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ABSTRACT

Abstract

Trichomoniasis is a non-viral sexually transmitted disease, caused for the
parasite Trichomonas vaginalis. In Mexico, trichomoniasis ranks in the sixteenth
place among communicable diseases. T. vaginalis activates the migration of
neutrophils, which may eliminate parasites by phagocytosis, by degranulation and
by the recently discovered Neutrophil Extracellular Traps (NET). The formation of
traps is activated by pathogens such as fungi, bacteria and parasites and microbial
and immune components such as bacterial LPS, IL-8, IFN-y, etc. In-vitro, phorbol
myristate acetate (PMA) is the best inductor of NET formation trough the release of
reactive species of oxygen (EROS). Neutrophils were separated from human
peripheral blood and Extracellular Traps were induced with phorbol myristate
acetate. T. vaginalis was cultivated in TYI-S-33 during 24 h, trophozoites were
placed into 24-wells culture plates that contained NET and incubated during 3
hours. The results observed with confocal microscopy show that T. vaginalis was
captured by NET. These results contribute to the knowledge of the interaction

between different pathogenic microorganisms with NET.

Keywords: Neutrophil Extracellular Traps, Neutrophils, Trichomoniasis
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Resumen

La tricomoniasis es una infeccion de transmision sexual no viral causada
por el pardsito Trichomonas vaginalis, en México ocupa el décimo sexto lugar
entre las enfermedades transmisibles mas comunes. La infeccion activa la
migracion de neutrdfilos al sitio de infeccion, los cuales pudieran eliminar al
trofozoito por fagocitosis, degranulacion y por las Trampas Extracelulares de
Neutrofilo o NET, recientemente descubiertas. La formacion de estas trampas, es
activada por patdégenos como hongos, bacterias y parasitos y por componentes
microbianos o inmunes, tales como LPS bacteriano, IL8, IFN-y, etc. In vitro el
acetato de forbol miristato es el inductor mas eficiente de la formacion de NET a
través de la liberacion de especies reactivas de oxigeno (EROS). Para este
estudio se aislaron neutréfilos a partir de sangre periférica humana y se indujo la
formacion de NET con acetato de forbol miristato. El parasito T. vaginalis se cultivd
en medio TYI-S-33 durante 24 h, los trofozoitos se colocaron en cajas de cultivo
de 24 pozos donde se encontraban las trampas y se incubaron 3 h. Los resultados
observados por microscopia confocal arrojaron que durante la interacciéon las NET
atrapan a los trofozoitos de T. vaginalis. Estos resultados contribuyen al

conocimiento sobre la interaccién de microorganismos patégenos con NET.

Palabras Clave: Trampa Extracelular de Neutréfilo, Neutréfilo, Tricomoniasis.
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1. Introduccion

1.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis fue descrita por primera vez en el afio de 1836 por el
investigador médico francés Alfred F. Donné y por mucho tiempo ha sido
considerada como una infeccion vaginal, sin embargo, fue hasta el afio de 1916
que el investigador Hohne asigné el nombre de “Tricomoniasis” para describir
dicha infeccion (citados en Upcroft y Upcroft, 2001; Ryu y Min, 2006; Hirt, 2013).
La tricomoniasis es una enfermedad de transmision sexual (ETS) causada por el
parasito unicelular Trichomonas vaginalis (Figura 1). En mujeres la infeccion se
encuentra en la vagina, mientras que en los hombres se presenta generalmente
en las vias urinarias y/o prostata (Schwebke y Burgess, 2004, Carrada-Bravo,
2006; Van Der Pol, 2007).

Figura 1. Morfologia de Trichomonas vaginalis. La imagen A (Tincion de Giemsa, 4,200X)
muestra los cuatro flagelos y el axostilo que atraviesa el cuerpo del parasito y que sale por el
externo posterior que caracterizan al parasito. Imagen B, se observa en el centro una celula
epitelial, plana y poligonal rodeada por parasitos ameboides y flagelados (400X) (Tomada de
Carrada-Bravo, 2006).

1.1.1 Clasificacion taxondmica

La clasificacion de Trichomonas vaginalis fue propuesta en el afio de 1980

por Levine y colaboradores (reportado en Nogal-Ruiz, 1999). Sin embargo, se ha
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tomado con mayor importancia la clasificacion de Dye descrita en 1990 (reportado
en Schwebke y Burgess, 2004). EI descubrimiento del parasito es atribuido al
investigador médico francés Alfred F. Donné y designado con este nombre por

Enrenberg en 1838 (reportado en Fraga, 2012).

Trichomonas vaginalis se ha ubicado en el reino “Protista”, tomando la
clasificacion de los organismos descrita por Haeckel en 1866, sin embargo, a
principios del siglo XX, se dio una disputa por la clasificacion de los seres vivos,
ubicandolos en el reino animal, fue hasta el afio de 1997 que la clasificacion de
Whittaker los ubico nuevamente en el reino “Protista”. Se encuentra en el filo
“Zoomastigina”, término atribuido a Calkins en 1909, debido a la presencia de un
aparato locomotor bien desarrollado denominado flagelos (reportado en Nogal-
Ruiz, 1999).

En 1973, Honigberg realizé estudios sobre el parasito observando la
presencia de membranas parabasales prominentes del Aparato de Golgi, de la
estructura denominada “axostilo” y de estructuras denominadas hidrogenosomas,
por ello se le asigné la clase “Parabasalia” (reportado en Schwebke y Burgess,
2004). Sin embargo, estudios filogenéticos del gen 16S del ARNr, demuestran que
los hidrogenosomas no son estructuras primitivas, sino que pudieron haber
surgido a partir de la involucién de mitocondrias. Una prueba de ello es la similitud
de proteinas como las chaperoninas que existen entre mitocondrias e

hidrogenosomas (Reportado en Nogal-Ruiz, 1999).

Debido a que no presentan formacion de quiste y cuya reproduccion por
fision binaria, se han clasificado en el orden “Trichomonadida”, término atribuido a
Kyrbi en 1947. Waynon en 1926, lo ubicé en la familia “Trichomonadidae”, para
describir el axostilo en la parte posterior de la célula y de la presencia de
citostomas (reportado en Schwebke y Burgess, 2004). Sin embargo, el género y
especie “Trichomona vaginalis” es atribuido a partir de las observaciones

113

realizadas por Donné citando lo siguiente ““...animaliculos en los materiales
purulentos y en los productos de secrecion de los 6rganos genitales del hombre y

de la mujer...” (Reportado en Nogal-Ruiz, 1999).
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Con el paso de los afios, se descubririan nuevas especies, que invadirian
los tractos digestivos, como Trichomonas tenax (cavidad bucal), Trichomonas
foetus (tracto genital bovino) y Trichomonas hominis (tracto intestinal). Estos
difieren uno de otros respecto al tamafio, numero de flagelos, nucleo y
membranas. La clasificacion de T. vaginalis se muestra a continuacion (Schwebke
y Burgess, 2004).

REINO: Protista (Haeckel, 1866; Whittaker, 1997)
FILO: Zoomastigina (Calkins, 1909).
CLASE: Parabasalia (Honigberg, 1973).
ORDEN: Trichomonadida (Kyrbi, 1947).
FAMILIA. Trichomonadidae (Wanyon, 1926)
GENERO: Trichomonas ((Donné 1836).
ESPECIE: Trichomonas vaginalis (Donné 1836; Enrenberg, 1838).

1.1.2 Morfologia

Trichomonas vaginalis es un parasito trofozoito aerobio unicelular que mide
de 23 - 39 um de largo y de 5 — 8 ym de ancho. Posee un penacho de cuatro
flagelos en la parte superior que en conjunto miden de 8 — 15 ym y un flagelo en la
parte inferior denominado axostilo que mide de 3 — 14 ym. Como se muestra en la
Figura 2, T. vaginalis es morfolégicamente piriforme; sin embargo, también se
pueden presentar en forma ameboide u ovoide (Pereira y Pérez, 2013; Ryu y Min,
2006; Schwebke y Burgess, 2004).

Posee una membrana ondulante que se extiende en dos tercias partes del
cuerpo. Presenta en su membrana externa distintos antigenos, relacionados con
su patogenicidad, lo que permite diferenciar diversos biotipos. En lugar de
mitocondrias, T vaginalis posee granulos cromaticos llamados hidrogenosomas
qgue producen energia (ATP) e hidrogeno como producto final de la reaccién

metabolica (Figura 2). El cariotipo se ha descrito como haploide con seis




INTRODUCCION

cromosomas Yy diploide con 12 cromosomas. (Upcroft y Upcroft, 2001; Cancelo y
col. 2005; Ryu y Min, 2006; Harp y Chowdhury, 2011).

Flagelo
anterio

Cinetosoma
Costa—

Nucleo

Membrana
ondulante

Endosoma

Granulos

y citoplasmaticos
Hidrogenosomas

Flagelo

libre Axostilo

Figura 2. Estructura morfolégica del trofozoito Trichomonas vaginalis. La imagen muestra los

componentes intracelulares y extracelulares del Parasito (Tomada de Harp y Chowdhury, 2011).

1.1.3 Ciclo de vida

El grupo de edad mas afectado por la tricomoniasis es el de los 16 a 35
afios de edad, debido a que es el periodo de mayor actividad sexual (Pereira y
Pérez, 2013). Se transmite principalmente por contacto sexual; sin embargo,
pueden también transferirse por orina o por contacto con toallas y/o esponjas
hamedas; pero el contagio por estas vias es poco probable. Se considera al
hombre como portador del parasito, que transfiere a la mujer por contacto sexual.
En el caso de mujeres el parasito puede ser transferido de mujer a mujer o de
mujer a hombre. Se reproduce en la mucosa del tracto urogenital en ambos sexos,
hasta el momento no se ha descrito la formacion de quistes. Su divisiéon es por

fision binaria y tiene un periodo de incubaciéon de 4 a 28 dias. Las siguientes
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caracteristicas se muestran en la Figura 3 (Schwebke y Burgess; 2004, Botero,
2006).

