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1. RESUMEN

La amibiasis intentinal es una parasitosis que afecta al humano y es provocada por
el protozoario Entamoeba histolytica. Este parasito posee moléculas que participan
como factores y/o determinantes de virulencia durante su proceso infectivo. Se ha
descrito que las esfingomielinasas (SMasas) son enzimas que participan en el
proceso patogénico del parasito. E. histolytica posee 6 genes que codifican para las
esfingomielinasas acidas (aSMasas), las cuales se transcriben en condiciones de
crecimiento basal, en donde el gen EhaSM6 presenta la mayor expresion. La
sobreexpresion del gen EhaSM6 favorece la reparacion del dano a la membrana
plasmatica y supervivencia de los trofozoitos ante el dafo por moléculas formadoras
de poros. En E. histolytica la sobreexpresién del gen EhaSM6 en la cepa virulenta
HM1 se ve reflejada en una mayor actividad de esfingomielinada acida secretada
asociada con un incremento en las capacidades de lisis, fagocitosis y digestion de
eritrocitos humanos, sugiriendo su participacidon como determinantes de virulencia.
La sobreexpresiéon del mismo gen en cepas de baja virulencia (UG10 y G3)
derivadas de la cepa virulencia HM1 con el mismo fondo genético, también
presentd, una mayor actividad de aSMasa secretada y un incremento en la lisis,
fagocitosis y digestion de los eritrocitos. Por lo que es de interés evaluar, si la
sobreexpresion del gen EhaSM6 en la cepa Rahman de baja virulencia, con
diferente fondo genético, incrementa su virulencia in vitro. En el presente trabajo, se
encontré que la sobreexpresion del gen EhaSM6 en la cepa Rahman de baja
virulencia, se reflejo en un incremento en los niveles de aSMasa secretada con
respecto a su parental, pero sin alcanzar los niveles mostrados por la cepa virulenta
HM1. La sobreexpresion de la aSMasab6 en la cepa avirulenta Rahman, incrementé
su actividad hemolitica, asi como la fagocitosis y la digestion de glébulos rojos.
Considerando toda la informaciéon obtenida, se propone que la aSMasa6 presenta
una actividad dual al actuar como factor (actividad litica) y determinante (reparacion

de membrana) de virulencia de E. histolytica.

. ________________________________________________________________________
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2. ANTECEDENTES

2.1 Amibiasis

La amibiasis intestinal es una parasitosis que afecta al humano y el agente etiolégico
de esta enfermedad es el protozoario Entamoeba histolytica Schudinn, 1903. De
acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) esta patologia
causa entre 40,000 y 100,000 muertes al afo, siendo una de las principales causas
de muerte por parasitosis alrededor del mundo (WHO, 1997; Haque, R., y col., 2003;
Turkeltaub J. A., y col., 2015). La infeccion se encuentra relacionada a deficiencias
sanitarias, donde priva el hacinamiento y el mal manejo de las aguas residuales y
excretas, lo que favorece su transmision (Martinez-Palomo y Espinosa-Cantellano,
1998). Mientras que los factores de riesgo en las naciones desarrolladas son la
inmigracién de personas infectadas de paises en vias de desarrollo (Shirley, D. A.
T.,ycol., 2019).

México se considera una zona endémica de amibiasis y constituye un problema de
salud publica (Ximenéz, y col., 2013). En el 2021 se reportaron 113,195 casos,
posicionandose en el 20° lugar dentro de las patologias con mayor prevalencia.
Siendo los estados del sur (Chiapas, Oaxaca y Veracruz) los que reportaron un

mayor numero de casos (Direccion General de Epidemiologia, 2021).

2.1.1 Diagnéstico

El diagndstico de la infeccidn por E. histolytica es uno de los objetivos mas
importantes en la clinica, debido a que es un importante paso para el manejo
adecuado de pacientes infectados. Las técnicas para el diagndstico de la infeccién
van desde la deteccién de anticuerpos especificos de la amiba y antigenos en
heces, hasta pruebas de diagndstico molecular como la amplificacion de DNA

especie-especifico mediante PCR convencional y PCR en tiempo real (qPCR)
____________________________________________________________________________________________________|
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(Fotedar, y col., 2007). A pesar de que existan estas técnicas, su identificacién por
microscopia en heces sigue siendo la prueba de deteccién mas utilizada (Ali, I. K.
M., 2015; Shirley, D. T., y col., 2018).

2.1.2 Tratamiento

Las manifestaciones clinicas de la infeccion amibiana pueden ser desde personas
asintomaticas, hasta las que presentan sintomas incluyendo disenteria y
diseminacion por via sanguinea a otros organos, siendo el absceso hepatico
amibiano la complicacion intestinal mas comun (Sepulveda y Manzo, 1986;
Martinez-Palomo y Ruiz-Palacios, 1990). Actualmente no existe una vacuna para
prevenir la amibiasis. El tratamiento se basa en la localizacion de los trofozoitos en
la luz o pared intestinal o en tejidos extraintestinales. Otros factores por considerar
son: la edad, severidad clinica, presencia de otros parasitos intestinales o
condiciones morbidas, etc (Botero y Restrepo, 1992). Nos referimos a condiciones
morbidas cuando dos o mas enfermedades ocurren en la misma persona al mismo
tiempo (NIH, 2023). La amibiasis invasiva se trata con 5- nitroimidazoles, que
incluye el tinidazol y el metronidazol, siendo este ultimo la droga de seleccion para
el tratamiento tisular, sin embargo, puede generar efectos secundarios como
nauseas, vomito, diarrea, entre otros (Dingsdag, S.A. y Huntes, N., 2018). En afios
recientes, se ha retomado medicamentos como la nitazoxanida para el tratamiento
de la amibiasis invasiva con un nivel comparable al del metronidazol (Rossignol JF
y col., 2006), asi como también, se ha observado en el tratamiento con quinfamida
(Ruiz y Guzman, 1996). Ademas, la ultrasonografia que es usada para monitorear
la regresion del absceso (Salles JM y col., 2003).

