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Resumen 

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado que parasita la superficie 

mucosa del tracto uro genital del humano. Dado que T. vaginalis es incapaz de 

sintetizar purinas o pirimidinas de novo, debe recurrir a vías de salvamento para 

obtener dichos nucleótidos. T. vaginalis también es incapaz de convertir sus 

ribonucleótidos en deoxiribonucleótidos y al parecer, el único medio del parásito 

para obtener cualquiera de los cuatro deoxiribonucleótidos necesarios para la 

síntesis de DNA depende del salvamento de deoxiribonucleósidos exógenos. In vivo, 

el contenido nuclear de las células epiteliales lisadas del huésped y la autolísis de 

bacterias podrían proveer una fuente de purinas y pirimidinas para el parásito, 

aunque hasta la fecha no existe ningún reporte que identifique una fuente directa de 

nucleótidos para el mismo. Por esta razón, el objetivo del presente trabajo fue el 

estudiar la interacción de T. vaginalis con el núcleo de las células HeLa y determinar 

si éste podría actuar como una posible fuente de nucleótidos para el parásito. 

La interacción entre T. vaginalis y el núcleo de las células HeLa se estudió a 

partir de dos enfoques diferentes. Por un lado, se examinó la interacción del parásito 

con los núcleos aislados de células HeLa en medio TYM sin suero con una relación 

núcleo:parásito 1:2 y por otra parte se estudió la interacción entre el parásito y las 

células HeLa en monocapa en medio de interacción TYM:DMEM 1:2 sin suero con 

una relación célula:parásito 1:5. En ambos casos, las interacciones se realizaron a 

37'C a diferentes tiempos y se analizaron por microscopía de luz y por microscopía 

electrónica de transmisión. 

Los resultados obtenidos de la interacción entre T. vaginalis y los núcleos 

aislados de las células HeLa indicaron que existe una asociación menos evidente 

entre el parásito y los núcleos aislados que la observada entre el parásito y los 

núcleos liberados de las células HeLa a los mismos tiempos. Mientras que a los 35 

mino de interacción entre T. vaginalis y las células HeLa en monocapa el parásito fue 

capnz dc elespegnr a las células HeLa del sustrato y ele liberar a su núcleo, los 

parásitos ll1cubados con los núcleos aislados de las células HeLa presentaron sólo 

:ilgUllils zonas dc contacto con Jos núcleos aislados. A Jos 50 mill. de interaCCIón fue 
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posible observar algunas interdigitaciones entre la membrana del parásito y la 

envoltura nuclear de los núcleos aislados, aunque nuevamente esta asociación no 

fue tan estrecha como la observada con los núcleos liberados de las células HeLa en 

monocapa. Finalmente, a los 140 mino de interacción ya no fue posible encontrar 

núcleos aislados y en ambos casos los parásitos presentaron un número mayor de 

vacuolas con respecto al control, algunas de las cuales contenían material en su 

interior. La procedencia de dicho material no pudo ser corroborada con las técnicas 

utilizadas, pero es posible que corresponda -al menos en parte--a restos de los 

núcleos aislados o de los núcleos liberados por el parásito. 

Finalmente, se marcó el DNA de las células HeLa en monocapa con 3H

timidina y se realizó la interacción con el parásito como se mencionó anteriormente, 

ya a que dicha interacción fue más eficiente que la interacción entre T. vaginalís y 

los núcleos aislados. Una vez concluida la interacción se extrajo el DNA de T. 

vaginalis y se cuantificó la incorporación de la 3H-timidina al mismo. La 

incorporación de 3H-timidina al DNA de los parásitos fue de 4, 502.4 cpm / 82.35 x 

106 parásitos y se demostró por PCR que la marca radioactiva provenía del DNA de 

T. vaginalis y no de una contaminación por el DNA de las células HeLa. 

En conclusión, los datos obtenidos en el presente trabajo indican que T. 

vaginalis interactúa de manera específica con el núcleo de las células HeLa y que 

utiliza el DNA de las mismas como una fuente di¡-ecta de nucleótidos tales como la 

timidina. 
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Introducción 

Características clínicas de la infección por T. vaginalis 

T. vaginalis infecta principalmente el epitelio del tracto urogenital (Petrin y 

coL, 1998; Rein, 1990) del ser humano, su único huésped natural. El parásito es 

transmitido de una persona a otra por medio de las relaciones sexuales. Algunos 

datos experimentales sugreren que ocasionalmente T. vaginalis puede ser 

transmitido por artículos contaminados, pero esta forma de transmisión es poco 

común (Quinn y Krieger, 1990). 

Una vez que la infección se ha establecido persiste por periodos prolongados 

en las mujeres pero sólo por periodos cortos en los hombres. La trichomonosis es 

básicamente una enfermedad de los años reproductivos y en raras ocasiones se 

observan las manifestaciones clínicas de la infección antes de la menarca o después 

de la menopausia. El periodo de incubación es de 4 a 28 días en alrededor del 50% 

de los individuos infectados. De acuerdo a la severidad de la infección, la 

trichomonosis puede clasificarse como aguda, crónica o asintomática (Petrin y coL, 

1998). 

Es importante resaltar que las diferencias en las manifestaciones de la 

trichomonosis en hombres y mUjeres se relacionan con factores de virulencia 

asociados al género del huésped. Entre los factores que han sido implicados se 

incluyen las diferencias en el pH, la influencia de las hormonas sexuales y el efecto 

del alto contenido de zinc de la próstata (Graves y Gardner, 1993). 

Manifestaciones clínicas de la trichomonosis en la mujer 

El espectro de la trichomonosis clínica en las mujeres abarca desde un estado 

de portador asintomático hasta una vaginitis evidente, Los factores responsables de 

CSUI vanabilidad no están eompleto.mcnte entendidos pero incluyen diferencias en la 

\'irulcncio. intrinseca de los aislados mdi\'idualcs v en la susceptibilidad indi\·iduo.l 
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del huésped. Además, los síntomas de la trichomonosis pueden variar con el tiempo 

en una misma mujer (Rein, 1990). 

Entre el 25% y el 50% de las mujeres infectadas son asintomáticas (Meysick y 

Garber, 1995; Petrin y col., 1998) y presentan un pH vaginal normal (de 3.8 a 4.2) 

y una flora vaginal normal; sin embargo, el 50% de estas mujeres desarrollarán 

síntomas clínicos durante los seis meses subsecuentes (Petrin y col., 1998). 

La presentación clínica de la infección aguda revela una vulvitis difusa debido 

a una leucorrea abundante. Típicamente la descarga es espumosa, amarillenta o 

verde y mucopurulenta. Estos síntomas y signos son cíclicos y se agudizan cerca del 

periodo de la menstruación (Petrin y col., 1998). 

En la infección crónica, los síntomas predominantes son ligeros con prurito y 

dispareunia, mientras que la secreción vaginal puede ser muy escasa y mezclada 

con moco. Esta forma de la enfermedad es particularmente importante desde el 

punto de vista epidemiológico debido a que estos individuos son la fuente principal 

de transmisión del parásito (Petrin y col., 1998). 

Manifestaciones clínicas de la trichomonosis en el hombre 

En los hombres, la trichomonosis es generalmente asintomática; sin embargo, 

los pacientes con trichomonosis son más susceptibles a presentar descargas 

uretrales e inflamación que los hombres no infectados (Meysick y Garber, 1995). 

La trichomonosis urogenital en los hombres puede clasificarse en tres grupos: 

(1) un estado de portador asintomático; (2) un estado de trichomonosis aguda, 

caracterizada por una uretritis purulenta profusa; y (3) un estado de enfermedad 

sintomática leve que clínicamente no es distinguible de otras causas de uretritis no 

gonoccócica. En los hombres sintomáticos, las quejas comunes incluyen una 

descarga escasa clara a mucopurulenta, disuria y prurito ligero o una sensación de 

ardor inmediatamente después del coito. Las complicaciones asociadas con la 

tnchomonosis incluyen, entre otras, uretritis no gonoccóeiea, prostatitis, 

cpididimitis, cnfcrl11,~dadcs de la uretra e ll1fertiliebd (Pclrin ~. col., 1905). 

Por otro lado, los hombres inft>c:tados con el virus de iJlJ11 unockficiencia 

humana (V¡l-!) con uret.ritis por trichomonosis sintomútica prcscntéln un aUlllt'nto 
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seis veces mayor en la concentración de VIH en el semen en comparación con los 

hombres sin uretritis, lo que sugiere que T. vagmalis desempeña una función 

importante en la transmisión del VIH de hombres a mujeres (Hook, 1999). 

Factores de riesgo asociados a la trichomonosis 

Diversos estudios han encontrado que la trichomonosis vaginal, al igual que 

otras enfermedades de transmisión sexual, puede estar asociada con un aumento en 

el riesgo de infección por VIH (Hook, 1999). En un estudio realizado por Laga y col. 

se determinó que la gonorrea, la infección por Chlamydia sp. y la trichomonosis 

están asociadas con un aumento en el riesgo de seroconversión al VIH-1 en mUjeres 

(LagaycoJ.,1993). 

La presencia de T. vaginalis a la mitad de la gestación está asociada con el 

parto prematuro, bajo peso neonatal y un aumento en la incidencia de endometritis 

post-parto (Meysick y Garber, 1995). En uno de los estudios más recientes, se ha 

encontrado que la trichomonosis está asociada con un aumento del 30% en partos 

prematuros y bajo peso neonatal (Hook, 1999). La infección por este protozoario 

también está asociada con complicaciones del tracto reproductivo, incluyendo 

infecciones post-aborto, infecciones post-cesárea y la ruptura prematura de las 

membranas amnióticas (Heine y McGregor, 1993). 

Aunque la vaginitis es la manifestación más común de la infección por T. 

vaginalis en las mujeres, la glándula de Bartholin es un foco ocasional de infección. 

Otras complicaciones asociadas con la trichomonosis incluyen a la endometritis, la 

infertilidad, la erosión cervical (Petrin y col., 1998) Y un aumento en el riesgo relativo 

de desarrollar cáncer cervical (Fiori y col., 1999). 
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Epidemiología de la trichomonosis 

Como se mencionó anteriormente, T. vaginalis es el agente causal de la 

trichomonosis, la enfermedad de transmisión sexual no viral más común en el 

mundo (Lehker y Alderete, 2000). La infección por este parásito se presenta en todos 

los continentes y climas sin ninguna variabilidad estacional. La trichomonosis tiene 

una distribución cosmopolita y se ha identificado en todos los grupos raciales y 

estratos socio económicos (Petrin y col., 1998). Para 1995, la Organización Mundial 

de la Salud estimó que la incidencia de nuevos casos de trichomonosis a nivel 

mundial sería de alrededor de 170 millones de casos (World Hea1th Organization, 

1995) (Fig. 1). 



Estimated new cases of trichomoniasis 
among adults, 1995 

Narth America 
Latin America and the Caribbean 
Western Eurape 
Narth Africa and Middle East 
Sub-Saharan Africa 
Eastern Eurape and Central Asia 
East Asia and Pacific 
Sauth and Sauth-East Asia 
Australasia 

Global total 

8 millian 
18 millan 
10 millan 
4.6 millan 
30 millan 
10 millian 
13 millian 
75 millian 
1 millian 

170 million 
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Fig. 1. Incidencia estimada de la trichomonosis urogenital a nivel mundial para 

1995. 

Fuente: World Health Organization. An overview of seleeted eurable sexually 

transmiUed diseases. 



13 

Cálculos recientes confirman que la trichomonosis es la enfermedad de 

transmisión sexual curable más común entre las mujeres sexualmente activas, 

registrándose alrededor de 5,000,000 de casos nuevos cada año en Estados Unidos 

(Hook, 1999). 

La incidencia de la trichomonosis es de hasta el 56% en los pacientes que 

acuden a clínicas de enfermedades de transmisión sexual; sin embargo, esta tasa 

depende de numerosos factores incluyendo la edad, la actividad sexual, las 

costumbres sexuales, la fase del ciclo menstrual, las técnicas de examen, la 

recolección de especimenes y las técnicas de laboratorio utilizadas para detectar al 

parásito (Petrin y col., 1998). 

Por otro lado, se ha demostrado que existe un aumento en el nesgo de 

infección en individuos con múltiples compañeros sexuales, mala higiene personal, 

un bajo nivel socioeconómico (Quinn y Krieger, 1990) Y por la existencia previa de 

otras enfermedades de transmisión sexual (Heine y McGregor, 1993). 



Clasificación taxonómica de T. vaginalis 

Reino 

Subreino 

Phylum 

Subphylum 

Clase 

Superorden 

Orden 

Familia 

Subfarnilia 

Género 

Protista 

Protozoa 

Sarcomastigophora 

Mastigophora 

Zoomastigophorea 

Parabasalidea 

Trichomonadida 

Trichomonadidae 

Trichomonadinae 

Trichomonas 

Trichomonas vaginalis (Donné, 1836, emend. Ehrenberg, 1838) 

Características morfológicas utilizadas para la clasificación de T. vagina lis 
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Reino Protista. Microorganismos unicelulares eucariontes (Brusca y Brusca, 1990; 

Levine y col., 1980). 

Phylum Sarcomastigophora. Núcleo de tipo único, excepto en los Foraminiferida 

heterocarióticos; la sexualidad, cuyo está presente, es esencialmente singámica; 

flagelos, pseudópodos o ambos tipos de organelos locomotores (Levine y col., 1980). 

Subphylum Mastigophora. Típicamente, uno o más flagelos presentes en los 

trofozoítos; reproducción asexual básicamente por fisión binaria intracinetal; 

reproducción sexual conocida en algunos grupos (Levine y col., 1980). 

Clase Zoomastigophorea. Cloroplastos ausentes; uno a vanos flagelos; formas 

ameboides con o sin flagelos en algunos grupos; sexualidad conocida cn pocos 

grupos; grupo polifildico (Levine y col., 1980). 
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Superorden Parabasalidea. Típicamente al menos algunos cinetosomas con flagelos 

o sin ellos arreglados en un patrón y asociados con filamentos radiculares 

característicos de los tricomonádidos; con uno o más aparatos parabasales 

argentófilos tipo Janicki (complejos de Golgi aplicados a filamentos con periodicidad 

de tipo A); sin mitocondrias; huso de división extranuclear (Levine y col., 1980). 

Orden Trichomonadida. Típicamente cariomastigontes con cuatro a seIS flagelos 

pero con un solo flagelo en un género y ningún flagelo en otro; cariomastigontes y 

acariomastigontes en una familia con una organización polimonadida permanente; 

en los mastigontes de géneros típicos un flagelo recurrente libre o adherido a la 

superficie del cuerpo sólo en su parte proximal o totalmente adherido; la membrana 

ondulante, si está presente, está asociada con el segmento adherente del flagelo 

recurrente; pelta y axostilo no contráctil en cada mastigonte, excepto en un género; 

hidrogenosomas presentes; quistes verdaderos poco frecuentes conocidos en muy 

pocas especies; todos o casi todos parásitos (Levine y col., 1980). 

- ---------------
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Morfología general de Trichomonas vagina lis 

Forma. y tamaño 

La forma y tamaño de T. vaginalis dependen de las condiciones del cultivo y 

del mícroambiente vaginal (Quinn y Krieger, 1990). En preparaciones fijadas y 

teñidas los parásitos miden, en promedio, 9.7 ± 0.07 \lm de largo por 7.0 ± 0.04 \lm 

de ancho; los organismos vivos son alrededor de un tercio más gryes (Honigberg y 

Brugerolle, 1990) (Petrin y col., 1998). 

Las condiciones fisicoquímicas (por ejemplo el pH, la temperatura, etc.) 

afectan la forma de los parásitos; sin embargo, la forma tiende a ser más uniforme 

entre los organismos crecidos en un medio de cultivo que entre los que se observan 

en las secreciones vaginales y en la orina. En general, en cultivos axénicos crecidos 

en medio líquido (por ejemplo TYM) con o sin bajas concentraciones de agar y sin 

partículas de alimento sólido, los organismos son generalmente elipsoidales, ovoides 

o esféricos. En presencia de mayores concentraciones de agar, de ciertas partículas 

de alimento y de varias capas de sustrato (células o tejidos) in vivo e in vitro, los 

parásitos tienden a ser ameboides (Honigberg y Brugerolle, 1990) (Petrin y col., 

1998). 

Superficie y membrana celular 

T. vagina lis presenta una membrana celular única (Müller, 1990) que está 

rodeada por una delgada cubierta celular (Honigberg y Brugerolle, 1990). La 

superficie del parásito es un mosaico de moléculas tipo adhesinas, receptores a 

proteínas de matriz extracelular, inmunógenos y moléculas transportadoras y 

almacenadoras de hierro (Petrin y col., 1998), aunque los diferentes aislados del 

parásito revelan una heterogeneidad con respecto a la presencia o ausencia de 

ciertas proteínas de superficie, especialmente de alto peso molecular (MüIler, 1990). 

Las proteínas y gliC'oproteinas expuestas en la superficie del parftsito desempeI1an 

un papel importante en la adhesi6n, en las interacciones huésped-parásito y en la 

adqUIsicIón de nutncntcs (Petrin)' coL 1998). 
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Por otra parte, las pequeñas aberturas evidentes en la superficie de algunos 

organismos podrían corresponder a canales pinocíticos (Honigberg y Brugerolle, 

1990; Warton y Honigberg, 1979) (Ovcinnikov y col., 1975). 

Citoplasma y organelos 

El citoplasma de T. vaginalis es rico en gránulos de glucógeno y ribo somas 

(Heine y McGregor, 1993), los cuales pueden estar libres o asociados con 

membranas del reticulo endoplásmico (Müller, 1990) que se encuentra rodeyo al 

núcleo (Honigberg y Brugerolle, 1990). El aparato de Golgi (llamado también aparato 

parabasal) es prominente (Müller, 1990) y se localiza a la derecha del núcleo 

(Honigberg y Brugerolle, 1990) (Fig. 2). 

El núcleo es alargado y se localiza en la porción anterior del organismo y, 

como en otros eucariontes, está rodeado por una envoltura nuclear de doble 

membrana que contiene poros nucleares (Honigberg y Brugerolle, 1990) (Fig. 2). El 

núcleo tiene una estructura granular fina y contiene un nucleolo electrón denso 

(Ovcinnikov y col., 1975). 

El citoplasma también contiene fagosomas y estructuras análogas a los 

lisosomas (MüIler, 1990) así como una gran variedad de vacuolas y vesículas 

relacionadas con la endocitosis (Kulda y col., 1986)(Fig. 2). Es importante señalar 

que en las células ameboides la zona periférica clara del Cltoplasma recibe el nombre 

de ectoplasma y está formada por numerosos microfilamentos (Honigberg y 

Brugerolle, 1990). La zona ectoplásmica carece de organelos membranosos así como 

de ribo somas y glucógeno y muestra una marcada fluorescencia con anticuerpos 

anti-actina (Kulda y col., 1986). 

La mayoría de las células eucariontes supenores comparten un grupo 

invariable de organelos que incluye a las mitocondrias y peroxisomas. En contraste, 

algunos organismos parásitos (por ejemplo Trypanosoma spp. y Plasmodium spp.) 

carecen de peroxisomas mientras que otros (Trichomonas spp., Giardia spp. y 

Entamoeba spp.) cnrccel1 tanto ele mitocondrias como de peroxisomas. Algunos de 

estos par{lsitos poseen otros organc!os inusuaks que no están presentes en las 

• 
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células eucariontes superiores tales como el hidrogenosoma de Trichomonas spp. 

