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TRICHOMONAS VAGINALIS
EN MEDIOS DE CULTIVO:
CONSUMO PROTEICO

SIXTO COSTAMAGNA, GABRIELA NIIZAWA, GABRIELA BALOGH*

Resumen: Con el fin de continuar experiencias relacionadas con la endoci-
tosis del parasito Trichomonas vaginalis, en el presente trabajo se
comparé la composicion proteica de cultivos liquidos con desarrollo de este
flagelado y sin él.

Las muestras de flujos vaginales pertenecian a mujeres cuya edad estaba com-
prendida entre 15y 40 afios y que presentaban tricomoniasis activa. Los exudados
vaginales inoculados en medio de cultivo Diamond fueron centrifugados y sonica-
dos. Se dos6 su contenido proteico y se separaron las proteinas por electroforesis
en geles de poliacrilamida. Del analisis de los resultados de las di-ferentes
muestras, pudo observarse que T. vaginalis consumié proteinas de peso molecu-
lar (PM) aparente entre 14 y 60 kDa y agot6 el medio de cultivo, lo que quiza
explique la declinacién de la curva de crecimiento del pardsito a las 48/72 horas,
luego de haber sido sembrado en el medio de cultivo. El parasito presenta
proteinas de PM aparente entre 70-100 kDa que pueden ser propias, o metabo-
litos proteicos excretados por él. Se comprobd, ademas, que la presencia de
elementos levaduriformes que ejercen un efecto negativo sobre el crecimiento
deT. vaginalis produce liberacién, en el medio, de proteinas de PM de 180 kDa.

Introduccioén

Latricomoniasisesunaafeccion producidapor
el parasito T. vaginalis que afecta, en la actuali-
dad, aun nimero impredecible de mujeres de todo
el mundo (se calculaque, enlos Estados Unidos, €l
nimero de mujeres infectadas es de 2 500 000).
Provoca desde leves molestias genitales, hasta
vulvovaginitis con abundante produccion de flujo
verdoso, maloliente y espumoso. En el vardn,
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puede ser asintomédtica o bien provocar uretritis
dificiles de curar. *® En Bahia Blanca, la preva-
lencia de esta parasitosis por consultas a ginecé-
logo en hospitales publicos es del 23,5%.

Si bien son numerosos | os estudios existentes,
ellos no acanzan para dilucidar los mecanismos
fisiolégicos de la enfermedad ni explicar la ata
incidencia de esta parasitosis, cuya forma de con-
tagio esdirectay sin formas de resistenciadescrip-
tas.



Trichomonas vaginalis en medios de cultivo: consumo proteico

T. vaginalis no logra sobrevivir en cualquier
medio, pues necesita nutrientes muy selecciona-
dos, yaque no es capaz de sintetizar gran cantidad
deproteinas, como lo demuestrael poco desarrollo
de su reticulo endoplasmético rugoso. ® Es parési-
to obligado y presenta receptores de membranade
especificidad alin no determinada. ¢® Se procedi6
acomparar la composicién proteica de medios de
cultivo inoculados con flujos vaginal es de mujeres
con tricomoniasis activa, a fin de aportar nuevos
conocimientos referidos al comportamiento T. va-
ginalis en medios de cultivo y sus proteinas para
aclarar, en parte, la fisiopatologia del parasito en
el humano.

Materiales y métodos

Cultivos de Trichomonas vaginalis

Se utilizaron muestras de flujo vaginal obteni-
das de fondo de saco, de una poblacion de mujeres
parasitadas con T. vaginalis, cuyas edades estaban
comprendidas entre los 15 y 40 afios. Los flujos
vaginales fueron sembrados en medio de cultivo
Diamond (Menarini. Cod Tric-20. Ref 1038. Bar-
celona, Espafia), e incubados durante 72 horas a
37° C. Posteriormente, se concentraron T. vagina-
lis por centrifugacion, y el sedimento se guardo6 en
freezer a-20° C, hasta su procesamiento.

Preparacion de las muestras

Las muestras fueron centrifugadas durante 10
minutos a 5000 r.p.m a 7° C.

