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Analisis comparativo de los sistemas de reparacion del daiio a la
membrana plasmdtica de protozoarios pardsitos y su hospedero.

Resumen

La membrana plasmatica (MP) en todos los seres vivos juega un papel muy importante en la viabilidad
celular ya que se encarga de aislar selectivamente el contenido de la célula del ambiente externo, regular
el intercambio de sustancias entre el interior y el exterior celular y permitir la comunicacion intracelular.
Numerosos procesos naturales y agentes externos provocan lesiones en la MP; sin embargo, las células
cuentan con mecanismos para repararlas y mantener asi la homeostasis celular. Durante el proceso
infectivo los protozoarios parasitos que afectan al humano utilizan una bateria de moléculas que actlan
sobre la MP de las células del hospedero. Por su parte, el hospedero utiliza una serie de estrategias y
moléculas para defenderse de los parasitos con la finalidad de evitar su infeccién y progresion de la
enfermedad, donde la MP de los parasitos es uno de los blancos. En células de mamiferos se han descrito
diferentes mecanismos de reparacion de la MP frente al dafo por sustancias liticas microbianas. Uno de
estos mecanismos es mediado por la enzima esfingomielinasa acida (aSMasa) que favorece la
internalizacion de la lesion y la restauracion de la integridad de la MP. Recientemente se reporté que el
parasito £ntamoeba histolytica posee un mecanismo para reparar el dafo de su MP producido por péptidos
antimicrobianos y el sistema del complemento del hospedero, que también es mediado por aSMasas del
parasito, pudiendo ser un mecanismo presente en otros protozoarios parasitos como 7richomonas
vaginalis. Por lo anterior, es relevante contrastar los mecanismos de reparacion del dafio a la MP mediados
por aSMasas que utiliza el parasito £. histolyticay su hospedero.

Palabras clave: Membrana plasmatica, Esfingomielinasa acida, £ntarmoeba histolytica.

Membrana plasmatica

La membrana plasmatica (MP) ha sido reconocida desde hace mucho tiempo como una bicapa lipidica que
envuelve la célula separandola del exterior. demas de los lipidos, la MP es un complejo de proteinas y
carbohidratos, los cuales se encuentran en constante reorganizacion y favorecen el intercambio de materia
y energia entre el exterior y elinterior de la célula (Romero C., y col, 2019).

La MP regula el intercambio de sustancias entre el interior y el exterior celular y permitir la comunicacion
intracelular. Ademas, provee sitios de anclaje para el citoesqueleto o los componentes de la matriz
extracelular, entre otras muchas funciones, que permite mantener la homeostasis celular. La MP en su
capa interna esta constituida por fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, mientras que la capa externa la
constituyen la fosfatidilcolina y la esfingomielina. También presenta microdominios (balsas lipidicas)
enriquecidos de lipidos como colesterol, glicolipidos y esfingolipidos (Meza U., y col,, 2010), los cuales son
sitios de ensamblaje de complejos proteicos y sustratos de enzimas responsables de la generacion de
segundos mensajeros, ensamblado de transportadores controlando las interacciones entre células de
organismos pluricelulares. Por lo anterior, la integridad y funcionalidad de la MP es importante para
mantener la viabilidad de la célula.

Amibiasis
La amibiasis intestinal es una infeccién ocasionada por el parasito protozoario £ntarmoeba histolytica. De
acuerdo con los datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la amibiasis afecta aproximadamente

a 500 millones de personas en todo el mundo, siendo mas afectados los individuos menores de 14 y los
mayores de 50 anos. La mayor incidencia se da en paises en vias de desarrollo en zonas endémicas de
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América Central, América del Sur, Africa y Asia, mientras que el resurgimiento de la amibiasis en paises
industrializados se debe principalmente a viajeros o inmigrantes provenientes de zonas endémicas (Shirley
DAT., y col, 2019).

