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Trichomonas vaginalis es un parásito protozoario extracelular causante de la 

infección de transmisión sexual no viral más común del mundo: la tricomoniasis. 

T. vaginalis al ser un parásito extracelular obligado depende de la adherencia a 

las células del hospedador para desarrollar exitosamente la infección. Teniendo 

en cuenta la relevancia de la infección por T. vaginalis, así como también las 

complicaciones asociadas, surge una clara necesidad de mejorar la comprensión 

acerca de las herramientas que el parásito utiliza para adaptarse y manipular el 

entorno del hospedador para establecer la infección. Si bien los mecanismos de 

comunicación celular han sido ampliamente descriptos en organismos 

multicelulares, en parásitos protozoarios esta disciplina permanece aún poco 

explorada. En este contexto, los objetivos de esta tesis se focalizaron en la 

caracterización de nuevos procesos relacionados con la interacción y la 

comunicación celular de Trichomonas vaginalis. En el CAPÍTULO I 
demostramos la importancia de la proteína VPS32 en la biogénesis y regulación 

de la carga proteica de las vesículas extracelulares liberadas por T. vaginalis. 

Además, observamos que los parásitos que sobreexpresan la proteína VPS32 

tenían mayor capacidad de adherencia a las células del hospedador. En el 

CAPÍTULO II demostramos la existencia de citonemas en T. vaginalis y que la 

formación de dichas estructuras de superficie en una cepa altamente adherente 

(CDC1132) se ve afectada por la presencia de cepas diferentes (G3 y B7RC2). 

También pudimos demostrar que la comunicación entre diferentes cepas está 

regulada por vesículas extracelulares y que el contenido proteico de las vesículas 

extracelulares es dependiente de cada cepa. Por último, demostramos que la 

comunicación entre distintas cepas de T. vaginalis fenotípicamente diferentes 

puede afectar la adherencia del parásito a las células hospedadoras.  

En resumen, los resultados obtenidos en los dos capítulos aportan información 

novedosa para comprender el mecanismo de biogénesis de las vesículas 

extracelulares liberadas por el parásito Trichomonas vaginalis, y su relación con 

el proceso de interacción entre parásitos y con las células del hospedador. 

Palabras claves: Trichomonas vaginalis, parásitos, vesículas extracelulares, 

comunicación, citonemas, filopodios.  



 

   



 

Trichomonas vaginalis is an extracellular protozoan parasite that causes the most 

common non-viral sexually transmitted infection in the world: trichomoniasis. T. 

vaginalis, being an obligate extracellular parasite, depends on adherence to host 

cells to successfully establish the infection. Given the relevance of T. vaginalis 

infection and its associated complications, there is a clear need to improve our 

understanding of the strategies that the parasite uses to adapt and manipulate 

the host environment to establish the infection. While cellular communication 

mechanisms have been extensively described in multicellular organisms, this 

field remains largely unexplored in protozoan parasites. In this context, the 

objectives of this thesis focused on characterizing new processes related to the 

interaction and cellular communication of Trichomonas vaginalis. In CHAPTER I, 
we demonstrated the importance of the VPS32 protein in the biogenesis and 

regulation of protein cargo in the extracellular vesicles released by T. vaginalis. 

Furthermore, we observed that parasites overexpressing the VPS32 protein had 

a greater capacity for adherence to host cells. In CHAPTER II, we demonstrated 

the existence of cytonemes in T. vaginalis and showed that the formation of these 

surface structures in a highly adherent strain (CDC1132) is affected by the 

presence of different strains (G3 and B7RC2). We were also able to show that 

the communication between different strains is regulated by extracellular vesicles 

and that the protein content of extracellular vesicles is strain-dependent. Finally, 

we demonstrated that communication between different phenotypically different 

strains of T. vaginalis can affect parasite adherence to host cells.  

In summary, the results obtained in the two chapters provide novel information 

for understanding the mechanism of biogenesis of extracellular vesicles released 

by the parasite Trichomonas vaginalis and their relationship with the interaction 

process between parasites and host cells. 

Key words: Trichomonas vaginalis, parasites, extracellular vesicles, 

communication, cytonemes. 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Tricomoniasis 
La tricomoniasis se presenta como una enfermedad de transmisión sexual no 

viral de gran incidencia a nivel mundial. Según datos proporcionados por la 

Organización Mundial de la Salud, en 2018 se reportaron 376 millones de nuevos 

casos de enfermedades de transmisión sexual no virales en adultos entre 15 y 

49 años de edad, de los cuales 156 millones fueron causados por el parásito 

Trichomonas vaginalis (Rowley et al., 2019, p. 6; WHO, 2018). En comparación 

con otras enfermedades de transmisión sexual tratables, la tricomoniasis supera 

ampliamente la incidencia (cantidad de casos nuevos de una población 

determinada durante un periodo de tiempo específico) de la gonorrea y la sífilis 

las cuales se estima que causan en conjunto 93 millones de nuevos casos 

anuales; y de la clamidiasis que afecta a 127 millones de adultos infectados por 

año. La prevalencia (cantidad de casos en una población específica durante un 

periodo de tiempo determinado) de la infección por T. vaginalis se estima que es 

de 110 millones, siendo dichos valores similares a la clamidiasis (124.3 millones), 

pero mayores a la gonorrea (30.6 millones) y a la sífilis (19.9 millones). Cabe 

destacar que, aunque la tricomoniasis es una enfermedad global, su prevalencia 

e incidencia son mayores en las regiones de América y África en comparación 

con otras partes del mundo (Rowley et al., 2019) (Tabla 1). 

 
Tabla 1. Incidencias y prevalencias de la infección por T. vaginalis en mujeres y hombres de 
15 a 49 años en diferentes regiones del mundo en 2018. Tomado de Rowley et al., 2019, p. 
6. 



 

En cuanto a los datos sobre la tricomoniasis en países de Latinoamérica, se 

realizaron diferentes estudios que sugieren que la prevalencia varía de un país 

a otro. Por ejemplo, se estimó una prevalencia del 7,6% en Argentina (Salomón 

et al., 2011), 7,8% en Chile (Neira O. et al., 2005), 9,1% en Perú (Leon et al., 

2009) y un rango de 2,6% a 20% en Brasil (Grama et al., 2013; Luppi et al., 2011; 

Rocha et al., 2014). Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos datos 

pueden subestimar la verdadera prevalencia de la enfermedad debido a que la 

tricomoniasis no es actualmente una enfermedad reportable (Hoots et al., 2013). 

En general, el conocimiento sobre la prevalencia real de la tricomoniasis y los 

factores que influyen en su incidencia sigue siendo limitado en Latinoamérica. 

Existen múltiples factores que pueden influir en la incidencia de la enfermedad, 

tales como la edad, la actividad sexual, la cantidad de compañeros sexuales, la 

presencia de otras enfermedades de transmisión sexual, el periodo menstrual y 

las condiciones sociales y económicas (Secor et al., 2014). Es importante 

destacar que la tricomoniasis afecta principalmente a mujeres de poblaciones 

desfavorecidas, tanto en países desarrollados como en aquellos con escasos 

recursos (Secor et al., 2014). En general, el conocimiento sobre la prevalencia 

real de la tricomoniasis y los factores que influyen en su incidencia sigue siendo 

limitado en Latinoamérica. 

Desde hace más de 60 años, el tratamiento de la tricomoniasis ha estado basado 

en la administración de compuestos de tipo 5-nitroimidazoles, siendo el 

metronidazol el fármaco más utilizado debido a su bajo costo, eficacia y buena 

tolerancia en general. Aunque los efectos secundarios son leves, su uso en 

casos de infecciones recurrentes ha generado la aparición de cada vez más 

cepas resistentes. Estudios previos demuestran que del 2 al 10% de las cepas 

de T. vaginalis analizadas no responden al tratamiento con metronidazol (Conrad 

et al., 2013). La falta de alternativas terapéuticas para dichas infecciones 

resistentes ha llevado a la administración de dosis más altas o a tratamientos 

prolongados con el mismo fármaco, con la consecuente selección de cepas cada 

vez más resistentes y un aumento de la frecuencia de aparición de efectos 

secundarios (Helms et al., 2008; Sobel et al., 2001; Waters et al., 2005). En este 

contexto, cabe destacar que muchos pacientes pueden desarrollar reacciones 

anafilácticas a los 5-nitroimidazoles. En conclusión, debido a que las estrategias 



 

de prevención y tratamiento actuales no han logrado disminuir la prevalencia de 

la infección, la tricomoniasis es considerada una enfermedad parasitaria 

desatendida y resulta indispensable optimizar las estrategias de abordaje para 

su control (Secor et al., 2014). 

Tricomoniasis: consecuencias y complicaciones. 
La tricomoniasis es una enfermedad de transmisión sexual que puede causar 

graves complicaciones en la salud pública. Aunque antes se creía que la 

enfermedad era sintomática en mujeres (Lehker & Alderete, 2000; Petrin et al., 

1998; Sparks, 1991) y asintomática en hombres (Lehker & Alderete, 2000; 

Swygard et al., 2004); estudios recientes indicaron que alrededor del 80% de las 

infecciones son asintomáticas tanto en hombres como en mujeres (Allsworth 

et al., 2009; Leitsch, 2016; Poole & McClelland, 2013; Sutton et al., 2007), y que 

en función de esto, si el tratamiento es inadecuado o inexistente dicha infección 

puede persistir durante meses o inclusive años (Peterman et al., 2006). 

En las mujeres la vagina es el foco de infección, pero los parásitos también 

pueden infectar la uretra y el endocérvix (Bastida-Corcuera et al., 2005; Lehker 

& Alderete, 2000; Muzny & Schwebke, 2013; Sparks, 1991), causando 

inflamación de leve a moderada (Swygard et al., 2004; Wølner-Hanssen et al., 

1989). Los síntomas incluyen abundantes descargas vaginales, espumosas y 

con mal olor, prurito y dolor durante la micción. Estos síntomas son causados 

por una intensa infiltración leucocitaria de la mucosa genital, lo cual promueve la 

inflamación y el aumento de la presencia de leucocitos polimorfonucleares en las 

secreciones vaginales (Lazenby et al., 2013). La inflamación puede producirse 

en las diferentes áreas del tracto genital femenino provocando vaginitis, 

cervicitis, endometritis, anexitis y la enfermedad inflamatoria pélvica (Cherpes 

et al., 2006; Fichorova, 2009). Las lesiones hemorrágicas puntiformes en el 

epitelio son el signo clínico más específico de la infección por Trichomonas 

vaginalis (Swygard et al., 2004; Wølner-Hanssen et al., 1989). En mujeres 

embarazadas la infección prolongada puede causar ruptura prematura del saco 

amniótico y del corion, partos prematuros y nacimientos de niños con bajo peso 

(Cotch et al., 1997; Mann et al., 2010; Minkoff et al., 1984). Además, la infección 

por T. vaginalis puede aumentar el riesgo relativo de lesión pre-invasiva y cáncer 

cervical invasivo si no se trata adecuadamente (Viikki et al., 2000). 



 

Aunque es más prevalente en mujeres, los hombres también pueden verse 

afectados por esta infección. Sin embargo, debido a que la infección en hombres 

suele ser transitoria, autolimitada y asintomática, es menos conocida que en 

mujeres (Andersson et al., 2006; Hirt & Sherrard, 2015). Esto puede estar 

relacionado con la naturaleza oxidativa y las altas concentraciones de zinc 

presentes en los fluidos genitales masculinos, lo que se cree que puede actuar 

como factor citotóxico y/o inhibir ciertos factores de virulencia del parásito 

(Gimenes et al., 2014). Sin embargo, aunque en general la infección es 

asintomática, en algunos hombres puede causar uretritis, la cual se caracteriza 

por la presencia de secreciones claras o mucopurulentas, disuria y prurito leve, 

o sensación de ardor después de la relación sexual (Petrin et al., 1998). Además, 

la infección en hombres puede generar complicaciones tales como prostatitis, 

balanitis, epidídimo-orquitis y posiblemente infertilidad. También se ha 

observado que la infección en hombres se asocia con un aumento en la 

incidencia y en la severidad del cáncer de próstata y de la hiperplasia benigna 

de próstata (Mitteregger et al., 2012; Stark et al., 2009; Sutcliffe et al., 2006; 

Sutcliffe & Platz, 2008; Taylor et al., 2005). Recientemente, se ha demostrado 

experimentalmente que T. vaginalis podría favorecer la promoción y progresión 

del cáncer de próstata debido a que el parásito secreta una proteína llamada 

TvMIF que “emula” a su homólogo humano HsMIF, provocando un aumento en 

la inflamación y en la proliferación e invasión de células prostáticas (Twu et al., 

2014). 

Por otro lado, la infección por T. vaginalis se ha asociado con la transmisión del 

VIH (virus de inmunodeficiencia humana) (Kissinger & Adamski, 2013; Sorvillo 

et al., 2001; Van Der Pol et al., 2008). Estudios epidemiológicos indican que la 

tricomoniasis genera un aumento de 2,7 veces del riesgo de adquirir VIH (Poole 

& McClelland, 2013). Este hallazgo es especialmente preocupante debido a la 

alta prevalencia de la tricomoniasis en la población general, y en particular en 

aquellos grupos de riesgo (Lehker & Alderete, 2000). Los investigadores 

postulan que el aumento en la susceptibilidad al VIH podría deberse a alguno/s 

de estos cuatro factores: (I) la inflamación que causa la infección por T. vaginalis 

provoca un aumento de linfocitos en la zona de infección, los cuales son blanco 

de la infección del VIH (Sardana et al., 1994); (II) la infección parasitaria puede 



 

dañar la mucosa, causando lesiones hemorrágicas del epitelio genital, lo que 

podría facilitar la entrada del virus (Guenthner et al., 2005); (III) que la infección 

por T. vaginalis produce alteraciones en la flora vaginal normal y este desbalance 

podría aumentar el riesgo de adquisición de VIH (Moodley et al., 2002); y (IV) 

Trichomonas vaginalis es capaz de internalizar el virus mediante endocitosis, lo 

que podría funcionar como un mecanismo tipo ¨caballo de troya¨ de transmisión 

del VIH (Hirt et al., 2011). También se ha descrito una asociación entre la 

infección por T. vaginalis y el virus del herpes simple II (HSV-2), con un aumento 

de la diseminación y la incidencia de HSV-2 en mujeres infectadas con T. 

vaginalis (Boselli et al., 2005; Gottlieb et al., 2004). 

 

Versatilidad biológica codificada en un genoma voluminoso 
T. vaginalis es un parásito extracelular que coloniza el ambiente anóxico luminal 

de su hospedador para obtener nutrientes y sobrevivir. El trofozoíto es la forma 

vegetativa del parásito que se caracteriza por su capacidad de nutrirse, 

reproducirse e infectar. La nutrición del parásito se lleva a cabo mediante la 

pinocitosis y la fagocitosis de bacterias, descamaciones celulares y leucocitos, 

lo que puede provocar una disminución en el número de leucocitos (leucopenia) 

(Pereira-Neves & Benchimol, 2007). Trichomonas vaginalis no presenta 

reproducción sexual y se reproduce por división binaria longitudinal, lo que le 

permite alcanzar un gran número de individuos en poco tiempo; considerando 

que el tiempo de duplicación aproximado es de 6 horas (Schwebke & Burgess, 

2004).  El trofozoíto presenta un núcleo en la zona anterior (cerca del punto de 

inserción de los flagelos) y un citoesqueleto conformado por estructuras 

particulares: la costa, el axostilo, el cuerpo parabasal y la pelta; las cuales están 

compuestas por microtúbulos (Honigberg & King, 1964; Nielsen & Nielsen, 1975) 

(Figura 1). Este parásito carece de mitocondrias y en su lugar posee 

hidrogenosomas (organelas que poseen la capacidad de generar energía en 

condiciones anaeróbicas) (Boxma et al., 2005). Los hidrogenosomas importan 

piruvato y malato para producir ATP sin el uso de oxígeno como aceptor final de 

electrones. Como resultado de este proceso, se libera hidrógeno y acetato como 

productos finales (Ginger et al., 2010; Müller et al., 2012). El estudio de estas 

organelas ha sido de gran importancia a lo largo de los años, ya que las drogas 



 

utilizadas para el tratamiento de la enfermedad son administradas como pro-

drogas que necesitan ingresar al hidrogenosoma para activarse y ejercer su 

función (Cudmore et al., 2004; Leitsch et al., 2014). La activación de dichas pro-

drogas genera radicales nitro citotóxicos que dañan a las proteínas y el ADN del 

parásito. Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos bioquímicos y 

moleculares involucrados en la producción de energía en Trichomonas vaginalis 

es crucial para el desarrollo de nuevas terapias para esta enfermedad. 

 

Figura 1. Dibujo esquemático de Trichomonas vaginalis. (A) (a) Flagelo anterior; (b) 
membrana ondulante; (c) pelta; (d) costa; (e) hidrogenosomas; (f) axostilo. (B) Corte sagital 
donde se pueden ver las estructuras internas: la costa que es un haz de microtúbulos 
dispuesto en el interior de la célula y paralelo a la membrana ondulante (aporta rigidez a la 
célula y es el soporte de dicha membrana ondulante). El cuerpo parabasal constituido por 
dos o más fibras parabasales estriadas que conectan el aparato de Golgi al sistema flagelar. 
El axostilo que es un conjunto de microtúbulos trenzados que salen del centro de la célula y 
se proyectan más allá de ésta; y la pelta que es otra estructura de microtúbulos a 
continuación del axostilo hacia la parte anterior y que recubre parcialmente las estructuras 
basales de los flagelos. Imagen tomada de Bouchemal et al. (2017). 

Como mencionamos previamente, T. vaginalis incorpora los nutrientes a partir 

de su hospedador, lo que ha permitido la racionalización de su metabolismo a 

través de la pérdida de ciertos genes (Barratt et al., 2015; Carlton et al., 2007; 

Ginger, 2006). Paradójicamente, a pesar de estas pérdidas, el genoma de T. 

vaginalis ha experimentado una expansión masiva (Zubácová et al., 2008). 

Posee un tamaño de aproximadamente 160 Mb y alrededor de 60 mil genes 

codificados en 6 cromosomas haploides (Carlton et al., 2007; S. B. Gould et al., 



 

2013). A diferencia de otros parásitos relacionados como Giardia lamblia, 

Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar, T. vaginalis muestra una 

considerable expansión en el tamaño del genoma debido a que posee un gran 

número de duplicaciones de genes, repeticiones, elementos transponibles (TEs) 

y pseudogenes (Andersson et al., 2006; Barratt et al., 2015; Carlton et al., 2007; 

Horváthová et al., 2012; Klodnicki et al., 2013; Kusdian & Gould, 2014; Morin-

Adeline et al., 2014, 2015; Singh et al., 2011; Woehle et al., 2014). A pesar de 

esta masiva expansión, se cree que hasta el 65% del genoma consiste en 

secuencias repetitivas (S. B. Gould et al., 2013; Kusdian & Gould, 2014). Estos 

hallazgos sugieren una complejidad genómica única y mecanismos de 

regulación de la expresión muy controlados en T. vaginalis, los cuales podrían 

ser importantes para adaptarse a entornos anóxicos y nutricionalmente limitantes 

en el hospedador. 

En cuanto a los elementos transponibles, estos son considerados mediadores 

claves en la duplicación de genes y se cree que han influido en la evolución de 

los tricomonadidos (Bradic et al., 2014). En T. vaginalis muchos genes 

duplicados permanecen funcionales (Woehle et al., 2014), como aquellos 

asociados con la infección, mantenimiento,  colonización, virulencia y adquisición 

de nutrientes, los cuales están especialmente expandidos (Kusdian & Gould, 

2014). Un ejemplo de expansión masiva es la familia de proteínas tipo BspA la 

cual posee 911 miembros en la cepa G3 y se cree que podría estar implicada en 

procesos de patogénesis en T. vaginalis, debido a que estos genes regulan la 

adherencia e invasión en organismos procariotas (Noël et al., 2010). De manera 

similar, la familia de cisteína-proteasas, reconocidos factores de virulencia claves 

en patógenos protozoarios, presenta una considerable expansión en T. vaginalis 

en comparación con otros parásitos anaerobios emparentados (Christy & Petri, 

2011; Hernández et al., 2014). Asimismo, la superfamilia de Ras GTPasas y 

quinasas, que regulan el tráfico vesicular, la transducción de señales durante la 

fagocitosis y la motilidad, así como también la transición de T. vaginalis hacia su 

estado ameboideo, presenta una considerable expansión en los tricomonadidos 

(Abhyankar et al., 2012; Bosch & Siderovski, 2013, 2015; Lal et al., 2005; 

Somlata et al., 2011). En T. vaginalis, se han encontrado 65 genes relacionados 

a la superfamilia de Rab GTPasas (Lal et al., 2005) y en E. histolytica 91 genes 



 

(Bosch & Siderovski, 2013). En conclusión, considerando la existencia de una 

gran expansión de genes relacionados con la forma de vida de este parásito, 

(podría estar relacionada con la capacidad de T. vaginalis para colonizar, 

sobrevivir en el hospedador y adaptarse a diversos ambientes. 

 

Dinámica de la interacción entre Trichomonas vaginalis y las 
células hospedadoras 
Trichomonas vaginalis es un parásito exclusivamente extracelular, por lo tanto, 

la adherencia de los parásitos a las células hospedadora es esencial para el 

establecimiento de la infección. El parásito posee una forma ovalada (trofozoíto) 

cuando se encuentra en cultivo axénico; con un tamaño de 9 a 23 μm de longitud 

y 7 μm de ancho. No obstante, cuando se adhiere a las células del hospedador 

durante el proceso de infección cambia drásticamente su morfología, 

transformándose en ameboide en pocos minutos (Figura 2). 

Figura 2. Distintas morfologías celulares de Trichomonas vaginalis. Los trofozoítos en su 
forma ovoide (izquierda, color verde) ante la presencia de la célula hospedadora (derecha, 
color violeta) cambian a su forma ameboidea (derecha, color verde y anaranjado) 
aumentando así la superficie de contacto con el hospedador. Las imágenes fueron tomadas 
mediante microscopía electrónica de barrido en colaboración con el Dr. Antonio Pereira-
Neves (Brasil). 
 
 
Esta transformación implica que los trofozoítos libres se aplanen, reorganicen el 

citoesqueleto y maximicen la superficie de contacto; favoreciendo de esta 

manera la adherencia a las células del hospedador (Fritz-Laylin et al., 2010; 

Ryan et al., 2011). Esta capacidad de transformación morfológica se 

correlaciona con la capacidad de adherencia a la célula hospedadora de cada 

cepa (Lustig et al., 2013). Existen distintas cepas de Trichomonas vaginalis, 

aisladas de diversas regiones geográficas que presentan características 



 

fenotípicas particulares; algunas de estas cepas presentan una baja capacidad 

de transformación al estado ameboideo, mientras que otras, se vuelven 

completamente ameboideas cuando se exponen a las células del hospedador 

(Jesus et al., 2004; Lustig et al., 2013). En un estudio realizado por Lustig et al. 

(2013) donde se caracterizaron 26 cepas de T. vaginalis, observaron que la 

capacidad de adherencia a la célula hospedadora varía dependiendo de la cepa 

analizada y que la adherencia generalmente era necesaria para que ocurra la 

citólisis de la célula hospedadora (Figura 3). Específicamente, mostraron que 

aquellas cepas con baja capacidad de adherencia (Figura 3A) generalmente no 

eran capaces de dañar la célula hospedadora (Figura 3B). 

 
Figura 3. Adherencia y citólisis de distintas cepas de Trichomonas vaginalis. (A) Adherencia 
de distintas cepas de T. vaginalis a monocapas de células humanas ectocervicales (Ect-1, 
barras blancas) o de próstata (BPH-1, barras grises). Los datos muestran el promedio de 
porcentaje de parásitos adheridos en tres experimentos independientes. Se puede observar 
que las distintas cepas de T. vaginalis poseen capacidades de adherencia muy variables. 
Entre las menos adherentes se encuentran las cepas T1 y G3, y entre las más adherentes 



 

las cepas B7RC2, B7268 y MSA1132 (también llamada CDC1132). (B) Citólisis de T. 
vaginalis a Ect-1 (barras blancas) y BPH-1 (barras grises). Los parásitos fueron expuestos 
a monocapas de células epiteliales y el grado de citólisis se determinó mediante la liberación 
de LDH (lactato deshidrogenasa). Se observó cierto grado de correlación entre la capacidad 
de adherencia y la citólisis de la célula hospedadora de las cepas de T. vaginalis. Por 
ejemplo, T1 y G3, las cuales son poco adherentes, tienen baja capacidad citolítica. Por el 
contrario, las cepas altamente adherentes B7268 o MSA1132 son cepas muy citolíticas. Es 
interesante destacar que algunas cepas como B7RC2, altamente adherente, no muestran 
correlación con el nivel de citólisis. Figura tomada de Lustig et al. (2013). 

 

Sin embargo, el nivel de citólisis causado por las cepas altamente adherentes no 

necesariamente se correlacionaba con su capacidad de adherencia a la célula 

hospedadora. Es decir, estos datos sugieren que para que se desencadene la 

citólisis es necesario un umbral de adherencia, pero cuando éste es alcanzado, 

el grado de citólisis ya no es determinado por la adherencia de los parásitos, 

sugiriendo así la existencia de otros factores determinantes involucrados en este 

proceso (Lustig et al., 2013). Por otro lado, la capacidad de una cepa de 

adherirse a la célula hospedadora se correlaciona con su capacidad de formar 

agregados de parásitos en cultivos in vitro (Figura 4) (Coceres et al., 2015); y la 

formación de dichos agregados podría estar relacionada con la citotoxicidad de 

cada cepa (Coceres et al., 2015; Hirt et al., 2011);  y con la defensa frente a la 

respuesta inmune del hospedador (Honigberg, 1990).  

 
Figura 4. Imágenes de agregados celulares formados por T. vaginalis en cultivo in vitro. 
Como se observa en las imágenes, las cepas más adherentes a la célula hospedadora 
B7268 y CDC1132 (panel superior) forman grandes agregados de células en contraste con 
las cepas poco adherentes G3 y RU384 (panel inferior) que no forman agregados. Imágenes 
tomadas con microscopio óptico (10X de magnificación). Figura tomada de Coceres et al. 
(2015). 



 

Si bien aún se desconocen muchos de los factores que regulan la formación de 

estos agregados; un trabajo de nuestro grupo demostró que la proteína 

tetraspanina 8 (TvTSP8), localizada en la superficie celular, está involucrada en 

la formación de agregados en T. vaginalis (Coceres et al., 2015). Curiosamente, 

se ha observado que el cultivo prolongado en el laboratorio de una cepa que 

habitualmente forma agregados y es altamente adherente a células del 

hospedador, no solo conduce a la pérdida de su capacidad de adherencia a la 

célula hospedadora (como fue descripto para T1 y G3) sino también a la pérdida 

de la capacidad de formar agregados celulares. Estas observaciones también 

estarían sugiriendo que los procesos de adherencia y agregación podrían 

involucrar factores comunes que regulen estos procesos. La identificación de 

marcadores moleculares específicos de las distintas formas celulares de T. 

vaginalis (estadios trofozoíto y ameboideo; y agregados de parásitos) resulta un 

requisito esencial para investigar la relevancia de cada una de estas formas 

celulares durante el proceso de infección. 

 

Desde la señalización celular hasta la respuesta inmunitaria: las 
proteínas de superficie y factores secretados como mediadores 
claves 
Teniendo en cuenta que T. vaginalis es un patógeno extracelular, se cree que su 

capacidad de colonización exitosa depende de diversos mecanismos: la 

degradación de componentes de la mucosa y proteínas de la matriz extracelular 

(Costa et al., 2005; Fiori et al., 1997); la adherencia a las células hospedadoras 

tales como las células epiteliales vaginales y células del sistema inmune 

(Pereira-Neves & Benchimol, 2007); la fagocitosis de las bacterias vaginales y 

de las células hospedadoras (Pereira-Neves & Benchimol, 2007); la endocitosis 

de proteínas del hospedador, y la degradación de los anticuerpos IgG e IgA y 

proteínas del complemento Considerando lo expuesto anteriormente, se han 

realizado estudios con el objetivo de describir diferentes factores que podrían 

estar involucrados en el proceso de patogénesis de T. vaginalis (Tabla 2). 

