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Resumen

Trichomonas vaginalis es el agente etiologico de la tricomoniasis, una infeccion de transmision sexual de alta
incidencia. La virulencia del parasito depende de multiples factores del hospedero, incluyendo el hierro. En
este estudio, se evalud la actividad secretada y la expresion génica de esfingomielinasas acidas (aSMasa)
en la cepa virulenta GT-21 de T. vaginalis cultivada en diferentes concentraciones de hierro (0, 100 y 250
pM). Se observé un incremento en la actividad enzimatica secretada en funciéon del tiempo y la concentracion
de hierro, alcanzando su maximo a los 15 minutos en condiciones de alta disponibilidad férrica. Ademas,
mediante gPCR se determin6 que el gen TvaSMasaZ2 presenta un incremento de expresion en presencia de
hierro, mientras que TvaSMasa6 no mostro variaciones significativas. Estos hallazgos sugieren que el hierro
regula diferencialmente los genes de aSMasas y podria modular la virulencia del parasito a través de
mecanismos de reparacion de membrana o evasién inmune. La identificacion funcional de los otros genes de
aSMasas sera fundamental para comprender mejor la adaptacion de T. vaginalis al microambiente del
hospedero.

Palabras clave: Trichomonas vaginalis, esfingomielinasa acida, hierro, virulencia, reparacion de membrana.

Introduccion

Tricomoniasis

La tricomoniasis es una enfermedad causada por el protozoo Trichomonas vaginalis, es considerada la
Enfermedad de Transmisién Sexual (ETS) no viral mas comun a nivel mundial. De acuerdo con la
Organizacién Mundial de la Salud' se reportan mas de 156 millones de nuevos casos anuales, afectando
principalmente a personas sexualmente activas entre 15 y 49 afios. A pesar de su alta prevalencia, muchos
casos son asintomaticos o presentan sintomas leves, lo que facilita su transmision silenciosa. En México, en
el afio 2012, la tricomoniasis urogenital ocup6 el 13° lugar entre las veinte principales causas de
enfermedades transmisibles, con 110,361 casos notificados2. En el afio 2021 se notificaron 1,178 nuevos

1 Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2024
2 SINAVE, DGE, Secretaria de Salud, 2021
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casos en hombres y 21,543, casos en mujeres; registrandose mayor incidencia en los estados de Veracruz,
Puebla y Chiapas. En el estado de Guanajuato se registraron 23 casos en hombres y 657 casos en mujeres?.

A pesar de que la mayoria de los hombres portadores son asintomaticos, algunos presentan inflamacion en
la uretra y prostata®. Mientras tanto en mujeres, mas del 50% desarrolla sintomas como flujo vaginal anormal
(amarillo-verdoso), prurito, disuria o dispareunia. En casos graves, puede observarse un patrén caracteristico
conocido como "cérvix en fresa", debido a hemorragias puntiformes en el cuello uterino* (Figura 1).

Estudios demuestran una alta concordancia de infeccion en parejas sexuales: mas del 60% de los hombres
y 23% de las mujeres en relaciones serodiscordantes comparten el estado de infeccion®. Si no se trata, la
tricomoniasis puede derivar en complicaciones como infertilidad, parto prematuro, mayor susceptibilidad al
VIH e incluso cancer cervical®.

El diagnéstico en mujeres suele realizarse mediante microscopia de exudado vaginal (examen en fresco),
mientras que en hombres se requieren métodos mas sensibles como cultivos de secreciones uretrales o de
orina o pruebas moleculares, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que permiten detectar el
ADN del parasito. El tratamiento farmacoldgico estandar consiste en metronidazol o tinidazol en dosis tnica’
(Figura 1). No obstante, la resistencia al metronidazol ha impulsado el uso de alternativas como la
furazolidona o sulfato de paromomicina intravaginal®. Es crucial tratar a ambas parejas para evitar
reinfecciones y cortar la cadena de transmision.

