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RESUMEN:

Blastocystis es un stramenopile o cromista, pleomdrfico no mévil. Se han identificado diecinueve subtipos de este organismo
(ST1-ST19). Tiene una presencia a nivel mundial. Este microorganismo tiene un metabolismo intermediario anaerébico. Un
aspecto interesante de la bioquimica de este stramenopile estd dado por la presencia de organelas similares a mitocondrias
con un conjunto de rutas: cadena de fosforilacién oxidativa incompleta, ciclo de Krebs parcial, metabolismo de 4cidos grasos
(anabolismo y catabolismo), metabolismo de aminodcidos y ensamblaje de proteinas con centros hierro/azufre. El tratamiento se
ha basado tradicionalmente en metronidazol y otros imidazoles. Sin embargo, hay un niimero creciente de cepas resistentes a esos
medicamentos. La reciente obtencién del genoma nuclear y los estudios bioquimicos, protedmicos, metabolémicos, interactdmicos
permitirdn el desarrollo racional de nuevos firmacos curativos. El objetivo de esta revisién es describir el metabolismo de Blastocystis
spp-

PALABRAS CLAVE: : Blastocystis , metabolismo, metronidazol.

ABSTRACT:

Blastocystis is a stramenopile or chromist, nonmobile pleomorphic. Nineteen subtypes of this organism (ST1-ST19) have been
identified worldwide. This microorganism has an intermediate anaerobic metabolism. An interesting aspect of the biochemistry
of this stramenopile is given by the presence of mitochondrial-like organelles with a set of pathways: incomplete oxidative
phosphorylation chain, partial Krebs cycle, fatty acid metabolism (anabolism and catabolism), amino acid metabolism and protein
assembly with iron / sulfur centers. Treatment has traditionally been based on metronidazole and other imidazoles. However,
there are a growing number of strains resistant to these drugs. The recent obtaining of the nuclear genome and the biochemical,
proteomic, metabolomic and interactomic studies will allow the rational development of new curative drugs. The objective of this
review is to describe the metabolism of Blastocystis spp.

KEYWORDS: Blastocystis , metabolism, metronidazole.

INTRODUCCION

Blastocystis es un organismo polimoérfico, siendo las formas vacuolares, granular, ameboide y quistica son las
mds frecuentes, aunque, las avacuolares, multivacuolares y aquellas con inclusiones filamentosas también se

I'CCOHOCCD.(1’2’3’4’5’6’7’8’9)
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El ciclo de vida de este microorganismo, asi como sus fuentes y mecanismos de transmisién no
son totalmente conocidos; al respecto, las establecidas son: la via fecal-oral, la ingestion de agua y

alimentos contaminados y la transmisién zoonética,1%1112131415) Eqed presente en todo el mundo, siendo el

stramenopile el que més afecta a los humanos,1617:18:19:2021.22:23.24.25.26.27.28.29.30)

Blastocystis ha sido considerado como material vegetal, hongo, flagelado o protozoo.(s’ 6.313233) £y 1996,
el andlisis molecular de la subunidad pequena del rRNA (SSU-rRNA) y del factor de elongacién 1a,

mostr6 que podria incluirse enheterokontophyta.(34’ 35) Estudios posteriores, empleando multiples secuencias
moleculares de ocho genes, confirmaron su clasificacién taxonémica como estramenopile.*®)

Una caracteristica distintiva de estramenopile es la presencia de un flagelo que le proporciona movilidad
en alguna fase de su ciclo vital; contradictoriamente, Blastocystis no tiene flagelo. Este microorganismo se
ha relacionado con la enfermedad gastrointestinal humana, conocida como blastocystosis o enfermedad de

Zierde-Garavelli.?> 27 37) Ademds, se ha asociado con el sindrome de intestino irritable, urticaria, colitis

ulcerosa, cincer y artritis, 3% 38:39,40.41,42,43,44)

Una particularidad de su bioquimica estd dada por la presencia de organelas similares a mitocondrias
(MLOs). En MLOs, las propiedades de organismos acrdbicos y anaerdbicos coexisten de manera simultdnea,
brinddndole una extraordinaria capacidad para adaptarse, debido a la “plasticidad” de su metabolismo, lo que

le confiere: resistencia al estallido respiratorio, adaptacién a microambientes libres de oxigeno o a la presencia

de este, gracias a la oxidasa alternativa (AOX), entre muchas otras cualidades.(*>40)

