Efecto protector de una proteinasa contra la infeccion
por Trichomonas vaginalis en el tracto genital murino
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Trichomonas vaginalis infecta el epitelio escamoso del tracto urogenital humano, y el mecanismo exacto por el que
parasita los tejidos y produce la enfermedad no se conoce con exactitud. Sin embargo, algunos autores coinciden
en que la adhesién del pardsito a células epiteliales vaginales, constituye el paso inicial en el establecimiento de la
infeccién. T. vaginalis posee altos niveles de actividad proteolitica, y se ha demostrado que algunas de estas
proteinasas participan en el establecimiento de la infeccién. Como aun no se ha reportado un candidato vacunal
efectivo y debido a que algunas pacientes que padecen de esta parasitosis han manifestado resistencia al metronidazol,
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RESUMEN

surge la necesidad de desarrollar una nueva estrategia para el control de esta afeccién. Se estudié la importancia
de una proteinasa de excrecion-secrecién, cuyo peso molecular es 62 kDa, en la citoadherencia del pardsito a
células epiteliales. Se demostré que anticuerpos monoclonales (AcMs) contra esta enzima son capaces de inhibir
este proceso in vitro e in vivo y que la proteinasa de 62 kDa, administrada por via intranasal con téxina colérica y
oligodexoxinucleétidos con motivos CpG, es capaz de proteger a los ratones ante un reto intravaginal. Estos
resultados sugieren que la proteinasa de 62 kDa es un posible candidato vacunal contra la trichomonosis, enfer-
medad para la cual no existe una vacuna efectiva.

Introduccion

En el mundo, cada afo, alrededor de 170 millones
de personas padecen infeccion por Trichomonas
vaginalis, una de las infecciones de transmisién
sexual més comunes, de amplia distribucién geogra-
ficay frecuente en todos los continentes [1]. Exis-
ten evidencias de que T. vaginalis estaasociadacon
una variedad de problemas de salud, tanto en hom-
bres como en mujeres, incluyendo el incremento en
la transmision del virus de la inmunodeficiencia
humana, de la neoplasia cervical intraepitelial en
mujeres, de la uretritis no gonocécica y de la
prostatitis cronica en hombres [2]. Este parasito
infecta el epitelio escamoso del tracto urogenital
humano, y el mecanismo exacto por €l que parasita
los tejidos y produce la enfermedad no se conoce
con exactitud. Sin embargo, algunos autores coinci-
den en que la adhesion del parasito a las células
epiteliales vaginales, constituye el pasoinicial en el
establecimiento de lainfeccién. T. vaginalis posee
elevados niveles de actividad proteolitica, y se ha
demostrado que algunas de estas proteinasas parti-
cipan en el establecimiento de la infeccién [3].
Garber y Lemchuk-Favel purificarony caracteriza-
ron parcialmente una proteinasa de 60 kDa, que
estaba presente en todos los aislamientos de T.
vaginalis, y sugirieron que esta proteinasa podia
ser Util para el diagndstico de laenfermedad [4]. Al
no existir un candidato vacunal efectivoy aparecer
resistenciaal medicamento mas empleado en su tra-
tamiento, el metronidazol, manifestada en pacien-
tes que padecen esta infeccién, surge la necesidad
de desarrollar una estrategia eficaz para el control
de esta parasitosis. Se estudié entonces la impor-
tanciadela proteinasa de excrecion-secrecion, cuyo
peso molecular es 62 kDa (se demostrd que es la
misma proteinasa que pesaba 60 kDa, reportada
por Garber y Lemchuk-Favel en 1989), en la
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citoadherencia del parasito alas células epiteliales.
Se demostré que anticuerpos monoclonales (AcM)
contra esta enzima, inhibian este procesoin vitroe
in vivo, y que la proteinasa de 62 kDa de peso,
administrada por via intranasal con téxina colérica
(TC) y oligodexoxinucledtidos con motivo CpG, es
capaz de proteger a los ratones ante un reto
intravaginal.