3 Merced, F. & Johnson, P., 2018
4 Edwards y col., 2016

5 Van Der Pol et al., 2017

6 Van Gerwen y col., 2023

7 Workowski y col., 2021
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unicelular flagelado que infecta el tracto
urogenital humano.
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-
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Figura 1. Infografia sobre la tricomoniasis. Elaborada con fines educativos para la difusién de informacién sobre infecciones de transmisién sexual
causadas por Trichomonas vaginalis. (Disefio de los autores)

Trichomonas vaginalis

T. vaginalis es un parasito unicelular, flagelado, microaerdfilo protista que infecta al hospedero a partir de su
adherencia a las células epiteliales que conforman al tejido en el tracto urogenital del humano*. Es un parasito
pleomorfico que modifica su morfologia con la internalizacion de los flagelos, adquiriendo una conformacion
ameboide y lo que permite su adhesion a la superficie de las células epiteliales. No obstante, cuando se
encuentra en secreciones vaginales y uretrales, o en el sedimento urinario, adopta su morfologia piriforme
(Figura 2). Ademas de estas dos morfologias, el parasito puede adoptar la forma de pseudoquiste al ser
inducida in vitro después de su exposicion al frio u otros factores como la microbiota, el pH, la presion
osmotica del entorno o la riqueza de nutrientes del medio®2.

¢ Van Der Pol et al., 2017
8 Oliveira AS y col., 2016
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Figura 2. Morfologia de Trichomonas vaginalis. Cepa GT-7 muestra una morfologia piriforme tipica, mientras que la cepa GT-21 presenta una
morfologia irregular y ameboide.

T. vaginalis es un parasito de transmision sexual de ciclo bioldgico simple y directo (Figura 1) que se transmite
a través del contacto sexual entre personas. Se multiplica en la mucosa genitourinaria del hombre y de la
mujer mediante fisidén binaria, la cual se caracteriza por la formacién de un huso microtubular, iniciando con
la duplicacion selectiva de los organelos locomotores resultando en la formacion de dos trofozoitos®. Este
parasito coloniza la superficie del epitelio del tracto urogenital humano con un periodo de incubaciéon que
varia de 4 a 28 dias'.

T. vaginalis es un eucariota primitivo que muestra similitudes con bacterias aerobias, aunque difiere en su
metabolismo y obtencion de energia''. Sus requerimientos nutricionales son: carbohidratos como fuente vital
de energia, principalmente maltosa, glucosa y galactosa; aminoacidos o proteinas digeridas; purinas y
pirimidinas; acidos grasos saturados e insaturados, asi como colesterol, utilizado en la formaciéon de la
membrana plasmatica; y elementos como el hierro, un componente esencial para las tricomonas'?. Este
parasito ha desarrollado mecanismos de adaptacion al hospedero que le permiten colonizar y mantener la
infeccién latente. Se han reportado condiciones que influyen en el establecimiento exitoso de la infeccion,
tales como el pH, la microbiota, los niveles de hierro, zinc, poliaminas, calcio y la respuesta inmune del
hospedero, por lo que la interaccién parasito-hospedero es un proceso dependiente de mecanismos
inherentes al paciente y al parasito que podrian potenciar o atenuar la virulencia'® 3.

Los mecanismos de patogenicidad de T. vaginalis utilizan principalmente dos grupos de moléculas, las
cistein-proteinasas y las adhesinas. Este proceso es multifactorial dependiente de pH, temperatura y hierro,
este Ultimo siendo participe de las condiciones del hospedero que modulan la virulencia del parasito. Lo
anterior sugiere que otras moléculas deberan estar participando en el proceso patogénico de este parasito.

Condiciones del hospedero que modulan la virulencia de 7. vaginalis

La virulencia T. vaginalis surge de una relacion estrecha con el hospedero, la cual esta influida por diversos
factores del entorno bioldgico. Aspectos como el equilibrio de la microbiota vaginal, las variaciones
hormonales, el pH urogenital y la cantidad de hierro disponible, son factores del hospedero que regulan
directamente la produccion y funcionamiento de las moléculas que el parasito utiliza para establecer y
mantener la infeccion.