Transmision sexual

Trofogoitos en secrecciones
prostaticas o vaginales
y en orina

(2} Division por fision (3] Trofozoitoen g
binaria longitudinal vagina o uretra })

Figura 3. Ciclo bioldgico de Trichomonas vaginalis. El parasito se transmite por contacto
sexual a través de secreciones prostaticas, vaginales u orina. Invade la cavidad vaginal y uretral.
Una vez establecido, se reproduce por fisién binaria, obteniendo nutrientes a partir de bacterias

presentes en el medio. (Tomada de Pereira y Pérez, 2003).

1.1.4 Sintomatologia

T. vaginalis se puede presentar como una infeccion asintomatica tanto en
hombres como en mujeres. Aproximadamente el 25 al 50% de las mujeres
infectadas no presentan sintomatologia, debido a que el pH vaginal entre 3.8 y 4.2
limita el crecimiento de T. vaginalis; sin embargo, los sintomas suelen aparecer
seis meses posteriores a la infeccion. En mujeres se presentan sintomas como
prurito, dispareunia, malestar al orinar, dolor en los muslos, perineo y vulva y
secreciones vaginales con mal olor, espumosos y de coloracion amarillo-verdoso

(Adad, 2005; Hernandez y col, 2005; Trejos, 2012). En hombres por lo general la
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infeccion transcurre con menor o nula sintomatologia, para ello se ha clasificado
en tres estados: asintomatica, aguda y leve. Cuando la infeccion es sintomatica se
presentan sintomas como: secrecion maloliente, ardor al orinar, prurito y
dispareunia (Harp y Chowdhury, 2011; Cancelo y col, 2005; Hernandez y col,
2005).

La sintomatologia clinica de T. vaginalis es similar a otras infecciones
provocados por microorganismos como: Neisseria gonorrhoeae, Candida albicans,
Chlamydia trachomatis y Gardnerella vaginalis, provocando en mujeres vaginitis,
cervicitis, uretritis y en hombres prostatitis (Hernandez y col, 2005; Cancelo y col,
2005; Perazziy col, 2007; Perea, 2010; Maciques y Alonso, 2002).

Se ha demostrado que pacientes infectados con T. vaginalis aumentan la
predisposicién de contraer los Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y del
Papiloma Humano (VPH). Ademas, incrementa el riesgo de infecciones por otras
enfermedades de transmision sexual y el desarrollo de cancer de prostata
(Browden y Garnett, 2000; Moodley y col, 2002; Hernandez y col. 2009; Ramos y
col, 2011; Hirt, 2013; Kissinger y Adamski, 2013).

Cuando la infeccion esta presente en mujeres embarazadas, propicia un
incremento de rotura prematura de membranas, parto prematuro, bajo peso del
neonato al nacer e incremento del riesgo de infertilidad. Ademas, la infeccién por
Trichomonas puede ser transferido al hijo cuando pasa a través del canal uterino,
ocurriendo esto en el 5% de los hijos nacidos de madres infectadas (Soper, 2004:
Cancelo y col. 2009; Perea, 2010; Ramos y col, 2011).

1.1.5 Diagnéstico
Existen varias técnicas que permiten determinar la presencia de T.
vaginalis. Una de las mas utilizadas para observar la presencia y movilidad del

parasito, es la microscopia directa del exudado en fresco por técnica de campo
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obscuro o de contraste de fases. Sin embargo, en pacientes asintomaticos es
poco probable determinar la presencia del parasito. Otro método es el cultivo del
exudado en medios selectivos que dan un resultado de mayor exactitud,
considerado un método de alto costo y de mayor tiempo (Carrada-Bravo, 2006,
Perea, 2010, Maciques y Alonso, 2002). La técnica de Papanicolaou o tincion de
Giemsa ha sido ampliamente aceptado como una prueba de deteccién de T.
vaginalis. Informes recientes han sugerido algunas limitaciones para la prueba,
debido a que posee una baja sensibilidad y altas tasas de falsos negativos, que
han obligado a muchos a reconsiderar la utilidad de la citologia como primer
recurso (Kalantari y col, 2014). También se han utilizado pruebas de
inmunoflourescencia para identificar el antigeno presente en la superficie del

parasito (Cancelo y col, 2005).

1.1.6 Epidemiologia

Tricomoniasis (A59.0) es una de las infecciones de transmisién sexual con
mayor incidencia en México. En el afio 2011 ocupd el duodécimo lugar dentro de
las veinte principales causas de enfermedades de transmision sexual (ETS),
reportando 113,843 casos. Sin embargo, se observé un descenso del 49% al
compararlo con el 2002, afio en que se registré la cifra mas alta del periodo
analizado. Durante el mes de Diciembre 2013 la cifra descendid reportando
100,039 casos, siendo el grupo mas afectado correspondio al de 25 a 44 afios con
52,306 casos. El siguiente grupo afectado corresponde al de 19 a 24 afios con
incidencia de 19,220 casos. A nivel estatal Veracruz es el estado con mayor
namero de pacientes por tricomoniasis reportando un total de 12,493; en segundo
lugar el Edo de México con 11,212 y Puebla en tercer lugar con un total de 10,683

casos que se muestran en la tabla 1 (http://www.epidemiologia.salud.gob.mx).
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Casos probables de | ricomoniasis urogenital (ASQ.OI) por fuente de notificacion

Estados Unidos Mexicanos 2013
Poblacion General
Institucion
Estado Totar
Salud IMSS-Ord  ISSSTE IMSS-Op DIF PEMEX SEDENA SEMAR Otras

Aguascailentes 157 102 16 SR 0 SR 0 SR 90 974
Baja Canrornia 434 240 6 7 SR SR 1 1 94 783
Baja Canrornia Sur 197 45 8 SR SR SR 0 0 SR 250
Campecnhe 354 85 15 n 0 0 0 0 1 526
Coanutia 433 450 2 439 15 SR. 0 SR. 17 1465
Coima 454 13 1 SR. 6 SR 0 0 89 563
Cniapas 14N 203 29 3224 SR 0 0 0 207 5134
Cninuanua 10m 245 21 634 SR SR 0 SR 67 2038
Distrito Federatl 218 156 1450 122 106 0 0 10 4 2066
Durango 671 75 1 2026 0 SR SR 0 m 2884
Guanajuato 3516 121 748 128 SR 0 0 SR 507 5020
Guerrero 2784 101 207 70 SR SR 0 1 0 3163
Hiaaigo 2012 30 66 1036 0 0 0 SR. 0 3144
Jatisco 1539 316 1 115 25 0 0 0 460 2466
Mexico 9888 472 92 129 520 SR. 2 SR. 109 1212
Michoacan 1825 184 45 2387 SR SR. 0 1 SR 4448
Moretos 1062 134 9 19 SR SR 0 SR SR 2124
Nayarit 524 56 1 n4 23 SR 0 0 19 1413
Nuevo Leon 976 453 156 9 SR 2 0 SR 587 2183
Oaxaca 1937 148 215 289 8 13 0 0 9% 5302
Puebla 2089 3 216 8143 6 0 0 SR. 98 10683
Queretaro 134 14 6 29 0 SR. 0 SR. 31 21
Quintana Roo 221 386 320 SR. SR SR. 0 0 0 933
San Luts Potost 1623 121 n 1117 SR 0 0 SR. 19 289
Sinaioa 387 340 79 ni 112 0 0 0 15 1650
Sonora 398 237 3 0 SR SR 0 1 369 1008
Tavasco 2115 178 22 SR SR 6 0 0 29 2350
Tamaulipas 2123 N 105 1232 4 5 0 0 694 4494
Thaxcala 2653 46 8 32 59 SR. 0 SR. 0 2798
Veracruz 5051 810 153 6441 16 9 1 3 0 12493
Yucatan 164 73 2 700 7 SR. 0 0 0 946
Zacatecas 1505 44 56 708 0 SR. 0 SR. 18 241
TOTALGLOBAL 51492 6358 4156 33230 907 35 1 23 380 100039

FUENTE: SINAVE/DG E/Ssua/Sstoma o Notificacion Semanal ae Casos Nucvos de £ nformedsdes
S.N.= Sin notnacion ce cacs
SR~ Sin repressrtacion e 1 Iretitucion en 1 entidad federativa

Tabla 1. Censo realizado a dependencias de gobierno y particulares, reportando el nimero
de casos de infecciones por tricomoniasis en el mes de Diciembre 2013.

(http://www.epidemiologia.salud.gob.mx).

1.1.7 Tratamiento

El metronidazol (1-3-hidroxietilo-2-metilo-5-nitroimidazol) es un compuesto
5-nitro-imidazol, que se empezd a usar en el afio de 1959 por Cosar y Julou para
el tratamiento de infecciones producidas por T. vaginalis (citado en Vazquez y col,
2001). Para el tratamiento de la tricomoniasis se recomienda la administracion via
oral de una dosis diaria de 500 mg de metronidazol por un periodo de siete dias, 0
bien 250 mg via oral tres veces al dia durante siete dias, o puede suministrarse
una sola dosis de 2 g de metronidazol (Perea, 2010; Vicente y Pérez-Tallero,
2014). Se ha demostrado un efectividad de 86 a 97% (Carr y col, 1998; Schwebke
y Burgess, 2004). Se recomienda no ingerir alcohol durante el tratamiento ya que

puede provocar un efecto antabus. (Cancelo y col, 2005).
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Aunque sigue habiendo cierta controversia sobre la seguridad de
metronidazol durante el embarazo, nunca ha habido un caso documentado de
malformacion fetal atribuido a su uso, incluso cuando se utiliza en el primer
trimestre. En este caso se recomienda una sola administracion de 2 g via oral
(Carr y col, 1998; Schwebke y Burgess, 2004; Vicente y Pérez-Tallero, 2014).