 



 

 
Tabla 2. Factores posiblemente involucrados en el proceso de patogénesis de T. vaginalis 
caracterizados hasta el momento. MEC: matriz extracelular. n/a: no asignado; VECs: células 

Tipo Nombre Clase de proteína Función Referencia

Glico-conjugados

Azúcares de la superficie 
celular del glicocálix 
necesarias para la 

adherencia

(Mirhaghani and 
Warton 1998)

Lipoglicano (LG)

Regula la adherencia a la 
célula hospedadora 
mediante su unión al 

receptor galectina-1 de 
humanos.

(Bastida-Corcuera et 
al., 2005, Fichorova et 
al., 2016, Okumura et 
al., 2008, Ryan et al., 

2011)

TvCP1, TvCP2, 
TvCP3, TvCP4, 

TvCP39, TvCP65 y 
TvCPT

Cisteína proteasas
Degradación de MEC 

humana y apoptosis de 
VECs in vitro.

(Sommer et  al. 2005, 
Pina- Vazquez et al. 

2012, Cárdenas-
Guerra et al. 2013, 

Kummer et al., 2008)

sVEs n/a

Vesículas secretadas por el 
parásito, que contienen ARN 

y proteínas, facilitan la 
adherencia al hospedador y 
alteran la respuesta inmune.

(Twu et al. 2013, 
Olmos-Ortiz et al. 

2017, Rai and Johnson 
2019, Artuyants et al., 

2020)

lVEs n/a

Vesículas que protruyen de 
la membrana plasmática, 

contienen proteínas, lípidos y 
ácidos nucleicos. Influyen en 
la adherencia al hospedador.

(Nievas et al. 2018)

TVLEGU-1 Cisteína proteasa Se encuentra involucrada en 
adherencia

(Rendon-Gandarilla et 
al. 2013)

TvROM1 y TvROM3 Proteasas romboides. 
Serina proteasas

Citólisis de las células 
ectocervicales del 

hospedador.
(Riestra et al. 2015)

MA, SB, SC Serina y cisteína 
proteasas

De tipo GP63; tipo subtilisina 
y tipo calpaína. Posible 
degradación de la MEC 

humana.

(Hirt et al. 2007)

BspA Adhesinas de 
bacterias

Gran familia de proteínas de 
superficie, probablemente 

involucradas en adherencia 
y/o variación antigénica.

(Hirt et al.
2007, Noël et al. 2010, 

Hirt
2013, Handrich et al. 

2019) 

LBP
Proteína de unión a 

lectina
y laminina

Laminina y lectina aumentan 
la adherencia de T. 

vaginalis.

(Casta e Silva Filho F 
1988)

Pmp, IVSA, LLF, 
GVMP, P270 Adhesinas

Proteína polimórfica de 
membrana de Chlamydia , 
antígeno inmunodominante 

variable de superficie, familia 
de lectinas tipo leguminosas, 

proteína de membrana de 
Giardia tipo VSP, 

inmunógeno de superficie 
P270. Función no 

determinada.

(Casta e Silva Filho F 
1988, Handrich et al. 

2019)

Proteína tipo 
cadherina

Glicoproteína 
transmembrana

Cumple una función de 
adherencia dependiente de 

calcio
(Chen et al. 2019)

TvTSP6, TvTSP8 Tetraspaninas

Proteínas regulatorias de 
membrana plasmática que 

aumentan su expresión 
durante la adherencia del 

parasito a la célula 
hospedadora. TvTSP6 regula 

el proceso de migración y 
TvTSP8 induce la formación 
de agregados celulares de 

parásitos.

(Hemler 2005, de 
Miguel et al. 2012,

Coceres et al.
2015)

TvAD1 Proteína de superficie

TvAD1 desempeña un papel 
en la interacción con 

moléculas de heparan-
sulfato del hospedador.

(Molgora et al. 2021)

Bap1, Bap2 Proteínas de superficie

Proteínas de membrana que 
aumentan la adherencia de 

los parásitos poco 
adherentes

cuando son sobre-
expresadas.

(de Miguel et  al. 2010)

n/a

Secreción

Glicocálix

Superficie



 

vaginales epiteliales. MA: metaloproteasa. SB: subtilisina. SC: serina proteasa. PMP: 
proteínas de membrana polimórficas de Chlamydia. LLF: Familia de lectinas similares a las 
leguminosas. GVMP: Proteína de membrana similar a VSP de Giardia. IVSA: Antígeno de 
superficie variable inmunodominante. Tomado de Kusdian et al. (2014). 
 

Por otro lado, en los últimos años se han realizado diversos estudios proteómicos 

y glicobiológicos para comprender el proceso de patogénesis de T. vaginalis. 

Dichos estudios han sido claves para demostrar que el lipoglicano (LG), una 

molécula de la superficie que forma parte del glicocálix, desempeña un rol clave 

en el proceso de adherencia de T. vaginalis a las células del hospedador. El LG 

es el factor de adherencia del parásito mejor estudiado, el análisis detallado de 

la estructura del LG, sumado a estudios funcionales, permitieron demostrar que 

la adherencia del parásito a las células epiteliales de vagina está mediada por la 

unión del LG a las proteínas galectina 1 y 3 de las células del hospedador 

(Bastida-Corcuera et al., 2005; Fichorova et al., 2016; Okumura et al., 2008; 

Ryan et al., 2011).  

Teniendo en cuenta los distintos mecanismos descriptos para el desarrollo de la 

infección de este parásito, es lógico suponer que las proteínas de superficie y los 

componentes secretados al espacio extracelular podrían ser reguladores 

centrales del proceso de la interacción patógeno-hospedador (Casadevall & 

Pirofski, 2001). En un intento por identificar nuevas proteínas de superficie 

relevantes para el proceso de adherencia del parásito, un estudio proteómico 

comparativo de la superficie de tres cepas adherentes y tres cepas poco 

adherentes del parásito identificó 411 proteínas localizadas en la superficie (de 

Miguel et al., 2010); muchas de las cuales podrían ser posibles factores de 

virulencia en T. vaginalis. Entre dichas proteínas identificadas, se destacan las 

BspA, que median la adherencia en bacterias (Noël et al., 2010); tres tipos de 

proteasas: GP63 (Hirt et al., 2011; Yao et al., 2003), serina-peptidasas tipo 

subtilisina (Blackman, 2008; Roiko & Carruthers, 2009) y cisteína-proteasas tipo 

calpaína (Glading et al., 2002); proteínas de membrana polimórficas de 

Chlamydia (Pmp) (Wehrl et al., 2004); el antígeno inmunodominante variable de 

superficie (M17) presente en Entamoeba histolytica (Edman et al., 1990; Marion 

& Guillén, 2006); y el inmunógeno de superficie P270 de T. vaginalis 

(Musatovova & Alderete, 1998). Las proteínas de superficie TVAG_244130 



 

(BAP1) y TVAG_188850 (BAP2) median la adherencia (de Miguel et al., 2010) y 

las proteínas tetraspaninas tienen diferentes funciones regulatorias de distintos 

procesos como ser la migración celular (TvTSP6) (de Miguel et al., 2012), la 

formación de agregados celulares (TvTSP8) (Coceres et al., 2015) en los 

parásitos. La proteína TVAG_157210 (TvAD1) que cumple un rol en la regulación 

de la adherencia de los parásitos a la célula hospedadora a través de la 

interacción con el heparán sulfato (Molgora et al., 2021). 

 

Las vesículas extracelulares 
En los últimos años, muchos estudios realizados se han focalizado en identificar 

distintos factores secretados por el parásito que contribuyen al desarrollo de la 

infección (Tabla 2). En este sentido, distintas proteasas secretadas han sido 

descriptas como factores claves en la regulación del procesos de adherencia y 

citotoxicidad del parásito (Tabla 2). Específicamente se destacan las proteínas 

cisteína proteasas TvCP2, TvCP3, TvCP4, TvCPT (Kummer et al., 2008) las 

cuales se encuentran involucradas en la apoptosis de células epiteliales de 

vagina; la cisteína proteasa TVLEGU-1 que se encuentra en la superficie del 

parásito y está regulada por hierro, y presenta afinidad por la superficie de las 

células de adenocarcinoma cervical (HeLa) (Rendón-Gandarilla et al., 2013); las 

proteasas romboides TvROM1 y TvROM3 que desempeñan un papel en la 

adherencia del parásito (Riestra et al., 2015) y por último, las proteasas del tipo 

GP63, las cuales se propone que tienen un rol importante en la patogenicidad de 

T. vaginalis al unirse a varios componentes del hospedador (Hirt et al., 2007). Si 

bien las proteasas secretadas han sido descriptas como factores importantes del 

proceso de patogénesis, en los últimos años se ha demostrado que las vesículas 

extracelulares (VEs) liberadas por T. vaginalis también tienen un rol destacado 

en el proceso de interacción con el hospedador. Las VEs son partículas 

membranosas liberadas por los distintos tipos celulares al medio extracelular que 

tienen un rol importante en comunicación celular (Théry et al., 2018) (Figura 5). 

Durante muchos años, se han utilizado diferentes términos para nombrarlas, 

dependiendo de su tamaño (micropartículas, microvesículas, nanovesículas), del 

mecanismo de biogénesis (exosomas, microvesículas, cuerpos apoptóticos), del 

tejido o célula de origen (prostasomas, oncosomas), de sus posibles funciones 



 

(vesículas de matriz calcificante, argosomas, tolerosomas), o simplemente de su 

presencia fuera de la célula (exosomas, ectosomas). Aunque la nomenclatura 

aún es objeto de debate (S. J. Gould & Raposo, 2013), la comunidad científica 

ha consensuado la nomenclatura que los distintos tipos de VEs se clasifiquen en 

tres categorías principales en función de su biogénesis, tamaño y función: (I) 

Exosomas, que se originan a partir de la invaginación de la membrana de los 

cuerpos multivesiculares (CMVs) y tienen un tamaño de entre 30 y 200 nm; (II) 

Microvesículas (MVs), también conocidas como micropartículas o ectosomas, 

que se generan por protrusión y extrusión de la membrana plasmática y tienen 

tamaños de entre 100 y 1000 nm (van Niel et al., 2018); y (III) Cuerpos 

apoptóticos, que pueden tener tamaños de hasta 5000 nm y se originan a partir 

de células en proceso de muerte celular programada (Caruso & Poon, 2018). 

 

Figura 5. Las vesículas extracelulares tienen distintos orígenes. La membrana de los 
cuerpos multivesiculares (CMVs) se invagina formando pequeñas vesículas internas 
denominadas vesículas intraluminales, las cuales contienen proteínas, ARNm y miARN del 
citosol de la célula. Estas vesículas internas son liberadas al espacio extracelular como 
exosomas cuando los CMVs se fusionan con la membrana plasmática de la célula. Las 
células también secretan otros tipos de vesículas, llamadas microvesículas, las cuales se 
forman mediante protrusión directa y posterior extrusión de la membrana plasmática de la 
célula. Se sabe que estas vesículas también transportan proteínas activas, ARN y otros 
compuestos específicos. Por último, las células liberan cuerpos apoptóticos en condiciones 
patológicas y fisiológicas cuando se activa la muerte celular programada. Figura tomada de 
https://everzom.com/exosomes/. 
 

Actualmente los métodos de enriquecimiento de VEs mayormente utilizados 

incluyen la ultracentrifugación, la utilización de partículas magnéticas recubiertas 



 

de anticuerpos, dispositivos microfluídicos, tecnologías de precipitación 

polimérica y exclusión por tamaño  (Brennan et al., 2020). Estos métodos de 

aislamiento suelen dar como resultado preparaciones heterogéneas 

enriquecidas en una o más poblaciones de VEs (Momen-Heravi et al., 2013). 

Considerando que en la actualidad no existe ningún método eficaz para la 

separación exitosa de las distintas poblaciones de VEs, y que mayoritariamente 

los métodos de aislamiento se basan en la separación por tamaño, se ha 

propuesto que las distintas poblaciones aisladas sean clasificadas como VEs 

grandes (lVEs) y VEs pequeñas (sVEs) (Witwer et al., 2017). Tradicionalmente, 

el protocolo más utilizado para el aislamiento de VEs es la centrifugación 

diferencial, que implica múltiples pasos de centrifugación y ultracentrifugación. 

En general, el protocolo de centrifugación comienza con una centrifugación a 

baja velocidad (300-500 g durante 10-15 min) para sedimentar las células, 

seguida (en algunos casos) de una filtración a través de un filtro de poro 0,22 μm 

o 0,8 μm, luego una centrifugación a velocidad media (10.000 a 20.000x g 

durante 20 min) para recoger las lVEs y, finalmente, un paso de 

ultracentrifugación a 100.000x g durante más de 1 hora para recuperar las sVEs 

(Brennan et al., 2020). En este punto cabe destacar que, en la presente tesis 

doctoral, utilizaremos los términos sVEs para las vesículas obtenidas luego de la 

centrifugación a 100.000x g y lVEs para las vesículas recuperadas luego de la 

centrifugación a 10.000-20.000x g. 

El estudio de exosomas y microvesículas ha generado un interés creciente en 

los últimos años teniendo en cuenta la relevancia de sus funciones asociadas. 

Es interesante destacar que ambos tipos de vesículas son capaces de mediar la 

transferencia horizontal de una amplia gama de moléculas, incluyendo proteínas 

de la membrana plasmática y citoplasmáticas, ácidos nucleicos (miARN, ADN, 

ARNm) y lípidos (Choi et al., 2013, 2015; Shifrin Jr. et al., 2013; Yoon et al., 

2014). Este proceso de transferencia de información puede provocar 

modificaciones significativas en el fenotipo de las células receptoras, y por tanto, 

estas vesículas representan una nueva modalidad de intercambio y 

comunicación intercelular (Thery, 2011). 

 

 



 

Las vesículas extracelulares en los parásitos protozoarios 

Los protozoos patógenos son capaces de liberar vesículas extracelulares, las 

cuales modulan el sistema inmunológico del hospedador y contribuyen a 

establecer la infección mediante la transferencia de una amplia gama de 

moléculas contenidas en dichas vesículas (Camacho et al., 2023; Nievas et al., 

2020). En Plasmodium falciparum, el agente causal de la enfermedad de la 

malaria (Cowman et al., 2012), se ha identificado una amplia variedad de 

componentes de carga activa en las VEs, como ADN genómico (Regev-Rudzki 

et al., 2013; Sisquella et al., 2017), ARN (Mantel et al., 2013, 2016; Ofir-Birin 

et al., 2021; Ye et al., 2018), proteínas parasitarias y del hospedador (Abou 

Karam et al., 2022; Dekel et al., 2021), glicanos (Ben Ami Pilo et al., 2022) y 

lípidos (Borgheti-Cardoso et al., 2020; Gulati et al., 2015). Además, la 

composición de la carga en las VEs cambia con la etapa de desarrollo del 

parásito, lo que sugiere que el contenido de las VEs es dependiente de estadio 

(Avalos-Padilla et al., 2021). Las VEs liberadas por P. falciparum promueven 

varios procesos asociados a patogénesis ya que contribuyen por ejemplo al 

establecimiento de la malaria cerebral (la complicación neurológica más grave 

de esta parasitosis). Específicamente, se ha demostrado que las VEs liberadas 

por P. falciparum son capaces de manipular la respuesta inmunológica del 

hospedador (Mantel et al., 2013; Ofir-Birin et al., 2021; Sisquella et al., 2017; Ye 

et al., 2018) y ayudan a promover cambios vasculares que regulan la activación 

y permeabilidad de las células endoteliales (Debs et al., 2019; Mantel et al., 

2016). En Toxoplasma gondii, el agente causal de la toxoplasmosis (Attias et al., 

2020; Matta et al., 2021), se ha demostrado que las VEs liberadas por el parásito 

modulan la respuesta inmunitaria de los macrófagos murinos mediante la 

inducción de IL-10, TNF-α e iNOS, probablemente entregando miARN a las 

células hospedadoras (Silva et al., 2018). También se ha demostrado que las 

VEs de T. gondii, inducen la secreción de citoquinas inflamatorias IL-12, IFN-γ y 

TNF-α, mediadas a través de la vía JNK en macrófagos murinos (Y. Li, Xiu, et al., 

2018). Además, los ratones BALB/c inoculados con VEs derivadas de T. gondii 

mostraron respuestas inmunitarias humorales y celulares, así como un tiempo 

de supervivencia prolongado (Y. Li, Liu, et al., 2018), protegiendo a los ratones 

contra la infección aguda por parásitos. Estos resultados pueden sugerir que las 



 

VEs podrían servir como candidatos a vacunas contra la toxoplasmosis (Y. Li, 

Liu, et al., 2018). También se ha demostrado que las VEs secretadas por 

fibroblastos de prepucio humano (Wowk et al., 2017) o células dendríticas (D.-L. 

Li et al., 2019) infectadas con T. gondii exhiben un perfil único de proteínas y 

ácidos nucleicos que difiere significativamente de las VEs derivadas de células 

no infectadas (D.-L. Li et al., 2019; Wowk et al., 2017). Las VEs liberadas por el 

parásito Tripanosoma brucei, parásito causante de “la enfermedad del sueño” 

(Nussbaum et al., 2010), se han asociado a múltiples funciones biológicas 

relevantes para la patogénesis, entre las cuales se incluyen la transferencia de 

antígenos y factores de virulencia (principalmente de las glicoproteínas de 

superficie variantes) (Szempruch, Sykes, et al., 2016), la supervivencia de los 

parásitos extracelulares en la sangre (Geiger et al., 2010), la lisis de los 

eritrocitos del hospedador (Szempruch, Sykes, et al., 2016), la manipulación de 

la respuesta inmunitaria (Stijlemans et al., 2016) y la inflamación del sistema 

nervioso central (Dozio et al., 2019). Esta variedad de funciones apunta hacia 

diferentes subpoblaciones de VEs generadas mediante diferentes mecanismos 

de biogénesis. Un trabajo reciente realizado en este parásito describió una 

subpoblación de VEs específica que se origina a partir de nanotubos 

(Szempruch, Sykes, et al., 2016), los cuales son proyecciones filamentosas de 

membrana altamente dinámicas de hasta 20 μm que se originan en el bolsillo 

flagelar de estos microorganismos (Geiger et al., 2010; Szempruch, Sykes, et al., 

2016). Estas VEs derivadas de nanotubos se identificaron por primera vez en 

trypomastigotes en la fase sanguínea (Szempruch, Sykes, et al., 2016) y luego 

también en los trypomastigotes procíclicos que residen en los organismos 

vectores (Eliaz et al., 2017). Las VEs también se han aislado con éxito en la 

mayoría de las etapas del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Dantas-Pereira 

et al., 2021), incluyendo el epimastigote invasor de los vectores (Paranaiba et al., 

2019; Retana Moreira et al., 2021), amastigotes axénicos (Bonfim-Melo et al., 

2018), tripomastigotes (de sangre, derivados de cultivos de tejidos y 

metacíclicos) (Caeiro et al., 2018; Neves et al., 2014; Retana Moreira et al., 

2021; Trocoli Torrecilhas et al., 2009), y de células hospedadoras infectadas por 

T. cruzi (Cronemberger-Andrade et al., 2020, p. 2). Las VEs han sido asociadas 

a diversas funciones, incluyendo la invasión de células hospedadoras (Garcia-

Silva et al., 2014; Neves et al., 2014; Ramirez et al., 2017; Retana Moreira et al., 



 

2019), patogénesis y progresión de la enfermedad (Trocoli Torrecilhas et al., 

2009; Wyllie & Ramirez, 2017), colonización de vectores y metaciclogénesis 

(Garcia-Silva et al., 2014; Paranaiba et al., 2019), y evasión y manipulación del 

sistema inmunológico (De Pablos et al., 2016; Díaz Lozano et al., 2017; Nogueira 

et al., 2015). Las VEs derivadas de T. cruzi regulan tanto las formas agudas 

como crónicas de la enfermedad de Chagas (de Pablos Torró et al., 2018) a 

través de la modulación de la inflamación y la señalización remota entre los 

tripomastigotes extracelulares y los amastigotes intracelulares en diversos 

nichos de células hospedadoras (de Pablos Torró et al., 2018). Al igual que en 

T. brucei y T. cruzi, las VEs secretadas por Leishmania desempeñan roles 

esenciales en su patogénesis, incluyendo la regulación de células inmunes 

(Castelli et al., 2019; Hassani & Olivier, 2013; Nogueira et al., 2020), invasión y 

proliferación intracelular (Colineau et al., 2017), formación de lesiones cutáneas 

(Atayde et al., 2015), reclutamiento de células inmunes (Hassani et al., 2014) y 

progresión de la enfermedad (Dong et al., 2019; Ghosh et al., 2013). Se han 

aislado VEs de la mayoría de las etapas del ciclo de vida del parásito Leishmania, 

incluyendo amastigotes axénicos (Lambertz et al., 2015), amastigotes 

intracelulares en macrófagos infectados (Gioseffi et al., 2020; Hassani & Olivier, 

2013; Soto-Serna et al., 2020), promastigotes procíclicos y metacíclicos (Atayde 

et al., 2015; Castelli et al., 2019; Forrest et al., 2020), lo que indica que tanto sus 

formas intracelulares como extracelulares producen VEs. Además, se determinó 

que las VEs que se originan en amastigotes y promastigotes tienen diferentes 

tamaños (Castelli et al., 2019). El perfil proteómico de los promastigotes 

procíclicos y metacíclicos también es único (Forrest et al., 2020), lo que sugiere 

que estas etapas podrían tener vías de formación específicas que generan VEs 

con diferentes cargas y tamaños en estos parásitos. 

Además de los efectos ampliamente descriptos sobre células del hospedador, 

las VEs son capaces de transferir factores de virulencia, genes de resistencia a 

fármacos y factores de diferenciación entre los parásitos (Nievas et al., 2020). 

En este sentido, se ha demostrado que Leishmania utiliza VEs para transportar 

genes de resistencia a fármacos y se ha visto un impacto significativo en el 

fenotipo de los parásitos receptores inducido por la expresión del ADN 

transferido (Douanne et al., 2022). Trabajos realizados en Plasmodium 



 

falciparum también demostraron que las VEs permiten que los parásitos se 

comuniquen entre sí mediante el intercambio de carga activa, incluso cuando se 

encuentran dentro de los glóbulos rojos humanos infectados (Mantel et al., 2013; 

Sisquella et al., 2017). 

En parásitos anaerobios también se demostró que las VEs tienen un rol 

importante en comunicación celular e interacción con células del hospedador.  

Las VEs secretadas por Entamoeba histolytica fueron caracterizadas mediante 

análisis proteómico (Sharma et al., 2020), y se han identificado poblaciones 

específicas de ARN pequeño cargadas en VEs (Sharma et al., 2020). Se 

demostró que estas VEs regulan la comunicación parásito-parásito durante el 

proceso de enquistación (Sharma et al., 2020): mientras que las VEs derivadas 

de quistes promovieron la enquistación de trofozoítos activos, las VEs derivadas 

de trofozoítos previnieron la formación de quistes (Sharma et al., 2020). Giardia 

lamblia es el agente causal de la giardiasis, una enfermedad gastrointestinal que 

afecta tanto a humanos como a animales (Koehler et al., 2014). Estos parásitos 

contienen vacuolas periféricas acidificadas (APVs) localizadas junto a la 

membrana plasmática que actúan parcialmente como endosomas y lisosomas 

(Adam, 2001; Midlej et al., 2019). Mediante microscopía electrónica de alta 

resolución, se encontró que algunas de dichas APVs contenían vesículas 

intraluminales (ILVs); lo que sugiere que estas organelas podrían actuar como 

CMVs o cuerpos multivesiculares en estos parásitos (Midlej et al., 2019). Se han 

descripto además dos poblaciones distintas de VEs (Gavinho et al., 2020; 

Moyano et al., 2019), con tamaños y perfiles proteómicos diferentes: vesículas 

similares a exosomas (ElVs) y microvesículas (Gavinho et al., 2020; Moyano 

et al., 2019). Ambos subtipos son internalizados por células de mamíferos 

(Gavinho et al., 2020) y las microvesículas son capaces de activar levemente las 

células dendríticas inmaduras (Evans-Osses et al., 2017). Además, las VEs de 

Giardia también poseen un rol en la ruptura de las uniones epiteliales intestinales 

del hospedador y en la inhibición del crecimiento de bacterias comensales 

(Siddiq et al., 2020); lo que podría explicar la prevalencia de síndromes 

postinfecciosos después de la erradicación de la enfermedad (Fink & Singer, 

2017; Siddiq et al., 2020). 

 



 

Las vesículas extracelulares en Trichomonas vaginalis 

En T. vaginalis se han realizado diversos estudios que demuestran ampliamente 

la importancia de las VEs en la regulación de la respuesta inmunitaria y en la 

adherencia del parásito a las células hospedadoras (Nievas et al., 2018; Olmos-

Ortiz et al., 2017; Rai & Johnson, 2019; Twu et al., 2013). En un trabajo inicial, 

realizado por Twu et al (2013), se demostró que T. vaginalis libera vesículas 

pequeñas (sVEs) que poseen forma y tamaño semejantes a los exosomas 

liberados por otros tipos celulares (Figura 6A), los cuales tienen la capacidad de 

unirse a las células del hospedador y descargar su contenido en el interior de las 

mismas (Figura 6B). Además, se demostró que las sVEs tienen propiedades 

inmunomoduladoras, ya que se observó que la co-incubación de dichas sVEs 

con células epiteliales de vagina indujo la liberación de IL8 e IL6 en estas últimas 

(Figura 6C). Por otro lado, las sVEs aisladas de cepas de parásitos adherentes 

aumentan la adherencia a las células epiteliales de vagina de los parásitos poco 

adherentes (Figura 6D); lo que sugiere que el contenido de estas vesículas es 

específico para cada cepa (Twu et al., 2013). 
 

 
Figura 6. Caracterización de sVEs liberadas por T. vaginalis. (A) Imagen obtenida mediante 
tinción negativa (microscopía electrónica) demuestra que las sVEs aislados de T. vaginalis 
tienen características morfológicas similares a las de los exosomas liberados por otros tipos 
celulares. (B) Células ectocervicales transfectadas con un fragmento de GFP (GFP-S1-10) 
que no emite fluorescencia fueron incubadas con sVEs expresando el fragmento 
complementario de GFP (GFP-S11), el cual tampoco es capaz por sí solo de producir 
fluorescencia. Luego las células fueron lavadas, fijadas y teñidas con 4′,6′-diamidino-2-



 

fenilindol (DAPI). La fluorescencia verde en las células (producto de la interacción de ambos 
fragmentos de GFP) demuestra que las sVEs liberan su contenido dentro de la célula 
hospedadora. Como control, se muestra la ausencia de fluorescencia en las células del 
hospedador transfectadas con el fragmento S1-10 GFP solo (C) Liberación de las citoquinas 
IL6 e IL8 de la célula hospedadora (Ect). Las células Ect fueron incubadas con 9 μg de BSA 
(seroalbúmina bovina), 9 μg de sVEs o 5 x 105 parásitos durante 6 horas y luego se 
cuantificaron las IL6 e IL8 liberadas en el sobrenadante mediante ELISA. Se puede observar 
que las sVEs aislados inducen la liberación de las citoquinas IL6 e IL8. (D) sVEs aisladas de 
una cepa altamente adherente (B7RC2) se pre-incubaron con parásitos de la cepa G3 (poco 
adherente), células ectocervicales, o ambas. Luego se midió si la pre-incubación afectaba 
la capacidad de adherencia de los parásitos de la cepa G3 a la célula hospedadora. Como 
control negativo se pre-incubaron las células con cantidades similares de BSA. Cabe 
destacar que la pre-incubación de los parásitos y/o de las células hospedadoras con sVEs 
de la cepa B7RC2 favorece la adherencia de los parásitos de la cepa poco adherente. 
Además, se observa un efecto aditivo cuando tanto parásitos como células hospedadoras 
son pre-incubadas con estas sVEs. Tomado de Twu et al. (2013). 
 

