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. RESUMEN

La tricomonosis causada por el parasito T. vaginalis, es considerada una de las
infecciones de transmision sexual cronica no mortal, con mayor frecuencia a nivel
mundial. Sin embargo, a pesar de este hecho, no existen vacunas disponibles
que tengan un efecto protector contra esta infeccion. Hasta la fecha, el desarrollo
de vacunas contra T. vaginalis se ha centrado principalmente en la deteccién de
inmundgenos potenciales. Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el
potencial inmunogénico de un transportador recombinante de Ca?* tipo TRP de
dicho parasito, en un modelo murino. Para ello, primero se realizé la prediccion
de propiedades de reconocimiento del sistema inmune, asi como la prediccion de
la propiedades moleculares y estructurales de los transportadores TRP de T.
vaginalis (TRPML/TRPP, TRPP y TRPV) mediante distintos analisis in silico. Los
resultados obtenidos permitieron seleccionar al transportador TvTRPV como el
de mayor potencial antigénico, el cual fue clonado y expresado como proteina
recombinante. Una vez purificada la proteina recombinante TvTRPV, se evalud
su potencial inmunogénico en ratones de la cepa BALB/c, los cuales fueron
inmunizados con 50, 100 y 200 ug/kg de dicha proteina. Posteriormente, se
detectaron los niveles de anticuerpos IgG a los 15 dias posteriores de la
inmunizacion primaria, asi como 15 dias después del primer y segundo refuerzo
(dia 15, 30 y 45, respectivamente) realizado con dicha proteina. Los resultados
obtenidos demostraron que la proteina recombinante TvTRPV de T. vaginalis
puede inducir una respuesta inmune humoral, caracterizada por niveles elevados
de anticuerpos IgG. También se demostré que los niveles de IgG detectados
aumentaron de manera especifica después de cada refuerzo de inmunizacién,
indicando que con cada exposicidon con la proteina TvTRPV, ocurrio la activacion
y expansion clonal de células de memoria, especificas para dicha proteina. Lo
que sugiere que la proteina recombinante TvTRPV presenta potencial
inmunogénico, por lo cual podria tener aplicaciones en métodos de diagnostico o

terapéuticos contra la tricomonosis.



Il. INTRODUCCION

La tricomonosis es la infeccion de transmision sexual causada por el parasito
protozoario T. vaginalis, el cual parasita el tracto genitourinario de hombres y
mujeres. La Organizacion Mundial de la Salud estima que afecta
aproximadamente a 248 millones de personas anualmente y la mayoria se
encuentra en paises en desarrollo. Esta infeccion puede desencadenar
complicaciones graves, entre las que se encuentran trastornos de la fertilidad, asi
como el riesgo de contagio de otros agentes causantes de infecciones de
transmision sexual, como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Por lo

gue una vacuna seria ideal para prevenir la infeccion contra dicho parasito.

El desarrollo de una vacuna comienza con la identificacion en el microorganismo,
de componentes o estructuras capaces de generar una respuesta inmune
protectora. Con las técnicas convencionales, éste puede ser un proceso largo y
complicado. Sin embargo, en los ultimos afos, el auge de la informatica y la
disponibilidad de la secuencia de los genomas han permitido la busqueda de
proteinas que son codificadas por distintos microorganismos, a fin de establecer
candidatos vacunales potenciales. Este nuevo enfoque conocido como
vacunologia inversa, en primer lugar, realiza la seleccién de candidatos mediante
analisis in silico, los cuales son clonados, expresados y finalmente se utilizan en
ensayos de inmunizacién, para evaluar su capacidad de desencadenar

respuestas inmunes protectoras.

Entre los criterios para la seleccion de proteinas con potencial antigeno se
encuentra la identificacion de aquellas relacionadas con funciones cruciales en
la patogénesis o supervivencia del microorganismo de estudio, ya que los
anticuerpos producidos en respuesta a estos antigenos pueden bloquear su
funcion y neutralizar la infeccion. Los transportadores TRP descritos en T.
vaginalis se encuentran relacionados con la regulacion del Ca?*, el cual es

fundamental para la supervivencia, crecimiento y colonizacion del parasito en el



tracto genitourinario. Ademas, recientemente se ha descrito la asociacion de los
transportadores TRP con procesos inflamatorios y respuestas inmunoldgicas
especificas. Por lo tanto, en el presente trabajo se realiza la identificacion del
transportador de Ca** tipo TRP de T. vaginalis con mayor potencial antigénico y
se obtiene como proteina recombinante, para la evaluacion de la respuesta

inmune humoral inducida, caracterizada por la produccion de anticuerpos IgG.



lll. ANTECEDENTES
3.1 Etiologia y aspectos morfolégicos de T. vaginalis

La tricomonosis es la infeccion de transmision sexual (ITS) no viral nUmero uno
a nivel mundial, causada por el parasito protozoario T. vaginalis, el cual parasita
el tracto urogenital de hombres y mujeres. Sin embargo, la presencia de sintomas

ocurre principalmente en las mujeres.1'2

T. vaginalis s6lo presenta la forma de trofozoito, el cual mide entre 10 y 30 ym,
(13 ym de media) con variaciones que dependen de las condiciones ambientales.
En cultivos axénicos, se describe como un protozoo de vida libre de aspecto
piriforme (Figura 2a), pero al adherirse a células epiteliales vaginales adopta una

forma ameboide (Figura 2b).**®

a) b)

Figura 1. a) Morfologia de T. vaginalis en cultivo y b) adherido a células epiteliales.*®

Posee cinco flagelos, cuatro de ellos anteriores y uno posterior, cuya funcién es
conferirle sus movimientos rapidos de traslacion y rotacion caracteristicos. El
quinto flagelo esta formado por un citoesqueleto de actina y tubulina, el cual
proporciona un movimiento ondulante. Este flagelo esta situado en la parte
posterior formando la membrana ondulante, asociada a una estructura llamada
costa, cuya funcion es dar resistencia a la estructura del parasito. Debajo del
nucleo nace una parte solida, llamada axostilo, dispuesta longitudinalmente y
analoga a la columna vertebral, que le proporciona rigidez anatomica al
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protozoario. Su citoplasma contiene el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico,
los hidrogenosomas (analogos a las mitocondrias), vacuolas y granulos de
glucégeno, ademas del nucleo situado en el tercio anterior del parasito, que

alberga seis cromosomas (Figura 2).%’

[ B Penacho de flagelos
' Nducleo

P Citoplasma

Axostilo
Membrana

ondulante Vacuolas

Flagelo . =

Figura 2. Representacion grafica del trofozoito de T. vaginalis.8

En la actualidad no se han descrito formas quisticas; sin embargo, en situaciones
desfavorables, T. vaginalis puede interiorizar sus flagelos y adoptar una

configuracién semirredonda, la cual es denominada pseudoquiste.®
3.2 Epidemiologia

La tricomonosis afecta aproximadamente a 248 millones de personas
anualmente y la mayoria se encuentra en paises en desarrollo. A continuacion,
se presentan los datos epidemioldgicos de tricomonosis, reportados en el afo
2012 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en las distintas regiones del

mundo (Figura 3).°
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Figura 3. Prevalencia global de casos de tricomonosis.®

En México, de acuerdo a la informacion epidemioldgica de morbilidad, emitida
por la Secretaria de Salud y la Direccion General de Epidemiologia (DGE), en el
ano 2016 se registraron 30,688 casos de tricomonosis, siendo los estados de
Veracruz, Puebla y México los que presentaron un mayor numero de personas
infectadas. En cuanto al estado de Yucatan, en ese mismo ano se registraron un
total de 234 nuevos casos de tricomonosis y hasta la semana epidemiologica 32

(19 de agosto del 2017) se han reportado 170 nuevos casos.'®

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos llevados a cabo por las organizaciones
internacionales para establecer medidas de vigilancia, los datos epidemioldgicos,
especialmente en lo que respecta a la tricomonosis, siguen subestimando las
cifras reales, debido al nimero elevado de casos asintomaticos y ser considerada

una enfermedad de declaracién no obligatoria.’™"

3.3 Manifestaciones clinicas de la tricomonosis

La presencia de sintomas, como consecuencia de la infeccidon por este parasito,



es mas frecuente en el sexo femenino. Las pacientes infectadas con T. vaginalis
pueden presentar leucorrea abundante, espumosa, fétida y de color amarillo a
verdoso. Ademas, pueden presentar prurito, dispareunia y disuria. En la
especuloscopia, se puede llegar a observar eritema vaginal y cervical que
muchos autores denominan como “vagina en empedrado” y “cérvix en fresa”,
debido a la dilatacion de los capilares y a las hemorragias puntiformes. Sin
embargo, esto soélo se llega a encontrar en menos del 2% de las pacientes
infectadas, lo que dificulta el diagnostico. Entre las complicaciones asociadas con
la tricomonosis se incluyen adenitis, piosalpingitis, endometritis, trastornos de la
fertilidad y en mujeres embarazadas puede inducir parto prematuro. Ademas, la
tricomonosis aumenta el riesgo de contagio de otros agentes causantes de ITS,

como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)."*"

Los varones tienden a sufrir una infeccion con escasa o nula sintomatologia y
actuan como reservorios de T. vaginalis. Sin embargo, cuando la infeccion se
hace evidente, puede manifestarse con secrecion uretral serosa y purulenta,
prurito, edema prepucial, ereccion dolorosa, eyaculacion y disuria. Entre las
complicaciones se encuentran uretritis, prostatitis, cistitis, epididimitis,

balanopostitis e infertilidad.
3.4 Fisiopatologia de la infeccion

La distinta sintomatologia provocada por el parasito se debe a los distintos
mecanismos de patogenia, los cuales hoy en dia no han podido ser explicados
de forma clara. En las ultimas décadas se han realizado estudios que han
permitido revelar de forma parcial el comportamiento y evolucidon de T.

vaginalis.?'

Este parasito se encuentra en un ambiente complejo, que sufre cambios bruscos,
en el que influyen el pH, la microbiota, la respuesta inmune del hospedero, los

niveles de hierro, zinc, poliaminas, calcio, etc. En este sentido, el parasito es



capaz de desarrollar mecanismos de adaptacién al hospedero para colonizar y
mantener la infeccion en este ambiente tan hostil. La interaccion parasito-
hospedero es un proceso multifactorial dependiente de mecanismos inherentes

al hospedero y al parasito (Figura 4).%'

) Factores
dependientes de
" Mecanismos

T. vaginalis dependientes

del contacto
Mecanismos ‘_/

independientes
del contacto

Hormonas

Nicho
genitourinario

Factores
dependientes del
hospedero

Figura 4. Esquema representativo de los principales factores que influyen en la patogenia y

colonizacioén por T. vaginalis.?'
3.4.1 Factores asociados al parasito

Los mecanismos de patogenicidad asociados a T. vaginalis son de dos clases:
los dependientes e independientes del contacto.

a) Mecanismos dependientes del contacto: unién entre el parasito y la célula
epitelial. La adherencia del parasito a la célula esta mediada por las proteinas de
unidn presentes en T. vaginalis: AP120, AP65, AP51, AP33 y AP23. Tras la

adherencia, T. vaginalis adopta una forma ameboide que aumenta su contacto



con la célula. Para que la adherencia sea eficaz, es necesaria la presencia de
cistein-proteasas ubicadas en la superficie del parasito. El parasito finalmente se
une a la laminina y la fibronectina del epitelio vaginal. Ademas, T. vaginalis esta
recubierta por lipofosfoglucano (LPG), molécula muy importante para su

adherencia a la célula epitelial. 2

b) Mecanismos independientes del contacto: interviene el factor de
desprendimiento celular (CDF, por su sigla en inglés), los desechos del parasito
y la concentracidén de estradiol en la vagina. Cuando el CDF interactua con la
célula epitelial, induce su desprendimiento. Se ha descrito que el CDF es un
marcador de virulencia, ya que al elevarse su concentracion aumenta la
sintomatologia. Durante la menstruacion el déficit de estrogenos aumenta la

concentracion de CDF y da lugar a una sintomatologia mas fuerte.?*%°

3.4.2 Factores asociados al hospedero
Los factores mas relevantes asociados al hospedero son:

a) pH vaginal y microbiota: T. vaginalis crece en un pH préximo a 5.0. El pH
vaginal de una mujer sana es acido, por debajo de 4.5 y la existencia de
enfermedades genitourinarias concomitantes o una alteracion de la flora vaginal,
estan asociadas a un aumento del pH; esta circunstancia facilita el asentamiento
del parasito en caso de un contacto de riesgo. Asimismo, el propio parasito a
través de la fagocitosis de Lactobacillus, principal responsable del ambiente acido
en la vagina, reduce la poblacion de las bacterias de la microbiota. Esta alteracion
de la microbiota y la secrecién de determinados factores favorecen un ambiente

alcalino que asegura su propio asentamiento.?*

b) Ciclo menstrual y niveles hormonales: el papel que cumplen estos dos
elementos en la presentacion clinica de la tricomonosis es de gran relevancia. La
exacerbacion de los sintomas en la mujer esta asociada a las fluctuaciones

hormonales durante el transcurso del ciclo menstrual. La presencia de receptores



especificos para estrogenos y androgenos en la superficie de T. vaginalis refleja
la importancia de las hormonas en el desarrollo de esta parasitosis. Existen
estudios que parecen indicar que un ambiente tanto hipo como hiper-estrogénico
podrian favorecer distintos mecanismos relacionados con la colonizacion del

parasito. 2

c) Presencia de hierro: es uno de los factores que mas se han estudiado en la
patogenia de T. vaginalis. Tiene un papel como inductor de numerosos genes
asociados a la adherencia del parasito al epitelio vaginal, asi como a la
exacerbacion de su patogenia. También es esencial para el desarrollo adecuado

del metabolismo del parasito y su multiplicacién.?*2°

d) Presencia de zinc: este elemento esta presente en el fluido prostatico del
hombre, favoreciendo un ambiente oxidativo que dificulta el crecimiento del
parasito. El caracter citotoxico del Zn?* explica por qué esta ITS cursa de forma
asintomatica en la mayoria de los varones. Este elemento también regula
positivamente la expresion de dos fimbrias, esenciales junto con la actina en la
modificacion estructural que sufre el parasito durante el contacto con las células

del tracto genitourinario, adquiriendo una forma ameboidea.?*’

d) Presencia de calcio: es un requerimiento esencial para la expresion de genes
diferenciales involucrados en la supervivencia, crecimiento y colonizacion del
parasito en el ambiente vaginal. Ademas, se encuentra relacionado con la
actividad hemolitica de T. vaginalis, asi como también con la union del parasito a
la fibronectina durante su colonizacion en el hospedero. Por otro lado, también se
sugiere que este ion participa como un importante cofactor, ya que se ha descrito
en el parasito la presencia de moléculas relacionadas al metabolismo de calcio,
como bombas de ATP-asa presentes en el reticulo sarcoplasmico (SERCA, por

sus siglas en inglés) y calmodulina.®?%*
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3.5 Regulacioén del calcio (Ca*") en T. vaginalis

