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RESUMEN

La tricomoniasis causada por el parasito Trichomonas vaginalis, es la infeccion de
transmisién sexual, no viral, con mayor prevalencia a nivel mundial. El diagndstico de
esta infeccidon se puede complicar por diversas situaciones como: el alto porcentaje de
pacientes asintomaticos, las manifestaciones inespecificas de vaginitis y la limitacion de
las herramientas de diagndstico, cuya sensibilidad, especificidad y valor predictivo se ha
demostrado que es menor en comparacion a otros métodos seroldgicos y moleculares.
Por tanto, este trabajo presenta un analisis bioinformatico para identificar tres péptidos
derivados de un transportador de Zn?*/Fe?* (Transportador tipo ZIP) de T. vaginalis
(TvZIP) y evaluar su potencial inmunogénico a través de su capacidad para producir
anticuerpos especificos mediante un esquema de inmunizacién en un modelo murino
(Balb/C), y en su capacidad de estimular la produccién de las citocinas proinflamatorias
interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral- Alpha (TNF-a, por sus siglas en inglés)
y especies reactivas de oxigeno (6xido nitrico, NO) e hidrégeno (peroxido de hidrogeno,
H202) en macrofagos peritoneales murinos. Mediante programas bioinformaticos se
analizaron las secuencias de aminoacidos de ocho proteinas tipo ZIP de T. vaginalis
(TvZIP-1 a TvZIP-8), se identificaron tres péptidos (TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8) con
capacidad de ser reconocidos por el complejo principal de histocompatibilidad clase Il
(MHC-II, por sus siglas en inglés) y con caracteristicas antigénicas, los péptidos fueron
sintetizados para su uso. Ratones de la cepa Balb/C fueron sometidos a un esquema de
inmunizacién con tres diversas concentraciones de los péptidos y se obtuvieron
muestras de suero sanguineo para evaluar los niveles de anticuerpos IgG especificos,
también se obtuvieron macroéfagos peritoneales murinos y fueron estimulados con los
péptidos a sus diversas concentraciones, para evaluar las citocinas (IL-6 y TNF-a) y las
especies reactivas NO y H>O.. Los resultados mostraron que los péptidos de TvZIP-2,
TvZIP-4 y TvZIP-8 presentaron potencial inmunogénico al estimular la produccién de las
citocinas IL-6 y TNF-a y las especies reactivas NO y H,O,. De igual manera, los linfocitos
B mostraron la capacidad de reconocer los péptidos y estimular la produccién de
anticuerpos IgG péptido especificos. En conclusion, se puede indicar que los péptidos
TvZIP seleccionados por programas bioinformaticos fueron inmunogénicos al producir
anticuerpos IgG péptido especificos en los ratones y al estimular la produccion de las
citocinas y las especies reactivas en los macréfagos peritoneales murinos; por ello, los
péptidos TvZIP podrian utilizarse como posibles blancos para el diagndstico de la
tricomoniasis por métodos serolégicos con mayor especificidad que los métodos
microscopicos actuales, asi como su potencial uso en posibles métodos terapéuticos.






ABSTRACT

Trichomoniasis is most common, no viral, sexually transmitted infection, not viral, caused
by the protozoan parasite called Trichomonas vaginalis. The diagnosis of the infection
can be complicated by diverse situation such as the percentage of asymptomatic
patients, non-specific manifestations of vaginitis and the limited of the diagnostic tools
like sensitivity, specificity and predictive value, the sensibility of the results could be lower
in comparison to other serological and molecular methods. The aim of this work using in
silico methods, was to analyze and identify the best peptide derived from Zn?*/Fe?*
transporters (ZIP Transporters) in T. vaginalis, with the purpose of evaluate the
immunogenic potential of the peptide mediated by the stimulation in the production of
cytokines (IL-6 and TNF-a) and reactive species (NO and H>O,) in murine peritoneal
macrophages. Briefly, we used diverse bioinformatics programs to analyze the eight zip
transporters from T. vaginalis, were predicted three peptides (TvZIP) with antigenic
characteristic’s and capable of being recognized by the complex of MHC class Il. The
synthetic peptides were commercially manufactured. They were administered the
peptides in strain Balb/C mice at three difference doses, with the goal to evaluate the
levels of the specifics IgG obtained by the stimulation and recognition of three peptide by
B cell’s. Later, were obtained murine peritoneal macrophages and stimulated with the
three doses of the peptides, this has the purpose of find the cytokines (IL-6 and TNF-a)
and the reactive species like nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide (H20>) in the
supernatants due to stimulation with the peptides. The results indicate, the TvZIP
peptides have the potential of stimulating the production of proinflammatory cytokines
and the reactive species, in the same way, the peptides can be recognized by the B
lymphocytes and stimulated the production of antibodies towards to the peptides. As a
conclusion, we can say that TvZIP peptides identified could be use in the diagnosis of
trichomoniasis by serological methods with greater specificity and as possible therapeutic
methods.
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I.  INTRODUCCION

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) es un protozoario flagelado, monoxeno, anaerobio
causante de la infeccidon de transmision sexual (ITS) denominada tricomoniasis. La
tricomoniasis es la infeccidon con mayor distribucion a nivel mundial; en el afio 2018,
México present6 42,603 casos nuevos entre hombres y mujeres, siendo las mujeres de
25 a 44 anos de edad las mas afectadas; sin embargo, estos datos son una estimacion,
ya que la infeccidén se puede presentar de forma asintomatica; por lo cual, reflejar la
situacion actual de la infeccidn es complicado, lo que ocasiona un problema de salud
publica. La tricomoniasis tiene mayor prevalencia en mujeres, principalmente por las
caracteristicas microambientales de la vagina las cuales favorecen el desarrollo del
parasito. Al igual que muchos organismos protozoarios, T. vaginalis necesita de
diferentes proteinas transportadoras para interiorizar diversas moléculas que por si solas
no son capaces de producirse, las cuales son indispensables para su metabolismo,
patogenicidad, adherencia y desarrollo, entre ellas se puede mencionar a las proteinas
transportadoras de iones divalentes, entre los que destacan el hierro (Fe?*) y zinc (Zn?*).
La entrada de Zn?'y Fe?* en los organismos esta altamente controlada para evitar un
potencial de intoxicacion y T. vaginalis no es la excepcion. Se ha reportado que el Zn?*
funge como ftricomonicida a altas concentraciones, por lo que el parasito tiene
mecanismos para la regulacion de estos metales, como las proteinas transportadoras.
Fernandez y col." recientemente identificaron ocho secuencias conservadas de genes
de transportadores tipo ZIP en el genoma de T. vaginalis, que se expresan a nivel
transcrito y codifican proteinas encargadas de regular la entrada del Zn?* y Fe?* al
parasito. Esto confirma el requerimiento Zn?* y Fe?* en T. vaginalis para realizar sus
funciones metabdlicas y el uso de estas proteinas tipo ZIP para su regulacion, por lo
cual, estos transportadores podrian ubicarse como posibles blancos antigénicos para el
sistema inmune.






Il. ANTECENDENTES

2.1. Trichomonas vaginalis

En el aio 1836, el bidlogo francés Alfred Donné describid el parasito T. vaginalis, el cual
es un protozoario flagelado, anaerobio que se presenta en forma de trofozoitos, no
muestra estadios de resistencia como los quistes, solo tiene como huésped al ser
humano (monoxeno), se localiza en tracto genitourinario humano, y es agente etiolégico
de la tricomoniasis.??

El trofozoito mide de 7-30 um de largo y de 5-15 uym de ancho, adoptando en medios
liquidos aspectos piriformes, semilunares o esferoidales con actividad locomotriz rapida,
y en medios sdlidos (agar) puede adoptar formas ameboides con actividad locomotriz
lenta.*® Su citoplasma contiene el aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, vacuolas,
nucleo e hidrogenosomas encargados de producir energia en condiciones anaerdébicas,
ya que no posee mitocondrias. El aparato locomotor presente en el parasito posee un
axostilo y cinco flagelos, cuatro de ellos anteriores y uno posterior adherido a una
membrana ondulante (Figura 1).3467

Flagelos

Membrana
ondulante

Axostilo

Figura 1. Morfologia del trofozoito de T. vaginalis modificado del CDC.2



2.2, Habitat

El parasito se transporta por medio de las secreciones generadas durante el acto sexual,
como el flujo vaginal, el liquido preseminal y el semen, invadiendo la mucosa genital
donde se reproduce mediante fisidon binaria en un periodo de incubacion de entre 4 y 28
dias. T. vaginalis tiene preferencia por las mujeres debido a las caracteristicas
microambientales del tracto genitourinario, localizandose en la vagina, glandulas
periuretrales y glandulas de Bartolini, donde el parasito se favorece de la glucosa, del
glucégeno presente en la cavidad vaginal, las sales de Fe?* durante la menstruacion y
del pH alcalino para colonizar el epitelio vaginal. En los hombres el parasito se ubica en
la uretra, préstata, vesiculas seminales y en el surco balano-prepucial.3#°

2.3. Epidemiologia

La tricomoniasis urogenital es la infeccion de transmision sexual (ITS), no viral, con
mayor prevalencia a nivel mundial. En el afio 2016 la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estimo que anualmente 357 millones de personas contraen alguna de las
siguientes cuatro ITS como: clamidiasis, gonorrea, sifilis o tricomoniasis, siendo la
tricomoniasis la infecciéon mas extendida en el mundo con una incidencia aproximada de
180 millones de infectados nuevos al afio; sin embargo, este dato puede variar ya que la
enfermedad no es de reporte obligatorio, ademas de ser asintomatica mayormente en
hombres y en menor cantidad en mujeres. México, en el afio 2018 presento 42,603 casos
nuevos de tricomoniasis urogenital, siendo las mujeres de entre 25 y 44 afios de edad
las mas afectadas.®1%-"3

2.4. Manifestaciones clinicas de la tricomoniasis

La tricomoniasis urogenital es una infeccion que puede presentar diversas
manifestaciones clinicas tanto en hombres y mujeres. En las mujeres se puede presentar
de manera sintomatica y asintomatica, se estima que el 25-50% de las mujeres
infectadas permanecen asintomaticas. Las mujeres sintomaticas (50-75%) desarrollan
manifestaciones clinicas a partir de los seis meses posteriores a la exposicion al
parasito.26141°

Las mujeres pueden llegar a presentar diversos sintomas y signos como vaginitis,
leucorrea, prurito vulvar, uretritis, irritacion genital dolorosa, y al espéculo se puede
apreciar la vagina con erosion general del epitelio y enrojecimiento con petequias de facil
sangrado denominado “cérvix en fresa”, el cual se presenta solo en el 2% de las
pacientes. Durante el embarazo se pueden presentar complicaciones como aborto, parto



prematuro, ruptura prematura de membranas fetales, infeccién del producto,
endometritis post-parto, entre otras. A su vez, la infeccion se asocia con una mayor
susceptibilidad al virus inmunodeficiencia humana VIH-1, e incrementa el riesgo de
desarrollar cancer cervical y de contraer el virus del papiloma humano (VPH).81%-17

El hombre se considera portador, ya que la infeccién se presenta generalmente en el
75% de los casos de forma asintomatica; sin embargo, puede llegar a presentar diversos
sintomas y signos como uretritis, cistitis, edema prepucial, secrecion uretral y ereccion
dolorosa. De igual manera, la infeccidn se ha relacionado con el riesgo a padecer cancer
de préstata y esterilidad.?31°

No obstante, los signos y sintomas que se manifiestan tanto en hombres y mujeres son
inespecificos ya que se asemejan a los provocados por otros microorganismos como
Neisseria gonorrhoeae, Candida albicans, Chlamydia trachomatis y Gardnerella
vaginalis. Debido a esto, las manifestaciones clinicas no son un parametro para
diagnosticar la infeccion. Por ello, la busqueda de métodos de diagndstico especificos
contra T. vaginalis es un tema relevante para el tratamiento de la infeccion de forma
especifica y eficaz.:1

2.5. Patologia de la infeccion

La distinta sintomatologia provocada por T. Vaginalis durante la infeccion se debe en
gran manera a sus diversos mecanismos de virulencia, los cuales son dependientes e
independientes del contacto con el huésped. El parasito se ha beneficiado de estos
mecanismos de virulencia permitiéndole adaptarse al huésped con el fin de colonizar y
mantener la infeccién en un ambiente hostil como el del nicho genitourinario, donde el
pH, la microflora, la respuesta inmune, los niveles de Fe?*, Zn*?, Ca?*,y poliaminas son
parte clave en el asentamiento de la infeccion; aunque, hasta el momento no estan del
todo dilucidados estos mecanismos de virulencia.>*