DESARROLLO
Metabolismo intermediario
En 2011, se propuso una reconstruccion de las vias metabdlicas del ST7 de Blastocystis en MLOs con el

uso de los algoritmos MitoProt y MitoPred,*”) lo que permiti6 la verificacién de 365 proteinas diferentes en
estas organelas con propiedades mixtas: dehidrogenosomas (metabolismo fermentativo) y de mitocondrias
(metabolismo respiratorio). Trabajos previos, solo predijeron 110 proteinas en las MLOs, sin lograr el
reconocimiento de las secuencias de sefial de importacion hasta las mitocondrias ubicadas en el extremo
amino terminal.*”) varias rutas predichas se indican a continuacién: (45)

a) La conversién del piruvato en Acetil-CoA, por el complejo de deshidrogenasa (PDH), ferredoxina
oxidorreductasa (PFOR) o NADP. oxidorreductasa (PNO).

b) El Acetil-CoA se convierte en Succinato CoA transferasa (ASCT) y podria permitir la produccién de
ATP.

c) El piruvato podria seguir varias rutas, que potencialmente usan los complejos Iy II de la cadena
de transporte de electrones para producir succinato (y propionato) y participar en el mantenimiento del
equilibrio de 6xido-reduccién (redox).

d) Metabolismo de 4cidos grasos.

e) Metabolismo de aminoacidos.

f) Rutas para el ensamblaje de proteinas con centros hierro/azufre.

g) Maquinaria de importacién en organelas similares a mitocondrias.

h) Enzimas contra el estrés oxidativo: superéxido dismutasa (SOD), AOX, glutation reductasa (GR)
y glutatién peroxidasa (GPx), el papel del glicerol 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH) no ha sido

determinado.®>

i) Ciclo de la urea.¥”)

j) Produccién del propionatos.®”
De las 365 proteinas predichas con la combinacién de los dos algoritmos, un total de 299 presentaron
una secuencia de sefial de importacién, mientras que para las 66 proteinas restantes se sugiere un mecanismo

diferente de importaci(')n.(45>
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Metabolismo de los dcidos grasos de Blastocystis

Anabolismo de 4cidos grasos

Una de las diferencias cruciales entre el metabolismo de los dcidos grasos de mamiferos y el de Blastocystis es
su ubicacién subcelular diferente: en humanos y hongos ocurre en el citosol (anabolismo de 4cidos grasos), en
plantas ocurre en cloroplastos; mientras que, en el cromista, se produce en las MLOs. El principal precursor
de la biosintesis de 4cidos grasos es el malonil-CoA (figura 1), derivado a su vez del Acetil-CoA. En este paso
donde se produce la regulacién de la via anabdlica, la enzima limitante de la tasa metabdlica es la acetil-CoA

carboxilasa, responsable de la transferencia de un dtomo de carbono derivado del CO. hasta el sustrato, que

(48) Egta enzima fue predicha para Blastocystis; sin embargo, hay otras enzimas

)

requiere del cofactor biotina.

del metabolismo de los 4cidos grasos que no fueron predichas.®
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FIGURA 1

Anabolismo de dcidos grasos en las MLOs de Blastocystis spp Fuentes
Denoeud et al 201145 Vielma y ChacinBonilla 20206 Enzimas no predichas

Figura 1. Anabolismo de dcidos grasos en las MLOs de Blastocystis spp. Fuentes: Denoeud ez al., 201 ;%)
Vielma y Chacin-Bonilla, 20209, 2= Enzimas no predichas.

Los dcidos grasos tienen cuatro funciones metabdlicas trascendentes en las células de los mamiferos:
forman parte de estructuras mas complejas, como los fosfolipidos y los glucolipidos que son moléculas
que estructuran la membrana celular debido a su cardcter anfipdtico. Se unen a las proteinas, facilitando
su insercién en la bicapa lipidica de la membrana celular. Los 4cidos grasos se usan como combustible
metabdlico de reserva almacenando triacilgliceroles (triésteres del glicerol). Ademds de actuar como
mensajeros intracelulares.®)