Existen varias especies de Entarmoeba que infectan al ser humano, las mas estudiadas son la patégena £.
histolytica y \a no patégena £ dispan, ya que son morfoloégicamente indistinguibles. En el portador
asintomatico, £ Aistolytica reside como comensal en el lumen intestinal sin lesionar los tejidos, solo
alrededor de 10% al 20% de estos casos progresan para desarrollar una infeccion sintomatica (Shirley DAT.,,
y col,, 2019).

De acuerdo con el 6rgano o tejido afectado la amibiasis se clasifica en amibiasis intestinal y extraintestinal.
La amibiasis intestinal es una infeccién sintomatica no invasiva (diarrea inespecifica), puede provocar colitis
amibiana y ameboma que es una infeccion localizada y crénica del ciego o colon ascendente con
presentacion clinica en forma de tumor. La amibiasis extraintestinal es cuando se presenta principalmente
absceso hepatico amibiano, y en ocasiones puede alcanzar el pulmény el cerebro (Shirley DAT.,y col,, 2019).

El diagnéstico de la amibiasis se puede realizar mediante varias pruebas y en ocasiones se requiere una
combinacion de ellas. La microscopia en heces es la mas utilizada, en donde se buscan quistes y trofozoitos.
Ademas del método microscépico, se pueden utilizar las pruebas de deteccion de antigenos (lectina
Gal/GalNAC) en heces y la deteccion de anticuerpos en suero, con una sensibilidad y especificidad variable.
El estandar de oro en el diagnostico es la PCR, debido a su alta eficacia y sensibilidad, pero el costo y la
necesidad de conocimientos técnicos limita su uso en entornos endémicos con recursos limitados, sin
embargo, ha permitido la identificacion y diferenciacion de especies no patégenas de Entarmoeba
(Qvarnstrom Y., y col., 2005).

Actualmente no existe una vacuna para la prevencion de la amibiasis, por lo que el tratamiento de la
infeccién dependera del tipo de amibiasis y de a severidad del padecimiento. Los amebicidas con accién a
nivel del lumen intestinal incluyen a la paromicing, el yodoquinol y el furoato de diloxanida, que no tienen
efecto a nivel tisular, en cambio, la amibiasis invasiva intestinal y extraintestinal se tratan con amebicidas
tisulares como los 5-nitroimidazoles que incluyen el tinidazol y metronidazol, siendo el medicamento de
eleccién (Dingsdag SA., y Hunter N., 2018).

Entamoeba histolytica

E. histolyticaes un parasito protozoario que se presenta en dos formas celulares, los quistes que es la forma
infectivay de resistencia y los trofozoitos que es la forma invasiva. Los trofozoitos miden entre 20y 50 pm,
tienen motilidad orientable, presentan ectoplasma claro y bien delimitado con pseudépodos y endoplasma
granuloso con un nlcleo excéntrico. Carece de los organulos tipicos evidentes de las células eucariotas, en
su lugar contiene abundantes vacuolas de tamafo variable (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo,
2000). Poseen una MP cubierta de glicoproteinasy lipofosfoglicanos, donde el 35% de su contenido lipidico
corresponde al fosfonato de aminoetil ceramida, un compuesto resistente a la hidrolisis por fosfolipasas
(Castellanos-Castro., y col,, 2020). Por otro lado, los quistes miden entre 10 - 15 pm y estan cubiertos por
una pared compuesta por material fibrilar y quitina. Esta estructura es resistente a diferentes factores tales
como jugo gastricoy calor (Ravdin JI., 2000).

El ciclo de vida del parasito empieza cuando los quistes son ingeridos en alimentos 0 en agua contaminada
y su pared es disuelta en el tracto gastrointestinal y el parasito se desenquista liberando un trofozoito
tetranucleado que dara lugar a ocho trofozoitos uninucleados. En el intestino los trofozoitos interaccionan
con la microbiota intestinal del hospedero, llegando a colonizar el intestino grueso donde se multiplican
por fisidn binaria. Después de algunos ciclos de division, los trofozoitos se diferencian a quistes y son
excretados en la materia fecal. Los trofozoitos que permanecen en el intestino grueso pueden permanecer
en el lumen o invadir la mucosa intestinal (Figura 1) (Martinez-Palomo, 1982).

