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RESUMEN

Se tenia la seguridad de que solo las bacterias formaban los calculos dentales en la
boca de las personas con enfermedades periodontales. En la actualidad, se han
demostrado la presencia hongos, micoplasmas, amebas y Trichomonas tenax. Existen
evidencias cientificas suficientes para implicar a 7. tenax en diversos procesos
infecciosos que se llevan a cabo fuera de los limites de la cavidad bucal como en: a)
absceso pulmonar o bronconeumonia, b) relacionado con cancer pulmonar, c¢) liquido

cerebroespinal, d) en pus de absceso sub-hepatico, e) fibrosis quistica en seno.

Hasta la fecha solo se ha descrito actividad enzimética de cistein-proteasas en 7.
tenax. Hasta ahora no se han caracterizado actividades fosfolipasas de tipo A1y Az en
T. tenax. Estas enzimas se les ha involucrado estrechamente en diferentes procesos
fisiologicos para la destruccion celular como: I) recambio de fosfolipidos en las bio-
membranas, II) digestion en los fagosomas, III) neurotoxicidad y citotoxicidad en
venenos muy activos de hongos, celenterados, insectos, aracnidos y reptiles y IV) en

procesos inflamatorios.

El objetivo del presente trabajo fue encontrar y caracterizar parcialmente la
actividad de fosfolipasas tipo A1y Az en subfracciones celulares (S30 y P30), asi como
en extracto total de 7. tenax. Para cumplir dicho objetivo realizamos cinéticas de
crecimiento en donde determinamos el tiempo de generacion (12h 37 min) y el tiempo
de duplicacion (8h 44 min) de la cepa de 7. tenax ATCC-30207, cultivada en medio
TYI-S-33. Obtuvimos el extracto total y las subfracciones, S30 y P30, a partir de un
cultivo masivo. Una vez obtenidas y cuantificado las proteinas de las subfracciones
P30y S30, junto con el extracto total se determino la actividad fosfolipasa del tipo A
y Az por el método de radioensayo, en donde encontramos que ambas actividades
fosfolipasa, cuyo pH oOptimo es de 8 (PLA1) y 6 (PLA>2), ambas dependientes del
tiempo, la dosis y la concentracion de Calcio. Nuestro grupo ha identificado la
presencia por primera vez de la actividad fosfolipasa A1y Az en 7. tenax. Con estos
resultados demostramos que la actividad fosfolipasa se debe a una actividad
enzimatica, ya que fue dependiente tanto del tiempo de incubacion, asi como de la
dosis-respuesta. Con estos resultados también identificamos el tipo de fosfolipasa A1y
A de T. tenax.



ABSTRACT

Lately, we were convinced that only bacteria formed dental calculus in the mouths
of people with periodontal diseases. At present, the presence of fungi, mycoplasmas,
amoebae and Trichomonas tenax have been demonstrated. There is sufficient scientific
evidence to implicate 7. tenax in various infectious processes that take place outside
the limits of the oral cavity as in: a) lung abscess or bronchopneumonia, b) related to
lung cancer, c¢) cerebrospinal fluid, d ) in pus of sub-hepatic abscess, €) cystic fibrosis

in breast.

To date, only enzymatic activity of cysteine proteases has been described in 7.
tenax. Until now, phospholipase activities of type Aj and A» in 7. tenax have not been
characterized. These enzymes have been closely involved in different physiological
processes that are important for cell destruction, such as: I) phospholipid replacement
in bio-membranes, II) digestion in phagosomes, III) high levels of neurotoxicity and
cytotoxicity in poison of mushroom, coelenterates, insects, arachnids and reptiles and

IV) in inflammatory processes.

The aim of the present work is to find and characterize partially the activity of
phospholipases type A and A» in cellular subfractions (S30 and P30), as well as in the
total extract of 7. tenax. To achieve this, we performed growth kinetics and we
determined the generation time (12h 37 min) and doubling time (8h 44 min) of the
strain of 7. tenax ATCC-30207, cultivated in TYI-S-33 medium. We obtained the total
extract and the subfractions, S30 and P30, from a mass culture. Once the proteins of
the P30 and S30 subfractions were obtained and quantified, together with the total
extract, the phospholipase activity of type A1 and A> was determined by the radioassay
method, where we found that both phospholipase activities, whose optimal pH is 8
(PLA/) and 6 (PLA>), both dependent on time, dose and concentration of Calcium. Our
team has identified the presence for the first time of the phospholipase activity A1 and
A; in T. tenax. With these results we showed that the phospholipase activity is due to
an enzymatic activity, since it was dependent on both the incubation time and the dose-
response. With these results we also identified the type of phospholipase A1 and A»

present in 7. tenax.



INTRODUCCION

Trichomonas tenax es un protozoario que vive en el calculo dental y forma parte
de la microbiota que conforma la placa dental subgingival (Pardi et al., 2002). Este
protozoario presenta una distribucion mundial, encontrado especialmente en pacientes

con una mala higiene bucal y enfermedad periodontal (Honigberg y Burgess, 1994).

Trichomonas tenax se considera un organismo comensal (Hersh, 1985), pero ha
sido identificado en el tracto respiratorio humano responsable de enfermedades

respiratorias (Ribeiro ef al., 2015).

Pese a que 7. tenax puede estar como comensal en la cavidad bucal de algunos
individuos, estad claramente demostrado el papel que juega esta especie como
microorganismo patdgeno, implicado en distintos procesos patologicos que suscitan
tanto dentro como fuera de los limites de la boca, constituyendo ésta un foco de

infeccion (Pardi ef al., 2002).

Aun cuando la patogénesis y virulencia en la tricomoniasis no estin
completamente entendidas, ya se han identificado posibles moléculas de este parasito
que pueden causar dafo a las células y tejidos del hospedero (Schwebke y Burgess,

2004).

Las fosfolipasas pertenecen al grupo de las hidrolasas y son conocidas con el
nombre genérico de esterasas (Dennis, 1983), ya que actian sobre los enlaces éster de
los fosfolipidos (Dennis, 1983). Las fosfolipasas A se localizan principalmente en las
membranas plasmaticas y en los lisosomas de todas las células estudiadas hasta ahora
(Shier, 1979), pero también pueden encontrarse en forma soluble, principalmente
formando parte de venenos de hongos y de animales o de toxinas de microorganismos

(Rosenberg, 1976; Roch y Snyden, 1975).

La siguiente investigacion tiene por motivo caracterizar parcialmente la actividad
de fosfolipasas de tipo A1y Az, tanto en extracto total, como en las fracciones P30 y
S30 de T. tenax, puesto que estas enzimas se han propuesto, en estudios previos, como

un factor de virulencia en otros microorganismos.



ANTECEDENTES

Hasta hace poco tiempo, se tenia la seguridad que los microorganismos que
conforman la placa dental en la boca de las personas sin higiene y principalmente con
enfermedades periodontales, eran solo las bacterias (de alli el nombre de placa
bacteriana), también se sabia que estas mismas bacterias son las responsables de la
formacion del célculo dental (Pardi et al., 2002). En la actualidad, se sabe que estos
microorganismos, aun cuando su gran mayoria son bacterias, no son las unicas, ya que
se han encontrado algunas especies de hongos, micoplasmas y amebas de vida libre
(Entamoeba gingivalis), ademés una especie muy caracteristica de 7. fenax, lo cual ha

llamado mucho su atencion.

Existen hasta la actualidad tres especies distintas del género Trichomonas que son
hospederos del hombre: 7. vaginalis, (se encuentra principalmente en aparato
genitourinario), 7. hominis (que se hospeda en el intestino) y 7.tenax (que invade la
cavidad bucal). Las tres Trichomonas son morfoldgica, seroldgica, epidemiologica y

culturalmente diferentes entre si (Hersh, 1985).

Trichomonas tenax es un parasito de la cavidad oral humana, aunque ya existen
reportes que ademds se encuentra también en otras especies como: primates, perros,
gatos y caballos principalmente; sin embargo, no queda claro si 7. fenax es especifico
solo para los humanos. (Honigberg, 1978; Dybicz et al., 2018). T. tenax presenta una
distribucion mundial encontrado especialmente en pacientes con una mala higiene
bucal y enfermedad periodontal (Honigberg y Burgess, 1994). Su prevalencia oscila
entre 4 al 53% en la boca de pacientes con esas practicas de higiene (Honigberg y
Burgess, 1994). La forma de transmision mas frecuente es a través de saliva, gotitas de
saliva y los besos. Ademads, se ha determinado que los platos contaminados y agua

potable también son forma de contaminacion de este protozoario (Hersh, 1985).

Trichomonas tenax es un protozoario que vive en el calculo dental y forma parte
de la microbiota que conforma la placa dental subgingival, alrededor de los dientes que
se encuentran en la cavidad bucal humana. También es posible encontrarlo en las

células de la mucosa necrotica de los margenes gingivales de las encias, en los abscesos
4



purulentos de las amigdalas y puede sobrevivir durante varias horas en el agua para
beber (Pardi et al., 2002). Trichomonas tenax asimismo se ha encontrado en otros
organos y tejidos, como ganglios linfaticos, glandulas submaxilares, amigdalas,

bronquios, pulmones, glandula mamaria e higado (Dybicz ef al., 2018).