En este parasito protozoario la importancia del calcio no ha sido estudiada de
manera profunda, a pesar de ser el ibn mas abundante en la mayoria de los
organismos y a su rol critico como segundo mensajero en muchos tipos celulares.
Tampoco se cuenta con suficiente informacion sobre la regulacion de este cation
concertada por distintos transportadores presentes en la membrana plasmatica y
en organelos intracelulares, siendo los transportadores de calcio un blanco
importante de atencidén debido a su papel en el metabolismo celular y su uso

potencial con orientacion a nuevas terapéuticas.**°

Entre los datos publicados a la fecha respecto a la presencia de transportadores
de calcio en T. vaginalis, se encuentra un estudio realizado por Prole y Taylor en
el ano 2011, en el cual se identific6 por medio de analisis bioinformaticos, la
presencia de canales o transportadores de Ca®" Unicamente de la familia de
transportadores conocidos como receptores de potencial transitorio (TRP, por
sus siglas en inglés), pertenecientes a la subfamilia TRPML, TRPML/TRPP y
TRPV.¥’

3.6 Transportadores tipo TRP

Los transportadores TRP (receptores de potencial transitorio) fueron inicialmente
descubiertos y caracterizados en Drosophila, con la posterior identificacion de
aproximadamente 30 isoformas en vertebrados. Son canales cationicos no
selectivos situados en la membrana plasmatica y algunos de ellos actuan como
canales de entrada de Ca?. Después de su activacion, generan una
despolarizacion celular que puede generar la activacion o inactivacion de canales
de iones dependientes del voltaje y modular la fuerza motriz del flujo de iones.
Los transportadores TRP también pueden funcionar como canales idnicos
intracelulares, principalmente como canales de liberacion de Ca®*, en distintos
organelos celulares como lisosomas, endosomas, aparato de Golgi, reticulo

endoplasmico y vesiculas sinapticas.*
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Dichos transportadores muestran diferencias en su selectividad idnica, estructura
y distribucidn y aunque se encuentran basados en su similitud en secuencia,
éstos se pueden subclasificar en distintas subfamilias: TRPC1-7 (candnicos),
TRPV1-6 (vaniloides), TRPM1-8 (melastatinas), TRPP1-3 (policistinas), TRPA1
(anquirinas) y TRPML1-3 (mucolipinas).*®

Todos los transportadores TRP cuentan con seis regiones transmembrana (S1-
S6), tienen un bucle que forma un poro entre la quinta (S5) y sexta (S6) region
transmembrana, sus regiones C y N terminales son intracelulares, y
probablemente actuan principalmente  como heterotetrameros u

homotetrameros.*® 4!

A continuacion, se describen algunas caracteristicas de las subfamilias TRPML,
TRPP y TRPV, las cuales han sido identificadas en T. vaginalis por medio de

analisis in silico.*’

Subfamilia mucolipina (TRPML): cuenta con tres miembros que se expresan
principalmente en vesiculas intracelulares. El nombre se deriva de la mucolipina,
una proteina responsable de la enfermedad neurodegenerativa mucolipidosis tipo
IV (ML-IV). Las funciones de la subfamilia TRPML son dificiles de estudiar debido
a su localizacion en los organelos celulares. Tienen un papel crucial en el trafico
y la diferenciacibn de endosomas tempranos a cuerpos multivesiculares,

endosomas tardios, lisosomas y endosomas de reciclaje.*?

Subfamilia policistina (TRPP): esta conformada unicamente por tres miembros,
los cuales tienen un motivo de unién a Ca** en el C terminal. Esta subfamilia
parece actuar como sensores mecanicos o de protones y se conservan en

vertebrados, invertebrados y levaduras.***°

Subfamilia vaniloide (TRPV): Comprende seis miembros que se dividen en
cuanto a su homologia: TRPV1/TRPV2, TRPV3, TRPV4 y TRPV5/TRPVG. Esta

subfamilia recibié el nombre de su miembro fundador, el receptor vaniloide VR1
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(capsaicina). Los transportadores TRPV1, TRPV2, TRPV3 y TRPV4 son
modestamente permeables a Ca®*, mientras que TRPV5 y TRPV6 son los Unicos

canales altamente selectivos a Ca®* en la familia TRP.**°

Se han identificado homdlogos de transportadores TRP en algunos organismos,
pertenecientes a las subfamilias descritas anteriormente, las cuales han sido

identificadas en T. vaginalis (Cuadro 1).

Cuadro 1. Homdlogos de transportadores TRP en diversos organismos.

Organismo Transportador TRP reportado Referencia
Conejo TRPV Martinez y cols. 2013.%
Raton TRPV, TRPML, TRPP Feng y cols, 2014.*'
Rana TRPV Saito y cols. 2011.%
Pez TRPV Majhi y cols. 2013.%
Alga TRPV Arias y cols. 2011.%
Mosca de la fruta TRPV, TRPML, TRPP Chu y cols. 2013.”"
Schistosoma TRPML y TRPP Bais y cols. 2016.%
Leishmania major TRPML Prole y Taylor.2011 *’

3.7 Respuesta inmune del hospedero frente a T. vaginalis

En el humano, la reinfeccion con T. vaginalis ocurre con frecuencia, lo que
sugiere que este parasito induce una respuesta inmune protectora pobre y en la
mayoria de los casos de tricomonosis existe evidencia de una respuesta tanto

celular como humoral.®®

La comprension actual de la inmunidad a T. vaginalis se debe en gran parte a
observaciones de respuestas en humanos, en modelos in vifro y modelos

animales.®*
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3.7.1 Respuesta inmune celular

En la respuesta inmune celular frente a T. vaginalis, a partir de aislados del
parasito proveniente de pacientes sintomaticos, se ha reportado la induccién
unicamente de una respuesta caracterizada por la secrecion de IL-10 en las
células dendriticas, mientras que un repertorio diverso de citocinas, como IL-12,
IL-10 e IFN-a se producen en respuesta a bacterias infecciosas de la mucosa
vaginal. La IL-10 por si sola contribuye a la inhibicion de las células Th1 y

favorece una respuesta Th2.%°

Por otra parte, las citocinas relacionadas con la respuesta de tipo Th1 (IL-2 e IFN-
Y) se encuentran en aumento en el suero de ratones infectados con aislados de
T. vaginalis provenientes de pacientes asintomaticos, en comparacion de
aislados sintomaticos. Estos resultados coinciden con estudios de citocinas
producidas por enfermedades causadas por protozoarios, que sugieren que en
estos casos la respuesta mediada por células Th1 puede regular la enfermedad
y prevenir otros sintomas clinicos, pero no combatir la infeccidn, sugiriendo asi
que la respuesta inmune celular podria contribuir en los sintomas de la

tricomonosis.*®

Por otro lado, se ha demostrado un incremento significativo de los niveles de
TNF-a en el suero de pacientes infectados con T. vaginalis, lo que sugiere que
este parasito estimula a los macréfagos para producir citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-a y oxido nitrico. Ademas, se ha demostrado que T. vaginalis induce
la produccidon de TNF-a en macréfagos, a través de la activacion dependiente de
NF-KB, la cual podria estar involucrada en el proceso inflamatorio de la

tricomonosis.®’

También se ha identificado el aumento de la proteina C reactiva en el suero de
mujeres infectadas con T. vaginalis o que sugiere que el impacto de la reaccién

inmuno-inflamatoria al parasito supera los limites de la mucosa del tracto
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reproductivo.”’
3.7.2 Respuesta inmune humoral

A la fecha se ha demostrado mediante distintos tipos de inmunoensayos la
presencia de anticuerpos especificos en contra de T. vaginalis en el tracto
reproductivo de pacientes y en la mayoria de los casos, anticuerpos circulantes

en el suero.>®%°

Trabajos experimentales previos han descrito la cinética de inmunoglobulinas
producidas en respuesta a la tricomonosis en un modelo murino, en los cuales
los titulos de IgG, 1gG1 e IgM resultan significativamente mayores en los ratones
infectados con aislados del parasito provenientes de pacientes sintomaticos, en
comparacion con los aislados provenientes de pacientes asintomaticos. Mientras
que la respuesta de IgA no muestra diferencia entre aislados de pacientes

asintomaticos y sintomaticos.®

En cuanto al papel de las inmunoglobulinas, éste permanece incierto debido a
factores de virulencia de T. vaginalis, que son capaces de degradarlas y pueden
prevenir la activacion del complemento o la citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos.®°

Ademas, aunque las inmunoglobulinas son detectadas en el ser humano durante
una infeccion vaginal, su presencia no parece proporcionar proteccion durante o
después de la infeccién. Esto debido a que tal vez los niveles de
inmunoglobulinas durante la infeccidon natural son ineficaces, pero los niveles de
inmunoglobulinas logrados después de la vacunacién podrian ser protectores,
sugiriendo que el modo de presentacion del antigeno podria tener un efecto

diferencial sobre la proteccion.®*®

3.8 Respuesta inmune frente a transportadores iénicos
Actualmente se ha descrito la capacidad de algunos transportadores i6nicos de
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inducir respuestas inmunoldgicas. Entre éstos se encuentran los transportadores
de Na?* que, debido a su capacidad para utilizar este ién metalico, se han descrito
como posibles factores de virulencia importantes en patdégenos tales como Vibrio
cholerae, Neisseria meningitidis, Salmonella enterica serovar Typhi y Yersinia

pestis, siendo adecuados como blancos de farmacos, asi como de vacunas.®

Ademas, transportadores como los denominados ABC, también presentes en
bacterias, encargados de importar diversos nutrientes necesarios para la
supervivencia y la exportacién de sustancias toxicas para la célula, también han
sido considerados como inmundégenos. Se ha demostrado la presencia de
anticuerpos contra dichos transportadores, los cuales permiten eliminar las
infecciones bacterianas in vivo, sugiriendo que estas proteinas pueden ser dianas
adecuadas para el desarrollo de terapias post-infeccion, asi como terapias
protectoras. Por ejemplo, el transportador ABC de Streptococcus pneumoniae,
encargado de la captacion de hierro, es fundamental para la virulencia completa
en modelos murinos de infeccion y mediante la inmunizacion de dos de sus
componentes lipoproteicos (PiaA y PiuA), obtenidos de manera recombinante, se
ha detectado su efecto protector frente la infeccidn de este microorganismo, ya
que inducen la produccion de anticuerpos que promueven la opsonofagocitosis

bacteriana. 564

Por otro lado, recientemente se ha descrito que distintos canales idnicos como
los dependientes de voltaje (selectivos a Na, Ky Ca) y algunos transportadores
pertenecientes a la familia TRP presentan una estructura en comun (bucle E-3)
que debido a su longitud podria actuar como un epitope accesible para
anticuerpos, por lo que se sugiere que dicho componente de estos
transportadores iénicos podria ser considerado como posible inmunégeno.65

3.8.1 Respuesta inmune frente a transportadores TRP

A la fecha existen reportes de la posible asociacion de los transportadores TRP

con procesos inflamatorios y respuestas inmunoldgicas especificas.®®
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En cultivos de queratinocitos humanos se ha descrito que el transportador TRPV1
mediado por el flujo de calcio, suprime la proliferacion, promueve la apoptosis y
regula la inflamacion cutanea. También se ha demostrado en cultivos de
queratinocitos estimulados con el transportador TRPV3, éste induce la

produccién de mediadores inflamatorios.®’'®®

Por otro lado, la activacion del transportador TRPV4 identificado en macrofagos
alveolares se encuentra asociado a la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y especies reactivas de nitrogeno (RNS,
por sus siglas en inglés). En cuanto a los transportadores TRPV2 también
presentes en los macrofagos alveolares, asi como en otras poblaciones de
macrofagos se encuentran asociados con la fagocitosis de moléculas

extrafias.?%"°

Con respecto a estudios de la respuesta inmunoldgica inducida frente a
transportadores TRP derivados de microorganismos, éstos son limitados. Entre
los reportados, se encuentra la evaluacion in vivo del transportador TRP2. En
dicho estudio se inmunizaron ratones con distintos epitopes identificados en el
transportador TRP2 de la bacteria Pseudomonas aeruginosa y se detectd una
respuesta inmunoldgica antitumoral, desencadenando una respuesta de células
T CD8+."