En 1994, se demostré que el microorganismo tiene la capacidad de sintetizar la mayoria de los lipidos
celulares de novo, sugiriendo que adquiere colesterol libre y ésteres de colesterol intactos, directamente
del medio de crecimiento. Mediante marcaje radiactivo, las cepas axénicas de Blastocystis incorporaron el

isétopo32P agregado al medio como ortofosfato, hasta una serie de fosfolipidos que incluyeron esfingomielina,
cardiolipina, 4cido fosfatidico, fosfoglicéridos de colina, etanolamina, serina e inositol y algunos otros
fosfolipidos menores. El palmitato radiactivo y el glicerol proporcionados al medio de crecimiento,
introdujeron radiomarcadores en diacilgliceroles, triacilgliceroles y todos los principales fosfoglicéridos
encontrados. El palmitato es un 4cido graso importante de los ésteres de colesterol en Blastocystis, pero la
variante radioactiva no entré en ese grupo. El colesterol y los ésteres del colesterol, no se marcaron cuando

las células se cultivaron en presencia de glucosa radioactiva, 4cido mevalénico o mevalonolactona.*)
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Hay hallazgos muy interesantes en aislamientos de Blastocystis obtenidos de humanos y avestruces, en
relacién con la acumulacién de grandes cantidades de lipidos por las formas vacuolares del ST4, aislado WR1
en aves, lo que podria tener profundas implicaciones en la transmisién zoonética.®Y

Del enfoque protedmico realizado a 2.766 proteinas, se destacé el papel de una pequena proteina de unién
a GTP del factor de ribosilacién del ADP, involucrado en el trafico intracelular, como principal regulador de
la biogénesis de vesiculas celulares y de otra proteina tipo canal selectivo para aniones voltaje dependiente.®*”)

B-oxidacion de dcidos grasos

En las células de mamiferos, la separacién entre la B-oxidacion de los dcidos grasos en las mitocondrias
y la biosintesis en el citosol permiten que cada proceso se controle individualmente y se integre con
los requerimientos especificos del tejido. Cada paso en la oxidacién incluye derivados de Acil-CoA, y es
catalizado por enzimas que usan NAD. y FAD, generando gran cantidad de ATP, lo que favorece el equilibrio
energético celular, ya que esta energia se utilizard en multiples procesos metabélicos. La B-oxidacion de los
dcidos grasos en mamiferos es un proceso aerébico. Antes de que los 4cidos grasos se puedan catabolizar, estos
deben convertirse en un intermediario activo, siendo el inico paso en el catabolismo completo de un 4dcido
graso, que necesita energfa del ATP. En presencia de ATP y de coenzima A, la enzima Acil-CoA sintetasa
(tioquinasa) cataliza la conversion de un 4dcido graso en "dcido graso activo” o Acil-CoA, lo que utiliza un
fosfato de alta energia con la posterior formacién de AMP'y PPi.“®)

En la f-oxidacion, dos dtomos de carbono se separan de las moléculas de Acil-CoA, comenzando en el
extremo carbonilo. La cadena se rompe entre los 4tomos de carbono a (dos) y B (tercer carbono), de ahi el
nombre -oxidacion. Las dos unidades de carbono que se forman son Acetil-CoA, cuyo nimero de dtomos
de carbono en el 4cido graso determinard la cantidad de moléculas que se formen. Una modificacién de -
oxidacién en humanos, se encuentra en los peroxisomas y conduce a la formacién de Acetil-CoA y H.O. (la
deshidrogenasa unida a flavoproteina). Este es el tltimo producto que se desintegra en agua y oxigeno por la

accién de la catalasa. Por lo tanto, esta deshidrogenacién en los peroxisomas no estd directamente relacionada

con la fosforilacién oxidativa y la generacién de ATP.4®)

B-oxidacion de dcidos grasos en Blastocystis

En la via catabdlica, se destacan dos enzimas importantes de la f-oxidacién de dcidos grasos no predichas
por los algoritmos MitoPred y MitoProt (el equivalente de la deshidrogenasa de Acil-CoA yla tiolasa
presentes en mamiferos) (figura 2). La hipétesis de una regulacién diferente a la observada en humanos,
puede inferirse en el caso deBlastocystis; donde las dos rutas (anabolismo y catabolismo) coexisten en la
misma organela y, en este mismo sentido, la interpretacién de las diferencias entre estos metabolismos
posibilitan referir un posible papel patégeno y permitir el disefio racional de nuevas drogas curativas contra

Blastocystis. ™)
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Poxidacion de dcidos grasos en Blastocystis Fuentes Denoeud et al 201145 Vielmay
ChacinBonilla 20206 Enzima no predicha por los algoritmos utilizados LCACS AcilCoA
sintetasa de cadena larga ECH enoil CoA reductasa HCDH 3hidroxiacil CoA deshidrogenasa

Figura 2. 8-oxidacién de dcidos grasos en Blastocystis. Fuentes: Denoeud ez al., 201 1,%) Vielma y Chacin-

Bonilla, 2020, ? = Enzima no predicha por los algoritmos utilizados; LC-ACS = Acil-CoA sintetasa de
cadena larga; ECH = enoil-CoA reductasa; HCDH = 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa.