Estudios recientes han demostrado que el parasito cada vez demuestra
mayor resistencia a metronidazol, para ello se han desarrollado otros 5-
nitroimidazoles de caracteristicas farmacocinéticas y con actividad microbicida
similar. Para pacientes con resistencia a metronidazol se recomienda la
administracion via oral de Tinidazol en una sola dosis de 2 g (Schwebke y
Burgess, 2004; Schwebke y Barrientes, 2006; Trejos, 2012).

1.1.8 Respuesta inmune ante el parésito

T. vaginalis posee diferentes mecanismos de colonizacién para adherirse al
epitelio urogenital. Esta interaccion de parasito-célula se debe principalmente a
cuatro proteinas que se localizan en la membrana y que actian como adhesinas
(AP65, AP51, AP33 y AP23) que facilitan el establecimiento de la infeccién y la
patogenicidad del mismo. Una vez que el trofozoito se establece en el epitelio
vaginal, es capaz de sobrevivir mediante la obtencion de nutrientes a partir de las

bacterias presentes (Arroyo y Alderete, 1989; Harp y Chowdhury, 2011).

T. vaginalis induce la respuesta inmune del hospedero, dicho sistema se
encarga de la eliminacion de microorganismos patégenos. En la respuesta inmune
innata, el parasito activa la produccion de interleucinas proinflamatorias que
desencadena la migracion de neutréfilos al sitio de infeccion. También se ha
reportado la presencia de anticuerpos en el suero, principalmente IgG, IgA e IgM
como una via de protecciéon. (Schwebke y Burgess, 2004). La via alternativa de
complemento es otro de los mecanismos de proteccion que a diferencia de la via
clasica no requiere de anticuerpos, esto comprende la union de la convertasa C3

con los componentes C5, C6, C7, C8 y C9 para formar el complejo de ataque a la
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membrana que abre poros en la superficie celular y lleva a la lisis de las células
(Gillin y Sher, 1981, Alderete y col, 1995).

T. vaginalis posee mecanismos que le permiten evadir la respuesta inmune.
Uno de estos mecanismos es mediante la liberacion de proteinasas que degradan
a inmunoglobulinas y que ademas permite la obtencién de nutrientes mediante la
degradacion de hemoglobina. Otro mecanismo es la evasion del sistema de
complemento mediante la degradacion de C3b para impedir la formacion del
complejo de ataque a la membrana (Figueroa y col. 2012). Finalmente otro de los
mecanismos de evasion es la induccion de apoptosis de neutrdfilos por Caspasa-

3 dependiente de especies reactivas de oxigeno (Song y col. 2008).

1.2 RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra
microorganismos patdégenos mediada por fagocitos, incluyendo macrofagos,
neutrofilos y células dendriticas (DC’s) (Akira y col. 2006). Su funcién principal es
impedir la proliferacion de patogenos del sitio de infeccion, evitando la
diseminacién sistémica (Camicia y de Larrafiaga, 2012). Este tipo de respuesta no
posee memoria inmunoldgica, por lo que no se modifica a lo largo de la vida del
individuo. Sin embargo, cuando los mecanismos de la inmunidad innata son
insuficientes, se activan los mecanismos de la inmunidad adaptativa (Cocom-
Gongora y col. 2004). Estos actian especificamente sobre moléculas expresadas
por el Patégeno llamadas Antigenos (Ag), mediante la produccion de Anticuerpos
(Ac) por linfocitos B y de linfocitos T (Cafas, 2001; Gabelloni y col. 2013).

1.2.1 Neutroéfilos

Los leucocitos se originan a partir de células madre hematopoyéticas
pluripotentes en la medula 6sea, bajo la influencia de varios estimulos externos
como citocinas, proteinas de la matriz y células accesorias. Las células madre se

transforman a progenitoras hematopoyéticas de varios linajes como: progenitor
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comun linfoide y progenitor comun mieloide, este ultimo da lugar a los monocitos y

granulocitos (neutrdfilos, eosindfilos y basofilos) (Stock y Hoffman, 2000).

Los neutréfilos o Polimorfonucleares (PMN), fueron descubiertas por el
cientifico Ellie Metchnikoff en 1883, a partir de observaciones realizadas en
estrellas de mar, como consecuencia de la inflacion producida por espinas
insertadas. Debido a sus observaciones y definir a la fagocitosis como un
mecanismo esencial para la supervivencia de los organismos, es considerado hoy
en dia como padre de la inmunologia innata (reportado en Rojas-Espinoza y Arce-
Paredes, 2003; Kumar y Sharma, 2010; Gabelloni y col. 2013). Los neutrdfilos son
los leucocitos mas abundantes en la sangre, comprenden un 65 a 70% del total de
las células blancas. Se caracterizan principalmente por poseer un ndcleo con
cromatina compactada distribuido de 3 a 5 l6bulos unidos entre si por DNA libre.
(Brinkmann y col. 2004; Mayer-Scholl, y col. 2004; Guimaraes-Costa, y col. 2011).
Una vez que se han producido y han madurado, viajan a través del torrente
sanguineo por un periodo de 6 — 8 horas antes de migrar hacia tejido donde
pueden permanecer de 2 — 3 dias, de igual forma cuentan con un periodo de vida
corta posterior a la infeccion. (Yam-Puc, y col. 2012).

1.2.2 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son moléculas efectoras del sistema
inmune innato constituidas por 15 a 45 residuos de aminodacidos, son anfipaticos y
con carga positiva, por ello se denominan péptidos catidnicos. Su funcion principal
es la lisis de microorganismos patégenos; sin embargo, también se han descrito
propiedades quimiotacticas que modulan el sistema inmune innato para asi crear
un puente de modulacion con la inmunidad adaptativa. Ademas, se han descrito
mecanismos como la inhibicion de la sintesis proteica y de &cidos nucleicos

(Rivas-Santiago y col. 2006; Téllez y Castafio, 2010).

En el ser humano, los PAM se clasifican tomando en cuenta su estructura

secundaria, composicion de aminoacidos y puentes de disulfuro, en Defensinas,

11
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Catelicidinas e Histidinas (Escovar y col. 2004, Rivas-Santiago y col. 2006, Téllez
y Castano, 2010).

Las defensinas son péptidos catidnicos, con alto contenido en arginina y
con un peso molecular entre 3.5 y 4.5 kDa, caracterizados principalmente por
poseer tres puentes de disulfuro. Estos a su vez han sido clasificados como a-
defensinas que son péptidos que contienen de 29 — 35 aminocidos, aisladas por
primera vez en el aiio de 1985 y las B-defensinas descubiertas en el aflo de 1995
a partir de la lengua de vaca. Fueron denominadas como [ debido a que los
puentes de disulfuro difieren en espacio respecto a las a, poseen de 36 a 42

aminoécidos (Reportado en Escovar y col. 2004).

Dentro de los péptidos antimicrobianos también se encuentran las
Catelicidinas que estan constituidos de 16 a 80 aminoacidos. Fueron descubiertos
en bovinos y puercos en el afio de 1992 (reportado en Escovar y col. 2004). Estos
PAMS se caracterizan por tener una secuencia conservada y una heterogeneidad
en el dominio C-terminal que codifica para péptidos maduros, €l mas conocido es
el LL-37 o también denominado hCAP-18. Y por ultimo se encuentra el grupo de
Histatinas que estdn constituidos de 24 a 38 aminoé&cidos, localizados
principalmente en saliva, con actividad microbicida principalmente para hongos
(Castrillén y col. 2007).

1.2.3 Agentes citotoxicos de neutroéfilos

Intracelularmente, los neutréfilos destruyen a los microorganismos
fagocitados, mediante agentes toxicos de los granulos de los neutrofilos que se
fusionan con el fagosoma. Estos agentes citotoxicos se encuentran divididos en
oxigeno-independientes y oxigeno-dependientes como se muestra en la figura 4
(Kobayashi y col, 2005). En los primeros se encuentran enzimas, proteasas,
proteinas y péptidos antimicrobianos clasificados en los tres tipos de granulos del
neutroéfilos, éstos son: Granulos Azurofilicos (contienen Defensinas, Elastasa de
Neutrdfilo, Lisozima, Captesina G y MPO), Granulos Especificos (Lactoferrina y

Lisozima) y Granulos de Gelatinasa (Gelatinasa, Lisozima, Acetil-transferasa). Los

12
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agentes oxigeno-dependientes resultan del estallido oxidativo de los neutrofilos
que endocitaron microorganismos. El complejo NADHP-oxidasa se ensambla en la
membrana fagosomal produciendo especies reactivas de oxigeno que contribuyen

a la destruccion del patégeno fagocitado (Mayer -Scholl, y col. 2004; Camicia y de

Larrafiaga, 2012).

Membrana plasmatica

Bacteria
NADPH

oxidasa e'-;
02- RE-

..-J ! Hzloz ./
@ lMPo |

s 4

Nucleo \ Fagolisosoma

Neutrofilo

@ Granulos azurofilicos
ej. CG, NE, defensinas, MPO, BPI, lisozima

Granulos especificos
ej. hCAP-18, lactoferrina, lisozima

A Granulos de gelatinasa
ej. lisozima, acetiltransferasa, gelatinasa

Figura 4. Componentes intracelulares de los granulos de Neutréfilos. La imagen representa
los componentes oxigeno-dependientes y los oxigeno-independientes. Los oxigeno-independientes
se encuentran agrupados en granulos azurofilicos, especificos y de gelatinasa. En los oxigeno-
dependientes se muestra el mecanismo del complejo NADPH-oxidasa que se ensambla a la

membrana fagosomal para la produccion de O, (Tomada de Mayer-Scholl y col, 2004).

