DE
LA

VOLUMEN 21

XXVIII . .
\:/ XXVIIl Verano De la Ciencia
—] ISSN 2395-9797
Universicad de Gusnajuste www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

Secrecion de esfingomielinasas de Entamoeba histolytica 'y Trichomonas
vaginalis frente al estrés térmico.

Jayna Paloma Jantes-Figueroa', Itzel Zafiga-Ramos', Mariana Orozco-Cerna', Haydee Alejandra Pérez-Hernandez',
Maria Abigail Ramirez-Ramirez’, Andrea Berenice Sanchez-Ponce', Ana Medina-Nieto?, Fernanda Torres-Castellanos?,
Quetzalli Macias-Cervantes?, Angeles Rangel-Serrano?, ltzel Paramo-Pérez?, Fernando Anaya-Veldzquez?, Bernardo
Franco?, Fatima Berenice Ramirez-Montiel?, Felipe Padilla-Vaca? (padillaf@ugto.mx)

"Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo y Licenciatura en Biologia Experimental. Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus
Guanajuato. Universidad de Guanajuato. C.P. 36050. México
2Departamento de Biologia. Division de Ciencias Naturales y Exactas. Campus Guanajuato. Universidad de Guanajuato. C.P. 36050. México.

Resumen

Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis son protozoarios patégenos que infectan al ser humano.
Durante el proceso infectivo son confrontados por diferentes elementos del sistema inmune del hospedero,
donde el principal mecanismo de accion es el dafio a la membrana plasmatica (MP) del trofozoito para lisarlo.
Entre los componentes del hospedero que dafian la MP de los parasitos se tiene el sistema del complemento,
los péptidos antimicrobianos y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). E. histolytica posee un
mecanismo de reparacion del dafio a la MP mediado por esfingomielinasas acidas (aSMasas), el cual es
activado frente a lesiones producidas por el complemento, péptidos antimicrobianos, estrés oxidativo y
algunas toxinas. T. vaginalis al igual que E. histolytica secreta aSMasas, lo que sugiere que también podria
presentar un mecanismo de reparacion del dafio a su MP en respuesta a los componentes de defensa del
hospedero. El choque térmico es un tipo de estrés que puede daiar la integridad de la membrana plasmética,
por lo que es de interés analizar su efecto sobre la secrecion de la aSMasa en respuesta al dafio a la
membrana de ambos parasitos. El choque térmico a 42°C induce un incremento de la actividad de aSMasa
secretada en E. histolytica y T. vaginalis. La respuesta diferencial de los genes que codifican para las
aSMasas en ambos parasitos proporcionara informacion relevante sobre la regulacion de este proceso.
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Estrategias usadas por E. histolytica y T. vaginalis para confrontar la respuesta del
hospedero

Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis son protozoarios patdogenos que infectan al ser humano
(Figura 1). Durante el proceso infectivo son confrontados por diferentes elementos del sistema inmune del
hospedero, donde el principal mecanismo de accion es el dafio a la membrana plasmatica (MP) del trofozoito
y ocasionar su lisis. Entre los componentes del hospedero que dafan la MP de los parasitos se tiene al
sistema del complemento, los péptidos antimicrobianos (PAM) y la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Ambos parasitos poseen varias moléculas y mecanismos para contrarrestar el ataque del
hospedero como lo son las cistein proteinasas, enzimas antioxidantes y el recambio de membrana (Figura
2).

Reparacion de membrana plasmatica y esfingomielinasas

La MP es una barrera semipermeable que se encarga de aislar selectivamente el contenido de la célula del
ambiente externo, regular el intercambio de sustancias entre medio extra e intercelular y permitir la
comunicacion intercelular. La MP esta sujeta a diferentes agentes externos que le pueden provocar dafo, por
lo que las células cuentan con mecanismos para reparar estas lesiones y mantener asi su integridad®. El
primer signo de dafio a la MP es la entrada no controlada de Ca®* extracelular que incrementa su
concentracion intracelular, el cual activa diferentes mecanismos para repararla.