Equilibrio redox

La oxidacién bioldgica se define como la pérdida de electrones o la ganancia de protones; mientras
que, la reduccion es la ganancia es el proceso inverso. En los sistemas vivos, estas reacciones ocurren
simultineamente, cuando un sustrato se oxida, el siguiente se reduce y viceversa; siempre que la reaccién se
acople a cuatro tipos principales de enzimas oxidorreductasas: oxidasas, deshidrogenasas, hidroperoxidasas
y oxigenasas. De manera similar, en las reacciones redox, el cambio en la energia libre es proporcional a la
tendencia de los reactivos a donar o aceptar electrones. De esa manera, expresa el cambio de energfa libre
en términos de AGO# y es posible expresarlo numéricamente como un potencial redox (E#0) de manera
anéloga.(48)

En cualquier sistema vivo debe haber necesariamente un equilibrio redox y energético. Este tltimo
es medido como la cantidad de moléculas de ATP disponibles y equivalentes reductores NADPH que
constituyen la moneda energética celular. En el primero, se almacena como enlaces fosfato de alta energia
y como potencial redox en el caso del NADPH. Esta tltima molécula se genera principalmente en la rama
oxidativa de la via de las pentosas fosfato, mediante la catilisis de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la
6-fosfogluconato deshidrogenasa. En mamiferos, la via de las pentosas fosfato es activa en higado, tejido
adiposo, corteza suprarrenal, tiroides, eritrocitos, testiculos y glindulas mamarias durante la lactancia. Los

tejidos en los que la via estd activa usan NADPH en sintesis reductoras, por ejemplo: dcidos grasos, esteroides,
aminoécidos por glutamato deshidrogenasa y glutation reducido.*®)

Existen otras enzimas que generan poder redox en forma de NADPH, como la enzima mélica y la malato
deshidrogenasa, que son utiles parala biosintesis.*8) En Blastocystis, la ruta de la pentosa fosfato y la actividad
especifica de las enzimas generadoras de NADPH han sido poco estudiadas. Su posible patogenicidad le
podria asociar con el dafo al intestino grueso por estrés oxidativo y ser una posible causa del sindrome de

intestino irritable y urticaria.
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Radicales libres

Un radical libre es un 4tomo o molécula con un solo electrén no apareado. Ejemplos: 6xido nitrico
(.NO), anién superdxido (02 **), radical hidroxilo (.OH), radical lipoperéxido (LOO.). Aunque el oxigeno
molecular (O.) tiene dos electrones aislados en diferentes orbitales, no es un radical libre. Sin embargo, el O.
reacciona ripidamente con la mayoria de los radicales, formando a su vez otros radicales libres, que son més
)

La mayorifa de los radicales que se producen 77 vivo son especies reactivas de oxigeno (ROS) o especies
reactivas de nitrégeno (RNS). Los RNS incluyen peroxinitrito (ONOO.), mondxido nitrico (NO) y

reactivos y causan oxidacién selectiva de lipidos, proteinas o moléculas de ADN. 51525354

di6xido de nitrégeno (NO..). Los organismos aerdbicos han desarrollado un complejo sistema de defensa
antioxidante para combatir los efectos destructivos de los productos de O.. Desafortunadamente, este sistema
de defensa no es perfecto y siempre se produce algiin dafio molecular, que conduce a enfermedades y

envejecimiento.(s1’52’53’54)

La transferencia de un solo electrén al O. genera el radical libre anién superéxido (O. ), con potencial
danino, lo que resulta en reacciones en cadena de formacién de un mayor niimero de radicales libres
(estrés oxidativo), lo cual amplifica sus efectos destructivos (dafio oxidativo producido en proteinas, DNAy
lipoperoxidacion). La facilidad con la que se puede formar O. " a partir del oxigeno en los tejidos y la presencia
de SOD, siendo la enzima de cuya eliminacién depende de todos los organismos aerébicos, indicando que la
toxicidad potencial del O. se debe a su conversiéon en O. . El anién superdxido se forma cuando las flavinas
reducidas presentes (como la xantina oxidasa) sufren una oxidacién de forma univalente por accién del O..#%)

