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ABSTRACT: Trichomonosis is one of the most
prevalent nonviral sexually transmitted infection (S.T.I.)
worldwide, with an estimated 276 million cases per year
according to WHO overview. Little attention is paid to
this disease, although more than 50% of S.T.I. curable
are caused by this protozoon. Clinically, Trichomonas
vaginalis infection can produce a wide range of
pathological  manifestations, from asymptomatic
presentation to severe inflammatory and invasive lesions
in the genitourinary tract of both men and women. The
possible role displayed by 7. vaginalis as a viral vector
might also explain its role as a risk factor in the
development of cervical and prostate neoplasia. In
addition, trichomonosis is strongly associated with
transmission and acquisition of other bacterial and viral
pathogens like HIV. T. vaginalis is a very complex
organism and has developed diverse mechanisms for the
colonization of the genitourinary tract probably due to
its extensive genome. This parasite must survive in a
hostile environment exposed to continue fluctuations.
Surprisingly, 7. vaginalis possesses one of the largest
and most repetitive genomes, with a core set of 60,000
protein-coding genes. According to all these features, T.
vaginalis could be considered an excellent model of
parasite to be studied in order to better understand the
dynamics and immune evasion mechanisms of such
versatile parasite.
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RESUMEN: La tricomonosis urogenital humana,
causada por el parésito Trichomonas vaginalis, es una
de las infecciones de transmision sexual (I.T.S.) de
mayor prevalencia en el mundo, con un total de 276
millones de casos cada afio, segun la OMS.Algunos
autores la han calificado como una enfermedad
desatendida u olvidada ligada a la pobreza, a pesar de
que mas del 50% de las I.T.S. curables se deben a este
agente etioldgico. La tricomonosis cursa con un rango
amplio de manifestaciones clinicas, que van desde casos
asintomaticos hasta cuadros mas graves e invasivos de
los conductos genitourinarios. Se ha relacionado la
infeccion con el riesgo de adquisicion y transmision del
VIH y de lesiones preneoplasicas de cérvix y prostata.
Este protozoo pardsito presenta una gran variabilidad
intraespecifica en su comportamiento patogénico,
probablemente por el tamafio y complejidad de su
genoma, con mas de 60.000 genes codificantes. Es
capaz de sobrevivir y colonizar un nicho complejo
sometido a constantes fluctuaciones, el aparato
genitourinario, pasando desapercibido en muchos casos.
El tamafio y complejidad de su genoma convierten a 7.
vaginalis en un parasito de gran interés cientifico para el
estudio de los mecanismos de patogenia y evasion de la
respuesta inmune.
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1. INTRODUCCION

Las LT.S. son una de las principales causas de
morbilidad e infertilidad con graves consecuencias
médicas y psicologicas para hombres, mujeres y nifios. Se
han descrito hasta 30 patdgenos transmisibles por contacto
sexual entre los que se encuentra un Unico parasito:
Trichomonas vaginalis (1). La tricomonosis urogenital
humana es una enfermedad olvidada (2, 3) responsable de
mas de 276 millones de infecciones anuales seglin el
ultimo informe de la OMS (4). Sin embargo, estos datos
epidemioldgicos podrian estar subestimados debido a la
alta tasa de casos asintomaticos, especialmente en el
hombre (5) y al no ser una enfermedad de declaracion
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obligatoria fuertemente asociada a la pobreza (2, 3). Este
parasito presenta uno de los genomas de mayor tamafio y
complejidad jamas secuenciados en un organismo
unicelular. Se encuentra constituido por mas de un 60% de
secuencias repetitivas y en torno a 60.000 genes
codificantes, muchos de ellos homologos a los de otros
organismos con los que puede co-habitar en el nicho
genitourinario: VIH o Treponema entre otros (6). La
presencia de un genoma tan grande podria explicar como
un organismo unicelular como Trichomonas es capaz de
colonizar y sobrevivir pasando desapercibido en
numerosos casos en un ambiente tan hostil como el nicho
genitourinario sometido a constantes fluctuaciones
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ecologicas y fisiologicas. 7. vaginalis muestra una elevada
variabilidad intraespecifica  habiendo  desarrollado
numerosos mecanismos patogénicos dependientes e
independientes de contacto que influyen decisivamente en
la variabilidad clinica de la infeccion.

Con el objetivo de entender en mayor profundidad el
comportamiento patogénico de un pardsito cuyo genoma,
recientemente secuenciado por el equipo de Carlton en
2006, ha revolucionado la idea preconcebida de este
protozoo, se realiza una revision sobre su morfologia y
ciclo bioldgico, asi como de la patogenia descrita hasta el
momento (6). Aunque se ha intentado buscar marcadores
moleculares capaces de discernir entre aislados en base a
su patogenia y consecuencias clinicas, la complejidad que
muestra T. vaginalis hace que esta biisqueda siga vigente.
Asimismo, se hace una amplia descripcion de los métodos
de diagnodstico desarrollados hasta el momento y el
tratamiento farmacoldgico que existe para tratar una de las
L.T.S. mas importantes de nuestro siglo.

2. MORFOLOGIA

La morfologia de T. vaginalis es muy variable. Desde
aspectos piriformes, semilunares, esferoidales en medios
liquidos, con una actividad locomotriz muy intensa, hasta
formas ameboides en medios solidos (agar), que

disminuyen su movilidad. Los agentes que operan tal
polimorfismo son maultiples: la flora bacteriana
concomitante, pH y presion osmotica del entorno, asi
como la riqueza de nutrientes del medio. El tamafio de la
especie en preparaciones fijadas y tefiidas es de 9,70 +
0,07 x 7,00 £ 0,04 um, produciéndose un incremento de un
tercio en los trofozoitos vivos (7).

El movimiento vibratorio y adireccional caracteristico
de T. vaginalis se debe a la presencia de cinco flagelos,
uno de los cuales es recurrente y constituyente
fundamental de un organulo motor complejo: la membrana
ondulante. Esta alcanza la mitad del cuerpo, presentando
una laminilla marginal periddica conectada al primer
cinetosoma por una estructura filamentosa. La Figura 1
muestra de forma esquematica la morfologia del protozoo.
El complejo cinetosomal estd compuesto por unas
estructuras cilindricas llamadas cinetosomas, a las que se
encuentra anclado cada flagelo en su extremo anterior. Los
cuatro cinetosomas de los flagelos anteriores se disponen
rodeando a un quinto que da origen al flagelo posterior o
recurrente (FR). El numero de flagelos presentes en el
trofozoito, asi como la longitud de la membrana ondulante
(Mo), son caracteristicas morfologicas con valor
taxondmico.

FR

Figura 1. Morfologia piriforme de Trichomonas vaginali. Esquema morfologico de un tricomonadido en el que se observa: Complejo
cinetosomal, compuesto por los cuatro cinetosomas de los flagelos anteriores y el quinto del flagelo recurrente (FR). La costa (coloreada
de marrdn), cuyo origen comienza en los cinetosomas 2 y 5, y ejerce de soporte de la membrana ondulante (Mo). El aparato parabasal,
formado por los filamentos parabasales que conectan el complejo cinetosomal con el complejo de Golgi (Go). Complejo pelta-axostilar
(de color amarillo), constituido por la pelta que soporta el canal periflagelar de donde emergen los flagelos y el axostilo (Ax). En color
gris se representan los hidrogenosomas (h), con localizacién fundamentalmente paraxostilar y paracostal.
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El citoesqueleto, con funciones motoras y
reproductoras, estd formado por microtiibulos que dan
lugar a la formacién de diversas estructuras como el
complejo pelta-axostilar, la costa y los filamentos
parabasales. El axostilo (Ax) constituye el eje de la célula
sobresaliendo en la parte posterior del protozoo en forma
de punta de flecha y uniéndose en la region anterior a la
pelta, estructura citoesquelética con forma de media luna
que rodea el area de donde emergen los flagelos anteriores.
El complejo pelta-axostilar engloba el nucleo (Nu) y al
aparato parabasal, formado por fibras estriadas que
conectan las vesiculas de Golgi (Go) o dictiosomas al
aparato flagelar. La costa, formada por un haz de fibras
estriadas, se encuentra asociada al cinetosoma del flagelo
recurrente ejerciendo una funcion de soporte mecanico a la
membrana ondulante (Mo).

El ntcleo (Nu) se localiza en la porcion anterior del
trofozoito, rodeado por una membrana nuclear porosa. Los
tricomonadidos poseen un genoma de gran tamaiflo,
organizado en 4 a 6 cromosomas segin el género, con un
tamafio variable, siendo mayor en los géneros
Trichomonas 'y Tritrichomonas (133-177 Mb) mientras
que Tetratrichomonas gallinarum presenta el mas pequeno
(86 Mb), dentro de las especies estudiadas (8). T. vaginalis
se considera, hasta la fecha, el organismo unicelular con el
genoma mas grande secuenciado (Giardia duodenalis: 12
Mb, Plasmodium falciparum: 23 Mb).

El citoplasma presenta numerosas vacuolas y vesiculas
relacionadas con procesos de endocitosis, digestion y
transporte, asi como ribosomas e hidrogenosomas (h)
estrechamente unidos a granulos de glucogeno y al reticulo
endoplasmatico rugoso (9). Los tricomonadidos son
protozoos microaero6filos, carentes de mitocondrias y
peroxisomas. Se alimentan mediante procesos de
pinocitosis y fagocitosis, que tienen lugar preferentemente
en la region posterior de la célula, formando vacuolas de
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distintos tamafios. Los organulos implicados en el
metabolismo energético son los hidrogenosomas (h),
descubiertos por Lindmark y Miller en 1973. Estos
organulos, presentes en protozoos de la superclase
Parabasalia, estan evolutivamente relacionados con las
mitocondrias. Se localizan en su mayoria en las regiones
paraxostilar y paracostal, tienen una forma esférica o
ligeramente alargada, con un tamaflo que oscila entre 0,2 a
1 um de diametro, aunque en condiciones de estrés como
un tratamiento farmacologico, pueden llegar a duplicar su
tamafio (9). El hidrogenosoma es el responsable de la
formacion de ATP mediante la oxidacion del piruvato y el
malato en condiciones anaerObicas. Los hidratos de
carbono son la principal fuente de ATP del tricomonadido,
comenzando su metabolismo en el citosol, donde se lleva a
cabo la glicolisis. Algunos intermediarios de esta ruta
metabolica, como el piruvato o el malato, continian su
catabolismo en los hidrogenosomas. El piruvato sufre una
descarboxilacion ~ oxidativa por accion de la
piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) formando
acetato, Hy y CO,. La ferredoxina (Fd), actia como
proteina transportadora de electrones en el hidrogenosoma
y una vez reducida por la acciéon de la oxidorreductasa,
vuelve a ser oxidada mediante la accion de la hidrogenasa
(HD) produciendo hidrogeno molecular. Este organulo
recibe su nombre por el hidrogeno molecular que generan
durante el metabolismo energético en condiciones
anaerobicas.

Como muestra la Figura 2, el metabolismo de los
hidratos de carbono se lleva a cabo parcialmente en el
hidrogenosoma y no finaliza con la oxidacion completa de
la glucosa. Los productos que se generan tras el
metabolismo son acetato, lactato, malato, glicerol, CO, e
H,. Este metabolismo energético comienza en el
citoplasma a través de la via clasica Embden-Meyerhoff-
Parnas con la obtencion de ATP (9).
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Figura 2. Ruta de la glicolisis y la descarboxilacion oxidativa en 7. vaginalis.

3. CICLO BIOLOGICO

T. vaginalis es un parasito de transmisiéon sexual de
ciclo bioldgico directo. Solo presenta formas flagelares o
trofozoitos, no existiendo ninguna forma de resistencia o
quiste en su ciclo vital. Aunque se han descrito formas
redondeadas en ambientes desfavorables o cultivos
agotados, este estado es reversible en cuanto el parasito
vuelve a encontrarse en un medio adecuado y rico en
nutrientes. Estas formas polimastigontes o pseudoquisticas
son organismos esféricos e inmoviles caracterizados por la
internalizacion de los flagelos y de la membrana ondulante
(10).

El tnico hospedador natural de 7. vaginalis es el ser
humano. Su multiplicacion se produce en la mucosa
genitourinaria del hombre y la mujer mediante
criptopleuromitosis. Este tipo de fisidbn binaria se
caracteriza por la formacion de un huso microtubular o
spindle de localizacion externa al ntcleo. La membrana
nuclear se mantiene y los microtibulos se polarizan en dos
organulos llamados atractoforos, que realizan el papel de
los centrosomas. La division comienza con la duplicacion
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de las estructuras cinetosomales, seguida de la division del
nicleo mediante mitosis. La Figura 3 muestra un
trofozoito durante el proceso de division en dos células
hijas.

Figura 3. Trofozoito en criptopleuromitosis. En la region
anterior se observan los dos penachos flagelares, los complejos
cinetosomales duplicados y los nucleos.

Algunos autores han estudiado la viabilidad de T.
vaginalis en otras localizaciones anatomicas distintas al
tracto genitourinario. Ryu et al. (11) determinaron la
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supervivencia de los trofozoitos en distintas condiciones,
estimando una supervivencia inferior al 10% tras exponer
la muestra a 4 °C durante 30 minutos. 7. vaginalis es muy
sensible al aumento de temperatura, no pudiendo
sobrevivir a mas de 45 °C. Al no presentar formas de
resistencia es susceptible a los detergentes y aguas
cloradas, recuperandose menos de un 10% de parasitos
viables tras 24 h en muestras de orina.

Se han descrito casos de transmision vertical de madre
a neonato a través del canal del parto. La mayoria de las
tricomonosis neonatales son asintométicas o se logra la
curacion espontanea de las mismas tras la disminucion de
los niveles de estrogenos maternos en el recién nacido a
partir de la sexta semana (12) o tras el tratamiento con
metronidazol (MTZ) (13).
Duboucher et al.(14) diagnosticaron la coinfeccion por 7.
vaginalis y Pneumocystis en un varén VIH' con problemas
respiratorios. Aunque la presencia de tricomonadidos en
pulmén se asociaba a 7. tenax (13, 15, 16), un comensal
humano de localizacion oral, los estudios gendmicos han
permitido identificar otros tricomonadidos (7. vaginalis,
Pentatrichomonas hominis y Tetratrichomonas spp.) en
pacientes con afecciones pulmonares (14, 17-19)..