Materiales y métodos

Se purificd la proteinasa de 60 kDa de peso, mediante €l

procedimiento descrito por Garber y Lemchuk-Favel [4],
pero con algunas modificaciones, con e empleo de
cromatografia de intercambio idnico y filtracion en gel,
con latecnologia del FPLC. El grado de pureza de esta
proteinasa se verificd por electroforesis en gel de
poliacrilamida, en presenciadeduodecil sulfato de sodio.
Paralaobtencidny purificacion delos AcM contraesta
proteinasa, se empled la tecnologia descrita por Godin
JB [5]. Parala inmunofluorescencia indirecta se fijaron
50 parasitos por zona de reaccion y se aplicaron 10 pL

delosAcM experimental esy suscorrespondientescon-
troles. Como revelador se utilizo un conjugado anti-ra
ton, isotiocianato de fluoresceina. Para los ensayos de
citoadherencia, seutilizaron célulasepitelialesHel ay se
marcaron |astrichomonas con timidita[*H] [3]. Seestu-

di6 d grado de proteccion pasivabrindada por los AcM

inyectados a concentraciones de 2 mg/mL en un modelo
deinfeccidn intraperitoneal con T.vaginalis en ratones
Balb/c. Por la reaccion de Griess [6], se determind la
concentracion de 6xido nitrico en cultivo de macréfagos
con el parédsito y en presencia de los anticuerpos
monoclonales, asi como los niveles de 6xido nitrico en e

suero de los ratones inyectados por via intraperitoneal

conlosAcM y retadoscon el parasito. Seadministré la
proteinasa con adyuvantes via intranasal a ratones
hembra Balb/c. A estos grupos de ratones se les reali-
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z6 un reto con 8 x 10 5 parésitos para estudiar la
capacidad inmunoprotectora de esta proteinasa en un
modelo animal.

Resultados

Como resultado de la purificacion de esta proteinasa,
se obtuvieron tres fracciones con actividad enzi-
mética, cuyos pesos moleculares fueron 62, 40y 29 kDa
Se obtuvieron tres hibridos estables productores de
AcM (4D8, 3C11, 1A8) de subclase I1gG. contra la
proteinasa. De estos, solo dos (4D8 'y 1A8) recono-
cieron el parésito por inmunofluorescencia. En el en-
sayo in vitro de adhesién a las monocapas de las
células epiteliales HelLa, se observé que los
anticuerpos 4D8, 1A8 y 3C11 inhiben la citoadhe-
rencia del parésito alas células (Figura 1). El AcM

4D8 administrado 24 horas antes de un reto con T.
vaginalis, por via intraperitoneal, protegio a la ma-
yoriadelosratones. A estelesiguié el AcM 1A8. Se
encontré un elevado nivel de 6xido nitrico enlos cul-
tivos y en el suero de los ratones tratados con el
AcM 4D8 (tablas 1y 2, respectivamente). Pero T.
vaginalis infesta el tracto genital humano, y para
definir si la proteinasa protegia a los ratones hem-
bras ante un reto vaginal, se inmunizaron dos grupos
de ratones por via intranasal con el antigeno de 62
kDa combinado con toxina colérica y CpG como
adyuvantes, respectivamente, asi como otros cuatro
grupos con losanimales control correspondientes TC,
CpG, proteinasay solucion salina. Después de crea-
das las condiciones en el ratén para lograr la infec-
cidn con este parasito, se retaron los animales, y
ocho dias después del reto, se colectaron muestras
vaginales paradeterminar la presencia o no del para-
sito. En los grupos experimentales (p-62-TC y p-
62- CpG) se infestaron entre el 5y el 15% de los
ratones, y enlos grupos control, entre el 80y el 90%
de los animales (tabla 3). Ademas, se determinaron
los niveles de anticuerpos contra p-62 en |os sueros
y en los lavados vaginales de ratones inmunizados,
mediante ELISA. En los grupos inmu-nizados por
viaintranasal con la proteinasa p-62 de T. vaginalis
con TCy CpG, se observaron niveles significativos
de anticuerpos en muestras vaginales 1gG (p < 0.05)
elgA (p<0.01).
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Figura 1. Efecto producido por los AcM contra la proteinasa de
62 kDa sobre la adhesion del parésito a las células Hela en
cultivo. Los pardsitos marcados con timidina y con el anticuerpo
monoclonal se adicionaron a las células Hela e incubaron
durante 30 minutos. Los resultados son de dos experimentos e
indican la media + desviacién estandar de 10 pozos. Prueba t
de Student. * Diferencias significativas en relaciéon con el AcM
no relacionado.
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Tabla 1. Determinacion de 6xido nitrico en
cultivo de macroéfagos tratados con los AcM en
presencia del parasito