1.2.4 Trampas Extracelulares de Neutréfilos (NETS)

Brinkman y col, en el 2004 descubrieron que los neutréfilos ademas de

eliminar a los patdgenos por actividad fagocitica y degranulacion de agentes

13
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microbicidas, poseen un mecanismo denominado formacion Trampas
Extracelulares de Neutrofilos o NETs (del inglés, Neutrophil Extracelular Traps).
Estos son estructuras compuestas por cromatina nuclear descondensada, que
pueden estar asociados a histonas como H1, H2A, H2B, H3, H4 y granulos
proteicos que son liberados al medio extracelular en forma de redes que miden de
25 — 28 nm de didmetro. Sin embargo, proteinas de membrana y componentes
citoplasmaticos tales como: Anexina |, Actina y Tubulina se encuentran ausentes
en NETs. La formacion de NETs conduce a la muerte celular de los neutrofilos
mediante el proceso denominado NETOosis, el cual es diferente a la apoptosis y la
necrosis (Brinkman, y col, 2004; Fuchs y col, 2007; Wartha, y col, 2007; Medina,
2009; Yost, y col, 2009; Meijer y col. 2012; Yam-Puc, y col, 2012; Iba, y col,
2013).

Las NET se pueden formar y liberar en los sitios de inflamacién, 10 minutos
posteriores a la activacion (Meijer y col. 2012). Las redes de ADN de las NETs
tienen como funcion atrapar a las proteinas catidnicas nucleares (histonas) y
péptidos antimicrobianos granulares (defensinas, hCAP-18). Estos a su vez
capturan a los microorganismos debido a la interacciéon de las cargas - de la
superficie de los patdgenos con las cargas + de los péptidos antimicrobianos,
encerrandolos en el sitio de infeccion y previniendo su diseminacién (Brinkman, y
col., 2004), ejemplo de esto se muestra en la figura 5. Las NET interaccionan con
bacterias Gram negativas (-) (Shigella flexneri, Haemophilus influenzae,
Pseudomonas luminescens) Gram positivas (+) (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae), hongos (Candida albicans
y Aspergillus fumigatus) y parasitos (Plasmodium falciparum, Leishmania
amazonensis y Eimeria bovis) (Medina, 2009; Arazna y col. 2013; Bonne-Année y
col., 2014).
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Figura 5. Trampas extracelulares de neutréfilo. Fotografias tomadas por microscopia electronica

de barrido. La imagen muestra a los bacilos de Shiguella flexneri (rojo) atrapados en las NETs
(amarillo). Provienen de V. Brinkmann, Department of Cellular Microbiology, Max Planck Institute
for Infection Biology, Berlin, Germany (Citado en Medina, 2009).

1.2.5 Formacion de NETs

El proceso de NETosis consiste en la muerte programada de Neutrdfilos,
estimulado por bacterias, virus, hongos, paréasitos y factores derivados de ellos
como el lipopolisacérido bacteriano (LPS), y/o del sistema inmune como IL-8, TNF,
IFN-y (Urban y col, 2006; Guimaraes y col, 2009; Saitoh, y col. 2012; Goldman y
Medina, 2013; Almyroudis y col. 2013). En estudios in vitro la NETosis se puede
inducir por Acetato de Forbol Miristato (PMA) (Geffner y col. 1991, Remijsen, y col.
2011b), ejemplo de ello se muestra en la figura 7.

Durante la NETosis los nucleos del neutréfilo pierden la forma lobular, por lo
tanto la eurocromatina y la heterocromatina se homogenizan. La membrana
nuclear se rompe y los granulos citoplasmaticos se fusionan permitiendo que los
componentes nucleares y granulares se mezclen. Finalmente la membrana celular
pierde su integridad y todos los componentes se liberan al medio extracelular
dando como resultado Trampas Extracelulares de Neutrofilos, como se muestra en
la Figura 6 (Fuchs et al., 2007; Yam-Puc, et al. 2012).
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Figura 6. Formacion de Trampas Extracelulares de Neutréfilo. Las Trampas Extracelulares de
Neutrofilos son inducidas in vivo por microorganismos como bacterias, protozoarios y hongos. A)
Durante la formacion, el DNA se descondensa fusiondndose con los granulos citoplasmaticos, B)
rompiendo la integridad de la membrana celular para liberar las redes de DNA. (Tomada de

Guimaraes y col, 2009)
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Figura 7. Induccién de la formacién de NET en neutrofilos humanos: La imagen A (10x)

muestra a los granulocitos en ausencia de PMA, la imagen B y C (40x) muestra la formacion de
NET en presencia de PMA durante 4 h. Posterior a la incubacién se tifieron con SytoxGreen y se

observaron por microscopia de fluorescencia (Tomada de Yam-Puc y col. 2012).

1.2.6 Papel de las Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) en la

formacién de NET

Los inductores de la formacion de NET desencadenan la activacion del
complejo enzimatico NADHP-oxidasa que libera especies reactivas de oxigeno
(Angosto, 2005; Papayannopoulos y Zychlinsky, 2009; Almyroudis, y col. 2013).
Se ha demostrado que los neutréfilos de pacientes con enfermedad
granulomatosa croénica, no liberan especies reactivas de oxigeno, por lo tanto no
se desencadena la formacion de NET. Esto se debe a mutaciones que ocurren en
los genes que codifican para algunos componentes de la NADHP-oxidasa, en
consecuencia no se producen especies reactivas de oxigeno (Angosto, 2005;
Fuchs y col, 2007; Metzler, y col, 2011; Remijsen y col. 2011a).

Para la formacion de NET, el complejo NADPH-oxidasa se ensambla en la
membrana fagosomal del Neutrofilo incrementado el consumo de O,, proceso
denominado “estallido oxidativo”. Los componentes del complejo NADPH-oxidasa
se separan en el citosol (p40phox, p47phox, p67phox, Rac2) y la membrana
(Flavocitocromo b558, RaplA). Durante la fagocitosis los componentes del citosol

se traslocan a la membrana del fagosoma y se fusionan con el Flavocitocromo.
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Este cataliza la transferencia de un electron desde el NADPH hacia el O, con la
formacién del radical o anion superéxido (O2). EI O,” se convierte en peréxido de
hidrégeno (H,0,), radical hidroxilo (OH-) y &cido hipocloroso (HOCI). Estos, junto a
las especies reactivas derivadas del nitrdgeno y a las enzimas proteoliticas de los
granulos, constituyen el mecanismo fundamental microbicida de las NET (Mayer-
Scholl, y Col. 2004; Angosto, 2005; Quinn y col, 2007; Paravicini y Touyz, 2008;
Camicia y de Larrafiaga, 2012; Song y Ryu, 2013).

Estudios recientes elaborados en el laboratorio, han demostrado la
importancia de las NETs, que poseen péptidos antimicrobianos, sobre el parasito
Entamoeba histolytica, arrojando como resultado una leve disminucién del
crecimiento del parasito después de la interaccion. Sin embargo, actualmente no
se cuenta con estudios suficientes que permitan entender de qué manera estas
NETs actiuan sobre los diferentes tipos de microorganismo patdgenos como
hongos, bacterias y sobre todo parasitos. Por ello, la finalidad del proyecto es
entender el funcionamiento de las trampas sobre el trofozoito Trichomonas
vaginalis, responsable de la infeccion Tricomoniasis, principal enfermedad de

transmision sexual no viral en México.
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2. Hipotesis

Se ha reportado que las Trampas Extracelulares de Neutréfilos tienen un
efecto microbicida. La hipotesis de este estudio es que las trampas extracelulares

interaccionan con T. vaginalis, disminuyendo el crecimiento del parasito.
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3. Objetivos

3.1 OBJETIVO GENERAL

« Analizar el efecto de trampas extracelulares de neutrdfilos en la interaccion

con Trichomonas vaginalis.

3.1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar la interaccibn de Trichomonas vaginalis con
Trampas Extracelulares de Neutréfilo mediante microscopia

confocal.

= Determinar la interacciéon de neutréfilos con el trofozoito T.

vaginalis en diferentes relaciones celulares.

= Cuantificar el crecimiento de Trichomonas vaginalis en
diferentes condiciones después de la interaccion con Trampas

Extracelulares de Neutroéfilo.
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4. Materiales y Metodos

4.1 Cultivo y Cosecha de trofozoitos de Trichomonas vaginalis

La cepa GT-13 de Trichomonas vaginalis fue aislada en el laboratorio del Dr.
Fernando Anaya V. a partir de exudados vaginales de pacientes femeninas
infectadas, en el Estado de Guanajuato, México (Padilla Vaca y Anaya Veladzquez,
1997). Se cultivé en 5 ml de medio liquido TYI-S-33 adicionado con 6% de suero
bovino a un pH de 7.0 por un periodo de 24 h a 36.5°C. Posterior al tiempo de
cosecha se coloco el volumen de cultivo en un tubo coénico estérii de 15 ml
centrifugando a 389 g durante 5 minutos, se retir0 el sobrenadante y él paquete

celular se resuspendié en medio RPMI con 2% de albimina sérica humana.

Para el conteo de células por microscopia Optica, se tomaron 10 pl de la
suspension celular llenando la camara de Neubauer, tomando el promedio de cuatro
rejillas para leucocitos y multiplicando por 1x10* para obtener la cantidad de

células/ml.