2.2 Entamoeba histolytica

E. histolytica es un parasito protozoario que se presenta en dos formas celulares,
los quistes que son la forma infectiva y de resistencia (Figura 1A) y los trofozoitos,

. ________________________________________________________________________
WANDA SHUNASHY CRUZ BENITEZ 3
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que son la forma invasiva y vegetativa (Figura 1B). Los trofozoitos pueden variar de
tamafno desde los 12 a 60 um y mas frecuentemente de los 15 a los 30 um, son
dinamicos y tiene una locomocion activa, debido a su ectoplasma que le permite
formar pseudodpodos. El trofozoito se multiplica por fision binaria y es muy sensible
a los jugos gastricos y a los agentes externos. Su habitat comprende la luz y pared
del colon, especialmente en el ciego y recto del hospedero (Pumarola y col., 1999).
Los trofozoitos carecen de las estructuras tipicas presentes en los eucariotas
superiores, como las mitocondrias, el aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico
bien diferenciado (Ghosh y col., 1999).

El agente infectivo para humanos es un quiste tetranucleado que se libera por medio
de las heces. Los quistes miden de 10 a 15 um y se recubren por una pared de
quitina de 125-150 nm de espesor, es una estructura bastante resistente a diversos
factores como el jugo gastrico, calor, acidos, proteasas del duodeno y bilis (Ravdin,
2000).

A B

Figura 1. Forma celular de E. histolytica. A. Quistes (tincion con yodo,
microscopio Optico de campo claro). B. Trofozoito (tincién con yodo, microscopio
Optico de campo claro) (Tomado de
https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html).

. ________________________________________________________________________
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2.2.1 Ciclo de vida de E. histolytica

El ciclo de vida se inicia con la ingesta de un quiste infeccioso en alimentos o en
agua contaminada. La cubierta del quiste no es dafiada por los jugos gastricos y
pancreaticos, solo reblandecida, esto permite su desenquistamiento en el intestino
grueso, donde puede desarrollar la infeccion. Al romperse el quiste, el trofozoito
termina su proceso de division y da lugar a cuatro trofozoitos metaquisticos (Haque
y col., 2003). Si el trofozoito continua avanzando por el colon, inicia su proceso de
enquistacion con la formacion de un prequiste mononuclear, en el cual se inicia un
proceso de division celular que da lugar a un quiste tetranuclear, en donde termina
el proceso de formacién de la pared del quiste y es expulsado con la materia fecal
(Tanyuksel y Petri, 2003). Los trofozoitos que permanecen en el intestino grueso
pueden permanecer en el lumen o invadir la mucosa intestinal y diseminarse a otros

organos, principalmente el higado (Figura 2) (Martinez-Palomo, 1982).

WANDA SHUNASHY CRUZ BENITEZ 5
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Figura 2. Ciclo de vida de E. histolytica. 1. Los quistes y trofozoitos se encuentran
en las heces de las personas infectadas. 2.La infeccién por E. histolytica ocurre a
través de la ingestidbn de quistes maduros provenientes de alimentos o agua
contaminados. 3. El desenquistamiento ocurre en el intestino delgado. 4. Los
trofozoitos migran al intestino grueso y permanecen en la luz intestinal. Los
trofozoitos se multiplican por fisién binaria y forman quistes, ambos se transmiten
por heces. 5. Los quistes pueden sobrevivir al ambiente externo (Tomado de
https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html).
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2.3 Factores de virulencia de E. histolytica

Los factores de virulencia son moléculas implicadas en el establecimiento de la
patologia y generalmente participan en el proceso de adhesion, colonizacion,
invasion del tejido, evasion e inhibicion de la respuesta del sistema inmune (Faust
y Guillén, 2012).

Lectina Gal/GalNAc: La cual media la adhesién del parasito en la mucina, células
epiteliales y bacterias, esto se debe a que la lectina de superficie Gal/GalNAc se
une a los residuos de galactosa y N-acetilglucosamina (Frederick y Petri, 2005;
Galvan-Moroyoqui, J. M., y col., 2011). También se ha sugerido que se une a los
componentes del complemento C8 y C9 evitando el ensamble del complejo de
ataque a la membrana, evitando la lisis celular (Petri, 1996; Ventura-Juarez, J., y
col., 2002; Singh, R. S., y col., 2016).

Amebaporos: Son proteinas que se involucran en la citotoxicidad debido a que son
proteinas formadoras de poros, poseen 3 isoformas: A, B y C con diferente
efectividad. Estas proteinas son capaces de lisar a una gran variedad de células
diana (Andray col., 2003).

Cistein proteinasas: Hay 50 genes que codifican para proteinas de la familia de
las cistein proteinasas (CPs) en el genoma de E. histolytica (Tillack y col., 2007). La
funcion de estas proteinas depende de su concentracion y localizacién, pH y el
ambiente del colon (Faust y Guillen, 2012; Nakada-Tsukui, y col., 2012; Faust, y
col., 2015). Estas moléculas participan en la destruccién de capas celulares in vitro,
ademas de tener la capacidad de degradar componentes de la matriz extracelular
como la mucina, componente principal del colon (Moncada y col., 2003; Moncada y
col., 2006). Estan involucradas en la evasién de la respuesta inmune debido a que
degradan inmunoglobulinas, componentes de la respuesta inmune humoral (Que y
col., 2003; Macpherson y col., 2008; Garcia-Nieto y col., 2008).