pag. 2



OO0 00000000000 0b0O0O0OD0ObO0OO0OO0OOo

XXV ‘6/ Volumen 10
Ny XXVI Verano de la Ciencia
de ISSN 2395-9797

www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

Universidad de Guanajuato

@ = Colonizacién no invasiva
A= Forma infectants [B] - Entermedad intestinal

= Foerna d:)g\o'lheh
4 ~ Enfermedad extraintesting

Figura 1. Ciclo de vida de

Los trofozoitos de £ histolytica son capaces de matar a las células del hospedero mediante varios
mecanismos que incluyen la apoptosis, la fagocitosis y la trogocitosis. Para inducir estos eventos la amiba
cuenta con factores de virulencia los cuales son moléculas implicadas en el establecimiento de la patologia
y generalmente participan en procesos de adhesion, colonizacién, invasion del tejido, evasion e inhibicién
de la respuesta del sistema inmune. Asimismo, las amibas poseen determinantes de virulencia que les
permite sobrevivir y adaptarse a diferentes situaciones de estrés en el hospedero (Anaya-Veldzquez y
Padilla-Vaca, 2011).

Los clasicos factores de virulencia de £. histolytica son: a) Lectina Gal/GalNAc que media la adhesién del
parasito a la mucina, células epiteliales y bacterias. Ademas, se ha sugerido que esta lectina se une a los
componentes del complemento C8 y (9 evitando el ensamblaje del complejo de ataque a membrana
evitando la lisis por este mecanismo; b) Cistein Proteasas que participan en la destruccion de monocapas
celulares /n vitro, ademas de tener la capacidad de degradar componentes de la matriz extracelular e
inmunoglobulinas, como IgA e IgG, componentes de la respuesta inmune humoral y la C3 convertasa; c)
Amebaporos, moléculas formadoras de poros, capaces de insertarse en a bicapa lipidica de la membrana
de células epiteliales, lo que permite el paso de iones, agua y moléculas pequenas, alterando el equilibrio
osmético de la célulay produciendo su lisis (Anaya-Veldzquez y Padilla-Vaca, 2011).

Tricomoniasis

La tricomoniasis urogenital es la enfermedad de transmisién sexual (ETS) mas frecuente a nivel mundial,
causada por el protozoario parasito Trichomonas vaginalis. (Chin J., 2001). La tricomoniasis es una infeccion
cosmopolita, lo cual representa un problema de salud puUblica mundial. Anualmente se estima alrededor
de 276 millones de personas en edad reproductiva infectadas, presentando una mayor incidencia en
personas del sexo femenino, en la etapa sexualmente mas activa de (20-25 afos) (Carrada-Bravo, 2006).

En hombres la enfermedad generalmente cursa de forma asintomatica, entre las manifestaciones mas

comunes se manifiesta secrecion de uretra y malestar al interior del pene al orinar o eyacular e infertilidad.
En mujeres puede presentarse desde un estado de portador asintomatico, hasta sintomas agudos y
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crénicos tales como flujo vaginal anormal, dolor genital, ademas dolor y malestar al orinar e infertilidad
(Lewis D., 2014). La deteccién de la tricomoniasis se puede realizar por medio de diversas técnicas de
laboratorio. La observacién con microscopia 6ptica de secreciones uretrales o vaginales y exudados
vaginales es la prueba con mayor uso a nivel mundial, aunque su sensibilidad es baja (Maciques I., y Alonso-
Castellanos, 2002). Ademas, el cultivo de las muestras recolectadas, la deteccion inmunolodgica con
particulas de latex y la PCR de algunos marcadores moleculares son pruebas alternas que ayudan en el
diagnostico de la infeccién. Para el tratamiento el farmaco por eleccién es el metronidazol y el tinidazol
(Carrada-Bravo, 2006).

