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RESUMEN

Desde hace mas de cien anos, Lesh demostré que las amibas encontradas en
las muestras de humanos con disenteria contenian eritrocitos. Precisamente, la
eritrofagocitosis ha sido tradicionalmente considerada uno de los criterios mas
importantes en la identificacion de trofozoitos de Entamoeba histolytica en el
laboratorio. Sin embargo, el mecanismo por el cual este protozoario interactia
con los eritrocitos aun es poco claro.

Por lo tanto, el interés de este trabajo fue identificar moléculas de los
trofozoitos amibianos involucradas en la eritrofagocitosis a los 20 min de
interaccion célula-célula.

La estrategia que utilizamos fue realizar ensayos de ligando seguidos por
Western blot y por ultimo inmunolocalizamos a las proteinas por microscopia
confocal. Primeramente, incubamos 10° trofozoitos con 1.6 X 10® eritrocitos
humanos fijados con glutaraldehido durante 20 min a 37°C y posteriormente
lisamos los trofozoitos con el detergente NP-40. Los eritrocitos fijados y por lo
tanto intactos, se utilizaron como acarreadores de las proteinas amibianas
unidas a ellos.

De los ensayos de aislamiento identificamos diez bandas correspondientes a
proteinas de E. hitolytica en los geles de poliacrilamida, con pesos similares a
los obtenidos en trabajos anteriores.

Posteriormente, mediante anticuerpos especificos logramos inmunodetectar
cuatro de estas proteinas, una correspondié al complejo EhCPADH, el cual

ademas funcioné como control positivo de este trabajo. Las otras tres proteinas



fueron la subunidad B de la ATPasa vacuolar, un receptor acoplado a proteinas
G (EhGPCR-1) y la piruvato: ferredoxin oxidorreductasa (PFO). En estos
ensayos no se logré inmunodetectar a las proteinas enolasa y actina, los
cuales habian sido detectados en otros trabajos.

Por ensayos de inmunofluorescencia, logramos inmunolocalizar el complejo
EhCPADH, la B-ATPasa y el EnGPCR-1, alrededor o sobre los eritrocitos
ingeridos por los trofozoitos, confirmando de esta manera la interaccion de

estas proteinas de E. histolytica con la célula balnco.



I INTRODUCCION

1.1 AMIBIASIS

La amibiasis esta definida como la presencia del parasito protozoario
Entamoeba histolytica en el organismo humano, acompanada o no de
manifestaciones clinicas (WHO, 1997). Esta es considerada como una
enfermedad infecciosa y resulta principalmente en dos distintas
manifestaciones clinicas, una de ellas la disenteria intestinal (Marion y Guillen,
2006). El periodo de incubacion de la amibiasis intestinal puede variar desde
pocos dias hasta meses o anos, pero generalmente es de 1-4 semanas
(revisado en Tanyuksel y Petri, Jr., 2003). Si el parasito invade el epitelio
intestinal puede causar una amplia variedad de alteraciones anatdmicas,
correspondientes a cuadros clinicos bien definidos que se conocen como colitis
ulcerativa amibiana, ameboma o granuloma amibiano y apendicitis amibiana
‘(revisado en (Tanyuksel y Petri, Jr., 2003). Bajo ciertas condiciones, el parasito
puede llegar a otros dérganos, provocando la amibiasis extraintestinal (Pérez-
Tamayo, 1989). La amibiasis hepatica es la segunda manifestacion clinica mas
importante y se caracteriza por la presencia de abscesos (Marion y Guillen,

2006) en una o0 mas areas grandes de necrosis (Pérez-Tamayo, 1989).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La amiba es un parasito cosmopolita, con mayor incidencia en zonas tropicales y
-éubtropicales; su presencia se encuentra relacionada a condiciones sanitarias

deficientes, a la pobreza e ignorancia y probablemente al estado general de salud

y nutricién del individuo (Cook, 1990).



En el mundo, la amibiasis afecta directamente a mas de 50 millones de personas
causando debilidad fisica en ellas y hasta la muerte, con el subsiguiente dano
econdémico (Ravdin, 2000). En paises industrializados afecta principalmente a
inmigrantes, a personas con inmunodeficiencias y a personas que visitaron zonas
endémicas de la enfermedad (Tanyuksel y Petri, Jr., 2003). A nivel mundial se
reconocen algunas areas de alto riesgo, entre ellas se encuentra el sur de Africa y
Asia, el medio Oriente, el sur y centro de América y México (Ravdin, 2000).