4. CARACTERIZACION GENOTIPICA

El genoma de 7. vaginalis es uno de los de mayor
tamafio secuenciado en un organismo vivo, incluido el
hombre. Esta constituido por aproximadamente 160 Mb
organizados en 6 cromosomas y en torno a 46.000 genes
codificantes (6, 20). Mas del 65% del genoma esta
compuesto por familias génicas repetidas entre las que se
encuentran un elevado porcentaje de elementos
transponibles y secuencias codificantes para proteinas
homologas presentes en bacterias (Treponema pallidum y
Chlamydia poxvirus), virus (VIH) y otros protozoos
parasitos como Entamoeba histolytica, Leishmania major
o Giardia duodenalis (6). Algunos estudios mencionan la
posible incorporacion de ciertos genes bacterianos por T.
vaginalis mediante un proceso de transferencia genética
lateral (21, 22). Strese et al. (22) definen este fenomeno
como la adquisicion e incorporacion de material genético
de un organismo donador, sin que exista un proceso de
transferencia sexual o vertical, en al menos un 0,25% de
los genes de este protozoo. La transmision potencial se
habria producido mediante un proceso de fagocitosis,
seguido de una fision binaria, que habria incorporado en su
genoma y en el de sus células hijas dichos genes, sin la
necesidad de estar presentes en un gameto para poder ser
transmitido a la progenie, como ocurriria en un organismo
de reproduccion sexual. Esto explicaria como T. vaginalis
puede tener tantos genes homologos al de otros
organismos eucariotas y procariotas (6). Este fenomeno ya
se ha descrito en otros protozoos parasitos como Giardia o
Entamoeba (23). Sin embargo, la ausencia de genes
procariotas en Tritrichomonas tenax y Trichomonas
gallinae parece indicar que este fenomeno de transferencia
debid suceder tras la divergencia de ambos géneros (22).
La presencia de, al menos, un 5% de familias génicas
inestables o pseudogenes, que han sufrido eventos de
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duplicacion reciente, también podria haber contribuido al
aumento del genoma de este parasito (24). En lo que
respecta al genoma de 7. vaginalis, algunos autores
atribuyen su tamafio a uno o varios procesos de expansion
y duplicacion de las familias génicas completas durante la
evolucion de los parabasalidos, especialmente durante la
transicion de 7. vaginalis de una localizacion intestinal al
tracto genitourinario (8). Existen numerosas incdgnitas en
cuanto al por qué de un genoma tan grande y repetido asi
como a la posible relacion que pueda existir con su
patogenia. Algunos autores han postulado que la
duplicacion de genes y, por consiguiente, la aparicion de
genes redundantes, podrian estar asociados a la
supervivencia del parasito ante los cambios drasticos de su
ecosistema natural. Este hecho explicaria como cientos de
genes pueden aumentar o disminuir su expresion hasta 100
veces ante un estimulo como la presencia de oxigeno (25).
Esta adaptacion justifica la existencia de procesos de co-
regulacion entre familias génicas. Sin embargo todavia
s6lo se ha podido especular de forma teodrica con hipdtesis
que intentan explicar este fendmeno.

Los estudios genomicos en T. vaginalis se han dirigido
al conocimiento de regiones génicas, el diagnostico y la
caracterizacion de los aislados en funcion de propiedades
fenotipicas como la resistencia a los 5-nitroimidazoles (5-
NI), la presencia o no de virus de 7. vaginalis (TVV), el
origen geografico, la correlacion con la patogenia clinica,
etc., mediante técnicas diversas. Se describen a
continuacion los estudios mas relevantes:

4.1. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Este método de analisis de ADN mediante la
amplificacion aleatoria de fragmentos polimorficos se
emplea en estudios filogenéticos y de caracterizacion de
aislados. Se utilizan varios cebadores disefiados al azar que
permiten la comparacion de polimorfismos en numerosos
loci. A pesar de tratarse de una de las técnicas mas
empleadas para este tipo de estudios, su principal
inconveniente es la baja reproducibilidad. Snipes et al.
(26) publicaron en el afio 200 un estudio de epidemiologia
molecular basado en la caracterizacion de 109 aislados
clinicos mediante tres métodos distintos: analisis
comparativo de las secuencias mediante RAPD, estudio de
mutaciones por medio de la secuenciacion de la region
ITS1-5.8S ARNr-ITS2 y la determinacion de RNA de
doble cadena. Los resultados mostraron una correlacion
significativa entre los patrones de RAPD y la presencia de
TVV en los aislados de T. vaginalis. Los anélisis de
comparacion de secuencias diferenciaron los aislados de
tipo I de los de tipo II de forma estadisticamente
significativa. Asimismo, Vanacova et al. (27) también
lograron diferenciar los aislados en funcion de su
susceptibilidad a metronidazol (MTZ) y la clinica de las
pacientes. Estos resultados coinciden con los de Rojas e?
al. (28). No obstante, y en contraposicion a los estudios de
Snipes (26) los resultados de Vanacova no mostraron
ninguna concordancia con la presencia de TVV (27). En
2001, Hampl et al. realizaron un estudio de RAPD
empleando 27 cebadores con el fin de buscar correlaciones
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entre los patrones genomicos de los aislados y la presencia
de TVV, presencia de Mycoplasma, el origen geografico o
el desarrollo de resistencias. Sin embargo, los
dendrogramas no mostraron asociaciones entre los
resultados genémicos y los fenotipicos (29). En este
sentido, Kaul et al. (30) en 2004 analizaron 15 aislados
frescos de mujeres asintomaticas y otros 15 de pacientes
con sintomas procedentes de India. Los resultados
agruparon todas las muestras asintomaticas. No obstante,
los valores de bootstrap en los aislados estudiados fue muy
bajo entre los agrupamientos y la sensibilidad a MTZ.

4.2. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
Los resultados obtenidos en la aplicacion de esta
técnica a la amplificacion de la secuencia que codifica para
la proteina de choque térmico (HSP70) y la resistencia a
MTZ no mostraron ninguna correlacion entre los
fragmentos de 36 aislados (31). En cambio, Meade et al.
(32) obtuvieron dos agrupaciones claramente diferenciadas

tras el analisis de 129 aislados de 7. vaginalis empleando
la misma diana EcoRI-HSP70. En ambos estudios se
corrobora la heterogeneidad gendmica que muestra este
parasito, en funcion del niimero elevado de patrones de
RFLP obtenidos por ambos grupos.

4.3. Genes Ribosomales

El analisis de los genes ribosomales, en particular, el
que codifica para la subunidad pequefia (ARNr 18S)
continua siendo una de las herramientas principales para el
analisis filogenético de especies debido a su naturaleza
conservada y evolucion lenta (33). En el campo de la
tricomonosis, la secuenciacion del ARNr 18S ha sido una
herramienta empleada en estudios de diagnostico rapido de
esta enfermedad mediante PCR, mejorando la sensibilidad
del diagnostico de referencia (34, 35). La region gendomica
codificante de los ARN ribosomales 18S, 5.8S y 28S se
esquematiza en la Figura 4.

A.

18S ARNr 5.85S ARNr

28S ARNr

B &

— )

Figura 4. Esquema de la region gendémica codificante de los ARN ribosomales 18S, 5.8S y 28S. A. Esquema de una unidad
transcripcional en la que cada ARNr se separa por un espaciador interno no codificante (ITS). B. Representacion de dos unidades

transcripcionales separadas por el espaciador intergénico (IGS).

4.4. Espaciadores Internos (ITS)

Los genes que codifican a los ARNr estan mucho mas
conservados que los espaciadores internos (ITS),
convirtiéndose estos ultimos en marcadores adecuados
para la diferenciacion inter e intra-especifica de
organismos (39) . Este hecho explica el alto numero de
estudios en otros parasitos en los que se ha realizado la
diferenciacion inter e intra-especifica con éxito empleando
esta region como marcador molecular (40-44).

Los tricomonadidos se caracterizan por presentar un
locus 1TS2 pequefio que presenta una estructura secundaria
formada por una rama en lugar de tres (45). La secuencia
genética compuesta por las regiones 18S ARNr - ITS1-
5.8S ARNr - ITS2 - 28S ARNr se encuentra codificada en
una unica unidad transcripcional formada por varias copias
en tandem y de niimero variable en funcion del organismo
(Figura 4.A). El analisis del genoma de 7. vaginalis reveld
la existencia de 254 copias de la subunidad ribosomal
pequeiia y 251 copias del 5.8S ARNr (6). Cada una de
estas unidades transcripcionales se separan mediante otra
secuencia no codificante denominada  espaciador
intergénico (IGS) (Figura 4.B). Simoes-Barbosa et al. (46)
emplearon este locus para el estudio de la variabilidad
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entre aislados obtenidos de pacientes con y sin
sintomatologia. Sin embargo no lograron detectar una
asociacion clara entre la clinica y los perfiles de IGS-
RFLP, considerando este marcador inadecuado para los
estudios de caracterizacion intraespecifica en 7. vaginalis.

Todos los estudios han confirmado la idoneidad del
locus ITS1 - 5.8S ARNr - ITS2 como herramienta para
estudios filogenéticos en tricomonadidos (47-50). Otros
grupos se han centrado en la caracterizacion de aislados,
habiendo obtenido variabilidades de entre el 15% y el 4%
en la region ITS de los aislados secuenciados. Algunos
autores han asociado mutaciones de nucleodtidos
especificos, especialmente en el ITS1, con fenémenos de
resistencia al metronidazol (26, 51) y con el desarrollo de
tricomonosis asintomaticas en las pacientes (52).

Este Jocus también ha sido empleado para el
diagnéstico de casos de sospecha de tricomonosis
pulmonar. En los estudios desarrollados por Mallat,
Bellanger y Leterrier se amplificaron muestras pulmonares
de pacientes afectados por un neumotdérax post-trasplante
cardiaco, un glioblastoma y un adenocarcinoma esofagico,
respectivamente, identificando la presencia de 7. tenax en
los lavados broncopulmonares mediante la secuenciacion
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de este locus (13, 15, 16). Jongwutiwes et al. (17)
emplearon esta region e identificaron Pentatrichomonas
hominis en una mujer de 28 afios afectada por un lupus
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eritematoso 'y coinfectada al mismo tiempo por
Strongyloides y Opistorchis.

5S ARNr 5S ARNr 5S ARNr

B, 8 _ w8,

S i IGS

5S ARNr 5S ARNr 5S ARNr

.

IGS

Figura 5. Disposicion nucleotidica en tindem de los genes que codifican el ARNr 5SS en 7. vaginalis, separados por una secuencia

intergénica (IGS) no codificante.

La subunidad 5S del ARNr de 7. vaginalis se encuentra
codificada en otra region del genoma, organizada en
tandem de mas de 200 copias (Figura 5). No existen
estudios que empleen este locus como marcador para la
caracterizacion molecular de este parasito, tan soélo el
trabajo de Torres-Machorro et al. (53) publicado en 2009,
en el que se compara la secuencia de este gen en tres
tricomonadidos distintos (7. vaginalis, T. tenax 'y
Tritrichomonas foetus), confirmando una divergencia de
entre un 94-98%, asi como una localizaciéon cromosémica
variable entre los organismos.

Independientemente del Jlocus que se emplee
(ribosomal o espaciador no codificante), en todos los casos

se amplifica la region y se secuencia el producto de PCR
para su analisis comparativo. Los nuevos secuenciadores
siguen basandose en el método de Sanger. Sin embargo las
nuevas tecnologias permiten llevar a cabo de forma
automatizada la secuenciacion de varias muestras a la vez
mediante cromatografia capilar.

La Figura 6 compara la metodologia de secuenciacion
antigua empleando el método de Sanger en geles de
poliacrilamida y revelados con radiactividad, y el que se
lleva a cabo actualmente con secuenciadores automaticos
capaces de generar un cromatograma en funcion de las
sefiales obtenidas por los fluorocromos con los que se
marcan los nucle6tidos del ADN amplificado (54).
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Figura 6. Comparaciéon de la secuenciacion de Sanger mediante el método enzimatico empleando geles de poliacrilamida y
revelando mediante marcaje radiactivo (A) y la secuenciacién automéatica empleando fluorocromos (B).

4.5. Microsatélites (MS o SSR)

Las regiones microsatélites son secuencias cortas de
dos a seis nucledtidos repetidas en tandem formando
fragmentos de 100 nucledtidos aproximadamente (Figura
7) y distribuidas ampliamente de forma multialélica y
ubicua en eucariotas y procariotas en numerosas copias
(55-57). Ramel sostiene la hipdtesis de que se trata de
ADN basura (58). Sin embargo, cada vez son mas los
estudios que confirman que estas regiones repetidas estan
implicadas en procesos de organizacion de la cromatina,
regulacion génica, replicacion del ADN, activacion de la
transcripcion y en los procesos de reparacion mediante
mistmatch, entre otros (59). Los microsatélites pueden
ubicarse en distintas regiones gendmicas, como las
regiones no codificantes, los marcos abiertos de lectura o
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regiones UTR, con implicaciones en el desarrollo de
patologias como la enfermedad de Hungtington, algunos
tipos de cancer, ataxia cerebroespinal, etc. (59).

La region que se encuentra flanqueada por dos MS se
denomina intermicrosatélite (ISSR o Inter-SSR) (Figura
7). Este fragmento génico puede ser codificante y también
ha sido objeto de estudio. Con el fin de investigar el
polimorfismo genético de cepas y clones de organismos
vivos, Zietkiewicz et al. (60) disefiaron en 1994 cebadores
para la caracterizacion molecular de distintos organismos
por medio de la huella gendmica o fingerprinting a través
de la comparacion de patrones de bandas entre muestras.
Para ello, disefiaron cebadores formados por uno de los
dimeros mas comunes en los genomas eucariotas (CA,) en
cuyos extremos 5° y 3° anclé una region de dos

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Trichomonas vaginalis: The versatility of a tenacious parasite

nucleétidos distintos con el fin de aumentar Ia
especificidad de union y la reproducibilidad de la técnica
(Figura 7). El polimorfismo que se detecta con esta
metodologia no se debe a la variacion del tamafio de los
MS de destino sino a las mutaciones (inserciones o
deleciones) que se han producido durante la evolucion del

organismo. Las principales ventajas de este marcador
molecular son: la reproducibilidad, la rapidez y sencillez
de la técnica. Asimismo, es recalcable el polimorfismo
elevado asociado a la tasa de mutacion espontanea que le
convierte en un marcador excelente para estudios
intraespecificos (60, 61).