3.9 Vacunologia inversa

El desarrollo de una vacuna comienza con la identificacion en el microorganismo,
de componentes o estructuras unicas capaces de generar una respuesta inmune
protectora. Con las técnicas convencionales, éste puede ser un proceso largo y
complicado, ya que comunmente se realizan pruebas de ensayo y error hasta
encontrar el candidato mas adecuado. Sin embargo, en los ultimos afnos, el auge
de la informatica y la disponibilidad de la secuencia de los genomas han permitido
la busqueda de proteinas que pudieran ser codificadas por distintos
microorganismos, a fin de establecer candidatos vacunales potenciales. Este
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nuevo enfoque para el disefio de vacunas es conocido como vacunologia inversa

(Figura 5).”

La vacunologia inversa implica la clonacion y expresion de las proteinas
presentes en la secuencia del genoma de un organismo, que se predicen in silico.
Posteriormente las proteinas candidatas son sometidas a procedimientos de
inmunizacion para evaluar su capacidad de provocar anticuerpos eliminando o

neutralizando al patégeno.”
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Figura 5. Comparacioén entre la vacunologia convencional e inversa.”
3.9.1 Andlisis in silico empleados en la vacunologia inversa

El proceso comienza con la informacién del genoma en una base de datos. En
primer lugar, se realiza la seleccion de los candidatos vacunales, la cual se basa

en el analisis que permite la identificacion de proteinas de membrana,
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extracelulares o secretadas, las cuales son consideradas como candidatos
vacunales ideales, ya que son mas accesibles a los anticuerpos que las proteinas
intracelulares. Diferentes bases de datos pueden ser usadas para obtener
secuencias genomicas que, con la combinacion apropiada de distintos algoritmos
y la evaluacién critica de la informacién generada, son esenciales para la
seleccion acertada de los antigenos. Existe una gran variedad de programas para
realizar la busqueda de secuencias de ADN o proteinas en una base de datos.
Los algoritmos mas empleados en el contexto del analisis de secuencias incluyen
los métodos de busqueda de secuencias similares, tanto de ADN como de
proteinas, asi como la prediccion de la localizacién de la proteina en la célula, a
partir de una secuencia aminoacidica. También existen bases de datos con los
dominios de familias de proteinas generadas de la comparacion global de todas
las secuencias de proteinas disponibles. La mayoria de estas herramientas se

encuentran disponibles en linea.”*"’

Debido a que la activacion de las células T cooperadoras es esencial para iniciar
la respuesta inmune protectora, también existen programas que permiten
predecir regiones de unién al Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC, por
sus siglas en inglés) de la clase | y/o Il. Asi como herramientas que realizan la

prediccion de los ligandos MHC de las secuencias de las proteinas.”®"®

Finalmente, debido a la existencia de un gran numero de genomas secuenciados,
incluso dentro de una misma especie, se puede analizar si los genes
seleccionados como candidatos se encuentran conservados. Para ello, se
realizan alineamientos multiples de secuencias de ADN o proteinas, hasta que la
identidad, similitud y diferencias puedan ser observadas. La relacion en cuanto a
evolucion puede ser vista en este programa a través de cladogramas o

filogramas.”
3.9.2 Del antigeno candidato a la inmunogenicidad

Una vez efectuados los distintos analisis in silico, la siguiente etapa de la

19



vacunologia inversa es la evaluacion de propiedades antigénicas. Mediante
métodos moleculares se procede a la amplificacion por PCR de las secuencias
codificantes para su posterior clonacion y expresion. Posteriormente, se realiza
la purificacion de los productos proteicos que son empleados en los
procedimientos de inmunizacién. Para evaluar la inmunogenicidad, los sueros
obtenidos procedentes de animales de experimentacion, son evaluados por
medio de la técnica ELISA, asi como por el analisis de tipos de células activadas
por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés) para medir los titulos de
anticuerpos y determinar la habilidad del antisuero para unirse a la superficie del

microorganismo vivo.”

La forma directa de medir la eficacia protectora de los antigenos candidatos es
evaluar los sueros inmunes en un modelo animal en el que la proteccidén sea
dependiente del mismo mecanismo efector que en el humano o en el animal que
se desee usar la vacuna. La falta de modelos animales fiables ha obstaculizado
el desarrollo de vacunas, por lo que se han desarrollado ensayos in vitro
alternativos (para medir actividad bactericida y opsonofagocitosis) y
correlacionarlos con la eficacia de la vacuna en humanos o animales. De esta
manera, la vacunologia inversa ha permitido identificar exitosamente nuevos

candidatos vacunales contra algunos patégenos humanos.”"

3.9.3 Candidatos vacunales identificados con vacunologia inversa

El primer patégeno tratado con vacunologia inversa fue Neisseria meningitidis
serogrupo B, para el cual no existe una vacuna ampliamente protectora debido a
la similitud de su polisacarido capsular con un autoantigeno y la hipervariabilidad
de su antigenos proteicos de la membrana externa. La vacunologia inversa
condujo a la identificacion de 29 nuevos antigenos productores de antibioticos
bactericidas contra el patogeno in vitro. Después de exitosos estudios preclinicos,

la vacuna derivada de esta estrategia entro en las pruebas de fase | en 2002.
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En este patdgeno también se han detectado respuestas inmunes protectoras,
utilizando la vacunologia inversa, la cual permitié identificar a la proteina de unién
al factor H (fHbp) presente en dicha bacteria como un importante antigeno
vacunal capaz de inducir niveles elevados de anticuerpos con actividad
bactericida. Esta estrategia también se ha utilizado para identificar antigenos

presentes en cepas patégenas, pero no comensales de Escherichia coli.®*

Actualmente no existen reportes de la aplicacion de la vacunologia inversa en T.
vaginalis. Por lo que, en este trabajo se plantea utilizar dicha estrategia para la
identificacion y evaluacién del potencial inmunogénico de un transportador
recombinante de Ca** tipo TRP de T. vaginalis, considerando: 1) que esta familia
de transportadores son cruciales para su supervivencia, por lo cual podrian ser
proteinas antigénicas, 2) asi como el hecho de que, el analisis de respuestas
humorales contra diferentes agentes infecciosos es critico para el diagnostico de
enfermedades, la comprension de los mecanismos patogénicos, asi como el

desarrollo y monitoreo de candidatos vacunales.®”:%
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IV. OBJETIVO

4.1 General:

Evaluar la respuesta inmune humoral en un modelo murino, inducida por un

transportador recombinante de Ca?* tipo TRP de T. vaginalis.

4.2 Especificos:

|dentificar y seleccionar el transportador de Ca®" tipo TRP de T. vaginalis
con el mayor potencial inmunogénico, por medio de analisis in silico.
Obtener el plasmido recombinante del transportador de Ca?* tipo TRP
seleccionado, mediante la clonacion de su ADNc especifico.

Expresar de manera recombinante el transportador de Ca®" tipo TRP
clonado, utilizando la bacteria E. coli, como sistema de expresion
heterdlogo.

Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por la proteina
recombinante obtenida, mediante inmunizacion en un modelo murino y

determinacion de anticuerpos IgG.
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V. HIPOTESIS

El transportador recombinante de Ca** tipo TRP de T. vaginalis seleccionado
como el de mayor potencial inmunogénico, es capaz de inducir una respuesta
inmune humoral, caracterizada por la produccion de anticuerpos IgG, en un

modelo murino.
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VI. MATERIAL Y METODOS
6.1 Tipo de estudio
Experimental.
6.2 Diagrama del disefo experimental

A continuacion, se muestra el disefio experimental de este trabajo (Figura 6) y

posteriormente se explican a detalle los materiales y métodos utilizados.

Andlisis in silico de los
transportadores tipo TRP de T.
l vaginalis

Evaluacion de propiedades de
reconocimiento del sistema
inmune

Evaluacion de propiedades
moleculares y estructurales

Identificacion del transportador

I TRP de T. vaginalis con mayor |
potencial antigénico

!

Obtencién de la proteina
recombinante TVTRPV

Ensayos de inmunizacion con la
proteina TVTRPV

Inmunizacién primaria (Dia 1) Primer refuerzo (Dia 16) Segundo refuerzo (Dia 31)

Evaluacion de la respuesta
inmune humoral

Determinacion de niveles de
IgG totales por ELISA

Figura 6. Diagrama del disefio experimental y métodos utilizados en este trabajo.
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6.3 Definicion de variables y escalas de medicion

La descripcion de las variables analizadas en el presente trabajo, se incluye en

el cuadro 2.
Cuadro 2. Variables y escalas de medicion
Variable Definicion Tipo de Naturaleza Escalade Unidad de
variable medicion medicion
Proteina recombinante . s De razoén,
TvTRPV TVTRPV Dependiente  Cuantitativa continua mg/mL

Anticuerpo de tipo IgG
en respuesta a la
proteina recombinante
TvTRPV

De razon, Densidad

IgG
9 continua Optica

Dependiente  Cuantitativa

6.4 Analisis in silico para la prediccion de potencial antigénico

Las secuencias de nucledétidos y aminoacidos de los transportadores de Ca*" tipo
TRP (TRPML/TRPP, TRPML y TRPV) de T. vaginalis fueron obtenidas de la base
de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus
siglas en inglés) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) y de la base de datos del parasito
(TrichDB) (http://trichdb.org). Dichas secuencias se utilizaron con el fin de
identificar el transportador de Ca** tipo TRP con mayor potencial inmunogénico,
mediante la prediccion de propiedades de reconocimiento del sistema inmune,
asi como la prediccion de sus propiedades moleculares y estructurales, mediante
distintos analisis in silico. (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Andlisis in silico realizados para la determinacién del potencial inmunogénico

de los transportadores TRP

Basados en el reconocimiento del Basados en la identificacion de
sistema inmune propiedades moleculares y estructurales

Localizacion subcelular

Prediccion de secuencias con Regiones transmembranales
potencial antigénico
Funcion
Prediccion de epitopes B
Alineamientos multiples
Prediccién de epitopes T
Arboles filogenéticos

6.4.1 Analisis de propiedades de reconocimiento del sistema inmune

Las tres secuencias de las proteinas correspondientes a los transportadores TRP
fueron analizadas en la base de datos Antiden (http://www.ddg-
pharmfac.net/antijen/Antiden/antijenhomepage.htm) y Vaxiden (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/Vaxiden/Vaxiden.html) para la prediccién de secuencias de

aminoacidos con potencial antigénico.

La prediccion de epitopes B presentes en los transportadores TRP se realizd
mediante el servidor disponible en linea SVMTriP
(http://sysbio.unl.edu/SVMTTiPY/).

En cuanto a la prediccidn de epitopes T, ésta se llevo a cabo utilizando el método
de red neuronal artificial (NN-align, por sus siglas en inglés), disponible en linea
en la base de datos y recursos de analisis de Epitopes Inmunes (IEDB, por sus

siglas en inglés) (http://www.iedb.org/home_v3.php).
6.4.2 Andlisis de propiedades moleculares y estructurales

La prediccion de la posible localizacién de los transportadores TRP se realizd
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mediante el servidor para eucariotas Euk-mPLoc

(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/).

Para la prediccion de la topologia transmembranal de dichos transportadores
presentes en el parasito, se utilizd la herramienta TMHMM 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/).

En cuanto a la prediccion de su funcion molecular, ésta se llevo a cabo utilizando

el software “Protein Function Prediction” (http://kiharalab.org/pfp.php).