Teniendo en cuenta el trabajo seminal de Twu et al., 2013, posteriormente se han 

realizado distintos estudios relacionados a la importancia de las sVEs en la 

patogénesis de T. vaginalis. En un trabajo realizado por Olmos-Ortiz y 

colaboradores (2017) se demostró que la incubación con sVEs aisladas de T. 

vaginalis indujo un aumento de más de quince veces en la expresión de IL-10 y 

un aumento de dos veces en los niveles de expresión de IL-6 y TNF-α en 

macrófagos. Estos resultados sugieren que las sVEs de T. vaginalis tienen un rol 

inmunomodulador sobre el perfil de citocinas de las células hospedadoras. Con 

el objetivo de establecer el mecanismo mediante el cual las sEVs inducen una 

respuesta en las células del hospedador, en un estudio reciente se demostró que 

las sVEs de T. vaginalis se unen específicamente al heparán sulfato (HS) 

presente en los proteoglicanos de la superficie celular y son internalizadas por 

las células hospedadoras (Rai & Johnson, 2019). Además, se ha demostrado 

que la unión con el HS está mediada por una proteína presente en la superficie 

de las VEs denominada 4-α-glucanotransferasa (Tv4AGT). Por último, se definió 

que la internalización sucede mediante endocitosis mediada por “lipid raft”, en un 

proceso independiente de la clatrina y dependiente de colesterol y de caveolina-

1 (Rai & Johnson, 2019). 

Como hemos mencionado con anterioridad, las VEs pueden estar cargadas con 

distintas moléculas biológicas (proteínas, lípidos o ácidos nucleicos) 

(Szempruch, Dennison, et al., 2016). En este contexto un trabajo reciente reportó 

que las sVEs de T. vaginalis poseen un alto contenido de ARN de tamaño 

pequeño específico del tipo (tsARN) (Artuyants et al., 2020). Los tsARN 



 

representan una clase relativamente nueva de pequeños ARN no codificantes 

con función regulatoria (Keam & Hutvagner, 2015) que son ubicuos en la 

naturaleza (Kumar et al., 2014). Se producen mediante el clivaje endonucleolítico 

de los tARNs, formando ya sea mitades de tARN (de 30-40 nt de longitud) o 

fragmentos cortos derivados de tARN (de 18-22 nt de longitud), dependiendo del 

sitio de clivaje (Dhahbi, 2015). El contenido específico de estos ARNs  pequeños 

en la VEs de T. vaginalis sugiere que los mismos pueden tener un rol importante 

en la comunicación del parásito con la célula hospedadora (Artuyants et al., 

2020). 

En un estudio realizado por nuestro laboratorio, se ha evidenciado que T. 

vaginalis además de sVEs, libera también microvesículas (MVs) que protruyen 

desde la superficie celular, a partir tanto del soma como de la membrana flagelar 

del parásito (Nievas et al., 2018). Mediante el empleo de técnicas de análisis de 

microscopia electrónica y proteómica, se demostró que estas estructuras poseen 

características físicas análogas a las vesículas extracelulares liberadas por 

células de mamíferos, y que están selectivamente enriquecidas con proteínas 

específicas. Además, se observó que la formación de dichas MVs se induce en 

presencia de células hospedadoras, lo que sugiere su participación en la 

comunicación entre el parásito y su hospedador (Nievas et al., 2018) (Figura 7). 

 
 

 
Figura 7. Microvesículas en T. vaginalis. (A) Imagen representativa de microscopía 
electrónica de barrido que demuestra la presencia de microvesículas protruyendo de la 
membrana plasmática de parásitos en condiciones habituales de crecimiento. (B) 
Micrografía que evidencia la presencia de parásitos con vesículas en su superficie (parásitos 
amarillos) junto a parásitos que no forman vesículas (parásitos verdes) incubados con 
células HeLa (violeta) en una relación parásito-célula 5:1. Tomado de Nievas et. al. (2018). 



 

En resumen, la patobiología de T. vaginalis es multifacética ya que involucra una 

multitud de factores y diversos mecanismos. Los resultados obtenidos hasta el 

momento demuestran que las distintas poblaciones de VEs cumplen un rol clave 

en la interacción del parásito con la célula hospedadora (Artuyants et al., 2020; 

Nievas et al., 2018; Olmos-Ortiz et al., 2017; Rai & Johnson, 2019; Twu et al., 

2013). Cabe destacar que si bien no ha sido estudiado en detalle, trabajos 

previos también sugieren que las VEs podrían estar involucradas en la 

comunicación parásito-parásito (Twu et al., 2013) (Figura 8).  

 
Figura 8. Rol de las VEs en Trichomonas vaginalis. Las VEs modulan la adherencia del 
parásito a las células hospedadoras, en ellas se liberan factores de virulencia que regulan 
la respuesta inmune del hospedador. Tomado de Nievas et al. 2020. 
 

En este contexto, el objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral está 
focalizado en el estudio de la biogénesis de las VEs liberadas por el 



 

parásito T. vaginalis y la relevancia que tienen dichas VEs en la 
comunicación parásito-parásito, así como también parásito-hospedador. 
Este trabajo será dividido en dos capítulos independientes que tienen como 

objetivo profundizar el estudio del rol de las VEs de T. vaginalis de manera 

complementaria: 

En el capítulo I, cuyo título es “Rol de la proteína TvVPS32 en la biogénesis 
de las VEs liberadas por el parásito T. vaginalis y su participación en el 
proceso de interacción con las células prostáticas”, nos propusimos analizar 

el rol de la proteína VPS32, una proteína del complejo ESCRT, en la formación 

tanto de exosomas como de microvesículas y en la adherencia del parásito a las 

células hospedadoras. 

En el capítulo II, cuyo título es “Rol de los filopodios, citonemas y las 
vesículas extracelulares en la interacción parásito-parásito en 
Trichomonas vaginalis”, evaluamos la importancia de las VEs y las 

protrusiones de membranas en la comunicación parásito-parásito y el impacto 

de esta comunicación en la adherencia del parásito a células del hospedador. 

Consideramos que los resultados obtenidos en ambos capítulos favorecen la 

comprensión de la patogénesis de T. vaginalis mediante la identificación de 

mecanismos que hasta el momento no habían sido estudiados, vinculados a los 

procesos de comunicación celular entre parásitos y adherencia a la célula 

hospedadora. 



 



 

1.1. Resumen 

Trichomonas vaginalis es un parásito de transmisión sexual que coloniza el tracto 

urogenital humano, donde permanece adherido extracelularmente a las células 

epiteliales del hospedador durante el proceso de infección. Se ha descrito que 

las vesículas extracelulares son actores importantes en la patogénesis de este 

parásito, ya que contienen proteínas y ARN que pueden ser incorporados por la 

célula hospedadora y modular el proceso de adherencia. El complejo de 

clasificación endosomal requerido para el transporte (ESCRT, por sus siglas en 

inglés) es un complejo multiproteico que participa en diferentes procesos 

relacionados a la remodelación de las membranas. Algunos componentes del 

complejo ESCRT se encuentran involucrados en la biogénesis de las VEs en 

otras células. En este primer capítulo, mostramos que la proteína VPS32, un 

miembro del complejo ESCRTIII, contribuye a la biogénesis y selección de carga 

proteica de las vesículas extracelulares en el parásito T. vaginalis. Además, 

observamos que los parásitos que sobreexpresan la proteína VPS32 muestran 

un aumento en la adherencia a las células hospedadoras en comparación con 

los parásitos control; lo que sugiere un rol clave de esta proteína en la interacción 

de este parásito con las células hospedadoras. Estos resultados proporcionan 

información valiosa sobre los mecanismos moleculares involucrados en la 

biogénesis de las vesículas extracelulares, la clasificación de la carga proteica y 

la patogénesis del parásito.



 

1.2. Introducción 
 

Biogénesis de las vesículas extracelulares 

Como se describió previamente, las VEs se clasifican en tres grandes grupos de 

acuerdo a su tamaño y origen: exosomas, microvesículas y cuerpos apoptóticos 

(Yáñez-Mó et al., 2015). Dada la relevancia demostrada de las VEs en distintos 

tipos celulares, la comprensión del proceso de biogénesis de las distintas 

poblaciones de VEs ha sido objeto de estudio de diversos grupos de 

investigación en los últimos años (Teng & Fussenegger, 2021). Los exosomas 

se forman como vesículas intraluminales (ILVs) dentro del lumen de endosomas 

durante su maduración en los CMVs; mientras que las MVs se forman a partir de 

protrusiones de la membrana plasmática. Aunque los procesos iniciales que 

llevan a la formación de exosomas y MVs parecen ser en gran medida diferentes, 

tanto la formación de las ILVs dentro de los endosomas como la génesis de MVs 

en la superficie celular involucra la acumulación de componentes en pequeños 

dominios de la membrana que experimentan gemación (Figura 1.1) (Cocucci & 

Meldolesi, 2015). Los exosomas derivan de la formación de CMVs, los cuales 

son endosomas tardíos cargados con ILVs. En muchos casos, los CMVs son 

intermediarios de la vía lisosomal degradativa; en la cual estas organelas pueden 

fusionarse con los lisosomas dando como resultado la descarga y digestión de 

sus ILVs en el lumen lisosomal (Bissig & Gruenberg, 2014; Bucci et al., 2000; 

Luzio et al., 2009, 2010). Alternativamente, los CMVs pueden fusionarse con la 

membrana plasmática y descargar su contenido; liberando las ILVs como 

exosomas en el espacio extracelular (Bissig & Gruenberg, 2014; Bobrie & Théry, 

2013; Kowal et al., 2014). Durante el proceso de formación de CMVs, los 

pequeños dominios de membrana se enriquecen con varias moléculas, 

incluyendo lípidos como el colesterol (Bissig & Gruenberg, 2014; Chevallier et al., 

2008), el ácido lisobisfosfatídico (un fosfolípido no convencional, no detectado 

en otras partes de la célula) (Bissig & Gruenberg, 2014; Chevallier et al., 2008; 

Kobayashi et al., 1999, 2002; Morel et al., 2011), y esfingomielinas (Bissig & 

Gruenberg, 2014; Trajkovic et al., 2008). Un aspecto crítico de este proceso es 

la acumulación y procesamiento de proteínas ubiquitinadas que son transferidas 

por el “complejo de clasificación endosomal requerido para el transporte” 



 

(ESCRT) del citosol de la membrana plasmática y de los endosomas a las ILVs 

en formación (Figura 1.1) (Bissig & Gruenberg, 2014; Buschow et al., 2009; 

Clague et al., 2012; Colombo et al., 2013; Henne et al., 2011). El complejo 

multiproteico ESCRT está formado por 4 subunidades que desempeñan roles 

distintos: ESCRT-0 que se une y secuestra las proteínas ubiquitinadas; el 

ESCRT-I, que en conjunto con ESCRT-II, inicia la protrusión local de la 

membrana endosomal; y el ESCRT-III, que a través de su interacción con la 

enzima fosfotirosina fosfatasa de dominio histidina (HD-PTP), participa en la 

desubiquitinación de proteínas (Bissig & Gruenberg, 2014; Buschow et al., 2009; 

Clague et al., 2012; Colombo et al., 2013; Henne et al., 2011; Hurley & Odorizzi, 

2012) (Figura 1.1). Además, ESCRT-III permite la separación por 

estrangulamiento de las ILVs dar origen a los exosomas. La interacción de las 

subunidades ESCRT, con su proteína asociada Alix, sus homólogos y otros, 

también permite la acumulación de la carga luminal (Bissig & Gruenberg, 2014; 

Hurley & Odorizzi, 2012). Si bien está ampliamente detallado que el complejo 

ESCRT está involucrado en la formación de ILVs, también se ha descripto la 

existencia de un mecanismo de formación de exosomas independiente de 

ESCRT (Teng & Fussenegger, 2021). Específicamente, un análisis realizado 

donde eliminaron componentes de cada uno de los cuatro complejos ESCRT, 

demostró que se seguían formando CMVs cargados con ILVs positivas para el 

marcador CD63 (Stuffers et al., 2009). Este mecanismo de formación de 

exosomas independiente de ESCRT requiere la generación de ceramida por 

esfingomielinasa tipo II neutra (Trajkovic et al., 2008). En este contexto, se ha 

reportado que las proteínas de la familia de las tetraspaninas regulan la 

formación de ILVs en la vía de clasificación endosomal independiente de 

ESCRT. La proteína CD63, una proteína de la familia tetraspanina 

particularmente enriquecida en la superficie de los exosomas, se ha demostrado 

que está involucrada en la biogénesis de exosomas en fibroblastos, así como 

también en melanocitos (Theos et al., 2006; van Niel et al., 2011). De manera 

similar, las tetraspaninas CD81, CD82 y CD9 están involucradas en la formación 

de exosomas (Buschow et al., 2009; Chairoungdua et al., 2010). Estas proteínas 

forman microdominios de membrana dinámicos con otras tetraspaninas así 

como también con otras proteínas transmembrana y citosólicas (Charrin et al., 

2014) y regulan la carga dentro de los exosomas  (Odintsova et al., 2013). En 



 

resumen, se ha demostrado la existencia de mecanismos dependientes e 

independientes de ESCRT en la biogénesis de los exosomas, y el mecanismo 

puede variar según las proteínas que sean reclutadas y el tipo de célula. 

Las MVs se ensamblan mediante la gemación regulada hacia afuera de 

pequeños dominios de la membrana plasmática (Cocucci et al., 2009; Mause & 

Weber, 2010; Schifferli, 2011; Shifrin Jr. et al., 2013). En comparación con el 

ensamblaje de las ILVs, el proceso inicial que conduce al ensamblaje de las MVs 

parece ser muy diferente (Figura 1.1).  Sin embargo, al igual que los lípidos que 

contribuyen a la gemación de las ILV, el colesterol, la esfingomielina y la 

ceramida son importantes para la formación de las MVs (Antonucci et al., 2012; 

Bianco et al., 2009; Shifrin Jr. et al., 2013). Además, si bien algunas proteínas de 

membrana de las MVs como tetraspaninas e integrinas están presentes en los 

exosomas, otras son exclusivas de las MVs. La acumulación de proteínas de 

carga en el lumen de las MVs, que a menudo es más grande que el de las ILVs, 

ocurre mediante diversos mecanismos. Inicialmente, se consideraba que la 

maquinaria ESCRT era importante únicamente para la formación de ILVs en los 

CMVs. Sin embargo, el complejo ESCRT también desempeña un papel 

importante en procesos que involucran la clasificación proteica, protrusión y 

fisión de membranas, como son el proceso de citocinesis y la liberación de 

partículas virales (Bissig & Gruenberg, 2014; Fang et al., 2007; Van Engelenburg 

et al., 2014). Evidencia reciente demuestra que al menos algunas subunidades 

ESCRT participan en la formación y protrusión de MVs a partir de la membrana 

plasmática (Figura 1.1). Específicamente, se demostró que la proteína TSG101 

de la subunidad ESCRT-I regula la formación de MVs por medio de la interacción 

con Alix y otra proteína accesoria, ARRDC1 (Nabhan et al., 2012). Además, se 

demostró que el complejo ESCRT-III es crítico para el estrangulamiento de la 

membrana y liberación de MVs en células animales (Nabhan et al., 2012). Un 

punto clave en la biogénesis de las vesículas es la separación de la membrana 

para ser liberadas al lumen de los CMVs o al espacio extracelular; sin embargo, 

los mecanismos por los cuales los exosomas y las MVs logran liberarse al 

espacio extracelular son significativamente diferentes (Figura 1.1). Entre las 

moléculas que probablemente estén activas en dicho proceso se encuentran: la 

ceramida, que se acumula en la membrana de ambos tipos de vesículas (Bianco 



 

et al., 2009; Trajkovic et al., 2008); la escramblasa dependiente de Ca2+, que 

favorece el intercambio de fosfolípidos entre las dos caras de la membrana 

aumentando la curvatura de la misma y favoreciendo la extrusión de las 

vesículas; anexina-2 (Zhang et al., 2013) y sintasa de hialuronano 3 (Rilla et al., 

2013). La escisión de membranas requiere el complejo ESCRT y sus proteínas 

asociadas, especialmente la AAA-ATPasa Vps4, que es crítica para el 

desmontaje del complejo proteico (Lata et al., 2008). En este sentido, se han 

propuesto varios modelos para interpretar la interacción de ESCRT-III con la 

superficie citoplásmica de ILVs y los dominios de las MVs (Fabrikant et al., 2009; 

Lenz et al., 2009; Saksena et al., 2009). Uno de los modelos propuestos 

(Cashikar et al., 2014), demuestra el papel crítico de los filamentos de ESCRT-

III en la formación de ILVs. Esta etapa es seguida por la reorganización de los 

filamentos ESCRT-III en espirales cónicas que inducen la formación de dominios 

de membrana. Finalmente, la constricción por la ATPasa Vps4 del anillo de 

espirales ESCRT-III en el cuello de formación conduce a la escisión de la 

membrana, con la consiguiente liberación de la vesícula (Adell et al., 2014; 

Cashikar et al., 2014; Henne et al., 2011). Este modelo también es válido y 

aceptado para la liberación de MVs (Figura 1.1). 

 

 
Figura 1.1. Biogénesis de exosomas y MVs. A la izquierda se representa la biogénesis de 
exosomas. Las proteínas transmembrana (rojas) son endocitadas y transportadas a 
endosomas tempranos. Una vez clasificadas en endosomas tardíos, la subunidad ESCRT-
0 recluta proteínas ubiquitinadas, mientras que ESCRT-I y -II median en la formación de 



 

vesículas intraluminales (ILVs). El cuerpo multivesicular (CMV) puede seguir una vía de 
degradación fusionándose con lisosomas (anaranjado) o liberar las ILVs como exosomas 
hacia el espacio extracelular mediante exocitosis. La formación de MVs se ilustra en la parte 
derecha. En la membrana plasmática, las proteínas transmembrana (azules) se agrupan en 
dominios de membrana discretos que promueven la formación de vesículas hacia afuera. 
Las tetraspaninas y otras proteínas abundantes en estos microdominios pueden tener un rol 
al promover la selección de otros componentes. Los anclajes lipídicos (como la 
palmitoilación) de las proteínas (verdes) acumulan proteínas en el lumen y contribuyen a la 
curvatura de la membrana. Los mecanismos adicionales de formación de MVs incluyen las 
escramblasas activadas por Ca2+ (rectángulos rojos), que aleatorizan la distribución de 
lípidos entre las dos caras de la membrana plasmática. El citoesqueleto (gris claro) se vuelve 
más laxo, mientras que las proteínas citosólicas y las moléculas de ARN (verde claro) se 
clasifican en las MVs. TSG101 reclutado, un miembro del complejo ESCRT-I, media en la 
movilización a la membrana plasmática de ESCRT-III (subunidad color salmón), que 
promueve la formación de un espiral. La ATPasa específica VPS4 (amarillo) media en el 
desmontaje de la espiral tirando de su extremo. Tomada de Cocucci and Meldolesi, 2015. 
 

Subunidad ESCRT-III: el complejo asociado a endosomas y requerido para 
la selección de carga proteica dentro de los CMVs 
La selección de proteínas en los CMVs requiere la función del complejo ESCRT. 

Las proteínas Vps2, Vps20, Vps24 y VPS32 (también llamada Snf7), las cuales 

forman parte de la subunidad ESCRT-III, son reclutadas desde el citoplasma a 

las membranas endosomales para regular la clasificación proteica dentro de los 

CMVs (Babst et al., 2002). El complejo ESCRT-III está formado por dos 

subcomplejos funcionalmente distintos: el subcomplejo Vps20-VPS32 que se 

une a la membrana endosomal y el subcomplejo Vps2-Vps24 que se une al 

complejo Vps20-VPS32 y, sirve para reclutar cofactores adicionales a este sitio 

de clasificación de proteínas. El complejo ESCRT-III y Vps4 son necesarios para 

contraer y escindir las membranas (Murk et al., 2003); y para ello, los 

subcomplejos de ESCRT-III se ensamblan en pequeños anillos y espirales con 

diámetros que van desde 15 hasta 150 nm, o en grandes filamentos de ESCRT-

III que abarcan varios micrómetros en las zonas de constricción del cuerpo 

medio; lo que estaría indicando que la arquitectura de los complejos de ESCRT-

III puede adaptarse a la geometría de la membrana (Alonso Y Adell et al., 2016) 

(Figura 1.2A). Los eventos de brotación de membrana impulsados por ESCRT-

III requieren la homooligomerización de VPS32 (Teis et al., 2010). La presencia 

de ESCRT-II y Vps20 parece "forzar" a VPS32 a formar anillos que permiten la 

liberación de vesículas intraluminales (Alonso Y Adell et al., 2016; Henne et al., 

2012; Saksena et al., 2009; Teis et al., 2008, 2010) (Figura 1.2A).  



 

Si bien no se ha estudiado por completo como ESCRT-III remodela las 

membranas, se cree que los espirales de VPS32 polimerizados se convierten en 

resortes cargados debido a la compresión lateral inducida por filamentos vecinos 

de ESCRT-III u otras proteínas de membrana. La expansión de los resortes de 

VPS32 en la membrana, liberaría la tensión causando distorsiones en dicha 

membrana para impulsar las reacciones de gemación (Chiaruttini et al., 2015) 

(Figura 1.2B). Es muy probable que la unión de Vps4 a ESCRT-III no solo resulte 

en el desmontaje de la espiral, sino que también induzca cambios en ESCRT-III 

que estarían relacionados con en el paso final de escisión de la membrana. Es 

importante destacar que Vps4 puede inducir cambios en la conformación en los 

polímeros de ESCRT-III y la unión de Vps4 al subcomplejo Vps24-Vps2 da como 

resultado el agrupamiento de los filamentos (Ghazi-Tabatabai et al., 2008) 

(Figura 1.2B).  

 
Figura 1.2. Ensamblaje de proteínas ESCRT que conducen a la remodelación de la 
membrana. (A) Las subunidades de ESCRT-III se homopolimerizan o copolimerizan en 
filamentos, anillos, espirales, hélices y estructuras tubulares con extremos en forma de 
domo. (B) El espiralado de oligómeros de ESCRT-III, carga y la actividad de la ATPasa de 
Vps4 podrían mediar la deformación y remodelación de membranas. Tomada de Alonso Y 
Adell et al., 2016. 



 

Como se ha señalado anteriormente, los estudios in vivo indican que Vps4 está 

presente durante el brote de la membrana mediado por ESCRT-III y es necesario 

para completar la escisión de la membrana (Baumgärtel et al., 2011; Elia et al., 

2011; Jouvenet et al., 2011). En particular, la interacción de Vps4 con Vps2 y 

VPS32 podría inducir cambios conformacionales en la arquitectura de ESCRT-

III, lo que a su vez impulsaría la constricción y escisión del cuello de la membrana 

(Adell et al., 2014; Wemmer et al., 2011). 

 

El complejo ESCRT asociado a la biogénesis de VEs en parásitos 
protozoarios 

Los parásitos unicelulares utilizan vesículas extracelulares como vehículos para 

la comunicación intercelular y la manipulación del hospedador (Nievas et al., 

2020). Si bien el proceso de biogénesis de las VEs en los parásitos protozoos 

aún no ha sido analizado en detalle, algunos estudios sugieren que el complejo 

ESCRT podría estar involucrado en la formación de VEs.  Un estudio realizado 

en P. falciparum reveló la falta de la maquinaria ESCRT completa en este 

parásito, en particular de los subcomplejos ESCRT-0, -I y -II (Leung et al., 2008); 

sin embargo, a pesar de no haber podido identificar algunos miembros del 

complejo, la maquinaria ESCRT parecería ser funcional y mediar la producción 

de CMVs en dicho parásito (M. Yang et al., 2004). Además, se encontraron las 

proteínas PfVps32 y PfVps60 (proteínas del complejo ESCRT-III) y PfBro1 (un 

homólogo parasitario de la proteína humana Alix) en VEs derivadas de glóbulos 

rojos humanos infectados por P. falciparum, pero no en VEs derivadas de 

glóbulos rojos sin infectar (Avalos-Padilla et al., 2021). Aunque las tres proteínas 

se localizan en el citoplasma del parásito, PfVps32 y PfBro1 se exportan al 

citoplasma del glóbulo rojo, donde se sugiere que participan en la biogénesis y 

liberación de microvesículas (Avalos-Padilla et al., 2021). En concordancia, 

parásitos KO de PfVps60 secretaron menos VEs en comparación con sus 

contrapartes WT, lo que respalda la participación de PfVps60 en la biogénesis 

de VEs durante la infección por P. falciparum (Avalos-Padilla et al., 2021). 

Un estudio filogenético del sistema ESCRT identificó varios homólogos de 

miembros de los complejos ESCRT-I, -II y -III en T. brucei, L. major y T. cruzi 



 

(Leung et al., 2008), lo que indicaría que este sistema se encuentra conservado 

en parásitos Kinetoplastidos (Leung et al., 2008). El hallazgo de homólogos 

proteicos de la mayoría de los subcomplejos de ESCRT en estos parásitos 

sugiere que el complejo ESCRT seria completamente funcional en estos 

organismos y estar activo tanto en etapas extracelulares como intracelulares de 

la infección; lo que potencialmente los libera de una dependencia total del 

complejo ESCRT derivado del hospedador (Gioseffi et al., 2021). Miembros del 

complejo ESCRT en Trypanosoma brucei están involucrados en endocitosis 

(Silverman et al., 2013), degradación de proteínas ubiquitinizadas (Leung et al., 

2008, 2011), reciclaje de proteínas de superficie y tráfico vesicular al endosoma 

(Leung et al., 2008; Silverman et al., 2013; Umaer & Bangs, 2020). Además, se 

sugirió que también estarían involucrados en la biogénesis de VEs (Dong et al., 

2019; Eliaz et al., 2017; Rossi et al., 2021). 

Estudios realizados en E. histolytica describieron que miembros del complejo 

ESCRT estaban involucrados en la regulación de la fagocitosis (Galindo et al., 

2021, 2022), la formación de CMVs (Bañuelos et al., 2012) y el tráfico vesicular 

mediado por ubiquitina (Avalos-Padilla et al., 2018; Galindo et al., 2021, 2022). 

Es importante señalar que, si bien la biogénesis de VEs no se evaluó 

directamente, se determinó que EhVps23 estaba presente en los CMVs y en los 

exosomas secretados (Galindo et al., 2022; Sharma et al., 2020); lo que sugiere 

su conexión con la biogénesis de exosomas en E. histolytica. Curiosamente,  

trofozoítos que sobreexpresaban EhVps23 presentaron un aumento en el 

crecimiento, la fagocitosis, la migración y la formación de abscesos amebianos 

hepáticos in vivo, postulando a esta proteína como un importante factor de 

patogénesis (Galindo et al., 2022). En conjunto, estos datos señalan la 

participación de proteínas ESCRT en el tráfico vesicular de E. histolytica y, 

potencialmente, en la secreción de VEs. 

G. lamblia posee un conjunto relativamente reducido de maquinaria ESCRT, ya 

que solo contiene en su genoma ortólogos para las proteínas Vps22 y Vps25 

(ESCRT-II) (Saha et al., 2018), las proteínas Vps2 y Vps24 (ESCRT-III) (Leung 

et al., 2008; Saha et al., 2018), y Vps46 y la AAA-ATPasa Vps4 (Leung et al., 

2008; Saha et al., 2018). Los parásitos transgénicos que expresan una proteína 

GlVps4a deficiente, mostraron una reducción en la formación de ILVs en el APV 



 

y una disminución en la liberación de ElV en comparación con los parásitos WT 

(Moyano et al., 2019). Además, la sobreexpresión de GlVps4a produjo más ILVs, 

pero la cantidad de ElV producidas fue similar a la de la cepa WT; sugiriendo la 

participación de un mecanismo alternativo en la liberación de VEs, independiente 

de GlVps4a (Moyano et al., 2019).  

Tritrichomonas foetus es un protozoario flagelado, emparentado 

filogenéticamente a T. vaginalis, que infecta el tracto genital bovino causando 

una infección de transmisión venérea (Rae & Crews, 2006) y el tracto 

gastrointestinal de los gatos domésticos en los cuales es agente causal de 

diarrea (Yao & Köster, 2015). La proteína VPS32 (un componente del complejo 

ESCRT-III) de T. foetus se localiza en vesículas intracelulares y se encuentra 

involucrada en la remodelación de la membrana durante la citocinesis celular 

(Iriarte et al., 2018). Además, se demostró, que la proteína VPS32 está presente 

en las vesículas extracelulares (específicamente en lVEs) que protruyen de las 

estructuras extra-axonemales (EASs), tanto en T. foetus como en T. vaginalis 

(Coceres et al., 2021). Las EASs proporcionan soporte mecánico y regulan el 

movimiento flagelar. También se observó que el porcentaje de células con lVEs 

en las EASs aumentaron en los parásitos que sobreexpresaban la proteína 

VPS32 (Coceres et al., 2021). 