S,

MICROSATELITE |

[ cacAacacacacacacaXy |—>

GTGTGTGTGTGTGTGT

3’

INTERMICROSATELITE

GTGTGTGTGTGTGTGT

<— [XYCACACACACACACACA |

MICROSATELITE

5.

Figura 7. Representacion de una region microsatélite (SSR) de 2 nucleétidos repetidos en tindem flanqueando a un
intermicrosatélite (ISSR). Los cebadores siguen el modelo disefiado por Zietkiewicz et al. (60).

Estos marcadores se consideran buenas herramientas
en la identificacion de infecciones mixtas asi como en el
estudio de genética poblacional de distintos pardsitos como
Toxoplasma gondii, Leishmania spp., Trypanosoma cruzi
o Plasmodium spp. (57,61-67).

Aunque no existen trabajos de ISSR en T. vaginalis, en
2011 el grupo de Conrad et al. (68) llevd a cabo los
primeros estudios de MS en T. vaginalis. Para ello
analizaron el genoma en busca de regiones de menos de
400 bp formadas por repeticiones de 2-6 nucleotidos. Los
estudios bioinformaticos generaron 86 MS, de los cuales
se seleccionaron un panel de 21 marcadores MS capaces
de diferenciar entre aislados. Un afio mas tarde, este
mismo grupo corrobor6é la utilidad de este panel de
marcadores de MS para la caracterizacion de 235 muestras
de T. vaginalis procedentes de todos los continentes (68).

4.6. Polimorfismo de Nucleodtido Simple (SNP)

Se trata de alteraciones en la secuencia que afectan a
un Unico nucleétido (Figura 8). Se encuentran distribuidos

por todo el genoma, produciéndose en 1 de cada 1000
bases (69). Su localizacién es relevante en el resultado
fenotipico que puede ocasionar dicha mutacion. Muchos
SNP se producen en regiones no codificantes por lo que
son empleados como marcadores evolutivos. No obstante,
también se encuentran en regiones codificantes,
incluyendo genes de copia tUnica (SCG: Single-Copy
Gene). Conrad et al. (57) estudiaron este tipo de genes en
busca de los marcadores 6ptimos para la caracterizacion de
aislados en el laboratorio e identificaron un numero
elevado de SCG. Seleccionaron soélo aquellos que
presentasen un tamafio no muy elevado (<400 pb), no
mostrasen similitud con secuencias de otros organismos y
representasen a genes constitutivos o housekeeping,
factores de virulencia potenciales o de interés como dianas
farmacolégicas. El estudio de los SNP requiere no sélo la
amplificacion del fragmento sino su  posterior
secuenciacion para la comparacion entre aislados, al igual
que los ARNry los ITS.

Alelo 1

Alelo 2

\

e ) A 2t — / \

1

T
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Figura 8. Ejemplo de polimorfismo de nucleétido simple o SNP.
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En los estudios de Conrad et al. (57), de los 21 SCG
iniciales, se seleccionaron seis como los mas adecuados
para la caracterizacion genética de este parasito, junto con
los 21 MS seleccionados. La combinacion de los MS y
SNP permitié un afio mas tarde diferenciar dos tipos de
poblaciones asociadas con la presencia de TVV vy la
sensibilidad a MTZ tras genotipar 235 muestras positivas
(68). A diferencia de los SSR, estos marcadores presentan
una menor tendencia a fenémenos de homoplasia al
mostrar un ratio de mutacién menor (57, 70). Cornelius et
al. (70) seleccionaron siete genes constitutivos de copia
unica con el fin de caracterizar 68 aislados que agruparon
en dos poblaciones diferentes. Esta tipificacion multilocus
de secuencias, también conocida como Multilocus
Sequence Typing (MLST), se emplea para los estudios
poblacionales de patégenos mediante la secuenciacion de
fragmentos internos de los genes seleccionados. Las
diferencias o SNP con respecto al gen de referencia
permiten conocer la evolucion del aislado e identificar el

Alexandra Ibanez-Escribano, Alicia Gémez-Barrio

numero de alelos en las secuencias estudiadas.

5. PATOGENIA

La distinta sintomatologia provocada por el parasito
sienta sus bases en los mecanismos de patogenia, los
cuales, aun hoy en dia, no han podido ser explicados de
forma clara. En las ultimas décadas se han realizado
estudios que han permitido revelar de forma parcial el
comportamiento y evolucion de este parasito. Trichomonas
se encuentra en un ambiente complejo, que sufre cambios
bruscos, en el que influyen el pH, la microflora, la
respuesta inmune del hospedador, los niveles de hierro y
zinc, poliaminas y calcio, etc.

En este sentido, el parasito ha tenido que ser capaz de
desarrollar mecanismos de adaptacion al hospedador para
colonizar y mantener la infeccion en este ambiente tan
hostil. La interaccién parasito-hospedador es un proceso
multifactorial dependiente de mecanismos inherentes al
paciente (hospedador) y al parasito (Figura 9).

Factores
dependientes del
hospedador

Cistefn- =/
proteinasas
(CP)

Factor de
desprendimiento

Respuesta
Inmunitaria

Adherencia
AN

Fagocitosis

Factores
dependientes
de T. vaginalis

Mycoplasma |

hominis

Virus ARNdc

celular (CDF)

Figura 9. Esquema representativo de los factores principales que influyen en la patogenia y colonizacién por 7. vaginalis.
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5.1. Factores asociados al hospedador

Los factores mas relevantes asociados al hospedador
son:

5.1.1. pH vaginal y microflora: T. vaginalis crece en un
pH proximo a 5,0. El pH vaginal de una mujer sana es
acido, por debajo de 4,5. La existencia de enfermedades
genitourinarias concomitantes o una alteracion de la flora
(especialmente la disminucion de la poblacion de
Lactobacillus acidophilus y/o un incremento de las
bacterias anaerobias), estdn asociadas a un aumento del
pH. Esta circunstancia facilita el asentamiento del parasito
en caso de un contacto de riesgo. Existen muchos factores
asociados al parasito cuya expresion y funcionalidad van a
estar determinados por el pH del medio (71). Asimismo, el
propio parasito a través de la fagocitosis de las bacterias de
la microflora, reduce la poblacion de Lactobacillus,
principal responsable del ambiente acido en la vagina (72).

Esta alteracion de la flora y la secrecion de determinados
factores favorece un ambiente menos acido y con ello el
asentamiento parasitario.

5.1.2. Ciclo menstrual y niveles hormonales: el papel
que juegan estos dos elementos en la presentacion clinica
de la tricomonosis es de gran relevancia. La exacerbacion
de los sintomas en la mujer estd asociada a las
fluctuaciones hormonales durante el transcurso del ciclo
menstrual. El nivel de estrégenos alcanza dos picos
maximos durante el ciclo: el primero durante la ovulacion
y el segundo en la mitad de la fase Iutea (periodo previo a
la menstruacion). En cambio la progesterona comienza a
secretarse durante la segunda parte del ciclo, es decir, tras
la ovulacion, disminuyendo drasticamente con el comienzo
de la menstruacion (Figura 10). Durante el embarazo, la
mujer presenta niveles de estrogenos y progesterona
elevados.

—  [strogenos

Progesterona

Dia 1l Dia17

Dia 30

Figura 10. Niveles de estrégenos y progesterona durante el ciclo de una mujer fértil no embarazada.

La presencia de receptores especificos para estrogenos
y androégenos en la superficie de 7. vaginalis refleja la
importancia de las hormonas en el desarrollo de esta
parasitosis (73).. Hay estudios que parecen indicar que
tanto un ambiente hipo como hiper-estrogénico podrian
favorecer distintos mecanismos relacionados con el
asentamiento del parasito. En la literatura cientifica se
pueden encontrar dos hipdtesis contrapuestas que no se
han logrado confirmar.

La primera teoria explicaria por qué algunas pacientes
experimentan una exacerbacion de los sintomas durante la
menstruacion. Este periodo se caracteriza por presentar
niveles bajos de estrogenos y un incremento en la
disponibilidad de hierro a través de los globulos rojos en el
aparato genitourinario. Asimismo, durante la menstruacion
la flora vaginal sufre una disminucion de la poblacion de
lactobacilos (74), convirtiéndose en otro factor que
también influye en el asentamiento parasitario. La
situacion hormonal contraria se produce durante el
embarazo, periodo en el que la mujer presenta una mayor
concentracion de estrégenos y progestagenos. Segin esta
hipétesis el desarrollo de sintomas se veria disminuido tal
y como han llegado a relatar algunas pacientes. Los
estudios de Garber et al. (75) demostraron que la presencia

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

de estrogenos en la cavidad genitourinaria induce una
disminucion en la secrecion de factores de virulencia
asociados al parasito como el factor de desprendimiento
celular (CDF). Por otro lado, el nivel de estrogenos en
sangre condiciona la produccion de glucogeno en las
células del epitelio vaginal. Una deficiencia estrogénica
induce una disminucion de la flora normal, que emplea y
transforma el glucdégeno en acido lactico como sustrato
energético. En estas condiciones, el pH vaginal
aumentaria, favoreciendo el asentamiento de 7. vaginalis
(Figura 11, teoria A).

Sin embargo, y en contra de lo defendido por la teoria
A, este ambiente (bajos niveles de estrogenos, un menor
glucégeno disponible y un pH alto) es el que presentan las
adolescentes pre-menarquicas y las mujeres
postmenopausicas, poblaciones en las que el asentamiento
es poco frecuente. Asimismo, Sharma et al. (76)
describieron la curacion de un caso de tricomonosis
recurrente en una mujer menopausica tras retirarle la
terapia de reemplazo hormonal. Este grupo defiende la
idea de que los estrogenos pueden favorecer el
asentamiento del parasito (Figura 11, teoria B). En relacion
a esta segunda teoria, se podria asociar este factor
bioldogico (niveles hormonales altos) con un incremento
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del crecimiento de 7. vaginalis en animales
ovarectomizados y estrogenizados tras la infeccion
experimental. El incremento de glucogeno, observado en
la mucosa vaginal de ratas ovarectomizadas tras el
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tratamiento con estradiol, sugiere una posible asociacion
entre la susceptibilidad a la infeccion y la acumulacion de
este sustrato (glucogeno) empleado como nutriente por el
parasito.

),

Asentamiento de Ia
infeccion

Teoria A Niveles bajos
de estrogenos yio

yrocestagenos
prog d

Teoria B: Niveles altos
de estrogenos yio

yrogestacenos
Prog 2

Figura 11. Resumen grafico de las dos teorias que reflejan la influencia de los niveles de hormonas sexuales femeninas en el

asentamiento de 7. vaginalis a nivel genitourinario.

La existencia de trabajos que muestran resultados
contrapuestos refuerza la idea de que la patogenicidad de
este parasito se debe a la correlacion entre los distintos
factores de virulencia y el microambiente genitourinario.
Un tnico factor no puede explicar la pato-biologia de esta
I.T.S., aunque, tal y como se ha demostrado, parece que la
influencia del factor hormonal en el establecimiento de
esta parasitosis es de gran importancia.

De forma concomitante a las fluctuaciones de
hormonas, se va a producir la renovacion periodica de la
mucosa junto con la descamacion fisiologica durante el
ciclo menstrual del epitelio cervical y vaginal, que van a
permitir que el parasito acceda a capas mas profundas.

5.1.3. Presencia de hierro: el hierro es uno de los
factores que mas se han estudiado en la patogenia de T.
vaginalis. Su papel como inductor de numerosos genes
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asociados al asentamiento y colonizacion del parasito (77),
asi como a la exacerbacion de su patogenia, son
indiscutibles. También es esencial para el desarrollo
adecuado del metabolismo del parasito y su multiplicacion.
T. vaginalis presenta un metabolismo fermentativo en el
que participan proteinas citoplasmaticas e
hidrogenosomales con ntcleos Fe-S (78). Hay estudios que
corroboran el papel regulador del hierro en determinadas
proteinas parasitarias como las cistein-proteasas (CP) o las
adhesinas (AP), asi como en otras enzimas (tabla 1). Sin
embargo, en muchos de los genes que codifican para estas
proteinas no se han logrado identificar elementos
reguladores de hierro (IRE) ni promotores génicos
dependientes de hierro (IRP) (79), como se observa en el
gen que codifica a la adhesina AP65 (80).
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Tabla 1. Proteinas reguladas por la accién del hierro (78, 81).

Proteina Tipo de proteina Funcién Regulacion
por Fe
AP23 Adhesina Citoadherencia +
AP33 Adhesina y enzima Citoadherencia y actividad "
hidrogenosomal succinil CoA sintetasa
Adhesina y enzima Citoadherencia y actividad
AP51 . .. . +
hidrogenosomal succinil CoA sintetasa
AP65S Adhesma y enzima Cltoadhere’n'(:la y actividad "
hidrogenosomal malica
Adhesina y enzima Citoadherencia y actividad
AP120 hidrogenosomal PFOR *
TvCP4 CP de superficie Hemolisis +
TvCP12 CP de superficie Citotoxicidad -
Citoadherencia,
TvCP30 CP de superficie . desorganizacion de}’ -
citoesqueleto y degradacion de
proteinas
TvCP39 CP de superficie C1tot9x1c1dad y degradacmn i
de inmunoglobulinas
TvCP62 CP Citoadherencia +
TvCP65 CP de superficie Citotoxicidad -
TvCP2, CP3, CP4 . Induccioén de la apoptosis en
y CPT CP de secrecion células del hospedador i
TvLEGU-1 CP de superficie Citoadherencia +
TvLIP Triacilglicerol lipasa Hemolisis +
Proteina de unién a
TvGAPDH fibronectina (Fn) y Citoadherencia +
deshidrogenasa
P270 Proteina de superficie Variacion fenotipica -

Los niveles de hierro altos condicionan procesos
metabdlicos asociados al hidrogenosoma, regulando el
potencial de membrana del organulo, asi como la
expresion de enzimas hidrogenosomales entre las que se
encuentran las AP (82). También se ha confirmado que
este elemento induce modificaciones en los componentes
de la matriz extracelular del hospedador, como el
incremento de moléculas de fibronectina (Fn) que favorece
la adhesion de los trofozoitos (77, 83). Asimismo, este
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ambiente rico en Fe se correlaciona con procesos de
evasion del sistema inmune del hospedador. El hierro
induce la expresion de determinadas cistein-proteinasas
implicadas en la degradacion del componente C3b del
complemento (84) o la fosforilacion de la proteina
inmundgena de superficie P270 (85).