En México, la amibiasis es una enfermedad endémica y es considerado un grave
problema de salud publica, puesto que se encuentra entre las primeras diez
causas de mortalidad infantil por problemas gastrointestinales (Conde-Bonfil y
Mora-Zerpa, 1992) y (Caballero-Salcedo y col., 1994) encontraron que el 8.4% de
la poblacién mexicana es seropositiva para antigenos de E. histolytica y ésta se
incrementa marcadamente en zonas rurales en donde no hay drenaje ni agua.
La prevalencia es mas alta en nifos de edad escolar, probablemente debido a
que el parasito se trasmite de nino a nifo por falta de habitos de higiene
adecuados (Cinfuentes y col., 1994).

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) reporta en México a
la amibiasis como la quinta causa de morbilidad. En el ano 2005, se reportaron
762,937 casos en hombres y mujeres. Cuando se divide por grupos de edades se
observo que los ninos de }entre 1-4 anos y los adultos de entre 25-44 anos de
edad son los mas afectados con 150,372 y 146,102 casos, respectivamente
(Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2005).

En una revision de reportes de 1929 a 1997 se encontré que la amibiasis
invasiva (disenteria, absceso hepatico, perforacion coldnica, peritonitis,

apendicitis y ameboma) mostré una predisposicién mayor en hombres que en



mujeres (la proporcion hombre: mujer es de 3.2:1); sin embargo, la infeccién
asintomatica esta igualmente distribuida entre ambos géneros (Acuha-Soto y

col., 2000).

1.3 CLASIFICACION TAXONOMICA

Debido a que se creyd que E. histolytica no poseia mitocondrias, se pensaba que
habia divergido de los eucariontes antes de la adquisicion de éstas y otros
organelos, sin embargo, los estudios filogenéticos basados en la comparacién de
las secuencias de la subunidad pequena del DNA ribosomal (srDNA) han
establecido que E. histolytica pertenece a un linaje relativamente cercano al de
los eucariontes, sugiriendo que los antecesores de este parasito sufrieron la
pérdida de estos organelos (Clark y Roger, 1995).

La clasificacion taxonémica de E. histolytica presenta variaciones entre autores,
sin embargo todos concuerdan en que pertenece al phylum de los Rhizopodos,
cuya caracteristica es la presencia de pseudopodos en algun estadio de su vida y
a la familia de los Entamoebidae, cuyos miembros son todos parasitos. Sin
embargo, para llevar a cabo la clasificacion taxondémica mas adecuada de
cualquier organismo se deben de tomar criterios no solamente morfoldgicos, sino

moleculares fisioldgicos y genéticos (Kudo y col., 1985).

1.4 CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de E. histolytica presenta dos fases: el quiste y el trofozoito
(Ravdin, 2000). El ciclo de vida comienza cuando se ingieren los quistes
maduros (Fig. 1). Las causas de infeccién por quistes son varias, entre ellas, la

falta de limpieza en las manos y la presencia de materia fecal en agua vy



alimentos (www.dpd.cdc.gov, 2006). El quiste es ingerido y viaja a través del
estomago y del intestino delgado. Los trofozoitos emergen en el ileon terminal
(Ravdin, 2000). El enquistamiento ocurre en el intestino delgado donde los
trofozoitos producen mas quistes, los cuales salen con las heces (Fig. 1). Los
quistes pueden sobrevivir por dias o semanas fuera del huésped, debido a la
proteccion que les confiere su pared quitinosa a las condiciones del ambiente,
hasta comenzar una nueva infeccion por alguna de las causas mencionadas.
Los trofozoitos pueden ser eliminados del huésped en casos de diarrea pero
son rapidamente destruidos. En algunos casos los trofozoitos permanecen
como comensales en el lumen intestinal y los individuos portadores pueden
propagar los quistes. En otros casos los trofozoitos pueden invadir la mucosa
intestinal produciendo ulceras y colitis asintomatica, o llegar a otros érganos
como el cerebro o el higado a través del torrente sanguineo (Fig. 1)

(www.dpd.cdc.gov, 2006).

1.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL TROFOZOITO

E. histolytica es un organismo eucarionte, por tanto a diferencia de los
procariontes tiene nucleo y puede llegar a tener varios nucleos en una misma
célula, también tiene un citoplasma con numerosas vacuolas (Ravdin, 2000) y
posee un genoma complejo (Loftus y col., 2005). .

