patógenos el reconocimiento de la célula 

hospedera para la citoadherencia e invasión, modular los sistemas hemostáticos e 

inmunológicos, promover la angiogénesis y la adquisición de nutrientes (102); 

incluso como moléculas protectoras de estrés oxidativo, como ocurre para C. 

albicans (62). En el caso de T. vaginalis, podemos postular lo mencionado 

previamente (43, 44), que los sitios focales de erosión en el epitelio vaginal debido 

a la actividad proteolítica del parásito pueden resultar en el acceso de T. vaginalis 

a componentes de MEC y proteínas de la membrana basal, tales como Lm y Fn, 

donde la proteína TvTIM asociada a la superficie podría entonces contribuir a la 

adhesión de los parásitos a MEC, una interacción que parece ser requerida para el 

mantenimiento de una infección crónica por este parásito de transmisión sexual. 

 

La proteína TIM también tiene funciones “moonlighting” extracelulares en 

parásitos helmintos. Por ejemplo, TIM es secretada por Brugia malayi y 

Schistosoma mansoni durante la infección, adquiriendo nuevas funciones como 
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blanco de anticuerpos como un mecanismo de evasión de la respuesta inmune del 

hospedero (65-67). Nuestros resultados in vitro mostraron la secreción de TvTIM 

en condiciones de AG (Fig. 14), a través de una vía mediada por vesículas de 

secreción (Fig. 7). Confirmamos además que TvTIM2 es la proteína presente en 

los productos de secreción de T. vaginalis (Tabla 3), así como en las secreciones 

vaginales de mujeres con tricomoniasis (Tabla 5). Estos datos son consistentes 

con la identificación de TvTIM2 entre las proteínas contenidas en los exosomas de 

T. vaginalis (93), además de que observamos marca de TvTIM en vesículas tipo 

MVB (Fig. 7). Experimentos adicionales son necesarios para identificar posibles 

funciones extracelular de TvTIM durante la infección.  

 

En T. vaginalis la secreción de proteínas glucolíticas se ha propuesto como 

un mecanismo implicado en la reasociación de estas proteínas a la membrana del 

parásito después de ser secretadas (43, 44). De manera interesante, en nuestros 

resultados de secreción in vitro, además de TvTIM, identificamos otras enzimas 

glucolíticas, entre ellas a la TvGAPDH (Tabla 3), previamente reportada como una 

proteína que se secreta y se reasocia a la superficie de T. vaginalis donde exhibe 

funciones “moonlighting” como receptor para Fn (43), una función también 

demostrada para la proteína TvTIM asociada a la superficie del parásito.  

 

Un hallazgo sorprendente en este trabajo fue la localización de las 

proteínas TvTIM de T. vaginalis en el interior de las células epiteliales de la vagina 

de pacientes con tricomoniasis, en la membrana, en el citoplasma y rodeando o 

dentro de los núcleos (Fig. 16). Hasta el momento no existen reportes que 

soporten la localización nuclear de TIM en otros microorganismos o células; sin 

embargo, si existen numerosos reportes de proteínas glucolíticas con localización 

nuclear en células de mamíferos, hongos y parásitos protozoarios, exhibiendo 

funciones “moonlighting” (103-105). Por ejemplo, la localización de GADPH en el 

núcleo de células de mamífero es esencial para la fusión de membranas nucleares 

y en la regulación transcripcional de genes de histonas en condiciones de estrés 

hiperglicémico (103). La proteína hexoquinasa se localiza en el núcleo de S. 
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cerevisiae en condiciones de restricción de glucosa, adquiriendo funciones 

“moonlighting” como regulador transcripcional de genes Mig1 (104). Otros reportes 

muestran que la enolasa se localiza en el núcleo de E. histolytica en restricción de 

glucosa, exhibiendo funciones “moonlighting” como un regulador de la actividad 

enzimática de la metiltransferasa Dnmt2 (105). Estos reportes sugieren que es 

posible la localización nuclear de la proteína TvTIM. Por lo tanto, nuestra hipótesis 

es que la proteína TvTIM de T. vaginalis se secreta durante la infección 

posiblemente en exosomas e interacciona, se internaliza y se localiza en los 

núcleos de las célula VEC, exhibiendo funciones “moonligting” posiblemente 

alterando la regulación de la célula hospedera. Sin embargo,  experimentos 

adicionales son necesarios para demostrarlo. 

 

Nuestros resultados mostraron que T. vaginalis está expuesta a cambios 

drásticos en la concentración de glucosa libre durante la infección vaginal (Tabla 

1). En este estudio evaluamos el efecto de la glucosa sobre la virulencia de T. 

vaginalis y encontramos que en RG se incrementa la capacidad citotóxica (Fig. 