El oxigeno inicialmente sufre una reduccion de un solo electrén para producir el O. 7, que se dismuta en
H.O. o se combina con .NO para formar ONOO., que también puede degradarse en .OH o un metabolito
toxico similar. ELH.O. se convierte en .OH en presencia de un metal de transicién como el hierro.®¥ E1.OH
es el mas electrofilico y reactivo de los radicales de oxigeno, con una vida media de aproximadamente 107
segundos y puede reaccionar inmediatamente en el sitio de su formacién, danando casi cualquier molécula
cercana. La reactividad de .NO es bastante baja, pero reacciona con O., produciendo ONOO., que es un
oxidante potente, capaz de reaccionar con proteinas, lipidos y ADN. 2
Estrés oxidativo en Blastocystis
(

una paradoja debido a su metabolismo principalmente anaerébico; sin embargo, esta enzima es fundamental

Blastocystis tiene el gen sod y la SOD se puede encontrar en su secretoma. ) Este hecho puede parecer

para que el cromista resista las fluctuaciones en los niveles de oxigeno en los diferentes microambientes que
este coloniza. La Figura 3 muestra el equilibrio redox en Blastocystis (figura 3). En 2011, se identifico
teéricamente el gen que codifica una AOX que podria ser el receptor de electrones terminales de los
complejos I y II, permitiendo la adaptacién al estrés generado por el oxigeno y manteniendo el equilibrio
NADPH/NADDP., similarmente al caso Cryptosporidium pdrvum.(ss’%) Esahipétesis fue validadaen 201 8,67
demostrando que en Blastocystis las células respiran oxigeno a través de esta AOX (figura 3).
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FIGURA 3

Balance redox en Blastocystis spp Fuentes Denoeud et al 201145 Vielma y ChacinBonilla
20206 MLO orginulos de tipo mitocondrial AOX oxidasa alternativa SOD
super6xido dismutasa GR glutation reductasa GPx glutation peroxidasa GPx G3PDH
glicerol3fosfato deshidrogenasa G3P glicerol3fostato DHAP dihidroxiacetona fosfato

Figura 3. Balance redox en Blastocystis spp. Fuentes: Denoeud ez 4l., 201 1, Vielma y Chacin-Bonilla,

2020. MLO = organulos de tipo mitocondrial, AOX = oxidasa alternativa, SOD = superéxido dismutasa,
GR = glutatién reductasa, GPx = glutatién peroxidasa (GPx) G3PDH = glicerol-3-fosfato deshidrogenasa,
G3P = glicerol-3-fosfato, DHAP = dihidroxiacetona fosfato.

Las oxidasas alternativas son enzimas energéticamente derrochadoras, por no ser un motivo protdnico y
liberar energfa en forma de calor, pero se consideran involucradas en los mecanismos de proteccién contra
el estrés oxidativo. Una estrategia combinada de clonacién, expresion y purificacién de AOX, ensayos de
actividad especifica, Western blot, inmunolocalizacién, respirometria de alta resolucién y modelado de
proteinas demostraron que los residuos funcionales se conservan en la AOX de Blastocystis al ser alineados
con secuencias AOX de Trypanosoma brucei y Sauromatum gutmtum.(57)

El modelo de homologia de AOX de Blastocystis se obtuvo a partir de la estructura cristalina de la oxidasa
alternativa deTrypanosoma. La AOX se enriquece en fracciones mitocondriales, segin analisis de Western
bloty dela electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE para extractos proteicos de células completas,
fracciones mitocondriales y citosélicas tenidas con azul de Coomassie. Se demostr la absorcién de oxigeno
por la AOX de Blastocystis, utilizando una proteina recombinante obtenida Escherichia coliy la AOX resulta
sensible al 4cido salicilhidroxédmico y a los inhibidores de tenoiltrifluoroacetona.”

En general, esos resultados "sugieren que Blastocystis puede hacer frente a las fluctuantes concentraciones
de oxigeno, que podria encontrar en el intestino humano, y podria describirse mejor como un microaeréfilo.
Sin embargo, considerando su metabolismo energético independiente del oxigeno, en general, parece poco
probable que el intestino disbidtico de los pacientes con sindrome de intestino irritable sea un hébitat
adecuado para este anaerobio”.””)