Trichomonas vaginalis

T. vaginalis es un protozoo flagelado microaerofilico que se encuentra Gnicamente en forma de trofozoito,
presentando una forma tipicamente piriforme, mide alrededor de 9 por 7 um, su movimiento vibratorio
adireccional caracteristico se debe a la presencia de cinco flagelos, uno de los cuales constituye la
membrana ondulante. Carecen de mitocondrias y presentan un ndcleo prominente, obteniendo su energia
de un organelo especial denominado hidrogenosoma. Su nicho ecoldgico es el tracto urogenital del ser
humano, siendo su Unico hospedero, donde es capaz de adherirse al epitelio vaginal y uretral gracias a
factores de virulencia como las adhesinas presentes en la superficie del protozoario (Arroyo R., 2017).
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Figura 2. Ciclo de vida de

7. vaginalis se encuentra constantemente en un ambiente complejo que va teniendo cambios bruscos, en
el que influye el pH, microbiota, la respuestainmune del hospedero, los niveles de hierro y zing, las
fluctuaciones hormonales, etc. Por lo que el parasito ha tenido que desarrollar mecanismos de adaptacion
para poder llevar a cabo su proceso infeccioso.

La interaccion parasito-hospedero es un proceso multifactorial que depende de mecanismos inherentes al
hospedero y de mecanismos inherentes al parasito. Las adhesinas y las cistein proteasas, juegan un papel
clave en la patogénesis de las tricomonas, en donde las adhesinas son importantes para la interaccion con
las células del epitelio vaginal mediante la union a receptores. La adhesién se ve facilitada con la actividad
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litica de las proteasas al degradar componentes de la mucosa la cual tiene una funcidn protectora
(Figueroa-Angulo., y col,, 2012).

Daio a la membrana plasmatica

La ruptura de la asimetria lipidica funciona a veces como una sefial de que hay alteraciones en la célula,
dado que la MP constituye una barrera que mantiene las diferencias esenciales entre el citosol y el
ambiente extracelular, cualquier interrupcion de esta bicapa conduce a una salida de constituyentes
citoplasmicos, que desencadena eventos bioquimicos y estructurales degenerativos que pueden ocasionar
la muerte celular. Estos procesos se pueden producir de manera natural o experimental (Petrou T., y col.,
2017).

Dafio mecanico. Las células pueden estar sometidas a dafios mecanicos como lo son cambios constantes
de temperatura, presion, salinidad, etc. Incluso bajo sus propias condiciones fisioldgicas como la contraccion
y la division celular. Como resultado de estos dafios se puede dar la formacion de poros lipidicos en la MP,
los cuales se pueden cerrar espontaneamente. Sin embargo, si se excede el nUmero de este tipo de lesiones
en la MP pueden producir dafos irreversibles (Blazek AD., y col., 2015).

Moléculas formadoras de poros. La membrana plasmatica también puede perder su integridad mediante
la interaccion con proteinas formadoras de poro que pueden dafar a las células de mamiferos y parasitos.
Este tipo de moléculas generan la formacién de poros proteicos en la MP que no pueden cerrarse
espontaneamente, lo cual genera una pérdida de la homeostasis celular que la puede llevar a la
desintegracién mediante un proceso litico (Blazek AD., y col., 2015).

Especies reactivas de oxigeno. Cuando se pierde el balance de éxido-reduccién celular ya sea por
alteracion del metabolismo o por exposicion de diversos agentes, se provoca un estado de estrés oxidativo,
el cual se caracteriza por el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS), que pueden reaccionar con
otras biomoléculas celulares produciendo dafo. Las ROS alteran la fluidez y generan dafno en la MP
mediante la formacion de “nanoporos” debido a la peroxidacién lipidica (Ferranti CS., 2020).

Las células de mamifero pueden estar expuestas a diversos agentes que dafian a su MP. Entre estos
tenemos a algunas toxinas bacterianas como la estreptolisina y a agentes liticos producidos para parasitos
como el amebaporo producido por £ histolytica(Ramirez-Montiel., y col.,, 2019). Estas moléculas presentan
un amplio espectro de células blanco del hospedero. 7. vaginalis también posee actividades liticas que no
han sido totalmente caracterizadas y se ha sugerido que las cistein proteasas participan en la actividad
hemolitica de este parasito (Hernandez HM,, y col,, 2014).