Clasificacion

T. tenax por su morfologia se le ha designado la siguiente caracterizacion

filogenética:
Phylum: Protozoa
Subphylum: Sarcomastigophora
Superclase: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Familia: Trichomonadidae
Género: Trichomonas
Especie: tenax.
Morfologia

Trichomonas tenax, presenta una estructura o forma ovoide o elipsoidal con un
tamano de entre 4 y 13 pm y de anchura es de 2 y 9 um. Este protozoario presenta
cuatro flagelos anteriores libres y un flagelo posterior o recurrente que se encuentra
pegado a una membrana ondulante, carece de mitocondrias, posee un aparato de Golgi
denominado para-basal (Poirier et al., 1990) y hasta ahora no se le conoce més que solo
un tipo de forma de vida que es el trofozoito, no produce quistes y este protozoario se
multiplica principalmente en forma asexual por division binaria longitudinal (Faust et

al., 1974).



Figura 1. Trichomonas spp. 1=Trichomonas vaginalis; 2=Trichomonas tenax; 3=Trichomonas
hominis. FA=Flagelo Anterior; MO=Membrana Ondulante; CP=Cuerpo Parabasal y Aparato de Golgi
(se ven juntos); CO=Costa; N=Nucleo; FP=Filamento Parabasal; AX=Axostilo; H=Hidrogenosomas.

Ciclo de vida

Trichomonas tenax vive exclusivamente en la cavidad bucal de los seres humanos,
perros y gatos, disperso entre los dientes, las encias, la lengua y la saliva del
hospedador. Los trofozoitos, al no presentar estado de quiste, son infectantes en todo
momento. La via de transmision es la saliva y la infeccion puede producirse de forma
directa, a través de un beso, o de forma indirecta, a través del contacto con un vaso,
cubierto o cualquier cosa que pueda tener restos de saliva infectada. Una vez

establecidos en el nuevo hospedador los trofozoitos se dividen y se extienden por toda

la cavidad bucal.



Via Indirecta

EXTERNAL ENVIRONMENT

Figura 2. Via de transmision (saliva) y ciclo biologico de 7. tenax (Pardi et al.,

2002).

Virulencia y Epidemiologia de 7. tenax.
Una caracteristica especifica del género Trichomonas es que ni T. tenax, ni T.

hominis, ni T. vaginalis presentan estadios de quistes.

El desarrollo de una enfermedad generalmente es un proceso multifactorial, donde
la virulencia de los microorganismos puede no estar determinada por la accién de un
solo componente celular. Los factores de virulencia de los microorganismos son
moléculas que generalmente intervienen dafiando al hospedero o manipulando el

sistema inmunologico del mismo.

La virulencia de la mayoria de los microorganismos es un fendémeno muy complejo
que depende de dos propiedades generales: a) invasividad o capacidad de los agentes
patogénicos para multiplicarse y causar destruccion localizada de los tejidos invadidos
por ellos y b) toxigenicidad o capacidad de los agentes patogénicos para producir y

liberar sustancias que pueden causar lesiones a distancia (Rosenberg, 1976).



La virulencia de 7. tenax, cuyos mecanismos patogénicos se desconocen en gran
parte, parece depender fundamentalmente de los trofozoitos y su propiedad de

invasividad, aunque todavia no se ha documentado cientificamente su toxigenicidad.

Aun cuando la patogénesis y virulencia en la tricomoniasis no estin
completamente entendidas, ya se han identificado posibles moléculas de este parasito

que pueden causar dafio a las células y tejidos del hospedero (Schwebke y Burgess,

2004).

Dentro de las actividades enzimaticas, una variedad de hidrolasas ha sido descritas

en T. tenax, siendo las cistein-proteasas particularmente prevalentes.

La actividad proteolitica de 7. fenax viene mediada por la presencia de proteinasas
de la cisteina o cisteinasas las cuales son responsables de hidrolizar distintos tipos de
colageno (Tipos I, III, IV y V), presentes todos en los tejidos periodontales (Bozner y
Demes, 1991), asi como por la presencia de endopeptidasas. Por otra parte, se ha
demostrado que 7. fenax posee actividad litica sobre los globulos rojos de humanos,
caballos, conejos y ovejas. Esto se debe a que este protozoario sintetiza dos tipos
distintos de hemolisinas, una de estas es de naturaleza proteica, termolabil y puede ser
inhibida por varios inhibidores de la cisteinasa, en tanto que la otra es de naturaleza
lipidica, termoestable y su actividad no se afecta por inhibidores ni activadores de

proteinasas (Nagao et al., 2000).

Existen muchas evidencias cientificas donde se ha aislado 7. tenax de muestras de
calculo dental y placa dental subgingival de pacientes con problemas periodontales
(principalmente Gingivitis y Periodontitis Marginal Crénica), por lo que su incidencia
en este tipo de patologias ha sido claramente demostrada (Pardi et al., 2002). También
se ha podido detectar a este protozoario en pacientes con gingivitis ulcerativa aguda

(Blake, 1968; Gottlieb et al., 1968).

Existen evidencias cientificas suficientes para implicar a 7. tenax en diversos
procesos infecciosos que se llevan a cabo fuera de los limites de la cavidad bucal. Tales

evidencias, se han reportado en varios casos de tricomoniasis pulmonar donde se ha



encontrado la presencia de numerosos trofozoitos del protozoario en muestras tomadas
de exudados purulentos de la pleura y del esputo de los pacientes implicados, ademas
se ha observado un incremento del porcentaje de eosindfilos en fluidos bronco-

alveolares de pacientes infectados con este parasito (Pardi et al., 2002).

También se ha reportado un caso de un paciente el cual se aislo 7. fenax a partir
de muestras tomadas del liquido cerebroespinal de un paciente (Mazur y Hook, 1976).
T. tenax, también se localizd en muestras de pus provenientes de un absceso sub-
hepatico en un paciente alcohélico (Jakobsen et al., 1987). De igual forma, se identificd
a T. tenax en muestras provenientes de 3 pacientes con Fibrosis Quistica en seno

(Krvavac, 1998).

En 2008 un estudio realizado en México por Fuentes-Cuevas et al. en el cual
estudiaron a 150 nifios de 3 a 14 afios, encontrando una prevalencia de 8.7% positiva
para E. gingivalis, 12.7% positiva para 7. tenax y 1.3% positiva para ambos;
encontrando una prevalencia global de 22.7%, en donde se encontr6 una asociacion

con la edad y con enfermedad periodontal pero no con el género.

Desde hace algunos afios se ha propuesto que la presencia de actividades
biologicas asociadas a membrana o liberadas al medio de cultivo, podrian estar
involucradas en los mecanismos liticos usados por los parasitos del género de

Trichomonas (Lubick y Burgess, 2003).

Trichomonas tenax todavia se considera un comensal, aunque su alta actividad
proteolitica, y especialmente la actividad colagenolitica de este flagelado, explica su

efecto destructivo sobre las membranas mucosas y los tejidos (Dybicz ef al., 2018).

Caracteristicas de las Fosfolipasas del Tipo A; y A..

A las fosfolipasas se les ha encontrado tanto dentro como fuera de las células, es
por ello por lo que se les ha denominado enzimas muy ubicuas (Van Den Bosch, 1980).
La mayoria de éstas forman parte esencial de diversos procesos fisioldogicos como: I)
recambio de fosfolipidos en las biomembranas, II) digestion en los fagosomas, III)
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neurotoxicidad y citotoxicidad en venenos muy activos de hongos, celenterados,
insectos, aracnidos y reptiles, IV) en procesos inflamatorios, V) produccion de acidos
grasos libres, a partir de los cuales, las ciclooxigenasas sintetizan prostaglandinas, las
cuales intervienen en muy diversos mecanismos de regulacion celular (Van Den Bosch,

1980; Hawthorne y Ansell, 1982).

Clasificacion de las Fosfolipasas

Las fosfolipasas pertenecen al grupo de las hidrolasas y son conocidas con el
nombre genérico de esterasas (Dennis, 1983), ya que actian sobre los enlaces éster de
los fosfolipidos (Dennis, 1983). Estas enzimas se dividen en: A, As, B, Cy D, de
acuerdo con la posicion del éster que hidrolizan preferentemente (Figura 3). (Dennis,

1983; Van Den Bosch, 1980; Hawthorne y Ansell, 1982).

_ FOSFOLIPASA A,
H, CO—F—C—R,

FOSFOLIPASA B

o FOSFOLIPASA A,
I
Hp €O ——P—X
0
FOSFOLIPASA C L FOSFOLIPASA D

Figura 3. Clasificacion de las fosfatidil-acil-hidrolasas, de acuerdo con la posicion en la molécula del
éster que hidrolizan.

I) Tipo Ay (EC 3.1.1.32); son aquellas enzimas que hidrolizan la posicion sn-1-

fosfoglicérido, liberando el acido graso de la posicion 1 y un monoacil-2-
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1))

glicerofosfatido, en forma equimolar. Estas enzimas se han encontrado en células
procarioticas y eucaridticas. En general, son independientes de calcio y requieren
un pH 4cido o ligeramente neutro para su funcionamiento (Dennis, 1983; Van Den

Bosch, 1980).

Tipo Ay (EC 3.1.1.4); son enzimas lipoliticas que hidrolizan el acilo de la posicion

2 de un fosfoglicérido, produciendo un acido graso y un monoacil-1-glicero-
fosfatido, en forma equimolar (Dennis, 1983). Se han aislado aproximadamente 50
de estas fosfolipasas. Principalmente de pancreas de mamiferos, veneno de
serpientes, abejas y diversos microorganismos (Dennis, 1983). Se les ha localizado
extracelularmente en forma insoluble, asociadas a membranas plasmaticas o

lisosomales, o solubles en lisosomas y citosol.

III) Tipo B. Se conocen a este tipo de enzimas como enzimas que rompen

simultdneamente los dos 4cidos grasos, quedando un gliceril-fosforilcolina. Se les
ha encontrado en levaduras, bacterias y hongos. Su pH 6ptimo es generalmente

alcalino (Dennis, 1983; Van Den Bosch, 1980).