. ________________________________________________________________________
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2.4 Determinantes de virulencia de E. histolytica

El término “determinantes de virulencia” describe a aquellas moléculas que estan
indirectamente involucradas en el proceso patogénico, las cuales pueden regular la
expresion y localizacion de factores de virulencia, proteger al parasito durante el
proceso infectivo, y que le proporcionan tolerancia al ambiente extracelular y/o
confieren alta plasticidad metabdlica favoreciendo su adaptacion y supervivencia
ante factores del hospedero (Anaya-Velazquez y Padilla-Vaca, 2011). Algunas de

las moléculas que cumplen con esta funcion son las siguientes:

Rab GTPasas: Se cree que estas proteinas se encuentran involucradas en el trafico
vesicular, debido a que se les ha relacionado con la formacion de vacuolas
prefagociticas, lisosomas, endosomas tempranos y tardios, y transporte de factores
de virulencia hacia diferentes compartimentos (Nakada-Tsukui y col., 2010;

Fonseca-Rivas. 2018).

Peroxirredoxina: Son moléculas de superficie que catalizan la reduccién de
peroxido de hidrogeno y el peroxinitrito presentes en el medio. Ayudan a proteger al
parasito del ataque oxidativo permitiendo asi que el parasito sobreviva ante el
ataque de células como macrofagos y neutréfilos (Bruchhaus y col., 1997; Olivos-
Garcia y col. 2016).

Lipofosfopéptidoglicano: Los complejos de lipofosfoglicano (GLP)-
proteofosfoglicano (PPG) anclado por GPI, son una barrera fisica protectora de la
respuesta inmune del hospedero. Se ha observado que cuando se reduce PPG en
la superficie hay una disminucién drastica en la supervivencia de los trofozoitos.

(Campos- Rodriguez, R. y Jarillo-Luna, A. 2005).

Esfingomielinasas: Las esfingomielinasas acidas (aSMasas) secretadas por E.
histolytica participan en el proceso de reparacion del dano a la membrana
plasmatica del parasito ocasionado por diferentes factores del hospedero tales

como los péptidos antimicrobianos y complemento (Ramirez-Montiel y col., 2019).
I ———
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2.5 Esfingomielinasas

Las SMasas son enzimas que hidrolizan a la esfingomielina (SM) presente en la
cara externa de la membrana plasmatica generando ceramida. Estas enzimas
tienen un pH éptimo de 5 (aSMasas) o 7 (nSMasas). Diversos estimulos por estrés
activan a las SMasas involucrandolas en la transduccion de sefiales via ceramida
dando lugar a eventos biologicos como: proliferacién celular, apoptosis,
envejecimiento celular, etc. (Hannun y Obeid, 2008; Jenkins, R. W., y col., 2009;
Nikolova-Karakashian, M. N. y Rozenova, K. A., 2010).

En algunas bacterias, las SMasas son consideradas factores de virulencia que
contribuyen al proceso de infeccion de la célula hospedera al hidrolizar los lipidos
de la membrana y provocar la lisis celular (Vargas-Villarreal, 2003; Oda, M., y col.,
2010; Flores-Diaz y col., 2016).

Se ha reportado que las aSMasas en células de mamiferos promueven la
endocitosis y la eliminacion de lesiones en la membrana plasmatica (Tam vy col.,
2010).

2.5.1 Esfingomielinasas neutras en E. histolytica

El genoma de E. histolytica posee tres genes que codifican para nSMasas, los
cuales se expresan y produce proteinas con actividad enzimatica. La funcion de las
nSMasas en E. histolytica se ha evaluado en cepas que sobreexpresan los genes
de estas enzimas. Se ha observado que la nSMasa3 esta asociada con la muerte y
lisis de células blanco, mientras que la nSMasa1 y nSMasas2 con la destruccién de
monocapas celulares. Estas proteinas estan asociadas principalmente a la
membrana plasmatica, lo que sugiere que el efecto citotoxico y citolitico es

dependiente del contacto (Figura 3) (Urquieta-Ramirez, y col., 2018).
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WANDA SHUNASHY CRUZ BENITEZ 9



. UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO
DIVISION DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
LICENCIATURA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

Entamoeba histolytica virulence

4¥ Increase in
hemolytic and
cytotoxic activities

Amoebapore
induction

Plasma membrane
localization

Neutral
sphingomyelinase 3
overexpression

Figura 3. Grafica de la contribucion de las nSMasas en la virulencia in vitro de
E. histolytica (Tomado de Urquieta-Ramirez y col.,2018).

2.5.2 Esfingomielinasas acidas en E. histolytica

El genoma de E. histolytica ha revelado genes relacionados con el metabolismo de
fosfolipidos (Loftus y col., 2005) y esta reportado que las amibas sintetizan
esfingolipidos como esfingomielina, ceramida-inositol y ceramida etanolamida
fosfato (Aley y col., 1980; McLaughlin y Aley, 1985). Esta ultima esta presente en la
membrana plasmatica de las amibas como: Entamoeba invadens y Entamoeba
dispar, pero poco comun en eucariotas superiores (McLaughlin y Meerovitch, 1975).
Al igual que en células de mamifero, E. histolytica presenta en su membrana unas
estructuras ricas en esfingomielina, llamadas balsas lipidicas que estan asociadas
con la adhesion de células blanco y pinocitosis (Laughlin y col., 2004; Mittal y col.,
2008) y también son asociadas con algunos procesos de virulencia (Goldston y col.,
2012). Se cree que una alta concentracién de ceramida etanolamida fosfato podria
estar involucrada en la plasticidad y estabilidad de las membranas de los trofozoitos,
ya que interactuan con muchas proteinas a través de puentes de hidrégeno (Cerbon
y Flores, 1981). La ceramida etanolamida fosfato también es resistente a la hidrolisis

. ________________________________________________________________________
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y protege a los trofozoitos de sus propias proteasas y de las condiciones adversas

durante el proceso de invasion tisular (Cerbén y Flores, 1981).