La division nuclear se da sin que desaparezca la membrana nuclear. Su interior
contiene al cariosoma o0 endosoma que es una masa esférica de
aproximadamente 0.5 pm de diametro compuesta de material fibrogranular y DNA

condensado (Ravdin, 2000). El trofozoito mide de 20-40 um es pleomarfico y muy

dinamico y se desplaza por medio de la formacion de seudépodos y filépodos,



wn

Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. El humano se infecta al ingerir los
quites maduros en alimentos contaminados. En el intestino delgado pasa de
quiste a trofozoito y posteriormente, migra al intestino grueso. Los trofozoitos
habitan el colon donde se dividen y producen quistes que salen con las
heces. En la mayoria de los casos los trofozoitos permanecen en la luz
intestinal como comensales (portador asintomatico); sin embargo, en algunos
individuos los trofozoitos pueden llegar a invadir la mucosa intestinal
produciendo disenteria amibiana (amibiasis intestinal) o entrar por torrente
sanguineo a otros o¢rganos como el higado hasta el cerebro

(www.dpd.cdc.gov, 2006).
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ademas presenta un uroide en la parte posterior (Ravdin, 2000). El trofozoito
carece de estructuras intracelulares facilmente reconocibles en la mayoria de
los eucariontes, por esto se considera un organismo simple. Sin embargo,
contiene varias vacuolas citoplasmicas y se han detectado estructuras
subcelulares que corresponden al reticulo endoplasmico y al aparato de Golgi,
aunque difieren de los eucariontes superiores (Chavez-Munguia y col., 2000;
Ghosh y col., 1999). Se ha reportado que estos organelos se encuentran en
vesiculas periféricas al nucleo y en el citoplasma. La localizaciéon del reticulo
endoplasmico en el trofozoito se determiné por la tincién con DiIOC6 (yoduro de
3-8 dihexiloxacarbocianina) y la inmunolocalizacion de la proteina de choque
térmico BiP, ademas, en extractos totales de amiba se ha detectado actividad
de la enzima dolicol fosfato manosa sintetasa (DPMS) la cual en eucariontes
participa en la N-glicosilacion de proteinas en el reticulo endoplasmico. El
aparato de Golgi se localizé por su tincion con C6-NBD-ceramida y la
inmunolocalizacion de la proteina ARF (Villagébmez-Castro y col., 1998). El
citoplasma es rico en glicogeno y tiene un nucleo esférico que mide de 4-7 um
de diametro (Ravdin, 2000). En el laboratorio se trabaja casi exclusivamente
con la fase trofozoitica, ya que no ha sido posible propagar los quistes en
cultivo. Los trofozoitos se cultivan en el medio axénico (sin otros organismos

asociados) TYI-S-33 (Diamond y col., 1978).

1.6 MECANISMO AGRESOR DE E. histolytica
Dentro de los eventos que se presentan en el proceso patogénico de E.
histolytica, la adhesion del microorganismo a la célula blanco es un evento

importante, ya que le permite a éste resistir la accion de fuerzas mecanicas. La



adhesion no es una propiedad exclusiva de los microorganismos patdgenos y por
lo tanto, no es un indicador de patogenicidad (Rodriguez, 1990). De hecho, la
adhesion de algunos microorganismos no patdégenos a las mucosas de los
animales tiene un papel importante en el mantenimiento de la flora bacteriana
“normal” (Savage y Blumershine, 1974).

La patogenicidad de E. histolytica es un fendmeno multifactorial, en el que
participan varias moléculas (Orozco y col., 1983) y muchos otros factores que
no estan identificados aun. Sin embargo, tres factores que contribuyen a la
patogenicidad de E. histolytica han sido muy estudiados y caracterizados a
nivel molecular: i) La adhesion, en la cual estan involucradas lectinas,
adhesinas y otras proteinas. ii) La citdlisis donde participan proteinas que
forman poros en las membranas celulares del hospedero y diversas cistein-
proteasas. iii) La fagocitosis, en la cual participan adhesinas, proteinas de
trafico vesicular, proteinas del citoesqueleto y proteinas reguladoras de la

organizacion del citoesqueleto, entre otras (Ravdin, 2000).

1.6.1 ADHESION

Varias proteinas de la superficie celular de E. histolytica han sido involucradas
en la union de los trofozoitos con la célula blanco. Una de las moléculas mas
ampliamente caracterizadas es la lectina inhibible por galactosa y N-
acetilgalactosamina, por lo que se conoce como la lectina Gal/Gal-NAc. Esta
lectina se purifico originalmente por cromatografia de afinidad a carbohidratos y
con anticuerpos monoclonales (mAb). La lectina Gal/GalNAc es un
heterodimero de 260-kDa, compuesto por una subunidad grande de 170 kDa y

otra de 35 kDa, unidas por puentes bisulfuro, las cuales co-purifican con una



subunidad intermedia de 150 kDa (Petri, Jr. y col.,, 1987). Los anticuerpos
dirigidos contra la subunidad pesada inhiben la adhesién a células CHO,
sugiriendo que esta subunidad es importante para la adhesién amibiana (Petri,
Jr.y col., 1989).