IV) Tipo C (EC 3.1.4.3); catalizan la desacilacion de diacilglicero-fosfolipidos en 1,2-

V)

diacilglicero y fosforilcolina. Son producidas por ciertas bacterias o estan
asociadas a membrana en células vegetales, algas y levaduras (Dennis, 1983; Van

Den Bosch, 1980).

Tipo D (EC 3.1.4.4); catalizan la hidrolisis del enlace éster arriba del fosfato,
produciendo una molécula de colina y un 1,2-diacilgliceril-fostatido. Este tipo de

enzimas se han encontrado principalmente en plantas, levaduras y bacterias

(Dennis, 1983; Van Den Bosch, 1980).

El papel de las actividades de las fosfolipasas del tipo A, en los mecanismos

patogénicos de 7. fenax permanece sin ser definido. Estas enzimas ya se han propuesto

como un factor de virulencia en otros microorganismos como Clostridium perfringens
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(Flores et al., 2004), Giardia lamblia (Vargas-Villarreal et al., 2007) y Entamoeba
histolytica (Vargas-Villarreal, 1995).

Debido a lo anterior creemos que la busqueda y caracterizacion de las fosfolipasas
tipo A1y Az en 7. tenax es un prerrequisito para establecer su papel en el mecanismo
patogénico de este pardsito e intentar su purificacion mas adelante usando una columna

de afinidad especifica para esta enzima.
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JUSTIFICACION

Trichomonas tenax es un protozoario que vive y se multiplica en las cavidades
periodontales de la boca de los hospederos con mala higiene bucal de las personas
infectadas. Actualmente se ha encontrado a 7. fenax en pulmones y senos de mujeres
con cancer, principalmente. Los factores de virulencia involucrados en la sobrevivencia
y los efectos patogénicos de este parasito todavia se desconocen porque todos lo han
asociado a solo ser simbiosis con el hospedero. En este protozoario solo se han
caracterizado dos actividades proteoliticas del tipo cistein-proteasas, se presupone que

estas actividades podrian estar involucradas en su mecanismo de patogenicidad.

Por otro lado, desde hace algunos anos se ha estudiado intensamente a las
fosfolipasas del tipo A de los més diversos origenes, ya que su importancia radicada en
su capacidad para hidrolizar fosfolipidos y producir acidos grasos libres y
lisofosfatidilcolina, ambos productos se acumulan como consecuencia de una misma
reaccion, pero sus efectos son muy variados dependiendo el origen, localizacién y
mecanismo de regulacion de las fosfolipasas (Van Den Bosch, 1980). Ademads, se ha
observado, que las PLA de un gran nimero de microorganismos patdégenos son
potentes citolisinas. A muchos de los paréasitos que se han caracterizado por destruir
tejidos, como parte de sus venenos muy activos como: especies elapides de serpientes,
venenos de abejas, algunas hormigas, protozoarios, hongos y bacterias principalmente,
la cual estd fuertemente implicada en la lisis celular y por consiguiente se les ha

propuesto mecanismo patogénico respectivo.

Hasta la fecha no se han encontrado evidencias que apoyen o demuestren la
presencia de actividad fosfolipasa del tipo A1 o Az en T. fenax. La caracterizacion
parcial de esta enzima en 7. tenax es un prerrequisito indispensable para investigar si
esta enzima juega un papel relevante en la virulencia de este microorganismo. La cual
nos daria un ideal confiable de cémo manejar mejor a estas enzimas, para
posteriormente intentar su purificacion, ya que una vez puras se podria investigar la
participacion y contribucion real de cada enzima en el mecanismo patogénico de T.

tenax o en su metabolismo respectivo de lipidos.
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HIPOTESIS

El extracto total y las fracciones sub-celulares de 7. tenax presentan actividad de

fosfolipasas tipo A1y Ao.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Encontrar y caracterizar parcialmente la actividad de fosfolipasas tipo A1y Az en

el extracto total y fracciones P30y S30 de 7. tenax.

Objetivos Especificos
I. Obtener los parametros de crecimiento de 7. tenax para obtenerlo en fase logaritmica
y las mejores condiciones de crecimiento y obtener: a) tiempo de duplicacion, b)

tiempo de generacion, ¢) intercepto al origen, d) r?, mediante cinéticas de crecimiento.

II. Obtener el extracto celular y las subfracciones mediante el uso del homogeneizador

del tipo Elvehjem-Potter.

III. Determinar la actividad de fosfolipasa tipo A1y Az en extractos celulares de 7. fenax
utilizando el método de radioensayo con el sustrato especifico, [N-2-acido graso del

2 del glicerol *C]-fosfatidilcolina.

IV. Caracterizar fisicoquimicamente las actividades de fosfolipasas tipo A1y Az en T.
tenax. En todas las actividades obtendremos: a) la curva temporal, b) curva dosis
respuesta, ¢) pH Optimo de actividad y d) dependencia de calcio utilizando el método

de radioensayo.

V. Identificar el tipo de fosfolipasa tipo A, si es A1 0 Aox.

15



MATERIAL Y METODOS

Material

Origen de los reactivos
De las siguientes compaiiias obtuvimos cada uno de los reactivos utilizados en la

presente tesis:

¢ Bioxon (Becton Dickinson de México S.A. de C.V.): Peptona de caseina,
dextrosa.

e Control Técnico y Representaciones, S.A. de C.V. (Monterrey, N. L.
México): Fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico, acido
acético glacial, cloroformo, cloruro de sodio.

e DIFCO Laboratories (Detroit, Michigan, E.U.A.): Extracto de levadura.

e Merck México, S. A.: Placas de cromatografia capa fina, 2,5-difeniloxazole
(PPO).

e New England Nuclear (Boston Mass. EUA): substratos radiactivos L-1-
lisopalmitoil-L-1-[palmitoil-1-'*C]-Fosfatidilcolina; L-a-dipalmitoil-[2-
palmitoil-1-!C]-Fosfatidil-colina; L-dipalmitoil-[colina-metil-3H]-
Fosfatidilcolina.

¢ Productos Quimicos Monterrey, S. A.: Carbonato de sodio, acido clorhidrico,
cloruro de calcio, hidréxido de sodio, yodo resublimado, citrato férrico
amonico, tartrato de sodio y potasio, sulfato de cobre pentahidratado,
formaldehido, nitrato de plata, dicromato de potasio.

e RELABY, S.A. de C.V. (México, D. F.): Metanol.

e Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, E.U.A): L-cisteina
hidroclorada monohidratada, acido ascorbico, fosfato de potasio monobasico,
seroalbumina bovina (fraccion V), lauril sulfato de sodio, tris-HCI, tris-base,

fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, formalina, carbonato de sodio.
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Material Biolégico

Cepa T. tenax (ATCC-30207).

Esta cepa fue obtenida del ATCC (American Type Culture Collection),
proveniente del espacio subgingival de una mujer adulta en el afio de 1959. Esta cepa

se tiene en el Laboratorio de Biologia y Fisiologia Celular del CIBIN, IMSS desde el
afio 2015.

Preparacion del medio de cultivo TYI-S-33

Se mezclaron todos los componentes (descritos en la Tabla 1), y se disolvieron en
1 L de agua desionizada con agitacion continua y a temperatura ambiente. Una vez
disuelto medimos y se ajustamos a pH 7.0 con NaOH 10 N, utilizando un
potenciometro (HANNA Instruments®). Después se realizaron alicuotas de 5 ml en
tubos de borosilicato de 13x100 mm con tapon de rosca, y se procedio a esterilizar por
calor huimedo a 121°C/15 psi/15 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
les realiz6 una prueba de esterilidad a 36.5 °C/24 h. Una vez realizada la prueba de

esterilidad, los tubos se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Tabla 1. Composicioén del medio TYI-S-33 (Diamond, 1978)

Componentes Concentracion (g/L)
Peptona de caseina 20.00
Extracto de levadura 10.00
NaCl 3.30
D-glucosa anhidra 10.00
L-cisteina 2.00
Acido ascérbico 1.00
K2HPO4 1.00
KH2PO4 0.60
Citrato férrico amoénico 0.028
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Obtencion del suero bovino

El suero bovino se obtuvo de sangre bovina colectada del rastro municipal en la
ciudad de Monterrey, Nuevo Leon, México. La sangre se dejé coagular a 37 °C por 12
h y se separ6 el coagulo del suero por centrifugacion a 2,000 rpm durante 15 min.
Transcurrido este tiempo, el suero fue esterilizado utilizando papel Whatman No. 1,
seguido de un sistema de filtros diferentes (desde 8 hasta 0.22 um de tamano de poro)
(Millipore, Concord Road, Billerica, MA, EUA).

El suero estéril se descomplement6 por calentamiento a 56 °C durante 30 min
(agitando cada 5 min). Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se le adicionaron 25
ml de la mezcla vitaminica 107 de Diamond (JRH Bioscences, Lenexa, Ks) por cada
litro de suero. Se realizaron alicuotas de 100 ml, manteniendo la esterilidad durante el
proceso, y, por ultimo, se almacenaron en frascos ambar con tapon de rosca de 125 mL

a -20 °C hasta su uso.

Medio Completo (TYI-S-33)
Anadimos asépticamente el 10% de suero bovino estéril, descrito anteriormente,

al medio basal TYI-S-33, justo antes de sembrar los trofozoitos.

Composicion y preparacion de las soluciones
Indicamos la concentracion de las soluciones madres con un nimero seguido de

una X, que representa su concentracion respecto a la solucion de trabajo (o solucion

1X).

Fosfolipasa A2 de veneno de abeja 100X
Fosfolipasa A2 de veneno de abeja 1 mg.