Teniendo en cuenta la importancia de las VEs en la infección por T. vaginalis 

(Nievas et al., 2018; Olmos-Ortiz et al., 2017; Twu et al., 2013), la presencia de 

VPS32 en vesículas intracelulares de T. foetus (Iriarte et al., 2018) y en lVEs en 

los flagelos de T. vaginalis (Coceres et al., 2021) y la importancia de los 

componentes del complejo ESCRT en la biogénesis de VEs en otros protozoos 

(Figura 1.3), nos propusimos estudiar el rol de la proteína VPS32 en la 

biogénesis de las VEs liberadas por T. vaginalis. 

 

 

 

 

 



 

 
Figura 1.3. Resumen de la biogénesis de las vesículas extracelulares y la participación de 
las proteínas ESCRT en protozoos parásitos de humanos. El diagrama representa el 
conocimiento actual sobre los mecanismos de biogénesis de VEs en los protozoos parásitos 
más estudiados, organizados por proximidad taxonómica y clínica: Apicomplexa, 
Kinetoplastida, Metamonadas y amebas. Tomada de Camacho et al., 2023. 



 

1.3. Objetivos específicos 
 

La proteína VPS32 es un miembro clave del complejo ESCRT-III (subunidad III 

del complejo endosomal requerido para el transporte); el cual posee un rol clave 

como efector en el proceso de escisión de las membranas celulares. Teniendo 

en cuenta que la escisión de las membranas es un paso determinante para la 

formación y liberación de las VEs, nosotros hipotetizamos que la proteína VPS32 

de Trichomonas vaginalis podría estar regulando la biogénesis de VEs (tanto 

exosomas como microvesículas). En este contexto planteamos los siguientes 

objetivos específicos:  

 

1. Evaluar la localización de la proteína VPS32 en los parásitos y en VEs 
aisladas. Nuestra hipótesis de trabajo plantea que la proteína VPS32 estaría 

involucrada en la biogénesis de VEs liberadas por T. vaginalis, por lo que 

evaluaremos por medio de microscopía electrónica si dicha proteína se localiza 

en estructuras relacionadas con la formación de VEs y/o en VEs aisladas.  

2. Estudiar el rol de la proteína en la biogénesis de las VEs y en el proceso 
de interacción con las células hospedadoras. Si detectamos a la proteína 

VPS32 en estructuras asociadas a la biogénesis de VEs, evaluaremos el posible 

rol de dicha proteína en la regulación de la biogénesis de VEs. Para esto, 

utilizaremos microscopía electrónica, Western Blot con anticuerpos específicos 

de proteínas de VEs y análisis por seguimiento de nanopartículas (NTA), para 

cuantificar la cantidad de VEs liberadas por parásitos que sobreexpresan Vps32 

en comparación con parásitos control. Teniendo en cuenta que las VEs de T. 

vaginalis regulan la adherencia al hospedador, evaluaremos si parásitos que 

sobreexpresan la proteína VPS32 presentan mayor adherencia a las células 

hospedadoras mediante ensayos de adherencia a células prostáticas. 

3. Examinar el contenido proteico de las VEs liberadas por parásitos que 
sobreexpresan la proteína VPS32. Nuestra hipótesis plantea que la proteína 

VPS32 podría tener un rol no solo en regular la cantidad sino también en regular 

el contenido de las VEs. En este contexto, evaluaremos si existen diferencias en 

el contenido proteico de las VEs liberadas por los parásitos que sobreexpresan 



 

la proteína VPS32 con respecto a los parásitos control; mediante un análisis de 

LC-MS/MS de VEs aisladas.   



 

1.4. Metodología 

1.4.1. Cultivo de parásitos 
La cepa salvaje G3 de Trichomonas vaginalis (ATCC PARA-98; Kent, UK) fue 

cultivada en condiciones de microaerofilia en medio TYM (triptosa, extracto de 

levadura y maltosa) suplementado con 10% de suero fetal equino (SFE; 

Internegocios, Argentina)  y 10 U/ml de penicilina (Invitrogen) (Clark & Diamond, 

2002) y a 37 °C hasta llegar a una concentración de 1 x106 parásitos/ml; y fueron 

subcultivados diariamente.  

 

1.4.2. Transfección de parásitos 
Parásitos salvajes de la cepa G3 fueron transfectados con el gen que codifica 

para la proteína VPS32 (TVAG_459530). Para esto, el marco abierto de lectura 

del gen de VPS32 fue amplificado por reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) utilizando los siguientes cebadores: 

Forward (5´-3´): AAACATATGATGAGCTGGTTATGGGGTAAGAAGAAG 

Reverse (5´-3´): TTTGGTACCATCATGGCTCAGTTCGGTGGTATC 

Una vez obtenido el fragmento de PCR, se digirió dicho fragmento utilizando las 

enzimas de restricción KpnI y NdeI (presentes en los cebadores) y se clonó dicho 

fragmento en el plásmido MasterNeo-(HA) (Delgadillo et al., 1997); el cual 

contiene el gen de neomicina fosfotransferasa (Neo) que permite su selección 

con el antibiótico Geneticina (G418). El vector utilizado permite la expresión del 

gen fusionado a una etiqueta de HA en su porción C-terminal bajo el control de 

un promotor fuerte (α-SCS) (Delgadillo et al., 1997). Los parásitos de la cepa G3 

de T. vaginalis se transfectaron con los plásmidos MasterNeo conteniendo el gen 

de VPS32 (TvVPS32) y en paralelo se realizó la transfección con el plásmido 

pMasterNeo vacío (TvEpNeo) para ser utilizado como control negativo en los 

experimentos. La transfección se llevó a cabo mediante electroporación con 25-

50 μg de ADN plasmídico circular utilizando 450 volts y 960 mFd en cubetas de 

0,4 cm (Biorad). Los parásitos que incorporaron el plásmido de manera exitosa 

fueron seleccionados con 100 μg/ml de G418. 



 

1.4.3. Cultivo de células NHrPE1 
Las células de próstata humana NHPrE1, fueron cedidas gentilmente por el Dr. 

Simon Hayward (NorthShore University, USA) (Jiang et al., 2010). Se crecieron 

en botellas de cultivo celular T25 y T75 en medio DMEM/F12 (50/50), 

suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB; Internegocios, Argentina) , 1% 

de insulina-transferrina-selenio (Gibco), 0.4% de extracto pituitario bovino 

(Hammond Cell Tech, Windsor, CA), 1:1000 10 ng/ml de factor de crecimiento 

epidérmico (Sigma-Aldrich) y 10 U/ml de penicilina y cultivadas a 37 °C con 5% 

de CO2 (Jiang et al., 2010). 

Para los ensayos de interacción con parásitos y con vesículas extracelulares, las 

células de próstata humana fueron crecidas en cubreobjetos de vidrio dentro de 

placas de 24 pocillos hasta lograr un 100% de confluencia. 

 

1.4.4. Microscopía electrónica de transmisión (MET) 

 Tinción negativa de VEs 

Las muestras de VEs fueron fijadas con 2.5% de glutaraldehído en una solución 

tampón de cacodilato 0.1 M, pH 7.2. Luego, las muestras se depositaron en 

rejillas de níquel revestidas de carbón, se realizó una descarga luminiscente 

durante 5 minutos a temperatura ambiente y se tiñeron negativamente con 

aurotioglucosa 1% (estándar de referencia UPS) en agua durante 5 segundos. 

Las muestras se secaron al aire y se observaron con un microscopio electrónico 

de transmisión FEI Tecnai G2 Spirit operando a 120 kV. Las imágenes se 

adquirieron de manera aleatoria con un sistema de cámara CCD (MegaView G2, 

Olympus, Alemania). 

 Inmunoelectromicroscopía: marcaje por tinción negativa de las VEs 

Las muestras de VEs fueron depositadas en rejillas de níquel revestidas de 

carbón y se expusieron a una descarga luminiscente durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. Luego, se fijaron con una solución compuesta por 

parafomaldehido (PAF) 4%, glutaraldehído 0.5% en tampón cacodilato 0.1 M (pH 

7.2) durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguido, se realizaron lavados con 

la solución PBS y se incubaron con anticuerpos anti-HA (1:1000) y partículas de 



 

oro de un tamaño de 10 nm conjugadas a un anticuerpo secundario anti-ratón. 

Las muestras se lavaron con agua, se tiñeron negativamente con aurotioglucosa 

1% y se observaron cómo se describió previamente. Como control negativo se 

utilizaron las partículas de oro conjugadas con el anticuerpo secundario anti-

ratón. 

 

1.4.5. Aislamiento de VEs 
Los aislamientos de VEs se realizaron siguiendo un protocolo puesto a punto 

previamente en nuestro laboratorio (Nievas et al., 2018) con algunas 

modificaciones. Los parásitos TvEpNEO y TvVPS32 se mantuvieron en medio 

de cultivo hasta alcanzar una densidad de 1 x 106 parásitos/ml. Los cultivos 

crecidos se centrifugaron a 3000 rpm por 15 minutos y los parásitos fueron 

resuspendidos en medio TYM sin suero (para evitar la interferencia de las 

vesículas extracelulares provenientes del suero) e incubados por 4 horas a 37 

°C para permitir la liberación de VEs. Una vez terminada la incubación, las 

muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue luego 

filtrado utilizando una membrana de nitrocelulosa con un tamaño de poro de 0.8 

μm (Sigma-Aldrich) que permitió eliminar los restos celulares. Luego, el medio 

condicionado filtrado se centrifugo a 100.000 x g por 90 minutos para obtener un 

pellet enriquecido en VEs (mezcla de MVs y exosomas) (Figura 1.6).  

Alternativamente, para obtener muestras enriquecidas en MVs y/o exosomas, 

luego de las 4 horas de incubación y posterior filtrado con membrana de 0.8 μm, 

la muestra se sometió a centrifugaciones diferenciales. Específicamente, el 

medio filtrado se centrifugo a 10.000x g por 90 minutos para obtener un pellet 

enriquecido en VEs grandes (principalmente MVs) y el sobrenadante obtenido 

se centrifugó por 90 minutos a 100.000x g para obtener un pellet enriquecido en 

VEs pequeñas (mayoritariamente exosomas). Los pellets obtenidos en todos los 

casos fueron resuspendidos en 20 μl de PBS + 2X de una mezcla de inhibidores 

de proteasas (complete™ ULTRA Tablets, Mini, EASYpack Protease Inhibitor 

Cocktail, Sigma). 

 



 

1.4.6. SDS-PAGE y Western Blot 
Los lisados de VEs fueron analizados por electroforesis en geles de 

poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) 12% y fueron 

electrotransferidas en membranas de PVDF (GE Healthcare, Life Science). Las 

membranas fueron bloqueadas en leche en polvo al 5% (p/v) en solución tampón 

Tris con detergente Tween 20% (TBS-T) al 0,05% (v/v) durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Luego, fueron incubadas toda la noche a 4 °C con 

distintos anticuerpos primarios generados en conejos: anti-MIF (1:500), anti-

TCTP (1:500), anti-TSP1 (1:500) y anti-Hmp33 (1:500). Terminada la incubación, 

las membranas se lavaron 3 veces con solución tampón TBS-T y se incubaron a 

temperatura ambiente durante 1 hora con un anticuerpo secundario anti-conejo 

conjugado con fosfatasa alcalina para luego ser visualizado utilizando el sistema 

NBT/BCIP (Roche). 

 

1.4.7. Cuantificación de proteínas totales 
La concentración de proteína total de las muestras de VEs aisladas fue 

determinada colorimétricamente utilizando el reactivo de Bradford (Sigma). La 

curva estándar fue preparada utilizando albúmina de suero bovino (Promega). 

Las absorbancias de las muestras fueron medidas utilizando un 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 595 nm. 

 

1.4.8. Análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA) 
Las VEs liberadas por TvEpNEO y TvVPS32 fueron cuantificadas utilizando la 

técnica de Análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA, Nanosight, Malvern, 

U.K.). Las muestras fueron diluidas en PBS 1:100 y se analizaron en el equipo 

NS300 Nanosight. Cada muestra se analizó por triplicado utilizando videos de 60 

segundos a 10 cuadros/segundo a temperatura ambiente con los siguientes 

parámetros: obturador de la cámara -1492, ganancia de la cámara - 512, umbral 

de detección -10. 

 



 

1.4.9. Marcación de VEs 
Las VEs aisladas (10 μg) se marcaron con 4 μl de reactivo fluorescente PKH67 

(Sigma) en 1 ml de Diluyente C por 5 minutos a temperatura ambiente. Como 

control se marcó en paralelo el mismo volumen de PBS (solución tampón donde 

fueron resuspendidas las VEs aisladas) con PKH67 (PKH67-PBS). Luego del 

marcaje, se utilizaron Amicon de filtro 10 kDa (Milipore) para eliminar el PKH67 

no unido a VEs. 

 

1.4.10. Ensayos de interacción de VEs con células prostáticas 
Para evaluar la capacidad de interacción de las VEs con las células de próstata, 

10 μg de VEs marcadas con PKH67 o un volumen equivalente del control 

PKH67-PBS fueron incubadas con una monocapa confluente de células de 

próstata durante 3 horas a 37 °C. Para discriminar si las VEs interactuaban o 

eran internalizadas por las células del hospedador, realizamos en paralelo la 

incubación de 10 μg de VEs marcadas con PKH67 con las células de próstata 

durante 3 horas a 4 °C. Luego, las células se lavaron 2 veces con PBS y se 

fijaron con PAF 4% durante 15 minutos. Los núcleos de dichas células fueron 

marcados con DAPI (Sigma). La interacción se evaluó mediante un análisis de 

intensidad de fluorescencia utilizando un microscopio de fluorescencia invertido 

Zeiss Axio Observer 7 (Zeiss). Para realizar una correcta comparación, todas las 

imágenes se adquirieron con el mismo tiempo de exposición, brillo y contraste. 

Alternativamente, la capacidad de interacción de las VEs con las células de 

próstata fue analizada utilizando citometría de flujo. En este caso, 10 μg de VEs 

o el mismo volumen del control PKH67-PBS se incubaron con 1 x 106 células de 

próstata durante 45 minutos. Luego de lavar con PBS para eliminar las VEs no 

unidas se analizó la capacidad de interacción de las distintas poblaciones de VEs 

utilizando un citómetro de flujo FACS Calibur (BD Biosciences). Los datos 

obtenidos fueron analizados con el software FlowJo. 

 

1.4.11. Ensayos de adherencia de T. vaginalis a células del hospedador 
Con el objetivo de evaluar la capacidad de adherencia de los parásitos a las 

células de próstata, los parásitos fueron marcados con CellTracker Blue CMAC 



 

(Invitrogen) y se incubaron durante 30 minutos con una monocapa de células de 

próstata en una relación 3:1 parásitos: células prostáticas, respectivamente. 

Transcurrido ese tiempo, se realizó un lavado con PBS para remover los 

parásitos no adheridos y se fijó la muestra con paraformaldehido 4%. Por último, 

se montaron las muestras con Fluoromont (Sigma) y se visualizaron con el 

microscopio invertido Zeiss Axio Observer 7 (Zeiss). La cuantificación se realizó 

con el programa ImageJ, contando los parásitos adheridos a la monocapa de 

células/campo. 

 

1.4.12. Identificación de las proteínas presentes en las VEs mediante 
espectrometría de masa 
Con el objetivo de analizar la identidad y abundancia de las proteínas presentes 

en las VEs aisladas de parásitos TvEpNEO y TvVPS32, las distintas poblaciones 

de VEs aisladas fueron analizadas utilizando LC-MS/MS. Para poder realizar un 

análisis comparativo de abundancia, la misma concentración de VEs aisladas de 

parásitos TvEpNEO y TvVPS32 fueron analizadas. Para esto, las muestras 

fueron resuspendidas en un volumen mínimo de solución de tampón de digestión 

(Tris-HCl 100mM, pH 8 y urea 8 M), reducidas y alquiladas mediante la adición 

secuencial de una solución 5 mM tris (2-carboxietil) fosfina y una solución 10 mM 

de yodoacetamida. Luego, las muestras fueron luego digeridas por Lys-C 

(Princeton Separations) y tripsina proteasas (Promega) (Florens et al., 2006). En 

primer lugar, se añadió proteasa Lys-C [≈ 1:50 (p/p) relación de enzima: sustrato] 

a cada muestra y se incubó durante 4 horas a 37 °C con agitación suave. Luego, 

las muestras digeridas se diluyeron hasta 2 M de urea agregando solución 

tampón sin urea, se agregó tripsina en una relación final enzima: sustrato de 1:20 

(p/p) y se incubó durante 8 horas a 37 °C con agitación suave. Las digestiones 

se detuvieron mediante la adición de ácido fórmico a una concentración final de 

5% p/v. Los sobrenadantes se retiraron cuidadosamente de la resina y se 

analizaron utilizando una plataforma LC-MS/MS (Kaiser & Wohlschlegel, 2005; 

Wohlschlegel, 2009) utilizando una columna capilar de sílice fundida con una 

punta de electropulverizador de 5 μm y se empacaron con 18 cm de partículas 

Luna C18 3 μM (Phenomenex) con un espectrómetro de masas Q-exactivo 

(Thermo Fisher). Los péptidos se fraccionaron usando un gradiente de 



 

acetonitrilo creciente y se eluyeron directamente en el espectrómetro de masas, 

donde se recogieron los espectros MS/MS. La estrategia de adquisición de datos 

dependiente de los espectros consistió en la repetición de un ciclo de un espectro 

MS completo (Resolución= 70000) seguido de los MS/MS de los 12 precursores 

iónicos más intensos del escaneo MS completo (Resolución= 17500) (Kelstrup 

et al., 2012). Los datos crudos se obtuvieron junto con espectros de emisión, los 

cuales se analizaron utilizando el software MaxQuant (Tyanova et al., 2016). 

Para poder identificar las proteínas presentes en las muestras, se realizó una 

búsqueda bioinformática utilizando una base de datos de proteínas predichas en 

TrichDB  (Aurrecoechea et al., 2009). Para dicha búsqueda, se utilizaron los 

siguientes parámetros: (1) tolerancia al ion precursor de 20 ppm; (2) tolerancia a 

los iones de fragmentos de 20 ppm; (3) la carbamidometilación de cisteína se 

consideró como una modificación estática; (4) los péptidos debían ser 

completamente trípticos; y (5) no se tuvieron en cuenta las escisiones omitidas. 

Las tasas de falsos positivos para las identificaciones de péptidos se estimaron 

utilizando un enfoque de base de datos trampa y luego se filtraron utilizando el 

algoritmo DTASelect (Cociorva et al., 2006; Elias & Gygi, 2007; Tabb et al., 

2002). Se consideró que las proteínas identificadas por al menos dos péptidos 

únicos completamente trípticos, cada uno con una tasa de falsos positivos de 

menos del 5%, estaban presentes en la muestra. Tres conjuntos diferentes de 

muestras se analizaron de forma independiente. Las proteínas presentes en la 

VEs se identificaron mediante la herramienta BLAST (herramienta básica de 

búsqueda de alineación local) y se clasificaron mediante el enriquecimiento del 

término GO de acuerdo con el sistema de clasificación PANTHER (Mi et al., 

2013). 

 

1.4.13. Análisis estadísticos y gráficos 
Las consideraciones estadísticas específicas y las pruebas utilizadas se 

describen por separado para cada subsección. Para los gráficos se utilizaron 

GraphPad Prism para Windows versión 8.00 y RStudio versión 4.0.5 

(http://www.R-project.org). Los datos se representan como media ± desvío 

estándar (DE). La significancia se estableció en p <0.05. Para los análisis 

estadísticos se utilizó el software InfoStat versión 2020e.  



 

1.5. Resultados 

1.5.1. La proteína VPS32 se localiza en las VEs liberadas por el parásito 
Trichomonas vaginalis 
Nuestra hipótesis de trabajo plantea que el complejo ESCRT podría ser 

importante para regular la biogénesis de VEs en T. vaginalis. Específicamente, 

proponemos que la proteína VPS32, miembro del complejo ESCRTIII, podría ser 

clave en la regulación de este proceso. En este contexto, inicialmente evaluamos 

si TvVPS32 se encontraba presente en las VEs liberadas por este parásito. Para 

esto, parásitos de la cepa salvaje G3 fueron transfectados con un plásmido 

conteniendo la secuencia del gen que codifica para la proteína VPS32 bajo el 

control de un promotor fuerte (α-SCS) fusionada a una etiqueta de hemaglutinina 

(HA) en el extremo C-terminal  (Delgadillo et al., 1997) (denominados parásitos 

TvVPS32 a lo largo de esta tesis). Inicialmente, realizamos una 

inmunoelectromicroscopía utilizando parásitos TvVPS32 y anticuerpos anti-HA 

conjugados con nanopartículas de oro. Como se puede observar en la Figura 1.5 

la proteína se localiza en los cuerpos multivesiculares (Figura 1.5a), así como 

también en MVs que protruyen de la superficie celular (Figura 1.5c) y en VEs que 

se encontraban en proceso de exo- o endocitosis (Figura 1.5b).  

 
Figura 1.5. La proteína VPS32 se localiza en estructuras relacionadas al tráfico 
vesicular. La localización subcelular de la proteína VPS32 fue analizada por medio de 



 

inmunoelectromicroscopía utilizando parásitos que sobreexpresan la proteína TvVPS32 
fusionada a una etiqueta de hemaglutinina (HA) y un anticuerpo anti-HA. Se puede observar 
la presencia de TvVPS32 en cuerpos multivesiculares (a), VEs que se encontraban en exo- 
o endocitosis (b) y microvesículas que protruyen de la membrana del parásito (c). Las 
flechas negras indican donde se localiza la proteína VPS32. 
 

Teniendo en cuenta la localización subcelular de TvVPS32 en estructuras 

asociadas a la biogénesis de VEs, decidimos evaluar si VPS32 se encontraba 

localizada en las VEs secretadas. Realizamos un aislamiento de VEs de los 

parásitos TvVPS32 utilizando un protocolo optimizado en nuestro laboratorio 

(Nievas et al., 2018), pero con algunas modificaciones (Figura 1.6). 

 
Figura 1.6. Protocolo de aislamiento de VEs. 

 

Cabe destacar que el protocolo utilizado se basa en un aislamiento de VEs según 

tamaño (las muestras estarán enriquecidas en VEs de tamaño menor a 0.8 μm) 

y por ende las muestras obtenidas contienen una mezcla de exosomas y MVs. 

Posteriormente demostramos mediante un análisis de inmunoelectro 

microscopía utilizando un anticuerpo anti-HA que la proteína VPS32 se 

encontraba presente en las VEs liberadas por T. vaginalis (Figura 1.7).  

 



 

 
Figura 1.7. La proteína VPS32 se encuentra presente en VEs aisladas. Mediante un 
análisis de inmunoelectromicroscopía utilizando un anticuerpo anti-HA se puede observar 
que la proteína VPS32 se localiza en VEs aisladas de los parásitos TvVPS32 (flechas 
negras). 
 

Teniendo en cuenta la localización subcelular de TvVPS32, así como también su 

presencia en VEs liberadas, hipotetizamos que dicha proteína podría estar 

involucrada en la formación de las VEs. 

 

1.5.2. La proteína VPS32 modula la secreción de VEs 
Para evaluar si la proteína VPS32 estaba involucrada en la biogénesis de las 

VEs, utilizamos métodos alternativos y complementarios que nos permitieran 

demostrar si los parásitos TvVPS32 liberaban mayor cantidad de VEs que los 

parásitos transfectados con un plásmido vacío control (parásitos TvEpNEO). 

Para comparar la abundancia de las VEs liberadas, es importante destacar que 

las VEs fueron aisladas a partir del mismo número de parásitos TvVPS32 y 

TvEpNEO (1 x 108 células) y las muestras obtenidas fueron resuspendidas en el 

mismo volumen final (300 μl de PBS). Inicialmente, las muestras de VEs aisladas 

fueron analizadas por microscopía electrónica de barrido (MEB). Mediante el uso 

de esta técnica inicialmente pudimos observar diferencias cualitativas en la 

cantidad de VEs aisladas (Figura 1.8): las muestras obtenidas a partir de 



 

parásitos TvVPS32 contenían mayor cantidad de VEs por campo que la muestra 

obtenida a partir de parásitos TvEpNEO.  

 
Figura 1.8. Los parásitos TvVPS32 liberan mayor cantidad de VEs que los 
parásitos TvEpNEO. Utilizando microscopía electrónica de barrido se puede observar que 
las muestras obtenidas de los parásitos que sobreexpresan la proteína VPS32 contienen 
mayor cantidad de VEs aisladas.  
 

Como método alternativo para evaluar la abundancia de VEs, cuantificamos las 

proteínas totales presente en cada muestra utilizando el método de Bradford 

(Figura 1.9a). Si bien el resultado obtenido solo es una medida indirecta, las 

muestras de VEs aisladas de parásitos TvVPS32 contenían ≈4 veces más 

proteínas totales que las muestras obtenidas de los parásitos TvEpNEO. De 

manera similar, cuando evaluamos el perfil de proteínas totales sembrando el 

mismo volumen de muestra de VEs aisladas de parásitos TvVPS32 y TvEpNEO 

en un gel SDS-PAGE, pudimos observar al teñir el gel con Comassie blue que 

las muestras obtenidas a partir de los parásitos TvVPS32 contenían mayor 

cantidad de proteínas que los parásitos control (Figura 1.9b). Para evaluar si las 

diferencias observadas en la abundancia de proteínas entre las muestras se 

debía a un aumento en las VEs liberadas o a una mayor carga de proteínas 

dentro de las VEs, realizamos un ensayo de Western blot utilizando anticuerpos 

específicos generados contra proteínas presentes en las VEs de T. vaginalis 

(TvTSP1, TvMIF y TvTCTP); las cuales están presentes en los proteomas 

publicados tanto de exosomas (Twu et al., 2013) como de MVs (Nievas et al., 

2018). Para ello, realizamos un ensayo de Western Blot con anticuerpos 

específicos para detectar una proteína integral de membrana (TvTSP1) y dos 

proteínas citosólicas (TvMIF y TvTCTP) presentes en VEs aisladas (Figura 1.9c) 



 

utilizando el mismo volumen de muestra, lisados totales de parásitos TvVPS32 

y TvEpNEO como controles. Si bien la abundancia de TvTSP1, TvTCTP y TvMIF 

detectada en los lisados de parásitos TvVPS32 y TvEpNEO es comparable, las 

tres proteínas analizadas presentan mayor señal en las muestras de VEs 

aisladas de TvVPS32 que en las muestras aisladas de TvEpNEO. Estos 

resultados, utilizando técnicas complementarias, sugieren que los parásitos 

TvVPS32 liberan mayor cantidad de VEs que los parásitos TvEpNEO.  

 
Figura 1.9. Los aislamientos de VEs de los parásitos TvVPS32 poseen mayores 
cantidades de proteínas que las VEs aisladas de EpNEO. (a) Cuantificación de proteínas 
totales por el método de Bradford indica que las muestras aisladas de parásitos TvVPS32 
poseen mayor cantidad de proteínas. Se utilizó t-test student (α = 0,95) para determinar la 



 

diferencia significativa entre 3 tratamientos independientes (*p<0.05). (b) Perfil 
electroforético de proteínas presentes en las muestras de VEs aisladas de 
parásitos TvVPS32 y TvEpNEO. Cabe destacar que el mismo volumen de muestra fue 
sembrado en cada pocillo. (c) Análisis de Western blot para evaluar la presencia de tres 
proteínas conocidas presentes en VEs de T. vaginalis (TvTSP1, TvMIF y TvTCTP). Se 
sembró el mismo volumen de muestra obtenida a partir de la misma cantidad de parásitos 
iniciales. La proteína HMP33 (proteína de hidrogenosomas) se utilizó como control de carga. 
Se muestra un experimento representativo de 3.  
 

Considerando que los métodos hasta acá utilizados son métodos cualitativos o 

semi-cuantitativos, para cuantificar de forma precisa el aumento de VEs 

liberadas realizamos un análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA), 

método de referencia comúnmente utilizado para cuantificar VEs. El análisis de 

NTA reveló que las muestras aisladas de los parásitos TvVPS32 poseían mayor 

cantidad de VEs (≈2.3 veces) que las muestras obtenidas parásitos TvEpNEO 

(Figura 1.10).  