" McNeil y col., 2003
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Figura 1. Enfermedades provocadas por los protozoarios pardsitos E. histolytica y T. vaginalis (disefio de los autores).

CONFRONTACION
PARASITO - HOSPEDERO . 0o

Figura 2. Confrontacion pardsito-hospedero (disefio de los autores).
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Las SMasas son fosfolipasas C especificas para esfingomielina. Estas enzimas son importantes en el
metabolismo de lipidos y son la principal via de produccion de ceramida, la cual se asocia a eventos celulares
tales como la proliferacion celular, apoptosis, envejecimiento celular y respuesta a estrés. Han sido
clasificadas de acuerdo con su pH 6ptimo de actividad en neutras y acidas®. Las SMasas neutras (nSMasas),
presentan actividad a pH 7.5, y se han descrito en mamiferos, tanto dependientes de Mg?* o Mn?* cuya
localizacion es membranal, asi como no dependientes de Mg?* localizadas en el citosol. Estas enzimas han
sido involucradas en la transduccion de sefales mediada por ceramida en respuesta a citocinas y estrés
oxidativo afectando el crecimiento e induciendo la apoptosis®. Las SMasas acidas (aSMasas) presentan
actividad a un pH de 5 y son secretadas bajo diferentes tipos de estrés, involucrando a estas enzimas en la
transduccion de sefiales via ceramida generando diversos eventos bioldgicos*°. En mamiferos se presenta
una aSMasa lisosomal que ha sido involucrada en la reparacion de dafios a la MP. Se ha descrito que
después de la lesion en la MP hay una entrada de Ca?*, el cual desencadena la exocitosis de los lisosomas®,
los cuales se fusionan con la MP en el sitio de dafio y liberan la aSMasa lisosomal, la cual hidroliza a la
esfingomielina presente en la MP generando microdominios enriquecidos con ceramida, la cual activa la
endocitosis de la lesion, regenerando de esta manera la integridad de la MP”.

E. histolytica cuenta con seis genes que codifican para aSMasas, los cuales se transcriben activamente y la
actividad enzimatica es estimulada por cationes como el Mg?* e inhibida por el Co?* @ El dafio a la MP por
moléculas formadoras de poros induce un incremento en la actividad secretada de aSMasa que se
correlaciona con una mayor viabilidad de las amibas. Este dafio permite la entrada de Ca?* extracelular,
induciendo la migracion de los lisosomas a la periferia de la célula, se fusionan con la MP formando
estructuras tipo “parches” y vierten su contenido al exterior de la célula incluyendo a las aSMasas las cuales
producen ceramida que favorece la formacion de endosomas para la internalizacion de la lesion y su posterior
degradacion en el compartimento endolisosomal® (Figura 3).
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agentes perturbadores de la MP de E. histolytica permite la entrada de Ca?* extracelular en el citoplasma. La elevacién en la
concentracién intracelular de Ca®* desencadena la exocitosis de los lisosomas los cuales vierten su contenido al espacio extracelular,
entre ellas las aSMasas que hidrolizan la esfingomielina de la membrana en ceramida, lo cual favorece la formacion de endosomas
que interndlizan la lesion®.

2 Marchesini y Hannun, 2004

3 Hannun y Obeid, 2008
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T. vaginalis al igual que E. histolytica, se enfrenta a los mismos factores del hospedero, pero en diferente
nicho ecoldgico. En este entorno, la MP es una estructura expuesta a ser dafiada por el sistema de defensa
del hospedero. T. vaginalis secreta actividad de aSMasa y en su genoma se ha descrito la presencia de seis
genes que codifican para aSMasas, conservando los sitios activos para su actividad. La actividad secretada
se incrementa cuando los trofozoitos son cultivados en condiciones ricas en hierro y en cepas de mayor
virulencia® (Figura 4).