Disolvimos el componente en 6 ml de agua bidestilada estéril, aforamos la solucion
a 10 ml y la distribuimos en volumenes de 1 ml a viales de 1.5 ml con tapén de rosca

(Bellco, vineland) y la almacenamos en atmoésfera de nitrégeno a -70 °C.

18



Fosfolipasa A2 de veneno de abeja 1X
Preparamos la solucion de trabajo diluyendo 0.1 ml de la soluciéon 100X con 9.9

ml de agua bidestilada estéril y la almacenamos a -70 °C, en alicuotas de 1 ml.

Tris-HCI1 10X
Tris-HC13.90 g

Disolvimos el componente en 15 ml de agua bidestilada estéril, ajustamos a pH
8.0 con NaOH 10 N. Aforamos a 25 ml con agua bidestilada y almacenamos a -70 °C,

diluida en porciones de 1 ml.

Tris-HCI 1X
Preparamos la solucion (1X) diluyendo 1 ml de la soluciéon 10X con 9.0 ml de agua
bidestilada estéril y la almacenamos en atmosfera de nitrogeno a -70°C en alicuotas de

1 ml.

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
NaCl 6.50 g; K2HPO4 2.80 g; KH2PO4 0.50 g

Disolvimos los componentes en 100 ml de agua bidestilada estéril, ajustamos a pH
7.4-7.5 con NaOH 10N, esterilizamos la solucion en autoclave y la almacenamos a 4

°C, dividida en porciones de 10 ml.

Solucion Salina de Hank 10X (SSB)

CaClz 0.07 g; Glucosa 1.00 g; NaCl 7.00 g; KCI 0.40 g; MgSO4 0.20 g; Trizma
Base 0.20 g.

Mezclamos y disolvimos todos los componentes en 950 ml de agua bidestilada.
Ajustamos el pH a 7.4 con NAOH 10 N y/o HCI 1 N. Aforamos a 1 L y se ajusto la
osmolaridad a 300 mOsm con NaCl. Posteriormente se esterilizé por filtracion (0.22
pum) y se realizaron alicuotas de 100 ml en botellas con tapon de rosca. Finalmente se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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Soluciones para método de Lowry
Solucion A
Pesamos 2 g de Carbonato de Sodio (Na2COs3) y disolvimos en 100 ml de NaOH 0.1

N. Preparamos al momento de usar.

Solucion By
Pesamos 2 g de Tartrato de Sodio y Potasio y disolvimos en 100 ml de agua

destilada. Guardamos a temperatura ambiente.

Solucion B:
Pesamos 1 g de Sulfato de Cobre y disolvimos en 100 ml de agua destilada.

Guardamos a temperatura ambiente.

Solucion C
Esta solucion se prepar6 inmediatamente antes de usar:
Soluciéon A: 49.0 ml
Soluciéon Byi: 0.5 ml

Soluciéon Ba: 0.5 ml

Solucion E

Diluimos el Reactivo de Folin 1:1 con HCI 1 N. Preparamos antes de usar.

Solucion estandar de proteinas
Pesamos 10 mg de sero-albumina bovina y disolvimos en 10 ml de agua destilada.

Obtuvimos una concentracion final de 1 mg/ml.

CaCl:-2 H,0 10X.
CaCly o 2 H20O 36.80 mg.
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Disolvimos el componente en 25 ml de agua bidestilada estéril y la almacenamos

en alicuotas de 1 ml a -70°C.

Triton X100 10X.
Triton X100 1 ml
Disolvimos el componente en 25 ml de agua bidestilada estéril y almacenamos en

alicuotas de 1 ml en atmosfera de nitrégeno a -70 °C.

Solucion de cloroformo:metanol (2:1)
Cloroformo 300 ml; metanol 150 ml.

Mezclamos los componentes y almacenamos a temperatura ambiente.

Mezcla de ensayo 2X

Mezclamos los siguientes componentes: 200 pl de Tris-HCI (10X); 200 pl de
CaClz (10X); 200 pl de Tritén X100 (10X); 2 ul de fosfatidilcolina de yema de huevo
(1 mg/10 ml); 200 pl de fosfatidilcolina marcada con radiactividad en diferentes partes
de la molécula. Después se afor6 a 1 ml con agua bidestilada y se sonico (sonicador
LAB-LINE INSTRUMENTS, INC. MELROSE PARK, ILL. 60160) a 40 Whats por
60 seg. Usamos inmediatamente la mezcla de ensayo 6 la almacenamos en atmosfera

de nitrégeno a -70°C.

Mezcla para parar la reaccion

Mezclamos 18 mg de un digerido (3 mg de ovolecitina + 300 mU de fosfolipasa
A; de veneno de abeja incubadas por 30 min a 37 °C; ajustamos la concentracion de
los productos de hidrolisis y del sustrato no hidrolizado a 10 mg/ml (por peso seco) con
1 mg de fosfatidilcolina de yema de huevo y 1 mg de lisofosfatidilcolina (Sigma).
Evaporamos a sequedad con una corriente de nitrdgeno y redisolvimos el material seco

y 1 ml de TCA en butanol al 5%. Almacenamos en alicuotas de 1 ml a -20°C.
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METODOS

Material bioldgico
Se utilizaron cultivos axénicos de 7. fenax, cepa ATCC-30207, proveniente del

ATCC (American Type Culture Collection) obtenida desde el afio 2015.

Resiembra y cosecha

El medio inoculado con 7. fernax se mantuvo en incubacion a 36.5 £ 0.5°C en
medio TYI-S-33. Antes de cada resiembra se observaron los cultivos en un microscopio
invertido en el que se comprobd un buen aspecto morfoldgico y la movilidad de los
trofozoitos de 7. tenax. Posteriormente se sumergieron los tubos con el cultivo de 7.
tenax en agua-hielo durante 10 min; se agitaron suavemente y se determind la
concentracion celular con un hematocitometro.

Mantuvimos a los trofozoitos en el medio TYI-S-33, resembrando éstos, en cada
medio a 3 tubos a la vez; del mejor se inoculd 1x10° trofozoitos/ml a cada uno de los
tres nuevos tubos con medio TYI-S-33 fresco. Conservamos los de la pentltima
resiembra hasta comprobar el crecimiento de los trofozoitos y la ausencia de

contaminacion en los cultivos recién sembrados.

Deteccion de parametros de crecimiento de trofozoitos de 7. tenax
cultivados en TYI-S-33

Para determinar los pardmetros de crecimiento realizamos curvas de crecimiento,
donde resembramos 21 tubos conteniendo 5 ml de medio TYI-S-33, 0.5 ml de suero
bovino, 1x10° trofozoitos/ml y 125 ul de vitaminas 107 de Diamond. Los tubos los
incubamos a 36.5 £ 0.5°C y cada 24 h tomamos 3 tubos de cada grupo, los colocamos
en agua-hielo por 10 min y con un hematocitdémetro determinamos la concentracion de

trofozoitos por ml, esto lo hicimos por 7 dias.
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Los datos obtenidos los procesamos por regresion lineal, para obtener los
pardmetros de crecimiento como: tiempo de duplicacidn, tiempo de generacion y
velocidad de crecimiento. La regresion lineal se realizo a partir de la distribucion del
numero de trofozoitos (variable dependiente) y con respecto al nimero de dias (variable
independiente) entre 0 a 7 dias, donde obtuvimos 3 fases de la curva de crecimiento
(fase logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte). De la fase logaritmica en
proporcion lineal se aplicé el andlisis estadistico de regresion lineal para determinar los

pardmetros de crecimiento antes mencionados.

Cultivo masivo de 7. tenax en medio TYI-S-33

En Spinners con capacidad de 1 L que contenian 672 mL de medio TYI-S-33 se
inocularon 5x10° trofozoitos/ml a partir de tubos de resiembra. Los Spinners se
agitaron suavemente durante 5 min y se incubaron a 36.5 °C durante 72 h. Una vez
pasado este tiempo se colocaron en agua-hielo durante 30 min y en agitacion suave. Se
vacio el total del medio con células a botes con tapa de rosca de 1 L para centrifuga
refrigerada (Centrifuge Bottles, Polypropylene, Nalgene) y se centrifugé a 4 °C durante
20 min a 4,000 x g. Se elimind el medio sobrenadante con ayuda de un extractor al
vacio y se dejo un volumen minimo en el cual se resuspendieron los sedimentos
celulares. Se paso esta suspension a tubos conicos de 50 mL que se centrifugaron a 4
°C, 24,000 x g durante 20 min. Realizamos 2 lavados con un volumen de amortiguador

(Tris-HCI pH 7.0) y eliminamos el medio sobrenadante con extraccion al vacio.

Obtencion del Extracto total (ET), sobrenadante a 30,000 g (S30) y
precipitado a 30,000 g (P30)

Obtuvimos las fracciones subcelulares, de la siguiente forma: resuspendimos los
trofozoitos provenientes de cada Spinner con medio de cultivo y las lavamos con dos
volimenes de amortiguador SSB, agitamos suavemente con pipeta Pasteur y
homogeneizamos con 100 golpes de un homogeneizador tipo Elvehjem-Potter de
borosilicato con ¢émbolo de teflon (Bellco, Glass Inc., N. Y., EUA) activado con un

motor eléctrico a 1000 rpm. Después de este tratamiento centrifugamos el extracto total
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a 135 x g por 15 min en donde obtuvimos un sedimento, la fraccion nuclear y el
sobrenadante correspondiente, a este ultimo lo centrifugamos a 30,000 x g por 30 min.
El sedimento correspondi6 a la fraccion P30, la cual re-suspendimos con un volumen
de amortiguador de SSB y se conservo a -70°C hasta su uso. El sobrenadante
correspondio a la fraccion S30, la cual fue conservada a -70°C hasta su uso. Durante
este proceso, manipulamos todas las muestras a 4 °C.