En condiciones normales, la microbiota vaginal contiene una gran variedad Lactobacillus spp. que mantienen
un ambiente acido que actua como barrera contra T. vaginalis. Sin embargo, alteraciones como la vaginosis

? Ibafez, A. & Gémez, A.,2017
10 Gould SB y col.,2013

11 Petrin y col., 1998

12 Miiller,1990

13 Hernandez y col.,2014
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bacteriana reducen estos lactobacilos, elevan el pH vaginal y crean un entorno ideal para la proliferacion y
adherencia del parasito’. Asimismo, el pH vaginal se considera como un factor critico ya que T. vaginalis
muestra un crecimiento optimo en un intervalo de pH entre 6.0-6.3, aunque tolera muy bien pHs mas bajos,
por lo cual, alteraciones del microambiente favorecen su establecimiento y patogenicidad*.

El hierro, es un micronutriente vital para el metabolismo del parasito. Este elemento regula la expresion de
genes como adhesinas y cistein-proteasas, responsables de la adherencia celular, lisis de tejidos y evasién
del sistema inmune'®. Durante la menstruacién, donde el hierro libre se incrementa, el parasito activa estos
mecanismos con mayor intensidad, aumentando su potencial patogénico'®. Igualmente, el hierro promueve
la transicion morfologica del parasito hacia formas ameboides'”. Para expresar todo su potencial patogénico,
T. vaginalis debe de utilizar otras moléculas, ademas de proteasas y adhesinas, por lo que es importante la
blusqueda de nuevas moléculas que actien como factores o determinantes de virulencia.

Para evaluar la virulencia in vitro de T. vaginalis se emplean ensayos funcionales de adhesion, citotoxicidad,
lisis de eritrocitos y cuantificacion de expresion génica. Se ha observado, que genes como TvaSM2, TvaSM4
TvaSM5 'y TvaSM6 presentan un incremento de expresién en presencia de peroxido de hidrégeno, sugiriendo
que el estrés oxidativo es una sefial para el encendido de los mecanismos patogénicos del parasito'®°.

Esfingomielinasas

Las esfingomielinasas (SMasas) son enzimas que hidrolizan la esfingomielina, produciendo ceramida, una
molécula sefializadora clave en procesos como apoptosis, inflamacion y reparacion celular®. Las SMasas se
clasifican en dos grupos segun su pH 6ptimo:

1. Esfingomielinasas acidas (aSMasas): Activas a pH ~5, se localizan en lisosomas o en forma soluble
al ser secretadas. En patégenos como Entamoeba histolytica participan en virulencia y reparacién
de membranas dafiadas por agentes liticos del hospedero?'.

2. Esfingomielinasas neutras (nSMasas): Actuan a pH neutro (~7.5) y dependen de iones como Mg?'.
Intervienen en sefializacion celular, como la respuesta al Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a)?2.
Las nSMasas han sido estudiadas en E. histolytica sugiriendo que participan en la virulencia de las
amibas?3,

La actividad de las aSMasa secretada en mamiferos participa en el proceso de reparacion del dafio a la
membrana plasmatica generado por estrés o moléculas liticas de patdgenos, lo que promueve la secrecion
de la enzima lisosomal e hidrdlisis la esfingomielina presente en la cara externa de la membrana plasmatica
generando ceramida para internalizar la lesion'® 24,

“Merced, F. & Johnson, P., 2018
4 Schwiertz, 2016

1% Rivera Rivas et al., 2020

16 Arroyo et al., 2015

7 Benchimol, 2004

18 Torres Castellanos, 2022

¥ Medina Nieto, 2025

20 Hannun & Obeid, 2008

21 Ramirez Montiel et al., 2019
¥ Torres Castellanos, 2022

22 Clarke y col., 2006

2% Urquieta y col., 2018

¥ Torres Castellanos, 2022
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En parasitos como E. histolytica, el analisis del genoma revel6 la presencia de seis genes que codifican para
aSMasa, los cuales se transcriben activamente en el parasito y se ven involucradas en la reparacion de la
membrana celular, sin mencionar que sus niveles de expresién estan directamente asociados con la virulencia
de las cepas amibianas?.