2.5.1. Factores asociados al hospedero

2.5.1.1. pH vaginal y biota

El parasito se desarrolla en un pH proximo a 5; sin embargo, en un pH alcalino la
infeccidn se ve favorecida. El semen al ser de caracter alcalino favorece la transmisién
del parasito durante el coito, y los fluidos secretados por la mujer aumentan el pH vaginal
favoreciendo de igual manera la infeccion. Por otra parte, la existencia de enfermedades
genitourinarias previas o una alteracion en la disminucion de Lactobacillus acidophilus
vaginal, favorece el asentamiento de la infeccion. De igual manera, T vaginalis durante



la infeccion es responsable de un ambiente acido en la vagina, el cual se produce al
fagocitar las bacterias y Lactobacillus presentes en nicho genitourinario.>*

2.5.1.2. Ciclo menstrual y niveles hormonales

La exacerbacion de los sintomas en la mujer esta asociado a las fluctuaciones
hormonales durante el transcurso del ciclo menstrual, donde cambios en los niveles de
estrdégeno y progesterona, como un incremento en la disponibilidad de Fe?* a través de
los glébulos rojos en el aparato genitourinario y la disminucion de la poblacion de
lactobacilos durante la menstruacion, se convierten en otro factor que influye en el
asentamiento del parasito.*

2.5.1.3. Presencia de Hierro (Fe?*)

El Fe?* un elemento crucial en la exacerbacion de la patogénesis de T. vaginalis, el cual
participa como inductor de diversos genes asociados al asentamiento y colonizacién del
parasito. Es también elemento esencial para su metabolismo, multiplicacién, produccion
de energia en el hidrogenosoma, sintesis de proteinas, duplicacién del genoma,
funciones criticas de limpieza y transporte de oxigeno, ademas de regular diferentes
mecanismos Y factores de virulencia relacionados con la patogenicidad.'#"1°

Un ambiente rico en Fe?* favorece al parasito al permitirle regular proteinas como las
adhesinas (AP) y las cistein-proteasas (CP), las cuales se relacionan con los
mecanismos de evasion del sistema inmune, las CP son encargadas de la degradacion
de la cadena pesada de inmunoglobulinas y el componente C3b del complemento. A su
vez, el Fe?" induce modificaciones en los componentes de la matriz extracelular del
huésped, favoreciendo la adhesion de los trofozoitos de T. vaginalis; por el contrario, en
condiciones de bajo Fe?* el parasito induce otras proteinas que permiten la colonizacién
del epitelio vaginal.*

2.5.1.4. Presencia de Zinc (Zn*')

El Zn?* es un elemento vital en las actividades catabolicas de T. vaginalis, como la
expresion génica, en el metabolismo celular, y como un cofactor de virulencia. El nivel
normal de Zn%* (~ 9 mM) presente en el fluido prostatico del hombre dificulta el
crecimiento del parasito, debido al caracter citotdxico del Zn?*, lo que explica por qué se
presenta de forma asintomatica la infeccion en la mayoria de los hombres; sin embargo,
si los niveles de Zn?* disminuyen (< 1.6 mM) existe un riesgo de desarrollar prostatitis
crdnica; pero, altas concentraciones de Zn?* (>1.6 mM) se ha descrito que tiene un efecto
tricomonicida. Este elemento regula negativamente algunas CP’s (CP70, CP65, CP39,
CP25 y CP20), las cuales se correlacionan de manera directa con el efecto citotdxico del
parasito con las células.'*1220



2.5.1.5. Homeostasis

La homeostasis de Zn?* y Fe?" debe ser estrictamente regulada para mantener un
equilibrio controlado de captacion, utilizacion y almacenamiento, con el fin de asegurar
la disponibilidad de metales divalentes de acuerdo con sus necesidades fisiologicas, ya
que niveles excesivos o escasos de Zn?* y Fe?* pueden ser dafiinos o toxicos para T.
vaginalis; por ello, T. vaginalis posee mecanismos como las proteinas transmembrana
para introducir y regular la homeostasis de estos metales; sin embargo, hasta al
momento no son bien comprendido y son motivo de estudio."?° T. vaginalis se considera
un parasito obligado, ya que carece de habilidad para sintetizar diversas macromoléculas
como purinas y pirimidinas, las cuales le son necesarias para su metabolismo, por lo que
el parasito requiere de otras vias para la generacion de nucleétidos.5 1421

2.5.2. Factores asociados al parasito

2.5.2.1. Mecanismos dependientes de contacto

La pared vaginal se conforma por un epitelio escamoso estratificado externo sustentado
por un tejido conjuntivo. El soporte y mantenimiento de las células del epitelio vaginal
(CEV) se basa en la red de macromoléculas que conforman la matriz extracelular. El
parasito requiere interactuar con la superficie de la célula del huésped, donde proteinas
como azucares van a ser esenciales para llevar a cabo la interaccion entre ambas
células, durante este contacto se generan pequefios huecos entre ambas membranas
que permiten al parasito controlar distintos factores como el pH o la concentracion de
iones de las células del hospedero.*

2.5.2.2. Factores contacto-dependientes asociados a T. vaginalis

a) Adhesion: La adhesion del parasito al huésped es un proceso multifactorial donde el
pH, la temperatura, iones, el tiempo de contacto, y proteinas del parasito como las AP
(AP120, AP65, AP51, AP33 y AP23), las cuales destacan por su diversidad funcional y
el mimetismo molecular que presentan, son necesarias para llevar acabo la interaccion
parasito-huésped y de esta manera establecer la infeccion. Otras biomoléculas como el
lipofosfoglicano (LPG) el cual es el polisacarido de superficie mas abundante de T.
vaginalis, destaca su papel en el desarrollo de la respuesta inmunitaria mediada por la
interaccion con las células del huésped a través de lectinas, como las galectinas,
localizadas en la superficie de CEV, ectocervicales y endocervicales. Por otra parte, el
parasito es capaz de reconocer y unirse de forma especifica a componentes de la matriz
extracelular y de la membrana basal como la mucina, la fibronectina (Fn), la laminina o
el colageno de la mucosa vaginal, donde estos procesos se ven regulados por la
concentracién de Fe?". El parasito al adherirse al epitelio vaginal sufre un cambio
morfoldgico pasando de una forma elipsoidal a una forma ameboide, incrementando de
esta manera el area de la adhesién.*



b) Fagocitosis: La flora enddégena vaginal actia como mecanismo de proteccién de la
mujer frente a la colonizacién de patégenos; sin embargo, el parasito tiene la capacidad
para fagocitar CEV, lactobacilos, leucocitos, eritrocitos y levaduras, lo que ocasiona un
aumento del pH vaginal y genera un microambiente que favorece el crecimiento y la
multiplicacion del parasito, beneficiandose de esta manera para la obtencién de
nutrientes y para evadir el sistema inmune del huésped. La fagocitosis de eritrocitos son
fuente de acidos grasos y Fe?* que permiten la regulacion de numerosos genes y
factores ligados a la patogenia del parasito.*

2.5.3. Mecanismos independientes de contacto

El parasito secreta diversas sustancias téxicas que van a intervenir en numerosos
procesos vitales como:

a) Cistein-proteasas (CP): Son factores liticos esenciales en los procesos de adherencia
y colonizacién del tracto genitourinario, aunque también intervienen en procesos
relacionados con la evasion del sistema inmune y con la adquisicion de nutrientes. Las
CP intervienen en la degradacion de componentes de la mucosa y células del tracto
genitourinario, con el fin de permitir la penetracion del parasito a capas mas profundas.
Diversas CP participan en la degradacion de componentes estructurales de la superficie
de las mucosas como la Fn o el colageno, la CP39 tiene la capacidad para degradar
colageno y pudiese estar involucrada en el nacimiento prematuro de las mujeres
embarazadas, la CP65 o CP30 se involucran en procesos de citotoxicidad celular, la
CP2, CP3 y CP4 inducen apoptosis en CEV. Otras CP tienen la capacidad para degradar
las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas IgA, IgM e IgG como mecanismo de
evasion del sistema inmune, asi como la lisis del factor C3b del sistema del
complemento. Al igual, las CP se involucran en los procesos relacionados con la
adquisicion de nutrientes por medio de la degradacion de la hemoglobina para la
adquisicion de Fe?*.3412

b) Factor de desprendimiento celular (CDF): Es una glicoproteina secretada por el
parasito, que se inactiva a un pH inferior a 5 o por efecto de la temperatura. La
produccion de este factor se ve regulada por la presencia de estrégeno, pudiendo estar
implicada en la exacerbacion de los sintomas durante la menstruacién por la disminucion
de los niveles de esta hormona. Esta proteina inmunogénica soluble tiene como funcion
producir el desprendimiento del epitelio genitourinario favoreciendo la penetracion del
parasito a capas mas profundas.*



2.6. Regulacion de Zn?* y Fe?* en T. vaginalis

Los metales trazas como el Zn?* y Fe?* son fundamentales en la vida de cualquier
organismo debido a su amplia necesidad en diversos procesos bioldgicos; en T. vaginalis
estos metales participan en diversos procesos de gran importancia, como la regulacion
y expresion de proteinas, procesos metabdlicos, crecimiento, supervivencia,
mecanismos de evasion del sistema inmune y en los factores de virulencia. "'

La regulacion de estos metales es de gran relevancia en todos los organismos, debido
a su toxicidad a altas concentraciones; por ello, T. vaginalis requiere de mecanismos
para mantener el balance de estos metales durante su almacenamiento y su uso en
procesos fisiologicos. En T. vaginalis, se ha descrito que a concentraciones >1.6 mM de
Zn?* tiene un efecto tricomonicida; sin embargo, altas concentraciones de Fe?* favorecen
al parasito beneficiando su crecimiento y los factores de virulencia. Hasta el momento,
en T. vaginalis se conoce muy poco acerca de los mecanismos de regulacion de Fe?*' y
Zn?*, y las proteinas que participan en este proceso. 2

2.7. Transportadores tipo ZIP

Actualmente, se han descrito diversos tipos de proteinas de transporte de membrana
involucrados en la homeostasis de Zn?* y Fe?*, como la familia ATPasas de tipo P (P1B-
ATPasa, por sus siglas en inglés), la familia de la proteina de macréfagos asociada a la
resistencia natural (NRAMP, por sus siglas en inglés), la familia de facilitadores de
difusién de cation (CDF, por sus siglas en inglés), el transportador regulador de Zn?*
(ZRT, por sus siglas en inglés), y el transportador regulador de Fe?* (IRT, por sus siglas
en inglés) y las proteinas de transporte de metales de la familia ZIP, las cuales estan
presentes entre el reino eucariota; en la Tabla 1 se enlistan algunos organismos entre
los cuales se ha identificado la presencia de proteinas de transporte tipo ZIP."22-25



Tabla 1. Organismos reportados con homoélogos de las proteinas de transporte de la
familia ZIP

Organismo Referencia
Homo sapiens Gaither y col.26
Arabidopsis thaliana Guerinot. 2
Escherichia coli Grass y col.%
Mus musculus Dufner y col.7
Leishmania amazonensis Huynh y col.28
Zea Mays Liy col.®
Cryptococcus gattii Schneider y col.30
Cryptococcus neoformans Doy col.?’
Trichomonas vaginalis Fernandez y col.!