Aunque en condiciones de bajo hierro la capacidad de
adhesion se encuentra mermada debido a la disminucion
en la expresion de las adhesinas (AP), el parasito va a
inducir otras proteinas que permiten la colonizacion. En
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este ambiente, el parasito aumenta hasta tres veces su
union a mucina y posteriormente va a causar la
degradacion proteolitica de la mucosa a través de la
secrecion de CP con actividad mucinasa (86). En otras
palabras, en condiciones de hierro bajo, el parasito
estimula su actividad citotoxica mediada por algunas CP
(CP30 o CP65) (79, 87), lo que va a permitir una mayor
motilidad y con ello una penetraciéon mejor a capas mas
profundas del epitelio, logrando de esta forma colonizar y
sobrevivir en el ambiente vaginal.

Debido a que no existe hierro libre en el tracto
genitourinario, 7. vaginalis lo adquiere mayoritariamente a
través de la lactoferrina presente en las secreciones
cervicales, a través de receptores especificos, que se
incrementan en nimero y afinidad mediante procesos de
retroalimentacion  negativos. La concentracién de
lactoferrina es elevada en la mucosa vaginal tras la fase
post-menstrual (88). Como fuentes alternativas de hierro,
el parasito es capaz de tomar Fe*" a partir del grupo hemo
y la hemoglobina por medio de la hemolisis y la
fagocitosis de los globulos rojos. Durante el periodo
menstrual los eritrocitos estan presentes en el medio
vaginal, periodo que coincide con una disminucion de los
niveles de lactoferrina (89). T. vaginalis también es capaz
de internalizar ferritina aunque no es capaz de emplear la
transferrina (81).

5.1.4. Presencia de zinc: este elemento presente en el
fluido prostatico del hombre, dificulta el crecimiento del
parasito. Los niveles normales de Zn®" en el fluido
prostatico de un individuo sano son de 590 + 45 pg/mL (~
9 mM) (90). El caracter citotoxico del Zn>" explica por qué
esta I.T.S. cursa de forma asintomatica en la mayoria de
los varones (91). Por el contrario, si las secreciones
prostaticas de zinc disminuyen (< 1,6 mM) existe un
riesgo mayor de desarrollar prostatitis cronica en caso de
tricomonosis (91). Estudios moleculares y proteémicos
confirman la regulacion negativa de algunas CP (CP70,
CP65, CP39, CP25 y CP20) por este elemento. Entre las
CP caracterizadas, se encuentran dos proteasas que se han
correlacionado de forma directa con el efecto citotoxico de
T. vaginalis en células (78, 92, 93).

De igual forma, este elemento también regula
positivamente la expresion de dos fimbrinas, esenciales
junto con la actina en la modificacion estructural que sufre
el parasito durante el contacto con las células del tracto
genitourinario, adquiriendo una forma ameboidea (78).

5.1.5. Niveles de poliaminas: las poliaminas son
moléculas presentes en todos los organismos y que, gracias
a su naturaleza cationica, interaccionan con los acidos
nucleicos. Se encuentran implicadas en procesos de
proliferacion celular como divisioén celular, diferenciacion,
estabilizacion del ARN y ADN, crecimiento celular y
apoptosis. Garcia ef al. (94) observaron que la inhibicion
de la sintesis de putrescina en 7. vaginalis provocaba una
inhibicion reversible del crecimiento normal del trofozoito.
No obstante, 7. vaginalis no tiene la capacidad de
sintetizar ex novo algunas de estas moléculas, como la
espermina, debiéndola adquirir del hospedador. El
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metabolismo parasitario de estos compuestos comienza
con la sintesis de putrescina a partir de ornitina. Los
niveles de poliaminas en la mujer también sufren
fluctuaciones en funcién del momento del ciclo en el que
se encuentre. Sin embargo, las secreciones vaginales de
mujeres infectadas presentan un nivel elevado de
putrescina (> 2 mM) sintetizada y secretada por el propio
parasito (78) y responsable del olor caracteristico de la
leucorrea en esta infeccion. En los ultimos afios, se ha
estudiado el papel que juegan las poliaminas como
reguladores de determinados factores asociados al parasito.
El metabolismo de estas moléculas, y concretamente el de
la putrescina, esta implicado en procesos de citoadherencia
y citotoxicidad. Los estudios realizados por Garcia et al.
(94) revelaron que la inhibicion del metabolismo de las
poliaminas ocasionaba un aumento en la capacidad de
adhesion a células del epitelio vaginal inmortalizadas de
entre 4 a 20 veces. En este mismo estudio observaron que
en esas mismas condiciones, 7. vaginalis inhibia la
citotoxicidad mediada por contacto. Posteriormente,
Alvarez-Sanchez et al. (95) estudiaron la influencia de la
putrescina en la expresiéon de CP65. Este equipo, siguiendo
el método de Garcia ef al. (94), inhibio la sintesis de
putrescina y confirmé una disminuciéon de los niveles de
transcripcion de la proteasa y por ende, de la cantidad de
proteina sintetizada implicada en la accion citotoxica del
parasito. Figueroa-Angulo et al. (78) también han
confirmado el papel regulatorio de las poliaminas en la
expresion a nivel post-transcripcional de CP39. Esta
proteasa, al igual que CP65, también esta implicada en la
citotoxicidad parasitaria.

5.2. Factores asociados al Parasito

Los factores asociados al parasito se agrupan en dos
tipos:

5.2.1. Mecanismos dependientes de contacto

La pared vaginal estd formada por un epitelio
escamoso estratificado externo sustentado por un tejido
conjuntivo. El soporte y mantenimiento de las células del
epitelio vaginal (CEV) se basa en la red de
macromoléculas que conforman la matriz extracelular. El
parasito requiere la interaccion con la superficie de la
célula del hospedador, en la que tanto proteinas como
azUcares van a ser esenciales para la interaccion entre
ambas células.

La Figura 12 muestra de forma esquematica el control
de los microambientes generados en los huecos que se
establecen entre las dos membranas. La representacion
esquematica es una modificacion de la publicada por Fiori
et al. (96) a partir de una fotografia de los estudios de
citoadherencia entre una célula HeLa y un trofozoito de 7.
vaginalis. Durante este contacto se generan pequefios
huecos entre ambas membranas que permiten al parasito
controlar distintos factores como el pH o la concentracion
de iones.

Entre los factores contacto-dependientes asociados a 7.
vaginalis destacan:
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a)  Adhesion: el fendmeno de adhesion es uno de los AP51, AP33 y AP23) y un receptor de la célula

procesos iniciales requeridos para el establecimiento de la hospedadora (101).

infeccion a través de la interaccion parasito-hospedador. Estas AP destacan por su diversidad funcional y el
La adhesion es un proceso multifactorial dependiente de mimetismo molecular que presentan, co-localizandose en
pH, temperatura, hierro y tiempo de contacto, en el que el hidrogenosoma donde desarrollan diversos papeles
intervienen numerosas proteinas. El parasito sufre un enzimiticos (tabla 2) o pudiéndose expresar en la
cambio morfologico rapido tras el contacto con la célula superficie del parasito donde intervienen en el proceso de
del epitelio vaginal, pasando de una forma elipsoidal a una interaccion con el hospedador. La presencia o no de
ameboide, incrementando el édrea de adhesion. Esta determinados estimulos condiciona su localizacién en el
transformacion induce la sintesis de diversos factores entre parasito y con ello la funcién que finalmente desarrollaran
las que destacan las adhesinas (AP). El contacto se estas proteinas (78).

establece entre estas proteinas parasitarias (AP120, AP65,

Trofozoito de
T. vaginalis

‘\ Célula humana

\ N\,
\

| A\

s
P Condiciones locales controladas
(menor pH, Ca**, secrecién de
protefnas, interaccién fntima con
componentes de la célula...)

Figura 12. Esquema representativo de la interaccion entre 7. vaginalis y la célula diana del hospedador. Durante este contacto se
generan pequefios huecos entre ambas membranas que permiten al parasito controlar distintos factores como el pH o la concentracion de
iones.Esquema modificado a partir del publicado por Fiori et al. (95).

Tabla 2. Actividad enziméatica de cuatro de las cinco adhesinas descritas hasta el momento en 7. vaginalis.

Proteina Funcién enzimatica Referencia bibliografica
AP120 PFOR 97
AP65 Enzima malica (98)
APS51 Subunidad B de la SCS (99)
AP33 Subunidad a de la SCS (100)

SCS: Succinil coenzima A sintetasa; PFOR: Piruvato:ferredoxina oxidoreductasa
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Algunos investigadores asocian la multifuncionalidad
de estas AP, denominadas moonlighting proteins, al hecho
de que estén codificadas por familias multigénicas (98-
100). Segun estos autores, a causa de un fendomeno de
duplicacion génica durante el proceso de divergencia
evolutiva, una de las copias podria haber adquirido
funciones nuevas (78). Sin embargo esta teoria requiere
estudios mas detallados, ya que se contradice con los
resultados descritos por Garcia et al. (101), quienes
confirmaron que todas las adhesinas codificadas por los
distintos genes podian localizarse en la superficie del
protozoo. La multifuncionalidad de estas adhesinas ha
suscitado el interés de distintos grupos de investigacion.

Seglin los resultados publicados, la secuencia de
sucesos seria la siguiente:

Alexandra Ibafiez-Escribano, Alicia Gomez-Barrio

1.- En primer lugar, determinados estimulos, como el
contacto celular o el hierro van a favorecer la expresion y
secrecion de estas AP al medio extracelular.

2.- A continuacion, dichas proteinas pueden asociarse
de forma no especifica a distintas células epiteliales del
hospedador asi como a eritrocitos (102).

3.- Algunas adhesinas como la AP65, una vez
secretada, se re-asocia por un lado a la superficie de T.
vaginalis y al mismo tiempo a la célula hospedadora a
través de receptores especificos en ambas membranas,
actuando de puente entre ambas células gracias a una
conformacion dimérica por medio del dominio N-terminal
de las dos moléculas de AP65 (103) (Figura 13).

Trofozoito de
T vaginalis

| N

Célula humana

Receptor de
T vaginalis

®

Receptor de la
célula vaginal

Figura 13. Representacion grafica del mecanismo de interacciéon entre 7. vaginalis y la célula del hospedador. Interacciéon mediada

a través de AP y propuesta por Garcia y Alderete (103).

Es importante resaltar el caracter complejo del proceso
de adhesion. En él intervienen otras biomoléculas, como el
lipofosfoglicano (LPG), el polisacarido de superficie mas
abundante de T. vaginalis, con mas de 2,3 millones de
copias por célula (104). El parasito se encuentra cubierto
de un glicocalix denso cuyo LPG se ancla a la membrana
plasmatica a través de uniones inositolfosfoceramida y no
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a través de puentes glucosilfosfatidilinositol (GPI) como
cabria esperar de un eucariota. Este LPG revela una
composicion glicolipidica altamente especifica y rica en
galactosa, glucosamina y ramnosa, mas parecida a la de los
procariotas (105, 106), y sin manosa, monosacarido
abundante en el LPG de eucariotas (106) (Figura 14).

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Trichomonas vaginalis: The versatility of a tenacious parasite

Monosacaridos® == Monosacaridos* <= Glucosamina=t== [nositol == p

Fosfoceramida |

Cadena externa
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Nucleo de ceramida fosfoinositol-glicano (CPI-GC)

Monosacdridos®: Ramnosa, galactosa, xilosa, glucosamina, galactosamina, N-acetilactosamina

Figura 14. Esquema de la estructura del LPG de 7. vaginalis (106).

Entre las funciones del LPG, destaca el papel clave en
la interaccion con las células del hospedador a través de
lectinas (86, 106), como las galectinas, localizadas en la
superficie de células epiteliales vaginales, ectocervicales y
endocervicales (107). Asimismo, se ha confirmado que el
LPG de T. vaginalis también interviene en el desarrollo de
la respuesta inmunitaria mediada por células epiteliales a
través de la induccion de algunas citoquinas (IL-6) y
quimiocinas como MIP-3a y especialmente IL-8
(104,100).

Del mismo modo, el parasito es capaz de reconocer y
unirse de forma especifica a otros componentes de la
matriz extracelular y de la membrana basal del hospedador
como la mucina, la fibronectina (Fn), la laminina o el
colageno de la mucosa vaginal (83, 86). La asociacion a la
mucina se encuentra mediada por lectinas (86), mientras
que la unién a las otras dos glicoproteinas requiere la
interaccion con proteinas receptoras y carbohidratos
presentes en la superficie del parasito (83). Estos procesos
también estan regulados por la concentracion de Fe,
incrementandose la unioén a Fn y mucina en condiciones de
niveles bajos de Fe (77, 86). El calcio también parece estar
implicado en la induccion de la expresion de receptores
para Fn (77). Ademas de todas estas proteinas, hay que
tener en cuenta algunas enzimas que son secretadas por 7.
vaginalis y que intervienen en el proceso de adhesion.
Recientemente, se ha descrito la importancia de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) que al
igual que las AP puede adquirir una funcién no enzimatica
y localizarse en la superficie del parasito, actuando como
receptor de Fn, plasmindgeno y colageno (108).

Existe otra familia multigénica que codifica para
numerosas proteinas de tipo BspA, conocidas por el papel
como mediadoras de la union entre células del hospedador
y bacterias. Se piensa que 7. vaginalis podria haber
adquirido estos genes a partir de procariotas mediante una
transferencia genética lateral. Noel et al. (109) estudiaron
el papel de estas proteinas como mediadoras en la
interaccion con el mucus, la matriz extracelular y células
del hospedador. También parecen jugar un papel
importante en la endocitosis de virus y en la evasion a la
respuesta inmunitaria del hospedador.
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b) Fagocitosis: este proceso se encuentra
estrechamente relacionado con la obtencion de nutrientes y
con la evasion del sistema inmune. Estudios de
microscopia han mostrado la secuencia de acontecimientos
en el proceso de fagocitosis de 7. vaginalis: (a) Adhesion
parasito-célula diana (110, 111). Algunos autores sugieren
la posible implicacion de los receptores de manosa
presentes en la superficie del parasito como responsables
de este primer evento (111). (b) Fagocitosis de la célula
diana gracias a una reorganizacion citoplasmatica de la
actina que permite al pardsito fagocitar a través de
cualquier parte de su cuerpo celular (110). Este proceso
puede producirse mediante dos mecanismos distintos: a
través de la generacion de pseuddpodos que rodean e
internalizan a la célula diana o bien mediante procesos de
succién causando la elongacion de la membrana
plasmatica de la célula diana y su posterior internalizacion
a través de un canal endocitico estrecho (110-112). (c¢)
Digestion de la célula fagocitada en el interior de vacuolas
a través de enzimas lisosomales (111, 112).