REPARACION DEL DANOA LA
MEMBRANA PLASMATICA

Figura 4. Reparacion del dafio a la membrana plasmdtica de los protozoarios pardsitos E. histolytica y T. vaginalis (disefio de los
autores).

Sistema del complemento

El sistema del complemento es el vinculo entre los dos sistemas de inmunidad, la innata y la adaptativa. Es
una cascada enzimatica producida por las células del sistema inmune innato, que forma grandes poros en la
MP, alterando el equilibrio osmético y lisando al patégeno. Tiene un papel central en la eliminacién de
microorganismos al complementar la funcién de los anticuerpos y de las células del sistema inmune.

Se sabe que el sistema del complemento humano puede prevenir la diseminacion de los trofozoitos de E.
histolytica y evita la infeccién intestinal, sin embargo, la amiba es capaz de resistir el ataque litico del
complemento, inhibiendo la formacion del complejo C5b-91° y/o exhibiendo un aumento en la actividad de
aSMasa secretada lo cual le permite reparar su MP frente al dafio ocasionado por este sistema de defensa
del hospedero®. T. vaginalis degrada factores solubles de la inmunidad como son moléculas del sistema del
complemento (C3b) e inmunoglobulinas (A, G y M), gracias a que secreta un gran arsenal de proteasas de

9 Torres-Castellanos, Tesis de Licenciatura, 2020
0 Nakada-Tsukui K., & Nozaki. T, 2016
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cisteina. La secrecion de aSMasas por este parasito, sugiere que podria tener un mecanismo de reparacion
del dafio a la membrana mediado por aSMasas (Figura 2).

Péptidos antimicrobianos

Los PAM son moléculas que contienen entre 12 y 60 aminoacidos, forman parte de la respuesta de defensa
de diversos organismos y participan mediando la respuesta primaria hacia bacterias, parasitos, infecciones
viricas y fungicas''. Estos péptidos son secretados por células epiteliales y leucocitos, como es el caso de
los macréfagos y neutrofilos. EI mecanismo general por el cual los péptidos ejercen su accion consiste en
dafar la membrana celular del patégeno. La interaccion del PAM con el microorganismo es mediante fuerzas
electrostaticas entre su residuo aminopositivo y la carga negativa de la membrana celular del patégeno. La
interaccion de los PAM con la célula patdgena depende de la composicion de la membrana del patogeno™?.

En E. histolytica los PAM como LL-37"® y la B-Defensina 2'* desestabilizan y alteran la MP, causando un
aumento en su permeabilidad, lo cual ocasiona un incremento en la expresion de los genes EhaSM que
codifican para las aSMasas contribuyendo a su secrecion, la cual esta involucrada en la reparacién de dafios
ala MP de la amiba®.

Durante la infeccién, T. vaginalis induce la produccion de citocinas y quimiocinas por células epiteliales lo que
conlleva al reclutamiento y la activacion de células de sistema inmune, las cuales generan una gran cantidad
de moléculas efectoras, como especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, péptidos antimicrobianos y enzimas
hidroliticas. Las catelicidinas son PAM producido por el ser humano el cual posee actividad microbicidal contra
diferentes microorganismos patogenos, incluyendo a T. vaginalis’®. Las tricomonas podrian tener un
mecanismo de reparacion del dafio a su MP producido por PAMs similar a como ocurre con amibas (Figura
4).

Estrés oxidativo y su efecto sobre la membrana plasmatica

El oxigeno es una molécula imprescindible para multiples procesos vitales, un exceso de radicales libres
rompen el equilibrio produciendo el llamado estrés oxidativo (figura 5). De los ROS inorganicos los mas
importantes son el oxigeno molecular O, el radical-anién superoxido (0%), el radical hidroxilo (HO") y su
precursor inmediato el peréxido de hidrégeno (H2Oz). De los secundarios u organicos, el radical peroxilo
(ROO-), el hidroperoxido organico (ROOH) y los lipidos peroxidados (5-9)'6. Cuando se pierde el balance de
6xido-reduccién por alteracion del metabolismo o por exposiciéon de diversos agentes, hay un aumento de
ROS que pueden reaccionar con otras biomoléculas celulares produciendo dafio, dentro de los cuales se
encuentra la alteracion de la fluidez y dafio en la MP mediante la formacion de “nanoporos” debido a la
peroxidacion lipidica'”.