4.2 Aislamiento de Neutrofilos Humanos

Se seleccionaron a donadores de sangre voluntarios sanos entre 22 y 30 de
afios de edad de ambos sexos de la ciudad de Guanajuato, Gto. El aislamiento de
neutréfilos Humanos se realizdé de acuerdo al protocolo reportado por el proveedor de
los reactivos (www.sigma-aldrich.com). Para ello se recogieron 6 ml de sangre
periférica en tubos con heparina o EDTA sin conservantes, colocandolos en
gradientes de 3 ml de los HISTOPAQUE 1119 (Sigma-Aldrich, Cap: 11191) y 1077
(Sigma-Aldrich, Cap: 10771) de diferente densidad, colocando uno sobre el otro
cuidadosamente. Posteriormente se centrifugé a 700 g por 30 minutos a temperatura
ambiente. Con ayuda de una pipeta Pasteur estéril se aspiraron los granulocitos,

como se muestra en la siguiente figura:
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Las células se colocaron en un tubo nuevo de 15 ml con solucion salina
amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril, se lavaron mediante centrifugacion a 389 g
durante 5 minutos y se retird €l sobrenadante, resuspendiendo en medio RPMI con
2% de albumina sérica humana. Posteriormente se realizé un conteo de células por
microscopia Optica en cadmara de Neubauer tomando el promedio de cuatro rejillas

para leucocitos y multiplicando por 1x10* para obtener la cantidad de células/ml.

Centrifuga

— Plasma

» . £ A - Células
700
- x g bl

mononucleares

Sangre —
30 minutos

|
]
"‘ /
/
| _ C - Eritrocitos
HISTOPAQUE®-1077
HISTOPAQUE®-1119

4.3 Induccién de Trampas Extracelulares de Neutrofilos (NET)

L B - Granulocitos

A una placa de cultivo de 24 pozos se agregaron 2X10° células en medio RPMI
adicionado con 2% de albumina sérica humana incubando durante una hora en
camara de CO; al 5% a 37°C. Después de la incubacion, se agreg6 el inductor de la
proteina cinasa C (PKC) Acetato de Forbol Miristato (PMA) a una concentracion final
de 488 nM en cada uno de los pozos marcados como NET. Posteriormente se incubd

en cadmara de CO;al 5% a 37°C por un periodo de 4 h.

4.4 Interaccion de Trampas Extracelulares de Neutréfilos con T. vaginalis
Posterior a la induccion realizada en el punto 4.3, se agreg0 la suspension de
T. vaginalis a una relacién de un trofozoito por cada 20 neutrdfilos inducidos (1:20).
En algunos pozos se agregaron los componentes EGTA (0.5 mM) con actividad
qguelante de iones y/o E-64 (10 uM) como inhibidor de Cisteina-Proteasas. Los
trofozoitos de T. vaginalis se incubaron en presencia de NET en atmosfera
microaerofilica (disminucion de la tension de oxigeno) durante 3 h, para ello se

emplearon las condiciones que se muestran en la siguiente Tabla 2.
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Condicién

1° T. vaginalis
o 2° T. vaginalis + E-64 (10 puM)
g 3° T. vaginalis + EGTA (0.5 mM)
S |4 T. vaginalis + E-64 (10 uM) + EGTA (0.5 mM)

5° Neutréfilos + T. vaginalis
a 6° NET+ T. vaginalis
E I NET+ T. vaginalis E-64 (10 pM)
E 8° NET+ T. vaginalis EGTA (0.5 mM)
IC—’E 9° NET+ T. vaginalis E-64 (10 pM) + EGTA (0.5 mM)

Tabla 2. Condiciones de la interaccién de Neutréfilos y NET con T. vaginalis.

4.5 Cuantificacion del crecimiento de T. vaginalis en interaccién con NETs

Después de la interaccion realizada en el punto 4.4 se agrego el medio TYS-S-
33 Modificado con 16% de Suero Bovino y Kanamicina (Ver anexo 10.1.3).
Posteriormente se dejé en incubacion en camara aerofilica, colocando una placa
Anaerocult A (Merck cat. 1.13829) por un periodo de 35 h. Al término de la incubacion
se despegaron los trofozoitos en frio durante 10 min, agregando como agente fijador
Glutaraldehido a una concentracion final de 1%.

4.6 Observacion por microscopia confocal

Se sigui6 el procedimiento realizado en el punto 4.4, sin embargo, previo a la
incubacion de los neutrdéfilos se colocd un cubreobjetos estéril en cada uno de los

tratamientos que se muestran en la tabla 3.
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Condicién
1° T. vaginalis
a 2° Neutrofilos
S 3° NET
c
S 4 Neutrdfilos + T. vaginalis
5° NET+ T. vaginalis

Tabla 3. Condiciones de la interaccion de neutréfilos y NET con T. vaginalis para la observacion

en microscopia confocal.

Después del periodo de interaccion, se montaron los cubreobjetos en
portaobjetos lavados y estériles (Ver anexo 10.4) usando ProLong Gold (Life
Technologies. Cat. P36930), solucién que ayuda a mantener la fluorescencia de las

células previamente marcadas con colorantes.

4.7 Interacciéon de Trampas Extracelulares de Neutrofilos con células pre-

tefiidas de T. vaginalis

Se realizd una suspension de T. vaginalis marcadas con el colorante PKH26
(Ver anexo 10.3.1), se afadieron a una placa de 24 pozos que contenian NETs
inducidas con PMA, empleando una relacion de 1 trofozoito por cada 20 neutroéfilos
inducidos. Se permiti6 la interaccion por un periodo de 3 h en atmosfera
microaerofilica, al término de la cual se agregé como agente fijador Paraformaldheido
a una concentracion final de 4%. Se agregd el colorante Hoechst 33342 a una

concentracion final de 10 pg/ml para tefiir DNA.

4.8 Interaccion de Neutroéfilos con T. vaginalis a diferentes relaciones

Se realiz6 una interaccion de neutrofilos sin el inductor de la proteina cinasa C,
Acetato de Forbol Miristato (PMA) con los trofozoitos de T. vaginalis marcados con

PKH26 a diferentes relaciones: 1:5, 1:10 y 1:20, colocando un cubreobjetos estéril y
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lavado, previo a la incubaciéon de neutréfilos para observar la interaccion por

microscopia confocal.

4.9 Actividad pinocitica de T. vaginalis

Se ha reportado que T. vaginalis tiene la capacidad de pinocitar medio
extracelular, para determinar esta actividad en las condiciones de interaccion con NET
se realizd el siguiente procedimiento. En una placa de 24 pozos se colocd un
cubreobjetos estéril y lavado, posteriormente se indujo la formacion de NET descrita
en el punto 4.3. Después de la induccion se afiadieron los trofozoitos de T. vaginalis
y Dextran-Rhodamina a una concentracién final de 100 pg/ml. Se dejoé en incubacion
en cadmara microaerofilica por un periodo de 3 h, con la finalidad de permitir que los
trofozoitos realicen el proceso de pinocitosis. Posterior a la incubacion se fijaron con
Paraformaldheido a una concentracion final de 4%, afadiendo ademas el colorante

Hoechst 33342 a una concentracion final de 10 pg/ml.

4.10 Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se realizaron tres experimentos por triplicado. Se
calculd el promedio de cada una de las condiciones establecidas en el punto 4.4.
Posteriormente se representd en una grafica de barras en el programa Excel, para
comparar el numero aproximado de trofozoitos en cada condicibn con y sin
inhibidores (E64 y EGTA) en interaccion con NETs. Después se realizé el analisis
estadistico ANOVA en el programa GraphPad Prism 4, para analizar si existen

diferencias significativas entre cada condicion.
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5. Resultados

5.1 Cultivo y cosecha de trofozoitos de T. vaginalis

Para observar por microscopia confocal los trofozoitos de T. vaginalis se
utilizé en nuestro ensayo el colorante lipofiico PKH26. Este se adhiere a las
membranas del trofozoito vivo, marcando la forma anatomica y flagelar que
caracterizan al mismo. En la figura 8 se visualiza el resultado obtenido de la cosecha
de T. vaginalis (Materiales y Métodos 4.1), por contraste de fases y por microscopia
confocal. Para observar el ndcleo del trofozoito se utilizé el colorante Hoechst
33342.

A)

20 pm

E)

20 pm

Figura 8. Morfologia de T. vaginalis marcadas con el colorante PKH26. La imagen A campo
observado por contraste de fases. La imagen B muestra en color azul los nucleos de los trofozoitos.
La imagen C muestra en color rojo la forma ameboidea y flagelar de T. vaginalis. En la imagen D se
observa el traslape de ambos colorantes marcando el nlicleo y membrana del trofozoito. La Imagen E
permite la observacion del acoplamiento de ambos colorantes con el contraste de fases (Microscopia
Confocal, 40X).
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5.2 Pinocitosis del trofozoito T. vaginalis

Para evaluar la viabilidad de los trofozoitos de T. vaginalis, se realizaron
pruebas para observar la pinocitosis del parasito descrito en el punto Materiales y
Métodos 4.9, utilizando para ello el componente Dextran-Rhodamina en presencia
de NETSs.

En la figura 9 se observan los resultados obtenidos del control de T. vaginalis
en ausencia de NET. La primera observacion se realizd por contraste de fases,
visualizando a los trofozoitos distribuidos en el campo. El color rojo representa el
colorante Dextran-Rhodamina, comprobando con ello que T. vaginalis pinocita dicho
conjugado, sin embargo, también fue aplicado el colorante Hoechst 33342 para

observar el nlcleo de las células.

A) B)

20 pm

Figura 9. Actividad pinocitica de T. vaginalis. La imagen A muestra el campo por contraste de
fases, indicando la forma y posicion de T. vaginalis. En la imagen B se observa en color azul, los
ndcleos. La imagen C representa la pinocitosis de Dextran-Rhodamina realizada por los trofozoitos.

La imagen D representa el traslape de ambos colorantes (Microscopia confocal, 40X).
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5.3 Aislamiento de Neutréfilos

Para la obtencion de neutrofilos el procedimiento se basé en el uso de
gradientes de diferente densidad, que fueron sometidos a centrifugacion para
garantizar la obtencién y diferenciacion de células polimorfonucleares de células
mononucleares y eritrocitos. Para ello nosotros utilizamos los gradientes de
HISTOPAQUE 1119 y 1070 descrito en Materiales y Métodos 4.2.