Mediante microscopia electronica se ha podido
confirmar la capacidad de 7. vaginalis para fagocitar
células del epitelio, lactobacilos, leucocitos, eritrocitos y
levaduras. La ingestion de levaduras y bacterias ocasiona
un aumento del pH vaginal generando un microambiente
favorable para el crecimiento y multiplicacion de este
parasito y, al mismo tiempo, una disminucion de la flora
enddgena, que actlla como mecanismo de proteccion de la
mujer frente a la colonizacion de patdgenos. Este
mecanismo de evasion del sistema inmune también se ve
favorecido por la fagocitosis de los leucocitos (112). La
actividad B-hemolitica de 7. vaginalis, publicada en los
afios 80 por Krieger ef al.(113), estd descrita como un
factor de virulencia del parasito. Al mismo tiempo, los
eritrocitos son fuente de acidos grasos y hierro para el
parasito (114), permitiendo la regulaciéon de numerosos
genes (88) y factores ligados a la patogenia. Estudios
posteriores también han identificado la presencia de
fosfolipasas Al y A2 con actividad litica, que contribuyen
al desarrollo del proceso inflamatorio (115) y a la
actividad hemolitica (116).

Por otro lado y desde un punto de vista evolutivo, la
fagocitosis de bacterias de la microbiota podria explicar la
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adquisicion de genes bacterianos a través de una
transferencia lateral (Lateral Gene Transfer o LGT). Esto
justificaria la presencia de enzimas en este parasito con
funciones esenciales en la colonizacion de la mucosa que
presentan origen bacteriano (117); como las familia de las
BspA (109), entre otras.

5.2.2. Mecanismos independientes de contacto
El parasito puede secretar sustancias toxicas que van a
intervenir en numerosos procesos vitales.

Alexandra Ibafiez-Escribano, Alicia Gomez-Barrio

a) Cistein-proteasas (CP): son factores liticos
esenciales en los procesos de adherencia y colonizacion
del tracto genitourinario, aunque también intervienen en
otros procesos relacionados con la evasion inmunitaria o la
adquisicion de nutrientes. Se han descrito hasta la fecha 23
CP con tamafios entre 23 y 110 kDa, cuya expresion y
funcionalidad varia segun las caracteristicas de los aislados
(78, 118) y la presencia de algunos factores en el medio
(Tabla 3).

Tabla 3. Funcién y regulacion de las CP descritas.

cr Reitn Resuoin o
CP (30 kDa) Desorganizacion del citoesqueleto ND
TvCP4 Hemolisis +
TvCP12 Citotoxicidad -
TvCP30 Citoadherencia y degradacion de proteinas -
TvCP39 Citotoxicidgd. Degradacion de proteinas de la ) . ZI_l My
matriz extracelular, Hb e Ig poliaminas (+)
TvCP62 Citoadherencia +
TvCP65 Citotoxicidad. Degrada colageno y Fn - poliarililngs) (y+)
CP2, CP3, CP4 Induccioén de la apoptosis de células del )
y CPT hospedador
TvLEGU-1 Citoadherencia +
TVLEGU-2 Transportador de precursores de proteinas en No lo regula

reticulo endoplasmico

Las funciones en las que participan estas CP son:

a.1) La degradacion de componentes de la mucosa y
células del tracto genitourinario, que permiten la
penetracion del parasito a capas mas profundas. Esta
ampliamente aceptada la relacion entre la secrecion de
estas proteasas parasitarias y los mecanismos de
adherencia y colonizaciéon del tracto genitourinario.
Algunos estudios han revelado la importancia de la
funcion mucinasa de las CP en las primeras fases de
colonizaciéon de la mucosa vaginal (86). Otros trabajos
también han mostrado su implicacion en la degradacion de
componentes estructurales de la superficie de mucosas
como la Fn o el colageno (85, 92, 119, 120). Hernandez-
Gutiérrez et al. estudiaron el papel de la CP39 (92). Esta
CP presenta funciones diversas entre las que destaca su
capacidad para degradar distintos tipos de colageno,
pudiendo ser una de las moléculas implicadas en los
nacimientos prematuros en mujeres embarazadas
infectadas o intervenir en el estrechamiento observado
previo al parto de la pared cervical.

a.2) La citotoxicidad celular: la CP65 o la CP30 se
encuentran estrechamente relacionadas con estos procesos
de citotoxicidad celular (119).

a.3) La induccién de la apoptosis en CEV por la accion
conjunta de varias proteasas (CP2, CP3, CP4 y CPTotal)
(121).
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a.4) La mediacion en la citoadherencia a las células del
hospedador: Arroyo y Alderete demostraron que las CP
juegan un papel esencial en la adhesion a las células del
hospedador y no TUnicamente en fendomenos de
citotoxicidad (122). Estas CP podrian mediar en la
activacion de precursores inactivos de AP presentes en la
superficie, que pasarian a conformaciones activas tras la
digestion especifica, o bien podrian intervenir en la
modificacion de los receptores de las células diana. En un
primer momento, estas AP van a encontrarse enmascaradas
en la superficie parasitaria por proteinas especificas. Las
CP eliminan de forma especifica proteinas inmunogénicas
de enmascaramiento, permitiendo a las AP realizar su
funcién en el reconocimiento y union al hospedador (122).
Las CPs que cumplen esta funcioén serian CP30 y CP62
(120).

a.5) La evasion de la respuesta inmunitaria a través de
la degradacion de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas IgA, IgM e IgG humanas identificadas
en los lavados vaginales de mujeres infectadas (123), asi
como por medio de la lisis del factor C3b (84) o del
inhibidor de proteasas secretado por los leucocitos (124).

a.6) Otras funciones son los procesos relacionados con
la adquisicién de nutrientes, como la degradacion de la
hemoglobina para la adquisicion de hierro (120). Algunas
CP como la CP39 se unen a receptores especificos de
eritrocitos y células humanas vaginales y prostaticas
corroborando el papel de estas CP en la obtencion de
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nutrientes en ambos microambientes (92).

b) Factor de desprendimiento celular (cell-detaching
factor, CDF): es una glicoproteina de unos 200 kDa
secretada por el parasito, que se inactiva a un pH inferior a
5 o por efecto de la temperatura (125). La produccion de
este factor se ve regulada por la presencia de estrogenos
(75), pudiendo estar implicada en la exacerbacion de los
sintomas durante la menstruacion por la disminucioén de
los niveles de estas hormonas. Esta proteina inmunogénica
soluble tiene como funcién producir un desprendimiento
del epitelio genitourinario (125, 126), favoreciendo la
penetracion del parasito a capas mas profundas. Se ha
descrito una correlacion entre el desarrollo de sintomas
graves y la mayor actividad de la CDF en comparacion con
aislados procedentes de pacientes asintomaticas o con una
presentacion clinica leve (75).

c) Presencia de virus de doble cadena: se han
descrito tres tipos de virus de ARN de doble cadena
(ARNdc) denominados de forma genérica como virus de
T. vaginalis (TVV) (127), clasificados dentro de la familia
Totiviridae, a la que pertenecen virus ARNdc no
fragmentados capaces de infectar protozoos parasitos y
hongos (128, 129). Las distintas poblaciones viricas
pueden presentar tamafios (33 a 200 nm) y formas
variables (icosaédrico, filamentoso, cilindrico o esférico),
identificandose en la membrana plasmatica, asociados al
complejo de Golgi, en el interior de vacuolas y citoplasma
y, en menor proporcion, en el nicleo de 7. vaginalis (130,
131). Este parasito puede estar infectado por mas de una
especie de TVV, sin embargo las implicaciones que
puedan derivarse de esta coinfeccion no se han dilucidado
(127, 129). Los virus TVV penetran por endocitosis (131).
Son capaces de regular la transcripcion de genes de T.
vaginalis y variar la expresion de determinados antigenos
de superficie, como la proteina P270, asi como otras
proteinas entre las que destacan algunas CP. En este
sentido, los estudios parecen indicar que la presencia de
TVV influye en la patogenia del parasito (123, 127-129,
132-134). En virtud de la expresion en la superficie de la
proteina inmunogénica P270, se han clasificado los
aislados de T. vaginalis en dos grupos: T. vaginalis tipo 1y
tipo II. Los aislados tipo I sintetizan P270 de forma basal,
no pudiéndose localizar en la superficie del parasito. Estos
aislados no se encuentran infectados por TVV, siendo por
tanto, V— (virus negativo), mientras que los aislados de T.
vaginalis Tipo 11 son poblaciones heterogéneas en las que
algunos trofozoitos expresan en su superficie P270, siendo
V+ (infectados por TVV) (133, 135). A pesar de lo que se
podria esperar, estos virus no se detectan en los
sobrenadantes de cultivos infectados. De igual forma, los
intentos de infectar aislados TVV— con particulas virales
no han tenido éxito (133). Con el fin de investigar el papel
de los TVV en la virulencia del parasito, algunos grupos
han tratado de correlacionar aislados Tipo II con el
desarrollo de una clinica concreta (136), o el desarrollo de
resistencia a los 5-NI (132). Sin embargo, se requieren mas
estudios que confirmen los resultados aportados.

En funcion de estos hallazgos, algunos autores han
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descrito el papel potencial de este parasito como
transmisor de virus humanos. Pindak et al. en 1989 (137) y
Sayed el-Ahl et al (138) una década mas tarde
corroboraron la capacidad de 7. vaginalis para fagocitar
células infectadas por reovirus y por herpes simplex tipo
II, confirmando la presencia de particulas viricas en el
interior de las vacuolas y en el citoplasma del parasito. Los
virus pudieron ser recuperados tras varios dias en el
interior del protozoo. El herpes simplex tipo II se mantuvo
viable en el interior de los tricomonadidos hasta seis dias.
Ante este posible papel como transmisor de virus, se
investigd in vitro si particulas viricas o bien linfocitos
infectados por distintos subtipos de VIH-1 podrian ser
incorporados y transmitidos por 7. vaginalis (139).Los
resultados de este equipo confirmaron que el parasito
incorpora particulas viricas capaces de mantenerse en el
citoplasma durante 48 horas, pero no se han detectado
evidencias de replicacion o liberacion del virus como
puede ocurrir con TVV. En cuanto a las células infectadas
por VIH, el protozoo tiene la capacidad de fagocitar
linfocitos. No obstante, la digestion por accion del
fagolisosoma de dicha célula y del virus parece llevarse a
cabo antes de que el propio virus pueda evadir la accion
litica de las enzimas, a diferencias del virus del herpes que
si es capaz de escapar de la degradacion digestiva. Ningun
estudio ha demostrado que estos virus humanos tengan
capacidad replicativa en el interior del trofozoito, aunque
su supervivencia durante un cierto periodo si que podria
conllevar graves consecuencias en aquellos casos en los
que exista co-infeccibon por ambos patdgenos,
convirtiéndose el parasito en un transportador pasivo.

d) Presencia de Mycoplasma hominis: T. vaginalis
es un parasito que puede encontrarse asociado con
Mycoplasma hominis. Esta bacteria, al igual que el
protozoo, reside Unicamente en el tracto genitourinario
humano, y se caracteriza por una dependencia metabdlica
alta del hospedador que parasita a causa de su pequeflo
tamafio génico (0,7-0,83 Mb) (140). Esta curiosa
asociacion es  estrictamente especie-especifica, no
habiéndose descrito otras simbiosis similares con otras
bacterias. Los estudios de Rappelli e al. (141) detectaron
una coinfeccion en el 90% de los aislados estudiados. Los
resultados revelaron que M. hominis presente en los
aislados de T. vaginalis eran capaces de transmitirse a
células de cérvix humano, asi como a otros aislados no
infectados. Otros trabajos han confirmado la capacidad de
esta bacteria para sintetizar ADN y replicarse en el interior
del parasito. Esta simbiosis permitiria a la bacteria
protegerse de la respuesta inmune del hospedador y de la
presion antibidtica. Sin embargo, los beneficios, asi como
los cambios fisiolégicos y nutricionales que podrian
derivarse de esta asociacion parasito-bacteria, alin no estan
del todo claros (142). Algunos investigadores han sugerido
un posible efecto beneficioso en cuanto a la patogenia y la
resistencia a farmacos (140, 143). En este sentido, los
estudios genomicos han llegado a correlacionar dichos
patrones con la resistencia al MTZ. Sin embargo, si se
analizan los resultados de este grupo, tan sélo el 50% de
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las muestras Mycoplasma+ mostraron resistencia reducida
(concentracion minima letal por encima de 13 ug/mL) o
moderada (CML > 50 pg/mL) (140). El trabajo publicado
por Morada et al. (144) sugiere que las poblaciones de
trofozoitos coinfectados consumen una mayor cantidad de
arginina que los cultivos de 7. vaginalis axénicos. La
deplecion de arginina en la vagina podria contribuir a una
produccion menor de Oxido nitrico y por tanto una
disminucion de la eficacia de la explosion respiratoria de
los macréfagos y con ello una alteracion en la respuesta
inmune del hospedador. Sin embargo, la variabilidad entre
aislados de T vaginalis, los cuales no resultan ser en todos
los casos igual de susceptibles a una infeccion bacteriana,
asi como una heterogeneidad en el propio aislado al no
encontrarse todos los trofozoitos infectados (141) y la
posible co-infeccion por mas de una cepa bacteriana,
dificulta en gran medida la interpretacion de resultados
debido a la variabilidad que se obtiene en los patrones de
ADN (140, 143), asemejandose a lo observado en las
infecciones por TVV (26, 135).

5.3. Respuesta Inmunitaria

Aunque se ha ido comentando a lo largo de este punto,
es importante mencionar la evasion del parasito a la
respuesta inmunitaria del hospedador:

T. vaginalis ha desarrollado numerosos mecanismos
implicados en la supervivencia y colonizacion del tracto
genitourinario, y en la evasion de la respuesta inmunitaria
del hospedador. El tracto genital femenino esta protegido
por una microflora bacteriana, responsable de su pH acido,
que junto con otros mecanismos del sistema inmunitario,
protegen de la invasion de patdgenos. Los mecanismos
mas relevantes son: a) las enzimas, b) la secrecion del
inhibidor de la proteasa de leucocitos producido por CEV,
c) las IgG e IgA (145) o d) las proteinas surfactantes (146).