En el caso especifico de la reparacién de membranas, estudios en E. histolytica han demostrado que el
parasito utiliza un mecanismo dependiente de aSMasas para reparar dafios en su membrana plasmatica.
Cuando la membrana sufre lesiones por toxinas como la estreptolisina O, se produce una entrada masiva de
calcio que desencadena la migracion de lisosomas hacia el sitio dafiado. Estos lisosomas se fusionan con la
membrana celular y liberan aSMasa6 al espacio extracelular. La aSMasa6 hidroliza la esfingomielina de la
membrana, generando dominios ricos en ceramida que facilitan la internalizacion y posterior degradacion de
la lesion. Estos hallazgos revelan un sistema esencial para la supervivencia del parasito durante la infeccion?'.

E. histolytica es un parasito que sufre dafio a su membrana plasmatica como consecuencia del sistema de
defensa del hospedero, particularmente por proteinas formadoras de poros. Ante este dafio, las aSMasas
son secretadas como parte del proceso de reparacion de la lesién en la membrana plasmatica (Figura 3).

En este contexto, dado que T. vaginalis ha mostrado actividad secretora de aSMasa y a que el analisis de su
genoma reveld la presencia de seis genes que codifican para esta enzima, resulta de interés determinar los
niveles de expresion de los genes de aSMasa cuando T. vaginalis se cultiva en diferentes concentraciones
de hierro. Esta investigacion contribuira al entendimiento de los mecanismos moleculares que este parasito
utiliza para adaptarse al entorno del hospedero y modular su virulencia, considerando que el hierro es un
elemento esencial en la regulacion de la expresién de multiples factores de virulencia. Su influencia en la
activacion de genes como los de aSMasas podria proporcionar pistas importantes sobre nuevas estrategias
de evasién inmune, reparacion de membranas y establecimiento de la infeccion.

21 Ramirez Montiel et al., 2019
24 Marchesini & Hannun, 2004

25 Rivera-Cuéllar, 2020
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Figura 3. Infografia sobre la posible participacion de las aSMasas reguladas por Fe como factor o determinante de virulencia de Trichomonas
vaginalis. Infografia elaborada con fines educativos para la difusién (Disefo de los autores).

Metodologia
Cultivo de T. vaginalis.

Los trofozoitos de T. vaginalis de la cepa GT-21 se cultivaron en condiciones axénicas en el medio de cultivo
TYI-S-33 %8, en ausencia de Fe y en presencia de 100 y 250 uM de Fe.

Determinacion de la actividad secretada de T. vaginalis.

Los trofozoitos se cosecharon y se resuspendieron en medio TYI-33. Se colocaron 3 x 10° tricomonas/pozo
y se incubaron a 37°C por 60 min. Se descartd el medio TYI-33 y se sustituy6 por medio D-MEM. Se incubaron
a 37°C y se recolecté el medio condicionado a diferentes tiempos. Se determiné la actividad de aSMasa
secretada usando el sistema Amplex® Red Sphingomyelinase Assay kit (Molecular Probes) de acuerdo con
las indicaciones del fabricante.

Extraccion de RNA.

26 Diamond, 1957
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Se cosecharon trofozoitos de T. vaginalis cultivadas en presencia y ausencia de hierro y se obtuvo el RNA
total empleando Trizol® Reagent (Invitrogen). EI RNA obtenido se traté con Turbo DNasa para eliminar
cualquier contaminacion de DNA gendémico. Se evalud la calidad del RNA obtenido en geles de agarosa al
1% con bromuro de etidio y se determiné la ausencia de DNA genémico usando el RNA como templado en
una PCR empleando oligonucledtidos que amplifican un fragmento del gen de la 3 -tubulina.

Sintesis de DNA complementario (cDNA).