Recientemente, el analisis del genoma de E. histolytica revelo la presencia de seis
genes que codifican para aSMasas, los cuales se trascriben activamente en el
parasito (Mendoza-Macias y col., 2010). Detectando su actividad en sobrenadantes,
y cuya secrecion es estimulada por agentes que dafian la membrana plasmatica
amibiana (Estreptolisina y Saponina), sugiriendo que las amibas, al igual que las
células de mamifero cuentan con un mecanismo de reparacion de dafio a la

membrana plasmatica mediado por aSMasas (Ramirez-Montiel, 2015).

Por otro lado, destaca el gen EhaSM6 que es el que mas se transcribe en
condiciones de crecimiento basal. Se ha reportado que el dafio de los trofozoitos de
E. histolytica con una concentracion subletal de la toxina estreptolisina O (SLO),
induce la entrada de Ca?*, lo que favorece la migracién de los lisosomas a la
periferia de la célula, se fusionan con la membrana y la liberacion de las aSMasas
al exterior de la célula. Las aSMasas secretadas producen ceramida favoreciendo
la internalizacion de la lesidn para degradacion en el compartimento lisosomal. Los
poros generados por el dafio de membrana plasmatica son rapidamente bloqueados
por estructuras tipo parches formados por lisosomas y endosomas que impiden la
lisis del trofozoito e inmediatamente comienzan a internalizar la lesién. La
sobreexpresion de EhaSM6 favorece la reparacion de la lesién y la supervivencia
de los trofozoitos de E. histolytica (Figura 4) (Ramirez-Montiel y col., 2019).

El gen EhaSM6 incrementa su expresion cuando las amibas se exponen a SLO
(Ramirez-Montiel y col., 2019), mientras que el EhaSM4 aumenta su expresion en
respuesta al estrés oxidativo (Cervantes-Velazquez, 2020). Adicionalmente, se ha
reportado que los niveles de expresion estan asociados con la virulencia de las
cepas amibianas (Rivera-Cuéllar, 2019). Ademas de su funcién como determinante

de virulencia, la aSMasab6 del parasito ha sido implicada como un factor de virulencia

. ________________________________________________________________________
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por favorecer la actividad hemolitica en la cepa virulenta HM1 (Ramirez-Montiel F.
2020).
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Figura 4. Mecanismo de reparacion de danos a la membrana plasmatica
mediada por aSMasa6 secretada en E. histolytica y su implicacion en la
virulencia. El dafio ocasionado en la membrana plasmatica de E. histolytica permite
la entrada de Ca?* extracelular en el citoplasma. La elevacion en la concentracion
intracelular de Ca?* desencadena la exocitosis de los lisosomas los cuales vierten
su contenido al espacio extracelular, entre ellos la aSMasa6. La aSMasa6 hidroliza
la esfingomielina de la membrana en ceramida, lo que favorece la formacion de
endosomas que internalizan las lesiones. Asi mismo, la aSMasa6 también esta
relacionada con la virulencia, ya que hidrolizar a pH acido la SM de los eritrocitos
alterando su membrana plasmatica causando lisis celular, o exponiendo sitios de
fosfatidilserina, la cual es reconocida por la amiba para su fagocitosis, sucesivo a la
internalizacién participa en la digestion (Ramirez-Montiel F. 2020).
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3. JUSTIFICACION

E. histolytica es un agente infeccioso que posee actividad de esfingomielinasa
acida, la cual hidroliza la esfingomielina presente en las membranas biolégicas. Se
ha descrito que esta enzima participa en el proceso de reparacion del dafio a la
membrana plasmatica del parasito, actuando como un determinante de virulencia.
Por otro lado, las aSMasas también estan involucradas en la actividad hemolitica
de las amibas a pH acido, actuando como un factor de virulencia. Lo anterior se ha
realizado en la cepa virulenta HM-1, por lo que es de interés determinar si la
sobreexpresion del gen de la aSMasa6 en una cepa avirulenta (Rahman) puede

revertir su fenotipo.

4. HIPOTESIS

La sobreexpresion del gen EhaSM6 en la cepa avirulenta Rahman de Entamoeba
histolytica incrementa los niveles de aSMasa secretada y las actividades hemolitica

y fagocitica en esta cepa.

. ________________________________________________________________________
WANDA SHUNASHY CRUZ BENITEZ 13



. UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO
DIVISION DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
LICENCIATURA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la sobreexpresidon de la aSMasa6 sobre las actividades

hemolitica y fagocitica de la cepa avirulenta Rahman de E. histolytica.

5.2 Objetivos especificos

I. Determinacion de la actividad de esfingomielinasa acida secretada en la cepa
Rahman sobreexpresante de la aSMasab6.
II.  Evaluar el efecto de la sobreexpresion del gen EhaSM6 en la cepa Rahman

sobre las actividades litica, fagocitica y de digestiéon de eritrocitos.
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6. METODOLOGIA

6.1 Cepas de E. histolytica.

Se utilizé la cepa no virulenta Rahman de E. histolytica y su sobreexpresante del
gen EhaSM6, obtenida por nuestro grupo de investigacién en el Laboratorio de
Patobiologia Molecular de Protozoarios Parasitos. Como referencia se utilizé la cepa
virulenta HM-1:IMSS y su sobreexpresante del mismo gen. Todas las cepas se

cultivaron en condiciones axénicas en el medio TYI-S-33.