Se descarté el sobrenadante, y €l sedimento se
resuspendid en 100 pl de buffer de homogeneiza-
¢ion con contenido de TrissHCI 20,0 mM pH:7,4;
sacarosa 0,33 M; EGTA 5,0 mM; CaCl, 0,7 mM;
fenilsulfonil fldor (PMSF) 0,5 mM; DTT 1,0 mM;
leupeptina 40,0 pg/ml y aprotinina 40,0 pg/ml.
Posteriormente, las muestras fueron sonicadas du-
rante 20 segundos a 5 ciclog/min. con sonicador
Vibra-Cell, y se tomaron alicuotas de 10 pl cada
una para determinar €l contenido proteico de las
muestras y del medio de cultivo, empleando el
método de Lowry. ©

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La separacién de las proteinas se realizé de
acuerdo con el método de Laemmli, @ el cual se
basa en la diferente velocidad electroforética de
las proteinas, de acuerdo con su peso molecular.
Las muestras se mezclaron con igual volumen de
buffer muestra pH 6,8 2X (SDS 2,0%; sacarosa
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10,0 %; TrissHCI 10,0 mM; B-mercaptoetanol
0,1%, azul de bromofenol 0,2 mg). Se calentaron
durante cinco minutos a ebullicion, parafavorecer
ladesnaturalizacion delas proteinas, y se congela-
ron a-20° C hasta e momento de su uso.

Se sembraron las muestras (100 pg de protei-
nas) en gel de poliacrilamidaa 10 %y se procedi6é
ala corrida electroforética aplicando una intensi-
dad de corriente de 30 mA por placa, durante apro-
ximadamente 45 minutos. Posteriormente, se tifie-
ron los geles con Coomassie Brillant Blue R-250,
se destifieron con solucion decol orante, se secaron
a vacio y se determiné el peso molecular aparente
de las bandas proteicas por comparacién con la
movilidad electroforética de los estandares em-
pleados. Paralelamente alas muestras, se procesa-
ronloscomponentesproteicosdel medio decultivo
utilizado: suero inactivado de caballo, peptona,
extracto de levaduray agar.

Resultados

En la figura 1, se puede observar la corrida
electroforéticaen gel de poliacrilamida. Las calles
1y 8 corresponden a los estandares de PM; las
calles 3y 4 corresponden al medio de cultivodeT.
vaginalis; lascalles5y 7 corresponden acultivo de
72 horasde T. vaginalisy lacalle 6 corresponde a
cultivo de T. vaginalis con elementos levadurifor-
mes.

Del andlisisdel perfil proteico delas muestras,
se desprende que:

1. El medio decultivo utilizado contiene varias
proteinas de peso molecular aparente entre 14 y
200 kDa.

2. En el medio sembrado con el desarrollo T.
vaginalis puede visualizarse una marcada dismi-
nucién de las bandas correspondientes a proteinas
de peso molecular aparente entre 14 y 60 kDa. En
experiencias paralelas, pudimos visualizar que
estas bandas corresponderian a suero inactivado
de caballo que contiene el medio (resultados no
mostrados). Enlascalles5, 6y 7, también se puede
observar la aparicién de bandas de peso molecular
aproximado entre 70y 100 kDa, que no se visuali-
zan en las calles donde se corrié el medio sin
sembrar.

3. Enlacalle 6, se puede observar laaparicion
de una banda de peso molecular aparente de 180
kDa, que no se presenta en las demas calles.
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en medios de cultivo liquidos.
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Figural - Corrida electroforética en gel de poliacrilamida de Trichomonas vaginalis
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Conclusiones

En los medios con desarrollo de T. vaginalis,
aparecen bandas proteicas de peso molecular apa-
rente entre 70 y 100 kDa, las que podrian ser
estructurales de los parasitos o metabolitos protei-
cos excretados por €ellos. Del andlisis del perfil
proteico, se sugiere que T. vaginalis consume
totalmente las proteinas aportadas por €l suero de
caballo, presentes en el medio de Diamond (Mena-
rini) durante su desarrollo, en un periodo de 72
horas. Esta podria ser una de las razones por las
cuales se torna dificil su mantenimiento durante
tiempos mayores en |os medios de cultivo, ademéas
de que sus propi os metabolitos podrian g ercer una
accion negativa sobre su multiplicacién 'y sobrevi-
da. Este consumo selectivo de proteinas por parte
de la T. vaginalis podria relacionarse con las
vesiculas de endocitosis ya documentadas para
este parasito,®® ya que, presumiblemente a través
deellas, seincorporarian estas proteinas, tal como
ocurre con otros protozoos. 1%

En virtud de lo expuesto, se concluye que es
recomendable aumentar la concentracion de suero
de caballo en e medio de cultivo de Diamond
(Menarini), afin de permitir una mayor sobrevida
T. vaginalis en él, hecho que resulta importante
para el mantenimiento del parasito en el laborato-
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rio, para ensayos de investigaciones futuras.
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