Se utilizé el RNA obtenido para la sintesis de cDNA empleando la transcriptasa inversa de ThermoScript
RTsystem (Invitrogen) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La sintesis de cDNA se verificd
mediante PCR, amplificando un fragmento del gen de la S -tubulina.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR).

Se utiliz6 la gPCR para el analisis de la expresién de dos genes de las aSMasas de T. vaginalis cultivada en
ausencia y presencia de Fe. Se emple¢ el kit “Fast SYBR Green Master Mix” de acuerdo con las indicaciones
del fabricante, utilizando el cDNA obtenido y oligonucleétidos especificos para los genes TvaSMasa2 y
TvaSMasa6. Para la validacion, se determind la eficiencia de amplificacién y la especificidad de los
oligonucledtidos. Se utilizé el equipo QuantStudio1 de Applied Biosystems. El andlisis de cuantificacion
relativa se realiz6 por el método comparativo AACH.

Resultados y discusion

Determinacion de la actividad secretada de aSMasa en T. vaginalis cultivada en diferentes concentraciones
de Fe

Se cosecharon trofozoitos de T. vaginalis de la cepa virulenta GT-21, los cuales fueron cultivados en medio
TYI-S-33 en ausencia de hierro y en presencia de 100 y 250 uM de hierro. Se observé que en ausencia de
hierro disminuyd el crecimiento de las tricomonas y se incrementd su adhesion al tubo de cultivo. Se colocaron
en una placa multipozos y se incubaron a 37°C durante 60 min para permitir su adhesion. (Figura 4).

A B C

Figura 4. Morfologia de Trichomonas vaginalis adheridas a la placa. Trofozoitos de T. vaginalis cultivados en ausencia de Fe (A), con 100 uM de Fe
(B) y con 250 uM de Fe (C).

Se determind la actividad de aSMasa secretada en los sobrenadantes obtenidos a los 5, 15 y 30 min. Los
resultados se presentan en la figura 5, donde se observé un incremento de la actividad de aSMasa secretada
con respecto al tiempo.

En la condicién sin hierro, la actividad secretada de aSMasas aumenté de forma leve pero continua con
respecto al tiempo. A diferencia de lo observado a 100 uM de Fe, donde el incremento fue mas marcado,
alcanzando su punto maximo a los 30 minutos. En cambio, a 250 uM de hierro, se observé una elevada

WWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx
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actividad a los 15 min, pero sin incremento adicional a los 30 minutos. Estos resultados indican que la
secrecion de aSMasa es tanto dependiente del tiempo como de la concentracion de hierro en que fueron
cultivadas.

Actividad secretada de aSMasas en diferentes
concentraciones de Hierro

180
160
140
120
100

80

60

0 m[ ] IHH ]

GT-21Fe0 GT-21Fe 100 GT-21Fe 250

Actividad secretada

N
o

Tiempo

E5min @15min @30 min

Figura 5. Actividad secretada de esfingomielinasa dcida (aSMasa) en sobrenadantes recolectados. Las cepas GT- 21 cultivadas en concentraciones
ausencia de hierro, 100 y 250 uM.

Expresion de dos genes de aSMasa en 7. vaginalis cultivadas en diferentes concentraciones de Fe.

Se purificé RNA total de T.vaginalis cultivada en ausencia y presencia de hierro. Se evalud la calidad del RNA
obtenido (Figura 6). Se observan las subunidades 18S y 28S del RNA ribosomal lo que indica que el RNA
obtenido es de buena calidad.

<— 28S
<+ 18S

Figura 6. RNA de Trichomonas vaginalis. EI RNA obtenido de T. vaginalis cultivadas en ausencia de Fe (1), con 100 uM de Fe (2) y con 250 uM de Fe
(3) se separé en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Se observan las dos bandas ribosomales del RNA.