En la figura 10 se muestra el resultado del aislamiento de Neutroéfilos, que
fueron observados por microscopia confocal (Materiales y Métodos 4.6) utilizando el
colorante Hoechst 33342 para tefiir DNA. Se observan los multiples nucleos de las
células que permite caracterizar y diferenciar a los polimorfos o polimorfonucleares
de otras células. Se observaron varios campos, lo cual nos arroja como resultado

que el 98% de las células corresponden a neutrofilos.

e s %

B)

20 um 20 um | 20 um

Figura 10. Aislamiento de Neutré6filos de Sangre Periférica Humana. Las imagenes muestran el
resultado de la obtencion de los polimorfos, observados por Microscopia Confocal en objetivo 40X. En
la imagen A se muestra el campo por contraste de fases, la imagen B muestra los nlcleos marcados
en azul de las células tefiidas con el colorante Hoechst 33342 y la imagen C muestra el traslape entre

€l colorante y el contraste de fases.

5.4 Formacion de NETs por el activador PMA

La formacion de NETS, se realiz0 in vitro por el activador de la proteina cinasa
C (PKC) Acetato de Forbol Miristato o PMA (Materiales y Métodos 4.3). Este

activador penetra la membrana celular del neutréfilo ocasionado una serie de
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reacciones que activan la liberacion de Especies Reactivas de Oxigeno mediante el
proceso denominado Estallido Oxidativo que intervienen en la formacion de Trampas
Extracelulares de Neutrofilos. Las imagenes de la figura 11 muestran los resultados
obtenidos, se observan dos series de diferente campo de la misma muestra, visto

por contraste de fases y por microscopia confocal utilizando el colorante Hoechst
33342 (permeable a las membranas) para tefiir el DNA de las trampas.

A) B) C)

20 pm

20 um

SN .

20 um 20 um

Figura 11. Induccion de la formacion de NETs por accién del PMA. Las imagenes A y A’
muestran las redes de DNA y neutrdéfilos por contraste de fases. Las imagenes B y B” muestran en
color azul las fibras de DNA, asi como los nlcleos de las células que no fueron inducidas para la
formacién de NETs. Las imagenes C y C” muestran el traslape de la tincidon con el colorante Hoechst

33342 y el contraste de fases. Todas las imagenes fueron tomadas por Microscopia Confocal en
objetivo 40X.
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5.5 Actividad pinocitica de T. vaginalis en interaccion con NET.

Una vez observada la viabilidad de T. vaginalis con el colorante Dextran-
Rhodamina se sometieron a interaccién con Trampas Extracelulares de Neutrofilos
inducidos con PMA (488 nM). La figura 12 muestra los resultados obtenidos de la
interaccion, observadas por Microscopia Confocal y por Contraste de Fases en
objetivo 40X. Se utilizo el colorante Hoechst 33342 para observar las fibras de DNA
de las trampas. También es posible visualizar los residuos de T. vaginalis (rojo) el

cual ha sido degrado por efecto de la interaccién con NETS.

20 pm

E)

20 pum

Figura 12. Actividad pinocitica de T. vaginalis en interaccién con NETs. A) Campo por contraste
de fases, indicando la forma y posicion de T. vaginalis y NETs. B) Se observa en color azul las fibras
de DNA. C) Se representa los desechos del trofozoito, previamente marcada con el colorante
Dextran-Rhodamina por proceso de pinocitosis. D) Se presenta el acoplamiento de ambos colorantes,
pudiendo observar la continuidad de la trampa con los residuos de T. vaginalis. E) Traslape de ambos
colorantes y el contraste de fases, corroborando la posicién y forma de la trampa con el trofozoito

(Microscopia confocal, 40X).
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5.6 Interaccion de Trampas Extracelulares de Neutréfilos (NETs) inducidas con
PMA con el trofozoito T. vaginalis

Las Trampas Extracelulares de Neutrofilo tienen como funcion principal
atrapar a los microorganismos patdgenos. Durante la formacion de NETs los
péptidos antimicrobianos cationicos se adhieren a las fibras de DNA por interaccion
de carga. Cuando son liberados al medio extracelular, los microorganismos
patbgenos se adhieren a las redes debido a la carga negativa que posee en su
membrana. Para observar dicho mecanismo se realiz6 el procedimiento descrito en

Materiales y Métodos 4.7.

Las imagenes de la figura 13 muestran la interaccion de NETs en interaccion
con T. vaginalis por un periodo de 3 h. El color azul representa el DNA de las fibras
de las Trampas Extracelulares de Neutrofilo inducidas con PMA (488 nM). Debido al
efecto de las NETs sobre los microorganismo patégenos, el color rojo indica los
residuos de los trofozoitos marcados previamente con el colorante PKH26.

Esto se sabe ya que previo a la interaccion, la suspension de T. vaginalis fue
lavado con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) para eliminar los residuos de
colorante y resuspendido en medio RPMI con 2% albumina sérica humana
adicionado con suero bovino adulto, este ultimo bloquea la absorcion de PKH26 por
las célula, impidiendo asi el marcaje inespecifico. Para corroborar la interaccion de
las NETs sobre T. vaginalis se tomaron otros campos de observacién representados

en las imagenes A’ a E'.
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A)

/ 20 um

E)

B
i 20um

Figura 13. Interaccion de NETs con T. vaginalis. A) Campo por contraste de fases, indicando la
forma y posicion de las fibras de DNA vy de los trofozoitos. B) En color azul se muestran las fibras de
DNA de las trampas inducidas con PMA marcadas con el colorante Hoechst 33342. C) En color rojo
se muestran los residuos de los trofozoitos marcados previamente con el colorante HPK26. D) Las
flechas indican un cumulo de residuos de T. vaginalis sobre las Trampas Extracelulares de Neutrdfilo.
E) Se observa el traslape de ambos colorantes y el contraste de fases, corroborando la posicion y

forma de algunos trofozoitos sobre las fibras de DNA. (Microscopia confocal, 40X).
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A)

S

20 um

20 um

Figura 13.1. Interaccion de NETs con T. vaginalis. Imagen A’ muestra la forma y posicion de la
trampa y de los trofozoitos. La imagen B’ muestra en color azul las fibras de DNA de las trampas
inducidas con PMA marcadas con el colorante Hoechst 33342. En la imagen C’ se representa en
color rojo los residuos de los trofozoitos marcados previamente con el colorante HPK26. Las flechas
indican en la imagen D’ la posicién de los restos de T. vaginalis sobre las Trampas Extracelulares de
Neutrdéfilo. La imagen E’ representa el traslape de los colorantes y el contraste de fases. (Microscopia

Confocal, 40X).
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5.7 Interaccion de Neutrofilos sin el inductor PMA con T. vaginalis

Durante la interaccion realizada en el punto Materiales y Métodos 4.6, se
observdé en uno de los controles que los trofozoitos de T. vaginalis inducen la
formacion de Trampas Extracelulares de Neutréfilo sin la presencia de PMA. Sin
embargo, se ha reportado que el lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram —
inducen la formacion de NETs in vivo e in vitro. Para eliminar esta posibilidad se
realizaron pruebas de esterilidad a los medios TYI-S-33 y RPMI 2% HSA requeridos
para el ensayo en placas de medio LB para verificar la ausencia de bacterias
contaminantes que puedan liberar LPS, que a su vez induzca la formacién de NETS,

obteniendo como resultado que los medios estaban estériles.

Dicho lo anterior se realiz6 el procedimiento descrito en el punto Materiales y
Métodos 4.8, empleando diferentes relaciones, 1:20, 1:10 y 1:5 de T. vaginalis:
Neutrofilos. La figura 14 muestra los resultados obtenidos de la primera relacion 1:20
observadas por microscopia confocal en objetivo 40X. Se observé por contraste de
fases (Imagen A), para identificar la posicién y forma de las fibras de DNA de los
Neutrofilos en interaccion con el trofozoito. Posteriormente se detectd la sefial de
ambos colorantes Hoechst 33342 y PKH26, observando al trofozoito (rojo) atrapado
entre dos fibras (azul) que aparentemente provienen de un mismo Neutréfilo. Dicho
lo anterior se realizd el acoplamiento por contraste de fases, corroborando que los

colorantes corresponden a la forma y posicion de T. vaginalis y NETS.
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Figura 14. Interaccion de Neutrdfilos con T. vaginalis a una relacién 1:20. A) Campo o contraste de
fases, indicando la forma y posicion de las fibras de DNA de Neutréfilo y T. vaginalis. B) El color azul
representa las fibras de DNA de las trampas, marcadas con el colorante Hoechst 33342. C) Se
muestran en color rojo los trofozoitos marcados previamente con el colorante HPK26. D) Se observa
a un trofozoito encerrado entre dos fibras de las Trampas Extracelulares de Neutrdfilo. E) traslape de

los colorantes y contraste de fases (Microscopia Confocal, 40X).
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Debido a que durante la observacion de los Neutrdéfilos en interaccion con T.
vaginalis (relacion 1:20) se formaron Trampas Extracelulares, se procedido a
incrementar la cantidad de trofozoitos a una relaciéon 1:10, con el objetivo de
observar si el efecto ocurria de igual manera. Los resultados de la interaccion se

describen a continuacion.

En la figura 15 se muestra una serie de imagenes visualizadas por
Microscopia Confocal a objetivo 40X, que demuestran la formacion de NETs. Al igual
que las imagenes anteriores, se utilizaron dos colorantes para detectar la sefial de
DNA y de los trofozoitos de T. vaginalis. La primera observacién se realiz6 por
contraste de fases, pudiendo visualizar las redes de DNA. Debido a que no es
posible observara los trofozoitos, se detecto la sefal del colorante HPK26, pudiendo
visualizar los restos de T. vaginalis (rojo) entre las fibras de DNA de las trampas
(azul) posterior a 3 h de interaccion. Por ultimo, se realiz6 un acoplamiento de
ambos colorantes y contraste de fases, corroborando la posicion de los residuos del

trofozoito en las Trampas Extracelulares de Neutrofilo.