Durante el cultivo in vitro, E. histolytica puede tolerar concentraciones de oxigeno molecular (O;) de hasta
5%; sin embargo, durante la invasion de tejidos el parasito tiene que enfrentar el mayor contenido de oxigeno
que se encuentra en los tejidos bien perfundidos (4-14%) y con ROS y NO- derivados tanto del huésped
como del parasito'®. Estos compuestos son extremadamente toxicos y se producen en grandes cantidades
en el tejido infectado, ya que su actividad amebicida esta asociada a la produccion de NO™20212223 Enp

1 Jenssen y col., 2006.

12 Guilhelmelli y col., 2013

3 Cobo y col., 2012

4 Ayala-Sumuano y col., 2013

5 Ramirez-Ledesma y col., 2022
'8 Elejalde Guerra, J.1., 2001

' Ferranti CS., 2020

'8 Olivos-Garcia, 2012
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respuesta al H20- los trofozoitos secretan actividad de aSMasa y se incrementa la expresion de genes que
codifican para esta enzima®.

Cuando T. vaginalis infecta a su hospedero se enfrenta a sus sistemas de defensa, algunos de estas defensas
son la generacion de ROS lo que genera un ambiente oxidante que puede generar la peroxidacion lipidica de
la membran lo que conlleva a una desestabilizacion de la misma. Se ha reportado que algunos de los seis
genes que codifican para aSMasas en T. vaginalis aumentan su expresion al someterse a los trofozoitos a
diferentes concentraciones de perdxido de hidrogeno®.

Estrés térmico

El estrés térmico es un tipo de estrés que ocasiona dafo a la integridad de la membrana celular debido a la
aparicion de poros membranales a causa del arreglo de la conformacion de los lipidos de membrana y
también de forma indirecta, como respuesta secundaria la generacion de ROS'. Cuando una célula es
sometida a estrés ambiental o al estrés causado por ROS, genera un aumento significativo en la sintesis de
proteinas de “choque térmico” (HSP) y esto permite una resistencia ante las condiciones estresantes.

En E. histolytica se ha reportado que la generacién de ceramida, principal producto de la hidrélisis de
esfingomielina por SMasas, esta asociada a diferentes estimulos como el estrés oxidativo generado por H>O»,
radiacién UV-C y choque térmico, generando respuestas celulares como apoptosis y proliferacion celular,
entre otras®?%, Varias HSP se han reportado en E. histolytica, donde la mayoria de ellas se sobreexpresan
por calor, altas concentraciones de O,, H>O2 y NO™, estos agentes estresantes pueden causar dafios graves
a los grupos de Fe-S dentro de las proteinas, que HSP70 puede reparar?’.

Efecto del estrés térmico sobre la secrecion de aSMasas

Se utilizaron trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS y T. vaginalis GT-21 en el medio de cultivo TYI-S-33. El
estrés térmico se evalud al pasar a los trofozoitos de 37°C a 42°C. La actividad de aSMasa secretada se
cuantifico en los sobrenadantes a diferentes tiempos en un fluorémetro. Se purificé RNA total libre de DNA
genomico de los trofozoitos sometidos a estrés térmico y se sintetiz6 cDNA. Se evalué por PCR la calidad
del cDNA sintetizado.