(Johnson y col., 1993). 

Los hidrogenosomas son organelos que miden de 0.5 a 1.0 ¡.lm de diámetro y 

que están rodeados por una doble membrana (Petrin y col., 1998). En el caso de T. 

vaginalis se localizan a lo largo de la costa y del axostilo (Bogitsh y Cheng, 1998). 

Los hidrogenosomas producen H2 bajo condiciones anaerobias y están presentes en 

una variedad de protistas parásitos y de vida libre no relacionados entre sí, todos los 

cuales viven en ambientes anóxicos o pobres en oxígeno (Müller, 1993). La 

distribución de los hidrogenosomas entre los protistas sigue principios ecológicos y 

fisiológicos. Todos los organismos que tienen hidrogenosomas viven en ambientes 

con un bajo contenido de oxígeno, es decir, en lugares anaerobios o microaerobios. 

La presencia de organelos productores de hidrógeno en diferentes eucariontes que 

probablemente surgieron en eventos independientes implica que dichos organelos 

confieren una ventaja selectiva significativa a los organismos que viven en 

micro ambientes pobres en oxígeno (Müller, 1993). 

La morfología de los hidrogenosomas varía de grupo a grupo (Müller, 1993). 

Los estudios morfológicos realizados principalmente en Trichomonas spp. han 

mostrado que los hidrogenosomas son estructuras esféricas o ligeramente alargadas 

(Fig. 2). Además, los hidrogenosomas presentan un compartimento interno especial 

designado como vesicula periférica que acumula calcio. También es posible observar 

invaginaciones de las membranas del hidrogenosoma dentro de su matriz 

(Benchimol y col., 1996). 

Los hidrogenosomas carecen de material genético (Johnson y col., 1993; 

Müller, 1993) y por lo tanto las proteínas hidrogenosomales son sintetizadas en 

poliribosomas libres y transportadas post-traduccionalmente al organelo (Johnson y 

col., 1993). Estudios bioquímicos del hidrogenosoma han revelado tanto similitudes 

como diferencias con las mitocondrias (Petrin y col., 1998), por lo que los 

hidrogenosomas podrían derivar de las mitocondrias o ser descendientes de un 

ancestro común de ambos organclos (Kulda, 1999). 
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Fig. 2. Fotomicrografia electrónica de transmisión de Trichomonas vagina lis. 

Al observar al parásito por microscopía electrónica de transmisión se observa el 

núcleo (Nu), el aparato de Oolgi o aparato parabasal (O), los hidrogenosomas (H), el 

retículo endoplásmico rugoso (Re), numerosas vacuolas digestivas (Vd) así como 

algunos flagelos (F). 13,000 X. 
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Organelos motores 

Los flagelos y la membrana ondulante son los organelos de locomoción. El 

principal medio de locomoción es la membrana ondulante, aunque los movimientos 

de los flagelos anteriores también contribuyen a la locomoción y permiten cambiar la 

dirección del movimiento (Kulda y col., 1986). 

T. vaginalis posee cinco flagelos, cuatro anteriores y uno recurrente (Petrin y 

col., 1998). Los cuatro flagelos libres empiezan en un solo haz y posteriormente se 

separan (Ovcinnikov y col., 1975) (Fig. 3). En los organismos que no están en 

división, los flagelos de mayor tamaño miden 12.5 ± 0.2 ¡..¡m de largo (Honigberg y 

Brugerolle, 1990). Los cuatro flagelos anteriores emergen del canal periflagelar -

localizado en el extremo anterior del organismo-mientras que el flagelo recurrente 

emerge independientemente de la parte dorsal del canal (Warton y Honigberg, 1979). 

El flagelo recurrente está incorporado en el margen libre de la membrana ondulante 

del parásito (Honigberg y Brugerolle, 1990) (Quinn y Krieger, 1990), la cual se 

extiende, en promedio, hasta la mitad o hasta dos tercios de la longitud total de la 

célula (Honigberg y Brugerolle, 1990) (Fig. 3). En un corte transversal, un flagelo 

presenta nueve pares de anillos periféricos (microtúbulos) y dos anillos separados en 

el centro. Cada flagelo está rodeado por una membrana externa y unido a un 

blefaroplasto. A su vez, cada blefaroplasto está formado por nueve tripletes de 

microtúbulos arreglados en forma de cilindro y en contraste con los flagelos no 

presenta microtúbulos centrales (Ovcinnikov y col., 1975). 

El axostilo es una estructura delgada, hialina y en forma de bastón que 

empleza en el núcleo y bisecta al protozoario longitudinalmente (Petrin y col., 

1 998)(Fig. 3). La parte posterior del axostilo es ancha y forma una capítulum en el 

que se acomoda el núcleo. Posterior al núcleo, el capítulum se continua como un 

tronco axostilar delgado que pasa a través del eje anteroposterior del organismo 

(Honigberg y Brugerolle, 1990). El extremo inferior del axostilo protruye de la 

superficie celular en forma de una espícula de longitud variable (Ovcinnikov y col., 

1 (75). La parte anterior del capílulum se continua con b pelUl, una eslruclura 

memb¡-anosa que rodea el área de cmergeneia de los flagelos anteriores de lo eélulu 

(Honigbcrg y Brugcrolle. 1 <)90). 
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Fig. 3. Fotomicrografia electrónica de barrido de Trichomonas vagina lis. Se 

muestra la membrana ondulante (MO) del parásito así como el axostilo (Ax) y los 

cuatro flagelos (F) libres. 
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Reproducción y ciclo de vida 

Aunque la división celular de este parásito se ha descrito extensamente 

mediante el uso de microscopía de luz, el ciclo de vida de T. vaginalis no es bien 

conocido. Como otros protozoarios parásitos se sabe que existe sólo como trofozoíto 

y que carece de una etapa de quiste (Petrin y col., 1998). 

La reproducción, que puede ocurrir cada 8 a 12 horas bajo condiciones 

óptimas, es por división mitótica y fisión longitudinal (Quinn y Krieger, 1990). El 

rango de pH óptimo para que el organismo se reproduzca es aproximadamente de 5 

a 6. El pH normal de la vagina es de 4 a 4.5 y es mantenido por la actividad de un 

grupo de bacterias productoras de ácido láctico (Lactobacillus acidophilus); sin 

embargo, T. vaginalis puede alterar dichas bacterias haciendo que el pH se eleve por 

encima de 4.9, con lo que crea un ambiente propicio para su desarrollo (Bogitsh y 

Cheng, 1998). 

En T. vaginalis, la mitosis dura un promedio de 45 mino y puede dividirse en 

cinco fases: profase, metafase, anafase temprana y tardía, telofase temprana y tardía 

y citocinesis. Como en otros protozoarios, la envoltura nuclear de T. vaginalis no 

desaparece durante la mitosis (Gómez-Conde y col., 2000). 

El inicio de la división está marcado por la aparición de un cinetosoma 

suplementario que da lugar a un flagelo localizado ventralmente y por el desarrollo 

de dos organelos en forma de bastón -los atractóforos-que se convertirán en los 

polos de la división. De los atractóforos se desarrollan microtúbulos cromosomales 

que se extienden hacia y dentro del núcleo, posiblemente uniéndose a los 

cromosomas. También extendido entre los atractóforos se encuentra un huso 

extranuclear llamado paradesmosa (Honigberg y Brugerol1e, 1990; Petrin y col., 

1998). Por la elongación del huso extra nuclear, los sistemas mastigontes hijos se 

separan y migran a polos opuestos al igual que los cromosomas hijos. Finalmente se 

forman dos núcleos hijos en la telofase y cada mastigonte hijo reconstituye el 

número normal de flagelos (Honigberg y Brugerolle, 1990) y los organelos faltantes 

(P':lnn v col., 1998). 

T ¡)aginalis posee seis cromosomas \·isibJcs durante la mdafase (Ycong-Scng y 

col., 1998; Ycong-Scng \. col.. 1997). De ;,cucrdo a Lehkcr \ col., los cromosoma::; de 
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este protozoario pueden clasificarse en tres tamaños diferentes: hay tres 

maxlcromosomas de 5,700, 4,700 Y 3,500 kpb; dos cromosomas intermedios de 

-1,200 kpb y 1,100 kpb Y un mínicromosoma de -75 kpb. El mismo tamaño y 

número de cromosomas fue encontrado en 15 aislados de T. vaginalis obtenidos de 

diferentes regiones geográficas, reforzyo la idea de un cario tipo altamente 

conservado entre los aislados del parásito a nivel mundial (Lehker y Alderete, 1999). 

Nutrición, requerimientos para el crecimiento y cultivo 

T. vaginalis ha evolucionado para sobrevivir con las células del huésped y 

otros miembros de la flora microbiana. Este organismo es un parásito obligado 

debido a que carece de la capacidad para sintetizar muchas macromoléculas de 

novo, particularmente purinas, pirimidinas y varios lípidos. Estos nutrientes son 

adquiridos de las secreciones vaginales o a través de la fagocitosis de las células del 

huésped y de bacterias (Petrin y col., 1998). 

La forma principal de alimentación de T. vaginalis está representada por la 

pinocitosis y la fagocitosis (Kulda y col., 1986; Ovcinnikov y col., 1975). Los canales 

pinocíticos se forman en cualquier parte de la superficie del flagelado y las vesículas 

pínocíticas pueden observarse en el citoplasma del parásito (Honigberg y Brugerolle, 

1990). Por otra parte, T. vaginalis es capaz de fagocitar lactobacilos, células 

epiteliales vaginales, leucocitos y eritrocitos (Rendón-Maldonado y col., 1998). 

Aunque algunos autores han sugerido que el proceso de fagocitosis ocurre 

preferentemente en los dos tercios posteriores del parásito (Honigberg y Brugerolle, 

1990), estudios recientes no han detectado dicha polarización (Rendón-Maldonado y 

col., 1998). La fagocitosis resulta en la formación de vacuolas alimenticias de 

distintos tamaños (Honigberg y Brugerolle, 1990). Es importante resaltar que la 

ingestión de un tipo particular de alimento no es un requerimiento esencial dado 

que estos organismos son capaces de crecer indefinidamente en un medio líquido 

sin partículas (Kulda y col., 1986). 

SI cultivo in u¡lro de T vagmalis rcqUlcre de gryes c3.ntldades de nutrlC'ntes 

l'sl'nci3.les. incluycndo carbohidr3.tos, aminoácidos, purinas, pirimidmas, <'lCidos 

¡¿rilsos. vilamin<ls \. hierro (Hcinc \. McG¡'cgo;'. 19( 3). Los amino'.icidos \. pértidos 
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pequeños pueden obtenerse a partir de péptidos digeridos de proteínas animales 

(peptonas), mientras que los extractos de levadura sirven como una fuente de 

vitaminas, purinas, pirimidinas y otros nutrientes (Linstead, 1990). En particular, el 

suero es esencial para el crecimiento de los parásitos dado que contiene Jípidos, 

ácidos grasos, aminoácidos y trazas de algunos metales. El crecimiento in vitro 

óptimo de T. vaginalís ocurre en un pH de 6.0 a 6.3 (Petrin y col., 1998). 

Patogénesis 

La investigación de los mecanismos patogénicos de T. vaginalis se ha centrado 

en los eventos iniciales de la infección, en particular la adherencia a las células 

epiteliales vaginales, el daño celular y la producción de factores de virulencia 

extracelulares (Meysick y Garber, 1995). 

La citopatogenicidad de este parásito es un proceso multifactorial en el que la 

cito adherencia es seguida por un efecto citotóxico. Varias moléculas se han 

identificado como factores de virulencia involucrados en el mecanismo de daño a los 

tejidos tales como las adhesinas, un factor de desprendimiento celular, un receptor 

de unión a laminina y varias proteinasas (Álvarez-Sánchez y col., 2000). 

Adherencia 

La adherencia específica de los microorganismos patógenos de las mucosas a 

las células huésped es un prerrequisito para la infección y patogénesis (Lehker y 

col., 1991). La adhesión de T. vaginalis a las células del epitelio vaginal está mediada 

por cuatro proteínas de superficie (Arroyo y col., 1992) que están reguladas por 

fierro (Lehker y col., 1991). La citoadherencia de los parásitos es dependiente del 

tiempo, temperatura y pH (Alderete y col., 1995). Asimismo, una o varias cisteín 

proteinasas están involucradas en el establecimiento de la infección (Arroyo y 

Alderete, 1989). 

Cuyo 1'. voginalis se une a las células del epitelio vaginal sufre UI1él rÚ¡)l(];) 

transformación::! un::! morfologi:l mTIcboidc, mientras que Olra scii.al distinl<:l induce 

~l los pz.:u~~-lsitos a sintetizar rnayorcs c:1ntidacl's de ndhcs1I13S. Oc esté) fonna. Sl' hd 
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propuesto que T. vaginalis posee un sofisticado sistema de transducción de señales 

que controla la expresión de genes de virulencia tales como los que codifican para 

las adhesinas (Arroyo y col., 1993). 

Finalmente, debe destacarse que si bien estos organismos se adhieren a las 

células del epitelio vaginal por medio de adhesinas de superficie, la exfoliación de las 

células vaginales epiteliales y la cítotoxicidad producida por el parásito indican que 

es probable que éstos residan por debajo de la superficie epitelial (Crouch y Alderete, 

1999). Dado que T. vaginalis posee proteínas de superficie que se unen a la laminina 

(una glicoproteína de 800 kDa que se encuentra en todas las membranas basales), 

se ha sugerido que dicha molécula podría mediar la unión del parásito a las células 

epiteliales (Silva Filho y col., 1988; Silva Filho y col., 1998). De esta forma, T. 

vaginalis podría utilizar componentes de la matriz extracelular y de la membrana 

basal -tales como la fibronectina y la laminina-para establecer la colonización y 

causar una infección persistente (Crouch y Alderete, 1999). 

Relación con células epiteliales 

La relación entre T. vaginalis y las células epiteliales es peculiar. 

Frecuentemente, el parásito desarrolla proyecciones de su superficie dirigidas hacia 

la célula epitelial en forma de pseudópodos, que están rodeados por dos membranas 

externas y consisten en material homogéneo carente de organelos. Las proyecclOnes 

pueden penetrar el citoplasma epitelial cortyo fragmentos y en ocasiones la célula 

entera es capturada y destruida (Ovcinnikov y col., 1975). Estos parásitos colonizan 

el tejido del huésped en grupos formados por numerosos organismos densamente 

agrupados. Por lo general los parásitos están mutuamente interdigitados por sus 

extensiones ectoplásmicas. Ocasionalmente se presenta la fusión parcial de las 

membranas y se forman poros que permiten la comunicación intercelular directa 

(Kulda y col., 1986). 

Observaciones ultraestructurales han demostrado que T. vaginalis puede 

destruir rápidamentc mO!1ocapas de células cpiteliales en cultivo. En primer lugar, 

los parásitos tienden él agruparse y UJ1lrse a las células, lo que oClsiona un cambio 
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en el parásito a una morfología arneboide y posteriormente se produce la lísis de las 

células epiteliales (González-Robles y col., 1995). 

Factor de desprendimiento celular 

Hasta la fecha se han reportado vanos factores de virulencia que son 

secretados por T. vaginalis, entre los cuales se incluye un factor de desprendimiento 

celular (Meysick y Garber, 1995). El factor de desprendimiento celular es una 

glicoproteína de 200 kDa lábil al calor y al ácido (Garber y col., 1989) que produce el 

redondeamiento y desprendimiento de monocapas de células en cultivo (Garber y 

col., 1989; Meysick y Garber, 1995). Las células desprendidas permanecen viables y 

son capaces de formar monocapas confluentes (Garber y col., 1989). Al parecer, la 

producción del factor de desprendimiento celular se asocia significativamente con la 

presentación clínica de la enfermedad (Garber y Lemchuk-Favel, 1990). 

Hemólisis 

La lísis de los eritrocitos producida por T. vaginalis ocurre in VlVO, donde se 

piensa que representa un medio para adquirir lípidos y hierro. La actividad 

hemolítica y la consecuente adquisición de nutrientes, especialmente hierro, se han 

sugerido como los responsables de la exacerbación de los síntomas observados 

durante y después de la menstruación (Fiori y col., 1999). 

Algunos autores consideran que la hemólisis resulta del contacto directo con 

los eritrocitos y que se lleva a cabo en tres etapas: el reconocimiento y unión del 

parásito al eritrocito; la liberación de citolisinas que forman poros en la membrana 

de la célula y finalmente la separación del parásito y la lisis subsecuente del 

eritrocito. Sin embargo, la dependencia de contacto para la hemólisis es 

controversial dado que se ha observado que filtrados de T. vaginalis pueden ejercer 

un efecto hemolítico en los eritrocitos (Meysick y Garber, 1995). Es importante 

mencionar que T. uaginalis también cs capaz de hgocitar eritrocitos, lo que 

proveería al parásito con recursos para su crecimiento y multiplicación (Rendón

:'1aldonado \. col., 1998). 
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Proteinasas 

Neale y col. encontraron que T. vaginalis posee hasta 23 diferentes cisteín 

proteinasas (Neale y Alderete, 1990). Las cisteín proteinasas han sido implicadas 

como posibles factores líticos en la hemólisis de eritrocitos (Dailey y col., 1990); 

aSImIsmo, se ha demostrado que participan en mecanismos de cito toxicidad 

(Álvarez-Sánchez y col., 2000) y que su actividad es requerida para la adherencia de 

T. vaginalis a las células epiteliales (Arroyo y Alderete, 1989). 

Las cisteín proteinasas de T. vaginalis también son capaces de degradár a las 

inmunoglobulinas humanas IgG, IgM e 19A. Dado que las proteinasas que degradan 

a las Igs fueron encontradas en los lavados vaginales de pacientes con 

trichomonosis, es posible que esta propiedad constituya un mecanismo del parásito 

para evadir la respuesta inmune del huésped (Provenzano y Alderete, 1995). 
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Metabolismo de Trichomonas vaginalis 

T. vaginalis es un organismo eucarionte que difiere de la mayoría de las 

células eucariontes en varios aspectos importantes, principalmente en sus 

requerimientos nutricionales y en su metabolismo energético. Estos parásitos 

dependen de una gran cantidad de metabolitos preformados tales como purinas, 

pirimidinas y diversos lípidos, lo que revela la ausencia de importantes vías 

biosintéticas en dicho parásito (Múl1er, 1990). 

Metabolismo de carbohidratos 

T. vaginalis es básicamente un orgarusmo anaerobio aerotolerante (Quin n y 

Krieger, 1990) (Johnson y col., 1993) que obtiene mucha de su energía de la 

degradación incompleta de azúcares simples acompañado por la producción de 

ácidos orgánicos de cadena corta tales como el ácido láctico y el ácido acético. El 

ácido acético es producido en e! hidrogenosoma a partir del ácido pirúvico. Este 

último compuesto es producido en e! citoplasma vía glicólisis y una parte entra en el 

hidrogenosoma mientras que el resto es reducido a ácido láctico en e! citoplasma y 

excretado (Bogitsh y Cheng, 1998). 