17), así como la cantidad y actividad proteolítica de algunas cisteína proteinasas 

(Fig. 18) que participan en la virulencia de T. vaginalis. De manera interesante se 

encontró RG en el 33% las muestras de SV obtenidas de mujeres con 

tricomoniasis, sugiriendo que la glucosa podría estar modulando los mecanismos 

de virulencia de T. vaginalis durante la infección vaginal. La regulación de la 

virulencia por los niveles de glucosa en el medio, se ha reportado para otros 

patógenos. Por ejemplo, condiciones de RG, incrementan la capacidad citotóxica, 

hemolítica y de adhesión de E. histolytica  (106). 

 

T. vaginalis posee múltiples proteinasas principalmente del tipo cisteína 

(CPs). Algunas CPs son diferencialmente moduladas por hierro y juegan un rol 

esencial en la virulencia de T. vaginalis, incluida la citoadherencia (TvLEGU-1 y 

TvCP30), hemólisis (TvCP4), citotoxicidad (TvCP39 y TvCP65) e inducción de 

apoptosis (TvCP2) (34, 107). En este estudio analizamos el degradoma por 2-DE y 

espectrometría de masas de las proteínas presentes en extractos resistentes a 
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proteasas de T. vaginalis en RG y AG (Fig. 19). Nuestros resultados mostraron 

perfiles diferenciales de proteínas en 2-D observándose un mayor número de 

puntos de proteínas en RG (Fig. 19). La identificación por espectrometría de 

masas de los puntos reveló que TvCP2 y TvCP4 fueron las CPs más abundantes 

y ampliamente distribuidas en ambas condiciones de glucosa. Reportes indican 

que TvCP4 es regulada positivamente por hierro y media la actividad hemolítica de 

T. vaginalis en esta condición (76). Sin embargo, en este estudio demostramos 

que TvCP4 es regulada negativamente por glucosa, sugiriendo su participación en 

los mecanismos de citotoxicidad de T. vaginalis. De manera interesante, este 

resultado sugiere que las CPs de T. vaginalis pueden cambiar entre funciones 

dependiendo de estímulos ambientales y su posible asociación con otras CPs de 

T. vaginalis. 
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Capítulo XI 

 

Conclusión 

 La glucosa es otro factor ambiental que afecta la biología de Trichomonas 

vaginalis, promueve el crecimiento de los parásitos, modula negativamente la 

citotoxicidad y favorece la interacción de T. vaginalis con las proteínas de matriz 

extracelular, Lm y Fn. Altas concentraciones de glucosa modulan la expresión y 

relocalización de las TvTIMs a la superficie de los parásitos donde participan como 

receptores para Lm y Fn. Las TvTIM se encuentran presentes en las secreciones 

vaginales y en las células VECs de mujeres con tricomoniasis sugiriendo su 

participación durante la infección. 

 

Capítulo XII 

 

Perspectivas 

 

1. Demostrar cuál de las dos proteínas TvTIM (TvTIM1 o TvTIM2) se localiza 

en la superficie de T. vaginalis. 

2. Identificar y caracterizar los elementos de respuesta a glucosa que modulan 

la expresión diferencial de los genes tvtim. 

3. Estudiar las vía de secreción y/o localización a la membrana de TvTIM en el 

parásito, así como posibles modificaciones postraduccionales (lipidación, 

fosforilación y glicosilación) que lo promuevan. 

4. Identificar y caracterizar los dominios en las proteínas TvTIM responsables 

de la unión a laminina y fibronectina. 

5. Determinar si la TvTIM es inmunogénica en pacientes con tricomoniasis.. 
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6. Caracterizar la vía de entrada y la función de las proteínas TvTIM en células 

VECs. 

7. Corroborar la localización de TvTIM en el núcleo de las células VEC, e 

identificar su función. 
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Capítulo XIV 

 

Anexos 

14.1 Publicación de resultados. 

Parte del trabajo correspondiente a resultados obtenidos en los objetivos 1, 2, 3 y 

4 del proyecto de investigación realizado durante el periodo doctoral se publicó en 

la revista “Infection and Immunity” y se anexa una cópia a continuación. También 

incluímos una cópia del artículo en el que participamos como coautor, con los 

resultados correspondientes a la localización celular de TvTIM en T. vaginalis. 
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fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 151 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 152 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 153 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 154 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 155 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 156 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 157 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 158 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 159 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 160 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 161 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 162 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 163 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 164 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 165 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 166 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 167 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 168 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 169 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 170 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 171 ~ 
 

 



Influencia de la glucosa en la citotoxicidad y en la interacción de Trichomonas vaginalis con laminina y 

fibronectina mediada por la enzima triosafosfato isomerasa TvTIM Referencias 

~ 172 ~ 
 

 