Importacién de proteinas hasta mitocondrias en mamiferos

En los mamiferos, al menos una docena de polipéptidos involucrados en el transporte de electrones
mitocondriales estan codificados por el genoma mitocondrial y se sintetizan en esta organela. Sin embargo,
la gran mayoria de los polipéptidos que residen en las mitocondrias estdn codificados por genes nucleares

y se sintetizan fuera de estos en los polirribosomas citosélicos, por lo que es necesario la existencia de una
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maquinaria de importacién. En este proceso se reconocen las secuencias previas y aquellas de senales de
q p p p Yy aq

importacion, para que cada cadena de polipéptidos alcance su ubicacién celular especiﬁca.(48)

Varias mutaciones de las subunidades F1 de la ATPasa han permitido conocer en detalle este proceso. Las
proteinas de la matriz mitocondrial deben pasar de los polirribosomas citosélicos a través de las membranas
mitocondriales internas y externas para llegar a su destino mediante la translocacién. Los polipéptidos
recién sintetizados tienen una secuencia lider amino terminal (secuencia previa) integrada por de 20 a 50
aminoacidos con caracteristicas particulares: anfipatico por contener aminodcidos hidréfobos y con cargas
positivas del tipo de lisina o arginina. La presecuencia es equivalente al péptido senal que media la fijacién
de los polirribosomas a las membranas, dirigiendo los polipéptidos nacientes hacia la matriz mitocondrial.
La translocacidn ocurre postraduccionalmente, las interacciones con proteinas citosdlicas que actilan como
chaperonas y como factores de direccién ocurren antes de la translocaciéon en dos posibles complejos: TOM
(translocasa de la membrana externa) y TIM (translocasa de la membrana interna).®)

La importacién de proteinas en las mitocondrias a través de la membrana interna requiere una fuerza
protén motriz, pues existe carga negativa en la matriz. La presecuencia se divide en la matriz por medio de
una proteasa de procesamiento de matriz (MPP). El contacto con otras chaperonas presentes en la matriz es
esencial para completar el proceso general de importacién.(48)

Maquinaria de importacién a organelas similares a mitocondrias en Blastocystz’s spp-

La presencia de variantes del mecanismo de importacién de proteinas TIM/TOM parece ser comtn
a todos los tipos de MLOs con diferentes niveles de complejidad.(58’59’60) En 2008, se identificaron
varias proteinas de la maquinaria de importacion TIM/TOM en Blastocystis, identificando una proteina
metaloproteasa 1 que podria tener misma funcién (figura 4). Esta caracteristica es distintiva del metabolismo
demamiferos.*”)

La descripcién de la maquinaria de importacién de MLOs en Blastocystis spp se obtuvo usando
una combinacién de bioinformdtica, complementacién genética y el andlisis de microscopia de
inmunofluorescencia, demostrando que funciona como un Tom70 tipico en MLOs de Blastocystis. La
presencia de Tom70 en diferentes linajes expande el espectro evolutivo de eucariotas que contienen esta
proteinay sugiere que forma parte del aparato de importacién de proteina mitocondrial central del eucariota

ancestral comun.©)
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FIGURA 4A
Magquinariade importacién de proteinas hasta las MLOS en Blastocystis spp Modelo propuesto por
Stechmann et al en 200847 Vielma y ChacinBonilla 20206 Figura 4B Maquinaria de importacién
hasta las MLOs en Blastocystis spp Fuentes Denoeud et al 201145 Vielma y ChacinBonilla 20206
MP1 metaloproteasa 1 TIM translocasa de membrana interna TOM translocasa de membrana externa

Figura4A. Maquinariade importacién de proteinas hastalas MLOS en Blastocystis spp. Modelo propuesto
por Stechmann ez al., en 2008,“”) Vielma y Chacin-Bonilla, 2020. Figura 4B. Maquinaria de importacién
hasta las MLOs en Blastocystis spp. Fuentes: Denoeud ez 4l., 201 1, Vielma y Chacin-Bonilla, 20209, MP1
= metaloproteasa 1, TIM = translocasa de membrana interna, TOM = translocasa de membrana externa.