Los hidrogenosomas intactos aislados de T. vaginalis y Tritrichomonas foetus 

producen, bajo condiciones anaerobias, cantidades aproximadamente equimolares 

de C02, H2 y acetato a partir del piruvato. Este proceso está acompañado por la 

desaparición de ADP de! medio y por la aparición de ATP en el mismo. En presencia 

de oxígeno, los organelos también producen C02 y acetato y fosforilan el ADP en 

ATP; sin embargo, no se forma H2 y el oxígeno es consumido, es decir, e! organelo 

asume una función respiratoria. Este metabolismo aerobio es inactivado 

rápidamente, indicyo que el oxígeno es tóxico para los organelos aislados (Müller, 

1993) . 

Es importante resaltar que el mantenimiento de la homeostásis interna de T. 

lJagillalis requiere de la utilización de hasta la mitad de su consumo de 

carbohidratos, lo que le permite sobrevivir en un ambiente donde el i-lbastecimicnto 

e!c: nutnentes v otras condiciones varían ilInplJomente (Ter huile. 19(4). 
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Metabolismo de lípidos 

T. vaginalis contiene colesterol, triacilgliceroles, fosfatidiletanolamina, 

fosfatidilcolina y esfingomielina como sus principales lípidos; sin embargo, el 

parásito es Incapaz de biosintetizar ácidos grasos y colesterol a partir de sus 

precursores (Beach y col., 1990). Beach y col. han demostrado que el parásito es 

capaz de incorporar ácidos grasos y colesterol exógenos. Los ácidos grasos no son 

utilizados como fuente de energía ni son alterados estructuralmente, sino que son 

utilizados directamente en la formación y el recambio de fosfoglicéridos y 

esfingolípidos para mantener la integridad de las membranas del parásito (Beach y 

col., 1991). 

In vivo, los eritrocitos podrían ser una fuente de lípidos para el parásito. 

Lehker y col. mostraron que los lípidos purificados de eritrocitos y la hemoglobina 

purificada son capaces de proveer lipidos y hierro para el crecimiento y 

multiplicación de los parásitos (Lehker y col., 1990). 

Metabolismo de aminoácidos 

Los carbohidrato s son la fuente principal de energía para T. vaginalis; SIn 

embargo, en condiciones en donde los carbohidratos están ausentes el parásito 

consume gryes cantidades de aminoácidos -tales como la arginina, la treonina y la 

leucina-que le permiten sobrevivír y crecer. Es probable que cuyo los carbohidratos 

están disponibles los aminoácidos sean consumidos para otros propósitos tales 

como la síntesis de proteínas (Zuo y col., 1995). 

Hasta la fecha, se ha encontrado que Giardia lamblia y las dos espeCles de 

Entamoeba también consumen arginina y otros aminoácidos, por lo que se piensa 

que la habilidad de catabolizar algunos aminoácidos para la producción de energía 

sería una adaptación común de estos parásitos para la sobrevivir en un ambiente 

anaerobio (Zuo y col., 1995). 
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Metabolismo de ácidos nucléicos en eucariontes superiores 

Características generales de los nuc1eótidos 

Los nucleótidos son compuestos ncos en energía que dirigen procesos 

metabólicos (principalmente biosíntesis) en todas las células. También actúan como 

señales químicas y son componentes estructurales de algunos cofactores 

enzimáticos e intermediarios metabólicos. Los ácidos nucléicos -DNA y RNA- son los 

acarreadores moleculares de la información genética (Lehninger y col., 1993). 

Los nucleótidos están formados por tres compuestos característicos: (1) una 

base nitrogenada, (2) una pentosa (azúcar de cinco carbonos) y (3) un grupo fosfato. 

Sin el grupo fosfato, la molécula es llamada nucleósido (Fig. 4) (Lehninger y col., 

1993). 
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Fig. 4. Estructura general de los nucleótidos. La estructura que se muestra 

corresponde a un ribonucleótido. Tomado de Lehninger y col., 1993. 
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Las bases nitrogenadas derivan de dos compuestos básicos, las pírimidinas y 

las purinas. La base está unida covalentemente (en el N-l de las pírímidinas y el N-9 

de las purinas) al C 1- de la pentosa, mientras que el grupo fosfato está esterificado 

al CS'. Tanto el DNA como el RNA contienen dos bases de purina principales, 

adenina y guanina. El DNA Y RNA también contienen dos pirimídinas principales; en 

ambos tipos de ácidos nucléicos una de ellas es la citosina. La única diferencia entre 

las bases del DNA y las del RNA es la naturaleza de la segunda pirimidina: timidina 

en el DNA y uracílo en el RNA (Fig. 5) (Lehninger y col., 1993). 
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Fig. 5. Principales bases de purina y pirimidina de los ácidos nucléicos. Tomado 

de Lchninger y coL, 1993. 
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Por otro lado, en el RNA la pentosa es siempre una D-ribosa mientras que en 

el DNA es una 2--deoxi-D-ribosa (Fig. 6) (Lehninger y col., 1993). 

(a) 
Base 

OH OH 

(b) 
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-20 PO-CH ;¡ 2 o 
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OH !f 

BnS€ 
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Fig. 6. Estructura química de (a) ribonucleótidos y (b) deoxiribonucleótidos. 

Tomado de Voet y Voet, 1995. 

Biosíntesis y degradación de los nucleótidos 

Hay dos tipos de vías que dan lugar a los nuc1eótidos: las vías de novo y las 

vías de salvamento. La síntesis de novo de los nuc1éotidos empieza con sus 

precursores metabólicos: aminoácidos, ribosa-S-fosfato, C02 y NH3, mientras que las 

vías de salvamento reciclan las bases libres y los nucleósidos liberados por la 

degradación de los ácidos nucléicos. Es importante hacer notar que las bases libres 

guanina, adenina, timma, citidina y uracilo no son intermediarios en estas vías; es 

decir, las bases no son sintetizadas y Juego unidas a la ribosa corno podría 

esperarse. La estructura del anillo de purina es construida con uno o varios átomos 

a la vez y es unida a la ribosa a lo largo del proceso. Por su parte, el anillo de 

pirimidina es sintetizado corno orotato, unido a la ribosa fosfato y luego convertido a 

los nuc1eótidos de pirimidina comunes utilizados en la síntesis de ácidos nucléicos; 

sin embargo, aunque las bases libres no son intermediarias en las vías de síntesis 

de /lOVO, si son intermediarias en algunas de las vías de salvamento (Lehninger y 

col., 1993). 

Existcn varios precursores Importantes que son compartidos por las rutas ele 

biosíntesis ele novo ele pirimielin<1s v purinas: (1) el PRPP particip3. en al1lb3.s \'ías \' 
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(2) un aminoácido es un precursor importante en cada vía: glicina en el caso de las 

purinas y aspartato para las pirimidinas (Lehnínger y col., 1993). 

Es importante mencionar que las reservas de nucleótidos en las células (a 

excepción del ATP) son muy pequeñas; de hecho, representan el 1% o menos de las 

cantidades requeridas para sintetizar el DNA celular, razón por la cual la síntesis de 

nucleótidos debe continuar durante la síntesis de ácidos nucléicos y en algunos 

casos puede limitar las tasas de replicación y transcripción del DNA (Lehninger y 

col., 1993). 

BiosÍntesis de novo de las purinas 

La mayoria de las células pueden sintetizar purinas de novo a partir de 

moléculas precursoras de menor tamaño. Como se mencionó anteriormente, en la 

síntesis de novo de los nuc!eótidos de purina las bases no son sintetizadas en su 

forma libre, sino que el anillo de purina es ensamblado unido a una ribosa-S-fosfato, 

de manera que cuyo el anillo de purina está armado ya es un nucleótido (Elliott y 

Elliott, 1997). 

Los dos nucleótidos de punna principales son la adenosina S" -monofosfato 

(AMP) y la guanosina S"-monofosfato (GMP). Estos nucleótidos contienen las bases 

adenina y guanina respectivamente. En la figura 7 se muestra el origen de los 

átomos de carbono y nitrógeno del sistema de anillos de las purinas (Lehninger y 

col., 1993). 
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Fig. 7. Origen de los átomos del anillo de las purinas. El formato es provisto en 

forma de Nlo-formiltetrahidrofolato. Tomado de Lehninger y col., 1993. 

En el primer paso (1) de la ruta de biosíntesis de novo de las purinas, un 

gurpo amino donado por la glutamina se une al C-l de la PRPP (Fig. 8). La 5-

fosforibosi1amina resultante es la estructura sobre la que se construirá el anillo de 

purina. El siguiente paso es la adición de tres átomos de la glicina (2). Para esta 

reacción de condensación se consume un ATP para activar el grupo carboxilo de la 

glicina. El grupo amino añadido es entonces formilado por el N 10_ 

formiltetrahidrofolato (3) y un nitrógeno es donado por la glutamina (4) antes de que 

la deshidratación y el cierre del anillo produzcan el anillo de imidazo1 de cinco 

miembros que constituye el núcleo de la purina (5). En este punto, tres de los seis 

átomos necesarios para el segundo anillo en la estructura de la purina están en su 

lugar. Para completar el proceso, se añade un grupo carboxilo (6). Esta carboxilación 

es poco usual dado que no requiere biotina sino que utiliza el bicarbonato que 

generalmente está presente en las soluciones acuosas. El aspartato dona entonces 

su grupo amino al anillo de imidazo1 en dos pasos (7 y 8) que involucran la 

formación dc un enlace amida scguido por la eliminación del esqueleto de carbono 

del aspartato como fumarato" El último carbono es donado por la Nlo_ 

formiltetrahidrofolato (9) y el cierre del anillo da lugar al segundo de los dos anillos 

unidos del núcleo de las purinas (10). El primer intermediario en tener un anillo de 

pUTina cumpleto es el inosinalo (1M?) (Lchningcr y coL. 1993)" 
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Fig. 8. Pasos en la construcción del anillo de purina del inosinato. Después del 

paso 2, la R simboliza el grupo 5-fosfo-D-ribosil sobre el que se construye el anillo 

de purina. Las enzimas son: 1) glutamina-PRPP-amidotransferasa, 2) GAR sintetasa, 

3) GAR transformilasa, 4) FGAR amidotransferasa, 5) FGAM ciclas a (AIR sintetasa), 

6) AIR carboxilasa, 7) SAleAR sintetasa, 8) SAleAR liasa, 9) AleAR transformilasa y 

10) IMP sintasa. Tomado de Lehninger y coL, 1993. 
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La conversión de inosinato a adenilato (Fig. 9) requiere de la inserción de un 

grupo amino derivado del aspartato; lo anterior se lleva a cabo mediante dos 

reacciones similares a las utilizadas para introducir el N-l del anillo de purina 

(pasos 7 y 8 de la figura anterior). Una diferencia importante es que se utiliza GTP 

en lugar de ATP como fuente de un fosfato de alta energía al sintetizar el 

adenilosuccinato. El guanilato se forma por la oxidación del inosinato en el C-2 

utilizyo NAD+ seguido por la adición de un grupo amino derivado de la glutamina. 

En el paso final, el ATP es convertido a AMP y PPi (Lehninger y col., 1993). 
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Ol\IP.l 
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Fig. 9. Síntesis del AMP y GMP a partir del IMP. Las enzimas son: 1) 

adenílosuccinato sintetasa, 2) adenilosuccinato liasa, 3) IMP dehidrogenasa y 4) 

XMP-glutamina amidotransferasa. Tomado de Lehninger y coL, 1993. 
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Biosíntesis de novo de las pirimidinas 

Los ribonucleótidos de pirimidinas más comunes son la citidina 5-

monofosfato (CMP) y la uridina 5--monofosfato (UMP) los cuales contienen las 

pirimidinas cítosina y uracilo respectivamente_ La biosíntesis de nucleótidos de 

pirimidina (Fig. 10) procede de forma un tanto diferente de la síntesis de nucleótidos 

de purina ya que en este caso el anillo de seis miembros de las pirimidinas es 

construido primero y luego es unido a la ribosa-5-fosfato. 

En el primer paso de la ruta de biosíntesis, el carbamoil fosfato reacciona con 

el aspartato para producir N-carbamoilaspartato. Esta reacción es catalizada por la 

aspartato transcarbamoilasa. Al retirar el agua del N-carbamoilaspartato -reacción 

catalizada por la dihidroorotasa- el anillo de pirimidina se cierra para formar L

dihidroorotato. Este compuesto es oxidado para producir un derivado de la 

pirimidina, el orotato, en una reacción en la que el NAD+ es el último aceptor de 

electrones. Una vez que se ha formado el orotato, la cadena lateral de la ribosa-5-

fosfato, provista por la PRPP, se une al orotato para producir orotidilato. El 

orotidilato es entonces descarboxílado para producir uridilato, que es fosforilado a 

UTP. El CTP es formado a partir del UTP por la acción de la citidilato sintetasa. En 

esta reacción el donador de nitrógeno es una glutamina (en animales) o NH4+ (en 

algunas bacterias) (Lehninger y col., 1993). 
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Fig. 10. Biosíntesis de los nucleótidos de pirimidina UTP y CTP vía orotidilato. 

La ribosa-S-fosfato es añadida al anillo de pirimidina por la orototato fosforibosil 

lransferasa. Tomado de Lehninger y coL, 1993. 
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Vías de salvamento de purinas y pirimidinas 

Dado que las purinas son moléculas energéticamente costosas de producir un 

mecanismo para reutilizar las bases de purina libres puede reducir la tasa de 

síntesis de novo que debe realizar una célula. De hecho, algunas células tales como 

los eritrocitos no tienen vías de novo para la síntesis de nucleótidos y por lo tanto 

deben depender de las vías de salvamento (Elliott y Elliott, 1997). 

Aunque la dieta contiene purinas en forma de ácidos nucléicos, se sabe que la 

mayoría de ellas son destruidas por las células epiteliales del intestino y no son 

absorbidas. En contraste, las purinas inyectadas al torrente sanguíneo sí son 

utilizadas por las células. El hígado es una de las fuentes principales de síntesis de 

purinas y hay evidencias de que libera las bases a la sangre para que sean 

utilizadas por otras células -tales como los reticulocitos-que carecen de la vía de 

novo completa. Por otra parte, también es probable que la vía de salvamento recicle, 

dentro de las células, las bases de purina liberadas por la degradación de los ácidos 

nucléicos. La destrucción lisosomal de los componentes celulares que contienen 

ácidos nucléicos podría liberar dichas bases (Elliott y Elliott, 1997). 

El reciclaje de las bases de purina preformadas tiene la ventaja de ahorrar 

energía siempre y cuyo la vía de síntesis de novo sea reducida de manera 

correspondiente. Lo anterior puede lograrse de dos formas: (1) el salvamento reduce 

el illvel de PRPP y por lo tanto el de la vía y (2) el AMP y GMP producidos por el 

salvamento ejercen una retroalimentación negativa de la vía (Elliott y Elliott, 1997). 

Como se mencionó anteriormente, la mayoría de las células tienen una 

degradación activa de muchos de sus ácidos nucléicos (particularmente algunos 

tipos de RNA) que resultan en la liberación de adenina, guanina e hipoxantina (el 

producto de deaminación de la adenina). Estas purinas libres son reconvertidas a 

sus nucléotidos correspondientes por medio de las vías de salvamento. En contraste 

con la vía de síntesis de purinas de novo, que es básicamente igual en todas las 

células, las vías de salvamento varían en su tipo y distribución (Voet y Voet, 1995). 

En los mamíferos, las purinas son salvadas por dos enzimas difen:nles. La 

i\P¡~T calaliza la formación de AMP por la transferencia de adenin~l al PRPP con la 
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liberación de PPi, mientras que la HGPRT cataliza una reacción análoga tanto para 

la hipoxantina como para la guanina (Voet y Voet, 1995): 

Adenina + PRPP -¡ AMP + PPi 

Guanina + PRPP -¡ G MP + PPi 

Hipoxantina + PRPP --t IMP + PPi 

En algunos microoganismos existe una vía de salvamento similar para las 

bases de pirimidina, pero las pirimidinas no son salvadas en cantidades 

significativas en los mamíferos (Lehninger y coL, 1993). 

Conversión de ribonucleótidos a deoxiribonucleótidos 

Los deoxiribonucleótidos son sintetizados a partir de sus ribonucleótidos 

correspondientes por la reducción de su C2-. Las enzimas que catalizan la formación 

de deoxiribonucléotidos por la reducción de los ribonucleótidos correspondientes 

son llamadas ribonucleótido reductasas (Voet y Voet, 1995). 
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Metabolismo de ácidos nucléicos en Trichomonas vagina lis 

El metabolismo de ácidos nuc1éicos en protozoarios parásitos anaerobios (T. 

vaginalis, T. foetus, G. lamblia y E. histolytica) se ha estudiado intensamente en años 

recientes. Al habitar la superficie mucosa del tracto urogenital o intestinal del 

huésped, estos parásitos están rodeados por las células epiteliales del huésped, las 

cuales pueden ser dañadas rápidamente por las reacciones inflamatorias a la 

infección parasítica. El daño celular proveería a dichos parásitos con una rica fuente 

de ácidos nucléicos del huésped, los cuales podrían utilizar efectivamente debido a 

su alta capacidad fagocítica y a su elevada actividad lisosomal. De esta forma, los 

parásitos podrían simplificar su metabolismo de ácidos nucléicos y sobrevivir 

mediante el salvamento de nucleósidos y bases preformadas. Hasta la fecha, varios 

investigadores han demostrado que T. vaginalis, T. foetus, G. lamblia y E. histolytica 

son incapaces de sintetizar nucleótidos de purinas o pirimidinas de novo. La falta 

total de síntesis de novo de nucleótidos es compensada con vías de salvamento de 

nucleósidos o bases de purina y pirimidina (Wang, 1990). 

Metabolismo de purinas en Trichomonas vagina lis 

La incapacidad de T. vaginalis para incorporar cuatro precursores potenciales 

de las purinas (glicina, bicarbonato, formato y serina) en bases de ácidos nucléicos 

en ausencia de purínas exógenas indica que este organismo -al igual que otros 

protozoarios parásitos-es incapaz de sintetizar el anillo de purina, por lo que la 

capacidad para salvar purinas preformadas es esencial para este parásito (Heyworth 

y col., 1982; Miller y Lindstead, 1983). 

De acuerdo a Heyworth y col., T. vaginalis puede salvar eficientemente bases 

de guanina y adenina y sus nucleósidos; sin embargo, la falta de interconversión 

entre los mononucleótidos de purina es poco usual dado que la mayoría de las 

células, incluyendo a los protozoarios parásitos, son capaces de interconvertir AMP y 

GMP \'ía IMP. La ausencia aparente de enzimas que ll1terconviertan purinas en T. 

uagillCl!zs implica que el orgnnisrno tiene un rcqucnmicnto absoluto tanlu de acknm8 

l'01110 dc gU;Hlin;¡ o de sus nuclcosidos y Lunbié'n explica la no inco¡-poración de 
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hipoxantina y del anillo de inosina en nucleótidos de guanina y adenína (Fíg. 11) 

(Heyworth y coL, 1982). 