 

En base a los resultados obtenidos, luego evaluamos si la proteína TvVPS32 

afectaba específicamente la secreción de exosomas, MVs o ambas poblaciones 

de VEs. Inicialmente analizamos el tamaño de las VEs aisladas mediante 

microscopia electrónica de barrido (MEB) y como se puede observar en la Figura 

1.11, las VEs liberadas por los parásitos TvVPS32 tenían un tamaño y morfología 

similares a las VEs secretadas por los parásitos control TvEpNEO (Figura 1.11). 

Estos resultados estarían indicando que la proteína TvVPS32 parecería estar 

Figura 1.10. Los parásitos 
TvVPS32 liberan mayor 
cantidad de VEs. 
Cuantificación de la cantidad 
de partículas presentes en las 
muestras de VEs aisladas de 
parásitos TvVPS32 y 
TvEpNEO mediante NTA. La 
tabla indica la concentración 
de partículas detectadas en 
cada muestra (partículas/ml). 
Se analizaron 3 conjuntos 
independientes de muestras. 



 

afectando tanto la liberación de MVs como de exosomas en el parásito T. 

vaginalis. 

 

Figura 1.11. La proteína VPS32 afecta la liberación de todas las poblaciones de VEs. 
Utilizando microscopía electrónica de barrido, se analizó el tamaño de 500 VEs al azar de 
los parásitos TvEpNEO y TvVPS32. Se separaron en 3 rangos distintos de tamaño y se 
graficó el porcentaje encontrado de cada población. 

 

1.5.3. La proteína VPS32 contribuye al incremento de la adherencia del 
parásito a la célula hospedadora 
Como se ha descrito previamente el éxito de la infección parasitaria depende, al 

menos en parte, de la capacidad del parásito para adherirse a la célula 

hospedadora (Mercer & Johnson, 2018). Por ende, identificar los distintos 

actores involucrados en este proceso multifactorial es importante para 

comprender el proceso de patogénesis (de Miguel et al., 2010; dos Santos et al., 

2015). Específicamente, trabajos realizados por nuestro grupo y por otros 

laboratorios durante los últimos años han demostrado que las VEs son factores 

claves en el proceso de adherencia (Twu et al., 2013). Considerando que 

demostramos previamente que dicha proteína regula la biogénesis de las VEs, 

sería lógico suponer que la proteína VPS32 podría estar involucrada en la 

modulación de la adherencia del parásito a la célula hospedadora. Para evaluar 

esta hipótesis, examinamos la capacidad de adherencia de los parásitos 

TvEpNEO y TvVPS32 utilizando un protocolo puesto a punto en nuestro 



 

laboratorio (Twu et al., 2013). Brevemente, los parásitos fueron marcados con el 

fluoroforo intracelular CellTracker Blue e incubados con una monocapa de 

células prostáticas durante 30 minutos. Luego de realizar lavados para eliminar 

los parásitos no adheridos, la cantidad de parásitos adheridos a las células del 

hospedador se cuantificaron mediante microscopia de fluorescencia (Figuras 

1.12a y 1.12b). Sorprendentemente, nuestros resultados indican que los 

parásitos TvVPS32 se adhirieron aproximadamente 33 veces más a las células 

de próstata que los parásitos control. Este hallazgo sugiere que la proteína 

VPS32 puede desempeñar un rol relevante en la modulación de la adherencia 

del parásito a la célula hospedadora. 

Figura 1.12. Los parásitos TvVPS32 son más 
adherentes a las células prostáticas que los 
parásitos TvEpNEO. (a) Los parásitos se 
marcaron con CellTracker Blue CMAC (azul) y 
se incubaron con una monocapa de células 
prostáticas durante 30 min. Luego de eliminar 
mediante lavados con PBS los parásitos no 
adheridos, la cantidad de parásitos adheridos a 
las células del hospedador se cuantificó 
mediante microscopia de fluorescencia. 
(b) Cuantificación de la adherencia relativa de 
los parásitos TvVPS32 respecto a los 
parásitos TvEpNEO control. Se realizaron 
3 experimentos independientes. Se utilizó t-test 
student (α = 0,95) para determinar la diferencia 
significativa entre los tratamientos (***p<0.001). 

 

1.5.4. Las VEs de TvVPS32 modulan, al menos en parte, el aumento de la 
adherencia de los parásitos a las células hospedadoras 
Nuestros resultados indican que la sobreexpresión de VPS32 contribuye a 

regular el proceso de adherencia de T. vaginalis a las células del hospedador; 

así como también tendría un rol en la liberación de VEs. Para evaluar si la 



 

regulación del proceso de adherencia a las células hospedadoras estaba 

mediada por la liberación de VEs de los parásitos TvVPS32, evaluamos si la 

preincubación con VEs aisladas de parásitos TvVPS32 o TvEpNEO aumentaba 

diferencialmente la adherencia de los parásitos salvajes a células prostáticas 

NHPrE1 (Figura 1.13). Las células prostáticas NHPrE1 fueron preincubadas con 

distintas cantidades de VEs aisladas de parásitos TvVPS32 o TvEpNEO como 

se describe en la figura 1.13a; y nuestros resultados indican que si bien la 

preincubación con VEs aisladas de TvVPS32 y TvEpNEO aumentó la adherencia 

de los parásitos salvajes (cepa G3) a las células de próstata (Figura 1.13b), el 

efecto en el aumento de la adherencia fue mayor cuando las células fueron 

preincubadas con VEs aisladas de los parásitos TvVPS32 en comparación con 

TvEpNEO (Figura 1.13b). Estos resultados podrían sugerir que las proteínas 

presentes y/o la capacidad de unión de las VEs aisladas de los parásitos 

TvVPS32 y los parásitos TvEpNEO son diferentes. En conclusión, dichos 

resultados proporcionan evidencia adicional de la importancia de las VEs y la 

proteína VPS32 en la regulación de la adherencia del parásito a las células 

hospedadoras en T. vaginalis. 

Figura 1.13. La preincubación de 
las células del hospedador con 
VEs aisladas de parásitos 
TvVPS32 aumentan la 
adherencia de una cepa poco 
adherente en comparación con 
la pre-incubación con VEs 
aisladas de TvEpNEO. (a) Ensayo 
de adherencia con una cepa poco 
adherente (G3) en donde la 
monocapa de células 
hospedadoras fueron pre-
incubadas durante 1 h con 
concentraciones crecientes de 
VEs aisladas (5, 10 y 20 μg) de los 
parásitos TvEpNEO y TvVPS32. 
Como control, se realizó una 
incubación de las células con PBS. 
Los parásitos adheridos se 
cuantificaron mediante 
microscopía de fluorescencia. 
(b) Cuantificación de los parásitos 
G3 adheridos a la monocapa de 
células. La adherencia se expresó 
en veces relativizando al control. 
Se utilizó t-test para determinar 
diferencias significativas (*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001). 



 

1.5.5. Las VEs de los parásitos TvVPS32 tienen una mayor capacidad de 
unión a las células hospedadoras que las VEs de los parásitos TvEpNEO 
Teniendo en cuenta los resultados previos, decidimos evaluar la capacidad de 

unión de las VEs de TvVPS32 a las células hospedadoras comparadas con las 

VEs de TvEpNEO. Para abordar este ensayo, se aislaron VEs de parásitos 

TvVPS32 y TvEpNEO y se marcaron con el fluoróforo PKH67 (utilizado 

comúnmente para el marcaje de membranas de VEs). Para esto, 10 μg de VEs 

marcadas con PKH67 se incubaron con una monocapa de células NHPrE1 

durante 3 horas, y luego de realizar lavados sucesivos para eliminar el fluoróforo 

no incorporado, se cuantificó la capacidad de unión a las células del hospedador 

mediante cuantificación de la intensidad de señal mediante microscopía de 

fluorescencia (Figuras 1.14 y 1.15). Como control de inespecificidad, se realizó 

en paralelo el marcaje con PKH67 de un tubo con PBS (sin VEs).  

 
Figura 1.14. Las TvVPS32-VEs tienen mayor afinidad por las células hospedadoras 
que las TvEpNEO-VEs. Las VEs liberadas por los parásitos TvVPS32 y TvEpNEO fueron 
marcadas con el fluoróforo de membrana PKH67 (verde) e incubadas con una monocapa 
de células prostáticas durante 3 horas. Como control, las células de próstata fueron 
incubadas con PBS conteniendo PHK67. Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Se 
muestra una imagen representativa de 20 que se tomaron en las mismas condiciones para 
ser analizadas. 
 

Los resultados obtenidos indican que las células que fueron incubadas con las 

VEs aisladas de parásitos TvVPS32 presentaron aproximadamente un 40% más 

de fluorescencia en comparación con las células que fueron incubadas con las 

VEs aisladas de parásitos TvEpNEO (Figura 1.15).  

 

 

 



 

 
Figura 1.15. Cuantificación de la fluorescencia emitida por las células hospedadoras 
incubadas con VEs marcadas con PKH67. Se fijó arbitrariamente como 100% la 
fluorescencia emitida por las células hospedadoras incubadas con las TvVPS32-VEs. Se 
realizaron 3 experimentos independientes. Se utilizó t-test student (α = 0,95) para determinar 
la diferencia significativa entre los tratamientos. 
 

Alternativamente, para evaluar la capacidad de unión de las VEs aisladas a las 

células hospedadoras, 1x106 células prostáticas en suspensión fueron 

incubadas durante 1 hora a 37 °C con 10 μg de VEs marcadas con PKH67 de 

ambos parásitos transfectados y posteriormente fueron analizadas por citometría 

de flujo (Figuras 1.16 y 1.17).  

 
Figura 1.16. Las TvVPS32-VEs tienen mayor afinidad por las células hospedadoras 
que las TvEpNEO-VEs. VEs aisladas de parásitos TvVPS32 y TvEpNEO marcadas con el 
fluoróforo de membrana PKH67 (verde) fueron incubadas con 1x106 células prostáticas en 



 

suspensión por 1 h y analizadas por citometría de flujo. Como control, las células de próstata 
se incubaron con PBS con PKH67. 
 

En este caso, el aumento fue de aproximadamente 30% más de fluorescencia 

en las células que fueron incubadas con las VEs aisladas de parásitos TvVPS32 

(Figura 1.17). Estos resultados sugieren que las VEs aisladas de parásitos 

TvVPS32 poseen mayor capacidad de unión que aquellas aisladas de 

TvEpNEO. 

 
 
 
Figura 1.17. Cuantificación de la fluorescencia 
analizada por citometría de flujo por las células 
hospedadoras luego de la incubación con VEs 
marcadas de TvVPS32 y TvEpNEO. Arbitrariamente 
se fijó como 100% la fluorescencia emitida por las 
células hospedadoras incubadas con las TvVPS32-
VEs. Se realizaron 3 experimentos independientes. Se 
utilizó t-test student (α = 0,95) para determinar la 
diferencia significativa entre los tratamientos. 
 

 

 

Posteriormente, decidimos evaluar si las diferencias observadas entre las VEs 

de parásitos TvVPS32 y TvEpNEO se debían a diferencias en la capacidad de 

unión y/o internalización por las células hospedadoras. Para ello, 10 μg de VEs 

marcadas con PKH67 fueron incubadas con 1x106 células prostáticas en 

suspensión durante 1 hora a 37 °C o a 4 °C y analizadas por citometría de flujo. 

Como control de inespecificidad, se realizó en paralelo la incubación de las 

células prostáticas con PBS marcado con PKH67 (Figuras 1.18 y 1.19). La 

incubación de las VEs a ambas temperaturas nos permite evaluar tanto la unión 

como la internalización de VEs ya que a 4 °C disminuye la fluidez de la 

membrana celular, afectando la incorporación de moléculas. En el caso de que 

las VEs se unan a las células prostáticas, pero no se internalicen, esperaríamos 

encontrar semejanza en la fluorescencia en ambas temperaturas. 

Alternativamente, si las VEs se están internalizando cuando incubamos a 37 °C 

la señal debería ser mayor que a 4 °C.  



 

 
Figura 1.18. Las VEs de los parásitos TvEpNEO y TvVPS32 son endocitadas. Células 
de próstata NHPrE1 en suspensión (1 x106 células) fueron incubadas con 10 μg de VEs de 
parásitos TvVPS32 y TvEpNEO marcadas con PKH67. Las incubaciones fueron realizadas 
tanto a 37 °C como a 4 °C, con el objetivo de observar si las VEs son internalizadas. La 
incubación se realizó durante 1 hora y la internalización se cuantificó mediante citometría de 
flujo.  
 

Los resultados obtenidos indican que la fluorescencia de las células de próstata 

fue aproximadamente un 30% mayor cuando la incubación se realizó a 37 °C 

con las VEs de TvVPS32 comparadas con VEs de parásitos TvEpNEO. Por otra 

parte, cuando la incubación se realizó a 4 °C, la fluorescencia observada cuando 

se incubó con VEs de TvEpNEO y TvVPS32 fue 10% mayor que el control y 

similar con ambas VEs (Figura 1.19).  

 

 

 

Figura 1.19. La internalización de VEs es 
mayor en las TvVPS32-VEs. La fluorescencia 
emitida por las células incubadas con las 
TVPS32-VEs se tomó como 100% y los valores 
de las otras incubaciones se relativizaron a esos 
valores. Las mediciones se realizaron de 3 
experimentos independientes. Se utilizó t-test 
student (α = 0,95) para determinar la diferencia 
significativa entre los tratamientos.  

 

 



 

Estos resultados sugieren que las VEs no solo se están uniendo a la membrana 

celular de las células hospedadoras, sino que también están siendo 

internalizadas. Posteriormente, para evaluar si la proteína VPS32 tenía un rol en 

la unión de las VEs a las células de próstata realizamos un experimento de 

bloqueo de la unión mediante el uso de un anticuerpo específico. Para esto, 10 

μg de VEs aisladas de parásitos TvVPS32 marcadas con PKH67 fueron 

preincubadas con concentraciones crecientes de un anticuerpo anti-HA (3, 10 y 

30 μg/μl). Posteriormente, luego de lavar las VEs para eliminar el anticuerpo no 

unido, las VEs se incubaron con una monocapa de células NHPrE1 durante 1 

hora. Posteriormente, la capacidad de unión de las VEs a las células prostáticas 

fue analizada mediante microscopía de fluorescencia (Figuras 1.20a y 1.20b). 

Como se puede observar en la Figura 1.20, la fluorescencia no se vio afectada 

por la pre-incubación con el anticuerpo anti-HA, lo que sugiere que la proteína 

VPS32 no sería el ligando responsable de la unión de las VEs a las células de 

próstata. 

Figura 1.20. La proteína TvVPS32 no regularía 
la unión de las VEs a las células prostáticas. (a) 
VEs de TvVPS32 marcadas con PKH67 (10 μg) - 
se incubaron con concentraciones crecientes de 
anticuerpo anti-HA (3, 10 y 30 mg/ml) durante 1 h. 
Luego, se incubaron con una monocapa de células 
de próstata durante 3 horas y se analizó la 
internalización de las VEs mediante microscopia 
de fluorescencia. Como control, la monocapa de 
células se incubó con PBS. Se muestra una 
imagen representativa de 20 que se tomaron para 
realizar el análisis. (b) Se cuantificó la 
fluorescencia emitida por las células hospedadoras 
y se fijó arbitrariamente como 100% la 
fluorescencia emitida por las células incubadas 
solamente con TvVPS32-VEs. Se utilizó t-test 
student (α = 0,95) para determinar la diferencia 
significativa entre los tratamientos (***p<0.001). 

 

b 



 

Para confirmar estos resultados, evaluamos la capacidad de internalizar las VEs 

de las células prostáticas después de preincubar dichas VEs con el anticuerpo 

anti-HA, mediante citometría de flujo. Para esto, 10 μg de VEs marcadas con 

PKH67 fueron pre-incubadas con distintas concentraciones de anticuerpo anti-

HA (3, 10 y 30 μg/μl) y posteriormente incubadas con 1x 106 células prostáticas 

en suspensión durante 1 hora a 37 °C. La unión de las VEs a las células de 

próstata fue analizada como intensidad de fluorescencia emitida mediante 

citometría de flujo (Figuras 1.21a y 1.21b). En concordancia con los resultados 

previos, la intensidad de fluorescencia no se vio afectada por la pre-incubación 

con el anticuerpo anti-HA. Estos resultados indicarían que la proteína VPS32 no 

desempeña un rol crítico en la internalización de las VEs. 

 
Figura 1.21. La proteína VPS32 no desempeña un rol crítico en la internalización de 
las VEs. (a) Células de próstata en suspensión (1 x106 células) fueron incubadas con 10 μg 
de TvVPS32-VEs previamente bloqueadas con concentraciones crecientes de anticuerpo 
anti-HA (3, 10 y 30 mg/ml), fueron marcadas con PKH67 durante 1 h. La internalización de 
las VEs se analizó mediante citometría de flujo. Como control, se incubaron las células con 
PBS. (b) Se cuantificó la fluorescencia emitida por las células y se tomó arbitrariamente 
como 100% la fluorescencia emitida por las células incubadas solamente con TvVPS32-
VEs. 
 

1.5.6. La proteína VPS32 regula la carga de las VEs liberadas 
Los resultados presentados en la sección anterior muestran que las TvVPS32-

VEs poseen una mayor capacidad de unión a las células hospedadoras que las 

EpNEO-VEs. Estos resultados sugieren que la proteína VPS32 podría estar 

relacionada a posibles variaciones del contenido proteico de las VEs. Para 

evaluar esta hipótesis, realizamos un análisis proteómico cuantitativo con el 



 

objetivo de determinar la identidad y la abundancia de las proteínas presentes 

en las VEs liberadas por los parásitos TvVPS32 y TvEpNEO, utilizando 

cromatografía líquida con espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). Se 

analizaron tres aislamientos independientes de VEs a partir de los parásitos 

TvVPS32 y TvEpNEO, y la abundancia de proteínas en las muestras fue 

comparada utilizando los valores de intensidad relativa (LFQ), mediante el 

servidor en línea LFQ-Analyst (Shah et al., 2020). Como criterio de inclusión, y 

después de excluir los contaminantes, todas aquellas proteínas presentes en al 

menos dos de las tres muestras analizadas fueron incluidas en el proteoma. Se 

identificaron un total de 483 proteínas de T. vaginalis en las VEs aisladas de 

TvEpNEO y TvVPS32 (Tabla suplementaria 1: “Proteoma de VEs de 

Trichomonas vaginalis”). Validando el aislamiento de VEs realizado, 314 de las 

483 proteínas identificadas en nuestro estudio estaban presentes en los 

proteomas de exosomas, MVs y proteínas de superficie de T. vaginalis 

publicados previamente (Tabla suplementaria 1) (de Miguel et al., 2010; Nievas 

et al., 2018; Twu et al., 2013). Posteriormente, se analizaron las proteínas 

diferenciales entre los aislamientos de TvVPS32-VEs y TvEpNEO-VEs, se 

transformaron los datos de LFQ utilizando Log2, se agruparon por condiciones y 

se imputaron los valores faltantes utilizando el modelo mínimo determinista 

(MinDet) (Lazar et al., 2016). Todas aquellas proteínas que presentaron un 

cambio de LFQ≥ 2 y un p valor≤ 0.05 en alguno de las dos poblaciones de VEs 

analizadas se consideraron como proteínas diferenciales. Con estos criterios, se 

identificaron 36 proteínas que eran más abundantes en las TvVPS32-VEs y 7 

proteínas en las TvEpNEO-VEs (Tabla 1.1 y Figura 1.22). Estos resultados nos 

sugieren que la proteína VPS32 podría estar afectando la composición proteica 

de las VEs y que dicha composición diferencial podría estar afectando la 

capacidad de los parásitos de unirse a las células hospedadoras. 

 

 

 

 



 

Tabla 1.1. Proteínas diferenciales presentes en las muestras de VEs encontradas en el 
análisis proteómico. 

 

Locus Proteínas 
Cambio 

expresado 
en veces 

Proteínas encontradas diferencialmente en las TvVPS32-VEs 

TVAG_459530 Proteína VPS32 42.90 

TVAG_038090 Reductasa alquil hidroperóxido 17.56 

TVAG_261970; TVAG_420500; TVAG_420510  Quinasa carbamato 14.67 

TVAG_070830 Quinasa citidilato 13.18 

TVAG_175760 Proteína hipotética 12.89 

TVAG_268050 Quinasa fosfoglicerato 11.49 

TVAG_017960 Proteína hipotética 11.29 

TVAG_271840 Proteína de protección de F-actina 11.22 

TVAG_410260 Metalopeptidasa 10.69 

TVAG_476140 Isomerasa peptidilprolil 9.24 

TVAG_260830 Proteína hipotética 9.12 

TVAG_476350 Proteína hipotética 8.94 

TVAG_381310 Malato lactato dehidrogenasa 8.12 

TVAG_328570 Proteína con dominio de unión a t-RNA 7.78 

TVAG_161630 Proteína hipotética 7.67 

TVAG_398430 Proteína con dominio C2 7.67 

TVAG_226350 Proteína de la familia clatrina 7.02 

TVAG_069560 Transferasa O-linked N-acetylglucosamina 6.97 

TVAG_191500 Metalopeptidasa 6.86 

TVAG_329350; TVAG_355600; TVAG_456910 Rab5 6.50 

TVAG_174520 Factor de diferencaición neuroendocrino 6.45 

TVAG_496040 Proteína hipotética 5.71 

TVAG_351500 Rab7 5.43 

TVAG_297490 Proteína de la familia clatrina 5.29 

TVAG_461990; TVAG_162010; TVAG_607280; TVAG_530020 Proteína de la familia BspA 5.29 

TVAG_041990 Proteína con dominio C2 5.20 

TVAG_090090 Metalopeptidasa 4.97 

TVAG_277930 Proteína hipotética 4.49 

TVAG_365610 Proteína de la familia BspA 4.08 

Proteínas encontradas diferencialmente en las TvEpNEO-VEs 

TVAG_147070 Proteína chaperonina 12.89 

TVAG_218820 Proteína hipotética 10.18 

TVAG_218800 Proteína hipotética 7.62 

TVAG_013540 DNAj/HSP40 6.40 

TVAG_093310 Proteína con dominio Brix 5.90 

TVAG_393400 Proteína hipotética 4.28 

TVAG_139320; TVAG_151620 Proteína de choque térmico 4.16 



 

En concordancia con la sobreexpresión esperada debido a la transfección del 

constructo, es interesante destacar que la abundancia de la proteína VPS32 es 

43 veces mayor en las VEs aisladas de parásitos TvVPS32 en comparación con 

las VEs aisladas de TvEpNEO. Este hallazgo respalda las conclusiones previas 

que sugieren que las TvVPS32-VEs pueden ser cargadas de manera selectiva 

con grupos específicos de proteínas. Resulta interesante destacar que en las 

VEs aisladas de los parásitos TvVPS32 observamos una mayor abundancia de 

algunas proteínas asociadas al tráfico intracelular, incluyendo dos proteínas Rab 

(Rab5: ≈6 veces y Rab 7: ≈5 veces), y dos proteínas relacionadas con clatrina 

(cadena ligera de clatrina: ≈5 veces y adaptador AP-1 de clatrina: ≈7 veces) (ver 

Tabla 1.1 y Figura 1.22). Además, encontramos varias proteínas diferenciales de 

interés en las muestras de TvVPS32-VEs, incluyendo tres proteínas con 

actividad quinasa (≈14, ≈13 y ≈11 veces) y enzimas metabólicas (≈8 y ≈7 veces) 

(Figura 1.22 y Tabla 1.1). Hallamos también siete proteínas hipotéticas (≈13, ≈11, 

≈9, ≈9, ≈7 y ≈6 veces) que fueron significativamente más abundantes en las 

muestras de TvVPS32-VEs, lo cual representa un aspecto de gran interés que 

podría ser objeto de estudios más detallados en el futuro (Tabla 1.1). Por último, 

y en concordancia con los resultados previos que demuestran que los parásitos 

que sobreexpresan la proteína VPS32 son más adherentes, varias proteínas 

asociadas al proceso de patogénesis del parásito son más abundantes en las 

VEs de parásitos TvVPS32. Específicamente, hemos identificado dos miembros 

de la familia de proteínas BspA con repeticiones ricas en leucina (≈5 y ≈4 veces) 

y tres peptidasas (peptidasa de cisteína tipo catepsina L: ≈11 veces; proteína 

similar a la leishmanolisina: ≈7 veces y metalopeptidasa tipo T: ≈5 veces) (Tabla 

1.1). Las proteínas BspA se han descripto como factores importantes para la 

adherencia de los parásitos a las células hospedadoras (Handrich et al., 2019), 

como así también las proteasas (Hirt et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 



 

 
Figura 1.22. Proteínas diferenciales identificadas en los proteomas de las TvVPS32-
VEs comparados con las TvEpNEO-VEs. Gráfico tipo volcano representando las 483 
proteínas identificadas en el proteoma cuantitativo de las VEs liberadas por los parásitos 
TvVPS32 y TvEpNEO.  Los círculos verdes, representan las proteínas que se encontraron 
diferencialmente en las TvVPS32-VEs (29 proteínas) y los círculos rojos, las que se 
encontraron diferencialmente en las TvEpNEO-VEs (8 proteínas). 
 

Además, las proteínas diferenciales encontradas en las TvVPS32-VEs se 

clasificaron según su función y pudimos observar que pertenecen a grupos muy 

variados (Figura 1.23). 

 
Figura 1.23. Las proteínas presentes diferencialmente en las TvVPS32-VEs pertenecen 
a grupos funcionales variados. Utilizando el genoma de referencia, las proteínas 



 

detectadas diferencialmente en las TvVPS32-VEs las clasificamos en grupos según su 
función predicha. 
 

En resumen, estos resultados indican que las VEs de los parásitos TvVPS32 

pueden contener un conjunto diverso de proteínas únicas o sobrerrepresentadas 

que podrían estar contribuyendo, al menos en parte, al efecto observado en la 

adherencia del parásito. 

 

  



 

Discusión  

El rol de las proteínas ESCRT en la biogénesis de VEs ha sido ampliamente 

estudiado en mamíferos (Colombo et al., 2013). En estas células, este complejo 

regula la escisión de membranas modulando de esta manera la formación de 

vesículas ya sea hacia compartimentos internos o hacia el exterior de las células. 

Específicamente, se ha propuesto que el complejo ESCRT III remodela y escinde 

las membranas mediante la formación de filamentos, espirales planos, tubos y 

embudos cónicos (Alonso Y Adell et al., 2016). Dado que la escisión de 

membranas es clave para la generación de vesículas intraluminales en los 

endosomas y la liberación de MVs desde la membrana plasmática (Schöneberg 

et al., 2017), el complejo ESCRT III ha sido propuesto como un regulador clave 

de este proceso. Aunque se cree que la vía ESCRT es el principal impulsor de 

la biogénesis de VEs en células de mamíferos, la función de estas proteínas en 

patógenos eucariotas unicelulares aún no fue analizada en detalle (Camacho 

et al., 2023). En este trabajo de tesis, hemos analizado el rol de un miembro del 

complejo ESCRTIII, la proteína VPS32, en la biogénesis de vesículas 

extracelulares en el parásito T. vaginalis. Los resultados obtenidos no solo 

demostraron que VPS32 tiene un papel en la biogénesis de VEs, sino que esta 

proteína también desempeña un rol central en la regulación de la unión del 

parásito a las células hospedadoras prostáticas. Es importante destacar que 

nunca se había propuesto la identificación de proteínas del ESCRT como actores 

clave en la regulación de la patogénesis en un eucariota unicelular. Previo a este 

trabajo de tesis, se había descripto que la AAA+-ATPasa Vps4a asociada a 

ESCRT regulaba la liberación de vesículas similares a exosomas (ElV) en el 

parásito protozoario Giardia lamblia (Moyano et al., 2019). De manera similar, la 

supresión génica de la proteína Vps36 compromete la secreción de exosomas 

en el parásito Trypanosoma brucei (Eliaz et al., 2017). Sin embargo, ninguno de 

estos trabajos analizó el rol del complejo ESCRT en el contexto de patogénesis. 

Si bien la unión de T. vaginalis a las células hospedadoras probablemente 

depende de múltiples factores (Bastida-Corcuera et al., 2005; Chen et al., 2019; 

de Miguel et al., 2010; Rendon-Gandarilla et al., 2013; Riestra et al., 2015), el 

aumento en la adherencia del parásito a las células del hospedador causado por 

la sobreexpresión de la proteína VPS32, es el efecto fenotípico más destacado 



 

mediado por la sobrexpresión exógena de una única proteína en T. vaginalis. 