A continuacion se recogen los factores que se han
citado a lo largo de esta revision y que intervienen en la
supervivencia de T. vaginalis a la respuesta inmunitaria del
hospedador:

5.3.1. La fagocitosis de lactobacilos de la microflora
vaginal, levaduras o incluso células del sistema
inmunitario (112).

5.3.2. La induccion de la apoptosis de neutréfilos por
medio de la activacion de la via de las caspasas (147).

5.3.3. La capacidad de enmascaramiento del parasito
con componentes localizados en la matriz extracelular
vaginal como la Fn (77) o de proteinas séricas del
hospedador (148), que le permiten la evasion del sistema
inmunitario y de la accion degradativa de determinadas
sustancias proteoliticas del fluido vaginal o plasmatico
(149).

5.3.4. La degradacion de Ig por parte de cistein-
proteinasas de 7. vaginalis (145).

5.3.5. La evasion al sistema del complemento a través
de la lisis de la C3b (84). En relacion con la proteccion
frente a la accion del complejo de ataque a la membrana
(CAM), es importante mencionar que este pardsito secreta
al medio externo enzimas capaces de lisar acido sialico
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como la neuraminidasa (150) o NeuSAc liasa (151). El
acido sialico protege a las células autdlogas de la accion
litica del complemento, impidiendo la unién de C3b en la
superficie de las mismas. Algunos investigadores sugieren
que el acido sialico podria ser una fuente de nutrientes para
el parasito, lo que explica la secrecion de estas enzimas y
la presencia en la superficie parasitaria de sitios de union
al acido sialico (151, 152). Sin embargo, no se ha
estudiado el posible papel de estas enzimas en la captacion
de acido sialico del hospedador con el fin de emplearlo
como factor de evasion del complemento. Asimismo,
recientes estudios parecen mostrar que el parasito es capaz
de secuestrar CD59 de la superficie del hospedador que
parasita para incorporarlo en su superficie y de esta
manera protegerse de la accion del complemento evitando
la formacion del CAM (153).

6. METODOS DE DIAGNOSTICO

T. vaginalis fue considerado como comensal, desde su
descubrimiento hasta que Hohne, en 1916, aislo el parasito
en el flujo de una mujer que padecia colpitis aguda. Los
efectos patologicos asociados con la infeccion son el
resultado de una compleja interaccion entre el parasito y el
hospedador.

La tricomonosis se manifiesta como una enfermedad
del tracto urogenital humano de transmision venérea, que
si bien no es grave, produce un cuadro clinico muy variado
(114). Los signos y sintomas de la tricomonosis son
inespecificos, por lo que se requiere la toma de muestras y
su examen en el laboratorio para el diagnostico.

En las mujeres, la muestra vaginal se toma con hisopo
estéril, recomendandose la observacién inmediata al
microscopio. Si es necesario se procede a la siembra en
medio de cultivo. El diagndstico en muestras de orina
presenta una sensibilidad menor, independientemente de la
técnica empleada (154, 155). Lawing et al. (154)
demostraron que no todas las mujeres diagnosticadas
mediante muestras vaginales de tricomonosis presentaban
trofozoitos en las muestras de orina, corroborandose el
diagnéstico en un 75% de los casos. En el hombre, las
muestras que se emplean para el diagndstico son uretrales
o de orina fundamentalmente, aunque también se han
descrito estudios con muestras de semen (156).

En la tabla 4 se esquematizan los métodos de
diagnoéstico més relevantes. La técnica maés utilizada en
clinicas y hospitales es el examen directo al microscopio
de la muestra (157). El parasito se identifica por su
morfologia y movimiento caracteristico. Sin embargo la
sensibilidad de esta técnica no es muy elevada.

El cultivo de la muestra en medio liquido o semisoélido
es la técnica de referencia o gold standard. Existen
diversos medios para el cultivo de 7. vaginalis, como el
medio Kupferberg, Kupferberg STS, Hirsch, Trichosel,
Diamond modificado, suero Lash, o el mas reciente,
denominado InPouch TV (158). Sin embargo, el mas
utilizado es el Diamond (TYM) o Diamond modificado
(159). Este diagnostico requiere de 2 a 7 dias de
observacion diaria. Es una técnica economica y sencilla,
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pero requiere un tiempo de espera y la necesidad de que
los organismos se encuentren vivos (tabla 4). Ya se han
comercializado dispositivos que contienen un medio de
cultivo similar al Diamond y que permiten introducir la
muestra del paciente para su incubaciéon. El sistema
InPouch TV permite emplear no s6lo muestras vaginales y
uretrales sino también de orina. Una de las grandes
ventajas de estos sistemas es que permiten la observacion
directa de la muestra al microscopio en el propio
dispositivo y su transporte y no requiere refrigeracion para
su conservacion (160).

En los ultimos afios se han descrito métodos de
diagnéstico molecular, basados en la amplificacion de
acidos nucleicos (NAATSs) mediante PCR para aumentar la
sensibilidad del diagndstico respecto al cultivo. Algunos
proceden de adaptaciones de técnicas aprobadas por la
agencia Food and Drug Administration (FDA) para el
diagnéstico de clamidiasis y gonorrea (Amplicor® C.
trachomatis/N. gonorrhoeae assay-Roche Diagnostic
Corporation, Indianapolis, IN). Esta técnica permite la
deteccion de ADN de T. vaginalis a partir de muestras
vaginales, endocervicales y de orina con rangos de
sensibilidad superiores al 90% (161). Otra técnica
molecular aprobada en 2011 por la FDA es la APTIMA
TV (Gen-Probe) vinculada a la deteccion del ARN
ribosomal 18S de 7. vaginalis. Este método comercial
emplea muestras endocervicales, vaginales o de orina de
pacientes tanto asintomadticas como sintomaticas, y cuenta
con el distintivo CE para su uso en la UE (159). Aunque
puede emplearse con muestras uretrales y de orina, la FDA
no ha aprobado esta técnica para el diagnostico en varones
(162).

Existen escasos datos sobre las manifestaciones
clinicas de la tricomonosis en el varén, que ha sido
considerado como un simple portador asintomatico del
parasito, debido en parte a métodos de diagndstico poco
apropiados, siendo responsable de casos de uretritis no
gonocdcicas. Las consecuencias de la infeccion en el
hombre pueden variar, desde prurito en el pene en los
casos cronicos, hasta la descarga uretral purulenta e
inflamacion del meato externo (uretritis y prostatitis) en
procesos agudos, actuando la glandula prostatica como
reservorio de los tricomadidos (114). En algunos casos se
ha descrito irritacién, dolor uretral, dolor abdominal,
disuria, epididimitis y casos de infertilidad transitoria. La
influencia sobre la fertilidad se debe al probable efecto
citotoxico de las sustancias secretadas por 7. vaginalis
sobre los espermatozoides (163) asi como su capacidad
para fagocitarlos (78, 163).

Por consiguiente, la técnica mas efectiva para el
diagnoéstico de la tricomonosis en el varéon es la PCR. La
amplificacion de acidos nucleicos mediante PCR permite
detectar hasta un tricomonadido (164). Este limite es
significativamente inferior al de deteccion del cultivo (300
trofozoitos/mL) (157) o la observacion al microscopio
(10.000 parasitos/mL) (160). El inconveniente principal
del diagnodstico mediante PCR es el riesgo de inhibidores
en la muestra que podrian invalidar el resultado (154, 156).

Asimismo cabe destacar el desarrollo de métodos de
diagnéstico basados en la hibridacion de acidos nucleicos.
BD Affirm™ VPIII (Becton-Dickinson) esta diseiiado para
el diagnéstico de T. vaginalis, Gardnerella vaginalis y
Candida albicans.

dA wayy,

Figura 15. Test de hibridacion de ADN BD Affirm™ VPIIL. Las imagenes han sido tomadas de www.moleculardiagnosis.bd.com.

Este test incorpora sondas de captura que se encuentran
integradas en una tarjeta para la lectura automatizada de la
misma. Su ventaja principal es que permite diagnosticar
tres de las patologias ginecoldgicas més frecuentes en la
mujer mediante una reaccion de hibridacion en un pequefio
dispositivo que cambia de color (azul) cuando la muestra
es positiva, permitiendo detectar co-infecciones en menos
de 1 hora (Figura 15) (Tutorial BD Affirm™ VPIII

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

Microbial Identification System).

Posee una sensibilidad superior a la observacion en
fresco y en menor tiempo (165, 166), aunque se han
descrito casos de falsos positivos, no resultando eficaz en
muestras uretrales. Este test se encuentra aprobado por la
FDA y la Unién Europea (marca CE) (159).

En la Gltima década, la FDA ha aprobado dos técnicas
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diagnosticas nuevas definidas como point-of-care
diagnostics en muestras vaginales (167). Ambas técnicas
han demostrado ser mas sensibles que el diagnostico en
fresco, aunque pueden producirse falsos positivos en
poblaciones con una baja prevalencia de esta 1.T.S. El
método OSOM®™  Trichomonas Rapid Test (Genzyme
Diagnostics, Cambridge, Massachusetts), anteriormente
comercializado con el nombre de XenoStrip 7. vaginalis
test (Xenotope Diagnostics) se fundamenta en la deteccion
cualitativa antigénica del parasito mediante
inmunocromatografia capilar. El fundamento del método
OSOM" es similar a los test de embarazo, obteniéndose el
resultado en unos 10 minutos. Estd indicado para la
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deteccion de antigenos de muestras vaginales y emplea dos
anticuerpos monoclonales murinos, uno de los cuales se
encuentra inmovilizado en la superficie de la tira reactiva
de nitrocelulosa y conjugado a las particulas rojas. En caso
de que la muestra sea positiva, generara un complejo con
los antigenos especificos de la muestra. El anticuerpo de
captura secundario anti-ratbn se une al complejo
antigénico, apareciendo la linea azul indicativa de que la
muestra es positiva (165, 168). Todas las tiras contienen
un control interno de color rojo que debe aparecer en todos
los casos para validar la prueba. En caso de que la muestra
sea positiva y existan antigenos de 7. vaginalis, aparecera
una linea azul (Figura 16).
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Figura 16. Procedimiento para el diagnostico de T. vaginalis mediante el test rapido OSOM® Trichomonas Rapid Test (Genzyme
Diagnostics). Imagen tomada del Testing Handbook provisto con el test.

Recientemente se ha comercializado un test de
aglutinacion en latex en el Reino Unido para el diagnostico
rapido de la tricomonosis en muestras vaginales
denominado Tv latex agglutination test (Kalon Biological,
Surrey, UK). Emplea particulas de latex sensibilizadas con
anticuerpos (IgG) anti-T. vaginalis de conejo. En caso de
que la muestra sea positiva, se produce la aglutinacion de
las mismas con los antigenos parasitarios. El resultado de
la prueba se obtiene en tres minutos. Las principales
ventajas de este método son la rapidez, sencillez y
economia, ya que no requiere ningin tipo de
instrumentacion. Sin embargo, el laboratorio recomienda
que los reactivos del kit se almacenen entre 4 y 8 °C,
dificultando su posible uso como método de diagnostico de
campo. Esta técnica no estd aprobada atn, ni en EEUU ni
en la UE (159) y se fundamenta en el trabajo publicado a
finales de la década de los ochenta por Carney et al. (169).

30

Las ultimas investigaciones en este campo se
encaminan a la blsqueda de nuevas técnicas de
diagnéstico rapido que puedan ser empleadas con muestras
de ambos sexos. Alderete y Neace han identificado
anticuerpos en el suero de pacientes infectados frente a
proteinas de 7. vaginalis altamente inmunogénicas [o-
actinina (ACT), aldolasa (ALD), a-enolasa (ENO) y
gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa (GAP)]. Sus
ultimos estudios se han centrado en la generacion de una
proteina recombinante compuesta por la combinacion de
epitopos de ALD, ENO y GAP previamente seleccionados
en funciéon de su reactividad con sueros de pacientes de
ambos sexos (170). Los resultados, hasta el momento, son
satisfactorios; no obstante, el equipo contintia buscando
nuevos antigenos con el fin de desarrollar y comercializar
un sistema rapido de diagndstico en muestras séricas.
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Tabla 4. Porcentajes de sensibilidad (Sens.) y especificidad (Esp.) de las distintas técnicas diagndsticas descritas para

identificar 7. vaginalis.

Diagnéstico Test Muestra Cebadores Sens. (%) Esp.(%)  Ref. Ventajas Limitaciones
MV /0M) 58,5 100 (154)
MV 71,4 100 171) Requiere un
MV 61,5 100 (161) microscopio y un
My 7 (166) Facil, rapido (resultado especialista. La
Observacion al My e o (157 en ei mli)smo dia de la sensibilidad y
microsconio Muestra en fresco MV 48,2 100 (168) toma), sencillo y de especificidad dependen
P MV 55,0 100 (160) b;'o coste Y de las aptitudes del
MV 64,9 100 (172) J : microscopista. No
mx gg‘s‘ ((116701)) aplicable en muestras de
> varon.
MV 73,8 100 (169)
N;}rl::lasile MV 714 9.4 (157) Répido y de bajo coste. Requiere tiempo,
Tincién Acri cjlina 52,0 (173)  Papanicolaou atilen ~ microscopio. Método
Papanicolaou MV 94,3 100 (154) citologfas. subjetivo.
OM) 60,4 100 (154) Requiere equipacion y
(I)V(I%) gg’g 100 83?3 Mejora la sensibilidad un especialista. Periodo
Medio Diamond MV 76,2 100 (169) con respecto a la de incubacion largo.
Cultivo MV 89’2 100 observacion en fresco. Riesgo de falsos
> ti .
MU//O(H) 48,0 100 a72) regatives
MV 90,0 (171)  Menor manipulacion,
InPouch ™ sencillo y de facil Mas caro que el cultivo.
92,0 98,0 172) ransporte
Prueba de 92,0 99,7 (174)  Resultados en 45 min. Complejidad moderada.
hibridacion de Affirm VP III MV 63,4 99,9 Deteccion de Requiere un especialista
acidos MV 98,7 94,6 (172) coinfecciones con e instrumental. No
nucleicos ME 98,7 97,3 Gardnerella y aplicable en
Candida. asintomaticos, ni
muestras de varon.
oM) 98,7 98,2
MU 96,0 90,5 172)
O(H) 96,0 96,3
MV 97,9 95,3 (171) Caro, requiere equipo
MV 98,0 95,6 Alta sensibilidad y cualificado e
APTIMA TV O(H) 90.1 989 U7 especificidad, instrumental de
MV 100 100 (174) laboratorio.
TV3y
MV T™V7 88,7 97,1 (154)
o) 64,2 100
MV TVA 48,7 100
NAAT (Test de MV TVK 79,5 97.8 6
amphﬁgacwn O(H) TVK 96,0 992 (160)
de acidos O(H)  p-tubulina 92,0 99,4
nucleicos) BTUBY y
MV 2 80,9 97,2 (157) " Detectan T. vaginalis a Riesgo de presencia de
TVK3 concentraciones A
MV TVK7y 100 99,2 (176) menores que en agentes inhibidores de
PCR casera ; cultivo. Altamente PCR en las muestras.
MV B—tubul}na 98,7 100 bl ) i Caro. Requiere equipo
ME p-tubulina 96,0 100 SCNSIDIC Y GSPECINICO. .\ alificado ¢ instrumenta
OM)  p-wbulina 906 100  (172) S¢puedeemplear con de laboratorio.
MU B-tubulina 92,0 100 muestras de varon.
O(H) B-tubulina 80,0 100
mu Y w0 eso
MV 98,0 99,4 (166)
Test rapidos Tv latex MV 83,3 98,8 (171)
agglutination test
. MV 66,6 100 (176)
OSOM rapid MV 76,7 99,1 (178)  Sensible. Resultados
antigen test/Xeno- .
Strip MV 79-90 171 en 10 minutos.
MV 89,6 97,5

MV, Muestra vaginal; ME, Muestra endocervical; O(M), Orina de mujer; MU, Muestra uretral; O(H) Orina de varoén
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7. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

7.1. 5-Nitroimidazoles

El metronidazol [1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-
nitroimidazol; Figura 17] (MTZ) es el farmaco de
referencia empleado para el tratamiento de la tricomonosis.
La alternativa farmacoldgica es el tinidazol [1-[2-
(etilsulfonil)etil]-2-metil-5-nitroimidazol;  Figura 18]
(TDZ). Estos dos 5-nitroimidazoles (5-NI) son los unicos
medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento
de la tricomonosis.