La incapacidad de T. vaginalis para incorporar hipoxantina o inosina en 

ácidos nuc1éicos y su incapacidad para interconvertir nuc1éotidos de guanina y 

adenina sugiere un bloqueo tanto en la vía lMP a AMP como en la vía 1MP a GMP. La 

inoperabilidad de dichas vías y la falta de sintesis de novo de purinas implican que 

T. vaginalis depende de la adenosin cinasa para obtener nuc1eótidos de adenina y de 

la guanosin cinasa -una enzima que al parecer está ausente en los sistemas de los 

mamíferos-para obtener nuc1eótidos de guanina (Miller y Lindstead, 1983). 

La incapacidad de la guanosin cínasa para fosforilar deoxiribonuc1eósídos de 

purina sugiere que la ruta principal para el salvamento de deoxiribonoucleósidos es 

por medio de una nuc1eósido fosfotransferasa (Miller y Miller, 1991). 
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Fig. 11. Vías de salvamento de purinas en T. vagina lis. La flecha continua 

indica las vías presentes mientras que la flecha discontinua indica las vías 

aparentemente ausentes. Las enzimas son: 1) purina nucleósido fosforiJasa; 2) 

adenina deaminasa; 3) adenosina deaminasa; 4) purina fosforibosiltransferasa; 5) 

purina nuc1eósido cinasa. A, adenina; Ar, adenosina; Hx, hipoxantína; Hxr, inosina; 

G, guanina; Gr, guanosina. Tomado de HeY'worth y coL, 1982. 
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Metabolismo de pirimidinas en Trichomonas vagina lis 

La incapacidad de incorporar bicarbonato, oro tato y aspartato en el anillo de 

pirimidina (Heyworth y col., 1984; Miller y Líndstead, 1983; Wang y Cheng, 1984) y 

la ausencia aparente de las dos enzimas finales de la vía sintética de novo indican 

que T. vaginalis es incapaz de sintetizar el anillo de pirimidina y por lo tanto 

depende del salvamento de pirimidinas preformadas exógenas para sobrevivir 

(Heyworth y col., 1984). Heyworth y col. demostraron la presencia de varias enzimas 

de salvamento de pirimidinas en T. vaginalis -incluyendo nucleosidasas y 

fosforilasas de nucleósidos- lo que indica que dichas vías están involucradas 

activamente en el salvamento de bases y nuc1eósidos de pirimidina (Heyworth y col., 

1984). Sin embargo, en T. uaginalis, la uridina y el uracilo sólo pueden ser 

incorporados al RNA pero no al DNA. La falta de conversión de UMP a TMP indica 

que existe una vía totalmente aislada para la obtención de TMP en T. vaginalis (Fig. 

12) (Wang y Cheng, 1984). 

Wang y Cheng (Wang y Cheng, 1984) reportaron que la timidina es convertida 

a TMP por la acción de la deoxirribonuc!eosido fosfotransferasa, la cual fosforila a la 

timidina, deoxicitidina, deoxiadenosina y deoxiguanosina (Wang y Cheng, 1984). En 

contraste, Miller y Linstead (Miller y Lindstead, 1983) no encontraron ninguna 

actividad de deoxiribonucleosido fosfotransferasa pero observaron que tanto los 

ribonucleósidos como los deoxribonucléosidos de purina y pirimidina son fosforilados 

en presencia de ATP, lo que indicaría la presencia única de actividades de cinasa en 

T. vaginalis. La discrepancia entre los datos de unos y otros sobre la presencia o 

ausencia de actividades de cinasa en T. vaginalis fue resuelta por Strosselli y col., 

quienes demostraron que tanto la timidina cinasa como la deoxiribonucleosido 

fosfotransferasa están presentes en extractos de T. vaginalis (Strosselli y col., 1998). 
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Fig. 12. Vías de salvamento de pirimidinas en T. vagina lis. La flecha continua 

representa las vías presentes según lo indican estudios metabólicos o enzimáticos, 

mientras que la flecha discontinua indica las vías aparentemente ausentes. Las 

enzImas son: 1) uracilo fosforibosiltransferasa; 2) (deoxi) uridina fosforilasa; 3) 

timidina fosforilasa; 4) (deoxi) citidina fosforilasa; 5) (deoxi) citidina deaminasa; 6) 

pirimidina nucleosido cinasa; 7) nucleosido monofosfato cinasa; 8) timidilato 

sin tasa; 9) nucleosido difosfato cinasa; 10) eTP sintetasa. U, uracilo; e, citosina; Ur, 

uridina; Udr, deoxiuridina; er, citidina; edr, deoxicitidina; T, timina; Tdr, timidina. 

Tomado de Heyworth y col., 1984. 
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Metabolismo de deoxiribonucleótidos en Trichomonas vagina lis 

T. vaginalis también es mcapaz de convertir sus ribonucleótidos en 

deoxiribonucleótidos. Al parecer, el único medio aparente del parásito para obtener 

cualquiera de los cuatro deoxiribonucleótidos necesarios para la síntesis de DNA 

depende del salvamento de deoxiribonucleósidos exógenos por la actividad de 

deoxiribonucleósido fosfotransferasa, una enzima que se localiza en la membrana 

del parásito y que sólo reconoce a la timidina, deoxiadenosina, deoxiguanosina y 

deoxicitidina como sustratos (Wang y Cheng, 1984). 

De acuerdo a Wang y col., el pH óptimo relativamente bajo (5.0-6.0) de la 

deoxiribonucleósido fosfotransferasa sugiere que la enzima podría localizarse en la 

membrana lisosomal de T. vaginalis, lo que apoyaría la idea de que el DNA del 

huésped es digerido en las vacuo las intracelulares del parásito y salvado de las 

vacuolas en forma de deoxiribonucleósidos. Este mecanismo de salvamento también 

explicaría la KM relativamente alta de la enzima, ya que ésta estaría frente a altas 

concentraciones de los cuatro sustratos en las vacuolas después de la inclusión y 

digestión del DNA del huésped (Wang y Cheng, 1984). 
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Justificación 

Dado que T. vaginalis no incorpora glicina, formato, serina y bicarbonato en el 

anillo de purina, es incapaz de sintetizar purinas de novo (Miller y Lindstead, 1983); 

sin embargo, el parásito es capaz de salvar bases de purina y sus nucleósidos 

(Heyworth y coL, 1982). De igual forma, la incapacidad del parásito para incorporar 

bicarbonato, orotato y aspartato en el anillo de pirimidina indica que T. vaginalis no 

puede sintetizar dichas moléculas, aunque se ha demostrado que puede salvar 

bases y nucleósidos de pirimidina (Heyworth y coL, 1984; Wang y Cheng, 1984). 

Asimismo, T. vaginalis es mcapaz de convertir sus ribonucIeótidos en 

deoxiribonucleótidos y al parecer el único medio aparente del parásito para obtener 

cualquiera de los cuatro deoxiribonucleótidos necesarios para la síntesis de DNA 

depende del salvamento de deoxiribonucleósidos exógenos (Wang y Cheng, 1984). 

Autores como Strosselli y col. han sugerido que el parásito adquiere a los 

precursores de sus ácidos nucléicos utilizando el DNA Y RNA de las células lisadas 

del huésped y degradándolos por medio de sus nucleasas y fosfatasas (Strosselli y 

coL, 1998). Otros autores proponen que la autolisis de bacterias in vivo y las células 

endometriales dañadas (Harris y coL, 1988) proveerían a T. vaginalis con una 

abundante fuente de ácidos nucléicos del huésped, los cuales podría utilizar 

efectivamente debido a su alta capacidad fagocítica y a su elevada actividad 

lisosomal (Wang, 1990). 

Hasta la fecha, no existe ningún reporte que identifique directamente a una 

posible fuente de ácidos nucléicos para el parásito, por lo que en el presente trabajo 

se pretende determinar si el DNA de las células HeLa marcado con 3H-timidina 

podría actuar como una posible fuente de nucleótidos para T. vaginalis y si para ello 

el parásito interacciona de manera específica con los núcleos de las células HeLa. 
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Objetivos 

Objetivo general 

.:. Determinar si Trichomonas vaginalis utiliza el DNA de las células HeLa como 

una fuente de nucleótidos. 

Objetivos particulares 

l. Aislar a los núcleos de las células HeLa. 

2. Analizar la interacción entre T. vaginalis y los núcleos aislados de las células 

HeLa. 

3. Analizar la interacción entre T. vaginalis y las células HeLa en monocapa. 

4. Demostrar la incorporación de nucléotidos al DNA de T. vaginalis a partir del 

DNA de células HeLa previamente marcadas con 3H-timidina. 



Estrategia Experimental 1 

Resuspender a las células HeLa en la 
Solución 1 y centrifugar a 2,200 rpm 
durante 7 mino a 4°C 

Resuspender a las células HeLa en la 
Solución 2 e incubar a 4°C durante 
15 mino 

Resuspender a las células HeLa en la 
Solución 3 y lisar las células a través 
de una aguja de 22 mm (20 pases). 
Centrifugar a 2,000 rpm durante 10 
mino a 4°C 

Resuspender a los núcleos en la 
Solución 1 y cuan tificar en el 
hematocitométro 
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Estrategia Experimental 2 

Trichomonas vaginalis 

/ 
Núcleos aislados 
de células HeLa 

Monocapas confluentes 
de células HeLa 

/ 
Incubación a 37°C a 
diferentes tiempos 

1 
Observación por MO, 

METy MF 
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Estrategia Experimental 3 

Marcaje del DNA de células HeLa 
en monocapa con 3H-timidina 

Interacción con T. vaginaZis a 
37°C durante 6 hrs. 

Cultivo de T. vaginalis en 
medio TYM-SC a 37°C 

durante 16 hrs. 

Extracción del DNA genómico 
de T. vaginaZis 

¡ 
Cuan tificación 
de 3H-timidina 

\ 
PCR 
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Material y métodos 

1. Protocolo para el cultivo de Trichomonas vaginalis 

En el presente estudio se utilizaron dos aislados de Trichomonas vaginalis 

obtenidos en el Centro Nacional de Clínicas de Displasias del Hospital General de 

México. El aislado CNCD 147 fue obtenido en 1996 mientras que el aislado CNCD 

188 fue obtenido en 1995. 

Los parásitos se cultivaron a 37°C por pases diarios en 6 mI de medio de 

cultivo TYM pH 6.2 suplementado con 10% de se inactivado por calor en su fase 

exponencial de crecimiento. 

2. Protocolo para el cultivo de células HeLa 

Para despegar a las células HeLa se desechó el medio de cultivo usado, se 

añadieron 5 mI de PBS-EDTA al 0.2% pH 7.0 estéril a las células de la mono capa y 

se incubaron durante 10 mino Posteriormente, las células se despegaron con golpes 

suaves, se re suspendieron varias veces con una pipeta, se cuantificaron en el 

hematocitómetro y se centrifugaron durante 5 min a 1,800 rpm en una centrifuga 

Sorvall RT 6000 D. La pastilla de células se resuspendió en medio DMEM-SC, 

inoculándose 1.0 x 106 células en botellas de cultivo de 25 cm2. Las células se 

incubaron a 37"C en una atmósfera de 5% de C02 hasta obtener un 80% de 

confluencia en la monocapa (- 48 horas). 

3. Protocolo para el aislamiento de núcleos de las células HeLa 

Modificación del método propuesto por Berkowitz y col., 1969 

Las células HeLa en mono capa confluente se despegaron como se describió 

anteriormente y se lavaron con 10 mI de PBS pH 7.0, centrifugándose a 2,200 rpm 

durante 7 mino en una centrifuga Sorvall RT 6000 D. Las células se resuspendieron 

en la solución 1 (50 ml/ 108 células), se centrifugaron a 2,200 rpm durante 7 mino a 
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4°C, se re suspendieron en un volumen similar de solución 2 y se incubaron durante 

15 min a 4°C. La suspensión se centrifugó a 2,000 rpm durante 10 min, la pastilla 

se resuspendió en solución 3 (25 ml/ 108 células) y las células se lisaron a través de 

una aguja de 22 mm (10 pases). La suspensión se volvió a centrifugar a 2,000 rpm 

durante 10 min, se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió 

nuevamente en la solución 3. La suspensión se pasó nuevamente a través de una 

aguja de 22 mm (10 pases) y se centrifugó a 2,000 rpm durante 10 mino Finalmente, 

los núcleos se resuspendieron en la solución 1 para evitar que se pegaran. Todo el 

procedimiento se realizó a 4 oC. 

4. Protocolo para el ensayo colorimétrico de citotoxicidad 

(Alderete y Pearlman, 1984) 

En primer lugar se prepararon monocapas confluentes de células HeLa en 

placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc Bry Products), inoculyo 5.5 x 104 células 

en 100 1.11 de medio DMEM-SC por pozo. La placa se incubó durante 24 hrs a 37°C 

en una atmósfera de 5% de C02 hasta obtener un 100% de confluencia en la 

monocapa (4 x 104 células por pozo). 

Por otro lado, se prepararon 2 x 106 parásitos por mI en medio de interacción 

TYM:DMEM sin suero en relación 1:2, se inocularon 100 ~l (2 x 105 parásitos) por 

pozo (relación célula:parásito 1 :5) y la interacción se incubó durante una hora a 

37"C. A continuación, las monocapas se lavaron suavemente con PBS pH 7.0, se 

fijaron con 50 ~l por pozo de formaldehído al 2% durante 10 min, se lavaron cinco 

veces con PBS pH 7.0 Y se tiñeron con 50 ~l por pozo de cristal violeta al 0.13% en 

etanol-formaldehído 5:2. Posteriormente, las monocapas se lavaron con 200 ~l de 

PBS pH 7.0 hasta eliminar el colorante y la placa se dejó secar en obscuridad 

durante 24 hrs. Para finalizar, el colorante se eluyó con 50 ~l de SDS al 1% en 

etanol al 50% durante 10 min y la densidad óptica se obtuvo en un Lector de ELISA 

Multiskan a 570 nm. 

Como controles se utilizaron monocapas incubadas con 100 ~l de medio de 

interacción TYM:DMEM sin suero en relación 1:2 sin parásitos, las cuales se 

trabajaron de la misma manera que el resto de los pozos. De esta forma, el promedio 
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de la densidad óptica de los pozos control equivale al 100% de monocapa, mientras 

que el promedio de la densidad óptica de los pozos con parásitos equivale al 

porcentaje de monocapa no destruida. El porcentaje de citotoxicidad se calculó como 

se indica a continuación: 

Porcentaje de cito toxicidad = 100% monocapa - Porcentaje monocapa no destruida 

5. Protocolo para microscopía electrónica de transmisión 

Las muestras fijadas con glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de 

cacodilato de sodio 0.1 M se centrifugaron durante 10 min a 2,000 rpm, se lavaron 

con amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M Y se postfijaron con OS04 al 1% en 

amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M durante 20 min a temperatura ambiente. 

Las muestras se lavaron nuevamente con amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M 

Y se deshidrataron en alcoholes graduales de 70%, 90% Y 100% durante 5 a 10 mino 

Posteriormente, las muestras se trataron con óxido de propileno durante 10 min a 

temperatura ambiente y se dejaron en una mezcla 1:1 de epón y óxido de propileno 

(resina de preinclusión) durante toda la noche en agitación constante. 

Al día siguiente, las muestras se centrifugaron durante 10 min a 5,000 rpm 

en una microcentrífuga Fisher Scientific 59 V; se les retiró la resina de preinclusión, 

se les añadió resina de inclusión nueva, se centrifugaron y se virtieron en un molde 

de inclusión que se colocó en un horno a 56°C durante 24 hrs para permitir que la 

resina polimerizara. Una vez que la resina endureció, se talló una pirámide al bloque 

y se realizaron los cortes en un ultramicrotomo Ultracut E (Reichert-Jung) iniciyo 

con una cuchilla de vidrio para obtener cortes semifinos (tinción con azul de 

tolouidina para observación por microscopía de luz) y continuyo con una cuchilla de 

diamante para obtener cortes finos, los cuales se montaron en rejillas para 

microscopía electrónica. 

Para contrastar las rejillas éstas se colocaron sobre gotas de acetato de 

uranilo de manera que los cortes permanecieran en contacto con la solución 

durante 10 min, se lavaron con alcohol al 30% y se secaron con papel filtro. 

Fmalmente, las rejillas se colocaron sobre gotas de citrato de plomo durante 3 min, 
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se e~uagaron con agua bid estilada, se secaron con papel filtro y se analizaron en 

un microscopio electrónico de transmisión Zeiss EM 910. 

6. Protocolo para microscopía electrónica de barrido 

Las muestras fIjadas con glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de 

cacodilato de sodio 0.1 M se centrifugaron durante 10 min a 2,000 rpm y se 

deshidrataron con alcoholes graduales de 70%, 90% Y 100% durante 10 mino 

Posteriormente, las muestras se secaron a punto critico en un secador Samdri 780 

(Tousimis) a 29°C y 1,100 psi de presión, se montaron con una gota de plata coloidal 

sobre un soporte para microscropía electrónica de barrido y se cubrieron con oro en 

un aparato de recubrimiento iónico JFC 1100 (Jeol) durante 5 min bajo condiciones 

estándar (5 mA Y 1.5 kV). Las muestras se observaron en un microscopio electrónico 

de barrido Zeiss DSM 982 Gemini. 

7. Ensayo de interacción entre T. vagina lis y los núcleos aislados 

de células HeLa 

Los núcleos aislados y resuspendidos en la solución 1 se cuantificaron en el 

hematocitómetro, se centrifugaron a 2,000 rpm durante 10 min a 4°C y se 

re suspendieron en 3 mI de medio TYM pH 6.2 sin suero. 

Por otra parte, los parásitos en fase exponencial de crecimiento se lavaron tres 

veces con PBS pH 7.0 centrifugándose a 1,800 rpm durante 5 min a 4°C, se 

cuantifIcaron en el hematocitómetro y se resuspendieron en medio TYM pH 6.2 sin 

suero. Los núcleos aislados y los parásitos se transfirieron a un tubo de vidrio en 

una relación núcleo:parásito 1:2 y se incubaron a 37°C a diferentes tiempos. 
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8. Ensayo de interacción entre T. vaginalis y las células HeLa en 

monocapa 

Modificación del método propuesto por Alderete y Pearlman, 1984. 

Los parásitos en fase exponencial de crecimiento se lavaron tres veces con 

PES pH 7.0, se centrifugaron a 1,800 rpm durante 5 min a 4°C, se cuantificaron en 

el hematocitómetro y se resuspendieron 15 x 106 parásitos en 9 mI de medio de 

interacción TYM:DMEM sin suero en relación 1:2. 

Por otro lado, a la monocapa confluente de células ,HeLa sembrada en una 

botella de 25 cm2 se le retiró el medio de cultivo usado, se lavó con PES pH 7.0 Y se 

le añadió el medio de interacción con los parásitos en una relación 1:5 (3 x 106 

células en mono capa por 15 x 106 parásitos). La botella de cultivo se incubó a 37°C 

y se tomaron muestras del sobrenadante a diferentes tiempos. 

9. Protocolo para microscopía de epifluorescencia con yoduro de 

propidio 

Modificación del método propuesto por Gómez-Conde y col., 2000 

Las muestras se fijaron con metanol:ácido acético en relación 3: 1 durante 60 

mm a 4°C y se centrifugaron a 2,000 rpm durante 10 mino Posteriormente, las 

muestras se trataron con Tris-HCl 0.1 M pH 7.3 Y se centrifugaron a 2,000 rpm 

durante 10 mino A continuación las muestras se trataron con RNasa al 1% durante 

30 min a 37°C y se lavaron con PES pH 7.0. Las muestras se incubaron con 50 J1l de 

yoduro de propidio 1:1000 durante 3 min a 4°C, se lavaron con PBS pH 7.0, se 

re suspendieron en 15 ¡.¡l de resina Fluorogard y se montaron en un portaobjetos 

para ser analizadas en un microscopio Zeiss Axiophot. 