TOM 70 solo se habia identificado en hongos y animales, pero en el ano 2011, se identificé como pieza
clave de la maquinaria de importacién mitocondrial en Blastocystis.®") En el afio 2020, se detecté en pardsitos
de la familia Trypanosomatidae, posibilitando establecer un reemplazo en el motor de importacion de la
membrana mitocondrial interna (PAM) de los tripanosomas designado como JPam18.¢?

Metabolismo del piruvato

En las células de mamiferos, el piruvato es el principal producto terminal en el glicélisis. Este se oxida
hacia CO. y agua en condiciones aerébicas, donde el oxigeno constituye el aceptor final de electrones en la
cadena de transporte de electrones de las mitocondrias. Cuando hay una falta de oxigeno, la reoxidacién
mitocondrial del NADH formado durante la glicélisis se altera, reduciendo el piruvato a lactato. La gliclisis
puede ocurrir en condiciones anaerdbicas, pero limita la cantidad de ATP formado por cada mol de glucosa
oxidada (2 mol de ATP en anacrobiosis y 32 mol de ATP en condiciones aerébicas por cada mol de glucosa
oxidada respectivamente). En levaduras y algunos otros microorganismos, el piruvato formado en la glicélisis
anaerdbica no se reduce a lactato, sino que se descarboxila y se reduce a etanol.(*8)

La encrucijada del piruvato en Blastocystis
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Los protistas y hongos "amitocondriados” contienen organelas unidas a la doble membrana y derivados
de mitocondrias.®® Estas se clasifican en dos tipos: hidrogenosomas o mitosomas anaerobios productores
de ATP, sin un papel obvio en el metabolismo energético.””) La presencia del genoma mitocondrial que
codifica los componentes tipicos de la cadena de transporte de electrones en los MLOs de Blastocystis insintia
propiedades bioquimicas de tipo mitocondrial. Mientras que, la probable localizacién de [Fe-Fe] hidrogenasa
y PFOR en la misma organela sugiere més el metabolismo hidrogenosémico. Una diferencia importante
entre los MLOs de Blastocystis y otros hidrogenosomas y mitosomas conocidos estd dada por la presencia del
complejo PDH.4 %)

La conversion de piruvato en Acetil-CoA a través del complejo de la PDH o PFOR es posible. La PFOR
reduce la flavodoxina y la [Fe-Fe] hidrogenasa, oxida la flavodoxina con la produccién concomitante de
hidrégeno molecular; sin embargo, no se ha demostrado la produccién de hidrégeno para B[ﬂSIOC_)/SZ‘iS.<47)
La Acetil-CoA es convertida por la ASCT en acetato (lo que atin no ha sido comprobado), pero se logré
identificar una Acetil-CoA hidrolasa similar a la ASCT en hidrogenosomas de Trichomonas.®

En 2011, se ampliaron los detalles de la encrucijada del metabolismo del piruvato debido a la secuenciacién
completadel genoma nuclear del ST7. Enlos MLOs es probable que haya tres formas de producir Acetil-CoA
a partir de piruvato respaldado por la presencia del complejo PDH y PFOR: NADP. oxidorreductasa. Las
mitocondrias de Euglena gracilis incluyen esta caracteristica que proporcionan adaptabilidad a varios niveles
de oxigeno.(

En 2011, se “identificaron las 20 subunidades del complejo I en MLOs (diez estdn codificados por
el genoma MLOs y diez por genes nucleares). De igual forma, fueron detectadas las cuatro subunidades

) Lo que también podria ocurrir en Blastocystis.

codificadas nuclearmente del complejo II de la cadena respiratoria mitocondrial y este complejo podria

funcionar de dos maneras (a través de succinato deshidrogenasa o fumarato reductasa)”.®® Sin embargo,
“no se identifica ningtin gen que codifique complejos de subunidades III y IV o ATP sintasa, encontrando
componentes del ciclo de Krebs, involucrados con el complejo II (fumarato reductasa), en la respiracion del
fumarato”. (¢

Implicaciones potenciales de los hallazgos de la bioquimica de Blastocystis

Lo expuesto conduce a la hipétesis del posible rol patdgeno del cromista. El hecho de contar con un
metabolismo anaerdbico o microaeréfilo con rutas bioquimicas en MLOs disimiles en cuanto a estructura
y posibles mecanismos de regulacién permitirian (desde una concepcién tedrica) el desarrollo y sintesis de
nuevos fdrmacos, con actividad frente a los diferentes subtipos (genotipos) y aislados (cepas) de Blastocystis
spp- Esos medicamentos deberfan reunir un conjunto de caracteristicas: generar una cura radical (la
eliminacién del estramenopile), su accién serdn las enzimas limitantes de tasa en las rutas metabélicas antes

senaladas como un inhibidor no competitivo, tener efectividad en dosis bajas, no generar efectos secundarios
)