Los parasitos son agentes patégenos que durante el proceso infectivo se confronta a los diferentes
sistemas de defensa del hospedero, como el sistema del complemento, péptidos antimicrobianos y ROS
producidas por las células del sistema inmune, donde la MP es uno de los blancos potenciales. El sistema
del complemento es un mecanismo de la defensa inmune innata, eficaz en la eliminacién de patégenos es
el sistema del complemento humano, el cual culmina en la formacién del complejo de ataque a la
membrana, el cual genera grandes poros en la MP, alternado el equilibrio osmatico y lisando al patégeno
(Begum S., y col,, 2015). Los péptidos antimicrobianos son moléculas secretadas por células epiteliales y
leucocitos, estas moléculas en su mayoria son péptidos catiénicos, que se unen a las membranas de
microorganismos ricos en fosfolipidos anidnicos y se integran en las membranas induciendo la formacion
de poros, causando la lisis de microorganismos (Blazek AD., y col., 2015). Las defensinas y catelicidinas son
los péptidos antimicrobianos mas estudiados (Rivas-Santiago., y col.,, 2006).

Mecanismo de reparacion de la membrana plasmdtica

La reparacion de la membrana plasmatica es una respuesta celular conservada que media el resultado
activo de las alteraciones de la membrana para mantener la homeostasis y prevenir la muerte celulary la
progresion de multiples enfermedades. La reparacion de la membrana celular reutiliza los mecanismos de
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diversas funciones celulares, incluido el trafico de vesiculas, 3 exocitosis y la endocitosis, para reparar la
MP (Blazek AD., y col,, 2015).

Reparacion de la MP del hospedero (humano)

Mediada por anexinas. Las anexinas forman una familia de proteinas de unién a Ca?* que interactGan
periféricamente con las membranas celulares cuando se incrementan los niveles de este cation. EL
incremento de Ca% ademas ayuda a reclutar otros factores, como proteinas que interactGan en el sitio de
la herida, y estabilizan los reordenamientos dinamicos de la membrana necesarios para un sellado eficaz.
Al ocurrir un aumento de Ca?* inducido por la lesién, [as anexinas interaccionan con el sitio de dafio en MP
y se unen fuertemente a los fosfolipidos cargados negativamente, posteriormente forman estructuras que
contienen las lesiones, las cuales pueden formar ampollas que contienen citosol o pequefias
microvesiculas libres de citosol, que la célula puede desprender, eliminando de esta forma la lesion de la
MP (Koerdt SN., y col., 2019).

Mediada por aSMasas de mamiferos. Las aSMasas son enzimas metabdlicas involucradas en la produccion
de ceramida en la transduccion de sefiales. En mamiferos, las aSMasas se presentan en dos formas, una
lisosomal y otra secretada, ambas codificadas por el mismo gen. Se ha descrito que la lisosomal no es
dependiente de Zn?*, mientras que la secretada es activada por concentraciones fisioldgicas del mismo ion
(Clarke CJ y Hannun YA, 2006). La aSMasa lisosomal, ha sido involucrada en la reparaciéon de dafios a la MP.
Cuando hay un dafio o lesién en la MP hay una internalizacion de Ca%*, este incremento, entre otras cosas,
desencadena 3 exocitosis de los lisosomas, que son reconocidos como vesiculas que pueden responder
de manera rapida en respuesta a una elevacion de Ca?* citoplasmico. Los lisosomas se fusionan con la MP
en el sitio de dafo y secretan su contenido, incluyendo a la aSMasa lisosomal, la cual hidroliza a la
esfingomielina (SM) presente en la cara externa de la MP generando microdominios enriquecidos con
ceramida, la cual activa la endocitosis. Los endosomas internalizan la lesidn, regenerando de esta manera
la integridad y el funcionamiento de la MP (Tam C,, y col,, 2010).