10. Protocolo para el marcaje del DNA de las células HeLa con 

3H-timidina 

Modificación del método propuesto por Alderete y Pearlman, 1984. 
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A una botella de cultivo de 25 cm2 inoculada con 1.0 x 106 células HeLa e 

incubada durante 30 hrs a 37°C se le añadieron 125 ¡JI de 3H-timidina (actividad 

específica 83.60 Cijmmol) y se incubó a 37°C en una atmósfera de 5% de C02 

durante 18 hrs. hasta obtener una monocapa confluente. 

11. Ensayo de interacción entre T. vagina lis y las células HeLa en 

mono capa marcadas con 3H-timidina 

Los parásitos en fase exponencial de crecimiento se lavaron tres veces con 

PBS pH 7.0, se centrifugaron a 1,800 rpm durante 5 min a 4°C, se cuantificaron en 

el hematocitómetro y se resuspendieron 15 x 106 parásitos en 9 mI de medio de 

interacción TYM:DMEM sin suero en relación 1:2. 

Por otro lado, a la monocapa confluente de células HeLa marcada con 3H

timidina se le retiró el medio de cultivo usado, se lavó con PBS pH 7.0, se le añadió 

el medio de interacción con los parásitos (3 x 106 células en monocapa por 15 x 106 

parásitos) y la botella de cultivo se incubó a 37"C durante 6 hrs. 

Después de la incubación, los parásitos se cuantificaron en el 

hematocitómetro, se determinó su viabilidad por el método de exclusión de azul 

tripano y se inocularon en botellas de cultivo de 25 cm2 con 27 mI de medio TYM y 3 

mI de suero de caballo inactívado por calor. Las botellas de cultivo se incubaron 

durante 18 hrs a 37°C. Después de la incubación, los parásitos se lavaron con PBS 

pH 7.0, se cuantificaron en el hematocitómetro y se realizó la extracción del DNA 

genómico y la cuantificación de la marca de 3H-timidina incorporada al DNA de los 

parásitos en un contador de centelleo Beckman LS6500. 
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12. Protocolo para la extracción de DNA genómico por el método 

de DNAzol © 
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Alrededor de 40 x 106 parásitos (o en su caso células HeLa) se transfirieron a 

un tubo de microcentrífuga y se les añadió 1 mI de DNAzol (Gibco BRL). La solución 

se mezcló por inversión durante uno a tres min y se centrifugó a 10,000 rpm 

durante 10 mino a 40C en una centrifuga Sorvall Biofuge. Posteriormente el 

sobrenadante se transfirió a otro tubo de microcentrífuga y se le añadieron 500 pI 

de etanol al 100%, mezclyo la solución por inversión e incubándola durante 30 mino 

a -70°C. La solución se centrifugó a 5,000 rpm durante 15 mino a 4°C, se desechó el 

sobrenadante por decantación y la pastilla se lavó con 1 mI de etanol al 95%. La 

solución se volvió a centrifugar a 5,000 rpm durante 5 mino a 4°C, se desechó el 

sobrenadante por decantación y se permitió que el DNA se secara durante 5 mino 

Finalmente, el DNA se disolvió en 300 pI de NaOH 8 mM y una vez disuelto se le 

añadieron 12 ¡.tI de HEPES 0.1 M por cada 100 pI de NaOH 8 mM utilizados. 

Del total del DNA extraído de los parásitos se tomaron 10 111 de DNA genómico 

y se transfirieron a un vial con 2 mI de líquido de centelleo, encontrándose una 

lectura de 67 cpm. Por otra parte, la calidad del DNA obtenido se analizó por 

electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE 1 X a un voltaje de 

80 volts durante una hora. La bya del DNA genómico de los parásitos que habían 

interactuado con las células HeLa (5 111) se cortó y se transfirió a un vial con 2 mI de 

liquido de centelleo, obteniéndose una lectura de 34 cpm. De esta forma, en 41.175 

x 106 parásitos se encontraron 2,251.2 cpm que equivalen a 4,502.4 cpm en 82.35 

x 106 parásitos. 



58 

13. Protocolo para la amplificación de la región conservada de las 

cisteín proteinasas de T. vagínalís 

Para preparar la reacción de PCR se mezclaron 45 ~l de PCR Supermix (Gibco 

BRL), 5 ¡.tI del primer CP 3', 5 ¡.tI del primer CP 5' y 5 ¡.tI del DNA de T. vagínalís como 

templado (para el DNA de las células HeLa se utilizó 1 ¡.tI de DNA más 4 ¡.tI de agua 

destilada). A la solución anterior se le añadieron 0.05 mI de aceite de silícón y se 

amplificó en un termociclador Robocycler (Stratagene) . 

• :. Condiciones para la reacción de amplificación (PCR) 

Desnaturalizar a 94°C por 2 min., hibridar a 44°C por 30 seg, extender a 61°C 

por 45 seg por 35 ciclos y realizar una extensión final a 61°C por 7 mino El 

producto de PCR esperado es de 570 pb. 

14. Protocolo para la amplificación de una región del gen de 

l3-g1obina 

Para preparar la reacción de PCR se mezclaron 45 ¡.tI de PCR Supermix, 1 ¡.tI 

del primer BGl, 1 ¡.tI del primer BG2 y 5 ¡.tI del DNA de T. vagínalís como templado 

(para el DNA de las células HeLa se utilizó 1 ¡.tI de DNA más 4 ¡.tI de agua destilada). 

A la solución anterior se le añadieron 0.05 mI de aceite de silicón y se amplificó en 

un termocic1ador Robocycler (Stratagene) . 

. :. Condiciones para la reacción de amplificación (PCR) 

Desnaturalizar a 94°C por 2 min., hibridar a 55°C por 1 min., extender a 60°C 

por 2 mino por 30 ciclos y realizar una extensión final a 72°C por 5 mino El 

producto de PCR esperado es de 242 pb. 



Resultados 

1. Aislamiento de los núcleos de las células HeLa 

Modificación del método propuesto por Berkowitz y col., 1969. 
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Al analizar la estructura de las células HeLa por microscopía electrónica de 

transmisión, se observó que las células presentaron un núcleo prominente de forma 

irregular que ocupa la mayor parte de la superficie celular. La envoltura nuclear 

mostró un contorno bien definido y la matriz nuclear presentó una estructura 

granulosa. En el interior del núcleo se observaron uno o dos nucleolos electrón 

densos (Fig. 13). 

En la figura 14 se muestran los cambios sufridos por las células HeLa durante 

el proceso de aislamiento de los núcleos de acuerdo a una modificación del método 

propuesto por Berkowítz y col. Al resuspender a las células HeLa en la Solución 2, 

éstas aumentaron de tamaño drásticamente en comparación con las células en 

suspensión en el medio DMEM. Posteriormente, las células se pasaron a través de 

una aguja de 22 mm de diámetro, lo que permitió separar a los núcleos del resto del 

material celular. Los núcleos obtenidos de esta manera presentaron pocos restos de 

material citoplásmico y no se observaron células enteras (Fig. 14 F). En promedio, el 

método de aislamiento utilizado tuvo un rendimiento del 55%, aunque en ocasiones 

se obtuvo un rendimiento de hasta el 75%, el cual fue muy similar al reportado por 

Berkowitz y col. 

Para verificar la calidad de los núcleos obtenidos con la metodología antes 

mencionada, éstos se analizaron por microscopía electrónica. Al observar a los 

núcleos por microscopía electrónica de transmisión, se encontró que poseen un 

contorno bien definido y un nucleolo electrón denso prominente. La mayoría de los 

núcleos no presentaron restos de citoplasma, aunque se pudieron detectar algunos 

restos de material celular en las muestras analizadas (Fig. 15 A Y B). Finalmente, 

por microscopía electrónica de barrido se obtuvo el tamaño promedio de los núcleos 

aislados, el cual fue de 12 f.1m de diámetro (Fig. 15 e y D). 
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Fig. 13. Fotomicrograf"xa electrónica de transmisión de las células HeLa. 

Obsérvese el tamaño y la forma del núcleo (Nu) en relación con la célula. La 

envoltura nuclear (flecha) está bien definida y se observa un nucleolo (N) electrón 

denso. 12,000 X. 
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Fig. 14. Proceso de aislamiento de los núcleos de las células HeLa analizado 

por microscopía de contraste de fases. A. Células HeLa en suspensión en medio 

DMEM; B. Células HeLa en Solución 1; C. Células HeLa en Solución 2; D. Células 

HeLa en Solución 2 (15 mino de incubación a 4°C); E. Núcleos aislados de las células 

HeLa en Solución 3; F. Núcleos aislados de las células HeLa en Solución 1. 40 X 

OPT 1.25. 
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Fig. 15. FotomicrograÍlas electrónicas de transmisión y de barrido de los 

núcleos aislados de las células HeLa. A y B. Fotomicrografias electrónicas de 

transmisión de los núcleos aislados de las células HeLa. Los núcleos poseen un 

contorno bien definido (flecha) y un nucleolo (N) electrón denso. Es posible observar 

algunos restos de citoplasma. A. 6,000 X; B. 7,000 X. e y O. Fotomicrografias 

electrónicas de barrido de los núcleos aislados de las células HeLa. Se muestra una 

vista general de tres núcleos aislados (C) y la determinación del tamaño de uno de 

los núcleos (O). 3,000 X. 
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2. Comprobación de la integridad de los núcleos aislados 

Dado que los núcleos recién aislados se emplearían para realizar interacciones 

con T. vaginalis a diferentes tiempos en medio TYM y a 37"C, se determinó la 

estabilidad de los núcleos aislados a estos tiempos mediante su observación por 

microscopía de luz a los 0, 30, 60, 120, 180 Y 240 mino 

Como se muestra en la fig. 16, no se observó ningún cambio aparente en la 

morfología de los núcleos durante el periodo de incubación: la envoltura nuclear 

permaneció intacta y se observaron uno o más nucleolos prominentes. De esta 

manera se pudo comprobar que los núcleos no se destruyeron bajo las condiciones 

experimentales empleadas, por lo que se procedió a realizar las interacciones con el 

parásito sabiendo que los cambios que se observaran en los núcleos serían debidos 

a su interacción con el parásito y no a las condiciones del experimento. 



--------------------------------------------------------------------------------------

64 

Fig. 16. Estabilidad de los núcleos aislados de las células HeLa a diferentes 

tiempos. Los núcleos aislados se incubaron en medio TYM a 37°C a diferentes 

tiempos y se observaron por microscopía de contraste de fases para comprobar su 

integridad en las condiciones experimentales. A. O min.; B. 30 min.; C. 60 min.; D. 

120 min.; E. 180 min.; F. 240 mino 40 X OPT 1.6. 
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3. Elección del aislado de T vagina lis para realizar las interacciones 

Dado que en el laboratorio se cuenta con varios aislados de T. vaginalis que 

presentan diferentes niveles de citotoxicidad (Álvarez-Sánchez y col., 2000), se 

realizaron ensayos a tiempos cortos entre los núcleos aislados de las células HeLa y 

parásitos provenientes de dos aislados diferentes (CNCD 147 y CNCD 188) en medio 

TYM sin suero a 37°C (relación núcleo:parásito 1:1) para seleccionar el aislado más 

eficiente en la interacción con los núcleos. 

El análisis por microscopía óptica mostró que a los 30 mino de interacción los 

parásitos de ambos aislados se encontraban asociados a los núcleos de las células 

HeLa en una relación 1: 1, aunque el área de contacto entre T. vaginalis y los núcleos 

aislados fue muy pequeña (Fig 17 A Y E). A los 60 mino la interacción entre los 

núcleos y T. uaginalis fue más estrecha en el aislado CNCD 188 que en el CNCD 

147. De igual forma, fue más frecuente encontrar varios parásitos del aislado CNCD 

188 asociados a un solo núcleo que en el caso del aislado CNCD 147 (Fig. 17 C Y D). 

Finalmente, a los 240 min de interacción las diferencias observadas entre los dos 

aislados fueron más notorias y nuevamente se observó que la asociación entre los 

núcleos y los parásitos del aislado CNCD 188 fue más estrecha que la observada con 

el aislado CNCD 147. En particular, el área de contacto entre los parásitos del 

aislado CNCD 188 de T. uaginalis y los núcleos aislados de las células HeLa fue muy 

amplia y casi no se observaron núcleos íntegros (Fig. 17 E Y F). 
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Fig. 17. Interacción de dos diferentes aislados de T. vagina lis (Tv) con los 

núcleos aislados de las células HeLa (Nu) analizada por microscopía de 

contraste de fases. A, C y E. Aislado CNCD 147 a los 30, 60 Y 240 mino de 

interacción con los núcleos aislados de las células HeLa. B, D Y F. Aislado CNCD 

188 a los 30, 60 Y 240 mino de interacción con los núcleos aislados de las células 

HeLa. En ambos casos las interacciones se realizaron con una relación 

núc!co:parásito 1: 1 en medio TYM sin suero a 37°C~ 1,800 X. 
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Debido a las diferencias observadas entre ambos aislados se realizó además 

una evaluación de los niveles de citotoxicidad de ambos aislados de T. vaginalis por 

medio de un ensayo calorimétrico (Alderete y Pearlman, 1984). A través de dicho 

ensayo se determinó que después de siete días en cultivo el aislado más citotóxico 

fue el CNCD 188 con un nivel de citotoxicidad del 65.9 %, mientras que en el CNCD 

147 el nivel de citotoxicidad fue del 57.8 %. Después de 23 días en cultivo los niveles 

de citotoxicidad disminuyeron drásticamente a lOA % para el aislado CNCD 147 ya 

36.5 % para el aislado CNCD 188, por lo que las diferencias entre ambos fueron más 

notorias (Gráfica 2). Dado que ambos aislados son más citotóxicos si tienen pocos 

días de cultivo in vitro después de haber sido descongelados, el resto de los ensayos 

del estudio se realizaron con el aislado CNCD 188 con dos días de cultivo in vitro. 
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Gráfica 2. Evaluación de los niveles de citotoxicidad de dos diferentes aislados 

de T. vaginalis. Los niveles de citotoxicidad se midieron de acuerdo al método 

propuesto por Alderete y Pearlman, 1984. El ensayo se realizó con una relación 

célula:parásito 1:5 en medio de interacción 1YM:DMEM 1:2 sin suero durante 60 

mino a 37°C. 
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4. Análisis de la interacción entre T. vagina lis y los núcleos 

aislados de células HeLa por microscopía de luz 
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Para observar la interacción entre T. vaginalis y los núcleos aislados de las 

células HeLa las muestras de la interacción se incluyeron en resinas epóxicas, 

obteniéndose cortes semifinos que se tiñeron con azul de tolouidina y se observaron 

por microscopía de luz. En primer lugar, se analizaron en forma individual a los 

parásitos, a las células HeLa y a los núcleos aislados de las células HeLa (Fig. 18) 

como los controles de la interacción. 

Los parásitos del aislado CNCD 188 presentaron formas y tamaños variables 

en los que se observaron numerosas vacuolas, aparentemente sin material en su 

interior (Fig 18 Aj. Las células HeLa en suspensión presentaron un núcleo que 

ocupa la mayor parte de la superficie celular, observándose uno o varios nucleolos 

en su interior (Fig. 18 B). Por otro lado, los núcleos aislados presentaron un tamaño 

uniforme y en su interior se observaron uno o varios nucleolos prominentes. En 

general, los núcleos se encontraron en grupos pequeños o aislados y algunos 

presentaron restos de material citoplásmico (Fig. 18 C) . 

• :. Cinética de la interacción entre T. vagina lis y los núcleos aislados de las 

células HeLa por microscopía de luz 

En la figura 19 se muestra la cinética de interacción entre T. vaginalis y los 

núcleos aislados de las células HeLa a diferentes tiempos. A los 35 mino de 

interacción el parásito se encontró asociado a los núcleos aislados, observándose 

algunas áreas de contacto entre la membrana plasmática del parásito y la envoltura 

nuclear de los núcleos (Fig. 19 A). Después de 50 mino y 70 mino de interacción (Fig. 

19 B y C) la asociación entre el parásito y los núcleos aislados fue más estrecha, 

observándose una transformación morfológica del parásito en las áreas de contacto 

con los núcleos. Finalmente, a los 140 mino de interacción ya no se observaron 

núcleos de células HeLa, pero los parásitos presentaron numerosas vacuolas, 

algunas de las cuales contenían material de gran tamaüo en su interior (Fig. 19 D). 
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Fig. 18. Observación de cortes semifinos de T. vaginaZis, células HeLa y 

núcleos aislados de células HeLa por microscopía de luz. Los cortes se tiñeron 

con azul de tolouidina al O.5°/r,. A. Trichomonas vaginalis, aislado CNCD 188; B. 

Células HeLa; C. Núcleos aislados de las ce!ulas HeLa. 40 X OPT 1.6. 
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Fig. 19. Cinética de interacción entre T. vagina lis (Tv) y los núcleos aislados 

de las células HeLa (Nu). El análisis se realizó por microscopía óptica de cortes 

semifinos teñidos con azul de tolouidina al 0.5%. La interacción se realizó en medio 

TYM sin suero a 37°C con una relación núcleo:parásito 1:2. A. 35 min.; B. 50 min.; 

C. 70 min.; D. J 40 mino Las flechas señalan el material en el interior de las vacuolas 

de los parásitos. 40 X OPT 2.0. 
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5. Análisis de la interacción entre T. vaginaZis y núcleos aislados de 

las células HeLa por microscopía electrónica de transmisión 

Para continuar con el estudio de la interacción entre T. vaginalis y los núcleos 

aislados de las células HeLa se realizaron cortes finos que se observaron al 

microscopio electrónico de transmisión. Nuevamente, se analizó a los parásitos, a 

las células HeLa y a los núcleos aislados de las células HeLa (Fig. 20) como los 

controles de la interacción. 

En la figura 20 A se muestra la estructura típica del aislado CNCD 188 de T. 

vaginalis. El parásito presentó un núcleo prominente localizado en su parte anterior 

así como algunos hidro geno somas y vacuolas de distinto tamaño sin material en su 

interior. En la fig. 20 B se muestra a una célula HeLa con su estructura típica: un 

núcleo de gran tamaño con una envoltura nuclear bien definida así como un 

nucleolo electrón denso. Finalmente, en la fig. 20 C se muestra un núcleo aislado de 

una célula HeLa, el cual presenta una envoltura nuclear aparentemente intacta y un 

nucleolo electrón denso . 

• :. Cinética de interacción entre T. vagina lis y los núcleos aislados de las 

células HeLa por microscopía electrónica de transmisión 

A los 35 mm. de interacción entre T. vaginalis y los núcleos aislados de las 

células HeLa se observó que los parásitos presentaron algunas áreas de contacto 

con los núcleos, los cuales no mostraron alteraciones morfológicas evidentes con 

respecto al control (Fig. 21). La morfología de los parásitos también es muy 

semejante a la de los controles y al igual que éstos presentan pocas vacuolas 

citoplásmicas (Fig. 21). 