Posteriormente, se realizé la busqueda de proteinas homdlogas a cada una de
las subfamilias de los transportadores TRP utilizando la herramienta BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y una vez obtenidas las secuencias se
realizaron alineamientos multiples con la herramienta ClustalO (uniProt)
(http://www.uniprot.org/align/). Los alineamientos obtenidos fueron editados con
el servidor BoxShade 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)
y sirvieron de punto de partida para la prediccidn de arboles filogenético entre las
distintas subfamilias de los transportadores TRP. Dichos arboles filogenéticos se
realizaron con la herramienta MEGA, utilizando el método “union de vecinos”

(Neighbor-Joining).
6.5 Cultivo de T. vaginalis

Se utilizé el aislado MICHO1 de T. vaginalis cultivado axénicamente en medio
TYM (Triptona-Levadura-Maltosa) suplementado con 18% de suero de caballo,
inactivado por calor, incubado a 37°C por 24 h. Los parasitos se cosecharon en

fase logaritmica de crecimiento.
6.6 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé a partir del cultivo de T. vaginalis mencionado
previamente. 1 x 10° parasitos cultivados en condiciones normales por 24h a
37°C, fueron centrifugados a 1800 rpm por 10 min a 4°C. La pastilla celular
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obtenida fue tratada utilizando el kit RNeasy (Qiagen), siguiendo las instrucciones
del fabricante y el ARN obtenido fue eluido con agua libre de RNAsas.
Posteriormente, la integridad del ARN extraido se analizé en un gel de agarosa
al 1.5% corrido en TBE 0.5% y tenido con bromuro de etidio.

6.7 Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Para la sintesis del ADNc se utilizé el kit First Strand cDNA synthesis (Thermo
Scientific) siguiendo las instrucciones especificadas por el fabricante. La mezcla
de reaccion se llevé a un volumen final de 20 pL, adicionando 30 ng/uL de ARN
tratado con DNAsa, Oligo (dT) (100 uM), agua libre de nucleasas, buffer de
reaccion 5X, inhibidor de RNasa RiboLock (20 U/ pL), dNTP mix (10 mM) y
transcriptasa reversa RevertAid H Minus M-MuLV (200 U/ pL).

6.8 Diseno de oligonucledétidos

Para amplificar por RT-PCR el gen correspondiente al transportador TRPV de T.
vaginalis (TvTRPV) a partir de su ADNc, se disefaron los siguientes
oligonucledtidos: TRPV1-F (5-CCCATGGACACTCTATTCGCACCTT-3), y
TRPV1-R  (5-CCCTTATACGGCTTCTGGTATTCTA-3), asi como los
oligonucledtidos TRPV2-F conteniendo un sitio de restriccion para la enzima
BamHI (5-GGCGGGGATCCATGGACACTCTATTCGCACCTT-3") y TRPV2-R
conteniendo un sitio de restriccibn para la enzima Hindlll (5°-
GGCGGAAGCTTTITATACGGCTTCTGGTATTCTA-3"). En este ultimo par de
oligonucledtidos, los codones de inicio y de paro estan subrayados y las

secuencias de los sitios de restriccion se encuentran en cursiva.
6.9 Clonacion del transportador TVTRPV en el vector pTZ57R/T

A partir del ADNc de T. vaginalis, se amplific6 por RT-PCR el transportador
TvTRPV utilizando el oligonucledtido sentido TRPV1-F y el oligonucleotido
antisentido TRPV1-R.
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La mezcla de reaccion se prepardé como se describe a continuacion: buffer de
polimerasa (NH4)2SO4 (10X), mezcla de dNTP’s (10 mM), MgCl, (25mM), 10 uM
de cada oligonucleétido (sentido y antisentido), 1 uL de ADNc, polimerasa de alta
fidelidad (5 U/ pL) (Thermo Scientific Phusion Hot Start 1), en un volumen final
de 25 pL.

La amplificacion se sometio a las siguientes condiciones: un ciclo de 95°C por 2
minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C durante 40 segundos y 72°C
por 70 segundos y finalmente un ciclo de 72°C por 7 minutos. Los productos de
PCR se analizaron en un gel de agarosa al 0.8% corrido en TBE 0.5% vy tefiido

con bromuro de etidio.

Posteriormente, el amplicon obtenido se clond en el vector pTZ57R/T (Thermo
Fisher Scientific) segun las especificaciones del fabricante. Con esta
construccion se transformaron células competentes E. coli DH5a, se sembraron
en placas de agar LB con ampicilina (100 ug/ml) y se crecieron por 18 h a 37°C.
Las clonas positivas se seleccionaron por “PCR” colony”, utilizando los
oligonucledtidos TRPV1-F y TRPV1-R y por restriccion del ADN plasmidico
(ADNp) con las enzimas EcoRl y EcoRV. Las clonas positivas se almacenaron

con glicerol al 10% a -80 °C.
6.10 Expresion del transportador TVTRPV en el vector pCold Il

Se realizd RT-PCR del transportador TvTRPV utilizando el oligonucledtido
sentido TRPV2-F y el oligonucledtido antisentido TRPV2-R. La mezcla de
reaccidon y las condiciones de amplificacion fueron las mismas que se

describieron previamente.

Después, el amplicon obtenido se clon6é en el vector de expresién pCold Il
(Takara). La reaccion de ligacion se realizé en una proporcion 1:4 (vector-
inserto), usando 1 puL de T4 DNA Ligasa 50 U (Thermo Scientific), en 20 uL de

reaccion, durante 20 h a 16°C.
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Posteriormente, se realiz6 la transformacion en células competentes E. coli
BL21(DE3) (100 pL) con 15 pL del producto de ligacién, la mezcla se mantuvo en
hielo por 15 min y se sometio a choque térmico por 90 s a 42°C. Las células se
transfirieron nuevamente a hielo durante 10 min, se adicion6 260 uL de medio
Luria Bertani (LB) sin antibiético y se incub6 a 37°C durante 1 h con agitacion
(100 rpm). Inmediatamente después se sembré la mezcla anterior sobre placas
de agar-LB con ampicilina (100 pug/ml).

De las clonas obtenidas se realizé “PCR” colony” utilizando los oligonucledétidos
TRPV2-F y TRPV2-R. Ademas, se obtuvo el ADNp de las clonas positivas y se
realizd6 PCR utilizando los oligonucledtidos TRPV2-F y TRPV2-R para amplificar
el transportador TVTRPV vy los oligonucleétidos pCold II-F y pCold II-R para
amplificar al vector. Las clonas positivas se almacenaron con glicerol al 10% a -
80 °C.

Para la induccion de la proteina recombinante se tomd una de las clonas
positivas, se inoculé en tubos conicos conteniendo 15 ml de medio LB y
ampicilina (100 pug/ml) y se incubaron a 37°C con agitacion a 200 rpm. El cultivo
se llevo a una densidad optica de 0.5 a 600 nm y se indujo con isopropil 3-D
tiogalacto-piranésido “IPTG” (Promega) 1 mM a 37°C durante 24 h.

El analisis de expresion de la proteina recombinante se realizé en SDS-PAGE al
15%, la pastilla de 1 ml de bacterias se resuspendié en 100 pL de amortiguador
de muestra para electroforesis 1X. Para el analisis de la solubilidad, la pastilla de
bacterias del cultivo de 15 ml se resuspendio en 1.5 ml de amortiguador de lisis
(50 mM NaH2POQO4, 300 mM NaCl, pH 8.0), se rompi6 con lisozima (1 mg/ml), se
anadié inhibidor de proteasas (1X) y se incubé en hielo por 30 min.
Posteriormente, se sonicé en frio por 6 ciclos de 10 s, con pausas de 10 s. El
lisado celular se centrifugdé a 10, 000 x g, 30 min a 4°C para separar la fraccion
soluble de la insoluble. Para el analisis electroforético se tomaron 15 pl de la

fraccion soluble (sobrenadante) mas 15 ul del amortiguador de muestra para
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electroforesis 2X. De la misma manera se prepard una muestra de la fraccion
insoluble (pastilla), adicionando 30 pl de amortiguador de muestra 1X para
solubilizar la pastilla.

6.11 Purificacion de la proteina recombinante TvTRPV

La proteina TvTRPV recombinante se purifico de la fraccién soluble mediante el
kit His Spin Protein Miniprep (ZYMO RESEARCH) siguiendo las especificaciones
del fabricante. Se utilizé una resina acoplada a niquel, con afinidad a histidinas,
la cual se interacciond con la fraccion soluble y se dejo incubar 4 min.
Posteriormente, se realizaron 2 lavados con el fin de eliminar las proteinas no
acopladas y se anadi6 el buffer de elucidn para recuperar la proteina TvTRPV
recombinante. Todo el procedimiento anterior se realizé en hielo y la integridad
de la proteina se confirmé6 por SDS-PAGE al 15%. Posteriormente, la proteina
TvTRPYV recombinante obtenida se almacend a -80°C hasta su posterior uso.

6.12 Cuantificacion de la proteina recombinante TvTRPV

La proteina purificada se cuantific6 mediante una curva estandar con albumina
de 0-2 mg/mL. Se colocaron 200 pL del reactivo de Bradford en cada pozo de
una microplaca y se agregaron 4 yL de la dilucion correspondiente a cada punto
de la curva estandar con albumina (0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2 mg/mL). El
procedimiento se realizo por triplicado y la microplaca se dejé en incubacion 30
min en completa oscuridad. Posteriormente, la lectura se realizé a 595 nm en el

lector de placas (Bio-Rad iMark).
6.13 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad,
obtenidos del Bioterio del Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo
Noguchi”, UADY. Esta cepa consanguinea fue empleada debido a que su

genoma y sistema inmune es similar al del ser humano. Durante el periodo
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experimental los ratones permanecieron en el Laboratorio de Farmacologia, en
el Area de Manejo Experimental de Animales de la Facultad de Quimica, UADY
y se alojaron en cajas de acrilico, con viruta estéril en condiciones de bioterio
estandarizadas: ambiente libre de patégenos y estrés, a una temperatura de 24
+ 2°C, con foto-periodos de 12 horas luz/oscuridad. Se les suministré alimento
especial para roedores y agua a libre demanda. Cada 4-5 dias se realiz6 cambio
de viruta, afadiendo en las jaulas tubos de carton y papel estériles, como
enriquecimiento ambiental, con el fin de reducir el estrés provocado por la
manipulacion durante el experimento. Todos los dias se observaron los animales

para detectar cambios de comportamiento, enfermedades, heridas o muerte.
6.14 Grupos experimentales

Los grupos experimentales y la administracion de la proteina recombinante
TvTRPV evaluada en este estudio, se presenta a continuacién (Cuadro 4). Cada

grupo experimentales fue constituido por un total de 5 ratones de la cepa BALB/c.

Cuadro 4. Esquema de tratamiento de la proteina TvTRPV en los diferentes grupos

experimentales

Grupos TvTRPV (ug/kg) Adyuvante incompleto Solucién salina (uL)
experimentales de Freund (uL)
Solucion salina (C-) = e 50
Control adyuvante - 25 yL 25
TvTRPV 200 200 25 L *Cbp 50
TvTRPV 100 100 25 L *Cbp 50
TvTRPV 50 50 25 L *Cbp 50

*Cbp: cantidad bastante para
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6.15 Evaluacion del efecto de la proteina recombinante TvTRPV sobre la

respuesta inmune

Los ratones BALB/c fueron inmunizados en el cojinete plantar derecho, con tres
dosis de la proteina TVTRPV (50, 100 y 200 pg/kg), tomando como referencia lo
reportado por Yi y colaboradores, quienes propusieron una dosis de 100 ug de

los candidatos a vacunas ACT-F y ACT-T contra T. vaginalis.®®

Para la evaluacion de la respuesta inmune inducida por la proteina recombinante
TvTRPV, ésta se emulsion6 en una relacion 1:1 con el adyuvante incompleto de
Freund (Sigma Aldrich). El volumen final administrado a cada animal de

experimentacion fue de 50 pL.

Con el objetivo de generar una reestimulacion del sistema inmune, se aplicaron
dos refuerzos en intervalos de dos semanas. A continuacidon, se muestra el

esquema de inmunizacién y obtencion de muestras sanguineas (Figura 7).

Inmunizacién primaria Primer refuerzo Segundo refuerzo

| | |

01 15 16 30 31 45 dias

V4 o4 o4 o
&

Obtencién de muestras sanguineas

flnmunizacic’)n

Figura 7. Esquema de inmunizacion y obtencién de muestras sanguineas

6.16 Cuantificacion de los niveles de IgG totales en respuesta a la proteina
TvTRPV

Para la evaluacion de la respuesta inmune humoral inducida por la inmunizacion
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de la proteina TvTRPV a diferentes dosis, se obtuvo aproximadamente 500 pL
de sangre de la vena caudal de los ratones BALB/c. El suero se obtuvo mediante
centrifugacion de la sangre a 1800 x g por 15 min a 37 °C.

La cuantificacion de anticuerpos se realizd mediante ensayos
inmunoenzimaticos, para ello se emplearon microplacas de 96 pozos, las cuales
fueron sensibilizadas con la proteina TvTRPV en amortiguador de carbonatos a
una concentracion de 1 yg/mL.