En la Figura 4 esquematizamos el método de sedimentacion fraccionada que

utilizamos para obtener los extractos subcelulares de los trofozoitos de 7. tenax.

T. tenax
lavadas en SSB

Homogenizar

A

A

Separar 1 m| Extracto total

Centrifugar 15 min a 13,000 rpm

v v

Sedimento Sobrenadante
(P30) (S30)

\ 4

Almacenar -70 °C

\ 4

Figura 4. Diagrama de obtencion de las subfracciones celulares de 7. tenax.

Cuantificacion de proteinas

Determinamos la concentracion de proteinas en la fraccion ET, S30 y P30
(muestras particuladas) mediante el método de Lowry y cols. (1951). En tubos de
ensayo colocamos muestras por triplicado de 0.2 ml que contenian entre 20 y 100 pg

de proteinas; 1 ml de reactivo C (1 ml de tartrato de sodio al 1% y sulfato de cobre al

0.5%, diluido en 50 ml de carbonato de sodio al 2% e hidréxido de sodio al 0.1 N),
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agitamos las muestras con un vortex y las incubamos 10 min a temperatura ambiente;
después anadimos a cada tubo 0.1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau 1 N, diluido en
HCI 1 N agitamos inmediatamente después con un vortex, incubamos las muestras 30
min a temperatura ambiente y determinamos la densidad Optica de cada una de ellas a
750 nm (DO 750) en un espectrofotémetro. Calculamos la masa de proteinas de las
muestras provenientes de 7. fenax con la ecuacidon que determinamos al analizar, por
regresion lineal, la relacion de la DO 750 con respecto a cantidades variables de
seroalbimina bovina. Obtuvimos esta ecuacion por cada una de las determinaciones

realizadas.

Método de Lowry

Realizamos una curva de calibracion, para la cual afadimos 5, 10, 20, 40, 60 y 80
pl de la solucidn estandar de proteinas y aforamos con agua bidestilada a 200 pl.
Anadimos a cada muestra 1 ml de reactivo C, el cual se menciona en la seccion de
materiales, y mezclamos bien. Se dejo incubando por 10 min a temperatura ambiente.
Después afiadimos 0.1 ml de reactivo de Folin-Cicalteau:HCI IN (1:1) (solucién E) y
mezclamos. Se dejo incubar a temperatura ambiente por 30 minutos y, finalmente, se

procedio a leer a 750 nm en un espectrofotometro.
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método de Lowry
0.400

o
W
o
=)
'l

0.200 +

Absorbancia a 750 nm

S
—
)
=)
'l

0 20 40 60 80 100
Concentracién de proteina (mg/ml)

Figura 5. Curva de calibracion de proteinas por método de Lowry. El coeficiente

de correlacion de la recta (r?) = 0.993; con una p< 0.001.

Cromatografia en capa fina

Cargamos las camaras cromatograficas (de borosilicato, 8X23X23.5 cm SMI) con
una mezcla de disolventes para lipidos polares (cloroformo:metanol:acido
Acético:agua, 170:40:16:8) y las dejamos saturar por 12 horas a temperatura ambiente

selladas herméticamente.

Aplicacion de la muestra y cromatografia

Aplicamos 25 pl de cada muestra gota a gota con una jeringa Hamilton de 50 pl,
a 1 cm del borde inferior de las cromatoplacas y 1 cm del borde izquierdo; los 8
restantes cada 2 cm. Secamos las muestras con un calentamiento ligero con aire de un

secador de pelo.
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Colocamos verticalmente las cromatoplacas dentro de las cdmaras presaturadas;
cerramos herméticamente las camaras, dejamos ascender la fase liquida sobre las
cromatoplacas hasta 1 cm antes del borde superior y evaporamos los disolventes de las

placas con aire caliente por 15 min.

Revelacion e identificacion de lipidos

Revelamos las manchas de fosfatidilcolina y sus lisoderivados colocando las
cromatoplacas verticalmente dentro de camaras saturadas con vapores de yodo, con lo
cual las manchas lipidicas se revelaron como puntos amarillos o cafés sobre fondo

blanco.

Método de ensayo para cuantificar y determinar actividad de
fosfolipasas tipo A

El método que se usa con mayor frecuencia para la cuantificacion de la actividad
fosfolipasa es el radioensayo, que se basa en la separacion por cromatografia en placa
fina de los productos de hidrolisis y del substrato no hidrolizado, marcado con
radioisotopos en sitios especificos. Se cuantificé la radioactividad en las manchas
lipidicas correspondientes de los productos de hidrolisis, la cual fue proporcional a la
actividad fosfolipasa expresada como nanomoles de fosfolipido hidrolizado por minuto
(Vargas-Villarreal et al, 1995). El radioensayo permite también clasificar con
precision el tipo de fosfolipasa en estudio, dependiendo de la localizacioén de la marca
radiactiva en los fosfolipidos y en los productos de hidrélisis (Vargas-Villarreal et al.,

1995).

Método para determinar la actividad fosfolipasa del tipo A.

Determinamos la actividad fosfolipasa del tipo A2, basdndonos en el método
descrito por Vargas-Villarreal y cols. (1995), que consistié en: determinar los
productos de hidroélisis [acidos grasos libres (AGL) y lisofosfatidilcolina (LFC)] del 2-
palmitoil-[2-palmitoil 4C]-fosfatidilcolina ([!*C]-FC). Este sustrato esta marcado en el

carbono 1 del 4cido palmitico esterificado en la posicion 2 del glicerol, considerando
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que si la radioactividad se localiza en las manchas cromatograficas correspondientes a
['*C]-LFC, pero no en las de ['*C]-AGL, la enzima seria del tipo Ai. En el caso
contrario estas corresponderian a una fosfolipasa del tipo Ao.

Los lipidos marcados fueron diluidos con fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo
a una concentracion especifica de 1800 pCi/mol y solubilizadas en presencia de 0.4%
de Triton X 100. Estas mezclas fueron diluidas 1:1 con la fraccion ET, S30 o P30. El
ensayo final (0.02 ml) contuvo: 100 mM de Tris-HCL, pH 8.0, 0.138 mM de FC, 0.2%
de Triton X 100, 1 mM de calcio y la muestra. Después de tiempos variables de
incubacidn o concentraciones diferentes de proteinas, la reaccion fue parada con 25 pl
de una mezcla de FC (0.75 mg/ml), AGL (1 mg/ml), LFC (1 mg/ml) en TCA-butanol
(5 %), agitamos los tubos en un vortex. Determinamos la radioactividad presente en las
manchas correspondientes a FC, LFC y AGL, separadas mediante cromatografia en
placa fina (Vargas-Villarreal et al., 1995). Aplicamos 25 pl en placas cromatograficas
de silica gel; separamos los lipidos utilizando un disolvente para lipidos no polares
como son el Cloroformo:Metanol:Acido acético:Agua (170:40:16:8). Después
colocamos las placas en una camara saturada con vapores de yodo, con lo cual las
manchas lipidicas se revelaron como puntos amarillos o cafés sobre el fondo blanco
(Skipsky y Barclay, 1969). Finalmente mezclamos cada mancha lipidica con 5 ml de
mezcla para centelleo liquido (2-5 difeniloxazole PPO, 6% en tolueno) en viales de
borosilicato de 20 ml de capacidad. Hicimos la cuantificacion en un espectrofotometro
de centelleo liquido (Beckman Instrument, modelo Tri-Carb 1600 TR Packard A
camberra Company) (Vargas-Villarreal et al., 1995).

Analisis estadistico

Analizamos estadisticamente, los resultados obtenidos en las secciones anteriores,
utilizando pruebas paramétricas como: Regresion lineal, ANCOVA (p< 0.05) y T de
Student (para comparar medias) (p< 0.05). De las pruebas no paramétricas usamos la

Prueba exacta de Fisher’s. (Dawson y Trapp, 2005).
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RESULTADOS

Desde hace algunos afos se ha propuesto que 7. tenax expresa actividad de
proteasas tipo cistein proteasas, las cuales hidrolizan colageno tipo I, I, IV y V
principalmente (Bozner y Demes, 1991). Ademas, se ha demostrado que 7. fenax,
presenta actividad hemolitica con dos formas de actividad litica, una termoldbil y la
otra termoestable, esta Ultima podria ser una actividad no dependiente de cistein
proteasas, ya que inhibidores de este tipo de proteasas no inhiben dicha actividad

(Nagao et. al., 2000).

Con estos antecedentes 7. tenax, se confirma que no es un protozoario exclusivo
de las areas bucales de los hombres y mujeres infectadas, por lo que esta actividad
hemolitica termoestable se ha presentado en otros protozoarios como en Entamoeba
histolytica (Said-Fernandez y Lopez-Revilla, 1986) y T. vaginalis (Vargas-Villarreal
et al., 1995). Esta actividad se descubrié después que crea una fosfolipasa la

responsable de dicha actividad (Vargas-Villarreal et al., 1995).

En todos los bancos de datos de articulos cientificos no se ha demostrado actividad
de fosfolipasa en este protozoario, por lo que nuestro grupo estd muy interesado en
cuantificar y caracterizar las actividades de fosfolipasas tipo A1 Y Az en este

protozoario.

Por lo anterior decidimos explorar la posibilidad de identificar y caracterizar
parcialmente la actividad de fosfolipasas presentes en extractos totales y subfracciones

celulares de 7. tenax.