Los miembros de la familia de proteinas de transporte tipo ZIP son una nueva familia
involucrada el transporte de metales, identificados por primera vez en la planta
Arabidopsis thaliana, participan en el ingreso de diversos iones metalicos a la célula
como Cd*?, Fe*?, Mn*? y Zn*?; sin embargo, su funcién en la efluxién de metales no se
ha descrito. La mayoria de las proteinas ZIP se predice que poseen ocho dominios
transmembrana con similar topologia, con los extremos amino y carboxilo terminal
localizados en la parte externa de la membrana plasmatica. Las proteinas ZIP pueden
variar en el tamafo de 309 a 476 aminoacidos; esta diferencia se debe en gran parte a
la “region variable” (Figura 2), la cual se localiza entre los dominios Ill y IV. La regién
variable contiene residuos de histidina lo cual le permite afinidad a metales,
considerandose como el sitio de unién a metales."*

N-Terminal

Regién variable

Figura 2. Topologia de un miembro de la familia ZIP modificado de Guerinot.?*
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Recientemente, Fernandez y col.! identificaron mediante analisis in silico ocho genes
correspondientes a transportadores tipo ZIP en el genoma de T. vaginalis (TvZIP), los
cuales se encuentra involucrados en la homeostasis de elementos traza como Fe?* y
Zn?*. Los genes fueron identificados mediante alineamiento con Accharomyces
cerevisiae y Arabidopsis thaliana los cuales presentan secuencias representativas de la
familia ZIP como se habia descrito en la literatura. Se identificaron los tamafos
aproximados de las proteinas las cuales van desde 208 (TvZIP-VII) a 299 (TvZIP-II)
aminoacidos, relacionandose con el tamafo reportado en otros organismos. Las
proteinas TvZIP identificadas poseen al menos un dominio ZIP y la presencia de ocho
regiones transmembrana (TM) con los extremos amino y carboxilo en la superficie
extracelular. Se realizaron analisis de la expresion a nivel transcrito de los genes TvZIP
a diferentes concentraciones de Fe?* y Zn*? por medio de RT-PCR, donde se observo
que los niveles de expresion de TvZIP-I, TvZIP-IIl, TvZIP-V 'y TvZIP-VII mostraron una
regulacién negativa relacionada con tratamientos a 1.5 mM de ZnSQOs, sugiriendo que
estos cuatro transportadores evitan la acumulacion de Zn?* en T. vaginalis; por otro lado,
los niveles de expresion de TvZIP-Il'y TvZIP-IV mostraron una diferencia en los niveles
de expresién en diferentes concentraciones de FeSO* (Figura 3). Se concluyo que las
proteinas TvZIP pudiesen involucrarse en la homeostasis de Fe?* y Zn?* en T. vaginalis."
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Figura 3. Perfil de expresion de los genes TvZIP en trofozoitos de T. vaginalis cultivados
con diversas concentraciones de Zn?" y Fe?*."
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2.8. Respuesta inmune del hospedero frente a T. vaginalis

El conocimiento que se tiene acerca los mecanismo de patogenicidad de T. vaginalis se
debe en gran parte a los estudios realizados en modelos experimentales y en los lavados
vaginales de mujeres infectadas; a pesar de ello, se conoce muy poco sobre los
mecanismos de respuesta inmune. 83233

La respuesta inmune innata y adaptativa participan de manera significativa durante
infecciones urogenitales. La respuesta inmune innata en el tracto vaginal se conforma
por barreras fisicas y bioquimicas, como las células epiteliales, el revestimiento con la
mucosa, el pH acido, células del sistema inmune innato, péptidos antimicrobianos y
citocinas; por otra parte, el sistema inmune adaptativo se desarrolla durante la infeccion,
promoviendo respuestas proinflamatorias para combatir al patdégeno durante la
infeccién.33

El parasito induce una respuesta proinflamatoria e inmunosupresora, los mecanismos
de patogenicidad de T. vaginalis son multifactoriales donde la adherencia del parasito,
los receptores tipo Toll, CP, LPG, radicales libres y la generacion de citocinas,
interactuan en la inducciéon de la respuesta inmune local y sistémica que finalmente
determina el resultado de la infeccidn. La reinfeccion ocurre con frecuencia entre las
parejas sexualmente activas y no tratadas simultaneamente, siendo las mujeres el grupo
mas afectado y los hombres el reservorio del parasito. Hasta el momento, el mecanismo
de respuesta inmune contra T. Vaginalis no esta completamente descrito y sigue siendo
motivo de estudio 8333

2.9. Mecanismos de respuesta inmune humoral

Durante la infeccion por T. vaginalis, se ha identificado la presencia de anticuerpos
especificos IgM, IgA e IgG en suero, secreciones locales y en lavados vaginales; sin
embargo, la inmunidad mediada por los anticuerpos es transitoria, y hay poca evidencia
sobre su eficacia en la eliminacion del parasito. La funcion protectora de los anticuerpos
durante la infeccién por T. vaginalis ain es tema de estudio y la busqueda de una
respuesta inmune humoral eficaz y persistente aun es un desafio.3*

Estudios previos en modelos murinos infectados con T. vaginalis provenientes de
aislados de pacientes mujeres sintomaticas y asintomaticas, han descrito la cinética de
las inmunoglobulinas producidas en respuesta al parasito. Donde se ha reportado que
los titulos de IgG, IgG1 e IgM son significativamente mayores en los ratones infectados
con aislados de las pacientes sintomaticas, en comparacién con los ratones infectados
con los aislados de las pacientes asintomaticas. Por el contrario, los ratones infectados
con T. vaginalis aislados de pacientes asintomaticas mostraron un aumento especifico
en los titulos de IgA, en comparacidon con ratones infectados con aislados de las
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pacientes sintomaticas, sugiriendo que IgA podria estar protegiendo de una infeccion
mas severa.'®3

La tricomoniasis en hombres suele ser asintomatica y autolimitada en comparacion con
las mujeres. En el hombre se ha observado, tanto en orina como en semen, una escasa
cantidad de anticuerpos contra T. vaginales, y un numero menor de parasitos en
comparacion con la mujer, lo cual se debe al paso constante de orina en el tracto
urogenital y a los niveles de Zn?* presentes.'>'® En muestras uretrales de pacientes
hombres sintomaticos, se ha observado un incremento en los titulos de IgM, IgG1 e IgG2,
en comparacion con muestras de pacientes hombres asintomaticos. No obstante, los
niveles de los titulos de IgA, IgG3 e IgG4 de pacientes asintomaticos se mostraron
significativamente mayores, en comparacién con los titulos de los pacientes
sintomaticos; lo cual, se relaciona con lo reportado en los ratones infectados con T.
vaginalis aislados de las pacientes mujeres sintomaticas y asintomaticas.'®33

Aunque las inmunoglobulinas son detectadas durante la infeccién con T. vaginalis, su
presencia no parece proporcionar proteccion durante o después de la infeccion; esto
podria deberse, a que el parasito presenta diversos mecanismos de evasion del sistema
inmune, como el mimetismo molecular y la presencia de CP como la CP30 que actua
como mecanismo de evasion del sistema inmune al degradar el sistema del
complemento y la cadena pesada de IgM, IgG e IgA y con ello evadir la respuesta de los
anticuerpos. Sin embargo, esclarecer el mecanismo de anticuerpos especificos contra
T. vaginalis es un tema de estudio, debido a que tal vez los niveles de la
inmunoglobulinas durante la infeccion natural son ineficaces, pero los niveles de
inmunoglobulinas posteriormente a una vacunacion podrian llegar a ser protectores,
sugiriendo que el modo de presentacion del antigeno podria tener un efecto diferencial
sobre la proteccion.3336-39

2.10. Mecanismos de respuesta inmune celular

En la respuesta inmune celular frente a T. vaginalis, se ha visto que el parasito regula la
expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), y los receptores tipo Toll, TLR2, TLR4 y TLR9,
que participan en el reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPS, por sus siglas en ingles). La expresion de los receptores TLR2, TLR4 y TLR9
en células epiteliales desencadenan una serie de reacciones que conducen a la
regulacién positiva de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias, que influye en la
intensidad de la respuesta inmune adaptativa. EI LPG de T. vaginalis es el
glicoconjugado mas abundante en la superficie del parasito y es responsable de la
adherencia del parasito a las CEV y participa en la induccion de la respuesta inflamatoria
por las células del huésped a través de los receptores tipo Toll.'83334
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El parasito al entrar en contacto con las CEV induce la produccién de citocinas
proinflamatorias como IL-6, IL-18 y TNF-a, via NF-KB; ademas, durante la infeccion se
inducen quimiocinas como IL-8 que participan en el reclutamiento de neutrdfilos a la zona
de infeccion. Los neutrdéfilos participan en la eliminacion del parasito a través de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN), como los
aniones superoxido y el peroxido de hidrégeno (H20.), el éxido nitrico (NO) y las
defensinas. De igual manera, los macréfagos generan citocinas como IL-13, IL-6, IL-8 y
TNF-a y NO el cual es citotoxico para el parasito. Por otra parte, el parasito estimula a
los macréfagos y a las células denditricas para la produccion de las citocinas IL-10 y
TGF-B como mecanismo de evasion del sistema inmune. Hasta el momento, se
desconoce el tipo de diferenciacion de las células T CD4+ virgenes, hacia Th1, Th2,
Th17, Th22 y Treg durante la infeccion.'83334

En mujeres embarazadas con tricomoniasis se han encontrado niveles elevados de
proteina C reactiva, indicando que la reaccion proinflamatoria en respuesta al parasito
no solo se limita a la mucosa del tracto reproductivo. La mayoria de los trabajos en la
respuesta contra T. vaginalis se han centrado en el estudio y en la elaboracién de
anticuerpos especificos contra diversos factores de virulencia del parasito; sin embargo,
aun falta por describir los mecanismos especificos de reconocimiento del parasito por el
sistema inmune del huésped. 1833

2.11. Transportadores idonicos con potencial inmunogénico

Actualmente se ha descrito la capacidad inmunogénica de proteinas de superficie como
los transportadores de iones, los cuales son capaces de inducir una respuesta inmune
humoral y celular; por lo cual, son objetivo de estudio para el desarrollo de métodos
terapéuticos o vacunas.®

Hase y col.*' sugieren los transportadores de Na?* como posibles blancos de farmacos
y vacunas, debido a la importancia de este ion en los diversos factores de virulencia de
diversos patégenos, como es el caso en Vibrio cholerae, Neisseria meningitidis,
Salmonella entérica serovar Typhiy Yersinia pestis.

Garmory y Titball.*?> proponen la posibilidad de usar como dianas terapéuticas los
transportadores dependientes de ATP o ABC (Del inglés, ATP-binding cassette) para el
disefio de vacunas o terapias contra bacterias. Debido a que los transportadores ABC
participan en la resistencia a farmacos y de manera directa o indirecta en la obtencién
de nutrientes y metales como Fe?*, Zn?*, Mn?* que son necesarios en los mecanismos
de patogenicidad de las bacterias.

Mendoza-Oliveros y col.*’ evaluaron el potencial inmunogénico de un transportador
recombinante de Ca?* tipo TRP de T. vaginalis en un modelo murino. A través de analisis
in silico se seleccion6 el transportador TRPV de T. vaginalis como proteina
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inmunogeénica, la cual fue clonada y expresada como proteina recombinante. Se evalué
su potencial inmunogénico en macréfagos en co-cultivo con LT T CD4+ estimulados con
la proteina recombinante, donde se cuantificaron los niveles de las citocinas
proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a; de igual manera, se inmunizaron ratones con la
proteina recombinante para la evaluacion de IgG especificos. Como resultado se obtuvo
que la proteina recombinante TRPV de T. vaginalis puede inducir una respuesta inmune
humoral mediante IgG especificas contra la proteina recombinante tipo TRPV y una
respuesta inmune celular al inducir las citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a. Se
concluyo en el estudio que la proteina recombinante TRPV de T. vaginalis presenta
potencial inmunogénico, por lo cual podria tener aplicaciones en métodos de diagnostico
o terapéuticos contra la tricomoniasis.

Zang y col.*® desarrollaron un anticuerpo policlonal anti-ZIP8 de humano, usando un
péptido que contiene los primeros 100 aminoacidos de la regidén N-terminal de la
proteina; se selecciono esa seccion debido a que el péptido mostraba un mayor nimero
de epitopes que pudiesen ser reconocidos por linfocitos B, mostraba menos homologia
con otros ZIP’s y presentaba caracteristicas inmunogénicas. La proteina ZIP8 humano
se ha descrito como un transportador de Zn?*, Fe?* y otros metales, la cual participa en
el sistema inmune promoviendo la activacién de linfocitos T y la inmunidad innata.

2.12. NO y H:0: en la eliminacién de antigenos

La fagocitosis es uno de los mecanismos con mayor relevancia del sistema inmune; la
fagocitosis es un proceso que la mayoria de las bacterias, hongos, protozoos y otras
células eucaridticas utilizan para la captacion de particulas, el cual consta de dos pasos
principalmente; se inicia mediante la internalizacion del antigeno (bacteria, parasito,
entre otros), posteriormente a su internalizaciéon los antigenos son atrapados en una
vacuola o fagosoma que deriva de la membrana plasmatica. Seguidamente el fagosoma
experimenta una serie de etapas de maduracién (temprana y tardia), y finalmente se
forma el fagolisosoma, el cual nace cuando el fagosoma tardio se fusiona con el
lisosoma. El fagolisosoma contiene componentes como hidrolasas (nucleasas, lipasas,
glucosidasas, proteasas y catepsinas) y un pH acido (4.5) que favorece la degradacion
de los antigenos. Las células presentadoras de antigenos (CPA), como los macréfagos
y las células dendriticas son células fagociticas del sistema inmune, encargadas de
presentar los antigenos derivados de los microbios sobre la superficie celular, a través
de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC).#44°

Los macréfagos participan en la eliminacién de patdgenos y particulas extrafas
mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) durante en el proceso
inflamatorio. En primer lugar, se genera el anién superéxido (O2) mediante la reduccién
de un electrén del oxigeno (O2) a través de catalisis mediada por el dinucleotido fosfato
de nicotinamida y adenina (NADPH) oxidasa. El O;" experimenta una dismutacion hacia
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peroxido de hidrogeno (H202) mediante el superéxido dismutasa (SOD), seguidamente
el Fe?* reacciona con el H.O; para la formacion de radicales hidroxilos (OH). De igual
manera, los macrofagos pueden producir especies reactivas de nitrégeno (ERN) como
el 6xido nitrico (NO), el cual se forma a partir de L-Arginina y O, mediante la actividad
del oxido nitrico inducible (iNOS).46-48

Sin embargo, un fallo en los procesos homeostaticos de la generacion de las especies
reactivas, llegando a exceder la capacidad defensiva del organismo, ocasiona lesiones
celulares y dafno tisular; este efecto dafiino que causan las ERO y las ERN sobre el
cuerpo humano se conoce como estrés oxidativo.*®

2.13. Moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

El MHC también llamado antigeno leucocitario humano (HLA), esta conformado por un
conjunto de genes cuyos productos se expresan en la superficie de las células del
sistema inmune, y son responsables del reconocimiento y presentacion del antigeno a
los linfocitos T CD4+ y CD8+.