Las familias de genes que codifican las subunidades de la lectina fueron
caracterizadas por electroforesis en campos pulsados. La subunidad pesada de
la lectina esta codificada por cinco genes y la subunidad ligera también esta
codificada por una familia de al menos tres genes (Ramakrishnan y col., 1996).
Se ha observado que la subunidad ligera esta involucrada en la patogénesis
del parasito, pues amibas transfectadas con plasmidos que codifican formas
truncadas del gen /g/1, que codifican una subunidad ligera de 30-35 kDa
muestran una disminucion en su habilidad para adherirse a células de
mamifero, asi como para fagocitar eritrocitos (Katz y col., 2002).

Otra molécula caracterizada con propiedades de lectina es la proteina de 220
kDa, la cual fue aislada por electroelucion a partir de geles de poliacrilamida,
esta proteina es capaz de aglutinar eritrocitos (Rosales-Encina y col., 1987). Se
ha sugerido que la lectina de 220 kDa tiene diferentes epitopes que generan
distintos patrones de respuesta inmune, pues células de bazo de ratones
inmunizados con la proteina completa fueron incapaces de proliferar, no asi las
células de ratones inmunizados con péptidos de la proteina (Talamdas-Rohana y
col., 1995).

Otra proteina involucrada en la adhesion de la amiba es la proteina conocida
como SREHP o proteina rica en serinas (Stanley, Jr. y col., 1990). EI DNA que

codifica para esta proteina se ha utilizado como vacuna contra el absceso



hepatico amibiano en roedores y se ha reportado que genera altos porcentajes
de proteccion en los animales (Zhang y Stanley, Jr., 1999).

El complejo ERCPADH es otra proteina que puede interactuar con la célula
blanco y en conjunto con las anteriores hacer mas especifico el contacto
(Garcia-Rivera y col., 1999). El complejo esta formada por dos subunidades:
una con actividad de proteasa (EhCP112) y otra con un motivo de adhesion
(EhADH112) (Garcia-Rivera y col., 1999). El motivo de adhesién se ha
localizado en los ultimos 240 aminoéacidos de la proteina EhRADH112 (Martinez-
Lopez y col.,, 2004). Este complejo se identifico empleando anticuerpos
monoclonales inhibidores de la adhesion y mutantes deficientes en adhesion
(Arroyo y Orozco, 1987). A través de estudios de microscopia electronica e
inmunofluorescencia indirecta se observé que el complejo se localiza en forma
uniforme en la superficie de los trofozoitos amibianos y en la membrana de
algunas vacuolas (Garcia-Rivera y col., 1999). Es muy inmunogénica, pues es
una de las principales proteinas reconocidas en sueros de pacientes con
absceso hepatico amibiano (Arroyo y Orozco, 1987). El complejo EhCPADH
también puede participar en la invasion de los tejidos, puesto que la proteina
purificada presenta una actividad proteolitica significativa (Garcia-Rivera y col.,

1999).

1.6.2 EFECTO CITOLITICO

La citdlisis del tejido hospedero se inicia después de la adhesion de los
trofozoitos a la célula blanco (Ravdin, 2000). La secrecion de cisteina
proteasas es un factor importante para determinar el grado de agresividad de

los trofozoitos (Keene y col., 1990).
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Las proteasas de E. histolytica son inhibidas por bloqueadores especificos para
las cisteina proteasas y no por los inhibidores de las serina proteasas por lo
que son clasificadas como cisteina-tiol proteasas (Que y Reed, 2000).

Uno de los genes del complejo ERCPADH, codifica para una cisteina proteasa
(Ehcp112), que es capaz de degradar coldgena, fibronectina y hemoglobina,
EhCP112 tiene un rango amplio de actividad en pH y temperatura (Ocadiz y
col., 2005). El otro gen (Ehadh112) codifica para una proteina que contiene un
dominio de adhesion entre los aminodcidos 422 y 687.

La citdlisis de E. histolytica también puede estar mediada por proteinas que
forman poros en las células blanco y que son llamadas amebaporos (Young y
col., 1982). Estas proteinas establecen contacto con la célula blanco e
inmediatamente inician eventos de lisis celular. Existen tres isoformas de
amebaporos: A, B y C, las cuales estan presentes en los trofozoitos en una
proporcion 35:10:1, respectivamente (Leippe y col., 1994). La inhibicion de la
expresion de los genes del amebaporo, disminuyen significativamente la
patogenicidad de amibas de cepa HM-1:IMSS transfectadas con un plasmido
que contenia el gen del amebaporo (isoforma A) en antisentido (Bracha y col.,

1999).

