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Resumen

Entamoeba histolyticay Trichomonas vaginalis son patdgenos que durante el proceso infectivo se
confrontan a diferentes defensas del hospedero, tales como el sistema del complemento, los
péptidos antimicrobianos y la produccién de especies reactivas de oxigeno, estos pueden danar a
la membrana plasmatica, lo cual ocasiona la perdida de la viabilidad. E. histolytica posee un
mecanismo de reparacion del dafio a la membrana plasmatica mediado por esfingomielinasas
acidas, el cual se activa frente a lesiones producidas por los mecanismos de defensa del
hospedero como las proteinas formadoras de poros y el estrés oxidativo. En T. vaginalis se ha
evaluado la expresion de genes y secrecion de aSMasas, lo que sugiere que podria presentar un
mecanismo de reparacion del dafio de membrana plasmatica en respuesta al ataque del
hospedero. El estrés oxidativo, sucede cuando un exceso de oxigeno rompe el equilibrio y al perder
el balance oxido reduccién hay un aumento de ROS que al estar en contacto con la membrana de
E. histolytica y T. vaginalis, producen la alteracion de la fluidez y dafio de la membrana plasmatica
debido a la peroxidacion lipidica. El estrés oxidativo induce un incremento de la actividad de
aSMasa secretada en E. histolytica y T.vaginalis y en la expresion de genes.

Palabras clave: Entamoeba; Trichomonas; Esfingomielinasa; Estrés oxidativo.

Protozoarios parasitos
Amibiasis

E. histolytica es el agente etiolégico de la amebiasis, una enfermedad cosmopolita
mayoritariamente asintomatica. Aproximadamente 500 millones de personas en todo el mundo
estan infectadas, pero solo el 10 % desarrolla la enfermedad. Aunque la mayoria de las infecciones
son asintomaticas, muchos pacientes con E. histolytica presentan un cuadro clinico de amplio
espectro que puede presentarse a nivel intestinal (disenteria amebiana, rectocolitis aguda, colitis
cronica no disentérica, ameboma) y extraintestinal (absceso hepatico amebiano) (OMS, 1997;
Turkeltaub y col., 2015). El ciclo de E. histolytica es relativamente simple, con sélo dos formas
celulares, trofozoitos y quistes, cuya transmision se produce exclusivamente entre humanos. Bajo
ciertas condiciones el trofozoito de E. histolytica puede penetrar y atravesar el epitelio intestinal y
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diseminarse a través del torrente sanguineo a diversos 6rganos, principalmente el higado
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/ amebiasis).

Tricomoniasis

Trichomonas vaginalis es un protozoo parasito flagelado del tracto genital humano y la causa de
la enfermedad de transmisién sexual mas prevalente a nivel mundial, con una estimacion de 276.4
millones de casos al afo en todo el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2012). Las
infecciones del tracto genital femenino pueden causar diversos sintomas, como vaginitis y cervicitis
(Heine y McGregor, 1993). En los hombres, las infecciones suelen ser asintomaticas, aunque
pueden producirse uretritis o prostatitis leves (Guenthner y col., 2005). Sin embargo, cada vez hay
mas pruebas de que la infeccion por T. vaginalis se asocia a otras enfermedades con una elevada
morbilidad, tanto en hombres como en mujeres, ha incrementado los esfuerzos por diagnosticar y
tratar a los pacientes que albergan este parasito.

Entamoeba histolytica Trichomonas vaginalis
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Figura 1. Amibiasis y tricomoniasis (disefio de los autores)
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Sistema del complemento

El sistema del complemento es uno de los principales mecanismos efectores y el primer escudo
humoral de la inmunidad innata del huésped contra patégenos. Este sistema consta de méas de 30
proteinas solubles. Para patégenos unicelulares, como protozoos, bacterias y hongos, la
activacién del sistema del complemento puede culminar en la eliminacion del invasor
principalmente a través de; 1. La formacién de un poro que despolariza la membrana plasmatica
del parasito provocando la lisis celular, mediante la interaccién de las proteinas C5b, C6, C7, C8
y la polimerizacion de C9; 2-opsonizacion y muerte por fagocitos; 3- incremento de la
permeabilidad vascular y reclutamiento de neutrdfilos en el sitio de activacion (Tegla y col., 2011).

Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son moléculas efectoras clave en la inmunidad innata,
participando como mediador en la respuesta de defensa hacia bacterias, parasitos e infecciones.
Son moléculas de entre 12 a 100 aminoacidos. El mecanismo de accién de los PAM involucra la
capacidad de provocar dafios en la membrana celular. La interaccion de los PAM con el
microorganismo esta dada por las fuerzas electrostaticas entre los residuos de aminoacidos
positivos y la carga negativa de la membrana celular del patégeno. Los PAM presentan
especificidad dependiendo de la composicion de la membrana celular de los patégenos.
(Guilhelmelli y col., 2013).

Estrés oxidativo

Se le conoce como estado de estrés oxidativo cuando se genera un incremento en la concentracion
de las especies reactivas de oxigeno {ROS) debido a un incremento exagerado de las mismas o
debido a la disminucién o inhibicion de los mecanismos antioxidantes enddgenos. Las especies
reactivas de oxigeno son moléculas o fragmentos moleculares que suelen tener electrones
desapareados por lo que tienen una gran capacidad de reaccionar con otras moléculas,
especialmente con otros radicales libres. (Lahera y col., 2020). El estrés oxidativo y su
consecuente generacién de radicales libres pueden dafar el material genético, proteinas, actividad
enzimatica y lipidos. Las reacciones en cadena de peroxidacion muestran una alta actividad
bioldgica, y puede activar las vias de sefalizacion que inician la muerte celular (Latunde-Dada,
2017). El peroxido de hidrogeno posee un pH acido y es un mediador importante de la lesién
oxidativa de lipidos ya que, altera la fluidez y genera dafio en la membrana plasmatica debido a la
peroxidacion de lipidos (Block, 1991).

Confrontacion Parasito-Hospedero

Los parasitos E. histolytica y T. vaginalis son protozoarios patégenos que infectan al ser humano.
Durante el proceso infectivo son confrontados por diferentes elementos del sistema inmune del
hospedero para evitar su colonizacion, donde el principal blanco es el dafio a la membrana
plasmatica (MP) del parasito. Entre los componentes del hospedero que dafian la membrana de
los parasitos esta el sistema del complemento, los péptidos antimicrobianos y la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). La capacidad de los parasitos para establecer una infeccion
exitosa depende de una serie de intrincadas adaptaciones seleccionadas evolutivamente, que
incluyen el desarrollo de estrategias para evadir o resistir los mecanismos efectores del sistema
inmunitario del hospedero. Nuestro grupo de investigacion reporté que E. histolytica posee un
mecanismo de reparacion del dafo a la MP mediado por esfingomielinasas acidas (aSMasas), el
cual es activado frente a lesiones producidas por moléculas formadoras de poros y estrés
oxidativo. T. vaginalis, al igual que E. histolytica, secreta aSMasas, lo que sugiere que podria
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presentar un mecanismo de reparacion del dafno a la membrana en respuesta a los componentes

de defensa del hospedero (Rios-Barros y col., 2022).
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Figura 2. Confrontacion pardsito-hospedero (disefio de los autores).

Reparacion del dafio a la membrana plasmatica

La membrana plasmatica (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 el interior y el exterior celular y permitir la comunicacion intracelular. La MP presenta
microdominios (balsas lipidicas) enriquecidos de lipidos como colesterol, glicolipidos vy
esfingolipidos, los cuales son sitios de ensamblaje de complejos proteicos y sustratos de enzimas
responsables de la generacion de segundos mensajeros (Simons e lkonen., 1997). El primer signo
de dafio a la MP es una entrada no controlada de Ca?* extracelular que incrementa su
concentracion intracelular, el cual participa, entre otras cosas, en la activacion de diferentes
mecanismos para tratar de repararla. El gradiente de Ca?* mantenido a través de la MP (en el
orden ~2 mM extracelularmente y ~100 nM en el citosol) (Cheng, X., y col., 2015) es alterado
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durante el dafio celular, en donde el incremento del Ca?* intracelular funciona como un segundo
mensajero muy eficaz, que activa las proteinas citoplasmaticas involucradas en la reparacion y en
la exocitosis de vesiculas cerca del sitio de la lesion (Parker, M. W., y Feil, S. C., 2005); entre estas
vesiculas se encuentran los lisosomas convencionales que se comportan como vesiculas
secretoras reguladas por Ca?* cuando la concentracion libre intracelular aumenta por encima de 1
pM (Di Paola y Lorusso, A., 2006).