Los linfocitos T participan en la eliminacién de patdgenos presentes en células
infectadas, ayudan a los linfocitos B a producir mejores y diferentes tipos de anticuerpos
para proteger contra microbios extracelulares y moléculas toxicas. A su vez, interactuan
con otras células para instruir o eliminar células que albergan o han estado expuestas a
amenazas de patdgenos. Por el contrario, los linfocitos T no son capaces de conocer el
contenido interno de las CPA, es decir, no pueden identificar que han fagocitado o que
proteina viral o mutante se esta sintetizando dentro de la misma; por tanto, las CPA’s
utilizan el sistema de presentacion de antigenos conocido como MHC, los cuales
muestran en la superficie de la célula la informacion sobre los diversos antigenos que
las CPA han sintetizado o ingerido para presentarselos a los Linfocitos T.%0-52

Existe 2 tipos de clases de MHC

a) MHC-I presenta antigenos citoplasmaticos o enddgenos a los linfocitos T CD8+
(citotdxicos), permitiendo identificar y eliminar las células infectadas. Las moléculas de
MHC-I se unen a péptidos (8-10 aminoacidos) de proteinas intracelulares procesadas en
el citoplasma de las CPA por estructuras llamadas proteosomas; el acoplamiento del
péptido ocurre en el reticulo endoplasmico; una vez formado el complejo péptido-MHC-
I, se transporta a la membrana celular para su presentacion a los linfocitos T CD8+
(Figura 4).5052
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citosol o nucleo

Figura 4. Presentacion antigénica via MHC clase | modificada de Neefjes y col. %°

b) MCH-II presentan antigenos ingeridos en los compartimientos endociticos de las
CPA’s como macréfagos, células dendriticas, o linfocitos B. El antigeno (9-25
aminoacidos) reconocido por las CPA se presenta a los linfocitos T CD4+ (cooperadores)
por medio de la molécula MHC-II formada en el reticulo endoplasmico (Figura 5).5:52

g 7 Linfocito T CD4+
Proteina exogena

Endosoma
temprano

Aparato de

MHC clase Il
Reticulo endoplasmico

Figura 5. Presentacion antigénica via MHC clase Il modificada Neefjes y col.%°
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Los linfocitos T solo reconocen un antigeno cuando este se encuentra unido a una
molécula del MHC.y es expuesto en la superficie celular de una CPA. T. vaginalis al ser
un parasito extracelular inducira la presentacién de sus antigenos mediante el MHC-II.
Las moléculas de MHC-Il son un heterodimero conformado por una cadena alfa y beta
que se sintetizan y se unen en el reticulo endoplasmico; las moléculas del MHC-II llevan
consigo una molécula llamada cadena invariable (Li, por sus siglas en inglés o CD74) la
cual se encarga de proteger el sitio que ocupara el antigeno y de la salida del reticulo
endoplasmatico en direccion al endosoma donde se encontrara con los péptidos
antigénicos. En los endosomas, diversas catepsinas y proteasas rompen la cadena Li,
liberando el sitio de unién del antigeno, permitiendo la unido del péptido antigénico al
MHC-II, los residuos de Li (CLIP) (Del inglés, residual class ll-associated Ii peptide) son
removidos; y finalmente, el péptido antigénico unido al MHC-II emerge a la superficie
celular y establece contacto con los linfocitos CD4+ con la finalidad de reconocer el
péptido; si el péptido presentado por el MHC-II es reconocida como extrafio por el
linfocito T CD4+, este se activa y secreta diversas citocinas, las cuales participaran en
diversos mecanismos del sistema inmune como en los procesos inflamatorios a través
de la liberacion de citocinas. Las citocinas liberadas pueden activar a las células
presentadoras vy linfocitos (respuesta predominante Th1), o estimular la produccion de
anticuerpos (respuesta de predominio Th2). Al término del estimulo antigénico producido
en los linfocitos T, se detendra la respuesta inflamatoria, y se inducira apoptosis en las
células activadas e iniciaran los procesos de reparacion.%:5253

2.14. Analisis in silico

Las técnicas de biologia molecular han logrado el secuenciar mas de 1200 genomas,
que junto con la bioinformatica permiten el identificar proteinas que pudiesen estar
codificadas por diversos microorganismos y con ello buscar antigenos potenciales. Los
métodos bioinformaticos se emplean para estudios de autoinmunidad, alergias, en el
campo de la endocrinologia, trasplantes, desarrollo de nuevos farmacos, estudios del
cancer y en el desarrollo de vacunas, con la finalidad de identificar componentes o
estructuras unicas en los microorganismos capaces de generar una respuesta inmune
protectora.548

Los genomas de muchos microorganismos han permitido el identificar nuevos antigenos
que por técnicas convencionales no se habian descubierto. Los métodos bioinformaticos
no requieren cultivar el microorganismo, ya que, con la informacion del genoma obtenida
desde una base de datos, se seleccionan los candidatos (proteinas) en los cuales se
basara el analisis; sin embargo, es necesario identificar primeramente si es una proteina
de membrana o es secretada; para posteriormente usar programas como redes
neuronales que permitan el pronosticar las propiedades antigénicas al identificar las
regiones de union al MHC.%¢
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La inmunoinformatica o inmunologia computacional es una nueva disciplina que consiste
en la aplicacion de programas bioinformaticos en el estudio del sistema inmune, con el
objetivo de identificar nuevos antigenos a partir del genoma del patdégeno mediante
analisis computacionales para el desarrollar vacunas. La inmunoinformatica permite el
evaluar la antigenicidad, la fisicoquimica y la presencia de residuos aminoacidicos
caracteristicos los extremos N- y C- terminal del epitopo, que permitiran el
reconocimiento y la unién del epitopo al MHC.%-¢

Los analisis inmunoinformaticos constan de dos principales pasos

1) Identificacion de antigenos candidatos (epitopos inmunogénicos) mediante el uso de
algoritmos matematicos que evaluan la respuesta inmune.

*2) Validacion del antigeno predicho, para la confirmacion de la inmunogenicidad
(Estudios in vitro).58%2

Herrera y col.%® mediante andlisis bioinformaticos evaluaron el genoma de Leishmania
major en la busqueda de epitopos que pudiesen ser reconocidos por los linfocitos T con
la finalidad de identificar nuevos antigenos candidatos a vacunas. Se identificaron 28
antigenos probables con capacidad de unirse a las moléculas del MHC clase I; los
antigenos identificados fueron validados mediante su inmunizacién en ratones de la cepa
Balb/C; donde posteriormente se obtuvieron las células de bazo (esplenocitos) de los
ratones inmunizados y fueron estimulados in vitro con los antigenos identificados. Se
evaluo su potencial inmunogénico mediante la cuantificacion de IFN-Y producido por los
esplenocitos al ser re-estimulados con los antigenos; finalmente 14 de los 28 antigenos
resultaron con potencial inmunogénico al estimular la produccion de IFN-Y.

McMurry y col.%* a partir de diversos programas bioinformaticos, identificaron 17
proteinas con epitopos antigénicos secretadas por Mycobacterium tuberculosis, a las
cuales posteriormente se les evalué su potencial inmunogénico mediante la capacidad
de estimular la produccién de IFN-Y en linfocitos T de pacientes infectados con M.
tuberculosis. Se obtuvieron linfocitos T de pacientes infectados con M. tuberculosis y
mediante pruebas in vitro, los linfocitos fueron estimulados con las proteinas
identificadas. Finalmente se evalud la produccion de IFN-Y donde debido a estimulaciéon
de los linfocitos T, se identificaron 15 de las 17 proteinas como inmunogénicas con
capacidad de estimular la produccién de IFN-Y.

Moise y col.®® identificaron 150 epitopos antigénicos en el genoma de Helicobacter pylori
mediante analisis bioinformaticos. Para la validacion de los antigenos encontrados en el
analisis bioinformatico, se obtuvieron células de bazo (esplenocitos) de ratones
infectados con H. pylori, y se estimularon in vitro con los antigenos identificados.
Posteriormente, se evalué la produccién de IFN-Y por la estimulacion de los
esplenocitos, donde se identificaron 27 de los 150 antigenos como inmunogénicos al
estimular la produccion de IFN-Y. Concluyendo que los 27 antigenos pudiesen
seleccionarse como candidatos a vacuna contra H. pylori.
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Estos estudios muestran el uso frecuente de los analisis bioinformaticos hoy en dia, para
el disefio de nuevas estrategias para la identificacion de antigenos, con el propdsito de
disefar vacunas o métodos de diagnéstico mas especificos.
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. HIPOTESIS

Los péptidos seleccionados por analisis bioinformatico de las proteinas de transporte
tipo ZIP de T. vaginalis (TvZIP) son capaces de inducir una respuesta inmune humoral y
celular en un modelo murino.
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IV. JUSTIFICACION

La tricomoniasis es la infeccion de transmision sexual, no viral, mas prevalente en el
mundo, en nuestro pais se ha observado una elevada incidencia en las mujeres de 25 a
44 anos de edad, ocasionando un problema de salud publica. La identificacion de la
infeccidon por medio de manifestaciones clinicas ha sido de caracter inespecifico, ya que
los sintomas presentados durante la infeccién son similares a los causados por otras
infecciones. La falta de tratamiento o un mal tratamiento de pacientes infectados con T.
vaginalis, se vuelven un problema de salud al ser un reservorio de la infeccion a la
poblacion. ElI metronidazol es el farmaco por excelencia para el tratamiento de la
tricomoniasis; sin embargo, diversos estudios han demostrado la resistencia de cepas
del parasito contra dicho farmaco.%®%” Una alternativa para este problema, podria ser la
identificacion de nuevos y potentes inmunégenos en T. vaginalis, que sirvan para el
desarrollo de herramientas de inmunodiagnéstico y/o unas vacunas contra esta ITS.
Diversos estudios se han centrado en la busqueda de antigenos en el parasito que sean
capaces de inducir respuestas inmunitarias protectoras o reducir los mecanismos de
patogenicidad. El presente trabajo tiene como objetivo identificar y evaluar la capacidad
inmunogénica de tres péptidos derivados de las proteinas de transporte tipo ZIP de T.
vaginalis reportadas Fernandez y col." en T. Vaginalis, y ubicarlos como posibles
péptidos que en un futuro permitan reducir los niveles de patogenicidad del parasito en
un modelo murino, y que con ayuda de estudios posteriores proponer su uso para el
desarrollo de herramientas de inmunodiagndéstico para el tratamiento de la tricomoniasis.
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V. OBJETIVO GENERAL Y PARTICULARES.

5.1. Objetivo general

Evaluar el potencial inmunogénico de tres péptidos de transportadores tipo ZIP de T.
vaginalis sobre la funcién de macréfagos peritoneales murinos.

5.2. Objetivos especificos

¢ Identificar y seleccionar tres péptidos a partir de la familia de proteinas de transporte
tipo ZIP de T. vaginalis con el mayor potencial antigénico por medio de analisis in
silico.

e Evaluar la respuesta inmune celular inducida por los péptidos inmunogénicos
seleccionados, mediante la determinacién de citocinas (IL-6 y TNF-a) en macréfagos
peritoneales murinos.

e Determinar el efecto de los péptidos sobre la produccion de ON y H»O; en
macrdéfagos peritoneales murinos.

e Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por los péptidos, mediante la
determinacion de anticuerpos séricos IgG.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Analisis in silico

Mediante programas bioinformaticos, se analizaron las 8 secuencias de aminoacidos de
las proteinas TvZIP de T. vaginalis reportadas por Fernandez y col.", con el propdsito de
seleccionar 3 peptidos con posible potencial inmunogénico. A través de la Base de Datos
y Recursos de Analisis de Epitopes Inmunes (IEDB, por sus siglas en inglés) se evalud
la prediccién de epitopos presentes en los transportadores con probabilidad de ser
reconocidos por las moléculas del MHC clase Il murino. Se utilizaron las redes
neuronales NN-align, SMM-align y NETMHCIIpan debido a que permiten evaluar los
alelos H2-IEd y H2-IAd de la cepa de ratén Balb/C (Bagg Albino). Como criterio de
seleccion, se eligieron los péptidos que presentaron mayor afinidad a los alelos de MHC
clase I, la cual fue evaluada mediante el IC50 propuesto por la base de datos; donde se
determina que el valor de IC50<5000 nm sera de baja afinidad, un IC50 <500 nm sera
de afinidad intermedia y un IC50<50 nm sera para alta afinidad.®®

Como analisis complementarios, las tres secuencias de las proteinas TvZIP donde se
ubicaron los péptidos seleccionados, fueron analizadas con la base de datos AntiJen
(http://www.ddg-pharmfac.net/antijen/AntiJen/antijenhomepage.htm) con la finalidad de
identificar si una secuencia de nucleétidos o péptidos en las proteinas tiene potencial
antigénico, al ser comparadas con otras secuencias antigénicas previamente reportadas.
De igual manera, las 3 proteinas TvZIP se analizaron con la base de datos VaxiJen
(http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/Vaxiden/VaxiJen.htmL), que permitié clasificar e
identificar como antigenos a las proteinas considerando sus propiedades fisicoquimicas.
Por ultimo, se analizaron las posibles topologias de las regiones transmembranales de
las proteinas seleccionadas, mediante la base de datos Bloomsbury Centre for
Bioinformatics de UCL (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?dompred=1).