1.6.3 FAGOCITOSIS

La fagocitosis también juega un papel importante en la patogenia de E.
histolytica, pues mutantes deficientes en fagocitosis también son deficientes en
la produccion de abscesos hepaticos en modelos animales (Orozco y col.,
1983; Rodriguez y Orozco, 1986). Un modelo propuesto para el mecanismo de

fagocitosis en E. histolytica (Orozco y col., 1988) postula que los trofozoitos son



atraidos quimiotacticamente hasta las células blanco. Posteriormente, se
realiza la unién de los trofozoitos amibianos a la superficie de la célula blanco,
mecanismo en el que intervienen las adhesinas localizadas en la superficie de
la amiba y receptores presentes en la superficie de las células blanco. Una vez
adheridas, la célula blanco y las amibas sufren una redistribucion de receptores
y ligandos presentes en la superficie, lo que produce una senalizacion interna
en el trofozoito que permite la liberacion de enzimas que lisan a las células
blanco. Mas tarde, el trofozoito emite seuddpodos que envuelven a las células
blanco y las internalizan en vacuolas fagociticas, que se fusionan después con
los lisosomas para formar los fagosomas, donde las enzimas digestivas actuan
sobre el material fagocitado.

Se sabe que el complejo EnCPADH participa también en la fagocitosis, ya que
se adhiere a la célula blanco y se introduce con ellas durante el proceso de
ingestion, primero a través del canal fagocitico y después en las vacuolas
fagociticas (Garcia-Rivera y col., 1999). Finalmente, al término de la digestion
de la célula blanco, la adhesina vuelve a la membrana plasmaética (Garcia-
Rivera y col.,, 1999). También se ha descrito que en la fagocitosis de E.
histolytica participan moléculas del citoesqueleto (Bailey y col., 1992; Guillén,
1996), moléculas reguladoras de la organizacién del citoesqueleto (Guillén,
1996) y probablemente moléculas que regulan el trafico vesicular, como
EhRabB, la cual se ha sugerido participa en la regulacion del proceso de
endocitosis (Rodriguez y col., 2000), EhRab7, que codifica para una proteina
de 24.5 kDa y que se ha propuesto esta unida a endosomas tempranos (Welter
y col., 2002) y EhRab5, que fue relacionada en la fagocitosis de eritrocitos y en

el empaquetamiento de hidrolasas lisosomales (Saito-Nakano y col., 2004).



Los trofozoitos de E. histolytica son fagocitos profesionales con una gran
capacidad de internalizar variedad de materiales particulados e incluso células

como bacterias, células epiteliales y glébulos rojos (Rabinovitch, 1995).

1.7 ERITROFAGOCITOSIS

Desde hace mas de cien anos LOsch demostré que las amibas encontradas en
las muestras de humanos con disenteria contenian eritrocitos y precisamente la
eritrofagocitosis ha sido tradicionalmente considerado como uno de los criterios
mas importantes en la identificacion de trofozoitos de E. histolytica en el
laboratorio (Voigt y Guillen, 1999). Estudios en donde se evalud la capacidad
de fagocitosis de diferentes cepas de E. histolytica, demostraron que todas son
capaces fagocitar, sin embargo, las cepas virulentas tienen una velocidad
mucho mayor de eritrofagocitosis, con respecto a las cepas no virulentas (Trissl
y col., 1978).

El mecanismo por el cual este protozoario interactua con los eritrocitos aun es
poco claro, pero, al igual que sucede con otros tipos de células, requiere de la
adhesion como un proceso activo, pues la fijacion del eritrocito con
glutaraldehido disminuye ligeramente el proceso en los trofozoitos (Lopez-
Revilla y Cano-Mancera, 1982). La adhesion de los eritrocitos es mas eficiente
a 37°C, a pH 7.3 y en presencia de Ca®* y Mg?*, y no es dependiente del grupo
sanguineo (Lopez-Revilla y Cano-Mancera, 1982).

En la eritrofagocitosis también se ha observado la participacion de proteinas
tipo cinasas. Pues, inhibidores de este tipo de proteinas como la
estaurosporina, genisteina y la Wortmanina, disminuyen de un 90 a un 95% la

eritrofagocitosis. Asi, se ha sugerido estas proteinas son importantes en la



transduccion de senales durante el proceso de eritrofagocitosis y por lo tanto,
también en la virulencia de este parasito (Batista y de Souza, 2004).