A los 50 mino de interacción se encontró que la asociación entre el parásito y 

los núcleos fue más estrecha, observándose interdigitaciones entre las membranas 

de ambos así como una transformación morfológica parcial del parásito en el área de 

contacto con el núcleo (Fig. 22 A). También se observaron varios parásitos en 

interacción con un solo núcleo (Fig. 22 B Y C) Y en algunos casos la envoltura 
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nuclear de los núcleos aislados presentó daños evidentes en la zona de contacto con 

el parásito (Fig. 22 D). 

A los 140 mino de interacción ya no se encontraron núcleos aislados (Fig. 23). 

Los parásitos mostraron numerosas vacuolas con material en su interior (Fíg. 23 A) 

Y en algunos casos se observaron parásitos con vacuolas de gran tamaño que 

contenían material granuloso en su interior (Fig. 23 B). 
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Fig. 20. Fotomicrografia electrónica de transmisión de T. vagina lis, células 

HeLa y núcleos aislados de las células HeLa. A. Trichomonas vaginalis, aislado 

CNCD 188. Se observa claramente al núcleo (Nu) así como algunos hidrogenosomas 

(H) y numerosas vacuolas aparentemente vacías (V). 6,900 X. B. Células HeLa. Se 

observa al núcleo (Nu) con un nucleolo electrón denso (N) así como algunas 

mitocondrias (M). 3,800 X. C. Núcleos aislados de las células HeLa. Se observa un 

nucleolo electrón denso (N) y algunos restos dc citoplasma. 5,500 X. 
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Fig. 21. Fotomicrografia electrónica de transmisión de la interacción entre T. 

vaginalis (Tvl y los núcleos aislados de las células HeLa (Nu) (35 min.). A y B. 

Las zonas de contacto entre la membrana del parásito y la envoltura nuclear de los 

núcleos aislados son escasas (flecha). El núcleo presenta una envoltura nuclear bien 

definida y un nuclcolo prominente. A. 6,000 X; B. 4,800 X. 
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Fig. 22. Fotomicrografia electrónica de transmisión de la interacción entre T. 

vagina lis (Tvl y los núcleos aislados de las células HeLa (Nul (50 min.). A. 

lnterdigitaciones entre la membrana del parásito y la envoltura nuclear de los 

núcleos aislados (flecha). 6,400 X. B y C. Varios parásitos en interacción con un 

solo núcleo. Obsérvese el material granuloso dentro de las vacuolas de los parásitos 

(punta de flecha). B. 3,000 X; C. 4.800 X; D. La envoltura nuclear de los núcleos 

aislados presenta daüos evidentes en el área de contacto con el parásito (flecha). 

6.000 X. 
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Fig. 23. Fotomicrografia electrónica de transmisión de la interacción entre T. 

vagnalis (Tv) y los núcleos aislados de las células HeLa (Nu) (140 min.). A. Los 

parásitos presentan una gran cantidad de vacuolas de distinto tamaño. 7,200 X. B. 

En algunos parásitos se observa una vacuola de gran tamal10 con material 

granuloso en su interior (flecha). 5,200 X. 
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6. Análisis de la interacción entre T. vaginalis y los núcleos 

aislados de las células HeLa por epifluorescencia 

Para continuar con la caracterización de la interacción entre T. vaginalis y los 

núcleos aislados de las células HeLa, se identificó el DNA de ambos tipos celulares 

por microscopía de fluorescencia utilizyo una tinción con yoduro de propidio. Debido 

a que el yoduro de propidio se intercala de manera inespecífica tanto en el DNA 

como en el RNA, las muestras se trataron con RNasa para observar únicamente al 

DNA. 

En pnmer lugar, se analizó a los parásitos y a los núcleos aislados de las 

células HeLa (Fig. 24). En la fig. 24 A Y B se muestra al aislado CNCD 188 de T. 

vaginalis tratado únicamente con yoduro de propidio. Como se observa, los 

parásitos mostraron una fluorescencia intensa y difusa que abarcó el total de su 

área; sin embargo, cuyo los parásitos fueron tratados con RNasa y yoduro de 

propidio (Fig. 24 C y D) presentaron una fluorescencia de color rojo intenso en una 

estructura de forma ovoide localizada en la parte anterior, la cual corresponde al 

núcleo del parásito. En algunos casos se observaron dos núcleos en un mismo 

parásito, lo que indicaría que el parásito se encontraba en la última fase de la 

mitosis, después de la cariocinesis y antes de la citocinesis (Gómez-Conde y col., 

2000). 

En la fig. 24 E Y F se muestra a los núcleos aislados de las células HeLa 

tratados con RNasa y yoduro de propidio. Los núcleos presentaron una 

fluorescencia de color rojo intenso que abarcó el total de su área. 

De esta forma, el tratamiento de los parásitos y de los núcleos de las células 

HeLa con RNasa y yoduro de propidio permitió distinguir unos de otros con base en 

el tamaño y en el patrón de fluorescencia observado. 
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.:. Cinética de la interacción entre T. vagina lis y los núcleos aislados de las 

células HeLa por epifluorescencia 

Al inicio de la interacción los núcleos de las células HeLa presentaron una 

fluorescencia intensa de color rojo que permitió distinguirlos claramente de los 

parásitos, en los que sólo se observaba una fluorescencia de menor tamaño en su 

parte anterior (Fig. 25 A Y B). 

A los 60 mino de interacción se observaron varios parásitos asociados con uno 

o varios núcleos (Fig. 25 e y D). A los 120 mino de interacción se observó un 

aumento en la cantidad de material celular disperso así como una menor proporción 

de núcleos intactos (Fig. 25 E Y F). Finalmente, a los 270 mino de interacción ya no 

se encontraron núcleos intactos y únicamente se observaron parásitos aislados (Fig. 

25 G Y H). 



79 

"',-~. r-,".- ~.~~ - ....... ~~ ....... ~ ',' .,. • 
. ~(;':> . .l.. ,'--' ". ''::'-: __ '' __ •• ~j _1,' '_ ~_'._.'--_':~ ':" 

Fig. 24. Fotomicrografia de epifluorescencia y contraste de fases de T. 

vaginalis y los núcleos aislados de las células HeLa. Las muestras se fijaron con 

metanol:ácido acético 3: 1 y yoduro de propidio. A y B. T. vaginalis, aislado CNCD 

188 sin tratamiento con RNasa; C y D. T. vagina lis, aislado CNCD 188 tratado con 

RNasa al 1%; E Y F. Núcleos aislados de la células HeLa tratados con RNasa al 1%. 

A, C y E, epifluorescencia; B, D Y F, contraste de fases. 40 X OPT 2.0. 
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7. Análisis de la interacción entre T. vaginalis y las células HeLa en 

monocapa por microscopía de luz 

De la interacción entre T. vaginalis y las células HeLa en monocapa se 

analizaron dos aspectos. Por un lado se estudió el efecto del parásito sobre la 

monocapa confluente y por el otro se analizaron los sobrenadantes a los diferentes 

tiempos de interacción, ya que después de que el parásito ha estado en contacto con 

la monocapa de las células HeLa algunas células son destruidas por el parásito 

mientras que otras se despegan del sustrato. 

En la fig. 26 se muestra el efecto del parásito sobre la mono capa de células 

HeLa a diferentes tiempos. En la fig. 26 A se observa la monocapa confluente de 

células HeLa antes de la interacción con los parásitos. Las células presentaron un 

contorno bien definido y un núcleo prominente en cuyo interior se observaron uno o 

varios nuc1eolos. La incubación de la monocapa de las células HeLa con los 

parásitos en el medio de interacción a 37°C mostró una destrucción gradual de la 

monocapa, encontrándose áreas carentes de células. Dichas áreas aumentaron 

progresivamente hasta que a los 180 mino de interacción ya no se encontraron 

células HeLa unidas al sustrato y únicamente se observaron parásitos. 

En cuanto a los parásitos, inicialmente éstos se adhirieron en cúmulos de 

gran tamaño en diferentes partes de la monocapa y conforme progresó la 

destrucción de la misma los parásitos se empezaron a separar, aunque fue posible 

observar grupos de parásitos en suspensión (Fig. 26). Es importante señalar que 

una vez que las células se desprendieron del sustrato fue dificil distinguirlas de los 

parásitos en suspensión, ya que éstas se redondean y presentan un tamaño similar 

al de los protozoarios, razón por la cual también se analizaron los sobrenadan tes de 

la interacción. 
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Fig. 26. Cinética de destrucción de la mono capa de células HeLa por los 

parásitos del aislado CNCD 188 de T. vagina lis analizada por microscopía de 

contraste de fases. A, Monocapa confluente de células HeLa en medio DMEM; B. 

Monocapa confluente de células HeLa con los parásitos en medio de interacción 

TYM:DMEM 1:2 (O min.); C. 60 mino de interacción; D. 120 mino de interacción; E. 

180 mino de interacción; F. 240 mino de interacción. 90 X. 
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8. Análisis de la interacción entre T. vagina lis y las células HeLa 

desprendidas de la monocapa por microscopía de luz 

Para obs~rvar la interacción entre T. vaginalis y las células HeLa desprendidas 

de la monocapa, diversas muestras del sobrenadante se incluyeron en resinas 

epóxicas, obteniéndose cortes semifinos que se tiñeron con azul de tolouidina y se 

analizaron por microscopía de luz. 

A los 35 mino de interacción se observaron predominantemente parásitos 

aislados y' células HeLa intactas, aunque también se encontraron parásitos 

adheridos a las. células HeLa y parásitos asocíados estrechamente a los núcleos de 

las células HeI;a, los cuales fueron liberados por los parásitos (Fig. 27 A). Después 

de 70 mino de interacción, se observaron básicamente todas las condiciones 

descritas anteriormente, aunque se redujo la proporción de parásitos y células 

aisladas y predominaron los parásitos adheridos a las células y a los núcleos 

liberados, además de que se observó una cantidad significativamente mayor de 

material celular disperso (Fig. 27 B). A los 140 mino de interacción (Fig. 27 C) se 

observó una gran cantidad de material celular disperso y algunas células enteras 

con o sin parásitos asociados a ellas; sin embargo, la presencia de núcleos liberados 

por el parásito ya no fue evidente y algunos parásitos presentaron material en el 

interior de sus vacuolas. Finalmente, a los 220 mino de interacción (Fig. 27 D) se 

observaron principalmente parásitos con una gran cantidad de vacuolas y algunas 

células intactas. 
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Fig. 27. Cinética de interacción entre T. vagina lis (Tvl y las células HeLa (Cl en 

suspensión. El análisis se realizó por microscopía óptica de cortes semifinos teñidos 

con azul de tolouidina al 0.5%. La interacción se realizó en medio TYM:DMEM 1:2 

con una relación célula:parásito 1:5 a diferentes tiempos. A. 35 min.; B. 70 min.; C. 

140 min.; D. 220 mino M, material celular. 40 X OPT 2.0. 
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9. Análisis de la interacción entre T. vagina lis y las células HeLa 

desprendidas de la monocapa por microscopía electrónica de 

transmisión 

A los 35 mino de interacción entre el parásito y las células HeLa desprendidas 

de la mono capa se observaron parásitos adheridos a las células HeLa en 

suspensión. Dichos parásitos presentaron una transformación morfológica parcial 

en el área de contacto con la célula (Fig. 28 Al. Asimismo, algunos de los parásitos 

se encontraron asociados a los núcleos liberados (Fig. 28 B Y C). Es importante 

mencionar que la morfología de los núcleos liberados por el parásito es muy similar 

a la de los núcleos aislados según el método de Berkowitz y col. aunque el área de 

los núcleos que estaba en contacto con el parásito presentó daños evidentes. 

Además, debe hacerse notar que el parásito tiende a adoptar la forma de los núcleos 

liberados como ocurre al contacto de T. vaginalis con las células del epitelio vaginal 

(Arroyo y col., 1993). 

A los 70 mino de interacción (Fig. 29) nuevamente se observó que los parásitos 

fueron capaces de lisar a las células HeLa y de liberar a su núcleo. Los núcleos 

expuestos presentaron algunos restos de citoplasma asociados a ellos, además de 

que se observó una gran cantidad de material celular disperso (Fig. 29 A). En 

algunos casos, los parásitos presentaron un mecanismo de succión que incluyó la 

formación de un canal fagocítico similar al reportado por Rendón-Maldonado y col. 

(Fig. 29 B). 

Finalmente, a los 140 mino de interacción (Fig. 30) los parásitos presentaron una 

gran cantidad de vacuolas (Fig. 30 A) mientras que otros presentaron vacuolas de 

distinto tamaño con material granuloso en su interior (Fig. 30 B). Es importante 

hacer notar que aún en este punto de la interacción es posible encontrar células 

HeLa intactas (no mostrado). 
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Fig. 28. Fotomicrografia electrónica de transmisión de la interacción entre T. 

vagina lis (Tvl y células HeLa (e) en suspensión (35 min.l. A. El parásito entra en 

contacto con la célula desprendida del sobrenadante. 4,800 X. B y C. El núcleo (Nu) 

de la célula HeLa es liberado por el parásito. Obsérvese el cambio en la morfología 

de la membrana del parásito. B. 3,800 X; C. 4,800 X. 
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Fig. 29. Fotomicrografia electrónica de transmisión de la interacción entre T. 

vagina lis (Tv) y células HeLa en suspensión (70 min.). A. Los parásitos 

interactúan con los núcleos liberados (Nu) y se observa una gran cantidad de 

material celular disperso. 2,400 X. B. El parásito forma un canal fagocítico en un 

proceso dc succión (flecha). 6,000 X. 
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Fig. 30. Fotomicrografia electrónica de transmisión de la interacción entre T. 

vagínalis (Tv) y células HeLa en suspensión (140 min.). A. Parásito con 

numerosas vacuolas. 6,000 X. R En el interior de algunas de las vacuolas del 

parásito se observa material granuloso de gran tamaño (flecha). 4,800 X. 
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10. Análisis de la interacción entre T. vagina lis y las células HeLa 

desprendidas de la monocapa por epifluorescencia 

De la interacción entre T. vaginalis y las células HeLa en monocapa a 

diferentes tiempos (60, 120, 180 Y 360 min.) se analizaron únicamente los 

sobrenadantes por microscopía de epifluorescencia en muestras fijadas con metanol: 

ácido acético 3: 1 y tratadas con RNasa al 1% Y yoduro de propidio 1: 1000 (Fig. 31). 

A los 60 mino de interacción se observaron parásitos y células HeLa 

aparentemente intactas en el sobrenadante. Las células HeLa desprendidas 

presentaron una fluorescencia intensa que abarcó la totalidad de su área. En 

contraste, los parásitos presentaron una fluorescencia intensa pero sólo en el área 

correspondiente al núcleo, lo que permite distinguir a los unos de las otras. Algunos 

parásitos se encontraron asociados a las células HeLa presentes en el sobrenadante 

(Fig. 31 A Y B). A los 120 Y 180 mino de interacción fue posible observar varios 

parásitos asociados a las células HeLa así como parásitos aislados (Fig. 31 C, D, E Y 

F). Finalmente, a los 360 mino de interacción ya no se observaron células HeLa y 

únicamente se encontraron parásitos aislados y algunos restos de material celular 

(Fig. 31 G Y H). 
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Fig. 31. Fotomicrografia de epifluorescencia y contraste de fases de la 

interacción entre T. vagina lis (Tv) y células HeLa (e) en suspensión. Las 

muestras se fijaron con metanol:ácido acético 3: 1 y trataron con RNasa al 1% Y con 

yoduro de propidio. A y B. 60 mino de interacción; e y D. 120 mino de interacción; E 

y F. 180 mino de interacción; G y H. 360 mino de interacción. A, e, E y G, 

epifluorescencia: B. D, F Y H, contraste de fases. 40 X OPT 1.6. 
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11. Determinación de la incorporación de 3H-timidina del DNA de 

las células HeLa al DNA de T. vagina lis 

Para determinar si el núcleo de las células HeLa podría actuar como una 

fuente directa de nucleótidos para T. vagínalis, se realizó la interacción entre el 

parásito (15 x 106 parásitos) y las células HeLa en mono capa (3 x 106 células) 

previamente marcadas con 3H-timidina en medio de interacción TYM:DMEM 1:2 sin 

suero durante 6 hrs. a 37°C. Después de ese tiempo, el número de parásitos 

aumentó a 20 x 106 individuos, los cuales presentaron un 100% de viabilidad según 

se determinó por el método de exclusión de azul tripano. En este punto no se 

observaron células HeLa ni en el sobrenadante ni en la monocapa debido al tiempo 

largo de interacción y a la relación parásito:célula utilizada, las cuales corresponden 

a las condiciones preestablecidas en las que el parásito destruyó casi por completo a 

las células HeLa. 

Para permitir la incorporación de la 3H-timidina al DNA de T. vagínalis, la 

totalidad de los parásitos se resembraron en medio de cultivo fresco con suero y se 

incubaron durante 18 hrs. a 37'C. Después de dicho periodo de incubación, se 

obtuvieron 82.35 x 106 parásitos (dos duplicaciones) a los cuales se les extrajo el 

DNA para cuantificar la marca de 3H-timidina asociada a la bya del DNA genómico, 

encontrándose 4, 502.4 cpm en 82.35 x 106 parásitos. 

El DNA de los parásitos que interactuaron con las células HeLa presentó un 

alto peso molecular, no mostró signos de degradación y su patrón de migración fue 

muy similar al DNA proveniente de parásitos crecidos en condiciones normales y al 

DNA de las células HeLa, utilizados éstos dos últimos como controles (Fig. 32). 
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Fig. 32. Electroforesis del DNA genómico de T. vagina lis y de las células HeLa. 

El DNA de T. vaginalis y de las células HeLa se extrajo con DNAzol y se analizó en 

un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE 1 X. 1. Marcadores de tamaño 

molecular de DNA IV (0.07-19.3 kpb); 2. DNA genómico de los parásitos crecidos en 

condiciones normales; 3. DNA genómico de los parásitos provenientes de la 

interacción con las células HeLa en monocapa; 4. DNA genómico de las células HeLa 

crecidas en condiciones normales. 
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Finalmente, se procedió a realizar dos reacciones de PCR como un control 

para descartar una posible contaminación del DNA de T. vaginalis con el DNA 

proveniente de células HeLa intactas. La amplificación de una región del gen de 13-
globina, presente en eucariontes superiores -el cual estaría presente en las células 

HeLa pero no en T. vaginalis-- se muestra en la figura 33. Como se observa, se 

obtuvo un producto de amplificación de entre 200 y 300 pb únicamente en el DNA 

de las células HeLa pero no el DNA de los parásitos que habían estado en contacto 

con la mono capa ni en el DNA de los parásitos crecidos en condiciones normales. De 

esta forma, se comprobó que no había células HeLa presentes al extraer el DNA de 

los parásitos. 
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Fig. 33. Amplificación de un segmento del gen de l3-globina. El producto de PCR 

se analizó en un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE 1 X. La flecha indica el 

producto de PCR obtenido. 1. Marcadores de tamaño molecular de DNA XIV (100 

pb). Reacción de PCR utilizyo como templado: 2. ONA de parásitos crecidos en 

condiciones normales; 3. DNA de los parásitos provenientes de la interacción con las 

células HeLa cn monocapa marcadas con 3H-timidina; 4. DNA de las células HeLa 

crecidas en condiciones normales; 5. Control de PCR sin ONA templado. 
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La segunda reacción de PCR se realizó utilizyo oligonuc1eótidos degenerados 

diseñados para amplificar la región conservada de las cisteín proteinasas de T. 

vaginalis, la cual estaría presente en los parásitos pero no en las células HeLa. 