6.2 Determinacion de la actividad de aSMasa secretada de E. histolytica

Los trofozoitos amibianos se cosecharon, y ajustaron a una concentracion final de
3x10%/pozo y se aforé cada uno de los pozos a un volumen final de 2 mL. Se
incubaron a 37°C durante 2 h para favorecer su adhesion a la placa. Se lavaron las
amibas y se incubaron en medio D-MEM con Ca?* durante 30 min. Se tomaron los
sobrenadantes y se centrifugaron a 13 000 rpm por 30 segundos. La actividad de
aSMasa se midié utilizando un kit colorimétrico para evaluar la actividad secretada
(Sigma-Aldrich), segun las indicaciones del fabricante. La absorbancia de la sonda

colorimétrica a 655 nm proporcioné informacion sobre la actividad de la aSMasa.

6.3 Actividad hemolitica de amibas completas

Para determinar la actividad hemolitica de amibas completas, los trofozoitos de E.
histolytica se lavaron con el amortiguador PIPES-Tris y se ajustaron a una
concentracion 1x10°% amibas/mL. Por otro lado, los eritrocitos humanos conservados
en Alserver se lavaron y ajustaron a una concentracioén de 1x10° eritrocitos/mL. A

. ________________________________________________________________________
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cada tubo de 1.5 mL, se adicionaron 250 uL de la suspension amibiana, 500 pL de
eritrocitos y 250 uL de amortiguador PIPES-Tris. La suspension de trofozoitos y
eritrocitos se centrifugd a 13 500 rpm por 30 segundos para formar una pastilla y se
incubaron a 37°C por 90 min y posteriormente se incubaron por 10 min a 4°C. Se
centrifugaron a 13 500 rpm por 30 segundos y se tomaron 200 pL del sobrenadante
y se ley6 a una absorbancia de 570 nm. El uso de eritrocitos humanos fue avalado
por el comité de bioética con la clave CEPIUG-P30-2023.

6.4 Eritrofagocitosis

Para determinar la capacidad de las amibas para fagocitar eritrocitos, los trofozoitos
de E. histolytica se ajustaron con medio TYI-33 sin suero a una concentracion final
de 1x10° amibas/mL y los eritrocitos humanos a una concentracion 1x108
eritrocitos/mL. Las amibas y los eritrocitos se incubaron por separado durante 10
min a 37°C. En un tubo de 1.5 ml se interaccionaron en una proporcion de 1:100
(amiba:eritrocito), se agregaron 100 yL de amibas y 100 pL de eritrocitos, y se
incubaron a 37°C por 5, 10 y 15 min, posteriormente se adiciond agua fria para lisar
los eritrocitos no fagocitados. Las amibas se centrifugaron y se lavaron con PBS-A,
consecutivamente se fijaron con glutaraldehido al 5% en PBS-Ay se incub6 durante
30 min. Los eritrocitos fagocitados se visualizaron mediante la tincién de Novikoff,
por lo cual se incubaron 30 min en oscuridad y se conservaron en PBS-A/glicerol
(1/1). Por ultimo, el conteo de eritrocitos fagocitados por amiba se realiz6 mediante

microscopia de campo claro (Mora-Galindo y col., 1997; Lozano-Mendoza, 2015).

. ________________________________________________________________________
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6.5 Digestion de eritrocitos

Para determinar la capacidad de los trofozoitos de E. histolytica para digerir a los
eritrocitos fagocitados se ajustaron a una concentracion final de 1.5x108 amibas/mL
y los eritrocitos humanos a una concentracién 1x102 eritrocitos/mL. Las amibas y
los eritrocitos se incubaron por separado durante 10 min a 37°C, se mezclaron en
una proporcion de 1:100 y se incubaron durante 30 min. Para lisar los eritrocitos no
fagocitados se adicion6 agua fria, y las amibas se lavaron con PBS-A. Todo el
proceso se realiza bajo condiciones de esterilidad. Las muestras se resuspendieron
e inocularon en tubos con medio TYI-S-33 en esterilidad a 37°C durante 0, 3,6y 12
horas. Las amibas se cosecharon y la pastilla se resuspendié en PBS-A. Se le
adiciono glutaraldehido al 5% y se incub6 durante 30 min. Los eritrocitos
remanentes se tifieron mediante la tincion de Novikoff y se conservaron en PBS-
A/glicerol (1/1). Finalmente, el conteo de eritrocitos fagocitados remanentes se
realizd6 mediante microscopia de campo claro (Mora-Galindo y col., 1997; Lozano-
Mendoza, 2015).

. ________________________________________________________________________
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7. RESULTADOS

7.1 Actividad secretada de aSMasa en la cepa avirulenta Rahman de E.

histolytica que sobreexpresa el gen EhaSM6.

Se determin¢ la actividad secretada de aSMasa de la cepa avirulenta Rahman que
sobreexpresa el gen EhaSM6 (Rh-SM6HA), con respecto a la cepa parental
transfectada con el plasmido vacio (Rh-HA). Adicionalmente se usé como referencia
a la cepa virulenta HM1-HA que se ha reportado que presenta niveles elevados de
actividad secretada de aSMasa con respecto a la cepa avirulenta Rahman. En la
figura 5, se muestra que la cepa HM1-HA presenta 4.6 veces mayor actividad de
aSMasa secretada que la cepa Rh-HA, y la sobrexpresiéon del gen EhaSM6 en la
cepa avirulenta (Rh-SM6HA) incrementé 2.0 veces la actividad secretada de
aSMasa con respecto a su parental. La sobreexpresion del gen EhaSM6 en una

cepa avirulenta se ve reflejado en una mayor actividad secretada de aSMasa.