E. histolytica modifica la superficie de los eritrocitos antes de la fagocitosis.
Después que la amiba adhiere a los eritrocitos, los rodea con sus seudoppodos
y los crena, debido a la distorsion de la superficie del eritrocito. Durante este
fendmeno se encontro la exposiciéon de una fosfatidilserina en la membrana de
los eritrocitos (Boettner y col., 2005). Esta proteina se ha sugerido se encuentra
relacionada con la fagocitosis, pues en macréfagos dispara la fagocitosis de
células apoptéticas y de eritrocitos viejos. Para probar si existe un receptor de
esta proteina en la amiba se hicieron ensayos en donde a los eritrocitos se les
agregé 2.5 mM de calcio para que expusieran la fosfatidilserina en su
membrana y posteriormente se les agregd D-galactosa. Entonces, se midi6 el
indice de fagocitosis de esos eritrocitos y se observé que la fagocitosis era 23%
mas eficiente cuando los eritrocitos exponen la fosfatidil serina que cuando no
lo hacen o cuando no tuvieron el tratamiento con calcio (Boettner y col., 2005).
De esta manera, los autores sugieren que ademas de la lectina Gal/Gal-NAc,
deben existir otros receptores utilizados para la adhesién y posterior
fagocitosis, entre éstos el de la fosfatidilserina (Boettner y col., 2005).

Otro proceso poco entendido es la digestion de los eritrocitos por los trofozoito.
La medicion de la actividad digestiva de este protozoario se ha observado por
microcopia electronica y por espectroscopia de rayos X (Mora-Galindo y col.,
2000). La microscopia permitié observar diferentes estructuras de la amiba
entre ellas el nucleo y numerosas vacuolas y vesiculas, generalmente vacias
cuando las amibas no tenian contacto con eritrocitos. Sin embargo, cuando

estaban en contacto con ellos, se podian observar eritrocitos dentro de la



matriz citoplasmatica y rodeados por membranas de vacuolas (Fig. 2), hasta
las 1.5 h después del contacto inicial con los eritrocitos posterior a este tiempo
s6lo se observd una gran cantidad de material amorfo. Después de las tres
horas solo se observaron en la amiba algunas vacuolas con cantidades
escasas de este material amorfo y vacuolas vacias. Esto sugiere que en este
tiempo se da la principal actividad digestiva de los eritrocitos. Sin embargo, a
tiempos posteriores como 6 y 12 horas todavia se encontraron algunas
vacuolas que contenian restos de membranas de eritrocitos (Mora-Galindo y

col., 2004).

1.8 FAGOCITOSIS EN ORGANISMOS SUPERIORES

La fagocitosis fue descrita por primera vez por Elias Metschnikoff hace mas de
100 anos como la habilidad de las células eucariotas de internalizar células o
particulas de mas de una micra de diametro (Voigt y Guillen, 1999). Casi todas
las células son capaces de ingerir material particulado o soluble desde el
ambiente que lo rodea mediante la endocitosis o la fagocitosis (Brown, 1995).
La fagocitosis puede ser distinguida de la endocitosis por su sensibilidad a la
temperatura y el marcado requerimiento del citoesqueleto (Voigt y Guillen,
1999). La fagocitosis en organismos superiores funciona como un mecanismo
de defensa contra algunos patégenos (Desjardins y col.,, 1994). En este
proceso las células internalizan largas particulas que son degradadas por
enzimas lisosomales (Desjardins y col., 1994). Para fagocitos profesionales
como los macroéfagos, este es un proceso iniciado por la union de una particula
a receptores de la superficie celular, que disparan la reorganizacion de la

membrana citoplasmatica y diversos elementos del citoesqueleto, que termina



Figura 2. Microscopia electronica de transmision de trofozoitos de E.
histolytica después de cinco minutos de eritrofagocitosis.

Se pueden observar vacuolas con diferentes contenidos dentro de la
amiba. Las vacuolas mas comunes son redondas, muy compactas y con
un solo eritrocito (1). También se observan vacuolas mas grandes con
varios eritrocitos aglomerados (2). En otros casos se observan eritrocitos
parcialmente unidos al interior de las vacuolas, con abundante material
amorfo y membranas en vacuolas muy largas (3). En otras vacuolas, se
observé abundante material amorfo y algunas membranas (*). Tomado de

Mora Galindo y col., 2004.
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en el engullimiento de la particula y la formacion de un fagosoma (Garin y col.,
2001). Se han considerado dos mecanismos para la fagocitosis de las
particulas, uno es el modelo del cierre y otro el del gatillo (Swanson y Baer,
1995). El modelo del cierre esta soportado por estudios en macréfagos que
fagocitaron eritrocitos y bacterias mediante el receptor Fc gamma vy el receptor
3 del complemento (Swanson y Baer, 1995). De acuerdo con este modelo, la
ingestion ocurre por el envolvimiento secuencial con la membrana del fagocito
sobre la superficie de la particula (Swanson y Baer, 1995). El modelo del gatillo
propone que la union localizada inicialmente es suficiente para la formacion del
seudopodo y la toma de la particula. EI modelo del gatillo ha sido observado
durante la fagocitosis de Salmonella typhimurium o Shigella flexneri por
macréfagos (Swanson y Baer, 1995). Por otro lado, en Legionella pneumophila
se ha reportado otra forma de fagocitosis que se ha denominado fagocitosis por
enrollamiento, este proceso consiste en una extension celular unilateral que se
enrolla sobre si misma y envuelve a la bacteria en multiples capas (Horwitz,
1984). Existen reportes de otros patdégenos que inducen este tipo de fagocitosis
como son Leshmania ssp. y Borrellia burgdorferi (Rittig y col., 1998).