Para corroborar la ausencia de DNA gendémico contaminante, se llevaron a cabo reacciones de amplificacion
por PCR utilizando los oligonucleétidos para amplificar un fragmento del gen de la B-tubulina. En la Figura 7
se muestra el resultado de la PCR realizada donde se observé que no hubo amplificacion cuando se uso el
RNA obtenido como templado lo que indica que no hay DNA genémico contaminante.

WWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx
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Figura 7. RNA libre de DNA genémico. El RNA obtenido se traté con DNAsa y se usé como templado para amplificar por PCR un fragmento del gen de
la B-tubulina. Marcadores de tamafrio en pb (M), control negativo sin templado (1), control positivo usando DNA genémico (2), usando como templado
RNA de T. vaginalis cultivadas en ausencia de Fe (3), con 100 uM de Fe (4) y con 250 uM de Fe (5).

El cDNA obtenido de la cepa GT-21 de T. vaginalis cultivada en ausencia y presencia de hierro fue utilizado
como templado para la amplificacion por PCR de un fragmento del gen de la B-tubulina. En la figura 8 se
observa el amplicon del tamafio esperado, con los diferentes cDNAs, lo que sugiere que el cDNA sintetizado
es de buena calidad y sera empleado para cuantificar la expresion de dos genes que codifican para aSMasa
mediante gPCR.
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1500

500

200
142 pb

Figura 8. Calidad de sintesis del cDNA. Se sintetiz6 cDNA usando una transcriptasa reversa a partir del RNA obtenido. El cDNA se usé como
templado para amplificar por PCR un fragmento del gen de la B-tubulina. Marcadores de tamario en pb (M); Control negativo sin templado (1); cDNA
de T. vaginalis cultivadas en ausencia de Fe (2); con 100 uM de Fe (3) y; con 250 uM de Fe (4).

Posteriormente, se cuantificé la expresion de los genes de aSMasa 2 y aSMasa 6 en la cepa GT-21 de T.
vaginalis cultivada en ausencia y presencia de hierro. En la Figura 9 se observa que el gen TvaSMasa 2
presenta un aumento en su expresion relativa en respuesta al aumento de hierro. Por otro lado, el gen
TvaSMasa 6 no mostré un aumento de expresion significativo en respuesta al hierro. Sin embargo, no
podemos afirmar cual de los dos genes presenta una mayor expresion en condiciones basales.
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Figura 9. Nivel de expresion de genes de TvaSMasa2 y TvaSMasaé de T. vaginalis. Cepa GT-21 de T. vaginalis cultivada en ausencia de Fe; con 100
UM de Fe y; con 250 uM de Fe.

Los resultados muestran que T. vaginalis responde a diferentes concentraciones de hierro aumentando la
secrecion y, en algunos casos, la expresion de aSMasa. Se observo que la actividad enzimatica secretada
incremento con el tiempo y fue mayor cuando habia una mayor disponibilidad de hierro, especialmente a los
15 minutos. Ademas, uno de los genes evaluados, TvaSMasa2, mostré un aumento en su expresion frente a
altas concentraciones de hierro, mientras que TvaSMasa6 no presentd cambios significativos. Estos
hallazgos sugieren que el hierro podria activar mecanismos relacionados con la virulencia del parasito, y que
algunas aSMasas podrian estar mas involucradas que otras. A futuro, sera importante estudiar los otros
genes de aSMasa para comprender mejor como T. vaginalis se adapta al ambiente del hospedero.

Conclusiones

Se observé que el numero de trofozoitos en cultivo de T. vaginalis aumenta conforme se incrementa la
concentracion de hierro en el medio de cultivo. En contraste, en ausencia de hierro, la cepa mostré una mayor
capacidad de adhesion a las superficies del tubo de cultivo.

La actividad secretada de esfingomielinasa acida (aSMasa) se incrementa con respecto al tiempo de
incubacién tiempo y en condiciones con mayor disponibilidad de hierro.

A nivel molecular, se detecté un aumento en la expresion del gen TvaSMasa2 en presencia de altas
concentraciones de hierro, lo que sugiere una posible relacion entre la mayor actividad enzimatica observada
y la sobreexpresién de este gen.
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