Esfingomielinasas acidas

Las aSMasas son enzimas metabdlicas involucradas en la principal via de produccién de ceramida
en la traduccién de senales, aunque también se observa su participacion en la reparacion de dafios
de distintos tamafios a la membrana plasmatica o lesiones que son frecuentes. Las
esfingomielinasas acidas favorecen a la formacion de endosomas, estos encuentran la lesion en
la membrana plasmatica y restauran el dafio, devolviendo la integridad en la membrana plasmatica
(Clarke y Hannun 2006).

En E. histolytica se ha reportado la presencia de seis genes que codifican para aSMasas, las
cuales se transcriben en el parasito y presentan un péptido sefal predicho, detectando su actividad
en sobrenadantes, y cuya secrecion es estimulada por agentes que danan la MP de la amiba. El
mecanismo de accion reportado para E. histolytica es muy similar al reportado en mamiferos.
Cuando se presentan un dafio en la membrana plasmatica la entrada de Ca?* del exterior es
descontrolada, lo cual promueve la migracion de lisosomas al sitio de la lesion, en este sitio los
lisosomas se fusionan con la membrana plasmatica obstruyendo el sitio de la lesion con una
estructura parecida a un parche, evitando la lisis celular. Cuando el lisosoma se fusiona con la
membrana plasmatica, se vierte el contenido del parche al medio extracelular, en donde esta
presente la enzima lisosomal esfingomielinasa acida, la cual comienza a hidrolizar la
esfingomielina presente en la cara externa de la membrana plasmatica, lo que provoca la creacion
de sitios que son ricos en ceramida, la cual promueve la endocitosis de la lesion y posteriormente
la degradacion de ésta en el compartimiento endolisosomal, reparando asi la lesion de la
membrana plasmatica (Figura 3) (Ramirez-Montiel y col., 2019).
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Figura 3. Mecanismo de reparacion de la membrana plasmdtica mediado por aSMasas en el protozoario
E. histolytica.
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En T. vaginalis, se ha descrito la expresion de genes que codifican para aSMasas y la secrecion
de estas con muchas similitudes a E. histolytica. T. vaginalis se expone a diferentes dafos debido
al sistema de defensa del hospedero, este sistema incluye factores como el ataque con especies
reactivas de oxigeno como peroxido de hidrégeno, por parte de neutréfilos a los trofozoitos de T.
vaginalis, debido a la competencia con el microbiota natural del sistema genitourinario (Nemati y
col., 2018), ademas del sistema de complemento y péptidos antimicrobianos. Se report6é que T.
vaginalis secreta actividad de aSMasas y al igual que en E. histolytica se detectan en su genoma
la presencia de seis genes que codifican para aSMasas, conservando los sitios activos para su
actividad (Torres-Castellanos, 2020).

Efecto del peroxido sobre la viabilidad de E. histolytica 'y T. vaginalis

Se evalu¢ el efecto de diferentes concentraciones de peroxido de hidrégeno sobre la viabilidad de
E. histolytica y T. vaginalis determinada por la pérdida de la morfologia ameboide de los parasitos.
Se evaluaron tres cepas de E. histolytica, la cepa HM1 que es la de referencia y las cepas
sobreexpresantes del gen que codifica para la aSMasa 4 (HM1SM4) y 6 (HM1SM6),
respectivamente. En la figura 4 se observa que la cepa HM1 es mas sensible en comparacién con
las cepas sobreexpresantes, sugiriendo que las aSMasas pueden proteger a las amibas del efecto
oxidante del H20:2 sobre los lipidos de membrana. Se evalué el efecto del perdxido sobre la cepa
GT21 de T. vaginalis cultivada en ausencia [GT21(0)] y presencia [GT21(250)] de 250 uM de hierro.
En la figura 5 se observa que la GT21 en ambas condiciones de cultivo son igualmente sensibles
a las concentraciones evaluadas de H2O:x.

Control H:02 (0.3mM) H:0: (0.9mM)

HM1

HM1SM4

HM1SM6

Figura 4. Efecto del peréxido (H,02) sobre los trofozoitos de diferentes cepas de Entamoeba histolytica.
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Figura 5. Efecto del perdxido (H,02) sobre los trofozoitos de diferentes cepas de Trichomonas vaginalis.