Nitrito (mM)
Media + DE
590.01 £ 32.53 *
676.75 +26.52 *
96.4 +7.60

Incubacién

1A8 + LPS + IFNg
4D8 + LPS + IFNg
4D8 + LPS + IFNg + L-NMMA

AcM no relacionado + LPS

+ IFNg 83.20 £ 4.27

Se cultivaron 3 x105 macréfagos por pozo. Posteriormente, se
adicionaron 6 x 104 pardasitos por pozo, los AcM, y 2 h mas
tarde el LPS, el interferén gy L-NMMA. Los sobrenadantes se
colectaron 18 h mas tarde. Los sobrenadantes se mezclaron con
el reactivo de Griess para la determinacién de éxido nitrico. Los
valores representan la media y la desviacién estandar de 5
pozos (n = 5). Prueba t de Student.

* Representa los valores significativos en relacién con el
anticuerpo no relacionado.

Tabla 2. Determinacién de éxido nitrico en suero de
ratones inoculados con AcM anti-proteinasa de T.

vaginalis
Grupos AcM Nitrito (mM) Media + DE
1 3C11 80.09 + 24.03
2 1A8 139.90 +39.77 *
3 4 D8 165.82 + 65.58 *
4 No relacionado 83.20 + 21.40

Cuatro grupos de animales se inocularon por via intraperitoneal con
2 mg/mL de cada AcM. Transcurridas 24 h, los animales se infec-
taron con 8 x 10° parésitos por ratén por via intraperitoneal. Tres
dias después, se midieron los niveles de nitrito en suero mediante

la reaccion de Griess. Los valores representan la media+ SD de 5
ratones (n = 5). Prueba t de Student.

* Representa los valores significativos en relacién con el
anticuerpo no relacionado anti-T. gondii.

Discusién
Mendoza-L 6pez y sus colaboraciones[1] y Arroyoy
Alderete [3] reportaron que las proteinasas son funda-
mentales paralos procesos de citoadherencia del para
sito. Esta observacion coincide con los resultados de
este estudio, en el cual sedemuestraquelosMAb con-
trala proteinasa de 62 kDainhiben la citoadherencia
El MAb 4D8, administrado 24 horas antes del
reto intraperitoneal, protegié a 92% de los ratones
estudiados. L lamalaatencion que este es el anticuer-
po que mostré la mayor inhibicion de la adhesién in
vitro. EIl MADb que le sigui6 en orden fue el 1A8, lo

Tabla 3. Efecto de la inmunizacién intranasal con la proteinasa p-62 en la prevencién de la
infeccion con T. vaginalis de ratones Balb/c

Ratones infectados con T.

T Total
. vaginalis / grupo 6
Pretratamiento

Ratones infectados / Porcentaje de

A B ratones totales infeccion (%)
p-62' 8/10 10/10 18/20 90
p-62 + TC 2 0/10 1/10 1/20 5*
p-62 + CpG ° 1/10 2/10 3/20 15%
Control TC 4 10/10 8/10 18/20 90
Control CpG ° 8/10 8/10 16/20 80
Solucién salina 9/10 9/10 18/20 90

20 my de antigeno (dosis / ratén). '

20 my de antigeno, TC 5 ny (dosis / ratén). 2

20 ny de antigeno, CpG 10 ny (dosis / ratén). 3

TC 5 ny (dosis / ratén). *

CpG 10 ny (dosis / ratén). °

Los ratones recibieron un reto con 8 x 10° de T. vaginalis por via intravaginal, dos semanas después de la
Oltima inmunizacién®

* Diferencias significativas en relaciéon con el control (solucién salina). Prueba t de Student.
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que sugiere que los epitopes reconocidos por los
MADb 4D8 y 1A8 son importantes en |os mecanis-
mos de citoadherenciade T. vaginalis.