6.2. Animales de experimentacion

Para evaluar el potencial inmunogénico de los 3 péptidos seleccionados, se realizaron
ensayos in vitro e in vivo empleando ratones machos de la cepa Balb/C de entre 6 y 8
semanas. Los ratones fueron obtenidos del bioterio del centro de investigaciones
regionales (CIR) “Dr. Hideyo Noguchi”, UADY. Esta cepa fue empleada debido a que su
genoma Y sistema inmune es similar al del ser humano, ademas de ser ampliamente
usada en las areas de investigacion de inmunologia, parasitologia y farmacologia.®®
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Los ratones fueron ubicados en el Laboratorio de Farmacologia, en el Area de Manejo
Experimental de Animales de la Facultad de Quimica, UADY. Los ratones se alojaron en
cajas de acrilico con viruta estéril, se mantuvieron en condiciones estandarizadas de
bioterio en un ambiente libre de patégenos y estrés, a una temperatura de 24 + 2°C, con
fotoperiodos de 12 horas luz/oscuridad. Se suministré alimento especial para roedores
y agua purificada ad libitum; como enriquecimiento ambiental se anadieron cajas y tubos
de cartén estériles con el fin de reducir el estrés provocado en los ratones durante los
experimentos.”®

Los ratones se mantuvieron en observacion para detectar cualquier cambio en el
comportamiento, asi como enfermedades, heridas o muerte. ElI mantenimiento y
manipulacion de los ratones fue de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999.7

6.3. Grupos experimentales

Se disefiaron once grupos experimentales (Figura 6), cada grupo conformado por cinco
ratones, los cuales fueron inmunizados con los tres péptidos a las concentraciones 50,
100 y 200 ug/kg, tomando como referencia lo propuesto por Xie y Col.*® Los péptidos
fueron emulsionados con el adyuvante incompleto de Freund (Sigma®) en una relacion
1:1 péptido-adyuvante, siendo el volumen final administrado a cada ratén de 50 pL.

( [ 50 pg/ke \

Péptido TvZIP-2 — 100 pg/kg
| 200 pg/kg
, 50 pg/kg
Péptido TvZIP-4 100 pg/kg
_ 200 ug/kg
Grupos [

. e _ g 50 pg/kg
Experimentales Péptido TvZIP-8 _| 100 pg/kg
L 200 pg/kg

Control Adyuvante (C+)

\ Control Negativo (C-) )

Figura 6. Esquema de ftratamiento de los péptidos en los diferentes grupos
experimentales
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6.4. Esquema de inmunizacion y toma de muestras sanguineas

Los ratones fueron inmunizados en el cojinete plantar derecho con los tres péptidos
TvZIP a diferentes dosis como se describe en la Figura 6. A las dos semanas posteriores
de la inmunizacion primaria se obtuvieron muestras sanguineas de la vena caudal de los
ratones, se dejo coagular la sangre 30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé
la muestra 15 minutos a 2200 rpm para la obtencion del suero sanguineo. Con el objetivo
de generar una re-estimulacién del sistema inmune, se aplicé un primer y segundo
refuerzo en un intervalo de dos semanas entre ellos como se describe en la Figura 7. A
los 15 dias posteriores de ambos refuerzos se obtuvieron las correspondientes muestras
sanguineas. Los sueros obtenidos de los distintos grupos experimental se alicuotaron y
almacenaron a -80°C hasta su posterior uso para la evaluacién de anticuerpos IgG.
Previamente a la inmunizacion primaria se tomé una muestra sanguinea como basal.

Muestra sanguinea

Dia 0 Dia 14 Dia 29 Dia 45

P, » — e

Dia 1 Dia 15 Dia 30 Sacrificio

Inmunizacion

Figura 7. Esquema de Inmunizacion, re-estimulacién y recoleccion de muestras
sanguineas

6.5. Obtencién, cuantificacidén, cultivo, tratamiento y activacién de macréfagos

6.5.1. Obtencion de macrofagos peritoneales

Se aplicé eutanasia a los ratones por el método de dislocacidn cervical siguiendo los
lineamientos bioéticos establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999.
Se empled este método ya que no provoca dolor e induce rapidamente la inconsciencia,
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ademas de no emplear sustancias que contaminen los tejidos e interfieran en los
resultados de las pruebas.”

Los macrofagos peritoneales murinos fueron obtenidos siguiendo la metodologia
propuesta por Zhang y col.”" con ligeras modificaciones. Primeramente, se prosiguio a
desinfectar el abdomen de los ratones con etanol (C;HsOH) al 70% en una campana de
flujo laminar de clase Il. Posteriormente, se realizd una incision no profunda con ayuda
de material quirargico estéril en la parte media del abdomen sin perforar el peritoneo, se
retird la piel abdominal y se administré con ayuda de una jeringa buffer de fosfatos
salinos (PBS) estéril por el método de perfusion, se administraron de 8-10 mL y se
aplicaron ligeros masajes a la cavidad peritoneal para favorecer el desprendimiento de
los macréfagos. Finalmente se procedio a extraer con mucho cuidado sin perforar las
visceras el mismo liquido administrado (PBS), esto con ayuda de la misma jeringa usada
para la administracion.

El liquido recolectado fue transferido a un tubo conico de 15 mL, resguardandose en
hielo para su conservacion. Posteriormente, se centrifugo por 10 min a 3000 rpm a 4°C
(Centrifuge 5810R®, Eppendorf) hasta obtener un pellet celular. Por ultimo, se realizaron
3 lavados con PBS estéril durante 5 min a 2000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue
desechado con cuidado y el botdn celular resuspendido en 3 mL de medio DMEM (Medio
Eagle Modificado de Dubelcco, Gibco®) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB, GIBCO®) y 1% de penicilina/estreptomicina (GIBCO®).

6.5.2. Cuantificacién de macrofagos

Para la cuantificacion de los macrofagos obtenidos, se prosiguié a usar el método de
exclusion con azul de tripano, el cual permite ver las células viables y no viables. Esto
debido a que las células vivas (Viables) al poseer una membrana intacta excluye
colorantes como el azul de tripano, la eosina o el yoduro de propidio (Pl) permitiendo ver
el citoplasma refringete, mientras que las células muertas (No viables) permiten el paso
del colorante al citoplasma observandose de color azul.”?73

Se tomaron 10 uL de la suspension celular y se diluyé 1:1 con azul de tripano (Sigma®)
al 0.04%, se depositaron 10 YL de esta soluciéon en una camara de Neubauer, y se
procedié a contar las células viables encontradas en los cuatro cuadrantes de las
esquinas de la camara, se aplicd la Formula 1 para tener una estimacion del numero
total de células viables.”

No.CV _ [(CV)(10,000)(FD)]
mL No.Q

Formula 1. Calculo del numero total de macrofagos peritoneales viables por mL.
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Doénde:

e CV=Numero de células viables.

¢ 10,000= Factor camara de Neubauer.

o FD= Factor de dilucion.

¢ No.Q= Numero de cuadrantes utilizados para el conteo.

De la estimacion total de las células viables se prepard una solucién madre de células
(1x10% células/mL) en medio DMEM suplementado con SFB al 10% vy
penicilina/estreptomicina al 1% para las distintas pruebas.

6.5.3. Cultivo de macrdéfagos peritoneales

El cultivo, tratamiento y activacion de los macréfagos se siguié de acuerdo con el
protocolo propuesto por Oliveira y col.”? Se tomaron alicuotas de la solucién madre de
células (1x10° células/mL) y se colocd en una placa estérii de 24 pozos una
concentracién de 1x10° células/pozo, los volimenes se ajustaron con medio DMEM
suplementado con 10% SFB y 1% penicilina/estreptomicina hasta un volumen final de
500 uL. Las placas se mantuvieron en una incubadora (Thermo Scientific®) durante 48
horas, a 37°C y 5% de di6éxido de carbono (CO,) para permitir la adherencia de los
macrdéfagos en la placa.

6.5.4. Activacion de macréfagos

La placa previamente con los macréfagos adheridos, se centrifugo a 2000 rpm a 4°C por
10 minutos, se extrajeron los sobrenadantes por aspiracion y fueron desechados. Se
afiadieron a los macréfagos adheridos los tres tratamientos con los péptidos a las tres
diferentes concentraciones (50, 100 y 200 ug/mL) con la finalidad de estimularlos, y se
dejo incubando nuevamente la placa con los tratamientos durante 48 horas, a 37°C y 5%
CO2. Después de transcurrir las 48h de incubacion se prosiguid a recuperar el
sobrenadante, alicuotarlo y resguardarlo a -80°C hasta posterior uso.

6.6. Determinacién de los niveles séricos de anticuerpos IgG, y de las citocinas IL-
6 y TNF-a, en los sobrenadantes de cultivo, por la técnica ELISA

El ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) es un
método analitico cuantitativo que permite la deteccion de anticuerpos o antigenos de
interés en una muestra, mediante la adicion de un anticuerpo secundario ligado a una
enzima formandose un complejo (muestra de interés + Ac. Secundario ligado a enzima)
que al agregarse un sustrato produce un cambio de color y el cual permite su
cuantificacion por fotometria.”™
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6.6.1. Evaluacion de la respuesta humoral mediante la determinacion de niveles séricos
de IgG

Mediante la técnica ELISA de tipo indirecto (Figura 8), y siguiendo el manual del

fabricante (Peprotech®, Londres, Reino Unido), se determiné la concentracion de 1gG

en los sueros de los ratones inmunizados.

| | . Sustrato

| | -

|| % Anti-anticuerpo |
| | /Hk conjugado a HRP|
‘ I/ |

7 W

|
|

\ . r
| | . Anticuerpo | |
| | % ||

© % - Antigeno

HE .

Figura 8. Estructura del complejo de una Elisa de tipo indirecto modificado de LSBio.”

Se incubaron los antigenos de interés (tres péptidos) en una microplaca de 96 pozos a
una concentracion de 1 yg/mL en PBS toda la noche a 4° C; luego se lavo 3 veces la
placa agregando 300 pL a los pozos con buffer de lavado (PBS/Tween 20 (0.5 %). Se
agrego buffer de bloqueo (PBS-BSA 1 %) y se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente para posteriormente lavar nuevamente la placa. Los sueros obtenidos de cada
grupo experimental se preparon con diluyente 1X (PeproTech®) (0.05%Tween20,
0.1%SFB en PBS) a una dilucién 1:25, las muestras de cada grupo experimental se
evaluaron por triplicado. Se agregaron 100 pL por pozo de la muestra para determinar
la presencia de anticuerpos IgG y se dejé incubar a 24° C durante 2 horas para
posteriormente lavar nuevamente. Se agregaron 100 yL de anticuerpo secundario 1gG
anti-ratébn marcados con peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés) (Santa
Cruz Technology®) a una dilucion 1:2000 en diluyente 1X. Se dejo incubar la placa por
2 horas y nuevamente se procedio a lavar la placa 3 veces. Para finalizar se agregaron
100 pL de sustrato revelador ABTS (2,2'-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-acido
sulfonico) (PeproTech®) durante 2 horas. Se procedi6é a leer la absorbancia a 490nm
usando el lector de microplacas (iMark Microplate Reader Bio-Rad®, EE. UU). El valor
obtenido de la densidad 6ptica (D.O.) fue directamente proporcional a los niveles de IgG

totales presentes en el suero del ratén, en respuesta a los péptidos a las diferentes
concentraciones.
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6.6.2. Evaluacion de la respuesta celular mediante la determinacion de los niveles de
las citocinas IL-6 y TNF-a

Mediante la técnica ELISA de tipo sandwich (Figura 9), se determiné la concentracion de

las citocinas IL-6 y TNF-a en los sobrenadantes recuperados de los macrofagos

activados con los péptidos, siguiendo la metodologia descrita por el fabricante (Murine

TNF-a ELISA Development kit y Murine TNF-a ELISA development kit, PeproTech®).

| | . Sustrato [ |
1 Anticuerpo de |
\‘ ~—deteccion conjugadoa, |
| HRP [
| 4) |
i . Antigeno ‘ f
| [ ]
| §J._ Anticuerpo de captura ; ‘f

\

\
\
E

— |
\ |
L J

Figura 9. Estructura del complejo de una Elisa de tipo sandwich modificado de LSBio.”