La placa fue incubada a 4 °C por 18 h. Como control de la técnica, se empled
PBS como blanco, para el cual, la sensibilizacion con la proteina se realiz6 a las
mismas condiciones que las muestras evaluadas. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se eliminé el sobrenadante y se realizaron tres lavados con
amortiguador de lavado (PBS1X pH 7 y Tween 20 al 0.05%). Posteriormente se
adicionaron 300 pyL de amortiguador de bloqueo (PEPROTECH), incubando la
placa a 24°C por 2 horas. Después, se realizaron nuevamente tres lavados.
Posteriormente los sueros de cada grupo experimental se prepararon con
diluyente 1X (PEPROTECH) a una diluciéon 1:25 para la evaluacion de 1gG
totales. Las muestras de cada grupo experimental fueron evaluadas por
triplicado. Se adicionaron 50 pL por pozo de la muestra y se incubd a 24 °C por
2 horas. Finalizada la incubacion, se realizaron tres lavados. Posteriormente, se
empled el anticuerpo de ratén IgG conjugado con peroxidasa de rabano (anti-
lgG-HRP) (Santa Cruz Technology), el cual fue preparado a una dilucién 1:1500
en diluyente 1X. Se afadieron 100 pL de anticuerpo conjugado por pozo y se
incubo a 24 °C por 2 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron
3 lavados. En seguida, se agregaron 100 yL por pozo del sustrato revelador 2,
2'-Azinobis-3-etil- benzo- tiazolina-6-acido sulfonico (ABTS) (PEPROTECH) y se
dej6 incubar por 30 min, protegido de la luz. Finalmente, la lectura se realiz6 a

450 nm en el lector de placas (Bio-Rad iMark).

El valor obtenido de densidad optica (D.O.) fue directamente proporcional a los
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niveles de IgG totales presentes en el suero del ratdn, en respuesta a la proteina
TvTRPV.

6.17 Analisis estadisticos

La comparacién de los datos obtenidos de las inmunizaciones, se realizaron
mediante un analisis de varianza de 2 vias (ANOVA, por sus siglas en inglés),
para analizar los factores (grupos experimentales y tiempo) e interacciones entre
ellos. También se efectué un analisis de comparaciones multiples (post hoc),
usando el método de Tukey.

Los analisis estadisticos y las graficas presentadas se realizaron con el programa
R®, disponible en linea (https://www.r-project.org), utilizando las siguientes

% rcompanion®,

librerias: ggplot2®, lattice®®, plyr®?, Rmisc®, FSA* car
multcompViem®”, estimability®® e Ismeans®. Se consideraron como

estadisticamente significativos los valores de p< 0.05.
6.18 Consideraciones éticas

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Bioética del Campus de
Ciencias Bioldégicas y Agropecuarias de la Universidad Autonoma de Yucatan
(No. de identificacion: CB-CCBA-M-2016-005). El manejo de los animales se
realizo con base a los requisitos de bioética para la investigacion y normatividad
contemplados por dicho comité.

VIl. Resultados
7.1 Identificaciéon de propiedades de reconocimiento del sistema inmune
7.1.1 Prediccion de antigenicidad

Los resultados de la predicciéon de antigenicidad utilizando la base de datos
AntiJen mostraron que ninguno de los tres transportadores TRP analizados

presentaron similitud con secuencias antigénicas reportadas previamente
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(resultados no mostrados). Por lo que teniendo en cuenta el hecho de que de
nuevos antigenos podrian no presentar similitud a antigenos de procedencia
conocida, se utilizé la base de datos Vaxiden v2.0, la cual permite la clasificacion
de antigenos basada unicamente en las propiedades fisicoquimicas de las
proteinas. Los resultados de dicho analisis se obtuvieron mediante valores de
prediccion, los cuales al ser mayores a 0.5 indican el potencial antigénico de las
proteinas analizadas. Los resultados obtenidos mostraron que el transportador
TRPV fue el que presentd un mayor valor de prediccion (Cuadro 5). Sin embargo,
los resultados correspondientes a los tres transportadores TRP analizados

indicaron que todos ellos cuentan con un posible potencial antigénico (Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de la antigenicidad de transportadores TRP de T. vaginalis utilizando

la base de datos VaxiJen v2.0.

Transportador Valor de predicciéon Resultado

TRPML/TRPP 0.6229 Antigeno probable
TRPML 0.5924 Antigeno probable
TRPV 0.6619 Antigeno probable

La prediccion de la antigenicidad como propiedad, es un parametro importante
para identificar si una molécula puede unirse especificamente a un anticuerpo o
al receptor de células T (TCR)."® Aunque en la actualidad existen algoritmos que
utilizan la alineacidn de secuencias para la identificacion de antigenos, su uso
puede dificultarse, ya que algunas proteinas han evolucionado disminuyendo su
similitud con secuencias conservadas, aunque compartan algunas estructuras y
propiedades bioldgicas. Del mismo modo, el descubrimiento de nuevos antigenos
puede dificultarse por la falta de similitud con antigenos de procedencia conocida.
Por lo que, considerando lo anterior y debido a que hasta la fecha no existia
registro de la antigenicidad de los transportadores TRP de T. vaginalis, se utilizé
la base de datos VaxiJen, la cual es una herramienta confiable, consistente para
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la prediccion de antigenos protectores y que permitio la clasificacion de dichos
antigenos basada unicamente en las propiedades fisicoquimicas de la proteina
analizada, independientemente de la longitud de la secuencia y la necesidad de

alineacién con otras secuencias.'’
7.1.2 Prediccion de epitopes B

Al analizar las secuencias correspondientes a los transportadores TRPML/TRPP,
TRPML y TRPV utilizando el servidor SVMTrip, se logré identificar un total de
tres, cinco y dos epitopes B presentes en dichos transportadores,
respectivamente (Cuadro 6). Los resultados se obtuvieron mediante puntajes
numericos, los cuales al ser mayores a 0.5 indican ser mejores candidatos como
posibles epitopes B. Los trasportadores TRPML/TRPP y TRPV fueron los que
mostraron puntajes mas elevados (Cuadro 6). Sin embargo, los puntajes
obtenidos para los tres transportadores TRP analizados indicaron que todos ellos

cuentan con péptidos que podrian actuar como posibles epitopes B (Cuadro 6).

Cuadro 6. Epitopes B detectados en los transportadores de ca* tipo TRP de T. vaginalis

Transportador de Posicion de los Secuencia del péptido Puntaje

Ca*' tipo TRP aminoacidos

362-381 FAGYLVLGCSLFGTYCINFA 1.00

2-21 EGNSRFHALVHYKKRYNSRY 0.807

TRPML/TRPP 43-62 EISMMIIYVLIGYTNQLSIN 0.780

455-474 FVECTIDFLIGAKWKKYGRP 1.00

234-253 IGTTMFIDALHNEVFPIAIL 0.701

177-196 QTLNFKELLLEVDYLIEEFT 0.653

TRPML 144-163 LTATLIEKGKQNSVSYFCQE 0.619

411-430 HSDIVMDTEELVKEAAVCPD 0.587
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76-95 EFQVFYFIRRSFTKCITHAA 1.00

TRPV 175-194 LCIMDMIILASVYANVIHNY 0.803

La importancia de la identificacion de epitopes B radica en que éstos pueden ser
reconocidos por anticuerpos especificos secretados o receptores de células B,
provocando una respuesta inmune humoral frente a patdégenos invasores, %2 por
lo que pueden guiar el disefio de vacunas de subunidades que incluyan dichos
epitopes con la finalidad de desencadenar respuestas inmunes protectoras.'®

Actualmente la identificacion de epitopes B en distintos microorganismos tiene
aplicaciones clinicas, por ejemplo, se han detectado antigenos que presentan
epitopes protectores y que a la fecha se encuentran en fase clinica | y Il como
candidatos a vacuna contra malaria, y uno de ellos ademas es un componente
importante de una vacuna contra el sarampion meningocécica B, que
recientemente ha sido autorizada para su uso por la Agencia Europea de

Medicamentos. 14105

Con base en lo anterior, la identificacion de epitopes B para el desarrollo de
vacunas tiene posibilidad de éxito y mas aun si se combina con estrategias para
inducir respuestas inmunoldgicas desencadenadas por células T citotdxicas
(CD8+) y/o cooperadoras (CD4+) que puedan eliminar o estimular respuestas

inmunoldgicas en contra de distintos patégenos.'*
7.1.3 Prediccion de epitopes T

Utilizando el método NN-align se identificaron tres, cuatro y ocho epitopes T
presentes en los transportadores TRPML/TRPP, TRPML y TRPV,
respectivamente (Cuadro 7). La afinidad de los epitopes predichos hacia el CMH
Il de tipo murino se obtuvo en base a los valores de IC50, siendo los valores <50
nM considerados como de alta afinidad, <500 nM de afinidad intermedia y <5000
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nM de baja afinidad. Los resultados obtenidos mostraron que el transportador
TRPV fue el que presento los valores IC50 mas bajos. Sin embargo, todos los
epitopes predichos para los tres transportadores TRP obtuvieron valores <500
nM, indicando una posible afinidad intermedia de éstos al MHC Il de tipo murino
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Epitopes T detectados en los transportadores de ca* tipo TRP de T. vaginalis

Transportador TRP Posicion de los Secuencia del péptido IC50(nM)
aminoacidos considerado como epitope
417-431 LFFYMSIWAFFSLTI 450.20
TRPML/PP 416-430 VLFFYMSIWAFFSLT 471.60
415-429 WVLFFYMSIWAFFSL 483.10
167-181 EASEIASAAVQTLNF 380.00
166-180 SEASEIASAAVQTL 385.50
TRPML 168-182 ASEIASAAVQTLNFK 408.70
165-179 ASEASEIASAAVQTL 476.00
195-209 TNWIKALGAYTSIIS 178.60
196-210 NWIKALGAYTSIISN 180.60
194-208 YTNWIKALGAYTSII 201.00
193-207 NYTNWIKALGAYTSI 214.80
TRPV 19-33 IFWAWVLIPALRPLL 288.00
20-34 FWAWVLIPALRPLLY 288.60
18-32 CIFWAWVLIPALRPL 304.50
17-31 SCIFWAWVLIPALRP 390.80
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La union de epitopes T al de MHC |l es un evento crucial para el desarrollo de
una respuesta adaptativa frente a distintos parasitos,'”’ y la realizacién de este
analisis in silico es un parametro fundamental para el desarrollo de vacunas
mediante el enfoque vacunologia inversa por diversas razones: 1) los epitopes
se presentan en el contexto de uno o pocos alelos del CMH;'%®""? 2) |os epitopes
representan la region antigénica de una proteina y por lo tanto, las regiones no
antigénicas pueden eliminarse y los epitopes pueden seleccionarse para
construir vacunas basadas en péptidos."’* En la actualidad, gracias a la
identificacion de epitopes T mediante analisis in silico se han seleccionado
péptidos procedentes de distintitos microorganismos. Por ejemplo, se han
identificado péptidos derivados del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y
restringidos a los alelos DR en humanos, los cuales se han utilizados para inducir
respuestas CD4. También se han utilizado péptidos como inmundgenos

especificos para VIH, entre otros microorganismos.'"

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este analisis in silico realizado para
los transportadores TRP de T. vaginalis no fue identificar especificamente
epitopes como potenciales vacunales, si no utilizar métodos de prediccion para

proporcionar evidencia adicional de la inmunogenicidad de dichas proteinas.
7.2 Identificacion de propiedades moleculares y estructurales
7.2.1 Prediccion de la localizacion celular

Mediante el servidor Euk-mPloc se identific6 que los transportadores
TRPML/TRPP y TRPP posiblemente se encuentran en compartimientos
intracelulares, como el reticulo endoplasmico, mientras que el transportador
TRPV es el unico que se encuentra posiblemente expuesto en la membrana

celular (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Posible localizacion de los transportadores TRP de T. vaginalis

Transportador de Ca’’ tipo TRP Localizacién celular
TRPML/TRPP Reticulo endoplasmico
TRPML Reticulo endoplasmico

TRPV Membrana celular

El enfoque de vacunologia inversa requiere que los determinantes antigénicos se
encuentren presentes en la superficie del patdbgeno en cuestion, ya que distintos
factores inmunoldgicos pueden ser incapaces de tener acceso a las proteinas
citoplasmicas o de la membrana interna.'"®""” Con base a este conocimiento, la
mayoria de las vacunas se han dirigido principalmente a proteinas presentes en
la  membrana celular, proteinas fimbriales, antigenos anclados al

glicosilfosfatidilinositol, toxinas, invasinas y porinas.''

En el caso de los transportadores TRP analizados, el transportador TRPV al estar
expuesto en la membrana celular presenta un mayor potencial inmunogénico, ya
que debido a su posible ubicacion puede interactuar con moléculas como células
presentadoras de antigenos, anticuerpos, entre otras, y asi desencadenar una
respuesta inmunologica. Por otro lado, la localizacién de un antigeno también es
un parametro fundamental que proporciona informacién sobre funcién en
distintas vias biologicas. El transportador TRPV al encontrarse expuesto en la
membrana celular nos podria indicar que posiblemente cuenta con un rol
fundamental en la regulacion del calcio procedente del espacio extracelular, asi
como también podria impactar en la regulacion de este ion hacia organelos

intracelulares.®
7.2.2 Prediccién de regiones transmembranales

Se identificaron siete posibles regiones transmembranales en el trasportador
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TRPML/TRPP y seis posibles regiones transmembranales tanto en el
transportador TRPML y TRPV utilizando el servidor TMHMM 2.0 (Cuadro 9). Los
resultados obtenidos por este servidor también indicaron la posicion de los
aminoacidos presentes en el dominio extracelular, en cada una de las regiones

transmembranales, asi como en el interior celular (Cuadro 9).

