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1. Introducciéon

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la
tricomoniasis, se considera la mas frecuente enfermedad
de trasmision sexual y es curable, la cual produce una
infeccion en el tracto urogenital tanto en mujeres como
en hombres, se asocia en mujeres con un bajo peso de sus
bebés al nacer y como cofactor en la transmision y
adquisicion del HIV.

2. Contenido

T. vaginalis infecta anualmente a 170 millones de
personas en el mundo. Las esfingomielinasas (EML), las
han implicado en importantes procesos fisiologicos y
patofisiologicos: digestion y recambio de esfingomielina
y a las ceramidas como segundos mensajeros. Se les ha
propuesto como un factor de virulencia en otros
microorganismos:  Clostridium  perfigens,  Listeria
ivanovii y Bacillus subtilis. Debido a lo anterior la
blsqueda y caracterizacion de las EMLs en T. vaginalis
es un requisito para establecer su papel en el mecanismo
patogénico de este parasito. En el presente trabajo se
identifico y se caracteriz parcialmente la actividad de
EML en el extracto total y fracciones P30 y S30 de T.
vaginals, mediante el método de radioensayo, usando una
esfingomielinasa marcada con carbono catorce ['“C]-
EML, donde esto aumenta mucho la sensibilidad del
método de deteccion. Como paso inicial, utilizamos la
cepa GT-15 de T. vaginalis en medio PEHPS, ya que esta
cepa es la mas viruelnta que se conoce. Una vez que
obtuvimos los trofozoitos los rompimos con 100 golpes
de un homogenizador del tipo Elvehjem-Potter para
obtener el extracto total (este método nos garantiza la
conservacion de las actividades enzimaticas en mejor
forma). Una vez obtenida el extracto total, parte de este
extracto lo centrifugamos a 30, 000 x g y obtuvimos el
sobrenadante (S30) y el precipitado (P30). Después
utilizamos 2.5 uCi de [N-metil '*C]-esfingomielina como
sustrato en una mezcla de reaccion con cada una de las
fracciones subcelulares y se incubaron a 37 °C en una
camara humeda de 0-60 minutos. Separamos los lipidos
mediante cromatografia en placa fina y determinamos la
radioactividad usando un contador de centelleo liquido.
Para discernir el tipo de EML C o D wusamos
cromatografia en placa fina bi-direccional 'y
determinamos  las  fracciones  radioactivas  por
autoradiografia. Después utilizamos el substrato
especifico el [N-metil '“C]-esfingomielina, para obtener
curvas contra tiempo (0-150 min) y dosis-respuesta.
Determinamos el efecto del pH sobre la actividad de

EML. Los pH de 2, 4.5, 5, 5.5, y 6 los ajustamos con
acido acéticoy los de 7, 7.5, 8, 9 y 10 con Tris-base 2 M.
Determinamos las dependencias de la actividad de EML
en la presencia de varias concentraciones de cationes:
EDTA, calcio, zinc, mercurio, magnesio, manganeso y
cobalto. T. vaginalis presenta un tiempo de duplicacion
de 3.45 h y de generacion 5.05 h a 40 h de incubacion.
Hemos identificado y caracterizado (por primera vez)
actividad de esfingomielinasa (EML) en extractos totales
de T. vaginalis, donde en la fraccion particulada P30 se
encuentra esta actividad en su totalidad. Usando
cromatografia en placa fina, bi-direccional determinamos
que esta actividad pertenece al tipo C y es dependiente de
tiempo y la dosis, alcanzando a 150 min 22.8 U/mg/h con
400 pg. Esta actividad presenta dos picos de actividad a
pH's de 5.5 y 7.5 (méxima actividad). Cuando usamos
diferentes cofactores encontramos que con Manganeso la
actividad se incrementd 1.97 veces. La caracterizacion
fisicoquimica es un requisito para intentar su purificacion
a homogeneidad y determinar asi su posible contribucion
como factor de virulencia.
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