Tambien se ha observado que los macréfagos de la linea celular L929sAhFas
utilizan estos dos mecanismos para internalizar células necréticas y células
apoptoticas, pues al utilizar marcadores de macropinocitosis, éstos se
localizaron sélo con el material necrético y no con las células apoptoticas,
mientras que, cuando se utilizé un inhibidor del citoesqueleto (Wortmanina) se
redujo soélo la captacion de células apoptdticas, pero se mantuvo el
engullimiento de células necrdéticas (Krysko y col., 2006). Los fagosomas son

organelos clave para las funciones de los macréfagos, y las propiedades



funcionales de los fagosomas son adquiridas a través de la interacciéon con
organelos endovacuolares (Garin y col., 2001). Los fagosomas son organelos
derivados de la membrana plasmatica por la internalizacion de material
particulado (Desjardins y col., 1997). Aunque su composicion es similar a la de
la membrana plasmatica, los fagosomas pierden y adquieren gradualmente
proteinas llevando a la biogénesis de los fagolisosomas (Desjardins y col.,
1997). De hecho, durante la biogénesis de los fagolisosomas, los fagosomas
intersectan la via biosintética y se fusionan secuencialmente con endosomas
tempranos, endosomas tardios y lisosomas (Pitt y col., 1992).

El proceso de fusion es regulado por GTPasas y otras proteinas que son
también involucradas en el proceso de fusién en la via endocitica (Tjelle y col.,
2000). Durante estas interacciones, los fagosomas adquieren varias moléculas
requeridas para actividades microbicidas. Estas incluyen ATPasas
bombeadoras de protones involucradas en la acidificacion del fagosoma
(Mellman, 1992) y una variedad de hidrolasas responsables para la digestion
del contenido en los fagosomas (Claus y col., 1998). Aunque las hidrolasas
estan presentes en varias poblaciones de organelos endociticos la mayoria de
estas moléculas son almacenadas con los endosomas tardios y los lisosomas
(Duclos y col., 2000). Asi, la fusion de los fagosomas con estos organelos es
fundamental para células fagociticas como los macrofagos, para controlar la
diseminacion de infecciones (Duclos y col., 2000). Se creia primero que la
biogénesis de los fagolisosomas se daba mediante la fusion completa de los
fagosomas con los lisosomas (Rabinowitz y col.,, 1992). Sin embargo,
recientemente se ha revelado que los fagosomas se encuentran regulados por

una serie de eventos de fusion, primero con los endosomas tempranos y
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tardios, para su posterior fusion con los lisosomas (Desjardins y col., 1994;
Desjardins y col., 1997). A pesar de esta actividad de fusion dinamica, los
fagosomas y endosomas mantienen un tamano estable a través del tiempo
(Desjardins y col., 1994).

Una hipdtesis de como se fusionan los fagosomas con los organelos
endociticos es que éstos tienen repetidos eventos de fusién transitorios y a
este proceso se le ha denominado “kiss and run” (Desjardins, 1995).

Para entender las funciones de los fagosomas se han identificado de manera
sistematica las proteinas que los forman. Estos estudios se comenzaron
basicamente mediante el uso de perlas de latex que interactuaron con
macréfagos de raton (Garin y col.,, 2001). Los fagosomas formados se
separaron mediante el uso de gradientes discontinuos de sacarosa vy
posteriormente las proteinas encontradas en estos fagosomas fueron
analizadas por electroforesis en geles de doble dimension, ensayos de
inmunocitoquimica y ensayos bioquimicos con el fin de caracterizar las
proteinas que recubren perlas magnéticas (Desjardins y col., 1994).

En estudios posteriores y con estrategias de protedmica, estas proteinas se
han estudiado e identificado de manera sistematica con el uso de técnicas de
identificacion de proteinas mediante su huella peptidica o fragmentacién de
péptidos y la obtencion de una secuencia parcial de los aminoacidos de estas
proteinas (Garin y col., 2001). Con esta Ultima estrategia se identificaron un
gran numero de proteinas (>140) asociadas con los fagosomas, productos de
la internalizacion de las perlas de latex, de las cuales algunas ya habian sido
previamente relacionadas con estos fagosomas como algunas subunidades de

ATPasas bombeadoras de protones. Sin embargo, algunas otras proteinas no
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habian sido previamente descritas como la GTPasa 14, la galectina 3 y la
proteina Alix. Algunas otras proteinas no lograron ser comparadas con las
proteinas contenidas en las bases de datos lo cual sugiere que estas proteinas
aun no han sido descritas (Garin y col., 2001).