Actividad total de aSMasa secretada

HM1-HA Rh-HA Rh-SM6HA
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Figura 5. Actividad secretada de aSMasa de la cepa avirulenta Rh de E.
histolytica que sobreexpresa el gen EhaSM6. La actividad secretada de aSMasa
de las cepas HM1-HA, Rh-HA y Rh-SM6HA se determin6 en los sobrenadantes
después de 30 min de incubacion a 37°C empleando un kit colorimétrico. Las barras
presentan la desviacion estandar. Los resultados representan el promedio de dos
experimentos independientes por triplicado.

7.2 Actividad hemolitica de los trofozoitos de la cepa Rahman de E.

histolytica que sobreexpresan el gen EhaSM6.

Para evaluar si la secrecion de la actividad de aSMasa esta relacionada con la
actividad hemolitica en una cepa avirulenta de E. histolytica, se incubaron los
trofozoitos sobreexpresantes del gen EhaSM6 (Rh-SM6HA) con eritrocitos
humanos en una proporcion 1:100 y se determind la hemoglobina liberada. Para
favorecer la interaccion y que se genere un gradiente de pH acido, se centrifugaron
las amibas y los eritrocitos, y la pastilla resultante se incubd a 37°C. Se empleé la
cepa virulenta HM1-HA como referencia. La cepa virulenta HM1-HA presenté mayor
actividad hemolitica (3.7 veces) que la cepa avirulenta Rahman. La cepa
sobreexpresante (Rh-SM6HA) incrementdé 2.2 veces su capacidad de lisar
eritrocitos con respecto a la cepa parental (Rh-HA), sin embargo, su actividad
hemolitica fue menor que la de la cepa virulenta HM1-HA (Figura 6). El incremento
de la actividad hemolitica en la cepa Rh-SM6HA esta relacionado con la mayor

actividad de aSMasa secretada que presenta la cepa sobrexpresante.
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Figura 6. Actividad hemolitica de los trofozoitos de la cepa Rahman de E.
histolytica que sobreexpresa el gen EhaSM6. Trofozoitos de las cepas HM1-HA,
Rh-HA y Rh-SM6HA interaccionaron con glébulos rojos humanos empaquetados en
una proporcién 1:100 durante 90 min a 37°C. La actividad hemolitica se determin6
cuantificando la hemoglobina liberada a 570 nm. Las barras presentan la desviacion
estandar. Los resultados representan el promedio de dos experimentos
independientes por triplicado.

7.3 Eritrofagocitosis de la cepa avirulenta Rahman de E. histolytica que

sobreexpresan el gen EhaSM6.

Para determinar si la actividad secretada esta relacionada con la capacidad para
fagocitar eritrocitos humanos, se utilizé la cepa avirulenta Rahman transfectada con
el gen EhaSM6. Se determind la capacidad de los trofozoitos sobreexpresantes (Rh-
SM6HA) para fagocitar eritrocitos humanos en una proporcién 1:100. La
eritrofagocitosis se determiné cuantificando los eritrocitos fagocitados a los 5, 10 y
15 min de interaccion 37°C. Se empleé la cepa virulenta HM1-HA como referencia.
En la figura 7, se muestra que la cepa virulenta HM1-HA fagocité mas eritrocitos

que la cepa avirulenta Rahman. Mientras que la cepa sobreexpresante (Rh-SMG6HA)
|
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incrementd su capacidad para fagocitar con respecto a su parental (Rh-HA), sin
embargo, su actividad fagocitica fue menor que la cepa virulenta (HM1-HA). Como
se muestra a los 15 min, la cepa de referencia HM1-HA fagocité un promedio de 7
eritrocitos, mientras que la cepa Rh-HA fagocité un promedio de 1.9 eritrocitos, lo
que representa 3.6 veces mas que la cepa avirulenta (Rh-HA). La cepa
sobreexpresante (Rh-SM6HA) fagocitd un promedio de 3.3 eritrocitos, lo que
representa un incremento de 1.7 veces su capacidad fagocitica con respecto a su
parental (Rh-HA). Esto sugiere que el incremento en la capacidad para fagocitar
eritrocitos de la cepa Rh-SM6HA esta relacionada con una mayor actividad de

aSMasa de la cepa sobreexpresante.

1 —e—HM1-HA
. —e—Rh-SM6HA
| —e—Rh-HA

Promedio de eritrocitos fagocitados

O =~ N W & O O N 00 © O

Tiempo (min)

Figura 7. Eritrofagocitosis de las amibas de la cepa avirulenta Rahman de E.
histolytica que sobreexpresa el gen EhaSM6. Los trofozoitos de las cepas HM1-HA, RH-
HA y Rh-SM6HA se pusieron en contacto con eritrocitos humanos durante 0, 5, 10 y 15 min
a 37°C. Se cuantifico el numero de eritrocitos fagocitados en 100 amibas y se contaron
mediante microscopia de campo claro. Las barras presentan la desviacion estandar. Los
resultados representan el promedio de dos experimentos independientes por triplicado.
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7.4 Digestion de eritrocitos de la cepa Rahman de E. histolytica

sobreexpresante del gen EhaSM6.