Para lograr la caracterizacion de la actividad de fosfolipasa, donde el primer paso
fue determinar los parametros de crecimiento de trofozoitos de 7. tenax cultivadas en
TYI-S-33. Para esto, realizamos los experimentos necesarios para obtener los
pardmetros de crecimiento de 7. fenax partiendo de una concentraciéon de 100,000
trofozoitos/ml en medio basal TYI-S-33 adicionado con suero bovino al 10%; donde

se obtuvieron el tiempo de generacion y el tiempo de duplicacion.
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Cultivos de 7. tenax

Resiembra y cosecha

La cepa de T. tenax ATCC-30207 se mantuvo a 36.5 + 0.5°C en una incubadora
(Water Jacketed CO; Incubator, Series 8000 WJ, Thermo Fisher Scientific, EUA).
Antes de cada resiembra se revisaron los tubos en un microscopio invertido (Biovert,
Reichert, Austria) para comprobar el buen aspecto morfologico y la movilidad de los
trofozoitos. Después, los tubos se sumergieron en agua-hielo por 10 min, se agitaron
suavemente y se determiné la concentracion de trofozoitos, al diluir 0.1 ml del medio
con 0.9 ml de formalina al 10% (Sigma, Saint Luis, Missouri, EUA) y se contaron los
trofozoitos en camara de Neubauer (American Optical Scientific Instruments Div.). A
partir de los tubos de resiembra se inoculd un ntimero conocido de 7. tenax en tubos

que contenian medio TYI-S-33 complementado con suero bovino al 10%.

Cultivos masivos

En Spinners con capacidad de 1 L que contenian 672 ml de medio TYI-S-33 se
inocularon 5x10° trofozoitos/ml a partir de tubos de resiembra. Los Spinners se
agitaron suavemente durante 5 min y se incubaron a 36.5 °C durante 72 h, se colocaron
en agua-hielo durante 30 min y se mantuvieron con agitacion suave. Se vacio el total
del medio con células a botes con tapa de rosca de 1 L para centrifuga refrigerada
(Centrifuge Bottles, Polypropylene. Nalgene) y se centrifug6 a 4 °C durante 20 min a
4,000 x g. Se eliminod el medio sobrenadante con ayuda de un extractor al vacio y se
dejé un volumen minimo en el cual se re-suspendieron los sedimentos celulares. Se
paso esta suspension a tubos conicos de 50 ml que se centrifugaron a 4 °C, a 4,000 x g
durante 20 min. Realizamos 2 lavados con un volumen de amortiguador (Tris-HC] pH

7.0) y eliminamos el medio sobrenadante con extraccion al vacio.

30



Curva de crecimiento
Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado, incubandose a 36.5
+ 5 °C durante 120 h, determinando el nimero de trofozoitos cada 24 h, evaluandose

sus parametros de crecimiento en el medio.

Se determind el tiempo de generacion mediante la siguiente ecuacion:

=" 10g"
~33%9p

G = Tiempo de generacion
t = Intervalo de tiempo de la fase exponencial
B = Numero de organismos al comienzo del intervalo de tiempo

b = Numero de organismos al final del intervalo de tiempo

Para el parametro del tiempo de duplicacion se determiné utilizando la siguiente

ecuacion:
Td =0.693 G

Los tiempos de generacion y duplicacion obtenidos fueron de 12 h 37 miny 8 h
44 min respectivamente. Se observa que la fase exponencial de 7. fenax se extiende

hasta las 96 h en medio TYI-S-33 adicionado con suero bovino (Figura 6).
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Figura 6. Relacion temporal del crecimiento de 7. fenax. Inoculamos por triplicado
100,000 trofozoitos por ml en tubos de 5.5 ml de TYI-S-33. Después de diferentes
tiempos de incubacion a 36.5 °C, determinamos la densidad de los cultivos con un
hemacitémetro. Cada punto corresponde a tres determinaciones independientes. El

coeficiente de correlacion de la recta (r?) = 0.997; con una p< 0.001.

Obtencion del Extracto total (ET), sobrenadante a 30,000 g (S30) y
precipitado (P30) a 30,000 g.

Realizamos cultivos masivos de 7. tenax en Spinners de 726 ml de medio de
cultivo TYI-S-33 adicionado con suero bovino, los cuales incubamos hasta 72 h y una
vez pasado este tiempo, separamos el medio de cultivo usado y las células de 7. tenax

para obtener el extracto total (ET), asi como las subfracciones P30 y S30.

Cuantificacion de proteinas

Una vez obtenidas las fracciones ET, P30 y S30, procedimos a realizar la
cuantificacion de las proteinas presentes por el método de Lowry, previamente descrito,
comparando los resultados con una curva de calibracion (Figura 7), en la que utilizamos

distintas concentraciones de seroalbumina bovina. Las concentraciones obtenidas para
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dichas fracciones fueron de 15.40 mg/ml para el extracto total, 18.33 mg/ml para la

subfraccion P30 y 14.92 mg/ml para la subfraccion S30.
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Figura 7. Curva de calibracion de proteinas por método de Lowry. El coeficiente

de correlacion de la recta (r?) = 0.993; con una p< 0.001.

Determinacion de los productos de hidrdlisis (AGL, LFC y FC)

Una vez obtenidas y cuantificado las proteinas de las subfracciones P30 y S30,
junto con el extracto total, se tomaron 10 pul de la mezcla de reaccion (Fosfatidilcolina—
[14C], fosfatidilcolina, triton X-100, amortiguador pH 8.0, cloruro de calcio y agua),
previamente elaborada, y se mezclaron con 10 pl de muestra (ET, P30 o S30), se
dejaron incubar por determinado tiempo, segin el ensayo a hacer (curva temporal,
curva dosis-respuesta, pH optimo de actividad o dependencia de calcio), para después
detener la reaccion con 25 ml de TCA-butanol. Finalmente se realizé una cromatografia
en capa fina, utilizando solventes para lipidos polares, en donde se colocaron 25 pl del

producto obtenido anteriormente en la placa cromatografica. Se revelaron las marcas
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con ayuda de una camara saturada con vapores de yodo, en donde los productos de

hidrolisis (AGL, LFC, y FC) se observaron de un color entre café y amarillo.

Determinacion de la actividad fosfolipasa del tipo A

Determinamos la actividad fosfolipasa del tipo A», basdndonos en el método
descrito por Vargas-Villarreal y cols. (Vargas-Villarreal et al., 1995), que consistié en
determinar los productos de hidrélisis AGL y LFC del 2-palmitoil-[2-palmitoil *C]-
fosfatidilcolina (['*C]-FC).

Las manchas obtenidas de la cromatografia en capa fina fueron raspadas y
colocadas en un vial de borosilicato con capacidad de 20 ml, a los cuales se agregaron
5 ml de mezcla para centelleo liquido y se cuantificaron los productos de hidroélisis con

ayuda de un contador de centelleo liquido.

Curva temporal de la actividad fosfolipasa del tipo A

Determinamos la actividad fosfolipasa del extracto total, asi como de las subfracciones P30
y S30 a tiempos variables de incubacion (0, 0.5, 1, 1.5 y 2 h) a 37°C en una mezcla de reaccion,
detallada anteriormente. Después de la incubacién separamos los productos de hidrolisis
mediante cromatografia en capa fina y las cuantificamos con un contador de centello liquido.
Los resultados muestran que la PLA| est4 presente en mayor proporcion a la PLA; en el extracto
total, como en la subfracciéon S30, mientras que en la P30 es lo contrario a esto. Ademas, se
puede observar que a los 120 min hay un descenso en la actividad fosfolipasa, tanto A; como
As. Por ultimo, se puede observar que a los 90 min es cuando la actividad fofolipasa esta en sus
puntos mas altos para las subfracciones P30 y S30, pero, para el ET la actividad fosfolipasa

alcanza sus puntos mas altos a los 120 min (Figuras 8, 9 y 10).
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Figura 8. Relacion temporal de la actividad fosfolipasa (PLA) en el extracto total

(ET). Los simbolos corresponden a las fosfolipasas A1 (O) y Az (@).
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Figura 9. Relacion temporal de la actividad fosfolipasa (PLA) en la subfraccion P30.

Los simbolos corresponden a las fosfolipasas Ai (A) y Az (A).
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Figura 10. Relacion temporal de la actividad fosfolipasa (PLA) en la subfraccion

S30. Los simbolos corresponden a las fosfolipasas A1 (L) y A ().