Según se muestra en la figura 34, se obtuvo un producto de amplificación de entre 

500 y 600 pb en el DNA de los parásitos normales y en el DNA de los parásitos que 

habían estado en contacto con la monocapa, pero no en el DNA de las células HeLa. 
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Fig. 34. Amplificación de la secuencia conservada de las CP de T. vagínalís. El 

producto de PCR se analizó en un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE 1 X. 

La flecha señala el producto de PCR obtenido. l. Marcadores de tamaño molecular 

de DNA XIV (100 pb). Reacción de PCR utilizyo como templado: 2. DNA de parásitos 

crecidos en condiciones normales; 3. DNA de los parásitos provenientes de la 

interacción con células HeLa en monocapa marcadas con 3H-timidina; 4. DNA de 

células HeLa crecidas en condiciones normales; 5. Control de PCR sin DNA 

templado. 
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Discusión 

Las vías metabólicas de diversos protozoarios parásitos se han estudiado 

intensamente durante los últimos años, ya que muchos microorganismos patógenos 

dependen de sus huéspedes para obtener metabolitos importantes y por lo tanto se 

podría explotar dicha dependencia para el desarrollo de nuevos agentes 

quimioterapeúticos. Por ejemplo, todos los protozoarios parásitos (Plasmodium spp., 

Toxoplasma gondii, Leishmania spp., Trypanosoma spp., etc.) son incapaces de 

sintetizar nucleótidos de purina de novo y por lo tanto dependen de las enzimas de 

las vías de salvamento para obtener bases y nucleósidos de purina de su huésped y 

convertirlos en los nucleótidos correspondientes (Somoza y col., 1998). De esta 

forma, un acercamiento racional para el desarrollo de drogas seria la identificación 

de compuestos que puedan ser dirigidos a blancos metabólicos únicos del parásito 

tales como las enzimas involucradas en el salvamento de purinas y pirimidinas. Por 

ejemplo, a diferencia de los humanos, Plasmodium falciparum no puede sintetizar 

purinas de novo y por lo tanto debe obtener bases y nucleósidos de purina de los 

eritrocitos del huésped para metabolizar dichos nucleótidos por vías de salvamento. 

Por lo tanto, las drogas capaces de bloquear el salvamento de purinas deberian de 

tener una importante actividad contra la malaria (Queen y col., 1990). 

Como se mencionó anteriormente, todos los protozarios parásitos y helmintos 

examinados hasta la fecha son incapaces de sintetizar el anillo de purina de novo y 

por lo tanto deben salvar purinas preformadas del huésped para sobrevivir; sin 

embargo, la identificación de una fuente directa de purinas del huésped que es 

crítica para la sobrevivencia del parásito aún no ha sido definida claramente (Ngo y 

col., 2000). 

En el caso de Trichomonas vaginalis, diversos autores han postulado que las 

células epiteliales lisadas del huésped infectado (Wang y Cheng, 1984), la autolisis 

de bacterias in vivo y las células endometriales dañadas (Harris y col., 1988) podrían 

proveer al parásito con una abundante fuente de ácidos nucléicos, los cuales 

probablemente serían almacenados en las vacuolas alimenticias del parásito y 

degradados por las nucleasas y fosfatasas de T. vagina lis (Wang y Cheng, 1984); sin 
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embargo, hasta la fecha no existe ningún reporte que identifique a las diferentes 

fuentes de nucleótidos para el parasito. 

De esta manera, en el presente trabajo se determinó experimentalmente si el 

parasito interacciona de manera específica con los núcleos de las células HeLa y si 

éstos podrían actuar como una fuente directa de nucleótidos para T. vaginalis. 

1. Aislamiento de los núcleos de las células HeLa 

Para el aislamiento de los núcleos de las células HeLa se utilizó una modificación 

del método original propuesto por Berkowitz y col. De acuerdo con dichos autores, el 

método propuesto es adecuado ya sea para volúmenes gryes o pequeños de cultivos 

celulares y permite obtener núcleos que no estan agregados y que pueden ser 

re suspendidos facilmente en alícuotas reproducibles. Los núcleos obtenidos de esta 

manera no presentan componentes citoplasmicos y tampoco se observan células 

enteras, ademas de que presentan una ultraestructura bien definida y tienen altas 

actividades de RNA polimerasa y exoribonucleasa (Berkowitz y col., 1969). 

Una de las diferencias principales entre el método propuesto por Berkowitz y 

col. y el utilizado en el presente trabajo radica en el método de ruptura de las 

células. Mientras que Berkowitz y col. utilizaron un homogenizador tipo Dounce 

para obtener a los núcleos, en el presente trabajo se utilizó una aguja de 22 mm de 

diámetro para lisar a las células. Lo anterior, aunado al hecho de que se extrajeron 

los núcleos a partir de células HeLa crecidas en mono capa -y no de células crecidas 

en suspensión como lo realizado por los autores-resultó en un rendimiento menor 

al reportado por los autores; sin embargo, la cantidad y la calidad de núcleos 

obtenidos permitió realizar los experimentos adecuadamente. 

En la mayoría de los tipos celulares, el núcleo esta anclado dentro de la célula 

por medio de la continuidad de la envoltura nuclear y por el reticulo endoplasmico, 

así como por conexiones entre la superficie nuclear y el citoesqueleto, en particular 

por el sistema de filamentos intermedios. De esta forma, el hecho de que se 

obtuvieran núcleos relativamente puros es notable. Es importante enfatizar que el 

aislamiento de núcleos puros a partir de líneas celulares de mamíferos crecidas 

como monocapas unidas a un sustrato de plastico es muy diferente del aislamiento 
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de núcleos a partir de células crecidas en suspensión. Las células que crecen unidas 

a un sustrato se deben despegar de su matriz extracelular, ya sea por medio de 

quelantes de Ca++ o por raspado mecánico. Comúnmente, este procedimiento lleva a 

un fraccionamiento celular menos limpio. De hecho, muchas líneas celulares que 

crecen unidas a un sustrato muestran una elaboración más extensa de filamentos 

intermedios enredados en el núcleo, 10 que puede constituir una importante barrera 

para lograr el aislamiento de núcleos limpios (Spector y col., 1998). Sin embargo, 

aunque los núcleos fueron aislados a partir de células HeLa crecidas en monocapa 

se obtuvo un rendimiento aceptable y los núcleos no presentaron una 

contaminación con material celular significativa. 

2. Comprobación de la integridad de los núcleos aislados 

Con respecto a la integridad de los núcleos aislados de las células HeLa, los 

resultados indican que los núcleos obtenidos por esta modificación del método de 

Berkowitz y col. no sufren alteraciones morfológicas evidentes al incubarse en medio 

TYM sin suero a 37°C. En todos los casos, los núcleos analizados mantuvieron la 

morfología observada al inicio de la interacción: la envoltura nuclear se observó 

intacta y los nucleolos fueron evidentes. En cuanto a la cantidad de material celular 

disperso, no se observó un aumento significativo al paso del tiempo, lo que indica 

que la cantidad de núcleos que pudieron haberse dañado durante la incubación no 

fue apreciable. 

Por otra parte, se intentó realizar una cuantificación de los núcleos a través 

del tiempo como otra forma de estimar la estabilidad de los núcleos en el medio TYM 

a 37°C. La tendencia observada fue que no hay una pérdida significativa en el 

número de núcleos en los diferentes tiempos analizados; sin embargo, los datos no 

permitieron realizar una gráfica que lo corroborara ya que el número de núcleos 

tendía a aumentar al paso del tiempo. Lo anterior puede deberse a que inicialmente 

los núcleos formaron agregados de diferentes tamaños que tendían a dispersarse 

gradualmente, por lo que la cantidad de núcleos estimada inicialmente era menor a 

la que se estimaba a periodos posteriores. Sin embargo, las observaciones por 

microscopia de luz pennitieron establecer que las condiciones experimentales no 
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afectaban a los núcleos de forma apreciable, por lo que los cambios observados a lo 

largo de los experimentos podrian ser atribuidos directamente de su interacción con 

el parásito. 

3. Elección del aislado de T vagina lis para realizar las interacciones 

Para seleccionar el aislado de T. vaginalis más eficiente para la interacción con 

los núcleos, se realizaron ensayos entre los núcleos aislados de células HeLa y 

parásitos provenientes de dos aislados diferentes (CNCD 147 y CNCD 188) a 

diferentes tiempos. Los resultados de ambos experimentos indicaron que el aislado 

CNCD 188 mostraba una interacción más estrecha con los núcleos que el aislado 

CNCD 147 a los mismos tiempos, por lo que se seleccionó al aislado CNCD 188 para 

el resto de las interacciones. 

Debido a las diferencias observadas entre ambos aislados se realizó además 

una evaluación de los niveles de citotoxicidad por medio del ensayo calorimétrico 

propuesto por Alderete y Pearlman. Dicho ensayo permite medir los efectos 

citopatogénicos de T. vaginalis sobre células eucariontes (en este caso células HeLa) 

en cultivo. Las células restantes en los pozos después de incubarse con los parásitos 

se tiñen con cristal violeta y de esta manera se puede obtener una correlación entre 

el material celular teñido y la absorbancia a 570 nm (A1derete y Pear1man, 1984). 

Los resultados obtenidos en este ensayo indicaron que el aislado CNCD 188 es 

más citotóxico (es decir, produce una mayor destrucción de las mono capas de 

células HeLa) que el aislado CNCD 147 a los mismos tiempos de incubación. 

Durante el desarrollo de este ensayo también se observó que el grado de 

citotoxicidad del aislado CNCD 188 -bajo las mismas condiciones experimentales

es mayor si tiene pocos días en cultivo, por lo que se determinó que los parásitos 

que se utilizarían en los ensayos posteriores sólo tendrían dos días en cultivo para 

evitar que éste factor afectara el resultado de los experimentos. 
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4. Análisis de la interacción entre T. vagina lis y los núcleos 

aislados de las células HeLa por microscopía de luz y por 

microscopía electrónica de transmisión 

En el presente proyecto se decidió estudiar la interacción entre el parásito y el 

núcleo de las células HeLa desde dos perspectivas diferentes. Por una parte, se 

estudió la interacción específica entre los núcleos aislados de las células HeLa y el 

parásito, mientras que por otra parte se decidió estudiar la interacción entre el 

parásito y las células HeLa crecidas en monocapa. 

Los resultados obtenidos de la interacción entre T. vaginalis y los núcleos 

aislados de las células HeLa mostraron una asociación específica entre el parásito y 

los núcleos aislados. A los 35 mino de interacción los parásitos incubados con los 

núcleos aislados de las células HeLa presentaron sólo algunas zonas de contacto 

con los núcleos; sin embargo, a los 50 mino de interacción se observaron algunas 

interdigitaciones entre la membrana de! parásito y la envoltura nuclear de los 

núcleos aislados. A los 140 mino de interacción ya no fue posible detectar núcleos 

aislados y los parásitos presentaron un número mayor de vacuolas con respecto al 

control, algunas de las cuales contenían material de gran tamaño en su interior. La 

procedencia de dicho material no pudo ser corroborada con las técnicas utilizadas, 

pero es posible que correspondan -al menos en parte-a restos de los núcleos 

aislados. 

5. Análisis de la interacción entre T. vaginalis y las células He La en 

monocapa por microscopía de luz y por microscopía electrónica 

de transmisión 

Las interacciones entre el parásito y las célula blanco han sido estudiadas 

principalmente en sistemas in vitro basados en cultivos celulares. Este sistema ha 

permitido la caracterización del proceso citopático, el cual puede resumirse de la 

siguiente manera: los parásitos, que inicialmente nadan libremente en el medio, 

forman grycs agregados. Al contacto con las células, los parásitos presentan una 
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transformación de una forma ovoide típica a una forma ameboide, aplanada y 

altamente adherente, reclutyo a otros parásitos y formyo gryes agregados donde los 

parásitos se asocian estrechamente. Después de algunas horas aparecen áreas 

libres de células y se observa una retracción, redondeamiento y separación de las 

células epiteliales (Fiori y col., 1999). 

El efecto descrito por Fiori y col. se observó claramente en las interacciones 

entre el parásito y las células HeLa en monocapa, las cuales se despegaron del 

sustrato después de haber estado en contacto con el parásito a diferentes tiempos. 

Una vez que las células se separaron del sustrato, no fue posible distinguirlas del 

parásito debido a su tamaño y forma. Es importante resaltar que el hecho de que las 

células se separaran del sustrato no implicaba que éstas estuvieran dañadas ya que 

al analizar los sobrenadantes por microscopía electrónica de transmisión y por 

microscopía de epifluorescencia se pudieron identificar tanto células intactas como 

células en contacto con el parásito con diferentes niveles de destrucción. 

Con relación al daño producido a las monocapas de las células HeLa debe 

mencionarse que aunque generalmente se acepta que el contacto entre el parásito y 

la célula blanco es un prerrequisito para la citopatogenicidad, es posible que 

algunos de los cambios observados en las células blanco sean debidos a sustancias 

liberadas por el parásito hacia el medio. Pindak y col., por ejemplo, reportaron que 

la exposición de una monocapa de células epiteliales a un filtrado libre de parásitos 

obtenido del medio inducía el red ande amiento y desprendimiento de las células 

epiteliales en cultivo, aunque sin afectar la viabilidad. El factor responsable de! 

desprendimiento celular fue reportado por Garber y col. como una proteína de 200 

kDa llamada factor de desprendimiento celular, la cual es liberada al medio por T. 

vaginalis al estar en contacto con las células epiteliales. De igual forma, la liberación 

al medio de un gran numero de proteinasas, algunas de las cuales están 

involucradas en la patogenicidad, ha sido descrita en el parásito (Fiori y col., 1999). 

Al analizar e! sobrenadante de las interacciones entre T. vaginalis y las células 

HeLa en monocapa se encontró que el parásito entraba en contacto con las células 

desprendidas y era capaz de liberar al núcleo dc las mismas. El núcleo liberado por 

el parásito era morfológicamente muy similar a los núcleos aislados obtenidos de 

acucrdo a la modificación del método ele Berkuwitz v col., es elecir, los núcleos 
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liberados presentaban algunos restos de material citop1ásmico aunque en general se 

observaron casi intactos, con su envoltura nuclear aparentemente íntegra y uno o 

varios nucleolos prominentes. Debe señalarse que la mayoría de los parásitos que se 

asociaron a los núcleos liberados presentaron una transformación morfológica 

similar a la observada al contacto del parásito con células del epitelio vaginal (Arroyo 

y coL, 1993). Finalmente, a los 140 mino de interacción la mayoría de los parásitos 

presentaron un mayor número de vacuo1as con respecto a los controles, algunas de 

las cuales contenían material granuloso de gran tamaño en su interior. 

En 1981, Heath reportó que la interacción entre T. vaginalis y células 

epiteliales resultaba en la producción de cambios patogénicos que concluían con la 

ruptura de la membrana plasmática de las células epiteliales y con la consiguiente 

liberación de los componentes citoplasmáticos al medio, entre los cuales se 

encontraba el núcleo. Dicho autor también refiere que la adhesión de T. vaginalis a 

la superficie de las células epiteliales fue seguido por cambios estructurales entre 

los que se incluían un aumento en el tamaño de las mitocondrias y del núcleo así 

como una disminución en la densidad del citoplasma (Heath, 1981). De esta forma, 

se podría explicar porque los núcleos liberados de las células HeLa por el parásito 

presentaron un tamaño similar al de los núcleos aislados que se utilizaron en las 

interacciones, que por ser extraídos utílizyo soluciones hipotónicas presentaron un 

tamaño mayor al normal. 

En resumen, cuyo T. vaginalís es incubado con las células HeLa en monocapa 

en medio de interacción a 3rC, los parásitos tienden a formar gryes agregados 

sobre la monocapa y conforme pasa el tiempo se observan áreas libres de células 

que se extienden progresivamente hasta que la monocapa es destruida totalmente. 

Las células desprendidas del sustrato se redondean y se localizan en el 

sobrenadante, donde el parásito se asocia con ellas. Inicialmente, el parásito entra 

en contacto con la célula y la lisa, observándose una liberación del núcleo casi 

intacto. Una vez que el núcleo ha sido liberado, el parásito entra en contacto con él, 

observándose una asociación muy estrecha entre la membrana plasmática de T. 

vaginalis y la envoltura nuclear de los núcleos liberados. Finalmente, se ha sugerido 

que T. vagínalís posee un sofisticado sistema de transducción de señales que 

controlan la expresión de genes de virulencia (Arroyo y coL, 1993), por lo que es 
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posible que al contacto del parásito con el núcleo se produzca una transducción de 

señales en el parásito que expliquen, al menos en parte, el fenómeno observado. 

Por último, debe mencionarse que el hecho de que en todos los tiempos 

analizados se observaran diferentes etapas del proceso descrito podría deberse a que 

el cultivo utilizado en las interacciones no era un cultivo sincrónico. De esta forma, 

algunos de los parásitos se encontrarían en la fase de crecimiento y se asociarían a 

las células desprendidas y a los núcleos liberados, mientras que otros -por ejemplo, 

los que acaban de dividirse o los que están a punto de hacerlo-tardarían más 

entrar en contacto con las células. Por otra parte, es probable que algunas células 

HeLa permanecieran intactas a lo largo de la interacción debido a la fase de 

crecimiento en la que se encontraban, por lo que es posible que algunos de los 

receptores que son reconocidos por el parásito estuvieran ausentes o enmascarados. 

Finalmente, en cuanto al aumento en el número de vacuolas en los parásitos, 

las técnicas utilizadas no permitieron determinar cuál es la naturaleza de material 

que se encontraba en su interior, aunque es probable que al menos parte de éste 

correspondiera a material nuclear de las células HeLa. 

6. Análisis de la interacción entre T. vaginalis y los núcleos 

aislados de las células HeLa / células HeLa en mono capa por 

epifluorescencia 

En cuanto al análisis de la interacción entre el parásito y los núcleos aislados 

de las células HeLa, el tratamiento de las muestras con RNasa al 1% permitió 

eliminar el RNA del parásito, lo que facilitó la diferenciación entre los núcleos 

aislados de las células HeLa y T. vaginalis. Los resultados obtenidos confirman lo 

observado tanto por microscopía de luz como por microscopía electrónica de 

transmisión, es decir, algunos parásitos presentan un acercamiento inicial a los 

núcleos y después de 270 mino de interacción ya no es posible encontrar núcleos 

aislados. 

En cuanto a la interacción entre T. vaginalis y las células HeLa en monocapa, 

las observaciones por microscopia de epifluorescencia también permitieron 
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distinguir a los parásitos de las células despegadas del sustrato debido a las 

diferencias en el tamaño entre ambos. El propósito principal de dicho ensayo fue 

determinar el tiempo en el que las células HeLa eran totalmente eliminadas del 

sobrenadante, de manera que al realizar los experimentos con células HeLa 

marcadas con 3H-timidina, éstas no se encontraran presentes con los parásitos y 

alteraran los resultados del experimento. Los datos obtenidos indicaron que ya no 

fue posible encontrar células HeLa en el sobrenadante después de 360 mino de 

interacción con el parásito, por lo que éste fue el tiempo utilizado para realizar los 

experimentos subsecuentes. 