Se evaluo la actividad de aSMasa secretada en los sobrenadantes obtenidos de las cepas HM1-IMSS de E.
histolytica y de la cepa sobreexpresante del gen de la aSMasa4 (HM1-SM4) incubadas por 15 mina 37°C y
42°C. De T. vaginalis se utilizo la cepa GT-21. La cepa de E. histolytica sobreexpresante HM1-SM4 presenta
mayor actividad de aSMasa secretada con respecto a la cepa control HM1 a 37°C. A 42°C se observa que la
cepa parental incrementa ligeramente los niveles de aSMasa secretada, sin embargo, la cepa
sobreexpresante incrementé considerablemente la actividad de aSMasa secretada. En el caso de la cepa
GT-21 de T. vaginalis se observé también un aumento considerable de actividad de asMasa secretada
cuando se somete a un estrés térmico (Figura 5). Estos resultados sugieren que le choque térmico genera
dafio a la membrana de la amiba, lo que genera un incremento de la actividad de a SMasa secretada asociado
con una disminucién de la viabilidad de ambos parasitos a 42°C.

2 liny col., 1994

2! Moonah y col., 2013

2 ganti-Rocca y col., 2012
% Ermak y Davies 2012
2 Clarke y Hannun, 2006
% Santos y col., 2015
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Figura 5. Actividad de aSMasa secretada en amibas y tricomonas expuestas a estrés térmico. A) Cepas HM1-HA y HM1-SM4HA de

E. histolytica (A) y T. vaginalis (B) incubadas a 37°C y 42°C y cuantificacion de la actividad de aSMasa. . Imdgenes de los trofozoitos
de ambos pardsitos danadas a 42°C.

Para evaluar la expresion de los genes que codifican para aSMasas en E. histolytica frente al estrés térmico
se realizd la extraccion y caracterizacién de RNA de los trofozoitos incubados a 37°C y 42°C. La calidad del
RNA obtenido se muestra en la Figura 6 donde se observan las dos subunidades ribosomales.

1 2 3 4

Figura 6. RNA purificado de cepas de E. histolytica expuestas a estrés térmico. Andlisis mediante electroforesis en gel de agarosa del

RNA extraido de trofozoitos de E. histolytica. Cepa HM1-HA incubada a 37°C (1) y 42°C (2). Cepa HMI1-SM4HA incubada a 37°C
(3) y 42°C (4).

Una vez que se evalud la concentracion y calidad del RNA obtenido, se determiné por PCR que estuviera
libre de contaminacién de DNA genémico. No se obtuvo amplificacion de un gen control cuando se utilizo el
RNA como templado, lo que indica que no esta contaminado.

Finalmente se sintetiz6 cDNA usando como templado el RNA obtenido empleando una retrotranscriptasa
reversa. Para verificar la sintesis del cDNA se realiz6 una PCR usando el cDNA como templado para
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amplificar un fragmento del gen GAPDH. Se observé que con todos los cDNA obtenidos se obtuvo un
amplicon del tamafio esperado (Figura 7).

<4— 417 kpb

Figura 7. Amplificacion por PCk ae un rragmento ael gen GArun empieanao cuiNna como templado. Electroforesis en gel
de agarosa. M) Marcadores de tamafo. 1) Control negativo sin templado. Cepa HM1-HA incubada a 37°C (2) y 42°C (3).
Cepa HMI1-SM4HA incubada a 37°C (4) y 42°C (5).

Con los cDNas sintetizados se determinaran los niveles de expresion de cada uno de los 6 genes que
codifican para aSMasas en ambas cepas de E. histolytica expuestas a estrés térmico mediante PCR tiempo
real.

Conclusiones

Hay una correlacion entre la sobreexpresion del gen EhaSM4 de E. histolytica y un incremento de actividad
de aSMasa secretada. La exposicion de los trofozoitos de E. histolytica 'y T. vaginais a estrés térmico indujo
una mayor secrecion de aSMasa, lo cual podria estar relacionado con un dafio a la membrana plasmatica.
La sintesis de cDNA permitird evaluar la respuesta a nivel transcripcional de los genes de aSMasa frente al
estrés térmico.
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