Por ultimo se procedio a realizar la relacion 1:5 de T. vaginalis con Neutrofilos,
los resultados se representan en la figura 16. En donde podemos observar algunos
trofozoitos (en rojo) que no han perdido su integridad, sin embargo, también fue
posible visualizar restos celulares de los mismos, que se encuentran adheridas a las

Trampas Extracelulares del Neutrofilo.
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Figura 15. Interaccion de Neutréfilos con T. vaginalis a una relacién 1:10. A) Campo observado
por contraste de fases, indicando la forma y posicion de las fibras de DNA de Neutréfilo y T. vaginalis.
En la imagen B se observa la bifurcaciéon de las redes de DNA, representados en color azul,
marcadas con el colorante Hoechst 33342. La imagen C, muestra en color rojo a un trofozoito dafiado
marcado previamente con el colorante HPK26. En la imagen D se sefialan al trofozoito atrapado entre

las redes de las NETs. La imagen E muestra el traslape de los colorantes y contraste de fases

(Microscopia Confocal, 40X).
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Figura 16. Interaccion de Neutréfilos con T. vaginalis a una relacion 1:5. La imagen A muestra el
campo por contraste de fases, indicando la forma y posicién de las fibras de DNA de Neutréfiloy T.
vaginalis. En la imagen B se observa en color azul las fibras de DNA, marcadas con el colorante
Hoechst 33342. La imagen C, muestra en color rojo a los trofozoitos. En la imagen D observa a los
trofozoitos atrapados entre las fibras de las NETs. La imagen E muestra el traslape de los colorantes

y contraste de fases. Todas las fotografias fueron tomadas por Microscopia Confocal en objetivo 40X.
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5.8 Cuantificacién del crecimiento de T. vaginalis en interaccién con NETs

Se realizd la cuantificacion del crecimiento de los trofozoitos posterior a las
tres horas interaccion con NET a una relacion 1:20; se utilizo como medio de
crecimiento TYI-S-33 Modificado con 16% Suero Bovino y Kanamicina (Ver anexo
10.1.3).

Se ha reportado que Trichomonas vaginalis libera cisteina proteasas como
factores de virulencia, permitiéndole evadir la respuesta inmune del hospedero, para
determinar el efecto de estas enzimas se utilizé el inhibidor E-64 (10 puM). Ademas,
se sabe que existen microorganismos patdégenos que liberan DNAsas como factores
virulencia, que les proporcionan un mecanismo de defensa contra las NETS,
degradando el DNA de las mismas. Para inhibir DNAsas se utilizé el componente

EGTA (0.5 nM) como quelante de iones.

En la figura 17 se representa el promedio del crecimiento del trofozoito en
interaccion con NETs posterior a 35 h de incubacion, utilizando las condiciones
descritas en Materiales y Métodos 4.4. Se representa el crecimiento de T. vaginalis
en presencia de inhibidores (barra azul) y en presencia de NETs (barra roja). Es
posible visualizar que el efecto de ambos inhibidores es mucho mayor que en
presencia de uno solo. Sin embargo, también se utiliz6 como control, la presencia de
Neutrdfilos sin el inductor PMA (barra verde) con T. vaginalis, observando una
disminucién del crecimiento del parasito. Estos resultados demuestran que
independientemente de la presencia de E-64, EGTA o ambos, el crecimiento de T.

vaginalisis disminuyd en presencia de NET o neutrdfilos.
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Figura 17. Cuantificacién del crecimiento de T. vaginalis posterior a la interacciéon con
NETs en presenciay ausencia de inhibidores. Las barras azules representan el crecimiento del
trofozoito en ausencia de NET, las barras rojas en presencia de NET y la barra verde el
crecimiento de T. vaginalis en presencia de neutrofilos. Se muestra el resultado de tres
experimentos por triplicado.

5.9 Analisis estadistico del crecimiento de T. vaginalis

Se realiz6 la prueba estadistica ANOVA para analizar si existen diferencias
significativas entre las condiciones establecidas, utilizando como valores p<0.001
para observar el efecto en el crecimiento de T. vaginalis y p<0.05 para determinar
que no existe efecto en presencia . El analisis arroj6 que no existe una diferencia
significativa de T. vaginalis en presencia de NET comparado con su control en
presencia de neutrdfilos; sin embargo, cada una individualmente presenta

diferencias respecto al control de trofozoitos solos.

Trichomonas vaginalis utiliza como factores de virulencia DNAsas y quelantes
de iones de calcio, por ello se utilizaron los ingibidores E64 y EGTA, observando que
no hay diferencias significativas en presencia de EGTA y/o E64. Por ello podemos
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definir que el crecimiento de T. vaginalis no se ve afectada en presencia de NETs y

ambos inhibidores, individual y conjuntamente. Dichos resultados se muestran en la

figura 18.
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Figura 18. Analisis estadistico del crecimiento de T. vaginalis posterior a la interaccién con
NETs en presencia y ausencia de inhibidores. Se muestra el resultado de tres experimentos por
triplicado, comparando las medias de cada condicion con su control correspondiente, mediante el

andlisis estadistico ANOVA. No significancia (ns), **p<0.001.
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6. Discusion

Los neutréfilos son la linea celular mas abundante del torrente sanguineo. Su
funcién principal es fagocitar y eliminar microorganismos mediante la liberacion de
especies reactivas de oxigeno (EROS). Sin embargo, en el afio 2004 Brinkmann y
colaboradores descubrieron un nuevo mecanismo denominado NETosis. Este
mecanismo consiste en la liberacion de fibras de DNA y péptidos antimicrobianos al
medio extracelular llamados NET, desarrollado evolutivamente como mecanismo de
proteccion contra infecciones provocadas por patégenos, que abarca tanto

vertebrados como invertebrados.

La formacién de estas trampas es inducida in vivo por factores quimicos y
biologicos como IFN- y, IL-8 y TNF. Tan solo en el 2011 Guimaraes-Costa y
colaboradores, describieron que las formacion de NETs se encuentra relacionado a
infecciones ocasionadas por hongos utilizando como factor de induccion hifas y
levaduras y en bacterias el componente membranal LPS.

Por otro lado, la formacion de trampas no es exclusiva de neutréfilos, en el
2012 Camicia y de Larragafia describieron que los eosinofilos tienen la capacidad de
formar trampas extracelulares o EET. Estos usan ADN mitocondrial, por lo tanto
carecen de histonas; sin embargo, el efecto microbicida es similar a las NET, con la
diferencia de que poseen péptidos antimicrobianos diferentes. Ejemplo de estos
péptidos son la proteina basica principal (MBP), la proteina cationica del eosinofilo
(ECP), la neurotoxina derivada del eosinéfilo (EDN) y la peroxidasa del eosindfilo
(EPO) (Castrillén y Arango, 2014).

Las NETs tienen como principal funcién atrapar a los microorganismos
patogenos en el sitio de infeccion, evitando la diseminaciéon de los mismos. Su
interaccién ha sido demostrada con Shigella flexneri, Pseudomonas luminescens,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae (Arazna y col. 2013) y hongos
tales como Candida albicans (Medina, 2009; Bonne-Année y col., 2014). También se

ha reportado la presencia de NETs en infecciones cutaneas ocasionadas por el
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género Leishmania y en enfermedades como lupus eritematoso sistémico, trombosis

y preclamsia (Guimaraes-Costa y col, 2011).

En el ensayo realizado en este proyecto, se utilizé como modelo de estudio el
parasito trofozoito Trichomonas vaginalis, principal responsable de infecciones
urogenitales como Tricomoniasis. Para observar la interaccion y crecimiento, este
microorganismo se incubo con NETs inducidos con PMA durante 3 h y se cultivé por
35 h, obteniendo como resultado una disminucion del crecimiento del parasito en

presencia de NET con respecto a su control sin trampas (figura 17).

Sin embargo, se han reportado que algunos microorganismos poseen
estrategias para evadir la actividad microbicida de las trampas. Uno de estas es la
liberacion de DNAsas que degradan el DNA de las NETs permitiendo la
diseminacién del microorganismo; este mecanismo se ha descrito para S. pyogenes,
S. pneumoniae y S. aureus (reportado en Goldman y Medina, 2013). Otros estudios
han demostrado que S. pneumoniae contiene una cpsula que le permite evadir a
las NET evitando su atrapamiento (Gabelloni y col, 2013). Por ello, durante el ensayo
de viabilidad se utilizaron dos inhibidores E-64 y EGTA como quelante de iones de
Ca?" e inhibidor de cisteina proteasas, para disminuir la probabilidad de degradacién
de las NET por efecto de proteasas y/o DNAsas. El analisis estadistico de los
resultados de la cuantificacion de T. vaginalis en interaccion con NET y ambos
inhibidores (figura 18) arroj6 que no existe diferencia significativa en presencia de
uno o ambos inhibidores, lo cual implica que en nuestras condiciones las proteasas y

DNAsas no juegan un papel importante.

Durante el ensayo anterior se observé que en el control Neutréfilos + T.
vaginalis induce la formacion de trampas extracelulares; sin embargo, no existen
reportes que expliquen qué factores del trofozoito intervienen en la formacién de
NETs en condiciones in vitro. Por otro lado, la Universidad de Guadalajara en el
2013, realiz6 estudios demostrando la formacion de NET en interaccion con conidios
de Trichophyton rubrum en condiciones in vitro, sin la intervencion de un inductor
(Prieto Correa, 2013). Estudios realizado en el 2014 en el Departamento de Biologia

de la UG indican que el componente membranal LPPG de Entamoeba Histolytica
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induce in vitro la formacion de trampas (Pulido Ortega, 2014), por lo que se sugiere
qgue el componente LPG de T. vaginalis puede ser el principal factor responsable de
la formacion de NET. En el estudio, se realizaron diferentes relaciones del parasito
con neutréfilos (1:5, 1:10 y 1:20) con la finalidad de verificar si el efecto ocurria de

igual manera, observando trampas en cada una de las relaciones.