Reparacion de la MP del pardsito (£ Aistolytica)

Mediada por aSMasas del parasito. En £. histolytica el mecanismo de reparacién mediado por aSMasas le
permite enfrentar los diferentes agentes liticos del hospedero y sobrevivir en un ambiente hostil. Este
parasito cuenta con seis genes que codifican para aSMasas, los cuales se transcriben activamente y cuya
actividad secretada es estimulada por cationes como el Mg?* e inhibida por el Co?* (Ramirez-Montiely col.,
2019). El dafio a la MP del parasito ocasionado por toxinas, péptidos antimicrobianos o el complemento,
induce un incremento en la secrecidn de aSMasa que se correlaciona con una mayor viabilidad de las
amibas. Este dafio a la MP amibiana permite la entrada de Ca?* extracelular, lo cual induce la migracién de
los lisosomas a la periferia de la célula, se fusionan con la MP y vierten su contenido al exterior de la célula
incluyendo a las aSMasas. Las aSMasas secretadas producen ceramida que favorece la internalizacion de la
lesion para su degradacion en el compartimento endolisosomal. Los poros generados por el dafio de la MP,
en primera instancia se bloquean rapidamente mediante estructuras tipo parche formados por lisosomas y
endosomas que previenen La lisis del trofozoito, y posteriormente se lleva a cabo la reparacion del dafio
mediante la internalizacién de la lesién (Figura 3) (Ramirez Montiel, y col, 2019). Este mecanismo de
reparacion del dafo a la MP es muy similar al mecanismo ya reportado en las células de mamiferos (Tam
C., y col, 2010).
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Figura 3. Mecanismo de reparacion del dafo a la membrana plasmatica de

Por otro lado, se sabe poco de las aSMasas en 7. vaginalis, sin embargo, se encontraron en su genoma 6
genes que codifican para estas enzimas y cuya actividad ha sido detectada en sobrenadantes, los cuales
presentaron la misma dependencia de cationes ya reportada para £ histolytica (estimulada por Mg?* e
inhibida por Co?*) (Torres-Castellanos, Tesis de Licenciatura 2020). Lo anterior sugiere que 7. vaginalis podria
presentar un mecanismo de reparacion del dafo a la MP ocasionado por factores del hospedero tales como
péptidos antimicrobianos y estrés oxidativo, similar a lo descrito para £. histolytica. Este proceso esta siendo
investigado actualmente.

Conclusion

Durante el proceso infectivo los protozoarios parasitos £. histolytica 'y T. vaginalis utilizan moléculas
(amebaporos y hemolisinas) que dafian a las células del hospedero, las cuales a su vez presentan varios
mecanismos de reparacion del dafo ocasionado a su MP, destacando el mediado por la aSMasa que
favorece el sellado y reparacion del dafo. En contraparte, el hospedero utiliza diversas estrategias para
combatir a los parasitos, una de ellas es la produccion de moléculas con actividad litica (péptidos
antimicrobianos y complemento), cuya finalidad es destruirlos, por lo que los parasitos presentan
mecanismos para escapar de esta respuesta del hospedero. Recientemente se ha descrito que los
trofozoitos de £. histolytica, al igual que las células del hospedero, presentan un sistema de reparacion de
dafos a la MP mediado por aSMasas causados por multiples agentes perturbadores de la membrana. El
proceso de reparacion de la MP mediado por aSMasa consiste en la exocitosis de lisosomas en el sitio de la
lesion, liberacién de aSMasa, formacion de parches de contencion, seguido de endocitosis de la MP dafiada
en un proceso dependiente de Ca2+. 7. vaginalis es otro parasito con actividad de aSMasa secretada, por lo
que podria presentar un mecanismo de reparacion a su MP, similar al de £ Aistolytica. Es muy interesante
analizar desde el punto de vista evolutivo, que un protozoario tan antiguo como £. Aistolytica presente un
mecanismo de reparacién del dafio a la MP como el de mamiferos.
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