Previo al desarrollo de esta tesis, el efecto más fuerte en la unión a las células 

hospedadoras se había observado con la sobreexpresión de la Proteína tipo 

Cadherina (CLP), la cual se determinó que ocasionaba un aumento en la 

adherencia del parásito  de 3,5 veces respecto al control (parásitos transfectados 

con el plásmido vacío)  (Chen et al., 2019, p. 201); en comparación, nuestro 

trabajo determinó un aumento de 33 veces con la sobreexpresión de TvVPS32. 

Basándonos en estos antecedentes y considerando el efecto drástico en la 

adherencia observado con la sobreexpresión de TvVPS32, sería interesante 

evaluar si esta proteína mediaría su función a través de la asociación con otras 

proteínas u otras moléculas. Trabajos anteriores demostraron que las VEs 

liberadas por T. vaginalis poseen un rol importante en la modulación de la 

adherencia del parásito. Específicamente, ensayos realizados preincubando las 

células hospedadoras con VEs aisladas de cepas altamente adherentes de T. 

vaginalis; indujeron un fuerte efecto en la unión a las células hospedadoras de 

parásitos de cepas menos adherentes (Nievas et al., 2018; Twu et al., 2013). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el fenotipo observado en los parásitos 

transfectados con TvVPS32 en cuanto a la adherencia del parásito podría 

explicarse, al menos parcialmente, debido a un aumento en la liberación de VEs. 

En este sentido, y en concordancia con lo descripto anteriormente (Twu et al., 

2013), nuestros resultados también demuestran  que las VEs tienen un papel en 

la modulación de la adherencia ya que la pre-incubación de células 

hospedadoras con VEs aisladas de parásitos TvVPS32 o TvEpNEO aumentó la 

unión a las células hospedadoras de una cepa poco adherente. Es interesante 

destacar que se observa un efecto más fuerte en el aumento de la adherencia 

del parásito cuando las células se pre-incuban con VEs aisladas de TvVPS32. 

Esta observación podría sugerir que el contenido proteico de las VEs aisladas 

de TvEpNEO o TvVPS32 es diferente.  

En un intento por comprender estas diferencias hemos realizado un análisis 

proteómico para identificar las proteínas diferenciales en las VEs de TvEpNEO y 

TvVPS32. Mediante este análisis hemos identificado 29 proteínas diferenciales, 

las cuales son más abundantes (>2 veces) en las VEs de TvVPS32 que en las 

VEs de TvEpNEO (Tabla 1.1). Estos análisis proteómicos cuantitativos indicaron 



 

que las VEs de los parásitos TvVPS32 se encontraban enriquecidas con 

proteínas específicas. Particularmente, encontramos que en las VEs liberadas 

por los parásitos TvVPS32 hay mayor cantidad de proteínas con actividad 

quinasa y clatrina, entre otras. En otros tipos celulares, la clatrina se encuentra 

involucrada en la selección de la carga dentro de las VEs a través del 

reconocimiento de señales presentes en los dominios citosólicos de las proteínas 

de transmembrana (Bonifacino & Glick, 2004). Además, el ensamblaje de clatrina 

está regulado por quinasas, fosfatasas y otras proteínas accesorias (Lafer, 

2002). Recientemente, se ha demostrado que el reclutamiento de clatrina a los 

endosomas es necesario para el posterior reclutamiento del complejo ESCRT 

dentro de los CMVs (Wenzel et al., 2018). El hecho de que hayamos podido 

detectar estas proteínas en niveles elevados en las VEs de los parásitos 

TvVPS32, podría indicar que la proteína VPS32 estimula su producción o su 

selección dentro de las VEs. Nuestros resultados también identificaron mayores 

cantidades de Rab5 y Rab7 en las VEs de los parásitos TvVPS32, lo que podría 

sugerir un rol de estas proteínas en la biogénesis o en la liberación de vesículas 

extracelulares. En este sentido, las proteínas Rab4, Rab5, Rab11, Rab35, 

Rab27a y Rab27b han sido previamente asociadas  a la liberación de VEs en 

diferentes tipos de células (Abels & Breakefield, 2016; Ostrowski et al., 2010). 

Específicamente, también se ha demostrado que la proteína Rab7 contribuye a 

la liberación de vesículas desde la punta del cilio primario (Wang et al., 2019).  

Sin embargo, se necesitan más estudios para establecer la función específica de 

las proteínas Rab dentro de este proceso en T. vaginalis. 

Además, en el proteoma de VEs aisladas de los parásitos TvVPS32 se 

encontraron proteínas previamente asociadas con la patogénesis de T. vaginalis. 

Específicamente, dos miembros de la familia de proteínas BspA (las cuales se 

ha descripto que presentan una localización en la superficie celular) fueron 

detectadas más abundantemente en las VEs aisladas de parásitos TvVPS32. En 

bacterias las proteínas BspA tienen un rol relevante en la colonización de la 

mucosa oral y en la activación de la respuesta inmune del hospedador (Noël 

et al., 2010). Es importante destacar que en estos organismos se ha demostrado 

un efecto sinérgico de las proteínas BspA y las vesículas de la membrana 

externa (OMVs) en relación a la adherencia y colonización de células epiteliales 



 

(Inagaki Satoru et al., 2006). En Entamoeba histolytica, una reducción en los 

niveles de una proteína de la familia BspA disminuye la invasión del parásito en 

la mucosa del colon y otra proteína similar a BspA (EHI_016490) funciona como 

receptor quimiotáctico para el factor de necrosis tumoral (Silvestre et al., 2015). 

Es importante destacar que algunos autores sugieren que las proteínas BspA de 

T. vaginalis podrían tener una función similar a la de las bacterias, ya que la 

sobreexpresión de una proteína BspA (TVAG_240680) aumentó la adherencia a 

las células epiteliales de las vías urinarias en una cepa de T. vaginalis poco 

adherente (Handrich et al., 2019). Aunque se requieren más estudios para 

comprender el rol de esta familia de proteínas dentro de las VEs, la presencia de 

dos proteínas BspA en el proteoma de VEs de parásitos TvVPS32 podría estar 

asociada a la regulación de la unión de VEs a las células hospedadoras. Otra 

proteína que se detectó diferencialmente en las VEs liberadas por los parásitos 

TvVPS32, fue la proteína malato deshidrogenasa. Curiosamente, la proteína 

malato deshidrogenasa fue descripta en grandes cantidades en los trofozoítos 

ameboides de T. vaginalis unidos a la fibronectina (Huang et al., 2012). Además, 

algunas isoformas de malato deshidrogenasa se encontraron expresadas 

diferencialmente en un aislado clínico fresco altamente virulento de T. vaginalis 

(Cuervo et al., 2008). Estos resultados podrían indicar un papel de esta proteína 

en la adherencia del parásito a las células hospedadoras. Además, en las VEs 

aisladas de parásitos TvVPS32 se identificaron diferencialmente también varias 

peptidasas, incluyendo una catepsina L cisteína peptidasa, una proteína GP63 

de la familia M8 del Clan MA, y una metalopeptidasa M20. T. vaginalis libera 

varios tipos de proteasas, como serina proteasas, cisteína proteasas y 

metaloproteinasas, que tienen un rol importante en la regulación de la citólisis y 

la adherencia del parásito (Alderete et al., 1991; Arroyo & Alderete, 1989; Ma 

et al., 2011). Considerando que las peptidasas extracelulares de T. vaginalis se 

han relacionado previamente con la degradación de la capa de mucina que cubre 

las células epiteliales (Lehker & Sweeney, 1999) y las mismas han sido 

detectadas en lavados vaginales de mujeres infectadas, es posible que estas 

proteínas degraden proteínas del hospedador o de la matriz extracelular en el 

sitio infección (Ryan et al., 2011). En Leishmania, las proteasas GP63, presentes 

en el proteoma de exosomas, han sido reportadas como un factor de virulencia 

importante que contribuye a la supervivencia del parásito durante el momento 



 

inicial de la infección (Olivier et al., 2012). En T. vaginalis, se han identificado 48 

miembros de la familia de proteasas GP63 (Quan et al., 2014). Aunque la 

relevancia de estas metaloproteinasas no ha sido completamente dilucidado, se 

ha propuesto que desempeñan un papel vital en el proceso de infección (Ma 

et al., 2011). Por último, 7 de las 29 proteínas encontradas diferencialmente son 

proteínas hipotéticas únicas de T. vaginalis. La identificación de estas proteínas 

en VEs proporciona una base para futuros estudios orientados a analizar 

posibles nuevos factores que regulen la interacción parásito-célula hospedadora. 

En este sentido, un trabajo previo ha identificado proteínas hipotéticas de 

superficie con expresión diferencial en cepas adherentes que modulan la 

adherencia T. vaginalis (de Miguel et al., 2010; Pachano et al., 2017). Nuestros 

resultados indican que el contenido de las VEs parece ser altamente selectivo y 

el complejo ESCRT-III podría ser un regulador clave en el proceso de selección 

de la carga proteica. Trabajos futuros se focalizarán en identificar los actores 

moleculares que regulan la carga proteica en las VEs de las distintas cepas que 

podrían estar afectando la adherencia del parásito a las células hospedadoras. 

Estas observaciones sin duda contribuirán a mejorar la comprensión acerca de 

los mecanismos moleculares que regulan la biogénesis y el contenido de las 

vesículas. En el futuro, las mejoras continuas en los enfoques de edición de 

genomas mediados por CRISPR nos permitirán modular la naturaleza de las 

vesículas extracelulares y su composición para obtener una mejor comprensión 

de las acciones dinámicas de la maquinaria ESCRT en la regulación de la 

biogénesis de las vesículas extracelulares y la patogénesis parasitaria. 

 

 
  



 

 
 
 
 
 
 
  



 

2.1. Resumen  

Las infecciones producidas por T. vaginalis varían desde asintomáticas hasta 

altamente inflamatorias, dependiendo de factores del hospedador y de 

características propias de la cepa del parásito. Con una incidencia estimada de 

156 millones de casos, es esperable encontrar que muchas de estas infecciones 

sean causadas por más de una cepa del parásito, es decir, que sean infecciones 

mixtas. Aunque se considera evidente que los parásitos interactúan con su 

hospedador para mejorar su supervivencia y transmisión, se ha subestimado en 

gran medida hasta qué punto los parásitos unicelulares se comunican entre sí. 

En este segundo capítulo, demostramos que diferentes cepas de T. vaginalis son 

capaces de comunicarse a través de la formación de conexiones celulares del 

tipo citonemas. Mostramos que las cepas adherentes de T. vaginalis forman 

abundantes protrusiones de membrana y que la formación de citonemas de una 

cepa adherente (CDC1132) se ve afectada por la presencia de una cepa 

diferente (G3 o B7RC2). Utilizando ensayos con insertos de cultivo celular, 

demostramos que el efecto en la formación de citonemas no depende del 

contacto entre los parásitos y que las vesículas extracelulares son responsables, 

al menos en parte, de la comunicación entre cepas. En este sentido, 

encontramos que las VEs aisladas de las cepas G3, B7RC2 y CDC1132 tienen 

un contenido distinto de proteínas, algunas de las cuales están involucradas en 

la señalización y comunicación, entre otras funciones. Por último, mostramos 

que la adherencia del parásito a las células hospedadoras se ve afectada por 

esta comunicación entre cepas, ya que la unión de la cepa adherente CDC1132 

a las células de la próstata es significativamente mayor en presencia de las 

cepas G3 o B7RC2. También observamos que una cepa poco adherente (G3) 

se adhiere más a las células de próstata en presencia de una cepa altamente 

adherente (CDC1132), lo que puede tener repercusiones clínicas significativas. 

El estudio de la señalización y la comunicación celular en estos parásitos 

aportará información sobre sus características biológicas básicas, lo cual podría 

tener implicancias en la patogénesis de este protozoario.  



 

2.2. Introducción 

Comunicación intercelular 
La vida multicelular depende de la coordinación de las actividades celulares, las 

cuales se basan en las interacciones entre los diversos tipos celulares y tejidos 

de un organismo (Bonnans et al., 2014; Rouault & Hakim, 2012; Zhou et al., 

2018). Teniendo en cuenta esto, los estudios sobre las funciones celulares 

requieren considerar el contexto celular y no células aisladas (Bich et al., 2019). 

Las células poseen diversas moléculas que regulan las interacciones tales como 

iones, metabolitos, integrinas, receptores, proteínas de unión, proteínas 

estructurales, ligandos y proteínas secretadas de la matriz extracelular, entre 

otras (Armingol et al., 2021). Algunas de estas moléculas que median la 

comunicación célula-célula se encuentran localizadas en la membrana (por 

ejemplo, las moléculas que regulan la adherencia celular); mientras que otras 

son liberadas (como hormonas, factores de crecimiento, quimioquinas, citocinas 

y neurotransmisores). Las células receptoras desencadenan una cascada de 

señalización, lo que generalmente resulta en la modificación de los factores de 

transcripción y la expresión génica con una consecuente modificación del 

fenotipo (Armingol et al., 2021).  

Las diferentes formas de comunicación pueden ser clasificadas en dos grupos: 

independiente o dependiente del contacto (B. A. Yang et al., 2021). Dentro de la 

comunicación independiente del contacto, podemos encontrar distintos tipos de 

señales como por ejemplo la señalización autocrina, paracrina, endocrina y 

dependiente de vesículas extracelulares. La señalización autocrina se refiere a 

la comunicación a través de moléculas secretadas por una célula que influyen 

en sí mismas (Tan, 2016). La comunicación paracrina depende de la difusión de 

moléculas de señalización secretadas de una célula a otra y no requiere el 

contacto directo entre células (Tan, 2016). La comunicación endocrina 

(típicamente las hormonas) representa una comunicación intercelular en la cual 

las moléculas señalizadoras se secretan y viajan largas distancias a través de 

fluidos extracelulares (Armingol et al., 2021; B. A. Yang et al., 2021). Por último, 

las VEs se describen como un mecanismo de comunicación independiente del 

contacto dependiente de estructuras delimitadas por bicapas lipídicas que 



 

pueden contener proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, y que pueden modificar el 

estado de las células receptoras (B. A. Yang et al., 2021, p. 201) (Figura 2.1). A 

su vez, la comunicación dependiente del contacto se puede clasificar en: (I) 

uniones a través de proteínas transmembrana como selectinas, integrinas, 

cadherinas y miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas (Cavallaro & 

Dejana, 2011), (II) uniones gap que conectan los citoplasmas de células vecinas 

(Krutovskikh et al., 2002), (III) delgadas proyecciones de membrana, las cuales 

pueden ser del tipo nanotubos, puentes intercelulares, filopodios o citonemas 

que facilitan la comunicación entre células (Korenkova et al., 2020), o (IV) la 

unión mutua de marcadores de adherencia celular (CAM, por sus siglas en 

inglés) en células que interactúan (Cavallaro & Dejana, 2011) (Figura 2.1).  

 
Figura 2.1. Tipos de interacciones intercelulares. Dependientes del contacto: Las células 
efectoras (azules) emiten señales que son reconocidas por las células objetivo (verdes), 
utilizan estructuras proteicas para transportar moléculas señalizadoras directamente entre 
los citoplasmas (es decir, uniones comunicantes y uniones tipo citonemas, filopodios o 
nanotubos) o forman adherencias entre células vecinas. Independientes del contacto: Las 
células secretoras (azules) liberan factores al espacio extracelular que ejercen efectos 
dependientes de la distancia en células objetivo específicas (verdes). Tomada de B. A. Yang 
et al., 2021. 
 
Específicamente, los nanotubos proporcionan una continuidad entre el citosol de 

células conectadas (Korenkova et al., 2020). Los puentes intercelulares son 

prolongaciones que se forman por citocinesis incompleta e interconectan células. 

Los puentes establecen continuidad citoplásmica y son lo suficientemente 

grandes (diámetro de 0.2 a 10 μm) como para permitir que las organelas y/o 



 

macromoléculas pasen a través de ellos (Robinson & Cooley, 1996). Los 

citonemas representan otro tipo de protrusión celular morfológicamente similar a 

los nanotubos, pero poseen ciertas características particulares. Estas 

protrusiones contienen actina, pero no microtúbulos, una longitud de hasta 700 

μm y un diámetro máximo de 200 nm (Ramírez-Weber & Kornberg, 1999). Tanto 

los nanotubos como los citonemas son protrusiones celulares largas y delgadas 

de actina y, por lo tanto, morfológicamente se ven muy similares. La 

característica más destacada que distingue estos dos tipos de protrusiones 

celulares es que los citonemas son de extremo cerrado, mientras que los 

nanotubos son de extremo abierto (Korenkova et al., 2020). Otra diferencia clave 

radica en su función: mientras que los citonemas permiten la transducción de 

señales a través de interacciones proteína-proteína (Kornberg & Roy, 2014a), 

los nanotubos permiten la transferencia de cargas a través del establecimiento 

de la continuidad del citoplasma (Gerdes & Carvalho, 2008; Rustom et al., 2004) 

(Figura 2.2). Los citonemas son considerados filopodios especializados 

(Ramírez-Weber & Kornberg, 1999). 

Figura 2.2. Similitudes y 
diferencias entre nanotubos, 
citonemas y puentes 
intercelulares. Los nanotubos y 
citonemas tienen morfologías 
similares, contienen actina, 
pero no tubulina. Sin embargo, 
los nanotubos son de extremo 
abierto y permiten la 
continuidad del citoplasma, 
mientras que los citonemas son 
de extremo cerrado y permiten 
interacciones proteína-proteína. 
Los puentes intercelulares son 
de extremo abierto, pero 
generalmente son más cortos y 
más anchos que los nanotubos. 
Los puentes intercelulares 
contienen tubulina. Los tres 
tipos de estructuras celulares 
son capaces de transferir carga. 
Sin embargo, mientras que los 
citonemas transfieren vesículas 
en su superficie, los nanotubos 
y los puentes intercelulares 
pueden transferir organelas 
como las mitocondrias en su 
lumen. Tomada de Korenkova 
et al., 2020. 



 

Los filopodios son protrusiones de la membrana plasmática, ricas en actina, 

delgadas y similares a digitaciones que funcionan como tentáculos para que las 

células exploren su entorno local. Estas estructuras nacen a partir de los 

lamelipodios, las cuales son prolongaciones de la membrana celular compuestas 

por microfilamentos de actina los cuales pertenecen al citoesqueleto celular. Los 

filopodios tienen un diámetro de 0.1 a 0.3 μm y contienen haces paralelos de 10 

a 30 filamentos de actina unidos por proteínas de unión a actina (Mellor, 2010) 

(Figura 2.3). 

 
Figura 2.3. El lamelipodio y los filopodios son estructuras formadas de actina que utilizan 
las células para explorar el entorno celular. La lámina es necesaria para que la célula se 
adhiera y posee filamentos de actina diferentes a los lamelipodios y filopodios. Tomada de 
https://www.mechanobio.info/cytoskeleton-dynamics/what-are-filopodia/how-do-filopodia-
pull-on-a-substrate/. 
 

Comunicación intercelular en parásitos 
Todos los organismos vivos perciben señales extracelulares y se comunican con 

otras células. Los parásitos no son la excepción, estos organismos son sociales, 

capaces de comunicarse con otras células en alguna etapa de sus vidas para 

establecer y mantener la infección (Lopez et al., 2011; Oberholzer et al., 2010). 

Teniendo en cuenta esto, la mayor parte de los estudios realizados hasta el 

momento se ha focalizado específicamente en analizar la comunicación de los 

parásitos con su hospedador, y solo un número limitado de estudios han 

analizado la comunicación parásito-parásito. Cuando se realizan estudios en el 

área de la parasitología, habitualmente se suele considerar a los distintos 



 

parásitos en estudio como células individuales en cultivos en suspensión o en un 

contexto de infección, sin tener en cuenta que estos microorganismos son 

comunidades que pueden comunicarse y actuar como un grupo; lo que presenta 

ciertas ventajas con respecto a las células individuales (Lopez et al., 2011; 

Oberholzer et al., 2010). La comunicación entre los miembros de las 

comunidades promueve el desarrollo, la supervivencia, el acceso a nutrientes y 

mejora el mecanismo de defensa del patógeno contra su hospedador (Ofir-Birin 

et al., 2017). En T. brucei, la comunicación entre parásitos modula la 

diferenciación mediada por “quorum-sensing” en mamíferos (Mony et al., 2014); 

así como también la motilidad social exhibida por las formas procíclicas en el 

intestino medio del insecto vector (Oberholzer et al., 2010). Otro ejemplo 

interesante sobre la comunicación de los parásitos proviene de estudios 

realizados en el parásito causante de la malaria, donde se ha demostrado que 

los parásitos ajustan la proporción de sexos en respuesta a la presencia de 

genotipos no relacionados en la población (Pollitt et al., 2011).  

Al igual que en otros eucariotas, se ha visto que las VEs de parásitos 

protozoarios se encuentran involucradas en la comunicación celular 

(Szempruch, Dennison, et al., 2016; Wu et al., 2018). En este contexto, las VEs 

aisladas de los tripomastigotes de Trypanosoma cruzi promueven la propagación 

y supervivencia del parásito (Trocoli Torrecilhas et al., 2009). Mientras que las 

VEs de Trypanosoma brucei promueven la entrada del parásito en las células 

del hospedador (Atyame Nten et al., 2010; Geiger et al., 2010; Vartak & 

Gemeinhart, 2007), los exosomas también desempeñan un rol en la 

comunicación entre los parásitos al afectar la motilidad social y la migración 

(Eliaz et al., 2017).  

 

Comunicación en Trichomonas vaginalis 

Como ya se ha descripto anteriormente, las VEs liberadas por T. vaginalis tienen 

relevancia en el proceso de interacción del parásito con su hospedador 

(Artuyants et al., 2020; Nievas et al., 2018; Olmos-Ortiz et al., 2017; Rai & 

Johnson, 2019; Twu et al., 2013). Sin embargo, hasta la fecha no se ha estudiado 

con profundidad el rol de las VEs en la comunicación parásito-parásito. En este 

sentido, un trabajo realizado hace ya varios años demostró que la incubación de 



 

parásitos de una cepa poco adherente con sVEs aisladas de cepas de parásitos 

adherentes puede incrementar la adherencia de parásitos de los parásitos poco 

adherentes a las células epiteliales de la vagina (Figura 7D). Estos resultados 

estarían sugiriendo que las VEs podrían tener un rol en la comunicación, y 

transferencia de información entre cepas (Twu et al., 2013). 

En lo que se refiere a la comunicación dependiente del contacto, se ha reportado 

la presencia de estructuras tipo nanotubos en Tritrichomonas foetus (Benchimol 

et al., 2021a), que tienen un espesor entre 27 nm y 81 nm, y un largo que va 

desde 73 nm a 2 μm (Benchimol et al., 2021a). Estos nanotubos fueron 

observados conectando dos células, lo que podría estar revelando un rol en la 

comunicación en T. foetus (Benchimol et al., 2021a). En Trichomonas vaginalis, 

se ha reportado la presencia de filopodios en parásitos en estado ameboide 

(Arroyo et al., 1993) y por microscopía de fluorescencia se pudo determinar que 

los parásitos se conectaban por medio de filopodios y que las estructuras 

estaban formados por actina (Lorenzo-Benito et al., 2022). Es importante 

resaltar, que el estudio de estas estructuras de membrana en T. vaginalis, podrá 

generar conocimientos sobre la comunicación entre parásitos y con las células 

hospedadoras. 

 

Infecciones mixtas de T. vaginalis: un problema de salud pública 
subestimado 
Teniendo en cuenta que la tricomoniasis la enfermedad de transmisión sexual no 

viral más difundida del mundo  y que en muchos casos se establece como 

infección crónica debido a la ausencia de sintomatología (Sorvillo et al., 2001), 

es de esperar la existencia de infecciones mixtas, es decir, infecciones causadas 

por más de una cepa de este parásito. En este contexto, en un trabajo realizado 

en el año 2012 donde se analizaron 211 muestras de pacientes aisladas 

alrededor del mundo, se demostró que en el 10,9% de los casos la infección 

había sido causada por más de una cepa (Conrad et al., 2012). Dada la 

prevalencia de la infección, estos resultados estarían indicando que un gran 

número de infecciones son mixtas (Conrad et al., 2012). En estos casos, de 

existir comunicación entre las distintas cepas, podríamos hipotetizar que en los 

casos de infecciones mixtas causadas por cepas de T. vaginalis con 



 

características fenotípicas diferentes, estas interacciones entre parásitos podrían 

tener importantes implicancias clínicas. Aunque resulta evidente que los 

parásitos interactúan con células del hospedador para establecer la infección, 

hasta el momento se ha subestimado el grado en que la comunicación entre 

parásitos unicelulares podría estar afectando el proceso de patogénesis. 

Proponemos entonces como objetivo de este capítulo estudiar la importancia de 

las VEs y de las protrusiones de membranas en la comunicación parásito-

parásito y evaluar si la comunicación entre parásitos podría tener un rol en el 

proceso de patogénesis de T. vaginalis. 

  



 

2.3. Objetivos específicos 
 

Aunque se reconoce que los parásitos interactúan con sus hospedadores para 

su supervivencia y transmisión, se ha subestimado la comunicación entre 

parásitos unicelulares. Se han identificado dos formas principales de 

comunicación célula-célula: dependiente e independiente del contacto. La 

comunicación independiente del contacto se realiza a través de moléculas 

solubles, siendo las vesículas extracelulares el foco de investigación reciente 

debido a su capacidad para alterar el comportamiento de las células receptoras. 

Por otro lado, la comunicación dependiente del contacto involucra protrusiones 

de membrana tales como filopodios y citonemas. Los filopodios ya fueron 

descriptos en T. vaginalis (Arroyo et al., 1993; Lorenzo-Benito et al., 2022), pero 

los citonemas no se han descrito en estos parásitos. En este contexto, el objetivo 

de este capítulo es evaluar la importancia de las vesículas extracelulares y las 

protrusiones de membrana en la comunicación entre parásitos. Proponemos los 

siguientes objetivos específicos: 

 

1. Estudiar si los filopodios y citonemas están involucrados en la 
comunicación e interacción entre parásitos. Teniendo en cuenta que los 

filopodios y citonemas han sido relacionados al proceso de adherencia en otros 

tipos celulares, evaluaremos si cepas con distinta capacidad de adherencia a 

células del hospedador poseen distinta cantidad de filopodios y citonemas 

protruyendo de su superficie. Además, evaluaremos el rol de estas estructuras 

en la comunicación entre distintas cepas de T. vaginalis. 

2. Investigar si las VEs contribuyen a la comunicación celular entre 
parásitos. La comunicación entre células puede ser dependiente o 

independiente del contacto. Evaluaremos el efecto de las VEs liberadas por las 

diferentes cepas en la formación de filopodios y citonemas. Además, 

evaluaremos el contenido proteico de las VEs aisladas de diferentes cepas 

mediante un análisis de LC-MS/MS. 



 

3. Evaluar el efecto de la comunicación entre cepas en la adherencia a 
células prostáticas. Evaluaremos si la adherencia de parásitos a las células del 

hospedador se puede ver afectada por la presencia de otras cepas.  



 

2.4. Metodología 

2.4.1. Cultivo de T. vaginalis 
Las cepas salvajes G3 (ATCC PRA-98; Beckenham, Reino Unido), B7RC2 

(ATCC 50167; Greenville, NC, EE. UU.) y CDC1132 (Müller et al., 1988) de 

Trichomonas vaginalis  fueron crecidas como se describe en el apartado 1.4.1.  

 

2.4.2. Cultivo de células humanas 
Las células BPH-1 humanas de próstata, proporcionadas por el Dr. Simon 

Hayward (Universidad de NorthShore, EE. UU.) (Jiang et al., 2010), se crecieron 

en medio RPMI 1640 (Sigma) conteniendo 10 % de suero fetal bovino (SFB; 

Internegocios, Argentina) con 10 U/ml de penicilina (Invitrogen) y se cultivaron a 

37 °C/5% CO2. 