Curva dosis-respuesta de la actividad fosfolipasa del tipo A

Proseguimos a determinar la actividad fosfolipasa en ambas subfracciones (P30 y S30),
junto con el extracto total (ET) a distintas concentraciones para evaluar la respuesta de las PLA
a0, 50, 100, 150 y 200 pg/ml de la mezcla de ensayo anterior. Incubamos durante 45 min a 37
°C cantidades variables de PLA de una mezcla de ensayo para fosfolipasa, ajustada a un pH 8.0.
Analizamos mediante cromatografia en capa fina el contenido en cada muestra de ['*C]LFC,
['“CJFC y ["C]JAGL vy las cuantificamos con ayuda de un contador de centelleo liquido.
Nuestros resultados muestran un aumento de la PLA; en ambas subfracciones (P30 y S30) y en
el ET. La PLA; aumenta conforme aumenta la concentracion, pero en la subfraccion P30 se ve
una disminucion de la actividad fosfolipasa a 200 pg/ml de proteina, también se puede apreciar
que en el extracto total alcanza una estabilidad a partir de 150 pg/ml de proteina, lo cual no

ocurre con la PLA1. En las dos subfracciones y en el extracto se observa la méaxima actividad
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fosfolipasa a la concentracion de 200 pg/ml de proteina, exceptuando la PLA> de la subfraccion

P30 (Figuras 11, 12 y 13).
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Figura 11. Curva dosis-respuesta de la actividad fosfolipasa (PLA) en el extracto

total (ET). Los simbolos corresponden a las fosfolipasas A1 (O) y Az (@).
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de la actividad fosfolipasa (PLA) en la subfraccion

P30. Los simbolos corresponden a las fosfolipasas A1 (A) y Az (A).
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Figura 13. Curva dosis-respuesta de la actividad fosfolipasa (PLA) en la subfraccion
S30. Los simbolos corresponden a las fosfolipasas A (L) y A2 (H).
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Determinacion del pH optimo de actividad

Evaluamos y determinamos el pH Ooptimo de la actividad fosfolipasa en ambas
subfracciones (P30 y S30) y el extracto total (ET) a distintos valores de pH (4, 6, 8 y 10).
Dejamos incubar por 45 min a 37 °C, 200 pg/ml de PLA de una mezcla de ensayo para
fosfolipasa, a distintos pH (4, 6, 8 y 10). Analizamos mediante cromatografia en capa fina el
contenido en cada muestra de ['*C]LFC, ['*C]FC y ["*C]AGL y las cuantificamos con ayuda de
un contador de centelleo liquido. Observamos que a pH 8 se encuentra la mayor actividad

fosfolipasa, tanto para la PLA| como para la PLA> (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Evaluacion del pH 6ptimo de la actividad fosfolipasa tipo A1 (PLA}). Los
simbolos corresponden al extracto total (ET) (O), y las subfracciones P30 (A) y S30
(=)
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Figura 15. Evaluacion del pH 6ptimo de la actividad fosfolipasa tipo Az (PLA>). Los
simbolos corresponden al extracto total (ET) (@), y las subfracciones P30 (A) y S30
().

Determinacion de la dependencia de Calcio

Por ultimo, determinamos la dependencia de calcio de la actividad fosfolipasa en
ambas subfracciones (P30 y S30) y el extracto total (ET) a pH 8. Dejamos incubar por
45 min a 37 °C, 200 pg/ml de PLA de una mezcla de ensayo para fosfolipasa con
distintas concentraciones de Calcio (1 y 2 mM). Analizamos mediante cromatografia
en capa fina el contenido en cada muestra de ["*C]LFC, ["*C]FC y [“C]AGL y las
cuantificamos con ayuda de un contador de centelleo liquido. Notamos mayor actividad
para la subfraccion S30 al adicionar ImM de Calcio, para ambos tipos de PLA’s, pero
al adicionar 2mM detectamos una mayor actividad fosfolipasa en el ET para ambas
PLA’s. Por otra parte, notamos que la actividad fosfolipasa se mantiene constante al

adicionar, tanto 1 como 2 mM de Calcio, para la subfraccion P30 (Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Evaluacion de la dependencia de Calcio de la fosfolipasa tipo A1 (PLA1).

Los simbolos corresponden al extracto total (ET) (O), y las subfracciones P30 (A) y
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Figura 17. Evaluacion del pH 6ptimo de la actividad fosfolipasa tipo Az (PLAz2). Los

simbolos corresponden al extracto total (ET) (@), y las subfracciones P30 (A) y S30

(H).
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DISCUSION

Si bien el papel patologico de algunas cepas bacterianas especificas durante las
enfermedades periodontales estd bien documentado, el impacto de los pardsitos en la
fisiopatologia del periodonto alin est4 en debate (Marty et al., 2017) tal es el caso de la
patogénesis y virulencia de 7. tenax, las cuales no estan completamente entendidas,
aunque ya se han identificado posibles moléculas de este parasito que pueden causar
dafio a las células y tejidos del hospedero (Schwebke y Burgess, 2004). Hasta ahora no
se ha encontrado evidencia cientifica sobre la fisiopatologia de la virulencia de 7. tenax

con respecto a las enfermedades periodontales en animales (Marty et al., 2017).

En nuestro grupo estamos interesados en estudiar los posibles factores
involucrados en las actividades de fosfolipasas en este parasito, ya que no existe
evidencia cientifica sobre estas actividades. Por otro lado, desde hace algunos afos se
ha propuesto algunos factores de virulencia en 7. tenax, con presencia de actividades
biologicas asociadas a membrana o liberadas al medio de cultivo que podrian estar
involucradas en los mecanismos de adhesion o de citdlisis que se han descrito ya en
este parasito, tales son: Proteinas similares a la fibronectina, responsables de la
adhesion de los tejidos (Bozner y Demes, 1991), también se ha encontrado actividad
de proteasas tipo cistein proteasas, las cuales hidrolizan colageno tipo I, Il y IV
(Bozner y Demes, 1991), dos tipos de hemolisinas, una similar a una proteina, la otra
similar a los lipidos (Nagao et al., 2000) y actividad de proteinasas de tipo catepsina-
B (Yamamoto et. al., 2000). Recientemente Ribeiro et al. analizaron la relacion in vitro
de T. tenax con células de mamiferos (Ribeiro ef al., 2015) en las que confirmaron la
capacidad de los flagelos para adherirse a las células epiteliales periodontales, en las
que después de solo 6 h, T. tenax en el co-cultivo alterd algunas de las células en el

tejido, induciendo dafio a la membrana y apoptosis de la célula.

Las fosfolipasas extracelulares se han implicado como factores de patogenicidad
para varios organismos como Clostridium perfringens, Rickettsia spp., Toxoplasma
gondii, Entamoeba histolytica, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus

(Ibrahim ef al., 1995), aunque también se han visto fosfolipasas del tipo A implicadas
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en trofozoitos de 7, vaginalis (Vargas-Villarreal et al., 2005). En esta ultima
encontramos que la fraccion proteica de S30 y P30 provenientes de extractos de
trofozoitos cultivados de 7. vaginalis (Vargas-Villarreal et al., 2005), presentan
actividad hemolitica directa danando la membrana de los eritrocitos a pH 6.0 y 8.0 en
presencia de 1 mM de Ca?* (Vargas-Villarreal et al., 2003). Después observamos que
esta actividad fue inhibida con un inhibidor especifico de fosfolipasas el inhibidor de
Rosenthal (Vargas-Villarreal et al., 2003), lo cual confirmaba que en dicha actividad
hemolitica estaban involucradas las fosfolipasas como factores de virulencia, lo cual
sugiere que tanto la actividad hemolitica como fosfolipasa tienen el mismo mecanismo

de accion.

En este trabajo nosotros hemos caracterizado parcialmente, la principal actividad
fosfolipasa de los trofozoitos de 7, tenax, dada su presunta importancia como factor
de virulencia de este parasito, por tal motivo usamos un método de deteccion con
mucha precision y reproducibilidad (el radioensayo). Este consiste para cuantificar la
actividad de fosfolipasa tipo A1 y Az en extractos subcelulares de 7. fenax. La cual
consiste en usar: i) L-1-2-dipalmitoil-[2-palmitoil-'*C]-fosfatidilcolina, para
determinar la actividad de fosfolipasas A1y Az ya que este sustrato esta marcado en el
carbon 1 del 4cido palmitico esterificado en la posicion 2 del glicerol, considerando
que si la radioactividad se encontraba en la mancha cromatografica correspondiente a
Lisofosfatidilcolina (LFC), pero no a la mancha de é4cidos grasos libres (AGL) la
enzima sera del tipo Ai. En caso contrario, la actividad corresponderia a una actividad
de fosfolipasa tipo A». Los lipidos marcados fueron diluidos con fosfatidilcolina fria
(sin marcar) a una concentracion especifica de 1800 pCi/mole y solubilizadas en
presencia de 0.4% de Triton X 100. Esta mezcla fue diluida 1:1 con las muestras de
ensayo (extracto total, S30 o P30) de 7. tenax. El ensayo final (0.02 mL) contenia 100
mM de Tris-HCI, pH 8.0, usado como amortiguador, 0.138 mM de fosfatidilcolina fria,
0.2 % de tritén X 100 y la muestra.

Este método de radioensayo presenta varias ventajas con respecto a otros métodos

como: a) realizamos los ensayos en menor tiempo con respecto a los métodos
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tradicionales sin usar radiactividad, b) como se requiere cantidades pequenas de
material bioldgico y reactivos podemos usarlos para futuras determinaciones en este

tipo de actividades.

Elegimos a la cepa ATCC-30207 de 7. tenax, la cual obtuvimos del ATCC
(American Type Culture Collection) para caracterizar las fosfolipasas A de este
protozoario, porque a la fecha no hay reportes cientificos en ninguna de las plataformas
de busqueda de la presencia e identificacion de este tipo de enzimas en los trofozoitos

de T. tenax.

Nuestro primer paso consistid en tener los parametros de crecimiento de este
protozoario, para definir tanto los dias de incubacién como el indculo para obtener
cultivos crecidos en la fase exponencial y por ende en las mejores condiciones
fisiologicas. Para ello, obtuvimos la ecuacion lineal de crecimiento los trofozoitos de

T. tenax.

Los tiempos de generacion y duplicacion obtenidos fueron de 12 h 37 miny 8 h
44 min respectivamente, se observa que la fase exponencial de 7. tenax se extiende

hasta las 96 h en medio TYI-S-33 adicionado con suero bovino (Figura 6).