Para evaluar si la actividad de aSMasa esta implicada en la capacidad para digerir
glébulos rojos humanos en una cepa avirulenta de E. histolytica se evalud la
capacidad para digerir eritrocitos humanos de las amibas sobreexpresantes (Rh-
SM6HA) en una proporcion 1:100. La digestion se determind cuantificando el
numero de eritrocitos sin digerir a las 3, 6 y 12 h de incubacion, después de una
interaccion inicial de 30 min a 37°C de fagocitosis. Es importante mencionar que,
pasado el tiempo de interaccion inicial se consideré como el 100% el numero inicial
de eritrocitos ingeridos por cepa. La cepa virulenta HM1-HA que se empled como
referencia, mostré una mayor velocidad de digestion que la cepa no virulenta
Rahman. Mientras que la cepa sobreexpresante Rh-SM6HA digiri6 a mayor
velocidad los eritrocitos en comparacion con su cepa parental Rh-HA. A las 3 horas
la cepa virulenta HM1-HA presentd 73.2% de eritrocitos remanentes, en
comparacion con el 92.9% de la cepa avirulenta Rh-HA. La cepa sobreexpresante
presentd 71.6% de eritrocitos remanentes, con respecto a la cepa parental (Rh-HA).
A las 6 horas, la cepa HM1-HA present6 40.7% de eritrocitos remanentes, la cepa
Rh-HA de 65.3% y la cepa sobreexpresante Rh-SM6HA de 47%. A las 12 horas, la
cepa HM1-HA present6 27% de eritrocitos sin digerir, la cepa Rh-HA de 55.2% vy la
cepa sobreexpresante Rh-SM6HA de 35.5% (Figura 8). Los datos sugieren que el
incremento de la digestidn de eritrocitos esta dado por la mayor actividad de
aSMasa que presenta la cepa sobreexpresante Rh-SM6HA.
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Figura 8. Digestion de eritrocitos de la cepa Rahman de E. histolytica que
sobreexpresa el gen EhaSM6. La capacidad para digerir eritrocitos humanos de
las cepas HM1-HA, Rh-HA y Rh-SM6HA, fue evaluado por el porcentaje de
eritrocitos remanentes a las 0, 3, 6 y 12 h, después de una interaccién inicial de 30
min a 37°C mediante microscopia de campo claro. Las barras presentan la
desviacién estandar. Los resultados representan el promedio de dos experimentos
independientes por triplicado.
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8. DISCUSION

Las SMasas son un grupo de enzimas ampliamente distribuidas en células
eucariotas como en procariotas cuya funcion es hidrolizar la esfingomielina presente
en las membranas bioldgicas para obtener ceramida y fosforilcolina (J. Lépez,
2009). En las células de mamifero, las SMasas son importantes en la regulacion de
diversos procesos celulares tales como respuesta a estrés, diferenciacion,
apoptosis y crecimiento celular (Hannun y Obeid, 2008). En particular, las aSMasas
han sido involucradas en la reparacion de dafios a la membrana plasmatica (Tam,
C., y col,, 2010). En E. histolytica, se ha descrito que la sobreexpresion del gen
EhaSM6 favorece la reparacion de la membrana plasmatica y supervivencia de los
trofozoitos ante el dafio por moléculas formadoras de poros (Ramirez-Montiel y col.,
2019), mientras que la sobreexpresién del gen EhaSM4 favorece la supervivencia
de los trofozoitos cuando son expuestos a peréxido de hidrégeno o al choque
térmico (Cervantes-Velazquez, 2020). La reparacion del dafio a la membrana
plasmatica de E. histolytica mediada por aSMasas permite clasificar a esta actividad
como un determinante de virulencia debido a que protege al parasito durante el
proceso infectivo, y le proporciona tolerancia al ambiente extracelular ocasionado
por diferentes factores de hospedero tales como péptidos antimicrobianos,

complemento y estrés oxidativo (Ramirez-Montiel y col., 2019).

Las SMasas bacterianas presentan actividad hemolitica hidrolizando Ia
esfingomielina de la membrana de los eritrocitos (Oda y col., 2010; Flores-Diaz y
col., 2016). En E. histolytica la sobreexpresion del gen EhaSM6 en la cepa virulenta
HM1 se ve reflejada en una mayor actividad secretada de aSMasa asociada con un
incremento de la capacidad de lisis, fagocitosis y digestion de eritrocitos humanos
por parte del parasito, sugiriendo su participacion como un factor de virulencia
(Ramirez-Montiel F,2020). La sobreexpresion del mismo gen en cepas de baja
virulencia (UG10 y G3) derivadas de la cepa virulenta HM1 con el mismo fondo
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genético se ve reflejada, también, en una mayor actividad secretada de aSMasa y
en un incremento en la lisis, fagocitosis y digestién de los eritrocitos, aunque el
incremento de su virulencia in vitro es menor en comparacion con la cepa parental
virulenta HM1 (Rivera-Cuéllar, 2019).

Para corroborar su participacién como un factor de virulencia, en el presente trabajo
se evalud la actividad de aSMasa vy la virulencia en una cepa con diferente fondo
genético. La cepa Rahman es una cepa no-patdégena que fue aislada originalmente
en Inglaterra en 1973 de un paciente asintomatico (Davis y col., 2006), mientras que
la cepa HM1 fue aislada en México de un paciente sintomatico (Diamond y col.,
1978). A diferencia de la cepa HM1, Rahman no forma abscesos hepaticos en
modelos animales, presenta actividad citotoxica reducida sobre células epiteliales

in vitro y presenta una baja eritrofagocitosis (Davis y col., 2006).