HO
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Figura 17. Estructura quimica del metronidazol.
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El MTZ fue descubierto por Cosar y Jolou en 1959, a
partir de la azomicina, un antibidtico obtenido a partir de
Streptomyces y descrito por Nakamura a mediados de los
afios 50, con estructura de 2-nitroimidazol (179, 180). En
tan solo un afio se autoriz6 su uso en el tratamiento clinico
de la tricomonosis humana en Europa y cuatro afios
después en EEUU (181). Este farmaco es activo frente a
otros protozoos como Giardia duodenalis y Entamoeba
histolytica 'y su espectro de actividad incluye bacterias
anaerobias Gram positivas y negativas de los géneros
Bacteroides, Fusobacterium y Clostridium entre otros
(181). Es uno de los 100 farmacos mas prescritos en
EEUU (182), y pertenece a la lista de firmacos esenciales
definidos por la OMS (183).

El régimen posologico recomendado es una tnica dosis
de 2 g de MTZ por via oral. No obstante, la guia de
tratamiento de I.T.S. editada por la OMS recomienda el
uso de MTZ durante 5 dias en infecciones uretrales y
neonatales (tabla 5). En caso de fallo en el tratamiento, los
clinicos habitualmente recomiendan repetir el mismo
esquema. Si no se logra la eliminacion del parasito,
algunos médicos prescriben TDZ o bien alargan la
duracion del tratamiento (167).

Tabla 5. Régimen posolégico recomendado por la OMS (184).

Tratamiento Farmaco Dosis Duracion
) ) Metronidaz 2g Dosis unica
Infecciones vaginales ol
Tinidazol 2g Dosis tinica
Metronidaz . .
Alternativa en ol 400 mg o0 500 mg 2 veces/dia; 7 dias
fece hal
fiecciofies vaginates Tinidazol 500mg 2 veces/dia; 5 dias
) Metronidaz 400 mg o0 500 mg 2 veces/dia; 7 dias
Infecciones uretrales ol
Tinidazol 500 mg 2 veces/dia; 5 dias
Metronidaz f e o
Infecciones neonatales ol > mg/kg 3 veces/dia; 5 dias

La via de administracion en todos los casos es oral.

Como se ha descrito anteriormente, la tricomonosis es
un factor de riesgo en la transmision y adquisicion del
SIDA. La tasa de infecciones persistentes (185) y de
reinfecciones por T. vaginalis en pacientes con VIH puede
triplicarse, destacando un porcentaje de resistencia al
tratamiento de hasta un 10% en pacientes VIH+ (186).
Asimismo, en personas coinfectadas con el virus, se ha
observado que el tratamiento con MTZ es mas eficaz si se
administra en varias tomas, en lugar del régimen de dosis
unica de 2 g (186). Estos datos parecen sugerir que el
tratamiento  antirretroviral o  los  mecanismos
desencadenados por la infeccion virica podrian
interaccionar con el MTZ, recomendandose a pacientes
seropositivos la terapia con MTZ multidosis (187).

Aunque existen formulaciones de MTZ para la
administracion intravaginal, su eficacia es menor en
comparacion con el tratamiento oral, ya que no se alcanzan
los niveles terapéuticos adecuados en uretra y glandulas
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anejas (167).

El tinidazol (TDZ), es la alternativa terapéutica al
MTZ. Pertenece a la misma familia quimica de los 5-
nitroimidazoles con un sustituyente sulfona (Figura 18).
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Figura 18. Estructura quimica del tinidazol.
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Fue sintetizado en 1969 y aprobado en 2004 para su
uso en EEUU por la FDA con el nombre comercial de
Tindamax® (162). En comparacion con el MTZ, este
farmaco muestra una actividad in vitro superior, una mejor
distribucion tisular y una mayor capacidad para atravesar
la barrera hematoencefalica (BHE), debido a su caracter
lipofilico. Llega a alcanzar niveles de hasta un 80% en
liquido cefalorraquideo (LCR) frente al 42% detectado con
MTZ. Su semivida es de 13 h uniéndose a proteinas
plasmaticas en un 12% (180). Estas propiedades
farmacocinéticas explican la capacidad del TDZ para
alcanzar entre 1,4 y 2 veces mas concentracion en suero y
tracto genitourinario que la que se alcanza con el MTZ en
pacientes tratados con 500 mg, 2 a 3 veces al dia (162).

El tratamiento de la/s pareja/s sexual/es resulta de gran
importancia, aunque no se hayan manifestado sintomas,
para reducir los casos de reinfeccion (184). Esta
demostrada la existencia de un porcentaje elevado de
varones infectados que no son diagnosticados debido al
caracter asintomatico de la infeccion (156, 188). Por esta
razén, es recomendable evitar cualquier contacto sexual
hasta no haber confirmado la curacion total del paciente y
su/s pareja/s (156).

Se han descrito efectos secundarios asociados al
consumo de estos farmacos, entre los que destaca la
hipersensibilidad a los 5-NI. De todos los efectos adversos
descritos en la ficha técnica de la Agencia Espafiola del
Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS), los mas
comunes son las alteraciones gastrointestinales y el
desarrollo de sabor metalico (189). El consumo de alcohol
esta contraindicado durante el tratamiento con ambos 5-NI,
al ocasionar “efecto antabus” por su metabolismo hepatico
(182).

El tratamiento con MTZ se encuentra contraindicado
durante el primer trimestre de embarazo. Aunque existen

estudios contradictorios sobre el efecto mutagénico y
teratogénico de estos 5-NI, la Agencia Internacional para
la Investigacion del Céancer (IARC) determina que existen
evidencias suficientes como para considerar al MTZ
agente carcinogénico en animales, pero insuficientes en
humanos (182). Es por ello por lo que este medicamento
esta catalogado como un farmaco de Categoria B (12). Su
excelente absorcion y paso a través de membranas provoca
que ambos 5-NI alcancen tejido placentario, fetal y liquido
amnidtico (190). El farmaco se secreta por la leche
materna habiéndose detectado tanto en suero materno
como en lactantes (191). Con el fin de reducir la
exposicion del neonato al farmaco, se recomienda en
mujeres en periodo de lactancia la interrupcion de la
misma desde el inicio del tratamiento con MTZ hasta 12-
24 h tras la Gltima dosis o de 3 dias en caso de que el
farmaco empleado sea el TDZ (167).

El mecanismo de accion de esta familia de farmacos se
ha estudiado ampliamente. Los 5-NI son pro-farmacos,
que se metabolizan en el interior del parasito para
transformarse en agentes activos. El compuesto penetra en
el protozoo mediante difusion pasiva, acumulandose en el
interior del trofozoito. La enzima responsable de la
activacion del farmaco es la piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa (PFOR), situada en el hidrogenosoma y
responsable de la conversion del piruvato en acetil-CoA
con la liberacién de CO, y protones.

Esta descarboxilacion oxidativa estd asociada a un
proceso de fosforilacion a nivel de sustrato que lleva
consigo la consecuente produccion de ATP. Tal y como
muestra la Figura 19, los electrones, que se liberan de esta
reaccion, son captados por una proteina aceptora
denominada ferredoxina (Fd). Esta reaccion se completa
por la accién de la hidrogenasa que produce hidrogeno
molecular (H).
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CoA: Coenzima A; PFOR: Piruvato:ferredoxina oxidorreductasa; Fd: Ferredoxina, HD: Hidrogenasa.

Figura 19. Proceso de descarboxilacion oxidativa llevada a cabo en el hidrogenosoma de 7. vaginalis.

Cuando el MTZ se encuentra en el interior del
hidrogenosoma compite con la Fd por los electrones. Al
presentar un potencial redox superior se produce la
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activacion del farmaco a causa de la transferencia de los
electrones de la Fd al grupo NO, del MTZ como se
observa en el panel A de la Figura 20, causando la
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reduccion y activacion del farmaco con la consecuente
disminucion de la produccion de hidroégeno. El panel B
refleja los pasos necesarios para lograr la reduccion total
de un grupo NO, en NH,, requiriéndose 6 e/molécula.
Durante este proceso se van a generar los distintos
intermediarios toxicos (181). Los radicales formados (2, 4
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y 6 de la Figura 20.B) actuan sobre los residuos de adenina
y timina del ADN del parasito originando la ruptura de
cadenas sencillas y dobles de ADN y con ello la inhibicién
de la sintesis de acidos nucleicos y proteinas que derivan
en la muerte del organismo (181, 192).

A ®

@S @i S,

(1) Nitro  (2) Radical anién

(3) Nitroso

@

MTZ

‘\o _> ‘Ml()'

(4] Radical
hidronitroxido

(‘- (‘- . (n-
B — ‘~NH()H — ‘Nu_..“ ™ ‘-Nn,
H' 2u*

(5) Hidroxilamina

(6) Radical amino
catiénico

(7) Amina

Figura 20. Proceso secuencial de activacion del profairmaco MTZ. A. Activacion del MTZ por transferencia electronica de la Fd al
grupo nitro. B. Reduccion secuencial del radical nitro mediante transferencia electronica.

T. vaginalis se caracteriza por presentar un genoma con
porcentaje de A+T del 68% (6), lo que explica la alta
toxicidad selectiva de este grupo de farmacos como
tricomonicidas (12). Asimismo, en los ultimos afios se ha
observado que estos intermediarios citotoxicos también
forman aductos con las proteinas del parasito que llevan a
la apoptosis del mismo (192, 193). Los estudios
proteémicos de Leitsch er al. (193) identificaron seis
proteinas citosolicas que formaban aductos covalentes con
MTZ y TDZ. Todas ellas se encuentran implicadas en
procesos redox mediados por la tioredoxina, responsable
de la eficiente deplecion de las reservas de tiol en el
parasito y la alteracion del equilibro redox celular.

El potencial redox necesario para la activacion del
MTZ es de -486 mV (192). Este potencial no puede ser
alcanzado en las condiciones aerobicas en las que se
encuentran las células eucarioticas de los mamiferos (-430
mV) (194), resultando dificil la reduccion total del grupo
nitro a las dosis terapéuticas a las que se administran estos
farmacos. Asimismo, al tratarse de células aerobias, el
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oxigeno provoca la reoxidacion de los radicales anionicos,
generando de nuevo el compuesto inicial inactivo (Figura
21), sin llegar a causar grandes lesiones (181). Este ciclo
futil y el bajo potencial redox explican la toxicidad
selectiva de este grupo de farmacos en organismos
anaerobios, asi como la resistencia aerdbica observada a
los 5-NI. Ya en los afios 80, Moreno y Docampo indicaron
que la activacion del MTZ no debia ser solo a causa de la
ruta metabdlica de la PFOR (181).

N() H,0,
Cm X X >

Figura 21. Ciclo futil de reoxidacion del radical anidnico en
presencia de oxigeno.

Estudios recientes confirmaron esta hipotesis,
describiéndose otras rutas de activacion de los 5-NI en la
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que estarian implicadas enzimas redox, como Ia
tiorredoxin-reductasa, capaz de reducir el grupo nitro del
farmaco y generar radicales toxicos como los producidos
por la PFOR (193). O bien, a través de la ruta metabodlica

del malato en la que los electrones generados durante la
descarboxilacion oxidativa del malato para generar
piruvato, son transferidos a la Fd a través de la
NADH:ferredoxin oxidoreductasa (Figura 22).

O 0
oF EM
S /— \‘ CO, + - 0
OH o) N'\Dn\i:\.)\::‘l«l{l.xlc(lldsu NADH 0 -
Piruvato

Malato

Fdred ‘

C-N(),

MTZo*

EM: Enzima madlica o malato deshidrogenasa

‘ Fdox
C-ri(),'

MTZe

Figura 22. Activacion alternativa del MTZ a través de la ruta de la descarboxilacién oxidativa del malato.

Asimismo se han identificado distintos genes en 7.
vaginalis que codifican para nitrorreductasas, cuyas
construcciones recombinantes en modelos de E. coli han
demostrado la capacidad de reducir MTZ, sugiriéndose
otras vias de activaciéon de este grupo de farmacos en el
protozoo (195).

Aunque el éxito en el tratamiento de la tricomonosis
con MTZ se sitlia por encima del 90%, el primer caso de
resistencia clinica se publico a los dos afios de su
comercializacion (196). Hasta la fecha, no se ha aprobado
un tratamiento alternativo con farmacos de otras familias
quimicas. Desde 1962 se han publicado fenémenos de
resistencia al tratamiento en todos los continentes (197-
199). Algunos estudios han registrado datos de fallo en el
tratamiento con 2 g de MTZ en al menos el 7% de las
mujeres (188), habiéndose estimado que de todos los casos
clinicos que se diagnostican, entre el 2-10% son casos de
resistencia (200).