Una vez obtenidos los mejores pardmetros de crecimiento de T. tenax en primer
instancia, lo que hicimos, bajo nuestra experiencia en deteccion de este tipo de
actividades, usamos varios criterios como: a) obtener los extractos totales de los
trofozoitos de 7. tenax, mediante homogenizacion mecanica (tipo Elvejehm Potter),
donde preservamos al maximo la compartamentalizacion subcelular ya que otros
métodos como la sonicacion o ciclos repetidos de congelacion y descongelacion
pueden dafiar irreversiblemente a las actividades enzimaticas (Vargas-Villarreal et al.,
1995), y b) un esfuerzo extra se presentd cuando usamos la fraccion P30, ya que esta
es asociada a membranas plasmaticas (Said-Fernandez y Lopez-Revilla, 1986), lo cual
implico el uso de métodos de solubilizacion, usando la presencia de detergentes como
el Triton X 100, el cual no afecta a las actividades de tipo fosfolipasa A (Van Den

Bosch, 1980; Vargas-Villarreal ef al., 1995).
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En el estudio de la posible participacion de la presencia de las fosfolipasas A en T.
tenax por ser la cepa que hay en la ATCC, siendo que Trichomonas spp. da un alto
rendimiento en los cultivos, asegurando la cantidad necesaria de masa y proteina para
caracterizar parcialmente actividades, que en nuestro caso fue las actividades de

fosfolipasas.

En el estudio de la posible participacion de las fosfolipasas en la virulencia de 7.
tenax, usamos el método de radioensayo ya que este método ya estd adaptado y
probado, para determinar y cuantificar actividad de fosfolipasa del tipo A, pudimos
demostrar en primera instancia que el extracto total de proteinas obtenido por
homogenizacion de los trofozoitos de 7. femax, cuando observamos que la
radioactividad en las manchas correspondientes a ['“C]-LFC y ['“C]-AGL se
incremento con respecto al tiempo de incubacion (figura 8), lo que nos confirmaba que

el extracto total de 7. fenax, presenta actividad de fosfolipasas del tipo A1y As.

Durante la caracterizacion de la actividad fosfolipasa del extracto total de 7. fenax
este extracto total, lo fraccionamos usando centrifugacién a alta velocidad (30,000 g)
con el propdsito de obtener la parte soluble (S30) y la parte no soluble (P30),
conteniendo membranas celulares y dendritos celulares no solubles (proteinas no

solubles, pegadas a membranas principalmente).

Durante la caracterizacion de la actividad de fosfolipasa A1y Az de T. vaginalis
encontramos actividad contundente, el primer paso fue si 7. tfenax presentaba dicha
actividad, nosotros determinamos la presencia de dicha actividad con el sustrato
especifico ['*C]-FC, marcado en la posicion 2 del 4cido palmitico del carbono dos del
glicerol, considerando que si la radioactividad se localizaba en la mancha
correspondiente a ["*C]-LFC pero no en la del ['*C]-acido palmitico seria una
fosfolipasa del tipo A1, de lo contrario seria una actividad de fosfolipasa del tipo Ao,
cuando sometimos este sustrato, con 200 pg de proteina del extracto total, encontramos
un claro incremento de actividad hasta los 120 min de incubacion, lo cual confirma por
primera vez la presencia de actividad de fosfolipasas del tipo A1y Az en T. tenax, ya

que la radioactividad estuvo en ambas manchas de cromatografia correspondientes a
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['“C]-LFC y ["C]-AGL. En la Figura 8, se observa que dichas actividades de
fosfolipasas A1 y Az se incrementan linealmente hasta los 30 min de incubacion,
después de este tiempo las actividades ya no son lineales, aunque hay un incremento
hasta los 120 min de incubacién, mayor tiempo de este limite no representa mayor
actividad, También nos percatamos que la actividad de fosfolipasa A fue 30 % mayor

que la fosfolipasa de tipo Az (Figura 8).

Cuando usamos las subfracciones S30 y P30 (Figuras 9 y 10), representa las
actividades de fosfolipasas del tipo A1 y A2, confirmando la presencia de dichas

actividades en T. tenax.

Una vez adaptado y probado el sistema quisimos determinar la cantidad de proteina
necesaria para tener la maxima actividad fosfolipasa a diferentes concentraciones de
proteinas de ET, S30 y P30 (Figuras 11, 12 y 13) donde encontramos un incremento de
radioactividad en las manchas cromatograficas de ['*C]-LFC (PLA;) y ["*C]-AGL
(PLA>). Donde la PLA; fue un 30 % mas activa que PLA», en todos los casos. Esto nos
indica que T. tenax, presenta actividad de fosfolipasa en forma soluble en la subfraccion
S30 y ademads en forma particulada posiblemente pegada a membrana de la subfraccion
P30. Lo cual es parecido a lo encontrado en 7. vaginalis, pero el efecto de la PLA; con
mayor actividad nos hace pensar que esta enzima se requiere mas en el trabajo estricto
de recambio de fosfolipidos en las membranas plasmaticas y, posiblemente, las
fosfolipasas del tipo Az sean para hacer dano a las células del hospedero, (Shier, 1979;
Lehninger, 1979). Esto lo afirmamos por la amplia informacion cientifica que

corrobora las actividades de estas enzimas (Van Den Bosch, 1980).

Por otro lado, nosotros determinamos el efecto del pH, sobre el extracto total, S30
y P30, obtenidas de 7. fenax. Encontramos que las tres fracciones presentan dos picos
de actividad una a pH 6.0 y 8.0. Con respecto a PLA; y PLA: (Figura 14 y 15,
respectivamente) observamos que en las tres fracciones las PLA; y PLA> a pH 8.0
presenta un incremento del 30 % aproximadamente con respecto a pH 6.0; éste marcado
pH 6ptimo alcalino para PLA estd en contraste directo con el pH 4cido a neutro 6ptimo

para PLA>, lo cual destaca el hecho de que la PLA; y la PLA> son dos enzimas distintas

46



en T. tenax de acuerdo con otros organismos estudiados hasta ahora (DeSilva y Quinn,

1986).

Sabemos que el pH de la boca de un paciente se localiza entre el pH de 5.6 a 7.9
lo cual es congruente con el pH encontrado para ambas actividades PLA| y PLA> de T.
tenax, por lo que estas enzimas podrian intervenir como posibles factores de virulencia,
sobre todos las PLA> ya que estas son las mas usadas por mamiferos para la destruccion
de membranas plasmaticas celulares (Van Den Bosch, 1980; Hawthorne y Ansell,

1982).

Para continuar la caracterizacion de las fosfolipasas de 7. tenax, investigamos si
estas dependian de Calcio, ya que la gran mayoria de estas enzimas reportadas en la
literatura requieren como cofactor al calcio para ser activas (Van Den Bosch, 1980;

Dennis, 1983).

En las Figuras 16 y 17, encontramos que tanto las fosfolipasas A1 y Az son
dependientes de calcio su actividad, esto lo afirmamos ya que, si en las mezclas de
reaccion no se adicionaba calcio, no encontrabamos actividad de estas enzimas.
Ademas, determinamos que la maxima actividad en ambas subfracciones S30 y P30
fue de 1 mM de este catién, mayor concentracion de calcio no se vio un incremento
estadisticamente satisfactorio; donde si lo hay es en el Extracto total, donde en ambos

tipos de PLA| y PLA>, se incrementan su actividad en un 15% aproximadamente.

Con estos resultados determinamos las caracteristicas de las fosfolipasas del tipo
A1y A, en las subfracciones S30 (solubles) y P30 (particuladas), encontrando la

presencia de actividad en ambas fracciones.

47



CONCLUSIONES

Confirmamos la existencia por primera vez, que el extracto total y las subfracciones

S30 y P30 de T. tenax, presentan actividad de fosfolipasas.

En ambas subfracciones S30 (solubles) y P30 (particulada) se presenta actividad de
fosfolipasas del tipo A1y Az, presentandose una mayor actividad fosfolipasa del tipo

Al

Al presentarse mayor actividad fosfolipasa del tipo A1 (PLA1) nos hace pensar que
esta enzima se requiere mas en el recambio de fosfolipidos en las membranas
plasmaticas, mientras que la actividad fosfolipasa del tipo A2 (PLA?) sea para hacer

dafio a las células del hospedero.

Encontramos que los requisitos de calcio (ImM) y las condiciones de pH (6 a 8) en
la que determinamos la actividad de las fosfolipasas, se debe en realidad a dos tipos

de fosfolipasas una A1 y otra Az, ambas calcio-dependientes.
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PERSPECTIVAS

Las fosfolipasas detectadas in vitro en esta tesis podrian jugar un papel importante
en las lesiones en la boca o en otros 6rganos como pulmon, (Porcheret et al., 2002;
Govro y Stuart, 2016; Mallat et al., 2004; Hersh, 1985; Duboucher et al., 2000), ya que
las fosfolipasas se caracterizan por producir zonas necroticas, en donde la destruccion
tisular podria deberse a que los trofozoitos de 7. fenax liberen citotoxinas activas o
precursoras de ellas, mediante exocitosis o autolisis. La liberacion de las fosfolipasas
por estos mecanismos traeria como consecuencia que ataque las membranas
plasmaticas de las células adyacentes y producir acidos grasos libres y
fosfolisoderivados los cuales actiian como detergentes (Van Den Bosch, 1980), esto
potenciaria a las fosfolipasas de las membranas plasmaticas o bien intercalandose sobre
las membranas de las células blanco y auto-lisaindolas provocando la no fluidez de

membrana y la lisis de las células afectadas.

Ademas, las fosfolipasas de 7. temax podrian actuar directamente como enzimas
hidroliticas sobre los fosfolipidos de las membranas celulares, como sucede en otras

fosfolipasas conocidas (Ibrahim et al., 1995; Vargas-Villarreal et al., 2005).

Este hallazgo que acabamos de describir contribuye en el proceso de identificar
los posibles factores patogénicos de 7. tenax, abriendo la posibilidad inmediata de
purificar estas fosfolipasas mas adelante para finalmente analizar su contribucion en la

virulencia de T. tenax.
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