Cuadro 9. Posicion de los aminoacidos presentes en las distintas regiones identificadas

de los transportadores TRP

Receptor de Regiones Regiones Regiones
ca® tipo TRP extracelulares transmembrana intracelulares
34-56
1-33 224-246 57-223
247-279 280-302 303-308
TRPML/TRPP 332-345 309-331 369-372
396-414 346-368 438-474
373-395
415-437
53-75
76-246 247-269 1-52
319-327 296-318 270-295
TRPML 391-430 328-347 348-367
368-390 454-477
431-453
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19-41

61-83 1-18
42-60 104-126 84-103
TRPV 127-130 131-153 154-165
189-202 166-188 226-263
203-225

Es importante el hecho de considerar el numero de hélices transmembranales en
una proteina, por dos razones principales. En primer lugar, si solo se expresa una
region de una proteina debido a limitaciones experimentales, se debe elegir un
dominio extracelular debido a su accesibilidad al sistema inmunoldgico. En
segundo lugar, si se expresan proteinas completas, debe considerarse que se ha
descrito que aquellas que contienen multiples dominios transmembranales
cuentan con una mayor dificultad para ser expresadas.’'® Por lo tanto, si existiera
la dificultad de expresar alguno de los transportadores TRP analizados, la
informacion brindada por este analisis es fundamental, ya que nos permitiria

elegir una o mas regiones para su expresion y evaluacion inmunoldgica.
7.2.3 Prediccion de la funcion

Los resultados obtenidos de la prediccién de la funcidon mostraron que los tres
transportadores TRP posiblemente actuen como canales iénicos y/o estén

involucrados en el transporte de cationes como el Ca®* (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Prediccion de la posible funcién de los transportadores TRP de T. vaginalis

Transportador TRP Posible funcion

Actividad de canal idnico
Actividad de canal sustrato especifica
TRPML/TRPP Transportador transmembrana pasivo
Actividad de canal catidnico
Canal de calcio dependiente de voltaje

Union del idn calcio

Unién de nucledtidos
Unién de ATP
Unidn de cationes
TRPML Unidn de iones
Actividad de canal idnico

Transporte de iones de calcio

Actividad de canal idnico
Actividad de canal sustrato especifica
TRPV Union de proteinas
Actividad de canal de calcio

Transportador transmembrana pasivo

El conocimiento de la funcion de una proteina es un vinculo crucial en el
desarrollo de terapéuticas contra distintos patogenos, como T. vaginalis. Sin
embargo, muchos de los genes que podrian considerarse como esenciales y/o
tener potencial antigénico se encuentran en su genoma y su funcién aun se

desconoce, dificultando su validacién experimental. Como es el caso de los
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transportadores TRP que hasta la fecha se encontraban descritos unicamente
como proteinas hipotéticas y que, gracias a los resultados obtenidos por la
prediccion de su funcidn, se identific6 que probablemente se encuentran
relacionados con la regulacién y el transporte del Ca**, siendo dichos
transportadores un blanco importante de atencién debido a su papel en el

metabolismo celular y su uso potencial con orientacién a nuevas terapéuticas.®
7.2.4 Alineamientos multiples y arboles filogenéticos

Los alineamientos multiples realizados mediante la herramienta ClustalO entre
distintos transportadores TRP descritos y caracterizados, mostraron las regiones
que cuentan con residuos completamente conservados (mostrados en color
negro), asi como grupos de residuos con fuertes propiedades similares
(mostrados en color gris) entre las secuencias analizadas (Figura 8, 10 y 12).
Dentro de dichos alineamientos multiples también se identificaron las regiones
S5-P-S6 (region transmembrana 5, poro que permite el paso iénico y la region
transmembrana 6), las cuales se muestran en rectangulos de color azul, amarillo

y verde, respectivamente (Figura 9, 11, 13).

En cuanto a los resultados obtenidos de los arboles filogenéticos mediante la
herramienta MEGA, éstos mostraron los posibles cambios evolutivos entre las
secuencias analizadas, indicados por la longitud de sus ramas (Figura 9, 11y
13). En conjunto, los resultados de los alineamientos multiples y los arboles
filogenéticos permitieron identificar que el transportador TRPV de T. vaginalis fue
el que mostré una mayor divergencia en su secuencia proteica al compararlo con
otros transportadores de la misma subfamilia, correspondientes a distintos

organismos como roedores, mamiferos e incluso el ser humano.
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Figura 8. Alineamiento multiple de transportadores de ca® tipo TRPML/TRPP. Se analizaron
las secuencias de transportadores TRPML/TRPP de T. vaginalis, Leishmania major, Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta), Aphanomyces astaci (hongo) y Reticulomyxa filosa (protista

ameboide).

Reticulomyxa filosa (protista ameboide)

Aphanomyces astaci (hongo)

Drosophila melanogaster (mosca de la fruta)

Leishmania major

Trichomonas vaginalis
020

Figura 9. Filogenia de los transportadores TRPML/TRPP analizados. Se muestra la relacion
entre los transportadores de ca® tipo TRPML/TRPP de T. vaginalis, Leishmania major,

Drosophila melanogaster, Aphanomyces astaci y Reticulomyxa filosa.
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Figura 10. Alineamiento multiple de transportadores de ca®
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tipo TRPML. Se analizaron las

secuencias de transportadores TRPML de T. vaginalis, Leishmania major, Oxytricha trifallax

(protozoario), Drosophila melanogaster y Stegodyphus mimosarum (artropodo).

Drosophila melanogaster

Stegodyphus mimosarum (artrépodo)

Leishmania major

Trichomonas vaginalis

Oxytricha trifallax (protozoario)

020

Figura 11. Filogenia de los transportadores TRPML analizados. Se muestra la relacién entre los

transportadores de Ca**

tipo TRPML de T. vaginalis, Leishmania major, Oxytricha trifallax,

Drosophila melanogaster'y Stegodyphus mimosarum.

47



T. vaginalis 133 ;
P. paniscus WA SMVFSLALGWTNMLY YTRGFQOMGIYAVMIEKMI LRDLCRFMFVYNMVFLFGFSTAVVTL

C. porcellus (YA SMVFSLALGWTNMLY YTRGFQOMGIYAVMIEKMILRDLCRFMFVYEVFLFGFSTAVVTL
D. rotundus INUVARA SMVFSLAMGWTNMLY YTRGFQQOMGIYAVMIEKMILRDLCRFMFVYLVFLFGFSTAVVTL
0. aries 67 &

C. canorus 293

H. sapiens 106

T. vaginalis 186

P. paniscus 166

C. porcellus 122

D. rotundus 167

O. aries

C. canorus

H. sapiens 166

T. vaginalis 217 -

P. paniscus YA VFIILLLAYVILTYILLLNMLIALMGETVNKIAQESKNIWKLQRAITILDTEKSFLKCMR
C. porcellus IRV FIILLLAYVILTYILLLNMLIALMGETVNKIAQESKNIWKLQRAITILDTEKSFLKCMR|
D. rotundus YYNMVFITLLLAYVILTYILLLNMLIALMGETVNKIAQESKNIWKLQRAITILDTEKSFLKCMR
O. aries

C. canorus

H. sapiens VANV EFIILLLAYVILTYILLLNMLIALMGETVNKIAQESKNIWKLQRAITILDTEKSFLKCMR|

Figura 12. Alineamiento multiple de transportadores de ca® tipo TRPV. Se analizaron las
secuencias de transportadores TRPV de T. vaginalis, Pan paniscus (chimpancé), Cavia
porcellus (cobayo), Desmodus rotundus (murcieldgo), Ovies aries (oveja), Cuculus canorus

(ave) y Homo sapiens.

ﬁ Pan paniscus (chimpancé)

Homo sapiens

Desmodus rotundus (murciélago)

Cavia porcellus (roedor)

Cuculus canorus (ave)

Trichomonas vaginalis

Ovis aries (oveja)
020

Figura 13. Filogenia de los transportadores TRPV analizados. Se muestra la relacion entre los
transportadores de ca® tipo TRPV de T. vaginalis, Pan paniscus, Cavia porcellus, Desmodus

rotundus, Ovies aries, Cuculus canorus y Homo sapiens.
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Otra consideracion importante para candidatos vacunales es la necesidad de
mantener un equilibrio adecuado entre inmunogenicidad y reactividad. Es por
ello, que la evaluacion in silico utilizando herramientas como BLAST es
fundamental para predecir la posibilidad de reactividad basada en similitud de
proteinas con respecto al hospedero, en particular de vacunas de péptidos o

proteinas recombinantes.'?

Los resultados de los transportadores TRP obtenidos mediante este analisis
permitieron reafirmar que el transportador TRPV de T. vaginalis era el ideal para
la evaluacién de su potencial antigénico, ya que, aunque se analizé con otros
organismos eucariotas, dicho transportador presenté menor homologia respecto
los transportadores TRPV analizados, entre los que se encuentran los
correspondientes de roedor y humano. Este hecho puede deberse a cambios
evolutivos como mutaciones, flujo de genes, deriva génica al azar, interacciones,
seleccién natural, entre otras causas.'?' Este hecho favorecié la eleccién del
transportador TRPV de T. vaginalis para clonarlo y expresarlo de manera
recombinante, y al no presentar identidad con los transportadores TRPV
analizados, se confirma que dicho transportador no presenta el potencial de
inducir una respuesta autoinmune y que por lo tanto la respuesta inmune a

evaluar seria especifica frente a dicho transportador.
7.3 Clonacion del transportador TVTRPV en el vector pTZ57R/T
7.3.1 Amplificacién del transportador TvTRRPV de T. vaginalis

Se utilizo el par de oligonucleétidos TRPV1-F y TRPV2-R para amplificar por RT-
PCR al transportador TVTRPV de T. vaginalis a partir de su ADNc. El resultado
obtenido del analisis electroforético en el gel de agarosa mostr6 un producto de
~711 pb, coincidiendo con el tamafio esperado, correspondiente al transportador
TVvTRPV (Figura 14).
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pb
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Figura 14. Analisis electroforético en gel de agarosa del producto de PCR del transportador
TvTRPV de T. vaginalis. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, control negativo; carril 3,
amplicon de ~711 pb a 60°C.

7.3.2 Confirmacion de la transformacion PTZ57R/T-TvTRPV
7.3.2.1 Confirmacion por PCR colony

Se obtuvieron un numero considerable de clonas en la placa de agar LB con
ampicilina después del cultivo de 18 horas de células competentes E. coli DH5a
con la construccion recombinante PTZ57R/T-TvTRPV. El andlisis electroforético
en gel de agarosa de los productos de “PCR colony” de 10 de las clonas
obtenidas, mostré productos de ~711 pb, coincidiendo con el tamafno esperado,
correspondiente al transportador TvTRPV en las clonas analizadas (Figura 15).
Este resultado indicé que la cepa E. coli DH5a adquirié la construccién
recombinante PTZ57R/T-TVvTRPV mediante un proceso de transformacion

exitosa.
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Figura 15. Andlisis electroforético en gel de agarosa de la seleccién de clonas positivas para la
construccion PTZ57R/T-TvTRPV. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, control

negativo; clonas 1-10, positivas a amplicones de ~711 pb obtenidos por “PCR colony”.
7.3.2.2 Confirmacion por analisis de restriccion

El analisis electroforético de la restriccion del control (plasmido PTZ5R/T) (Figura
16) a partir de su ADNp, utilizando las enzimas EcoRI| y EcoRV mostré productos
de ~2886 pb, coincidiendo con el tamafo esperado, correspondiente en ambos
casos al vector pTZ57R/T unicamente. En cuanto al analisis electroforético de la
restriccion de una clona positiva a la construccién recombinante PTZ57R/T-
TvTRPV a partir de su ADNp, éste mostroé un producto de ~3597 pb utilizando
EcoRl y el patron de ADNp utilizando EcoRV (Figura 17). El primero de estos
resultados coincidié con el tamafo esperado, correspondiente a la suma del
tamano del vector y el inserto. El segundo resultado obtenido también era el
esperado, ya que el sitio de reconocimiento para la enzima EcoRV se encuentra

interrumpido por la presencia del inserto.
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Figura 16. Mapa de restriccion del vector pTZ57R/T indicando la ubicacién de los sitios unicos

de restriccion.

Control Clona seleccionada

—— —

3597
2886

Figura 17. Analisis electroforético en gel de agarosa de los productos obtenidos por analisis de
restriccion. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, control sin digerir; carril 3, control
linearizado con EcoR1; carril 4, control linearizado con EcoRV; carril 6, clona positiva sin digerir;
carril 7, clona positiva linearizada con EcoR1; carril 8, restricciéon de la clona positiva con
EcoRV.
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Esta segunda confirmacion de la adquisicién de la construccion recombinante
PTZ57R/T-TVTRPV en la cepa E. coli DH5a aumentd la confiabilidad de los
resultados obtenidos, indicando la clonacién exitosa del transportador TvTRPV

de T. vaginalis.