Efecto del peroxido sobre la actividad de aSMasa secretada en
tricomonas

Se evaluo la actividad de aSMasa secretada en T. vaginalis de la cepa GT21(0) sin y con
exposicion al H20:2 en los sobrenadantes colectados de las condiciones mostradas en la Figura 5.
La hidrélisis de la esfingomielina se determind mediante un método fluorescente indirecto
acoplado. La actividad secretada de aSMasa no mostré6 cambios significativos en tricomonas
expuestas a 0.1 mM de H202, mientras que con 0.4 mM se presentd un incremento de mas de 3
veces con respecto al control (Figura 6). Este incremento correlaciona con el efecto observado de
0.4 mM de H20: sobre la morfologia de las tricomonas (Figura 5).
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Efecto del peroxido sobre la expresion de genes de aSMasa en 7. vaginalis

Se realizé la extraccion del RNA total de las cepas GT21(0) y GT21(250) de T. vaginalis expuestas
a 0.1 mMy 0.4 mM de diferentes concentraciones de perdxido. Se cuantifico la concentracion de
los diferentes RNAs obtenidos y se verifico su integridad en un gel de agarosa (Figura 7). En todas
las muestras se observaron los ribosomales 18s y 28s indicando una buena calidad del RNA
obtenido (Figura 7).

18s
28s

Figura 7. RNA total de T. vaginalis expuestas a peroxido. GT21(0) carriles 1, 2 y 3 control, 0.1 mM y 0.4
mM de H,0., respectivamente. GT21(250) carriles 4, 5 y 6, control, 0.1 mM y 0.4 mM de H,0,,
respectivamente.

Se verificd que el RNA estuviera libre de DNA gendémico mediante PCR usando el RNA como
templado para amplificar un fragmento del gen de la actina. No se obtuvo amplificacién indicando
que esta libre de DNA gendmico (datos no mostrados). Posteriormente se sintetizd el cDNA
usando transcriptasa reversa. Para evaluar la calidad del cDNA sintetizado se realiz6 una PCR
para amplificar un fragmento del gen de la actina. En la figura 8 se observa el amplicén de 510 pb
correspondiente al gen de la actina, indicando que el cDNA sintetizado es de buena calidad.
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Figura 7. Ampilificacion de un fragmento del gen de actina usando cDNA como templado. A. GT21(0)
carriles 1, 2 y 3 control, 0.1 mM y 0.4 mM de H,0,, respectivamente. B. GT21(250) carriles 1, 2 y 3,
control, 0.1 mMy 0.4 mM de H,0,, respectivamente.

Se cuantifico el nivel de expresion de 5 genes de T. vaginalis que codifican para aSMasas en
respuesta a la exposicion al H2O2> mediante la técnica de gRT-PCR. Los resultados se muestran
en la tabla 1. Hubo un incremento discreto en la expresién de los genes evaluados, resaltando el
gen TvSM5, donde el incremento fue de 5.3 veces.

Tabla 1. Expresion de genes de aSMasas en la cepa GT21(0) de T. vaginalis expuesta a peroxido de
hidrégeno.

TvaSM1 | TvaSM2 | TvaSM3 | TvaSM5 | TvaSM6

GT-21(0) 1 1 1 1 1
GT-21(0)
2.7 2. v . 2.7
0.1 mM H202 8 3 >3

La expresion de los genes en la cepa GT21(0) sin perdxido se ajustaron a 1 para comprar con la cepa expuesta
a peroxido.

Conclusiones

El perdéxido de hidrogeno afecta la morfologia y viabilidad de los trofozoitos de E. histolytica'y T.
vaginalis. Las cepas de E. histolytica que sobreexpresan los genes 4 o 6 de las aSMasas presentan
menos dafo que la cepa control. Por su parte, las tricomonas no presentan diferencias
significativas cuando se cultivan en ausencia o presencia de Fe en el medio de cultivo. La cepa
GT21(0) incrementd su actividad de aSMasa secretada cuando el efecto del peréxido ya fue
evidente, mientras que un incremento en la expresion de los genes que codifican para aSMasas
se observo desde concentraciones bajas de perdxido. Se observd una mayor expresion del gen
TvaSM5 en respuesta al dafio inducido con H20x.
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