Este parasito puede desarrollar dos tipos de resistencia:

Resistencia aerdbica basada en la reoxidacion de los
aniones toxicos del MTZ por la presencia de oxigeno
(Figura 22). Este tipo de resistencia es la que sucede de
forma comun en los aislados clinicos de pacientes
refractarios al tratamiento con MTZ. En la vagina existen
niveles de oxigeno que oscilan entre 15-56 uM (201). Las
concentraciones de O, y de H,O, que se generan son
facilmente detoxificadas por accion de catalasas vy
superéxido dismutasas presentes en este parasito (202).
Asimismo, la conversion del farmaco de nuevo a la forma
oxidada causa la disminucién de la entrada de mas
profarmaco por difusion pasiva al interior del
hidrogenosoma (181).

La resistencia aerObica estd catalogada en baja,
moderada o alta por el CDC (Center for Disease Control
and Prevention) (tabla 6), en funcion de la respuesta al
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farmaco que presente el aislado tras someterle a un test de
susceptibilidad en el que se estudia la concentracién
minima letal (CML) del MTZ o del TDZ mediante
observacion al microscopio (203).

Tabla 6. Catalogacion de la resistencia aerdbica de
aislados en funcion de la concentracién minima letal
detectada en presencia de MTZ o TDZ.

Rango de CML (ng/mL) resli\iiZIellc;l:
50 Sensi;)llgeza MTZ o
50-100 Baja
100-200 Moderada
200-400 Ala

La resistencia anaerdbica, en cambio, estd mediada por
modificaciones en el parasito que conllevan la reduccion
en mas de un 50% de la expresion de enzimas claves para
la activacion del farmaco en el hidrogenosoma de
determinados aislados que han desarrollado una resistencia
elevada como la PFOR o la ferredoxina (193, 202), asi
como otras enzimas presentes en este orgdnulo como la
malato deshidrogenasa (193) o la NADH oxidasa (202).
Estos aislados resistentes han sido generados in vitro
mediante la exposicion de los flagelados a concentraciones
crecientes del farmaco, forzando al pardsito a sobrevivir
ante una presion creciente del compuesto (204). Se
considera que poseen resistencia anaerdbica todos aquellos
aislados que presenten una CML por encima de 3 pg/mL
(203).

Aunque el MTZ y el TDZ son los dos tnicos farmacos
aprobados para el tratamiento de la tricomonosis, existen
otros compuestos de la misma familia, a excepcion del
clotrimazol, cuyo uso en clinica no se ha aprobado. Las
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moléculas mas conocidas son (Figura 23):

Secnidazol: presenta una absorcion rapida por via oral.
Su semivida plasmatica es mayor a la del MTZ y el TDZ
(entre 17-29 h). Se han descrito efectos secundarios
similares a los del MTZ, resultando las alteraciones
gastrointestinales las mas frecuentes. Cudmore et al. lo
describen como una alternativa terapéutica adecuada para
el tratamiento de esta L.T.S. (12).

Satranidazol: muestra una semivida igual a la descrita
en el secnidazol aunque presenta una actividad in vitro
inferior a la del farmaco de referencia.

Ornidazol: con una actividad similar a la del MTZ,
muestra una semivida plasmatica de 12-14 h. Skold et al.
publicaron la curacion del 100% de un grupo de veinte
pacientes tratadas con una Unica dosis de 2 g del
compuesto. Sin embargo, ocho de ellas mostraron efectos
secundarios describiendo principalmente estados de fatiga
y mareos (205). Los estudios séricos revelaron niveles de
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ornidazol en sangre entre 5 y 8 veces superiores a la
concentracion minima inhibitoria (CMI) registrada para
este compuesto, manteniéndose hasta 36 h tras Ia
ingestion. Su potencial redox es -467 mV, inferior al del
MTZ (193).

Clotrimazol: imidazol de baja absorcion sistémica que
se emplea en formulaciones topicas para el tratamiento de
la tricomonosis, con una actividad inferior que los 5-NI. El
equipo de duBouchet registraron sélo un 11,1% de
curacion en un grupo de 45 mujeres tratadas con este
farmaco, aunque ninguna desarrolld efectos adversos
(189). Es el tratamiento prescrito en mujeres embarazadas
mas comun (206), siendo la alternativa terapéutica
recomendada por el CDC durante el primer trimestre de
embarazo para aliviar los sintomas (100 mg clotrimazol
intravaginal/dia durante 6 dias) seguido de un tratamiento
de 2 g de MTZ durante el segundo trimestre (12).

0}

I

N
HO 8/®Y\

=<
\/

Secnidazol Satranidazol

At

Cl

Ornidazol Clotrimazol

Figura 23. Estructura quimica de otros firmacos tricomonicidas.

7.2. Otras alternativas terapéuticas

La busqueda de alternativas farmacologicas eficaces
para el tratamiento de esta parasitosis continta siendo de
gran importancia hoy en dia. La literatura contiene un gran
nimero de articulos que describen la actividad
tricomonicida de extractos de plantas de distintas regiones
geogrificas como Oceania (207), Africa (208, 209),
Yemen (208), México (210), Panama (211, 212),
Guatemala (211), Ecuador (211), Argentina (211), Brasil
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(213, 214, 215), Filipinas (216), Turquia (217), Espana
(218, 219) o Iran (220, 221), entre otros.

A continuacion, se recogen los compuestos de origen
natural ensayados in vitro y que podrian ser fuente de
nuevas alternativas terapéuticas (tabla 7). Tan solo se
citan aquellos estudios que han presentado una actividad
antiparasitaria relevante con valores de Clso < 100 pg/mL
y/o CMI en torno a 1 mg/mL.
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Tabla 7. Actividad tricomonicida de las especies naturales mas relevantes obtenidas de la literatura cientifica. En la
tabla se especifica la especie, denominacion comun, actividad tricomonicida, uso tradicional de los extractos de la planta y
la composicion mayoritaria del extracto estudiado.

Nombre

Parte de la

Actividad

Compuestos

Especie comiin planta (ug/mL) Uso tradicional aislados Referencia
_n1. B-pineno, 6xido
fé[: a:}zz;num Rizoma C%SIO 2’%’7 Antimicrobiano de cariofileno y (209)
P 1005 cipereno
Tratamiento de los sintomas
. asociados a los resfriados y gripes, Sulfuros
A.llzz.4m . Chalote Granos  CMIj = 10-5 frente al asma, antiinflamatorio organicos (222)
hirtifolium persa o . .
(artritis y arteroesclerosis), (alicina)
antineoplasico
Arbutus unedo Madrofio Hojas CMl, 0 =500 T.ratamler.nro de.las hemon91des, GllCO?ldOS y 217)
hipertension, diarrea y ansiedad taninos
Antihelmintico, antiséptico, febrifugo,
. Lactonas
Artemisia Ajenjo repelente de insectos y en el sesquiterpénicas
o . i Aérea Clso = 87,2 tratamiento de alteraciones . ? (219, 223)
absinthium hierba santa . . . flavonoides,
hepatobiliares, dispepsia y fiebre .
P polifenoles
cronica
Antipruriginoso, tratamiento de
Boceonia alteraciones en la piel (dermatitis,
frutescens Aéreas Cls0=30,9 lceras, tifia, verrugas, etc), disenteria Alcaloides (210, 224)
e infecciones respiratorias (tos ferina,
tuberculosis)
. Antibacteriano, antipuriginoso Isotiociapato de
Carica papaya Papaya Semilla Clso=5,6 , S > ’ bencilo y (210)
vermifugo y antiamebiano .
glucosinolatos
Cocos nucifera Coco Flcb;:C:reala Clso=5,8 Tratamiento de la artritis y la diarrea Polifenoles (210, 225)
_ Analgésico, antimalarico,
Cussonia spp. Hojas CMlllo(())&):‘.’OO— antiiflamatorio, antidiarreico y contra (208)
las enfermedades mentales y la I.T.S.
Geranium Geranio de
mexicanum olor, patade  Corteza Clsp =56 Antipruriginoso, antidiarreico Flavonoides (210, 226)
ledn
Hypericum Aéreas  CMIyg0 = 325 Antimalérico Floroglucinol y 215)
polyanthemum benzopiranos
Lygodium Culebrina Aéreas Clso = 60.9 Antidiarreico, antldotf) contra la 210)
venustum mordedura de vibora
Myristica fatua Fruto Clsp=35,2 Antirreumatico (207)
CMl, o0 =
Neurolaena Hojas  1000; Clso Antimalarico Lactonas @11)
lobata ~'500 sesquiterpénicas
Sapindus Boliche, Limpieza de la ropa, curacion de
P . amole, Fruto CMl; o0 = 156 ulceras, inflamacion y heridas Saponinas (227)
saponaria . .
jaboncillo externas
Scaevola Hojas, Cls50=29,3 Reconstituyente (207)
balansae corteza
Tarchonanthus Arbusto de Hojas CMIy00 = 500 Enfermedades respiratorias y para (228)
camphoratus alcanfor perfumar las casas
_ Alcaloides,
;Z%Zaszga bayag-usa Hojas Cl\l/g(l)o(()) B Antibacteriano saponinas y (216)
taninos
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En lo que respecta a los compuestos de sintesis, en las
ultimas décadas se han descrito numerosas moléculas con
estructura no imidazodlica y actividad tricomonicida in
vitro e in vivo que han llegado a ser empleadas como
tratamiento alternativo a los 5-NI en ciertas regiones.
Algunas de ellas se utilizaron topicamente antes de la
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mejora de los sintomas, no pudiéndose alcanzar en muchos
casos la cura total debido a la dificultad del farmaco para
alcanzar 6rganos anejos profundos, que 7. vaginalis puede
colonizar. De igual forma, otros tratamientos se han
empleado en casos clinicos de resistencia a los farmacos
de referencia. En la siguiente tabla se muestran los

aparicion del MTZ. Sin embargo, s6lo lograban una

compuestos mas relevantes.

Tabla 8. Firmacos empleados como alternativa terapéutica para el tratamiento de la tricomonosis.

Farmaco Estructura Mecanismo de acciéon Observaciones Ref.
Similar al de la anfotericina B. Empleado en India a nivel
. Polieno Se asocia al ergosterol de la topico. Toxicidad elevada,
Hanamicina i . . (12)
aromatico membrana del parasito causando desarrollando ulceraciones en la
la formacion de poros. mucosa genitourinaria.
Baja absorcion intestinal,
formulaciones topicas.
También empleado en el Empleado en pacientes alérgicos
tratamiento de la amebosis, al MTZ o en tratamientos
Paromomicina Aminoglicé-sido critposporidiosis y giardiosis. Se  conjuntos con 5-NI. Estudios (229-232)
une al ARNr 16S inhibiendo la con resultados de efectividad
sintesis de proteinas. contradictorios. Casos de
ulceraciones vaginales
dolorosas.
En supositorios y duchas
vaginales en casos de
C L. Acido Antiséptico debido a su caracter hipersensibilidad al MTZ.
Acido borico . . p L perse! (231, 233)
trioxoborico acido. Estudios con resultados
contradictorios en cuanto a su
eficacia.
Tratamiento frente a bacterias
entéricas y Giardia. Interfiere en S .
rutas metabélicas al Escasa absorcion intestinal
Furazolidona Nitrofurano . . _ aunque eficaz tras su (232, 234)
interaccionar con distintos .. s .
. s administracion intravaginal.
sistemas enzimaticos. Se une al
ADN.
Aprobado como agente frente a
la giardiosis y la
. criptosporidiosis, actuando de ~ Altamente activo in vitro frente
Derivado o , A o
. . L. forma similar a los 5-NI a través a T. vaginalis. Absorcion (232, 235,
Nitazoxanida sintético de la . ., . . . . o
L del grupo nitro. También activo  intestinal limitada, limitando su 236)
salicilamida . . .
frente a algunos helmintos uso a nivel intravaginal.
mediante la inhibicién de la
polimerizacion de la tubulina.
Altamente activo in vitro frente
Leishmanicida. Inhibe la sintesis a aislados sensibles y resistentes
Miltefosina Fosforil-colina de fosfolipidos gracias a su de T. vaginalis. Algunos (237-239)
estructura. estudios alertan sobre posibles
efectos teratogénicos.
. . En desuso debido al riesgo de
Contraceptivo espermicida . . .
. ulceraciones genitales, erosiones
empleado en formulaciones en el epitelio y alteracion de la
Nonoxinol-9 Hexacosanol topicas durante mas de 50 afios. P M (240)

Detergente no iénico con
actividad microbicida.

flora aumentando el riesgo de
adquirir VIH. No protege frente
aotras L.T.S.
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8. CONCLUSIONES

La secuenciacion del genoma de 7. vaginalis y los
ultimos estudios que han demostrado el papel relevante
que muestra este parasito, favoreciendo la implantacion de
otros patdgenos en la cavidad genitourinaria, asi como su
intervencion como factor de riesgo en el desarrollo de
neoplasias, ha revolucionado el idea preconcebida que se
tenia de la tricomonosis. Hasta finales del siglo XX, la
tricomonosis urogenital humana era una enfermedad
venérea molesta pero con poca relevancia. Sin embargo los
estudios de los ultimos afios parecen mostrar lo contrario.
Un parasito capaz de desarrollar un amplio cuadro clinico
y poco especifico, pudiendo llegar a pasar desapercibido
en parte de los pacientes. Esta versatilidad parece tener
relacion con el genoma tan complejo y repetido, formado
por genes que podria haber adquirido durante su evolucion
tras estar en contacto con otros organismos mediante
transferencia lateral de genes. Asimismo, esta capacidad
gendmica también podria explicar como un parasito
unicelular sin formas de resistencia es capaz de colonizar y
asentarse en un ambiente tan hostil como el nicho
genitourinario, sometido a cambios de pH, iones,
hormonas, el sistema inmune del hospedador, la flora
vaginal, etc. En virtud de todo lo descrito en esta revision,
T. vaginalis se postula como un excelente modelo
parasitologico para el estudio de los mecanismos de
adaptacion, interaccion parasito-hospedador y patogenia,
de facil manejo en el laboratorio y versatil en términos de
patogenia, gendmica y clinica.
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