 

2.4.3. Marcaje fluorescente de parásitos 
Los parásitos se incubaron durante 1 hora a 37 °C en cubreobjetos de vidrio para 

permitir que se adhieran y posteriormente se fijaron con PAF 4% a temperatura 

ambiente durante 20 minutos (de Miguel et al., 2010). Una vez fijados, se 

marcaron con la lectina aglutinina del germen de trigo (WGA) de Triticum vulgaris 

conjugada con el fluoróforo Isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma). Para 

ello, los parásitos se incubaron 1:100 WGA/ PBS a 37 °C durante 1 hora, luego 

se lavaron tres veces con solución de PBS y se montaron con Fluoromont 

Aqueous Mounting Medium (Sigma). Los parásitos marcados se visualizaron 

utilizando un microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Observer 7 (Zeiss). 

 

2.4.4. Microscopía electrónica de barrido 
Los parásitos se incubaron durante 1 hora a 37 °C en cubreobjetos de vidrio y 

se lavaron con solución de PBS para eliminar los parásitos no adheridos. Luego, 

se fijaron en 2.5% glutaraldehído en solución tampón de cacodilato 0.1 M, pH 

7.2. Luego, se fijaron durante 15 minutos en OsO4 1%, se deshidrataron en 

etanol y se secaron en el punto crítico con CO2 líquido. Las muestras 



 

deshidratadas se recubrieron con oro-paladio y luego se observaron con un 

microscopio electrónico de barrido Jeol JSM-5600, operando a 15 kV. Algunas 

imágenes fueron coloreadas usando el software Adobe Photoshop (Adobe USA), 

versión 24.0.1. 

 

2.4.5. Análisis de la capacidad de agregación de parásitos 
La formación de agregados se analizó en parásitos cultivados durante 1 hora en 

condición de microaerofilia en medio TYM en diferentes concentraciones (1 x105, 

2 x105, 5 x105 y 1 x106 parásitos/ml). Un agregado se definió como un grupo 

celular de al menos 5 parásitos. La cuantificación de agregados se realizó con 

un microscopio Nikon TSM (Nikon) con un aumento de 20X. Se llevaron a cabo 

tres experimentos independientes. 

 

2.4.6. Co-incubación directa de parásitos de diferentes cepas 
Los parásitos CDC1132 se marcaron utilizando CellTracker Red CMTPX Dye 

(ThermoFisher). Luego, los parásitos CDC1132 marcados se co-incubaron 

durante 1 hora a 37 °C con parásitos G3, B7RC2 y CDC1132 en relación 1:1, 1:2 

y 1:9, respectivamente. Los parásitos adheridos a los cubreobjetos se fijaron y 

se tiñeron con WGA como se describió previamente. El número de parásitos 

CDC1132 que contenían filopodios y citonemas, visualizados como los que 

tenían doble marcaje (rojo y verde), se analizaron utilizando un microscopio Zeiss 

Axio Observer 7 (Zeiss). 

 

2.4.7. Co-incubación indirecta de parásitos de diferentes cepas 
Los parásitos de las cepas G3, B7RC2 y CDC1132 se co-cultivaron utilizando 

insertos de 24 pocillos de poliéster (tamaño de poro de 1 μm; Biofil). Los 

parásitos CDC1132 se incubaron sobre cubreobjetos de vidrio en el fondo de 

cada pocillo y se expusieron a parásitos de las cepas G3, B7RC2 y CDC1132 

colocados en los insertos (relación de parásitos 1:2 pocillo:inserto) durante 1 

hora a 37 °C. Luego, los parásitos CDC1132 adheridos a los cubreobjetos se 



 

marcaron con WGA y se analizó la formación de filopodios y citonemas utilizando 

un microscopio Zeiss Axio Observer 7 (Zeiss). 

 

2.4.8. Aislamiento de VEs 
El aislamiento de VEs de las cepas G3, B7RC2 y CDC1132 se realizó como se 

describió en la sección 1.4.5. 

 

2.4.9. Cuantificación de proteínas totales 
La cuantificación de las muestras de VEs de las diferentes cepas, se realizó de 

la misma manera que se describió en la sección 1.4.7. 

 

2.4.10. Incubación de parásitos con VEs 
Se incubaron parásitos de la cepa CDC1132 en cubreobjetos de vidrio con 10 

μg de VEs aisladas de diferentes las cepas, y con un volumen equivalente de a 

solución de PBS como control (solución donde se encontraban resuspendidas 

las VEs) durante 1 hora a 37 °C en una placa de 24 pocillos. Luego, se realizaron 

lavados con PBS y se fijaron con una solución de 4% de PAF durante 20 minutos. 

Los parásitos adheridos a los cubreobjetos se marcaron con WGA como se 

describió anteriormente y se examinó la formación de citonemas y filopodios 

utilizando un microscopio de fluorescencia invertido Zeiss Axio Observer 7 

(Zeiss). 

 

2.4.11. Análisis de espectrometría de masas 
Las muestras enriquecidas con VEs se resuspendieron en un volumen mínimo 

de tampón de digestión (Tris-HCl 100 mM, pH 8, urea 8 M). Las proteínas se 

redujeron y alquilaron mediante la adición secuencial de tris (2-carboxietil) fosfina 

5 mM y yodoacetamida 10 mM. Luego, dichas muestras se digirieron con Lys-C 

(Princeton Separations) y tripsina (Promega) (Florens et al., 2006). En primer 

lugar, se añadió proteasa Lys-C [≈1:50 (p/p) proporción de enzima:sustrato] a 

cada muestra y se incubó durante 4 hora a 37 °C con agitación suave. Luego, 

los productos de digestión se diluyeron en urea 2 M, se agregó tripsina a una 



 

proporción final de enzima:sustrato de 1:20 (p/p) y se incubaron durante 8 horas 

a 37 °C con agitación suave. Las digestiones se detuvieron mediante la adición 

de ácido fórmico hasta llegar a una concentración final de 5%. Los 

sobrenadantes se retiraron cuidadosamente de la resina y se analizaron 

mediante espectrometría de masa. Luego, las muestras se analizaron utilizando 

una plataforma LC-MS/MS como se describió anteriormente (Kaiser & 

Wohlschlegel, 2005; Wohlschlegel, 2009). Brevemente, las muestras digeridas 

se cargaron en una columna capilar de sílice fundida con una punta de 

electropulverizador de 5 μm y se empaquetaron internamente con 18 cm de 

partículas Luna C18 3 μM (Phenomenex). A continuación, la columna se colocó 

en línea con un espectrómetro de masas Q-exactive (ThermoFisher) y los 

péptidos se fraccionaron utilizando un gradiente de acetonitrilo creciente. Los 

péptidos se eluyeron directamente en el espectrómetro de masas, donde se 

recogieron los espectros MS/MS. La estrategia de adquisición espectral 

dependiente de los datos consistió en un ciclo repetitivo de un espectro MS 

completo (resolución = 70 000) seguido de MS/MS de los 12 iones precursores 

más intensos del escaneo MS completo (resolución = 17 500) (Kelstrup et al., 

2012). Los datos sin procesar y los análisis de espectros se realizaron con el 

software MaxQuant (Tyanova et al., 2016). Para la identificación de proteínas, se 

realizó una búsqueda en una base de datos de proteínas fasta que constaba de 

todos los marcos de lectura abiertos predichos descargados de TrichDB el 9 de 

noviembre de 2022 (Amos et al., 2022), concatenados en una base de datos 

señuelo en la que se indicaba la secuencia de aminoácidos de cada entrada. Se 

utilizaron los siguientes parámetros de búsqueda: (1) la tolerancia al ion 

precursor fue de 20 ppm; (2) la tolerancia a iones de fragmentos fue de 20 ppm; 

(3) la carbamidometilación de cisteína se consideró como una modificación 

estática; (4) los péptidos deben ser completamente trípticos; y (5) no se tuvieron 

en cuenta las escisiones omitidas. Las tasas de falsos positivos para las 

identificaciones de péptidos se estimaron mediante un enfoque de base de datos 

señuelo y luego se filtraron mediante el algoritmo DTASelect (Cociorva et al., 

2006; Elias & Gygi, 2007; Tabb et al., 2002). Las proteínas identificadas por al 

menos dos péptidos únicos completamente trípticos, cada uno con una tasa de 

falsos positivos de menos del 5 %, se consideraron presentes en la muestra. Se 

analizaron de forma independiente tres conjuntos diferentes de muestras 



 

enriquecidas con VEs aisladas de las cepas G3, B7RC2 y CDC1132. Las 

proteínas presentes en la fracción de VEs se identificaron mediante la 

herramienta BLAST (Herramienta de búsqueda de alineación local básica) y se 

clasificaron mediante el enriquecimiento del término GO según el sistema de 

clasificación PANTHER (Mi et al., 2013). 

 

2.4.12. Ensayo de adherencia 
Se llevó a cabo una versión modificada de un ensayo in vitro para cuantificar la 

adherencia de T. vaginalis a células del hospedador descripto previamente 

(Bastida-Corcuera et al., 2005). Brevemente, las células BPH-1 se sembraron en 

cubreobjetos en placas de 24 pocillos con medio de cultivo RPMI (Invitrogen), y 

se cultivaron hasta la confluencia a 37 °C y 5% de CO2. Por otro lado, parásitos 

de las cepas CDC1132 o G3 se marcaron con CellTracker Blue CMAC 

(Invitrogen) y se incubaron con una monocapa confluente de células BPH-1 

(proporción 1:3 parásito-célula hospedadora) en presencia de otras cepas 

cargadas en insertos transwell con filtros de tamaño de poro de 1 μm. Utilizando 

este esquema, se evaluó el efecto de la co-incubación con distintas cepas de 

parásitos (G3, B7RC2 y CDc1132) en la adherencia de las cepas CDC1132 o 

G3 a células del hospedador (células prostáticas BPH1) durante 30 minutos a 37 

°C y CO2 al 5 %. Los cubreobjetos se lavaron posteriormente con PBS, se fijaron 

con PAF 4 % y se montaron en portaobjetos con medio de montaje acuoso 

Fluoromont (Sigma). La cuantificación de parásitos fluorescentes adheridos a las 

células huésped se midió utilizando un microscopio Zeiss Axio Observer 7. 

 

2.4.13. Gráficos y análisis estadísticos 
Las consideraciones estadísticas específicas y las pruebas utilizadas se 

describen en la sección 1.4.13.  

  



 

2.5. Resultados 

2.5.1. Los parásitos de cepas adherentes de T. vaginalis poseen más 
protrusiones de membrana en su superficie que parásitos poco adherentes 
Las distintas cepas de Trichomonas vaginalis presentan grandes diferencias 

fenotípicas en cuanto a su capacidad de adherencia y citotoxicidad (Figura 3) 

(Lustig et al., 2013). La adherencia a las células el hospedador es un proceso 

multifactorial clave para el establecimiento y mantenimiento de la infección; y en 

otros tipos celulares se ha demostrado que los filopodios contribuyen en la 

regulación de dicha adherencia celular (Arjonen et al., 2011; Gallop, 2020; 

Jacquemet et al., 2015; Vasioukhin & Fuchs, 2001). Un trabajo reciente demostró 

que T. vaginalis forma estructuras de tipo filopodios (Lorenzo-Benito et al., 2022), 

pero se desconoce el rol de estas estructuras en el proceso de interacción del 

parásito con células del hospedador. Para comprender el rol de los filopodios en 

T. vaginalis, inicialmente decidimos evaluar la presencia de protrusiones de 

membrana en cepas del parásito con distinta capacidad de adherencia a las 

células hospedadoras. Evaluamos la cantidad de parásitos que presentaban 

filopodios en su superficie en dos cepas de T. vaginalis poco adherentes (cepas 

G3 y NYU209) y en dos cepas altamente adherentes a las células del 

hospedador (cepas B7RC2 y CDC1132) mediante microscopía de fluorescencia 

utilizando una tinción con una lectina que tiñe la superficie del parásito (WGA) 

(Figura 2.4a). Nuestros resultados demostraron que las cepas adherentes 

presentaban una mayor cantidad de filopodios que las cepas poco adherentes. 

Sin embargo, al analizar las imágenes detalladamente observamos la presencia 

de otro tipo de estructuras que protruyen de la membrana, similares a los 

citonemas descriptos en otros tipos celulares. Estas estructuras, se han 

descripto en otros organismos como filopodios especializados generalmente 

asociados a funciones relacionadas con la comunicación intercelular (Kornberg 

& Roy, 2014b). Teniendo en cuenta estas observaciones decidimos evaluar la 

presencia de citonemas en las cuatro cepas de T. vaginalis. Como se puede 

observar en la figura 2.4b, los parásitos de cepas adherentes poseen mayor 

cantidad de citonemas que aquellos parásitos de cepas poco adherentes (Figura 

2.4b). Estas extensiones tubulares parecen tener extremos cerrados y se pueden 



 

ver protruyendo a partir del cuerpo celular, así como también de la región donde 

emergen los flagelos (Figuras 2.5 y 2.6). 

 
Figura 2.4. Las cepas más adherentes de T. vaginalis tienen mayor cantidad de 
protuberancias de membrana. Cuatro cepas diferentes de parásitos: 2 cepas poco 
adherentes (G3 y NYU209) y 2 cepas muy adherentes (B7RC2 y CDC1132) fueron 
marcadas con la lectina WGA conjugada a FITC (verde). Se cuantificó el porcentaje de 
parásitos que contenían filopodios (a) y citonemas (b). Se realizaron 3 experimentos 
independientes y se cuantificaron 100 parásitos al azar. Los datos se expresan como 
porcentaje de parásitos con filopodios o citonemas ± desvío estándar (DE). Se utilizó 
ANOVA seguido de Tukey para determinar diferencias significativas. 
 

Las extensiones tubulares del cuerpo celular son heterogéneas, con un diámetro 

que varía de 70 nm a 540 nm y algunas de ellas están bifurcadas (Figuras 2.5 y 

2.6). La longitud puede alcanzar ≈5 μm y sus características ultraestructurales 

son similares a las proyecciones flagelares descriptas previamente en 

Tritrichomonas foetus (Benchimol et al., 2021b). En conjunto, estos resultados 

demuestran que T. vaginalis contiene diferentes tipos de extensiones de 

membrana que surgen de su superficie y sugieren que su abundancia depende, 

al menos en parte, del fenotipo de la cepa. En este sentido, teniendo en cuenta 

que los parásitos de la cepa CDC1132 poseen mayor cantidad de filopodios y 



 

citonemas decidimos continuar nuestros ensayos utilizando esta cepa como 

modelo de estudio. 

 
Figura 2.5. Los parásitos CDC1132 poseen protrusiones que se originan en la 
superficie celular. Análisis de microscopía electrónica de barrido de parásitos CDC1132 y 
G3 demuestra que los parásitos adherentes (CDC1132) poseen citonemas que protruyen 
del cuerpo celular (flecha blanca), así como también desde el flagelo (flecha verde) y desde 
la misma región donde emergen los flagelos (flechas negras). Se destaca también la 
formación de pseudópodos (*) y filopodios (flecha azul). No se observaron extensiones en 
la superficie de los parásitos poco adherentes (G3). F: flagelo; Ax: axostilo.  
 



 

 
Figura 2.6. Los citonemas se encuentran ramificados. Utilizamos microscopía 
electrónica de barrido para la observación detallada de los citonemas. Se puede observar la 
formación de citonemas tubulares no ramificados que sobresalen del cuerpo celular (A) así 
como también citonemas ramificados que emergen desde los flagelos (flechas blancas) (B-
F). Estos citonemas se originan en la misma región donde emergen los flagelos anteriores 
(AF) y recurrente (RF) (puntas de flecha negras). 
 

2.5.2. La presencia de citonemas se asocia a la formación de agregados 
celulares de parásitos 
Los agregados celulares o "clumps" son una agrupación de al menos cinco 

parásitos que forman habitualmente las cepas altamente adherentes, pero no así 

las cepas de baja adherencia (Coceres et al., 2015; Lustig et al., 2013). En base 

a esta observación se ha propuesto que la capacidad de formar clumps es una 

medida indirecta de la capacidad de adherencia de los parásitos a las células del 



 

hospedador (Coceres et al., 2015). Al analizar la cepa adherente CDC1132 por 

microscopía electrónica de barrido observamos que los parásitos que formaban 

clumps estaban conectados por citonemas (Figura 2.7). 

 
Figura 2.7. Presencia de citonemas dentro de los agregados celulares. Análisis de 
microscopía electrónica de barrido de los agregados celulares (clumps) formados por los 
parásitos CDC1132. Las flechas verdes destacan los citonemas en la base de los flagelos, 
y las flechas blancas los citonemas que emergen del cuerpo celular. F: flagelos; AF: flagelos 
anteriores; RF: flagelo recurrente. 
 

La formación de clumps en cepas adherentes es un proceso dependiente de la 

concentración celular. Habitualmente la formación de dichos agregados 

comienza cuando la concentración de parásitos es de 5 x 105 parásitos/ml 

(Figura 2.8a). Para evaluar si la formación de citonemas podría estar relacionada 

con la agregación parasitaria, nos propusimos evaluar la correlación de la 

formación de citonemas con la aparición de clumps; para lo cual analizamos la 

cantidad de parásitos que poseían citonemas cuando eran cultivados en distintas 

concentraciones (Figura 2.8a). Nuestros resultados mostraron que a 

concentración de 1 x 106 parásitos/ml (concentración en la que se forman una 

gran cantidad de "clumps"), encontramos mayor cantidad de parásitos con 

citonemas en su superficie (Figura 2.8b).  



 

 
Figura 2.8. La formación de citonemas se correlaciona con la formación de agregados 
celulares. (a) Cuantificación de la formación de “clumps” a distintas concentraciones de 
parásitos. Se contaron 20 campos por duplicado en 3 experimentos independientes. Los 
agregados celulares fueron definidos como un grupo de más de 5 parásitos. Se utilizó 
ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey para determinar diferencias significativas. 
(b) Cuantificación de parásitos conteniendo citonemas a diferentes concentraciones. Se 
realizaron 3 experimentos independientes por duplicado y se contaron aleatoriamente 100 
parásitos por muestra. Se utilizó t-test student (α = 0,95) para determinar la diferencia 
significativa entre los tratamientos. 
 

Estos hallazgos sugieren que los citonemas podrían estar involucrados en la 

comunicación parásito-parásito. Avalando esta hipótesis, por microscopia 

electrónica de barrido frecuentemente observamos parásitos conectados por 

citonemas (Figuras 2.9 y 2.10). 

 
Figura 2.9. Los citonemas conectan a los parásitos. En micrografías electrónicas de 
barrido pudimos observar parásitos CDC1132 (azules) conectándose por medio de 



 

citonemas (anaranjado). F: flagelos; AF: flagelos anteriores; RF: flagelo recurrente; Ax: 
axostilo. Las puntas de flechas blancas indican los citonemas entre parásitos. 
 

Estos citonemas poseen las puntas cerradas, las cuales se encuentran 

frecuentemente en contacto con la superficie de parásitos adyacentes (Figura 

2.10).  

 
Figura 2.10. Citonemas ramificados conectan a los parásitos. En micrografías 
electrónicas de parásitos en contacto con otros parásitos se pueden observar citonemas no 
ramificados (A-D) y citonemas ramificados conectando parásitos (E y F). En (f), la punta 
cerrada del citonema se ve en contacto con la superficie del parásito adyacente (flechas 
negras). AF: flagelos anteriores; RF: flagelo recurrente. 
 

En resumen, nuestros resultados sugieren que los citonemas podrían 

desempeñar una función importante en la formación de "clumps" y en la 

comunicación entre los parásitos. 



 

2.5.3. La interacción entre diferentes cepas induce la formación de 
protrusiones de membrana 
En un estudio donde se aislaron 211 muestras de pacientes infectados con T. 

vaginalis observaron que en el 10.9% de los casos, las infecciones eran mixtas, 

es decir, causadas por más de una cepa de este parásito (Conrad et al., 2012). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes y nuestros resultados recientes, 

hipotetizamos que las distintas cepas del parásito podrían ser capaces de 

interactuar y comunicarse, y como consecuencia de esta interacción podrían 

existir cambios en el comportamiento de una o ambas cepas. Inicialmente, para 

evaluar si las diferentes cepas de T. vaginalis eran capaces de interactuar entre 

sí, los parásitos CDC1132 se tiñeron con un compuesto fluorescente éster de 

succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE, verde) y se co-incubaron durante una 

hora con parásitos de una cepa altamente adherente (B7RC2); y paralelamente 

con parásitos de una cepa poco adherente (G3), ambos teñidos con CellTracker 

CMTPX Dye (rojo). Como control, los parásitos CDC1132 (verdes) también 

fueron incubados con parásitos CDC1132 teñidos con CellTracker CMTPX Dye 

(rojo). Los resultados obtenidos (Figura 2.11) indicaron que los parásitos 

CDC1132 son capaces de interactuar y formar agregados celulares con 

parásitos de las cepas B7RC2 o G3. Dado que la cepa G3 por lo general no 

forma agregados (Coceres et al., 2015), era esperable la formación de “clumps” 

más pequeños al ser incubada con parásitos de la cepa CDC1132.  

Figura 2.11. Formación de agregados 
celulares entre parásitos de diferentes 
cepas. Parásitos de la cepa CDC1132 
marcados con WGA (verde) fueron 
incubados con parásitos de las cepas G3, 
B7RC2 y CDC1132 (control) teñidos con 
CellTracker Red (rojo) durante 1 hora. La 
formación de agregados celulares se evaluó 
mediante de microscopía de fluorescencia. 



 

Teniendo en cuenta nuestros resultados previos que sugieren que los citonemas 

podrían estar involucrados en la comunicación entre diferentes cepas de T. 

vaginalis, decidimos evaluar si la formación de citonemas de la cepa CDC1132 

se podría ver afectada por la presencia de una cepa diferente. Para este análisis, 

parásitos de la cepa CDC1132 fueron teñidos con CellTracker CMTPX Dye (rojo) 

e incubados durante 1 hora con distintas cantidades de parásitos G3, B7RC2 y 

CDC1132 (control) sin teñir (relaciones 1:1; 1:2; 1:9). Posteriormente, todos los 

parásitos se tiñeron con WGA y evaluamos la presencia de filopodios y 

citonemas en la cepa CDC1132 (parásitos que poseen doble marcación 

rojo/verde) mediante microscopía de fluorescencia. Si bien no se observó un 

cambio en la formación de filopodios en los parásitos de la cepa CDC1132 tras 

la exposición a parásitos de la cepa G3 o B7RC2, la formación de citonemas de 

los parásitos CDC1132 se vio significativamente afectada por la presencia de 

una cepa diferente en comparación con la co-incubación con parásitos de la 

misma cepa (control) (Figura 2.12).  

 
Figura 2.12. La presencia de otras cepas afecta la formación de citonemas en 
parásitos de la cepa CDC1132. Parásitos de la cepa CDC1132 teñidos con CellTracker 



 

Red (rojo) se co-incubaron con distintas relaciones (1:1, 1:2 y 1:9) de parásitos de las cepas 
G3, B7RC2 y CDC1132 (control) durante 1 h. Luego, todos los parásitos fueron teñidos con 
WGA (verde) y se cuantificó el porcentaje de parásitos CDC1132 (marca roja y verde) que 
contenían filopodios y citonemas en su superficie. Los datos se expresan como el porcentaje 
de parásitos con filopodios o citonemas ± desvío estándar (DE). Se utilizó t-test student (α = 
0,95) para determinar la diferencia significativa entre los tratamientos. 
 

En resumen, nuestros hallazgos sugieren que la comunicación entre parásitos 

de diferentes cepas de T. vaginalis podría estar mediada por citonemas.  

 

2.5.4. Las vesículas extracelulares están involucradas en la comunicación 
entre parásitos de diferentes cepas 
Con el objetivo de evaluar si la comunicación entre parásitos era dependiente o 

independiente del contacto, realizamos un ensayo de co-incubación de parásitos 

de distintas cepas utilizando un sistema de transwell, el cual contiene insertos 

que poseen una membrana porosa de 1 μm impide el contacto directo entre las 

distintas cepas de parásitos (Figura 2.13). Teniendo en cuenta el tamaño del 

poro del filtro, este sistema permite que los factores secretados y las vesículas 

extracelulares menores a 1 μm atraviesen la membrana, pero no así los parásitos 

cuyo diámetro es de 10 a 15 μm. Con este diseño experimental, los parásitos de 

la cepa CDC1132 fueron co-incubados con los parásitos G3, B7RC2 y CDC1132 

(control) durante una hora (Figura 2.13). Una vez finalizada la co-incubación se 

tiñeron con WGA para cuantificar el porcentaje de parásitos que poseían 

filopodios y/o citonemas mediante microscopia de fluorescencia (Figura 2.13). 

Los resultados obtenidos muestran un aumento significativo en el número de 

parásitos con citonemas y filopodios cuando las cepas G3 o B7RC2 se cargan 

en los insertos en comparación con el control (inserto cargado con parásitos de 

la cepa CDC1132). Estos resultados indican que el efecto sobre la formación de 

citonemas es, al menos en parte, independiente del contacto. 

 



 

 
Figura 2.13. La interacción independiente del contacto induce la formación de 
protrusiones de las membranas. Ensayo de co-incubación de las distintas cepas utilizando 
insertos de cultivo celular con una membrana de 1 μm. Parásitos de la cepa CDC1132 fueron 
colocados sobre cubreobjetos (abajo) y parásitos de las cepas G3, B7RC2 y CDC1132 
(control) en los insertos. Luego de 1 h de incubación los parásitos de la cepa CDC1132 
adheridos a los cubreobjetos fueron teñidos con WGA (verde) y se cuantificó el porcentaje 
de parásitos con filopodios y citonemas. Los datos se expresan como porcentaje de 
parásitos con filopodios y citonemas ± desvío estándar (DE). Se utilizó t-test student (α = 
0,95) para determinar la diferencia significativa entre los tratamientos. 
 

Teniendo en cuenta que las VEs han sido descriptas como mediadores de la 

comunicación en distintos tipos celulares y que nuestros resultados indican que 

el efecto en la formación de citonemas es causado por algún factor liberado por 

los parásitos capaz de atravesar el filtro, planteamos que las VEs liberadas 

podrían ser responsables de esta respuesta diferencial en la formación de 

citonemas en los parásitos receptores. Para evaluar si efectivamente las VEs 

eran mediadores de la comunicación entre las distintas cepas de T. vaginalis, 

utilizamos un sistema de transwell para co-incubar parásitos de la cepa 

CDC1132 con parásitos de la cepa G3 transfectados con la proteína TvVPS32, 

los cuales liberan mayor cantidad de VEs al compararlos con los parásitos de la 

misma cepa transfectados con el plásmido vacío (EpNEO). Este experimento 

nos permitiría evaluar fehacientemente si la liberación de VEs estaría 



 

relacionada con el aumento en el número de filopodios y citonemas observado 

en los parásitos receptores. Utilizamos un diseño experimental similar al 

descripto anteriormente en el que se colocaron en los insertos no solo los 

parásitos CDC1132 (control) y G3, sino también parásitos de la cepa G3 

transfectados con TvVPS32 y TvEpNEO (plásmido vacío) (Figura 2.14). Los 

resultados indicaron que la co-incubación con los parásitos TvVPS32 aumentó 

significativamente el número de parásitos CDC1132 con filopodios y citonemas 

en comparación con los parásitos control TvEpNEO; sugiriendo que las VEs 

podrían ser los factores responsables, al menos en parte, del incremento de la 

formación de estas estructuras de membrana en los parásitos receptores. Es 

importante destacar que cuando los parásitos CDC1132 fueron incubados con 

parásitos TvEpNEO (transfectados con un plásmido vacío) se observó un 

incremento similar al observado con los parásitos de la cepa G3 salvaje, y ambos 

fueron mayores que la incubación con los parásitos CDC1132 en los insertos. 

 
Figura 2.14. La mayor liberación 
de VEs posee un efecto sobre la 
formación de protrusiones de la 
membrana. Parásitos de la cepa 
CDC1132 (abajo) fueron co-
incubados con parásitos de las 
cepas G3, CDC1132 (control) así 
como también G3 transfectados 
con TvEpNEO y TvVPS32 en los 
insertos durante 1 h. Luego, los 
parásitos de la cepa CDC1132 
adheridos a los cubreobjetos se 
tiñeron con WGA (verde) y se 
cuantificó el porcentaje de 
parásitos con filopodios y 
citonemas. Los datos se expresan 
como porcentaje de parásitos con 
filopodios y citonemas ± desvío 
estándar (DE). Se utilizó t-test 
student (α = 0,95) para determinar 
la diferencia significativa entre los 
tratamientos. 
 