Hasta la fecha no se contaba con reportes previos del uso del vector de clonacién
PTZ57R/T en estudios realizados con T. vaginalis. Sin embargo, existen registros
de su utilizacidn en estudios realizados con otros parasitos, como Toxoplasma
gondii,'* los cuales también confirman la clonacién exitosa de genes derivados
de este parasito en dicho vector de clonacion, por lo que también podria utilizarse

para la clonacion de distintos genes provenientes de T. vaginalis.

Dicho vector de clonacion brinda la ventaja de utilizar la actividad transferasa
terminal de la Taqg ADN polimerasa y otras polimerasas de ADN termoestables,
las cuales afiaden un unico extremo 3'-A a los dos extremos del producto de PCR.
La estructura de estos productos de PCR favorecen la clonacion directa en el
vector de clonacién PTZ57R/T linearizado con proyecciones de 3'-ddT
individuales. Tales extremos en el sitio de clonacion del vector PTZ57R/T no solo
facilitan la clonacion, sino que también evitan la recircularizacién del vector.'®
Ademas, su utilizacion también permitio el almacenamiento del ADNc del
transportador TVTRPV de T. vaginalis, para su uso posterior en la expresion de
la correspondiente proteina recombiante.

7.4 Expresion del transportador TVTRPV en el vector pCold Il

El producto de RT-PCR obtenido utilizando los oligonucleétidos TRPV2-F vy
TRPV2-R a partir de ADNp de las clonas positivas y el vector de expresién pCold
Il (Figura 18) se sometieron a una doble restriccién con las enzimas BamHI y
Hindlll. El analisis electroforético mostré un producto de ~4392 pb y de ~711 pb,
coincidiendo con los tamafos esperados correspondientes a la linearizacién del

vector de expresion y el producto de PCR, respectivamente (Figura 19).
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transcription terminator

cspA 3'UTR

cspA5'UTR
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cspA promoter
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(4,392 bp)

ColE1 off

Figura 18. Mapa del vector de expresion pCold Il. Las flechas sefialan los sitios de corte para
las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll dentro del sitio multiple de clonacién. También se

ilustra la posicién de la bandera de histidinas en verde.
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Q Y

BamHI/Hindlll

Figura 19. Andlisis electroforético en gel de agarosa de los productos obtenido de la doble
restriccion. Linearizacion del vector pCold Il y digestion del producto de PCR correspondiente al

transportador TvTRPV, utilizando las enzimas BamHI y HindlIl.
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7.4.1 Confirmacioén de la transformacién pCold II-TVTRPV
7.4.1.1 Confirmacién por PCR colony

Se obtuvieron un numero considerable de clonas en la placa de agar LB con
ampicilina después del cultivo de 18 horas de células competentes E. coli BL21
con la construccién recombinante pCold II-TVTRPV. En el analisis electroforético
en gel de agarosa de los productos de “PCR colony” permitié detectar que 3 de
las clonas analizadas resultaron positivas a la construccion pCold-II-TRPV
mostrando productos de ~711 pb, coincidiendo con el tamano esperado,
correspondiente al transportador TvTRPV (Figura 20).

pb Clona 1 2 3 4 5 6 pb pb Clona 7 8 9 10 11 12 13 pb

800 M
600
500

Figura 20. Andlisis electroforético en gel de agarosa de la seleccion de clonas positivas para la

711

construccion pCold II-TvTRPV. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, control negativo;

clona 3, 9y 10, positivas a amplicones ~711 pb obtenidos por “PCR colony”.

7.4.1.2 Confirmacion por PCR a partir de ADNp

Se analizaron las clonas positivas a la construccion recombinante pCold II-TRPV,
mediante PCR a partir de su ADNp utilizando los siguientes oligonucleétidos: 1)
pCold II-F y pCold Il -R; 2) TRPV2-F y TRPV2-R; 3) pCold II-F y TRPV2-R y 4)
TRPV2-F y pCold II-R. EI analisis electroforético en gel de agarosa de los
productos de PCR permitié detectar fragmentos con los tamarfos esperados de
~893, ~711, ~831 y ~791 pb, respectivamente (Figura 21). Este resultado indico
que la cepa E. coli BL21 adquirié la construccién recombinante pCold II-TVTRPV

mediante un proceso de transformacion exitosa.
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Figura 21. Confirmacion de clonas positivas para la construccion de pCold II-TvTRPV por PCR
a partir de ADNp. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, control negativo; carril 3,
amplicon de ~893 pb; carril 4, amplicon de ~711 pb; carril 5; amplicén de ~832 pb; carril 6;

amplicon de ~791 pb.

7.5 Induccion de la proteina recombinante TVvTRPV

Se realiz6 la induccion de la construccion recombinante pCold II-TvTRPV con
IPTG, tomando alicuotas antes de la induccién y 24 horas post-induccion. En éste
ultimo tiempo evaluado se observo la sobreexpresion de la proteina de ~27.4
kDa, ausente en la fraccion de bacterias sin inducir (Figura 22). El
fraccionamiento bacteriano después de la induccion con IPTG por 24 horas
mostréo que la mayor parte de la proteina inducida se encontré en la fraccion
soluble (Figura 22).

kDa
45 —

35
4 TvTRPV

18.4 —

NI 24h Fl FS

Figura 22. Induccion y fraccionamiento de bacterias transformadas con la construccion pCold II-
TvTRPV. Cultivo sin inducir (NI), después de 24 de induccion (24h), fraccion insoluble (Fl),

fraccién soluble (FS).

Debido a que distintas proteinas eucariotas cuentan con dificultades para ser

expresadas con éxito, el método convencional para expresarlas es mediante el
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uso de vectores de expresion que cuenten con etiquetas de fusion.'**'® A |a
fecha se encuentran disponibles diversas etiquetas de fusion para facilitar la
expresion y la purificacion de proteinas recombinantes.'®*'?" En el caso particular
para la expresion de genes provenientes de T. vaginalis existen reportes previos
del uso de vectores de la serie pCold,'® los cuales se encuentran fusionados a
una cola de 6x His en su extremo C-terminal. De acuerdo a la informacién

anterior, se selecciono y utilizé el vector pCold II.

Por otro lado, debido a que el sistema pCold Il emplea un promotor cspA derivado
de E. coli. casi todas las cepas de dicho género bacteriano pueden utilizarse
como hospederos expresion. En este trabajo se empled la cepa E. coli BL21,
debido a que es deficiente de proteasas OmpT y Lon, involucradas en la
degradacion de proteinas. Ademas, esta cepa de expresion contiene el ADN del
bacteriéfago DE3 integrado en el cromosoma. Dicho bateriéfago cuenta a su vez
con el gen codificante de la T7 RNA polimerasa, regulado por el promotor lacUV5
cuya actividad se induce por medio de la adicién del inductor IPTG."®® En este
sistema, el vector de expresion pCold Il utilizado para la expresion de la
secuencia codificante del transportador TvTRPV, tiene incorporado una region
promotora reconocida por la T7 RNA polimerasa, de manera que, tras la adicién
del IPTG, la T7 RNA polimerasa expresada desde el cromosoma bacteriano
permitio llevar a cabo la induccion de la expresion del transportador TVTRPV de
T. vaginalis a partir de dicho vector.'®

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demostré que el vector de expresion
pCold Il resulté adecuado para la produccion de la proteina recombinante
TvTRPV de T. vaginalis, como proteina fusionada a una cola de 6 histidinas, con
la finalidad de facilitar su posterior purificacion.
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7.6 Purificacion de la proteina recombinante TvTRPV

La obtencidn de la mayor parte de la proteina recombinante TVTRPV en la
fraccion soluble, permitid su purificacion mediante una columna cargada con

niquel con afinidad a histidinas (Figura 23).
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Figura 23. Purificacion de la proteina recombinante TvTRPV por columna cargada con niquel.
Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2-3, lavados de la columna acoplada a Niquel; carril
4-5, elucioén de la proteina TVTRTPV.

Estudios previos han reportado la utilizacion de cromatografia de afinidad a
Niquel mediante métodos caseros para la obtencion de proteinas recombinantes

derivadas de T. vaginalis.'?®

Sin embargo, en este trabajo se utiliz6 un método
comercial, debido a que éstos proporcionan una mayor facilidad y rapidez para

la obtencion de distintas proteinas recombinantes.™’

La resina afadida a la columna de afinidad utilizada presenta cationes divalentes
de Ni**, que permitieron la unién de la etiqueta de histidinas fusionada a la
proteina recombinante TvTRPV. Las proteinas no unidas fueron eluidas mediante

procedimientos de lavado y la proteina TvTRPV fue obtenida en una ultima

elucion.™

Estos resultados mostraron la eficacia de la columna cargada con niquel utilizada

en este trabajo para la obtencion de la proteina recombinante TvTRPV de T.
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vaginalis, constituyendo dicha proteina una herramienta importante para evaluar

su potencial inmunogénico frente a un modelo murino.

7.7 Respuesta inmune humoral inducida por la proteina recombinante
TvTRPV

Los resultados obtenidos de los niveles séricos de IgG mostrados de manera
descriptiva, indicaron que los grupos experimentales inmunizados con la proteina
recombinante TVTRPV a las 3 dosis evaluadas (50, 100 y 200 ug/kg) presentaron
niveles elevados de anticuerpos IgG a los 15 dias posteriores de la inmunizacién
primaria, asi como a los 15 dias posteriores del primer y segundo refuerzo

realizado con dicha proteina (15,30 y 45 dias, respectivamente) (Figura 24).

. 075 l Grupos experimentales
S |
[a) C-
: ) c
= TVTRPV50
g 050" I I ‘ TVIRPV100
® 1 TVTRPV200
K=y
()
o 025- 1., 1 I ‘
o L,
S by
2
0.00 .
0 15 30 45 dias

Figura 24. Niveles de anticuerpos IgG detectados en los distintos tiempos evaluados. Control
negativo (C-), control adyuvante (Ca), dosis 50 pg/kg (TvTRPV50), dosis 100 pg/kg
(TVTRPV100), dosis 200 pg/kg (TvTRV200).
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Al realizar el analisis estadistico se observdo que los datos analizados no
presentaban igualdad de varianza, por lo que éstos fueron transformados a
logaritmo. Con dichos valores se llevo a cabo el analisis de varianza de 2 vias, el
cual mostré diferencias significativas (p<0.05) entre los factores analizados
(grupos experimentales y el tiempo), asi como en las interacciones entre ellos.
Por lo que se realizé un analisis de comparaciones multiples usando el método
de Tukey, el cual mostr6 que se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre el control negativo y el adyuvante incompleto de Freund
(p<0.05); el control negativo y las 3 dosis evaluadas de la proteina TvTRPV
(p<0.05); el adyuvante incompleto de Freund y las 3 dosis evaluadas de la
proteina TVTRPV (p<0.05), asi como también se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los ratones inmunizados con 50 y 200 pg/kg
de la proteina TVTRPV(p<0.05) (Figura 25).
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Figura 25. Comparacion de los niveles de anticuerpos IgG totales detectados en los distintos
grupos experimentales. Los grupos experimentales que comparten la misma letra no presentan

diferencia estadisticamente significativa (Tukey, p<0.05).

El analisis de comparaciones multiples usando el método de Tukey también
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mostré diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en los niveles de

anticuerpos IgG detectados entre todos los tiempos evaluados (Figura 26).
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Figura 26. Comparacioén de los niveles de anticuerpos IgG totales detectados en el tiempo. Los
grupos experimentales que comparten la misma letra no presentan diferencia estadisticamente

significativa (Tukey, p<0.05).

En cuanto a la interaccion entre los factores evaluados, el analisis de
comparaciones multiples mediante el método de Tukey mostré que los niveles de
IgG detectados a los 15 dias posteriores de la inmunizacion primaria en los
grupos experimentales TvTRPV50, TvTRPV100, TvTRV200 y Ca presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto a los niveles de
IgG detectados para cada grupo experimental en su estado basal (0 dias). Como
se puede observar, esta diferencia detectada en dichos grupos experimentales
se debid tanto al efecto de la inmunizacidn, asi como al tiempo transcurrido
(Figura 27).

También se puede observar que los grupos experimentales TvTRPVS0,
TvTRPV100, asi como TvTRV200, evaluados a los 15 dias posteriores de la
inmunizacion  primaria, mostraron niveles de IgG con diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto al control adyuvante
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(Figura 27).

En cuanto a los niveles de IgG detectados los 15 dias posteriores del primer y
segundo refuerzo (30 y 45 dias, respectivamente) en los grupos experimentales
TvTRPV50, TVvTRPV100, TvTRV200, éstos mostraron un aumento gradual en la
produccion de anticuerpos IgG con el transcurso del tiempo. Sin embargo, dichos
grupos experimentales no presentaron diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) en la produccion de IgG entre los distintos tiempos evaluados (15, 30 y
45 d). También se puede observar que los 15 dias posteriores del primer y
segundo refuerzo, unicamente el grupo TvTRV200 mostré una diferencia
(p<0.05) en los niveles de IgG detectados, con respecto al control adyuvante en
ambos tiempos evaluados. Esta diferencia detectada se debidé unicamente al

efecto de la inmunizacion (Figura 27).
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Figura 27. Comparacion de los niveles de anticuerpos IgG detectados en los distintos grupos

experimentales, a los diferentes tiempos evaluados.
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Los resultados obtenidos permitieron identificar que los niveles de anticuerpos
IgG detectados fueron especificos para la proteina recombinante TvTRPV, ya
que, aunque se administré en conjunto con el adyuvante incompleto de Freund,
dicho grupo experimental mostré niveles inferiores de esta inmunoglobulina,
confirmando que la respuesta inmune desencadenada fue resultado de la
exposicion a la proteina TVTRPV. Esta especificidad se debe a que cada linfocito
expresa receptores de membrana que son capaces de distinguir estructuras

minimas entre los distintos antigenos.'*?