Se agregaron 100 pyL a cada pozo de anticuerpo de captura a la concentraciéon de 1
pg/mL para TNF-a y 2 ug/mL para IL-6, se dejo incubar toda la noche a 4°C y se lavd la
placa 3 veces con buffer de lavado. Se agregaron 300 pL de buffer de bloqueo y se
incubdé durante 45 min a temperatura ambiente y se prosiguié a lavar la placa. Se
realizaron diluciones seriadas de una solucién estandar provista por la misma casa
comercial PeproTech®, TNF-a (0-2000 pg/mL) e IL-6 (0-4000 pg/mL) en diluyente, las
cuales fueron usadas para realizar las curvas estandar. Se agregaron 100 pyL a cada
pozo del estandar por triplicado y las muestras de los sobrenadantes por duplicado, se
dejo incubar a temperatura ambiente por 2 horas y se lavé nuevamente la placa.

Se agregaron 100 yL a cada pozo del anticuerpo de deteccion anti-TNF y anti-IL-6 a una
concentracion de 0.25ug/mL para TNF-a'y 0.5 ug/mL para IL-6 en PBS/BSA y se incubd
por 2 horas a temperatura ambiente. Nuevamente se lavo la placa y se agregaron 100
pL/pozo del conjugado Avidina-HRP (1:2000) en PBS/BSA 1% y se incubd por 30
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se lavo la placa y se agregaron 100 uL de
la solucién de sustrato-ABTS, y se dejé incubar toda la noche a temperatura ambiente
en oscuridad para posteriormente leer la placa a 490nm en el lector de placas (iMark
Microplate Reader Bio-Rad®, EE. UU). Los resultados de las concentraciones de las
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citocinas se calcularon mediante extrapolacion de las absorbancias con la curva
estandar.

6.7. Determinacion de los niveles de las especies reactivas, NO y H,0;

6.7.1. Oxido nitrico (NO)

Mediante el método de Griess de acuerdo con Ono y col.”57® se determind la
concentracion de oxido nitrico (NO) en los sobrenadantes recuperados de los
macrofagos activados con los péptidos. En esta reaccion, el NO es oxidado por accién
del 6xido de cromo (CrO3) formando como producto secundario nitritos (NO2), que
reaccionan con sulfanilamida para formar sales de diazonio, que posteriormente se
acoplan a la N-(1-naftil) etilendiamina y dan como resultado compuestos azo estables
que pueden ser cuantificados por fotometria.”

Se afiadié en una microplaca de 96 pozos, 50uL/pozo de los sobrenadantes y 50 uL de
reactivo de Griess (Sigma®), se dejo incubar durante 10 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Finalmente, se procedié a medir las absorbancias en el lector de
microplacas a 490nm (iMark Microplate Reader Bio-Rad®, EE. UU). La concentracion
de NO se determiné mediante la extrapolacion con una curva estandar (0-200 uM) de
nitrito de sodio (NaNO,, Sigma®).”6-78

6.7.2. Perdxido de hidrégeno (H20>)

La concentracion de H;O. en los sobrenadantes recuperados de los macrofagos
activados con los péptidos, se realizé siguiendo el protocolo descrito por el fabricante
(Hydrogen Peroxide Test Kit, Hanna Instruments®). En este ensayo, el H-.O, en la
muestra reacciona con yoduro (I-) en una solucién acida, tornandose de color amarillo
oscuro y generando yodo (l2) como producto final, donde la cantidad de |, generado es
equivalente a la cantidad de H,O: en la muestra.®

En una microplaca de 96 pozos se anadieron 100 uL/pozo de los sobrenadantes y 10 yL
de una solucién de &cido sulfurico (H2SO4, Hanna®) al 15%. Posteriormente, se
adicionaron 10 pL de una solucion de yoduro de potasio (KI, Hanna®) a cada pozo y se
dejo incubar la placa a 37° C en oscuridad durante 15 minutos. Por ultimo, se procedié
a medir la absorbancia a 490nm en un lector de microplacas (iMark Microplate Reader
Bio-Rad®, EE. UU.). Los resultados de las concentraciones de H>O, fueron obtenidos
mediante la extrapolacion con una curva estandar de H.O; (0-50 uM, Fermont®).8"
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6.8. Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos de IL-6, TNF-a, H.O2, y NO fueron expresados como el
promedio * desviaciéon estandar (D.E) de tres experimentos independientes por
duplicado, los datos se analizaron usando la prueba de analisis de variancia (ANOVA)
de una via seguido de una prueba post hoc de Dunnett. Los resultados obtenidos de los
anticuerpos IgG péptidos especificos fueron expresados como el promedio + D.E. de
tres experimentos independientes por duplicado, los cuales se analizaron usando una
ANOVA de dos vias seguido de una prueba post hoc de Tukey. Los analisis se realizaron
usando el programa GraphPad Prism 7 version 7.0 (GraphPad software, La Jolla
california, E.U.A). Se consideraron los valores de las pruebas con una p<0.05 como
estadisticamente significativas.

6.9. Consideraciones éticas

El proyecto se aprobd por el Comité de Bioética del Campus de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias de la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY) (No. de identificacion:
CB-CCBA-M-2016-005), el manejo de los animales se realizé con base a los requisitos
de bioética contemplados por dicho comité.

A los animales empleados para los experimentos se les aplico eutanasia al final del
proyecto siguiendo los lineamientos descritos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Identificacion y seleccidon de péptidos de la familia de proteinas de transporte
tipo ZIP de T. vaginalis con el mayor potencial inmunogénico por medio de
analisis in silico

Las ocho secuencias de aminoacidos de los transportadores TvZIP de T. vaginalis se
utilizaron para llevar a cabo los distintos analisis bioinformaticos, con el fin de poder
identificar y seleccionar los tres péptidos con posible potencial inmunogénico. Mediante
las redes neuronales NN-align, SMM-Align y NETMHCIIpan disponible en la base de
datos IEDB se realizé la prediccidon de la inmunogenicidad de los ocho transportadores
TvZIP de T. vaginalis para identificar los péptidos que pudieran actuar como epitopos T
y fuesen reconocidos por las moléculas del MHC clase Il murino.

A través del algoritmo NN-Align (Del inglés, neural network-based data aligment method),
se consideraron los péptidos o aminoacidos que flanquean el epitopo del péptido que se
une al MHC-II; el epitopo es el encargado de permitir la interaccién directamente con los
residuos de la ranura de unién del MHC-II, donde normalmente el epitopo se compone
de nueve aminoacidos. El algoritmo SMM-Align (Del inglés, stabilization matrix alignment
method) nos proporciond la prediccion directa de la afinidad de union de los péptidos al
MHC. Por ultimo, el algoritmo NETMHCIIpan el cual se basa en un conjunto de redes
neuronales, permitié evaluar y comparar los péptidos con la afinidad de otros péptidos
antigénicos descritos, basandose en la deteccion de patrones y la afinidad a diferentes
alelos del MHC y su relacion entre ellos.82-84

La Tabla 2 muestra los péptidos que se lograron identificar por las tres redes neuronales
y con los menores valores de IC50; la columna “secuencia del péptido” sehala en
negritas el epitopo de cada péptido identificado; se realizo la suma de los resultados de
IC50 de las tres redes neuronales y se les obtuvo el promedio, esto con la finalidad de
unificar los datos y considerar las caracteristicas de cada algoritmo para cada péptido.
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Tabla 2. Epitopes T detectados en las secuencias correspondientes a los
transportadores TvZIP de T. vaginalis por medio de la base de datos IEDB.

Transportador " . - NN ) SN.IM- NETMHCIlIpan Promedio
TvZIP Localizacion Secuencia del péptido  Align Align IC50(nM) C50
IC50(nM) IC50(nM)

2 141-155 SSQCNALSVPASALY 328.2 1752 836.8 972.33
2 140-154 FSSQCNALSVPASAL 421.5 1896 987.11 1101.53
2 31-45 SIRWQSRLEALAGGY  494.3 1350 2007.14 1283.81
2 30-44 KSIRWQSRLEALAGG  565.9 1061 1921.35 1182.75
2 139-153 YFSSQCNALSVPASA 611 1693 1184.72 1162.90
4 69-83 NYPLASAIAVSTFVL 352.2 1713 1034.96 1033.38
4 68-82 HNYPLASAIAVSTFV 356.7 1351 879.48 862.39
4 70-84 YPLASAIAVSTFVLL 448.7 1827 1540.89 127219
4 231-245 NRIVMGTIAAFSAGT 541.2 1174 1402.92 1039.37
6 6-20 IKWQSRLEALAGGVF  435.1 1608 2400.25 1481.11
7 65-79 IHSITAGLALGILKK 263.1 1254 1797.22 1104.77
7 64-78 CIHSITAGLALGILK 396.6 1131 924.76 817.45
7 91-105 VGHKPVEAFAISLVV 443.3 2048 1900.7 1464
8 29-43 WVSRAESMAAGVFLG 89.8 1434 1479.78 1001.19
8 28-42 LWVSRAESMAAGVFL 1427 1260 868.14 756.94
8 131-145 FGFMKTNAAILAFFF 260.9 302 257.32 273.40
8 132-146 GFMKTNAAILAFFFA 297.4 300 374.33 323.91
8 130-144 AFGFMKTNAAILAFF 311.3 303 233.18 282.49
8 133-147 FMKTNAAILAFFFAF 385.3 722 564.02 557.10
8 27-41 TLWVSRAESMAAGVF  402.3 1243 755.39 800.23
8 129-143 FAFGFMKTNAAILAF 452.8 286 258.24 332.34

En la columna” secuencia del péptido” se marca en negritas el epitopo que presentan afinidad al MHC-
I, el promedio de IC50 se obtuvo de la suma de los tres resultados de las redes neuronales, y mientras
menor sea el valor de IC50 presentara mayor afinidad al MHC-II.

Como criterio de seleccion de los tres péptidos, se busco que los tres péptidos tuviesen
el menor promedio de IC50, debido a que cuanto menor sea el valor IC50 mayor sera la
afinidad del péptido al MHC clase Il; a su vez se buscoé que los tres péptidos se
localizaran en diferentes proteinas. La Tabla 3 muestra los péptidos que fueron
seleccionados para su sintesis como posibles péptidos inmunogénicos.
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Tabla 3. Péptidos seleccionados con menor promedio de IC50, y con mayor afinidad al
MHC clase Il

Transportador  Secuencia del péptido  Promedio IC50 Afinidad

TvZIP
2 SSQCNALSVPASALY 972.33 Baja
4 HNYPLASAIAVSTFV 862.39 Baja
8 FGFMKTNAAILAFFF 273.40 Intermedia

El promedio de IC50 se obtuvo de la suma de los resultados de los tres
algoritmos NN-Alignt, SMM-Alignt y NTMHClIIpan para cada péptido con
la finalidad seleccionar el de menor IC50.

Las tres secuencias de las proteinas (TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8) donde se ubican los
péptidos seleccionados fueron analizadas en la base de datos AntiJen, la cual predice si
una secuencia de nucledtidos o péptidos tienen potencial antigénico al ser similar con
secuencias antigénicas previamente reportadas. El andlisis mostro que las secuencias
de las proteinas TvZIP-2 y TvZIP-4 no presentan similitud con secuencias antigénicas
previamente reportadas; sin embargo, el péptido TvZIP-8 mostré identidad con péptidos
antigénicos conocidos de Infectious bovine rhinotracheitis virus (BoHV-1) vy
Chlamydophila pneumoniae (Figura 10).

membrane protein 10) (Outer membrane protein 5) -
Chlamydia pneumoniae (Chlamydophila pneumoniae).
Length = 928

Score = 29.3 bits (64), Expect = ©.32, Method: Composition-based stats.
Identities = 14/35 (40%), Positives = 21/35 (60%), Gaps = 1/35 (2%)

Query: 37 AAGVFLGAAVLHLFPESIHCFGIYSSPIPIFITVI 71
A + LGA+ H +PE +HCF Y+ I + +T I
Sbjct: 772 AFNMMLGASS-HSYPEYLHCFDTYAPYIKLNLTYI 805

(BoHV-1) (Infectious bovine rhinotracheitis virus).
Length = 842

Score = 26.2 bits (56), Expect = 2.8, Method: Composition-based stats.
Identities = 15/47 (31%), Positives = 24/47 (51%), Gaps = 2/47 (4%)

Query: 21 PLFSPETLWVSRAESMAAGVFLGAAVLHLFPESIHCFGIYSSPIPIF 67

PFSP +W S + AG + A+ + S+ YSS +P+F
Sbjct: 798 PTFSPAYVWASVGGALVAGTTI-YAIAKMLCSSVPLARGYSS-VPVF 842

Figura 10. Resultado de identidad del péptido de TvZIP-8 con péptidos antigénicos
previamente reportados a través de la base de datos AntiJen
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Posteriormente, se analizaron de nuevo las tres secuencias de las proteinas (TvZIP-2,
TvZIP-4 y TvZIP-8) con la base de datos VaxiJen v2.0, la cual permite la clasificacion de
antigenos basandose en las propiedades fisicoquimicas de las proteinas sin recurrir a la
alineacion de secuencias. La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos con VaxiJen v2.0;
la base de datos determina que valores de prediccidn mayores a 0.5, indican que las
secuencias aminoacidicas de las proteinas se consideran como antigenos probables.
Los resultados obtenidos de VaxidJen muestras que los tres péptidos podrian
considerarse como antigenos.