 

Luego para confirmar que los efectos observados se debían a las VEs de las 

diferentes cepas, se aislaron las VEs de las cepas G3, B7RC2 y CDC1132 

(control) utilizando el protocolo descrito en la Figura 1.6; y 10 μg de VEs aisladas 

de cada una de las cepas fueron incubadas con parásitos de la cepa CDC1132 



 

para evaluar el efecto en la formación de citonemas y filopodios (Figura 2.15). La 

incubación con 10 μg de VEs de las cepas G3 o B7RC2 aumentó 

significativamente la cantidad de parásitos CDC1132 con citonemas y filopodios, 

mientras que la incubación con 10 μg de VEs aisladas de la cepa CDC1132 no 

tuvo este efecto. Como control, se utilizaron parásitos incubados con PBS, así 

como también incubación con VEs de las diferentes cepas inactivadas mediante 

autoclave (Schulz et al., 2020). Estos resultados sugieren que el contenido 

proteico de las VEs podría ser diferente y dependiente de la cepa de origen. 

 
Figura 2.15. Las VEs de diferentes cepas inducen la formación de filopodios y 
citonemas en los parásitos CDC1132. 10 μg de VEs aisladas de las cepas G3, B7RC2 y 
CDC1132 se incubaron parásitos de la cepa CDC1132 durante 1 h. Como control se realizó 
una incubación de los parásitos con PBS (buffer de resuspensión de VEs) así como también 



 

con 10 μg de VEs inactivadas. Los parásitos fueron luego teñidos con WGA y se cuantificó 
el porcentaje de parásitos con filopodios y citonemas. Los datos se expresan como un 
aumento de veces relativo al control ± desvío estándar (DE). Se utilizó t-test student (α = 
0,95) para determinar la diferencia significativa entre los tratamientos (*p <0,05, **p <0,01, 
***p <0,001). 
 

2.5.5. El contenido proteico de las VEs es dependiente de la cepa de origen 
Para explicar la respuesta diferencial observada en la formación de citonemas 

causada por la incubación con VEs aisladas de distintas cepas (Figura 2.15), se 

llevó a cabo un análisis de espectrometría de masa (LC-MS/MS) para evaluar el 

contenido proteico de las vesículas extracelulares aisladas de las distintas 

cepas. Se analizaron tres muestras independientes conteniendo 30 μg de VEs 

aisladas de las cepas G3, B7RC2 y CDC1132 y se identificaron 1317, 375 y 954 

proteínas en las muestras de cada cepa, respectivamente (Tabla suplementaria 

2.1: “Proteoma de VEs de diferentes cepas Trichomonas vaginalis”). 

Posteriormente, el análisis de componentes principales (PCA) confirmó que las 

muestras enriquecidas de VEs de las cepas eran diferentes (Figura 2.16a). Para 

evaluar la calidad de los aislamientos y del proteoma, se compararon las 

proteínas encontradas en este estudio con las proteínas detectadas tanto en el 

secretoma reportado de T. vaginalis  (Štáfková et al., 2018) como con aquellas 

detectadas en el proteoma de superficie (de Miguel et al., 2010); así como 

también se compararon con los análisis  proteómicos de VEs de T. vaginalis 

publicados previamente (Govender et al., 2020; Nievas et al., 2018; Rada et al., 

2022; Twu et al., 2013). Validando nuestros datos, los resultados indicaron que 

el 89% de las proteínas que detectamos se encontraban en dichos proteomas 

(Tabla suplementaria 2.1: “Proteoma de VEs de diferentes cepas Trichomonas 

vaginalis”). Llamativamente, aunque los aislamientos de VEs se hayan realizado 

a partir de la misma cantidad de parásitos, la cantidad de proteínas identificadas 

en el proteoma de G3 y CDC1132 fue consistentemente mayor que la cantidad 

de proteínas presentes en las muestras de B7RC2. Los resultados del proteoma 

indicaron que sólo 346 proteínas se comparten entre las VEs de las diferentes 

cepas (Figura 2.16b). 

 



 

 
Figura 2.16. Las VEs de las distintas cepas se diferencian en su contenido proteico. 
(a) Gráfico de componentes principales para representar la similitud de las VEs de las cepas 
G3, B7RC2 y CDC1132 en lo que respecta a la carga proteica. Los datos se obtuvieron a 
partir del análisis de un proteoma cuantitativo de las VEs aisladas de las diferentes cepas. 
(b) Diagrama de Venn representando las proteínas compartidas entre las VEs aisladas de 
las distintas cepas. 
 

Mediante un dendograma se realizó un agrupamiento jerárquico de las proteínas 

utilizando la correlación de Pearson como métrica de distancia; lo que demostró 

que las proteínas contenidas en las VEs eran distintas entre sí (Figura 2.17). 

 
 
 
 
 
 
Figura 2.17. Las VEs de 
las distintas cepas se 
diferencian en su 
contenido proteico. 
Datos obtenidos en un 
Mapa de calor, donde cada 
línea representa una 
proteína. El gradiente en el 
color representa los 
cambios en la abundancia 
de la proteína. 
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A pesar de las diferencias observadas en el número de proteínas identificadas 

en las VEs de cada una de las cepas, un análisis de Gene Ontology (GO) 

demuestra que los procesos biológicos asociados a las proteínas contenidas en 

las VEs están altamente conservados. En resumen, los resultados obtenidos 

indican que las VEs aisladas de las tres cepas analizadas contienen proteínas 

asociadas a procesos celulares y metabólicos, respuesta a estímulos, 

señalización, procesos de desarrollo y locomoción, en porcentajes similares 

respecto al total de proteínas identificadas en cada una de las muestras 

analizadas (Figura 2.18).  

 
Figura 2.18. Las proteínas encontradas en las VEs aisladas de las diferentes cepas 
están involucradas en los mismos procesos biológicos. Las proteínas identificadas en 
las VEs se clasificaron en distintos grupos según los procesos biológico sen los que 
participan mediante un análisis de Gene Ontology. 



 

En conjunto, la diversidad de proteínas detectadas en los proteomas de las VEs 

analizadas sugiere que el contenido de proteínas liberadas por las VEs es 

específico de cepa. 

 

2.5.6. La comunicación entre parásitos de diferentes cepas aumenta la 
adherencia a las células hospedadoras 
T. vaginalis es un parásito extracelular que durante el proceso de adherencia, el 

parásito cambia rápidamente de forma, transformándose en una forma 

ameboide, proceso que involucra una reorganización del citoesqueleto y 

mediante el cual maximiza su superficie de contacto con la célula hospedadora 

(Arroyo et al., 1993; Kusdian et al., 2013). Considerando la importancia de la 

transformación a un estadio ameboideo para adherirse a las células 

hospedadoras, evaluamos si la comunicación entre las diferentes cepas de T. 

vaginalis induce la transformación de parásitos de la cepa CDC1132 a este 

estadio. Se realizaron ensayos de co-incubación utilizando sistema de transwell 

similar al descripto en los ensayos previos para evaluar la cantidad de parásitos 

de la cepa CDC1132 en estado ameboideo cuando los mismos fueron incubados 

en presencia de las cepas G3 y B7RC2 (Figura 2.19). Como puede observarse 

en la Figura 2.19, en presencia de las cepas G3 o B7RC2 se produjo un aumento 

significativo en la cantidad de parásitos ameboides de la cepa CDC1132. 

 
Figura 2.19. Los parásitos CDC1132 se vuelven más ameboides en presencia de otras 
cepas. Utilizando el sistema de insertos celulares se evaluó la transformación a la forma 
ameboide de parásitos de la cepa CDC1132 (abajo) en presencia de parásitos de las cepas 
CDC1132 (control), G3 y B7RC2 (insertos) Luego de la incubación, los parásitos adheridos 
a los cubreobjetos se tiñeron con WGA y se cuantificó el porcentaje de parásitos con forma 
ameboide. Los datos se expresan como porcentaje de parásitos ameboides ± desvío 



 

estándar (DE). Se utilizó t-test student (α = 0,95) para determinar la diferencia significativa 
entre los tratamientos. 
 

Teniendo en cuenta la importancia de la transición al estado ameboideo en el 

proceso de adherencia a las células del hospedador, posteriormente se 

evaluamos si este aumento en la transformación ameboidea se traducía en un 

aumento en la adherencia de los parásitos CDC1132 a las células de próstata 

BPH1. Para este análisis utilizamos un diseño experimental con un sistema de 

transwell similar a los descriptos, pero incluyendo una monocapa de células 

prostáticas BPH1 en el fondo del pocillo (ver esquema Figura 2.20). Los 

resultados demostraron que la adherencia de los parásitos CDC1132 a las 

células BPH1 fue significativamente mayor cuando éstos eran co-incubados con 

las cepas G3 o B7RC2 en los insertos, en comparación con el control co-

incubado con la misma cantidad de parásitos de la cepa CDC1132 en el inserto 

(Figura 2.20). 

 
Figura 2.20. La adherencia de los parásitos CDC1132 aumenta en presencia de otras 
cepas. Parásitos de la cepa CDC1132 marcados con CellTracker Blue (azul) fueron 



 

expuestos a una monocapa de células de próstata durante 30 min a 37 °C, en presencia de 
parásitos de las cepas CDC1132 (control), G3 y B7RC2 en los insertos. Luego de la 
incubación, se eliminaron los parásitos no adheridos, y se cuantificaron los parásitos 
adheridos a las células prostáticas mediante microscopía de fluorescencia. Los datos se 
expresan como un aumento de veces relativo al control ± desvío estándar (DE). Se utilizó t-
test student (α = 0,95) para determinar la diferencia significativa entre los tratamientos. 
 

Estos hallazgos sugieren que la comunicación entre diferentes cepas de T. 

vaginalis puede afectar el comportamiento de los parásitos receptores, 

modulando de esta manera su adherencia a células del hospedador. En 

concordancia con estos resultados, y sugiriendo que los citonemas podrían tener 

un rol en el proceso de adherencia cuando los parásitos de la cepa CDC1132 

son expuestos a células prostáticas, pudimos constatar mediante microscopía 

electrónica la presencia de citonemas protruyendo tanto de la base flagelar como 

del cuerpo celular de los parásitos que estaban en contacto con las células 

hospedadoras BPH1. Pudimos observar además extensiones delgadas que se 

ramificaban desde un citonema estableciendo un contacto estrecho con las 

células BPH1 (Figura 2.21). 

Figura 2.21. Los 
parásitos interactúan 
con las células de 
próstata a través de los 
citonemas. Análisis de 
microscopía electrónica 
de barrido demuestra 
parásitos de la cepa 
CDC1132 (azules) 
interactuando con 
células hospedadoras 
(violetas) por medio de 
citonemas (anaranjados) 
que protruyen desde los 
flagelos (puntas de 
flechas verdes) y desde 
del cuerpo celular de los 
parásitos (flechas 
blancas). En las fotos del 
panel inferior, además se 
puede ver como los 
citonemas están 
ramificados (flechas 
blancas) e interactúan 
con las células BPH1. 
AF: flagelos anteriores; 
RF: flagelo recurrente; 
Ax: axostilo; H: célula 
hospedadora. 



 

Teniendo en cuenta estos resultados, nos surgió el interrogante si la 

comunicación entre cepas podría afectar el comportamiento de una cepa 

habitualmente poco adherente (cepa G3). Para evaluar esto, utilizamos un 

diseño experimental similar al previamente descripto en la Figura 2.20, pero en 

este caso la cepa G3 (poco adherente) fue inoculada en el fondo del pocillo y la 

cepa CDC1132 (altamente adherente) en el inserto. Como se muestra en la 

Figura 2.22, la co-incubación de la cepa G3 con los parásitos CDC1132 resultó 

en un aumento de dos veces en la adherencia de G3 a las células BPH1 con 

respecto al control (parásitos de la cepa G3 co-incubados con parásitos de la 

cepa G3 en el inserto).  

 

Estos hallazgos estarían indicando que una cepa con alta capacidad de 

adherencia podría estar afectando el comportamiento de una cepa pobremente 

adherente, modificando su capacidad de adherencia a las células del 

Figura 2.22. Parásitos de la cepa G3 (poco 
adherente) aumentan su adherencia en 
presencia de parásitos de la cepa 
CDC1132 (adherente). Parásitos de la cepa 
G3 marcados con CellTracker Blue (azul) 
fueron expuestos a una monocapa de células 
BPH1 (abajo); y co-incubados en los insertos 
con parásitos de la cepa G3 (control) o 
CDC1132 durante 30 min a 37 °C. Luego, se 
cuantificó la adherencia de los parásitos G3 a 
las células BPH1 utilizando el microscopio de 
fluorescencia. Los datos se expresan como 
un aumento de veces relativo al control ± 
desvío estándar (DE). Se utilizó t-test student 
(α = 0,95) para determinar la diferencia 
significativa entre los tratamientos. 



 

hospedador. En concordancia, un estudio realizado previamente demostró que 

la incubación de parásitos poco adherentes con VEs aisladas de cepas 

adherentes aumentaba su capacidad de adherencia a células hospedadoras 

(Twu et al., 2013). En conjunto, estos resultados proponen que la interacción 

entre cepas con características fenotípicas diferentes podría tener implicancias 

clínicas significativas durante las infecciones mixtas. 

 

 

 

 

  



 

Discusión 
Las vesículas extracelulares desempeñan un papel clave en la comunicación 

entre Trichomonas vaginalis y las células hospedadoras. Sin embargo, su 

relación con la comunicación entre parásitos no ha sido aún analizada en detalle. 

En este contexto, un estudio previo mostró que la preincubación de sVEs 

aisladas de cepas altamente adherentes aumentó la unión de una cepa de baja 

adherencia a las células hospedadoras (Twu et al., 2013). Estos resultados 

sugieren que las sVEs podrían estar involucradas tanto en la comunicación entre 

parásitos, como en la comunicación entre el parásito y su hospedador. Acorde a 

esto, los resultados obtenidos en este capítulo de tesis demuestran que las VEs 

son responsables, al menos en parte, de la comunicación entre diferentes cepas 

del parásito. Específicamente, nuestros resultados demuestran que la 

incubación de muestras enriquecidas con VEs de las cepas G3 o B7RC2 tiene 

un efecto en la formación de filopodios y citonemas de parásitos de la cepa 

CDC1132. 

Para una mayor comprensión de las vías moleculares involucradas en la 

respuesta diferencial durante la formación de citonemas y filopodios inducida por 

las VEs; analizamos el contenido proteico de las VEs secretadas por diferentes 

cepas de T. vaginalis mediante espectrometría de masas. Sorprendentemente, 

el número de proteínas detectadas en el proteoma de las VEs de la cepa B7RC2 

fue consistentemente menor que el número de proteínas detectadas en G3 o 

CDC1132. En concordancia con esto, estudios previos de proteomas de sVEs y 

MVs realizados en la cepa B7RC2 identificaron 215 y 592 proteínas, 

respectivamente (Nievas et al., 2018; Twu et al., 2013). Sin embargo, cuando se 

analizó el proteoma de sVEs de la cepa TV79-49c1, se detectaron 1633 

proteínas en estas muestras (Rada et al., 2022). Estos datos (Nievas et al., 2018; 

Rada et al., 2022; Twu et al., 2013), junto con los nuestros sugieren que las VEs 

liberadas por diferentes cepas de T. vaginalis son claramente diferentes y 

pueden contener proteínas específicas de cada cepa. La marcada diferencia en 

el número e identidad de las proteínas identificadas en los distintos proteomas 

de las VEs sugiere que la regulación del contenido proteico es específico de 

cepa. Sin embargo, a pesar de la variación en las proteínas liberadas en las VEs, 

observamos que los procesos biológicos identificados mediante análisis de GO 



 

a partir del proteoma de las VEs aisladas de las distintas cepas fueron altamente 

conservados. Esta diversidad en la carga proteica podría explicar la respuesta 

diferencial observada cuando se incuban diferentes VEs con parásitos 

CDC1132. De manera interesante, hemos detectado varias proteínas 

diferenciales asociadas a procesos de señalización en el proteoma de las VEs, 

como por ejemplo proteínas de la familia Rho, en particular la Rho GTPasa, que 

en otros tipos celulares ha sido descripta como un mediador clave en la 

formación de filopodios y citonemas  (Koizumi et al., 2012; Pellegrin & Mellor, 

2005). Específicamente, miembros de esta familia fueron identificadas en las 

VEs aislados de las cepas G3 y CDC1132 (TVAG_490150 y TVAG_482020), 

pero no en las VEs de la cepa B7RC2. Además, identificamos una proteína de la 

familia Ras (TVAG_580280) en las VEs liberadas por las tres cepas. Estudios 

previos han descrito a esta familia de proteínas como participantes claves 

también en la formación de filopodios en células eucariotas (Kozma et al., 1995). 

La proteína Calreticulina (TVAG_464010), involucrada en el control de la 

adherencia celular y en la iniciación, estabilización y recambio de los contactos 

focales en fibroblastos (Opas et al., 1996; Villagomez et al., 2009) también fue 

detectada en los proteomas de las VEs de las tres cepas. Otras proteínas 

destacables son cuatro miembros de la familia de proteínas Profilina 

(TVAG_159160, TVAG_100620, TVAG_492250 y TVAG_208990), las cuales se 

han detectado en los aislamientos de VEs de las tres cepas y se ha demostrado 

que su regulación es crucial para la formación de filopodios en distintos tipos 

celulares, entre ellos en fibroblastos (Rotty et al., 2015; Skruber et al., 2020). 

Dada la importancia de estas familias de proteínas en la formación de filopodios 

y citonemas en otros tipos celulares, sería interesante realizar un estudio 

funcional detallado a futuro. Es importante destacar que también pudimos 

identificar a la proteína VPS32, la cual hemos demostrado que regula la 

biogénesis de las VEs. También encontramos proteínas de transporte de 

membrana como las Clatrinas (Lafer, 2002; Wenzel et al., 2018) y proteínas de 

fusión de vesículas como las SNAREs (Wesolowski & Paumet, 2010). Por último, 

identificamos en las VEs liberadas por las tres cepas, proteínas cisteína 

peptidasa tipo L similar a la catepsina y una metalopeptidasa similar a la 

oligopeptidasa A. En este sentido, se sabe que el parásito libera diferentes 



 

cisteína proteasas y metaloproteasas que son importantes para la patogénesis 

(Arroyo & Alderete, 1989; Ma et al., 2011). 

Nuestros resultados demuestran que la comunicación entre parásitos de 

distintas cepas involucra las VEs liberadas por parásitos donantes, las cuales 

inducen la formación de citonemas y filopodios en las células receptoras (Figura 

2.23). Las protrusiones celulares son extensiones de la membrana plasmática 

de las células individuales que funcionan como sensores especializados del 

entorno que permiten establecer uniones con la matriz extracelular y otras 

células (Adams, 2004). Específicamente, los filopodios vehiculizan moléculas de  

señalización a las células vecinas (Roy et al., 2014; Sanders et al., 2013), 

aumentan la adherencia (Albuschies & Vogel, 2013; Fierro-González et al., 2013) 

y actúan como organelas sensoriales (Wood & Martin, 2002). Los citonemas son 

considerados filopodios especializados que intercambian proteínas de 

señalización entre células (Casas-Tintó & Portela, 2019). Investigaciones 

recientes realizadas en células de mamíferos postularon a los filopodios y 

citonemas como una nueva forma de comunicación intercelular (Mattes & 

Scholpp, 2018). Nuestros resultados demuestran que las cepas de T. vaginalis 

más adherentes poseen mayor cantidad de filopodios y citonemas que protruyen 

de su superficie. Además, los resultados de microscopia electrónica sugieren 

que los citonemas podrían estar asociados a la formación de agregados 

formados por parásitos, observados habitualmente en las cepas adherentes. En 

este sentido, los tripanosomas africanos en la corriente sanguínea también 

producen protrusiones membranosas que se originan en la membrana flagelar y 

se conectan con los extremos posteriores de otros tripanosomas (Szempruch, 

Sykes, et al., 2016). En este trabajo, los autores también demostraron que estas 

interacciones eran estables a largas distancias (>20 μm) (Szempruch, Sykes, 

et al., 2016). En una investigación realizada en  la mosca de la fruta observaron 

que los citonemas que se forman en las células del disco imaginal alar liberan 

VEs  que transportan la proteína Hedgehog, la cual desempeña un papel crucial 

en la comunicación y señalización celular durante la formación de órganos y 

tejidos (Gradilla et al., 2014); demostrando la importancia de las VEs y los 

citonemas en la comunicación  entre células distantes (Gradilla et al., 2014). Los 

citonemas podrían no solo ser una fuente de liberación de VEs, sino también una 



 

guía para la entrega de dichas vesículas. Acorde con lo previamente detallado, 

nuestros resultados indican que la formación de citonemas en T. vaginalis se ve 

afectada por la presencia de vesículas extracelulares de una cepa diferente del 

parásito. Además, la comunicación entre parásitos de diferentes cepas afecta su 

adherencia a las células hospedadoras, probablemente debido al aumento de la 

formación de filopodios y citonemas. Teniendo en cuenta que se ha informado 

que en el 11% de los casos, las infecciones causadas por T. vaginalis son debido 

a la presencia de más de una cepa (Conrad et al., 2012); nuestros resultados 

exponiendo que las distintas cepas son capaces de comunicarse y afectar el 

fenotipo de la otra, podría tener importantes implicancias clínicas. 

Concretamente, nuestros resultados demuestran que una cepa poco adherente 

(G3) se adhiere más a las células prostáticas en presencia de una cepa 

altamente adherente (CDC1132), lo que indica que la interacción entre parásitos 

con fenotipos distintos podría afectar su comportamiento, influyendo 

potencialmente en el resultado de la infección. Aunque la relevancia de la 

comunicación parásito-parásito en T. vaginalis no ha sido profundamente 

explorada, estos resultados sugieren que podría tener un impacto significativo. 

En este contexto, existe una creciente evidencia empírica obtenida de pacientes 

y modelos animales que demuestra que las infecciones causadas por múltiples 

cepas en diferentes patógenos humanos pueden alterar la dinámica, el curso de 

la enfermedad y la transmisión (Balmer & Tanner, 2011). Hasta ahora, se ha 

demostrado de manera inequívoca la presencia de infecciones con múltiples 

cepas en 51 patógenos humanos (y 21 patógenos no humanos), y es probable 

que se presenten en la mayoría de las especies de patógenos, lo que indica que 

las infecciones por múltiples cepas son probablemente la norma y no la 

excepción (Balmer & Tanner, 2011). 

El estudio de la señalización, la detección y la comunicación celular entre 

parásitos protozoos contribuye a la comprensión de las interacciones patógeno-

hospedador y de la dinámica de las enfermedades; proporcionando una base 

para futuros estudios sobre posibles enfoques alternativos de control. 

 

 



 

 
Figura 2.23. Rol de las VEs y los citonemas en la comunicación entre parásitos de 
diferentes cepas de T. vaginalis. Los parásitos liberan VEs que contienen proteínas 
específicas de cepa y afectan la formación de filopodios y citonemas de los parásitos que 
internalizan dichas VEs. La comunicación entre cepas afecta la adherencia a las células 
hospedadoras, como resultado del aumento en los filopodios y los citonemas y también la 
formación de agregados celulares. 
 

  



 

 

  



 

El interés general de este trabajo de tesis consistió en el análisis de la biogénesis 

de las vesículas extracelulares y la interacción parásito-parásito en Trichomonas 

vaginalis. En los siguientes párrafos se exponen las conclusiones más relevantes 

obtenidas a lo largo de los dos capítulos, así como también, algunas 

consideraciones adicionales. 

En el capítulo I demostramos que la proteína VPS32 está involucrada en la 

biogénesis de las vesículas extracelulares liberadas por el parásito. La proteína 

VPS32 (o Snf7 en otros organismos) es una proteína perteneciente al complejo 

ESCRTIII  (Babst et al., 2002) y ya se ha demostrado que se encuentra 

involucrada en la selección de la carga contenida dentro de las vesículas 

extracelulares liberadas por otros organismos (Babst et al., 2002). Además, se 

ha encontrado que participa en la remodelación de las membranas (Murk et al., 

2003); específicamente en Tritrichomonas foetus se ha indicado que es una 

proteína clave en la escisión de la membrana durante la citocinesis del parásito 

(Iriarte et al., 2018), lo cual nos lleva a hipotetizar que la proteína también sería 

un efector clave en la escisión de la membrana durante la liberación de vesículas 

extracelulares en Trichomonas vaginalis. Mediante microscopía electrónica de 

barrido e inmunoelectromicroscopía (colaboración con el Dr. Antonio Pereira-

Neves, Fundação Oswaldo Cruz) demostramos que la proteína VPS32 se 

encuentra localizada en vesículas extracelulares y en organelas relacionadas a 

la liberación de este tipo de vesículas.  

Demostramos que parásitos que sobreexpresan la proteína VPS32 liberan 

mayores cantidades de vesículas extracelulares que los parásitos control, 

afectando tanto la producción de exosomas como de MVs. Por medio de 

espectrometría de masas demostramos también que la proteína VPS32 afecta 

la selección de la carga proteica dentro de las VEs. Este resultado era esperable, 

aunque no menos importante, ya que como hemos mencionado antes, el 

complejo ESCRT-III se encuentra involucrado en la clasificación de la carga 

dentro de las VEs. Por último, hemos demostrado que las VEs liberadas por los 

parásitos que sobreexpresan la proteína VPS32 se internalizan más que las 

liberadas por los parásitos control. Demostramos también que estas VEs 

favorecen la adherencia del parasito a las células de próstata, requisito 

fundamental para el proceso de infección de Trichomonas vaginalis. Estos 



 

resultados sientan las bases para futuros estudios sobre la relevancia de esta 

proteína en el proceso de adherencia del parásito a las células hospedadoras. 

En el capítulo II evidenciamos, mediante microscopía electrónica de barrido, la 

existencia de estructuras tipo citonemas, las cuales se sabe que en otros 

organismos tienen funciones relacionadas a la comunicación celular y a la 

adherencia (Casas-Tintó & Portela, 2019; Kornberg & Roy, 2014b; Mattes & 

Scholpp, 2018; Roy et al., 2014); siendo los parásitos de cepas adherentes los 

que formaban mayor cantidad de estas estructuras. También observamos 

citonemas entre parásitos dentro de los “clumps”, los cuales son agregados que 

forman los parásitos de cepas adherentes (Coceres et al., 2015), indicando que 

este tipo de conexiones podría estar permitiendo que los parásitos se mantengan 

unidos. 

Demostramos además que los “clumps” pueden estar formados por más de una 

cepa del parásito. Realizando ensayos de co-incubación entre diferentes cepas 

demostramos que parásitos que son altamente adherentes como CDC1132, 

forman mayor cantidad de filopodios y citonemas en presencia de otras cepas 

(G3 y B7RC2); lo que da indicios de que existe la comunicación entre estos 

parásitos. Demostramos que las VEs podían mediar, al menos en parte, esa 

comunicación y que esto podría ser debido a un contenido proteico específico 

dentro de las VEs liberadas por las distintas cepas. Por último, utilizando ensayos 

de adherencia a células de próstata con placas transwell, comprobamos que la 

comunicación entre cepas afecta la adherencia de los parásitos; lo que revela 

que la comunicación entre cepas en una posible infección mixta podría tener 

implicancias clínicas relevantes. Estos resultados plantean la necesidad de 

futuros estudios, sobre todo teniendo en cuenta que las infecciones mixtas 

podrían producir no sólo que cepas poco adherentes modifiquen su adherencia 

a las células hospedadoras, sino que también a través de vesículas 

extracelulares podrían intercambiar información génica vinculada a la resistencia 

a diferentes drogas, como ya se ha observado en otros organismos (Douanne 

et al., 2022). 

En resumen, aunque ambos capítulos de la tesis estudian mecanismos 

independientes, creemos que los resultados obtenidos aportan al conocimiento 



 

general acerca de distintos aspectos que favorecen el proceso de patogénesis 

del parásito Trichomonas vaginalis. 

  



 

  



 

 

Tabla suplementaria 1: “Proteoma de VEs de Trichomonas 
vaginalis”. 

 

Tabla suplementaria 2: “Proteoma de VEs de diferentes cepas 
de Trichomonas vaginalis”. 

 

Debido a la extensión de estas tablas, las mismas se adjuntaron al archivo PDF 

de la tesis como libros de Excel. 
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