7. Determinación de la incorporación de 3H-timidina del DNA de las 

células HeLa al DNA de T. vagínalis 

El ensayo para determinar la incorporación de 3H-timidina al DNA de T. 

vaginalis se realizó con las células HeLa en monocapa y no con los núcleos aislados 

de dicha línea celular ya que las observaciones ultraestructurales y de microscopía 

de epifluorescencia indicaron que la interacción entre el parásito y las células en 

monocapa fue más eficiente que la interacción del parásito con los núcleos aislados. 

En primer lugar, se analizó el DNA de los parásitos que interactuaron con las 

células HeLa y se comparó con el DNA de parásitos crecidos en condiciones 

normales. De acuerdo a Wang y col., el DNA de T. vaginalis tiene un tamaño de más 

de 23.5 kilobases (Wang y Wang, 1985). El DNA de los parásitos que interactuaron 

con las células HeLa y el de los parásitos crecidos en condiciones normales presentó 

un alto peso molecular (mayor a las 19,000 pb) y no mostró signos de degradación, 

por lo que se determinó que el método de extracción de DNA genómico era 

adecuado. 

Al analizar el DNA de los parásitos que interactuaron con las células HeLa se 

encontró 3H-timidina asociada a la bya del DNA genómico observada en un gel de 

agarosa, encontrándose una lectura de 4, 502.4 cpm en 82.35 x 106 parásitos. El 

hecho de que eón el DNA genómico de T. vaginalis se encontrara 3H-timidina indica 

que cl parásito obtuvo dicho nucleótido p8.rtir del DNA de las células !-leLa 
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marcadas, 10 que implica que el DNA de las células HeLa puede actuar como una 

fuente de nuc1éotidos para el parásito. Sin embargo, existe la posibilidad de que 

material no digerido de las células HeLa almacenado en las vacuolas del parásito 

fuera extraído y se observara en la bya de DNA genómico de T. uaginalis. 

Para descartar una posible contaminación del DNA de T. vaginalis con el DNA 

proveniente de células HeLa intactas se realizaron dos reacciones de PCR. Los 

resultados de las reacciones de PCR permitieron demostrar que la marca de 3H

timidina asociada al DNA de T. vaginalis fue debida a la incorporación de 3H

timidina proveniente de los núcleos de las células HeLa y no por una contaminación 

de células HeLa en los cultivos de parásitos al momento de realizar la extracción del 

DNA. 

Como se mencionó anteriormente, T. vaginalis es incapaz de convertir sus 

ribonucleótidos en deoxiribonucleótidos y el único medio del parásito para obtener 

cualquiera de los cuatro deoxiribonuc1eótidos necesarios para la síntesis de DNA 

depende del salvamento de deoxiribonucleósidos exógenos por la actividad de 

deoxiribonucleósido fosfotransferasa, una enzima que se localiza en la membrana 

del parásito y que sólo reconoce a la timidina, deoxiadenosina, deoxiguanosina y 

deoxicitidina como sustratos (Wang y Cheng, 1984). De acuerdo a Wang y col., el pH 

óptimo relativamente bajo (5.0-6.0) de la deoxiribonucleósido fosfotransferasa 

sugiere que la enzima podría localizarse en la membrana lisosomal de T. vaginalis, lo 

que apoyaría la idea de que el DNA del huésped es degradado en las vacuolas 

intracelulares del parásito y recuperado de las vacuo las en forma de 

deoxiribonucleósidos. Este mecanismo de salvamento también explicaría la KM 

relativamente alta de la enzima, ya que ésta estaría frente a altas concentraciones de 

los cuatro sustratos en las vacuo las después de la inclusión y digestión del DNA del 

huésped (Wang y Cheng, 1984). 

De esta forma, es posible que la timidina proveniente del DNA de las células 

HeLa marcadas pase a las vacuolas intracelulares del parásito, donde sería 

degradado por nucleasas para posteriormente ser incorporado al DNA de T. 

uaginalis. 
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Conclusiones 

1. Cuando T. vaginalis interactúa con los núcleos aislados de las células HeLa, se 

observan sólo algunas zonas de contacto entre la membrana del parásito y la 

envoltura nuclear de los núcleos aislados, aunque después de 50 mino de 

interacción la asociación entre ambos es más estrecha y es posible observar una 

transformación morfológica del parásito en las zonas de contacto con los núcleos. 

2. Cuando T. vaginalis interactúa con las células HeLa en monocapa, el parásito es 

capaz de lisar a las células HeLa desprendidas del sustrato y de liberar a sus 

núcleos. En todos los tiempos analizados los parásitos estaban asociados a 

núcleos liberados y en este caso también se encontró una transformación 

morfológica del parásito -incluso más pronunciada que en el caso anterior--en 

las zonas de contacto con los núcleos. 

3. El DNA genómico de los parásitos que estuvieron en contacto con las células 

HeLa marcadas con 3H-timidina también contenía dicho isótopo, lo que indica 

que la 3H-timidina del DNA de las células HeLa se incorporó al DNA del parásito. 

De esta forma, T. vagina lis utiliza el DNA de las células HeLa como una fuente 

directa de nucleótidos tales como la timidina. 
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Perspectivas 

Los datos obtenidos en el presente estudio permitieron identificar una de las 

posibles fuentes directas de nucleótidos que el parásito podría utilizar en el 

microambiente vaginal; sm embargo es necesario investigar otros aspectos 

relacionados con la adquisición de nucleótidos en T. vaginalis, por lo que se 

proponen las siguientes perspectivas: 

.:. Marcar el DNA de las células HeLa (por ejemplo, con 5-bromo-2--deoxiuridina) 

para demostrar la presencia del DNA de las células HeLa en las vacuolas del 

parásito y posteriormente en los ácidos nucléicos de T. vaginalis . 

• :. Demostrar la degradación del material ingerido (nucleótidos) en las vacuo las 

endociticas del parásito . 

• :. Identificar las señales transmembranales que pudieran intervenir en la liberación 

de los núcleos de las células y en la consiguiente adquisición de nucleótidos . 

• :. Identificar a las moléculas del parásito que intervienen en la interacción con el 

núcleo de las células . 

• :. En 1981 Heath reportó la lisis de células epiteliales por T. vaginalis, mostryo 

imágenes por microscopía electrónica de barrido de la interacción entre el 

parásito y componentes citoplasmáticos tales como pequeñas vesículas y el 

núcleo celular, los cuales aparentemente fueron liberados por la ruptura de la 

membrana plasmática (Heath, 1981). Por esta razón, sería de interés el realizar 

un ensayo similar al efectuado en el presente trabajo utilizyo células vaginales 

epiteliales para determinar si la liberación del núcleo observada en el caso de las 

células HeLa también se observa cuyo el parásito interactúa con células 

normales del epitelio vaginal como se sugiere en dicho artículo. Asimismo, 

podrian realizarse observaciones por microscopía de luz y por microscopía 

electrónica ck transmisión de lavados vaginales provenientes de pacientes con 



107 

trichomonosis para tratar de determinar si el núcleo de las células vaginales 

epiteliales constituye una fuente de nucleótidos para T. vaginalis in vivo . 

• :. Realizar experimentos similares a los presentados en este trabajo utilizyo células 

DU145 (línea celular prostática), para determinar si los resultados obtenidos 

utilizyo células HeLa son similares en dicha línea celular. De esta forma, se 

podría establecer una posible fuente de nucleótidos para el parásito en el 

huésped masculino . 

• ;. Realizar experimentos con miembros de la flora vaginal que estarían presentes en 

el microambiente de T. vaginalis para determinar cuál es su posible contribución 

como una fuente de nucleótidos para el parásito. 
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l. Secuencias de los olígonucleótidos empleados en las reacciones de amplificación 

por PCR de la región conservada de las cisteín proteinasas de T. vaginalis. 

Tomado de North y col., 1990 . 

• :. Oligonucleótido CP S' 

Tamaño: 24 bases 

Orientación: S' a 3' 

Secuencia de nucleótidos: S' car ggi car tgy ggi xni tgy tgg 3' 

Secuencia de aminoácidos: Q G Q C G S C W 

.:. Oligonucleótido CP 3' 

Tamaño: 24 bases 

Orientación: S' a 3' 

Secuencia de nucleótidos: S' cca inx rtt ytt iac pat cea rta 3' 

Secuencia de aminoácidos: WSNKV 1 WY 

.'. x = tja' n = ajc' y = tjc- r = ajo' i= inosina' p = ajojt • 'b' 'o' 'b 

.:. El producto de PCR esperado es de S70 pb. 
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2. Secuencias de los oligonucleótidos empleados en las reacciones de amplificación 

por PCR de una región del gen de ¡?,-globina. Tomado de Martínez-Contreras, 

1999. 

Los oligonucleótidos fueron proporcionados por el Dr. Jesús Valdés del 

Departamento de Bioquímica del CINVESTAV-IPN . 

• :. Oligonucleótido BG 1 

Tamaño: 20 bases 

Orientación: -

Posición en el gen de ¡?,-globina: 917-936 

Secuencia de nucleótidos: 5' ggtgaacgtggatgaagttg 3' 

.:. Oligonucleótido BG2 

Tamaño: 20 bases 

Orientación: + 

Posición en el gen de ¡3-globina: 669-688 

Secuencia de nucleótidos: 5' gaagagccaaggacaggtac 3' 

.:. BG 1 Y BG2 corresponden al gen de ¡?,-globina con número de acceso 

L26470 en el GenBank. 

.:. El producto de PCR esperado es de 242 pb. 



~-- ----------------------------------

Apéndice II 

Preparación de soluciones 

1. Reactivos para el cultivo de Trichomonas vagina lis 

Medio TYM 

.:. Para 1000 mI de H20 destilada: 

20 g Bacto-tri ptona 

10 g Extracto de levadura 

5.0 g Maltosa 

1.0 g Cisteína 

0.2 g Ácido ascórbico 

0.8 g K2HP04 3 H20 

0.8 g KH2P04 

Ajustar a pH 6.2 Y esterilizar por autoclave. 

Almacenar a - 20°C. 
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2. Reactivos para el cultivo células HeLa 

Medio DMEM-SC 10 % 

.:. Para 1000 mI de H20 destilada: 

3.70 g Bicarbonato de sodio 

4.00 g Glucosa 

5.96 g HEPES 

10.0 g DMEM bajo en glucosa 

Ajustar a pH 7.2 Y esterilizar por filtración. 

Almacenar a 4°C. 
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Para 10 mI de medio DMEM estéril se adiciona 1 mI de suero de caballo 

inactivado por calor y 100 ¡.¡1 de penicilina (63.72 ¡.¡M)jestreptomicina (33.34 ¡.¡M). 

Amortiguador de Fosfatos Salino (PBS) 

.:. Para 1000 mI de H20 destilada: 

8.00 g NaC1 

0.20 g KCI 

0.65 g Na2HP04 

0.20 g KH2P04 

Ajustar el pH a 7.0 Y esterilizar por autoclave. 

Almacenar a 4°C. 

PBS-EDTA al 0.2 % 

.:. Para 500 mI de PBS pH 7.0 se agrega 1 g de EDTA y se esteriliza por autoclave. 

Almacenar a 4"C. 
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3. Reactivos para el aislamiento de los núcleos de las células HeLa 

.:. Solución 1 

0.320 M sacarosa 

0.002 M MgCb 6 H20 

0.001 M K2HP04 3 H20 

Ajustar a pH 6.8 Y esterilizar por autoclave. 

Almacenar a 4 oC . 

• :. Solución 2 

0.010 M NaCl 

0.001 M K2HP04 3 H20 

Ajustar a pH 6.8 Y esterilizar por autoclave. 

Almacenar a 4' C . 

• :. Solución 3 

0.320 M sacarosa 

0.001 M MgCb 6 H20 

0.001 M K2HP04 3 H20 

0.3% Tritón X-lOO 

Ajustar a pH 6.2-6.4 Y esterilizar por autoclave. 

Almacenar a 4'C. 
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4. Reactivos para el ensayo de citotoxicidad 

Ei'or:maldehído al 2% 

.:. Para 100 mI de PBS pH 7.0 se añaden 8.10 mI de formaldehído al 37%. 

Almacenar en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

SDS al 1 % en etanol al 50% 

.:. Para preparar 50 mI se toman 25 mI de etanol al 100%, se diluyen en 25 mI de 

agua destilada y se agregan 500 mg de SDS. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

Cristal violeta al 0.13% en etanol-formaldehído en relación 5:2 

.:. Para 100 ml de etanol-formaldehído 5:2 se añaden 28.57 mI de formaldehído al 

37% Y 71.42 mI de etanol al 100% y posteriormente se agregan 130 mg de cristal 

violeta. 

Almacenar en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

5. Reactivos para el procesamiento de muestras para microscopía 

electrónica 

Amortiguador de cacodilato de sodio 0.2 M 

.:. Para 100 mI de H20 se añaden 17.12 g de sal de cacodilato de sodio. El pH se 

ajusta a 7.2 con HCI 0.2 N Y se afora a 400 m!. Para utilizarse se diluye al doble, 

por lo que el rendimiento final es de 800 mI a una concentración de 0.1 M. 

Almacenar a 4°C. 
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3:lutaraldehído al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M 

,. Para 95 mI de cacodilato de sodio 0.2 M se agregan 95 mI de agua destilada y se 

añaden 10 mI de glutaraldehído al 50%. 

Almacenar a 4°C. 

retraóxido de osmio al 2% 

,. Disolver en 50 mI de agua bidestilada 1 g de OS04 durante 24 hrs. Para utilizarse 

se diluye a la mitad con amortiguador de cacodilato de sodio 0.2 M pH 7.2. 

Almacenar en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

Resina EPON 

~. Stock A: 62 g de eponato 12 (resina) + 100 g de dodecenil anhídrido succínico 

(DDSA). 

Mezclar y almacenar a 4°C . 

. :. Stock B: 100 g de eponato 12 (resina) + 89 g de anhídrido metil nádico (NMA). 

Mezclar y almacenar a 4°C . 

. :. Mezclar las resinas A y B en proporción 2:3 (4 g stock A + 6 g stock B). 

Agregar 0.15 mI de catalizador (tridimetilaminometil-fenol DMP-30) por cada 10 g 

de resina. 

i\zul de tolouidina al 0.5% 

.:. Calentar 100 mI de agua destilada y agregar 1 g de tetraborato de sodio. Antes de 

ebullir agregar lentamente 0.5 g de azul de tolouidina y filtrar. 

Almacenar en frasco ámbar a temperatura ambiente. 
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~cetato de uranilo 

'reparación de acuerdo al método propuesto por Hunter, 1993 

:. Pesar 0.6 g de acetato de uranilo y disolver en 20 mI de etanol al 30%. 

Filtrar y almacenar en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

~itrato de plomo 

'reparación de acuerdo al método propuesto por Hunter, 1993 

:. Pesar 1.33 g de acetato de plomo y 1.76 g de citrato de sodio y disolver en 30 mI 

de agua destilada. Mezclar durante 30 min, agregar 8 mI de NaOH 1 N Y diluir a 

50 mI con agua destilada. 

Almacenar en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

i. Reactivos para el procesamiento de muestras para microscopía 

de fluorescencia 

'ris-HCI 0.1 M pH 7.3 

• Para preparar 20 mI se pesan 0.2422 g de trizma base, se disuelven en agua 

destilada y se ajusta el pH a 7.3 con HCI fumante. 

Almacenar a 4°C. 

tNasa al 1% 

• Para preparar 1 mI se toman 2 ~l del stock de RNasa (5 mg/ml) y se añaden 998 

~l de Tris-HCI 0.1 M pH 7.3. 

Almacenar a -20°C. 
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{oduro de propidio 

:. Para preparar el stock de yoduro de propidio se toman 10 mg del colorante y se 

disuelven en 1 mI de agua destilada. Las diluciones se realizan utilizyo PBS pH 

7.0 Y se pueden almacenar a 4°C hasta por una semana. 

7. Reactivos para la determinación de viabilidad 

\zul tripano al 0.4% 

:. Para preparar 10 mI se pesan 0.04 g de azul tripano y se disuelven en PBS pH 

7.0. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

~. Reactivos para la extracción de DNA 

)laOH 8 mM 

.:. Para preparar 100 mI se pesan 0.032 g de NaOH y se disuelven en agua 

destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

HEPES 0.1 M 

.:. Para preparar 100 mI se pesan 2.38 g de HEPES y se disuelven en agua 

destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 



126 

;). Reactivos para la electroforesis de DNA en gel de agarosa 

rAE IX 

:+ Para preparar 1000 mi se toman 100 mi del stock de buffer TAE 10 X (400 mM 

tris-acetato, 10 mM EDTA) y se añaden 900 mi de agua destilada. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

3uffer LB IV 6 X 

:+ Para el buffer 6 X se prepara azul de bromofenol al 0.25% y se disuelve en una 

solución de sacarosa al 40%. 

Almacenar a 4°C. 

:iel de agarosa al 1.5% 

':+ Para preparar un gel de agarosa al 1.5% se pesan 0.30 g de agarosa y se 

disuelven por calentamiento en 20 mi de TAE 1 X. Una vez que la agarosa se ha 

disuelto se añaden 5 ,.JI de bromuro de etidio (0.5 ¡..tg/ml) y se vacía a la cámara 

de electroforesis. 
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Apéndice 111 

Marcas de los reactivos 

Aceite de silicón 

Acetato de plomo (Pb (C2H302)2 3 H20) 

Acetato de uranilo 

Ácido acético glacial (CH3COOH) 

Ácido aseórbico (C6Hs06) 

Ácido clorhídrico fumante (HCI) 

Agarosa 

Azul de bromofenol (CI9H9Br40sSNa) 

Azul de tolouidina 

Azul tripano (C34H24N60l4S4Na4) 

Bacto-triptona 

Bicarbonato de sodio (NaHC03) 

Bromuro de etidio (C2 IH2oN3Br) 

Cacodilato de sodio trihidrato (C2H6AsNa02 3 H20) 

Cisteína (C3H7N02S) 

Citrato de sodio (C6H5N~07 2 H20) 

Cloruro de magnesio hexahidrato (MgCb 6 H20) 

Cloruro de potasio (KCI) 

Cloruro de sodio (NaCl) 

Cristal violeta (C2sH30C1N3) 

Gibco BRL 

Baker 

Polysciences 

Merck 

Merck 

Merek 

Gibeo BRL 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Difeo 

Sigma 

Sigma 

Eleetron Microseopy Sciences 

Sigma 

Merek 

Merek 

Sigma 

Merek 

Merek 

di-potasio hidrogenofosfato trihidrato (K2HP04 3 H20) Merek 

di-sodio hidrogenofosfato anhidro (Na2HP04) 

DMEM 

DNA20l 

EDTA (CloH 14N20sNa2 2H20) 

Estreptomicina 

Etanol absoluto (C2HtiO) 

Merck 

Gibco BRL 

Gibco BRL 

Sigma 

Sigma 

Merck 


	Portada 
	Índice
	Resumen 
	Introducción
	Justificación 
	Objetivos 
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión 
	Conclusiones 
	Perspectiva 
	Referencias 
	Apéndice 