El metronidazol y otros imidazoles relacionados constituyen la mejor opcién terapéutica frente a la
(5.6)

indeseables en el humano y ser de administracién oral.>:¢¢¢

infeccién por Blastocystis spp. No obstante, se ha observa un incremento en la resistencia a estos firmacos.
Por consiguiente, explotar diferencias estructurales (secuencias de residuos de aminoacidos) en enzimas de
Blastocystis es una eleccién 16gica para el disefio racional de futuros firmacos.

En un experimento con ratones infectados de Blastocystis, se pudo evidenciar un efecto sinérgico de la
atorvastatina (AVA) y el metronidazol (MTZ) con una estrategia que incluyd: estudios histopatoldgicos,
parasitoldgicos y de microscopia electrénica de transmision. Los regimenes de AVA (20 y 40 mg/kg de peso)
demostraron ser eficaces contra las infecciones por Blastocystis, dosificando la administraciéon en 10 mg/Kg
de peso del animal de MTZ.7

Las mayores reducciones (98,1% y 99,4%) fueron registradas en grupos de tratamientos combinados de
AVA 20-40 mg/Kgy MTZ 10 mg/Kg, esos investigadores observaron que Blastocystis fue casi erradicado a
los 20 dias después de la infeccién. El analisis por genotipos reveld que el genotipo I era el més susceptible;
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mientras que, el genotipo III resulté menos susceptible. Los estudios histopatoldgicos y ultraestructurales
revelaron cambios apoptdticos en el microorganismo y una mejoria en los dafios intestinales, lo que fue més
notables en los grupos de terapia combinada.?”)

Al abordar el paradigma en el estudio de Blastocystis que estd relacionado con su papel en el microbioma
intestinal. Hallazgos recientes en seres humanos han mostrado cambios asociados directamente con el
estramenopile en la composicién de la microbiota bacteriana, pero no se define si estos ocurren debido a la

presencia de Blastocystis o como resultado de un proceso inmunoldgico innato, consistente con inflamacién

(vasodilatacién, edema, rubor, dolor, aumento de la temperatura local).(##¢770)

Un equipo investigadores Mexicanos evalud la microbiota y la eucariota fecal bacteriana en 156 adultos
asintomdticos procedentes de una poblacién rural en Xoxocotla. La colonizacidon con Blastocystis se asoci6
fuertemente con un aumento en la diversidad a-bacteriana y con notorios e importantes cambios en la
diversidad B-bacteriana; asi como, con cambios mds discretos en el eucarioma microbiano. Mis de 230
unidades taxondmicas operativas (OTU, acrénimo en inglés) incluidas las de las especies dominantes
Prevotella copri y Ruminococcus bromii (anaerobios estrictos) fueron diferencialmente abundantes en la
poblacién de estudio. Grandes cambios funcionales acompafaron dichas observaciones, con abundancias
diferenciales de 202 (de 266) vias metabélicas predichas, ast como concentraciones fecales mas bajas de
acetato, butirato y propionato en individuos colonizados. La calprotectina fecal se redujo notablemente
en asociacién con la colonizacién por Blastocystis, lo que sugiere un cambio ecolégico que conlleva a

consecuencias inmunitarias subclinicas para el hospedador asintomatico.¢3%%70)

CONCLUSION

Blastocystis es un stramenopile prevalente y se considera un colonizador del intestino grueso de humanos
y otros animales. Su metabolismo es esencialmente anaerdbico. Sin embargo, la presencia de AOX y
las rutas metabdlicas en MLOs suponen un microaeréfilo. Los estudios bioquimicos basicos permitirin
comprender las diferencias estructurales basicas de enzimas limitantes de tasa metabdlicas para desarrollar
nuevos firmacos curativos, partiendo del posible rol patégeno de Blastocystis. Aunque, la evidencia reciente
sugiere que es poco probable que el intestino disbi6tico de los pacientes con sindrome de intestino irritable
sea un microambiente “ideal” para este cromista, sin que esto evite sugerir que Blastocystis pudiese ser causa
de dicha disbiosis.
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