También se demostro que la exposicion del sistema inmunoldgico a la proteina
TvTRPV aumentd su capacidad de respuesta ante un nuevo contacto frente a
dicha proteina. Las respuestas secundarias resultaron mas rapidas, ya que como
se mostro en los resultados obtenidos, éstas no fueron dependientes del tiempo
transcurrido y resultaron mas intensas en comparacion con la respuesta inmune
primaria a dicho antigeno. Esta memoria inmunologica se debi6 a que con cada
exposicion a la proteina TvTRPV, el clon de linfocitos especificos para esta
proteina se expandié.’*? Ademas, la estimulacién de los linfocitos “virgenes” por
este la proteina TVTRPV generd células de memoria de vida prolongada.

Por otro lado, entre las caracteristicas de vital importancia involucradas para la
evaluacion de la inmunogenicidad se encuentran la cantidad del inmundgeno que
interacciona con el organismo y la frecuencia de exposicién.'® En este trabajo,
se evaluaron las distintas dosis empleadas de la proteina TvIRPV, para
identificar la dosis ideal de esta proteina capaz de inducir una respuesta humoral,
ya que muchas veces dosis pequefas o muy elevadas pueden inducir respuestas
alteradas o presentar tolerancia inmunolégica, es decir incapacidad del sistema
inmune para reaccionar frente a un antigeno especifico.’ En cuanto a la
frecuencia de exposicion, se ha reportado que existe mayor efectividad en la
administracion de un inmundgeno a diferentes intervalos de tiempo,'®® hecho que
también se demostro en este trabajo, ya que las distintas exposiciones frente a
la proteina TvTRPV mostraron la adquisicion y el incremento posterior de la
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memoria inmunolégica, como se describié previamente. Sin embargo, es
importante considerar que un mayor numero de inmunizaciones no
necesariamente se traduce en un aumento en la produccién de anticuerpos, ya
que una de las caracteristicas de la respuesta inmune adaptativa es la

autolimitacion. 09132

De acuerdo a todo lo anterior descrito, se logré identificar que la respuesta
inmune humoral desencadenada frente a la proteina TvTRPV fue dependiente de
la dosis, siendo la de 200 pg/kg la ideal para inducir niveles elevados de
anticuerpos IgG, asi como también fue necesaria la administracion de dicha
proteina a distintos intervalos de tiempo, para lograr un efecto potencializado y
sostenido de dicha respuesta inmunologica.
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VIII. DISCUSIONES

Uno de los aspectos mas importantes de la tricomonosis es el hecho de que se
ha demostrado que tanto en humanos como en modelos de animales de
experimentacion no existe una proteccion en contra de la reinfeccion. Siendo las
infecciones repetidas o las no tratadas causantes de complicaciones graves en
mujeres y hombres.”® Por lo que una vacuna seria ideal para prevenirla, sin
embargo, hasta la fecha el trabajo sobre el desarrollo de vacunas contra T.
vaginalis se ha centrado principalmente en la deteccidn de inmundgenos
potenciales, capaces de estimular el sistema inmune produciendo una respuesta

protectora frente a un encuentro posterior.®’

En los ultimos afios la vacunologia inversa ha mejorado considerablemente la
identificacion de candidatos a vacunas, mediante el remplazo de algunas tareas
experimentales usando métodos de prediccion in silico, como la identificacion de
posibles epitopes T y B, prediccidon de la antigenicidad, de la localizacién
subcelular, identificacion de hélices transmembrana, prediccion de su funcién,
realizacion de alineamientos multiples, entre otros. Ademas, es una herramienta
de facil acceso, eficiente en tiempo y costos.”® Debido a las ventajas que ofrece
la vacunologia inversa, se decidid utilizar dicha estrategia en este trabajo,
ademas de que hasta la fecha no existen reportes de su aplicacion para la
identificacion proteinas con potencial antigénico presentes en el genoma de T.

vaginalis.

Tomando en consideracion que un antigeno no tiene que ser exclusivamente un
factor de virulencia,®” en este trabajo nos centramos en proteinas cruciales para
la supervivencia de T. vaginalis, entre la que se encuentran los transportadores
de Ca®" tipo TRP. El ion Ca®" esta relacionado en la supervivencia, crecimiento y
colonizacion del parasito, ademas se ha descrito que distintos transportadores
son considerados como inmundégenos. Este hecho convierte a los

transportadores de Ca®" tipo TRP como un blanco importante de atencion debido
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a su papel en el metabolismo celular y su uso potencial con orientacion a nuevas

terapéuticas, 3’7862, 65

En este sentido, mediante los distintos analisis in silico realizados en este trabajo
se identifico al transportador TVTRPV como el de mayor potencial inmunogénico.
Continuando con los procedimientos realizados por la vacunologia inversa, dicho
transportador fue clonado exitosamente y en la orientacion correcta. En cuanto a
su sobreexpresion en el sistema heterdlogo E. coli, ésta resultd en la
correspondiente proteina recombinante TvIRPV de ~27.4 kDa, siendo
fundamental la obtencion de proteinas recombinantes para la realizacién de
estudios funcionales, estructurales e inmunologicos. En este trabajo, la obtencion
de dicha proteina recombinante nos permiti¢ dirigir la respuesta inmunoldgica
contra la misma, con el objetivo de evaluar la respuesta inmune humoral
desencadenada. La importancia del analisis de la respuesta humoral mediante la
deteccion de titulos de anticuerpos frente a proteinas especificas radica en que
éstas pueden correlacionarse fuertemente con el grado de proteccion.®

Otro parametro utilizado para la evaluacion protectora de proteinas con potencial
inmunogénico es la tasa de supervivencia de animales inmunizados con la
proteina en cuestidon, después de ser infectados con el patégeno. Sin embargo,
en este trabajo no se realizé la infeccidon con T. vaginalis, unicamente nos
limitamos a la evaluacion de la produccion de anticuerpos IgG totales e inducidos
frente a la proteina recombinante TvTRPV, ya que si bien, previamente se ha
reportado la utilizacion de la cavidad vagina y la peritoneal de modelos murinos,
como sitios para llevar a cabo la infeccion de T. vaginalis, éstos no son ideales
para reproducir la infeccion, como ocurre en condiciones naturales en los

humanos 61,133,134

Entre las respuestas inmunologicas frente a T. vaginalis, se ha reportado la
presencia de inmunoglobulinas durante la infeccibn y gracias a estudios

experimentales realizados en ratones infectados con aislados de T. vaginalis,

66



obtenidos de pacientes sintomaticos y asintomaticos, se ha demostrado la
presencia de anticuerpos IgG, IgM e IgA en suero y secreciones vaginales.
También se han detectado niveles mayores de IgG1 e IgM en el suero y
secreciones vaginales, en respuesta a la infeccion provocada por aislados del
parasito provenientes de pacientes sintomaticos. %3¢

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que, a los 15 dias posteriores
a la inmunizacién primaria, los grupos inmunizados con la proteina TvTRPV
presentaron niveles de IgG significativamente mas elevados al compararlos
contra sus correspondientes niveles de IgG en los sueros preinmunes. Por lo que
podemos observar que la proteina TvTRPV a distintas dosis indujo la activacion
de linfocitos B virgenes y la expansion clonal de linfocitos especificos.'?

Ademas, con esta inmunizacién primaria también se esperaba la generacion de
células plasmaticas (células B efectoras) y células de memoria, por lo que se
evaluaron los sueros de los distintos grupos experimentales a los 15 dias
posteriores al primer y segundo refuerzo, comprobando que con cada exposicion
con la proteina TVTRPV, el clon de linfocitos especifico para esta proteina se
expandio, reflejandose como niveles mas elevados de anticuerpos, que pasaron

de ser mediados prioritariamente por IgM a ser de la clase IgG.132

Por otro lado, también se detectd que los niveles de IgG significativamente mas
elevados se encontraron en el suero de ratones inmunizados con 200 ug/kg de
la proteina TVvTRPV, en todos los tiempos evaluados. De manera relativa, las
dosis baja e intermedia (50 y 100 ug/kg, respectivamente) también estimularon
la produccion de anticuerpos IgG, incluso en niveles mas elevados que los grupos
negativo y el control adyuvante, hecho que concuerda con estudios previos, como
el realizado por Abraham y cols, asi como Jeffrey y cols, quienes utilizaron células
completas de T. vaginalis emulsionadas con distintos adyuvantes (como posibles
candidatos a vacuna) y evaluaron la respuesta inmunoldgica antes y después de
la infeccion con el parasito. En primera instancia, Abraham y cols. al igual que en
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este trabajo, también demostraron niveles de anticuerpos IgG mas elevados en
los ratones inmunizados con altas dosis de células completas de T. vaginalis, en
comparacion de los inmunizados con bajas dosis. Por su parte, Jeffrey y cols.
también reportaron niveles de IgG e IgG1 significativamente mas elevados
(p<0.05), comparados con los ratones sin inmunizar y los inmunizados

unicamente con adyuvante. "%

De acuerdo a lo anterior, se puede observar que existe una posible relacion entre
dosis y niveles de anticuerpos IgG producidos, que si bien, en humanos la
proteccion mediada por estas inmunoglobulinas no se ha detectado, debido a la
presencia de infecciones recurrentes, esta respuesta humoral alcanzada y
detectada después de una inmunizacion/vacunacion podria ser eficaz en la
proteccion, debido a una posible diferencia en la forma de la presentacion del
antigeno. Por ejemplo, a diferencia de la infeccion causada por el parasito en
condiciones naturales, una inmunizacién activa artificial (como la realizada en
este trabajo), permite que el antigeno, en este caso la proteina TRPV, sea
captada por un mayor numero de células dendriticas y macrofagos, debido a su
localizacion persistente en la epidermis y en tejidos circundantes. Ademas, de
otro factor importante, es el hecho de que en la inmunizacion activa artificial, los
linfocitos B de memoria sintetizan anticuerpos que se unen al antigeno con una
afinidad mayor, que la de las células B que no han sido previamente estimuladas,
y los linfocitos T de memoria presentan una mayor capacidad para llegar a los

focos de infeccién que las células T virgenes.'3%14°

También es importante mencionar que este tipo de inmunizacioén favorece el
sostenimiento expandido de anticuerpos séricos, debido al uso de un adyuvante.
En este caso, gracias al adyuvante incompleto de Freund, la proteina TvTRPV
se mantuvo de manera continua en la zona de entrada, liberandose de manera
retardada, favoreciendo asi su constante reconocimiento por parte de las células
dendriticas, de modo que la estimulacion antigénica perduré6 mas alla del

momento de la inmunizacion.'’
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Todo lo anterior, nos sugiere que existe la posibilidad de encontrar préximas
terapéuticas en contra de T. vaginalis, ya que, aunque la proteina recombinante
TvTRPV hasta el momento mostré resultados prometedores demostrando un
posible potencial inmunogénico, es importante también tomar en cuenta que
ademas de la respuesta humoral observada en este trabajo, la respuesta inmune
celular es también un parametro importante para evaluar el potencial
inmunogénico de una molécula, por lo que se necesitan realizar mas
investigaciones para comprender el posible rol de la proteina TvTRPV, la cual
podria tener aplicaciones en métodos de diagndstico o terapéuticos contra la

tricomonosis.
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IX. CONCLUSIONES

La estrategia de vacunologia inversa permitio la seleccion de un transportador
de Ca®" tipo TRP presente en T. vaginalis y la evaluacidon de su potencial
inmunogénico.

El transportador recombinante de Ca** TVTRPV de T. vaginalis induce una
respuesta inmune humoral especifica, aumentando su capacidad de
respuesta ante un nuevo contacto, a partir de la activacién de células de

memoria.
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X. RECOMENDACIONES

Determinar los isotipos de anticuerpos IgG (IgG1 e IgG2) presentes en sueros de
ratones inmunizados con la proteina recombinante TvTRPV de T. vaginalis, para
caracterizar la respuesta inmune humoral inducida, por medio de la técnica de
ELISA.

Determinar las subpoblaciones de linfocitos T productores de IFN y los niveles de
citocinas (que participan en la respuesta inmune frente a T. vaginalis) inducidos
por la proteina recombinante TvTRPV, por medio de citometria de flujo y la

técnica de ELISA, respectivamente.

Evaluacién del efecto protector de la proteina recombinante TvTRPV como
candidato a vacuna en contra de la infeccion causada por T. vaginalis, mediante
una inmunizacién primaria y aplicacion de refuerzos con dicha proteina, seguido

de la infeccidn con trofozoitos de T. vaginalis.
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