Tabla 4. Resultados del analisis de la antigenicidad de los transportadores TvZIP-2,
TvZIP-4 y TvZIP-8 a través de la base de datos VaxiJen

Transportador Valor de prediccion como antigeno Resultado
TvZIP-2 0.6301 Antigeno Probable
TvZIP-4 0.6059 Antigeno Probable
TvZIP-8 0.6277 Antigeno Probable

Se analizaron por medio de la pagina Bloombury centre of bioinformatics de UCL
(PSIPRED) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?dompred=1) las tres proteinas para
predecir sus estructuras y ubicacion de los péptidos a nivel citoplasmatico,
transmembranal o extracelular. Esto con la finalidad, de que el macréfago tenga un mejor
reconocimiento de los péptidos en el parasito debido a su ubicacion, suponiendo un
contacto de manera natural. La localizacion de los péptidos (“Localizacion”, Tabla 2) se
tomé de acuerdo con los resultados obtenidos de IEDB. La Figura 11 muestra los
resultados de PSIPRED; donde el péptido de TvZIP-2 se ubica entre la regién
citoplasmatica y la regién transmembrana en el dominio S4, el péptido de TvZIP-4 se
localiza entre la region extracelular y transmembrana en el dominio S3, por ultimo, el
péptido de TvZIP-8 se localiza en la region extracelular entre los dominios S3 y S4.
Debido a su localizacién el péptido de TvZIP-8 podria considerarse como un mejor
candidato debido a una mejor ubicacion, al encontrarse a nivel extracelular facilitando su
reconocimiento para las CPA.
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Figura 11. Prediccion de la topologia de las proteinas TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8 de T.
vaginalis que resumen las coordenadas lineales de las hélices e indican las regiones
extra e intracelulares, los circulos en rojo indican la posible localizacion de los péptidos
en la proteina de acuerdo con los resultados obtenidos de la base de datos IEDB.
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7.2. Evaluacion de la respuesta inmune celular inducida por los péptidos
seleccionados, mediante la determinacion de citocinas (IL-6 y TNF-a) en
macrofagos peritoneales murinos

Los tres péptidos seleccionados mostraron ser reconocidos por los macréfagos y su
capacidad de estimular la induccion de las citocinas proinflamatoria IL-6 y TNF-a en
respuesta a los péptidos.

La Figura 12 muestra los niveles de IL-6 inducidos por los macréfagos, donde se observa
un aumento en los niveles de la citocina dependiente de la dosis al estimulo con los
péptidos.
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Figura 12. Evaluacién de la secrecion de IL-6 en macrofagos estimulados con los
péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP8 a las concentraciones 50, 100 y 200 pg/mL. Los
resultados representan la media + D.E. Se realizo un ANOVA de una via, seguida de un
post hoc de Dunnett, donde *p<0.05 muestra diferencia significativa con respecto al
control negativo (C-).

Como se observa en la Tabla 5, los macréfagos estimulados con el péptido de TvZIP-8
a la concentracion 200pg/mL mostraron mayor induccién de IL-6 (1828 pg/mL) vy
diferencia estadisticamente significativa en contraste con el grupo control negativo (C-)
(454.2 pg/mL), el cual fue considerado como el menor nivel de produccién de IL-6 al ser
macroéfagos sin estimulo. Los macréfagos estimulados con los péptidos de TvZIP-2 (200
pg/mL), TvZIP-4 (100 pg/mL) y TvZIP-8 (100 y 200 pug/mL) de igual manera mostraron
diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el C-. Se obtuvieron los
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valores del control positivo de LPS (2167 pg/mL) el cual fue considerado como el de
maximo nivel de produccion de IL-6. Los resultados se compararon contra el control
negativo debido a que se buscaba el observar si los péptidos lograban estimular a los
macréfagos para inducir la citocina IL-6 en comparacioén contra un grupo de macréfagos
sin estimularlos; a su vez, se buscaba que los péptidos llegaran a tener la respuesta mas
cercana al control positivo de lipopolisacarido (LPS) debido a que es una glicoproteina
que desempefian una importante funcién en la activacion del sistema inmune.®

Tabla 5. Concentraciones de IL-6 (pg/mL) producidas por los macrofagos al estimularlos
con los péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8.

Péptido 50 pg/kg 100 pg/kg 200 pg/kg

TvZIP 2 395.8 £ 36.83 604.2 + 36.83 1099 + 73.66*
TVZIP 4 265.6 £ 221 760.4 + 36.83* 1646 + 36.83"
TvZIP 8 447.9 + 36.83 1490 + 110.5* 1828 + 147.3*

Los asteriscos (*) sefialan diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el grupo
C-, donde *p<0.05. Control negativo, C- (454.2 pg/mL), Control positivo de LPS, C+ (2167
pg/mL)

La Figura 13 muestra los niveles de TNF-a inducidos por los macréfagos al estimularlos
con los péptidos, donde se observa un aumento TNF-a dependiente de la dosis al
estimulo.
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Figura 13. Evaluacion de la secrecion de TNF-a en macrofagos estimulados con los
péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP8 a las concentraciones 50, 100 y 200 pg/mL. Los
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resultados representan la media + D.E. Se realizo un ANOVA de una via, seguida de un
post hoc de Dunnett, donde *p<0.05 muestra diferencia significativa con respecto al
control negativo (C-).

La Tabla 6 muestra los resultados de las concentraciones obtenidas de TNF-a; como se
observa los macréfagos estimulados con el péptido TvZIP-4 a la concentracion 200
Mg/mL mostraron mayor inducciéon de TNF-a (800.9 pg/mL) y diferencia estadisticamente
significativa de *p<0.05 en contraste con el grupo C- (194.2 pg/mL), el cual fue
considerado con el menor produccion de TNF-a al ser macrofagos sin estimulo. Los
macrofagos tratados con los péptidos TvZIP-2 (200 pg/mL), TvZIP-4 (50, 100 yg/mL) y
TvZIP-8 (50, 100, 200 ug/mL) mostraron diferencia estadisticamente significativa en
contraste con el grupo C-; los valores obtenidos del C+(LPS) fueron 940 pg/mL. De la
misma manera, los resultados se compararon contra el control negativo debido a que se
buscaba el observar si los péptidos lograban estimular a los macréfagos para inducir
TNF-a comparandolos contra un grupo de macréfagos sin estimularlos; a su vez, se
buscaba que los péptidos llegaran a tener la respuesta mas cercana al control positivo
de LPS.%°

Tabla 6. Concentraciones de TNF-a (pg/mL) producidas por los macrofagos al
estimularlo con los péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8

Péptido 50 uglkg 100 pg/kg 200 pg/kg
TvZIP 2 224611059 336.8 +10.59 509 + 63.51*
TVZIP 4 538.9 + 0* 735.9 + 24.56* 800.9 + 10.59*
TvZIP 8 578.7 + 77.49* 703.6 + 63.51* 748.5 + 42.34*

Los asteriscos (*) sefialan diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el grupo
control negativo, C- (194.2pg/mL), donde *p<0.05. Control positivo de LPS (940pg/mL)

TNF-a participa en la permeabilidad vascular que conduce al reclutamiento de células
inflamatorias al ser un potente activador de neutréfilos, al igual que participa en
mediacion de la adherencia, la quimiotaxis, la desgranulacién, y el estallido respiratorio,
es decir en la produccién de ERN y ERO.% Xie y col.® estudiaron a-actinina como una
proteina con potencial inmunogénico como posible candidato al desarrollo de una
vacuna contra T. vaginalis, evaluaron la funciéon protectora de a-actinina contra T.
vaginalis en un modelo murino, donde inmunizaron ratones con a-actinina y lograron
detectar altos niveles de IgG especificos en los sueros, por otra parte, se obtuvieron
esplenocitos de los ratones inmunizados y se estimularon nuevamente con los
antigenos, y se pudo observar un incremento en la produccion de las citocinas IFN-y, IL-
6, IL-17A e IL-10 después de la estimulacion repetida In vitro. Dando como conclusién
que los antigenos de a-actinina se podrian considerar como candidatos prometedores a
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vacunas contra la tricomoniasis. Mendoza y col.*° analizaron mediante andlisis
bioinformatico proteinas transportadoras de iones en T. vaginalis, seleccionaron y
estudiaron el potencial inmunogénico de la proteina recombinante del transportador de
calcio Ca?* de T. Vaginalis (TVTRPV), con la cual inmunizaron ratones de la cepa Balb/C
para detectar los niveles de anticuerpos especificos en los sueros de los ratones; en
macrdéfagos peritoneales en co-cultivo con linfocitos CD4+ de los ratones inmunizados
fueron estimulados nuevamente In vitro con la proteina, y se obtuvieron los
sobrenadantes donde se analizaron las citocinas IL-18, IL-6, and TNF-q, IL-10 e IFN-Y,.
Los resultados mostraron que la proteina recombinante TVTRPV es capaz de estimular
la produccion de las citocinas IL-1B, IL-6, y TNF-a, las cuales participan como
mediadores quimiotacticos para reclutar a los neutrdéfilos a los sitios de infeccion y
combatir al parasito, asi como en el proceso inflamatorio, igual se observd que la
proteina es capaz de inducir anticuerpos IgG especificos; concluyendo que la proteina
recombinante TvTRPV podria considerarse como candidato a vacuna.

Con lo anterior, se sugiere que los péptidos de TvZIP presentan potencial inmunogénico
al poder estimular la produccién de las citocinas proinflmatorias IL-6, y TNF-a en los
macrofagos. Se propone hasta el momento que tanto el péptido de TvZIP-4 y TvZIP-8 a
la concentracion 200ug/mL podrian ser los mas prometedores para un método
terapéutico dirigido; sin embargo, faltan diversos estudios por realizar para poder
esclarecer como participan los péptidos de TvZIP-4 y TvZIP-8 en la proteccion contra la
infeccion.

7.3. Determinacion del efecto de los péptidos sobre la produccion de NO y H20: en
macrofagos peritoneales murinos

La produccion de H»O; en los macrofagos peritoneales murinos tratados con los
péptidos, mostraron un aumento dependiente de la concentracion como se observa en
la Figura 14.
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Figura 14. Evaluacion de la secrecién de H20. en macréfagos estimulados con los
péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP8 a las concentraciones 50, 100 y 200 pg/mL. Los
resultados representan la media + D.E. Se realizo un ANOVA de una via, seguida de un
post hoc de Dunnett, donde *p<0.05 muestra diferencia significativa con respecto al
control negativo (C-).

La Tabla 7 muestra los resultados de las concentraciones obtenidas de H-.O., los
macroéfagos tratados con el péptido TvZIP-8 a la concentracion 200 ug/mL mostro la
mayor induccion de H202(16.7 uM) y mostro diferencia estadisticamente significativa de
*p<0.05 en comparacion con el con el grupo C-(10.04 uM), el cual fueron macrofagos sin
tratamiento. A su vez, el estimulo de macréfagos con el péptido de TvZIP-8 mostré una
mejor concentracion de H.O, comparandolo con el C+ de LPS. Los macroéfagos tratados
con los péptidos TvZIP-2 (50,100 Y 200 pg/mL), TvZIP-4 (200 pyg/mL) y TvZIP-8 (100
pg/mL) de igual manera mostraron diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con el grupo C-. Los valores obtenidos del C+(LPS) fueron 15.77 pM. Los
resultados obtenidos de igual forma se compararon contra el control negativo debido a
que se buscaba el observar si los péptidos lograban estimular a los macréfagos para
inducir H2O,, comparandolos contra un grupo de macréfagos sin estimularlos; en cuanto,
se buscaba que los péptidos llegaran a tener la respuesta mas cercana al control positivo
de LPS.%°
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Tabla 7. Concentraciones de H202 uM producidas por los macréfagos por efecto de los
péptidos

Péptido 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
TvZIP 2 13.13 £ 0.3074* 13.47 £ 0.2635* 1412 +£0.1318*
TVZIP 4 10.77 £ 0.2196 11.55 + 0.0878 15.99 + 0.0439*
TvZIP 8 11.27 + 0.4831 12.63 £ 0.2196* 16.7 + 1.142*

Los asteriscos (*) sefialan diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el grupo
C-, donde *p<0.05. Control negativo, C- (10.04 uM); control positivo de LPS, C+ (15.77 uM)

La produccion de NO en los macréfagos peritoneales murinos tratados con los péptidos,
mostraron un aumento dependiente de la concentracion como se observa en la Figura

15.