Estos resultados demuestran que esos MAb pueden
actuar mediante mecanismos celulares, posiblemente
por interacciones con macréfagos residentes en €l peri-
toneo. La generacion de 6xido nitrico es caracteristico
de muchas células involucradas en la reaccion inmune,
tales como las cdulas dendriticas, las cdulas asesinas
naturales (o NK, del inglés natural killers), los
monocitosy los macréfagos [7]. Estudios previos con
Trichomonas foetus han demostrado que los niveles
elevados de nitrito inactivan probablemente |as protei-
nas FeS deloshidrogenosamas, lo cual provocalamuerte
del parasito [8]. Los niveles elevados de éxido nitrico
gue se encontraron en el suero de los ratones tratados
conlosMAb4D8Yy 1A8, asi como las determinaciones
de 6xido nitrico en € experimentoin vitro, sugierenque
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esta es la causa de la citoxicidad mostrada por estos
anticuerpos sobre el parasito en el modelo in vitro.

La inmunizacion intranasal tiene el potencia de
estimular tanto la inmunidad sistémica como la
mucosal, esta Ultima in situ 0 a distancia [9]. Estos
resultados demuestran que lainmunizacién intranasal
con la proteinasa de 62 kDa con CpG y TC, no solo
induce niveles elevados de anticuerpos especificos
contra p-62 en suero, sino también en vagina. Ella
también induce la proteccion paralos grupos de rato-
nes retados con T. vaginalis, ademas, muestrala efec-
tividad de larutade inmunizacion con ambostiposde
adyuvantes y sugiere que los niveles elevados de IgA
son importantes en larespuestainmunitaria protecto-
racontraT. vaginalis. Son necesarios nuevos estudios
parael conocimiento de los mecanismos de respuesta
inmune contra T. vaginalis inducidos por la adminis-
tracién de la proteinasa de 62 kDa con adyuvantes.

Biotecnologia Aplicada é222; Vol.é¢, No.é

7.Bogdan C. Nitric oxide and the immune
response. Nature Immunol. 2001;10:
907-16.

8. Lloyd D, Willians AS, James CJ. Nitrite
inhibits hydrogen production and kills the
cattle Tritrichomonas foetus. J Appl Microb
2002;93:492-6.

9. Holmgren, J., Czerkinsky, C. Mucosal
Immun vaccines. Nat Med 2005;11:545-53.



	BIOTECNOLOGÍA APLICADA Vol23 No3
	CONTENIDO / CONTENT
	ARTÍCULOS DE REVISIÓN / REVIEW ARTICLES
	Inmunosenescencia: implicaciones para la inmunoterapia de cáncer en los adultos mayores
	Immunosenescence: implications for cancer immunotherapy in elderly patients
	Fructans: from natural sources to transgenic plants

	ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN / RESEARCH ARTICLES
	Cambios en la densidad a receptores BDZ y mu en ratas hemiparquinsonianas
	Effects of the local injection of 6-OHDA on the density of BDZ and µ opioid receptors of the substantia nigra pars compacta and pedunculopontine nucleus of rats
	Expression and characterization of lipase produced by mucor griseocyanus
	Polymorphism determination in two natural mezquite (Prosopis laevigata) populations using RAPD
	Increased activity of a hybrid Bt toxin against Spodoptera frugiperda larvae from a maize field in Cuba

	REPORTES / REPORTS
	Biotecnología para todos. Un reto para una realidad necesaria
	Biotechnologies for all. A challenge for a necessary reality
	Premios de la Academia de Ciencias de Cuba 2005 / Awards of the Academy of Sciences of Cuba 2005
	Efecto protector de una proteinasa contra la infección por Trichomonas vaginalis en el tracto genital murino
	Protective effect of a protease against Trichomonas vaginalis infection of the murine genital tract
	Los lípidos de la membrana actúan como moduladores de la actividad permeabilizante de Sticholisina II, una toxina formadora de poros con aplicaciones biomédicas
	Membrane lipids act as modulators of the permeabilizing activity of Sticholysin II, a poreforming protein with biomedical applications


	PRÓXIMOS EVENTOS / FUTURE EVENTS
	INSTRUCCIONES A LOS AUTORES
	INSTRUCTIONS TO AUTHORS