La sobreexpresion de genes en E. histolytica es una herramienta valiosa para
determinar si un gen de interés tiene impacto en la virulencia del parasito (Meyer y
col., 2016; Urquieta-Ramirez y col., 2018; Ramirez-Montiel y col.,2019), por lo que
se empled la cepa avirulenta Rahman de E. histolytica que sobreexpresa el gen
EhaSM6 obtenida en el grupo de trabajo, para determinar la participacion de la
actividad de aSMasa secretada en la virulencia in vitro. La cepa sobreexpresante
Rh-SM6HA incremento 6.5 veces el nivel del transcrito en comparacion con la cepa
parental (Rahman) (Ramirez-Montiel F, 2020). El incremento en la cepa
sobreexpresante esta en el intérvalo que se ha descrito para amibas
sobreexpresantes de diferentes genes (Matthiesen y col., 2013; Meyer y col., 2016;
Urquieta-Ramirez y col.,2018). La sobreexpresion de este gen en la cepa Rahman
mostré un incremento de la actividad secretada aproximadamente dos veces en
relacion con la cepa parental, incremento similar a lo reportado para las cepas G3 y
UG10 que sobreexpresan el mismo gen, pero que tienen diferente virulencia
(Ramirez-Montiel, 2015; Rivera-Cuellar, 2019).
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La actividad hemolitica de la aSMasa secretada en la cepa sobreexpresante Rh-
SM6HA se realiz6 a pH neutro, donde la aSMasa no presenta actividad. Sin
embargo, se reportd que, en una pastilla celular de trofozoitos, la secrecién de la
aSMasa, al estar en lisosomas, genera su propio microambiente acidico para su
actividad enzimatica y para su actividad hemolitica (Ramirez-Montiel y col., 2019;
Ramirez-Montiel, 2020). Los resultados sugieren que la aSMasa6 en la cepa
Rahman participa en la actividad hemolitica, independientemente del fondo genético

y de la viruencia de la cepa de E. histolytica.

La fagocitosis es una de las principales funciones celulares que determina la
virulencia de E. histolytica (Orozco y col., 1983). En el lumen intestinal las amibas
pueden fagocitar bacterias, eritrocitos y desechos celulares que sirven como
nutrientes. Las amibas al ser activamente fagociticas de este tipo de células se han
correlacionado los procesos de endocitosis con la virulencia del parasito (Orozco y
col., 1983). El tratamiento con aSMasa provoca la formacion de la ceramida en
eritrocitos e induce la exposicion de la fosfatidilserina (Lang y col., 2010), la cual
actua como una senal de fagocitosis (Pomorski y col., 2006), lo que desencadena
la reorganizacion del citoesqueleto y la formacion de un fagosoma por invaginacion
de membrana (Brown, 1995). Por ejemplo, se ha reportado que E. dispar promueve
una menor exposicion de la fosfatidilserina en comparacion a la cepa HM1, lo cual
se ve reflejado en una disminucion de la fagocitosis de eritrocitos (Boettner y col.,
2005). Por lo que se sugiere que a pesar del déficit de fagocitosis que presenta la
cepa Rh-HA, al sobreexpresar el gen que codifica para la aSMasa6 se podria

favorecer el proceso de eritrofagocitosis

Una consecuencia de la fagocitosis es la digestion de los compuestos internalizados
en el fagolisosoma amibiano (Mora-Galindo y col., 2004; Okada y col., 2005). Luego
de la internalizacion y formacién de la fagolisosoma, el eritrocito podria ser
degradado por proteasas acidas (Vieira y col., 2002; Kinchen y Ravichandran, 2008;
Fairn y Grinstein, 2012) y por la aSMasa (Ramirez-Montiel, 2020). De manera que,

la sobreexpresion del gen EhaSM6 pudiera estar contribuyendo la digestién de los
I ———
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eritrocitos en las amibas a una mayor velocidad independiente del fondo genético.
No obstante, en las cepas de diferente fondo genético podrian estar implicadas otras

moléculas en el proceso de digestion.

La cepa sobreexpresante Rahman mostré un incrementé de la actividad secretada
de aSMasa, como se comento anteriormente, esto se vio reflejado en su capacidad
de lisar, fagocitar y digerir eritrocitos, mientras que dichas caracteristicas en la cepa
parental se presentan en niveles bajos (Davis y col., 2006). Los antecedentes
directos y los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren fuertemente que

la aSMasab6 es un factor de virulencia in vitro de E. histolytica.

Considerando toda la informacion obtenida en el grupo de investigacion, incluyendo
los resultados del presente trabajo, la aSMasa6 presenta una actividad dual,
actuando como factor (actividad litica) y determinante (reparacion de membrana) de

virulencia de E. histolytica.
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9. CONCLUSIONES

La sobreexpresion del gen que codifica para la aSMasa6 incrementa la

actividad secretada de aSMasa, independientemente del fondo genético y de

la virulencia de la cepa de E. histolytica.

@

Existe una correlacién entre la actividad de aSMasa secretada y la virulencia

de las cepas de E. histolytica.

& La sobreexpresion del gen EhaSM6 en la cepa Rahman de diferente fondo

A,

genético, incrementd la actividad hemolitica, fagocitosis y digestion de

eritrocitos, sugiriendo su participaciéon como factor de virulencia.
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10. PERSPECTIVAS

» Evaluar el proceso de exocitosis de lisosomas, formacion de endosomas y
viabilidad de la cepa Rahman en presencia de diferentes agentes

perturbadores de la membrana plasmatica.

» Evaluar el efecto de la sobreexpresion del gen que codifica para la aSMasa6
sobre la reparacion del dafio a la membrana plasmatica en la cepa Rahman

de E. histolytica.

. ________________________________________________________________________
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