Figura 15. Evaluacion de la secrecién de NO en macréfagos estimulados con los
péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP8 a las concentraciones 50, 100 y 200 pg/mL. Los
resultados representan la media + D.E. Se realizo un ANOVA de una via, seguida de un
post hoc de Dunnett, donde *p<0.05 muestra diferencia significativa con respecto al

control negativo (C-).
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La Tabla 8 muestra los resultados de las concentraciones obtenidas de NO, donde se
observa que el tratamiento con el péptido TvZIP-8 a la concentracion 200ug/mL estimulo
la mayor produccion de NO (34.63 uM) y mostro diferencia estadisticamente significativa
con *p<0.05 en contraste con el C-(12.13 yM). Los tratamientos con los péptidos TvZIP-
2 (50, 100, 200 pg/mL), TvZIP-4 (50, 100, 200 ug/mL) y TvZIP-8 (50, 100 pug/mL) no
mostraron diferencia estadistica contra el C-. Se obtuvieron los niveles de C+ que fueron
de 25.88 pM. Los resultados obtenidos se compararon contra el C- debido a que se
buscaba observar si los péptidos lograban estimular a los macréfagos para producir NO
comparandolos contra un grupo de macréfagos sin estimularlos; de igual manera, se
buscaba que los péptidos llegaran a tener la respuesta mas cercana al control positivo
de LPS.% Los resultados obtenidos del estimulo de macréfagos con el péptido de TvZIP-
8 mostré una mejor concentracion de NO comparandolo con el C+ de LPS, este resultado
al compararse con los resultados obtenidos de IL-6,TNF-a y H>O, se observa que el
péptido de TvZIP-8 tiene una mejor respuesta en la mayoria de los ensayos, lo cual , lo
coloca como el péptido con mayor potencial inmunogénico en contraste con TvZIP-2 y
TvZIP-4 que de igual manera presentan potencial inmunogénico.

Tabla 8. Concentraciones de NO producidas por los macrofagos por efecto de los
péptidos

Concentraciones de NO (M)

Péptido 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

TvZIP 2 19.00 + 3.536 19.83+2.195 20.88 + 4.841
TVZIP 4 19.63 £ 1.25 21.08 +7.914 22.33+£1.909
TVZIP 8 22.44 +1.326 23.69 £ 1.326 34.63 £ 4.41*

Las especies reactivas como es el caso del H>O» y NO participan como mecanismo de
defensa del sistema inmune, ayudando en los procesos inflamatorios para la eliminacién
patdgenos. Babior.8” describe el papel del H,O, y NO como agentes oxidantes
microbicidas, los cuales son altamente reactivos. Los agentes oxidantes como el H,O2 y
NO se pueden producir con el propésito de eliminar microorganismos invasores, pero
también pueden llegar a causar dafo en los tejidos cercanos o enfermedades; por tanto,
la regulacion de los agentes oxidantes como el NO y el H,O, es necesaria. Se ha
reportado la importancia de los macrofagos en la produccion citocinas proinflamatorias,
ERO y ERN en la defensa del anfitrion contra T. vaginalis. Durante la infeccién causada
por T. vaginalis los neutréfilos son las principales células proinflamatorias que
predominan en los sitios de infeccion.'®* Estudios realizador por Han y col.® evaluaron
en macrofagos humanos en co-cultivo con T. vaginalis la produccién de citocinas
proinflamatorias y la produccion de ERN, donde dio como resultado que T. vaginalis es
capaz de estimular a los macréfagos para la produccion de las citocinas proinflamatorias
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como IL-1P3, IL-6 y TNF-a y NO, via NF-kB. Como discusion ponen por manifiesto que
los macréfagos se encuentran involucrados en los procesos inflamatorios, debido a que
la produccion de citocinas proinflamatorias por los macrofagos participa como
mediadores para el reclutamiento de los neutrdfilos al sitio de infeccion como la vagina
durante la tricomoniasis. De igual manera, Boris y Barbés.®® mediante estudios In vitro
han descrito el efecto protector del H.O, y NO en infecciones vaginales producidas por
microorganismos como Neisseria gonorrhoeae y Candida albicans, las cuales son
infecciones de transmision sexual que suelen confundirse en los signos y sintomas
causados por T. vaginalis.

Con lo anterior descrito, los resultados de los péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 Y TvZIP-8 a
través de la produccion de las citocinas IL-6 y TNF-a, H2O2 y NO se puede confirmar la
posibilidad de ubicar a los péptidos como inmunogénicos, donde TvZIP-4 y TvZIP-8 a la
concentracion de 200ug/mL tienen mejores resultados, lo cual podria ubicarlos como
posibles métodos terapéuticos contra la infeccién, debido a su capacidad de producir
una respuesta inmune celular al ser reconocidos por las CPA como los son los
macrofagos y su importancia al estimular las citocinas proinflamatoria en la defensa del
huésped; sin embargo, estos estudios se podrian complementar evaluando el potencial
de los péptidos en el bloqueo de la citotoxicidad de parasito, con el fin de conocer el
potencial de proteccién de los péptidos contra el parasito.

7.4. Evaluacion de la respuesta inmune humoral inducida por los péptidos,
mediante la determinacién de anticuerpos séricos IgG

Se ha reportado en pacientes infectados con T. vaginalis la presencia de anticuerpos
IgG, IgM e IgA en los sueros y en las secreciones de los pacientes; sin embargo, se ha
descrito que el parasito a través de las CPs es capaz de degradar la cadena pesada de
las inmunoglobulinas como método de evasion del sistema inmune del huésped. Pese a
ello, el estudiar la produccion de anticuerpos contra antigenos especificos de T.
vaginalis, asi como estudiar la cinética de los anticuerpos circulantes post-tratamiento
como indicador de infecciones crénicas, sigue siendo relevante para comprender el
papel de los anticuerpos especificos sobre la infeccion y su papel protector en el
huésped. 83390

Se evaluaron las distintas dosis empleadas de los tres péptidos de TvZIP, con el fin de
identificar la dosis ideal, capaz de producir una respuesta inmune humoral. Como se ha
reportado en la literatura, es importante la cantidad del inmundgeno que interacciona con
el individuo, debido a que dosis pequefias o dosis muy altas inducen tolerancia o
respuestas alteradas. De igual manera, la administracién del inmunégeno de forma
intermitente es mas efectivo, permitiendo la adquisicion del antigeno, sensibilizar al
individuo e incrementar la memoria inmunoldgica al antigeno.®
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La Figura 16 muestra los resultados obtenidos de los niveles séricos de IgG especificos, donde manifiestan que los grupos
experimentales inmunizados con los péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8 a las 3 dosis evaluadas (50, 100 y 200 pg/kg)
presentaron niveles mas elevados de anticuerpos IgG posteriores a sus refuerzos cada 15 dias (15, 30 y 45 dias,
respectivamente).

0.37
Dia 0
EA Dia15
E4 Dia 30
0.2-

Dia 45

Concentracion de IgG’s (pg/mL)

TvZIP-2 TvZIP-4

Inmunizaciones

Figura 16. Niveles de inmunoglobulinas IgG totales péptido especificas detectados en ratones Balb/C en los distintos tiempos
evaluados. Los resultados representan la media = D.E. Se realizé6 una ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de
Tukey. La letra “a@” indica diferencia significativa en comparacion con el control negativo del mismo dia, con p<0.05. La letra “b”
indica diferencia significativa en comparacion con el adyuvante del mismo dia, con p<0.05.
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En la Figura 16 se puede observar que para el control negativo y el control de adyuvante
no hubo un incremento en los niveles de anticuerpos IgG estadisticamente significativo
con respecto al paso de tiempo, sin embargo, los grupos experimentales tratados con
los péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8 a las 3 dosis 50, 100 y 200 ug/Kg mostraron un
aumento en los titulos de IgG con respecto al tiempo y el cual fue exponencial.

Los resultados de las IgG séricas manifiestan que la exposicion del sistema inmunolégico
a los péptidos de TvZIP aumentd su capacidad de respuesta ante un nuevo contacto
frente a dichos péptidos. Las respuestas secundarias frente a los péptidos resultaron
mas rapidas, no fueron dependientes del tiempo transcurrido y resultaron mas intensas
en comparacion con la respuesta inmune primaria frente dichos antigenos (péptidos). La
estimulacion de los linfocitos “virgenes” con los péptidos de TvZIP (in vivo) a sus
diferentes concentraciones generé células de memoria de vida prolongada; la memoria
inmunolégica se debidé a que, con cada exposicidon a los péptidos mediante las re-
estimulaciones, el clon de linfocitos especificos para estos péptidos se expandi6.®?

De acuerdo con todo lo anterior, los resultados mostraron que la respuesta inmune
humoral desencadenada frente a los tres péptidos a sus tres diferentes concentraciones
fue dependiente de la dosis, siendo el péptido de TvZIP-8 a la concentracion de 200
Ma/kg la ideal para inducir niveles elevados de anticuerpos IgG desde la primera
inmunizacioén; de igual manera, mostro que la administraciéon del péptido de TvZIP-8 en
distintos intervalos de tiempo, logra un efecto potencializado y sostenido de dicha
respuesta inmunoldgica caracterizada por la memoria inmunolégica contra el péptido de
TvZIP-8.

Se ha demostrado que otros microorganismos como Trypanosoma cruzi'y Leishmania
major son capaces de estimular en macréfagos de ratones el aumento de secrecion de
las citoquinas como TNF-a, IL-6, EROS, entre otros.?3% En este trabajo se logro
demostrar que los péptidos TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8 de T. Vaginalis seleccionados
con potencial inmunogénico mediante analisis bioinformatico, son capaces de estimular
la funcién efectora en los macréfagos mediante la produccion IL-6, TNF-a, NO y H2Oo,
donde se encontré un aumento significativo en comparacion con los macrofagos sin
tratamiento. Se ha descrito que en la tricomoniasis las citocinas TNF-a e IL-6 son
mediadores quimiotacticos que se encuentra implicados en los procesos inflamatorios y
desempefia un papel crucial in vivo como mediadores en el reclutamiento de neutréfilos
en los tejidos infectados en mujeres.895% A su vez, la produccion de NO y H,O con los
macrofagos estimulados los péptidos, indicaron que los péptidos podrian relacionarse
con el dafio oxidativo contra el parasito al estimular el dafio celular. De igual manera, los
péptidos fueron capaces de ser reconocidos por los linfocitos B y producir IgG péptidos-
especificas, demostrando su capacidad en producir una respuesta inmune humoral. El
péptido TvZIP-8 mostro mayor potencial inmunogénico y mejor afinidad al MHC-II, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos del analisis bioinformatico al determinar que el
péptido de TvZIP-8 mostraba mayor potencial inmunogénico en contraste con TvZIP-2 'y
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TvZIP-4; con base en ello, el péptido de TvZIP-8 podria ser considerado como posible
candidato para un método terapéutico contra la tricomoniasis.
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VIII. CONCLUSIONES

Se seleccionaron tres péptidos de los transportadores TvZIP-2, TvZIP-4 y TvZIP-8 de
Trichomonas vaginalis con el mayor potencial antigénico identificado por los analisis
bioinformaticos.

Los tres péptidos seleccionados indujeron una respuesta inmune celular determinada
por la produccién de las citocinas IL-6 y TNF- a en macrofagos peritoneales murinos,
siendo el péptido de TvZIP-8 el de mayor induccion de las citocinas.

Los tres péptidos seleccionados indujeron la produccion de especies reactivas de NO y
H.O, en macréfagos peritoneales murinos, siendo el péptido de TvZIP-8 el de mayor
induccion.

El ensayo in vivo demostré que los tres péptidos indujeron una respuesta inmune
humoral al producir anticuerpos IgG péptido especificos, donde el péptido de TvZIP-8
mostré una mejor estimulacion al tener niveles mas elevados en los titulos de IgG’s.

Los tres péptidos mostraron tener potencial inmunogénico, sin embargo, el péptido de
TvZIP-8 mostro mejores resultados en comparacion de TvZIP-2 y TvZIP-4.
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