A pesar de que las NET son un mecanismo de proteccion contra
microorganismos patodgenos, también pueden ocasionar un dafio al organismo.
Gabelloni y colaboradores en el 2013 reportaron que las proteasas que contiene las
NET pueden producir dafio tisular y deterioro en la circulacion, y en consecuencia
que se presenten autoantigenos, que provoqguen en el paciente enfermedades

autoinmunes.

Actualmente se sabe que la endonucleasa sérica DNasa 1 es la encargada
del desmantelamiento de las trampas; sin embargo, en pacientes con Lupus
Eritematoso Sistémico, una enfermedad autoinmune caracterizada por la produccién
de anticuerpos contra antigenos nucleares, posee una deficiencia en la degradacion
de NET, debido a la disminucién en la produccion de dicha endonucleasa, por lo
tanto hay un incremento en la produccién de trampas. Estas a su vez activan a las
células dendriticas y liberan TNF-a produciendo un incremento en la inflamacion que
conduce al padecimiento de enfermedades. Caso contrario ocurre con la
Enfermedad Granulomatosa Crénica que se inhibe la produccién de trampas (Bosch,
2011).

Dicho lo anterior, el objetivo de este trabajo se basa en estudiar el mecanismo
de la interaccion de Trampas Extracelulares de Neutrofilos (NET) con el trofozoito
Trichomonas vaginalis, asi como estudiar los componentes citotoxicos de las NET,
esto con la finalidad de promover alternativas que ayuden a la eliminacién del

pardsito en condiciones in vivo.
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7. Conclusiones

El inductor PMA induce la formacion de trampas extracelulares de neutrofilo en

condiciones in vitro.

Las Trampas Extracelulares de Neutréfilo o NET inducidos in vitro con PMA

interacciona con el parasito trofozoito Trichomonas vaginalis.

T. vaginalis induce la formacion de Trampas Extracelulares de Neutrdfilos,

aislados de sangre periférica humana, sin la intervencién de un inductor.

Existen diferencias significativas en el crecimiento de T. vaginalis en presencia

de NET con respecto a la ausencia.
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8. Perspectivas

Aislar el componente membranal LPG de T. vaginalis para determinar si

éste induce la formacion de NETSs, en condiciones in vitro.

Analizar exudados vaginalis de pacientes con tricomoniasis, para

determinar la presencia de NET en condiciones in vivo.
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10. Anexos

10.1 MEDIOS

10.1.1 Medio RPMI + 2% albimina sérica humana.

Medio RPMI. (Derivado del nombre: Roswell Park Memorial Institute).
Disolver en agua desionizada estéril el sobre de Medio RPMI-1640 (Gibco; Cat.
No. 31800-022). Agregar 2 g de Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) y 25 mM de
HEPES por litro de medio, disolver homogéneamente. Ajustar el pH a 6.8
mediante el uso de soluciones NaOH (1 N) 6 HCI (1 N). Posteriormente aforar a la
cantidad requerida y esterilizar por filtracion en membrana de 0.45 um (Millipore,
HAWP02500).

Medio RPMI 2% albimina sérica humana. Para la preparacion del medio
adicionado con albumina sérica humana, se agregaron 800 pl por cada 10 ml de

medio RPMI en condiciones de esterilidad.

10.1.2 Medio TYI-S-33 con 6% de Suero Bovino.

Medio TYI. Agregar de manera ordenada en 750 ml de agua desionizada
los siguientes compuestos: 30 g de Peptona Biotriptasa (Bioxon cat. 156), 10 g de
Dextrosa (Bioxon B100255c), 2 g de Cloruro de Sodio (NaCl), 0.6 g de Fosfato de
Potasio Monobésico (KH,PO, - PM 136.09), 1 g de Fosfato de Potasio Dibasico
(K;HPO, . PM 174.18), 1g de Cisteina — HCI (Sigma C-7880), 0.2 g de Acido
ascoérbico (Sigma A-7506) y 0.0236 g de Citrato férrico de amonio. Mezclar
constantemente hasta disolver todos los compuestos. Ajustar a un pH de 6.8 y
aforar a 940 ml con agua desionizada. Esterilizar a 20Ib/in® durante 15 minutos.

Conservar a -40°C.

Medio TYI-S-33 al 6% de Suero Bovino. Para la preparacién del Suero
Bovino se agregaron 10 ml de vitaminas (MicroLab) por cada 100 ml de suero

descomplementado a 56°C durante 30 minutos. Posteriormente se agregaron 6 mi

54



OE BIOLO

N o
.
AL
A.‘?O

-ESCUQ

ANEXOS

de suero completo adicionado con vitaminas (MicroLab) por cada 100 ml de medio
TYI.

Medio TYI-S-33 al 6% de Suero Bovino y Kanamicina. Agregar al medio

TYI-S-33 el antibiotico Kanamicina a una concentracion final de 25 pg/ml.

10.1.3 Medio TYI-S-33 Modificado con 16% de Suero Bovino.

Medio TYI — modificado. En 150 ml de agua desionizada agregar los
siguientes compuestos de manera ordenada: 6 g de Peptona Biotriptasa (Bioxon
cat. 156), 2 g de Dextrosa (Bioxon BI00255c), 0.4 g de Cloruro de Sodio (NacCl),
0.12 g de Fosfato de Potasio monobasico (KH,PO,4- PM 136.09), 0.2 g de Fosfato
de Potasio dibasico (K;HPO, . PM 174.18), 0.4 g de Cisteina — HCI (Sigma C-
7880), 0.008 g de Acido ascérbico (Sigma A-7506) y 0.00944 g de Citrato férrico
de amonio. Mezclar con una barra magnética en plancha agitadora hasta disolver
completamente. Ajustar a un pH de 6.8 y aforar a 164 ml con agua desionizada.

Esterilizar a 20Ib/in? durante 15 minutos.

Medio TYI-S-33 con 16% de Suero Bovino. Para la preparacion del Suero
Bovino se agregaron 10 ml de vitaminas por cada 100 ml de suero
descomplementado a 56°C durante 30 minutos. Posteriormente se agregaron 16

ml de suero completo adicionado con vitaminas por cada 100 ml de medio TYI.

Medio TYI-S-33 Modificado con 16% Suero Bovino y Kanamicina.
Agregar el antibidtico Kanamicina al medio TYS-S-33 Modificado a una

concentracion final de 25 pug/ml.

10.2 SOLUCIONES

10.2.1 Solucién Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS).

En agua desionizada agregar una solucién amortiguadora de fosfatos para una

concentracion final de 15 mM a pH 7.0, posteriormente agregar una solucién de
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NaCl para una concentracion final de 154 mM. Finalmente confirmar que el pH sea
7.

10.2.2 Solucién PMA.

Se tomaron 50 pl de Acetato de Forbol Miristato (Sigma-Aldrich, P8139) con una
concentracion de 2.4 mM (stock 24000X en PBS) para diluir en 1 ml de medio
RPMI.

10.3 TINCIONES

10.3.1 Tincién de T. vaginalis.

Para la tincion de T. vaginalis se tomd una muestra de la suspension de
células realizada en el Materiales y Métodos 6.1 a concentracion 2X. Después se
colocé en un tubo eppendorf agregando el colorante PKH26 (Sigma — Aldrich,
Cap. MINI26) a una concentracion final de 0.25 puM durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se realiz6 un lavado en PBS para eliminar
los residuos de colorante, resuspendiendo en medio RPMI con 2% de albumina

sérica humana y 2% de suero bovino.

10.3.2 Tincién microscoépica.

Se utilizé el colorante Hoechst 33342 a concentracion final de 10 ug/ml para
tefiir el DNA de las muestras. Cabe destacar que cada cubreobjetos de la placa
fue montada en portaobjetos lavados y estériles siguiendo el punto 10.4. Estas se
observaron por microscopia de fluorescencia (Carl Zeiss, AxiosKop40) y por

microscopia confocal (Carl Zeiss, LSM700).
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10.4 LAVADOS

10.4.1 Lavado de cubreobjetos y portaobjetos para el montaje de

muestras.

Para el lavado se colocaron cubreobjetos redondos y portaobjetos en una

solucion de HCI a una concentracion de 1 M durante 6 h a 37°C en agitacion

constante. Se incubaron en sucesivos lavados con agua desionizada cada una por

15 minutos. Posteriormente se aclararon en etanol absoluto durante 1 h. Se

colocaron en papel filtro para secado y esterilizados a 15Ib/in?.

10.5 ABREVIATURAS

ATP

DC
DNA
EET
EROS
ETS
HSA
IFN- y
IL-8
LPS

MPO

NADPH

NET

PAM

PBS

Adenosin Trifosfato

Células dendriticas

Acido Desoxirribonucleico

Trampa Extracelular de Eosindfilo (Eosinophil Extracellular Trap)
Especies Reactivas de Oxigeno

Enfermedades de Transmision Sexual

Albumina Sérica Humana, (Human Serum Albumin)

Interferon gamma

Interleucina 8

Lipopolisacérido

Mieloperoxidasa

Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato (Nicotinamide Adenine

Dinucleotide Phosphate Hydrogen)
Trampa Extracelular de Neutrofilo (Neutrophil Extracellular Trap)

Péptidos Antimicrobianos

Solucion Salina Amortiguadora de Fosfatos (Phosphate Buffered Saline)
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PKC

PMA

PMN

RPMI

TNF

VIH

VPH

Proteina Cinasa C (Protein Kinase C)

Acetato de Forbol Miristato (Phorbol Myristate Acetate)
Polimorfonucleares

Roswell Park Memorial Institute

Factor de Necrosis Tumoral (Tumor Necrosis Factor)

Virus de Inmunodeficiencia Humana

Virus del Papiloma Humano
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