La caracterizacion sistematica de las proteinas que forman los fagosomas ha
permitido aclarar sus funciones y conocer qué proteinas o grupos de proteinas
estan involucradas en la regulacion de estas funciones (Fig. 3) y al mismo
tiempo tener una vision mas clara del mecanismo molecular que gobierna la
funcién de los fagosomas y la biogénesis de los fagolisosomas (Garin y col.,

2001).

1.9 LA PROTEOMICA DE LA FAGOCITOSIS EN E. histolytica

La fagocitosis de células humanas por E. histolytica es el sello caracteristico de
la amibiasis. La importancia de la fagocitosis en la amibiasis esta subrayada
por la presencia de eritrocitos en los trofozoitos, la cual es el mejor marcador
de amibiasis invasiva en el intestino (Marion y col., 2005).

Mientras el mecanismo molecular de la fagocitosis en fagocitos profesionales
como los macrofagos se ha estudiado extensivamente a nivel molecular, en E.
histolytica se sabe muy poco (Okada y Nozaki, 2006). La reciente
secuenciacion del genoma de la amiba abrié el camino para estudiar la
virulencia del parasito y los procesos involucrados en la fagocitosis de las
células humanas (Marion y Guillen, 2006). Recientes estudios de proteémica

de las proteinas de fagosomaless (Okada y col., 2005) o proteinas de unidas a

la
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Figura 3. El fagosoma virtual en macréfagos de raton. Las principales
proteinas identificadas en el trabajo de Garin, (2001) son mostradas como
potenciales proteinas que interactian con los fagosomas. Este amplio
grupo de datos dio nuevas indicaciones dentro del mecanismo molecular
que gobiernan las funciones de los fagosomas, sus funciones y la
biogénesis de los fagolisosomas (Tomado y modificado de Garin y col.,

2001).
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lectina inhibible por N-acetilglucosamina (McCoy y Mann, 2005), descubrieron
un numero de proteinas involucradas en el proceso de biogénesis de los
fagosomas (Figura 4), asi como proteinas involucradas en los primeros pasos
del proceso fagocitosis (Marion y col., 2005).

Aunque ya se conocen varias proteinas que estan relacionadas con el proceso
de la fagocitosis, se desconoce otro gran nimero de moléculas y sus cinéticas
de asociacion y disociacion durante la biogénesis de los fagosomas (Okada y
col., 2005). Para aclarar qué moléculas y mecanismos estan involucrados en la
fagocitosis de este parasito, e identificar a las proteinas asociadas con los
fagosomas, se modificoé el protocolo de aislamiento de fagosomas y la
identificacion de proteinas se efectu6 mediante espectrometria de masas

previamente utilizada en macrofagos de raton (Garin y col., 2001).

1.10 ANTECEDENTES ESPECIFICOS DE PROTEINAS IDENTIFICADAS
POR ENSAYOS DE LIGANDO

Rodriguez y col. en 1989, mediante ensayos de ligando analizaron las
interacciones E. histolytica-eritrocitos, utilizando eritrocitos humanos como
particulas acarreadoras de las proteinas de E. histolytica que interactian con la
célula. Para ubicar estas proteinas, se mezclaron 1X10° trofozoitos/ml en el
medio de cultivo TYI-S-33 con 1X108 eritrocitos fijados con glutaraldehido por
20 minutos a temperatura ambiente en presencia de BSA para evitar
interacciones inespecificas. Después de la interaccion, los trofozoitos se lisaron
y los eritrocitos se lavaron con PBS para obtener unicamente las proteinas
unidas especificamente a los eritrocitos. Los eritrocitos fijados y las proteinas

amibianas adheridas a ellos se hirvieron por 3 minutos, para separarlas de la



superficie. Las proteinas se separaron en geles desnaturalizantes, que
posteriormente fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa y reveladas
con un suero dirigido contra las proteinas totales de los trofozoitos. A partir de
este ensayo se detectaron diferentes proteinas amibianas que se unen a la
superficie de los eritrocitos con los siguientes pesos moleculares: 210, 160,
112, 90, 70, 50 y 24 kDa. Esto sugirié que estas proteinas pueden estar
involucradas en la relacién del parasito con el eritrocito. Sin embargo, sélo la
naturaleza de la proteina de 112 kDa fue identificada mediante anticuerpos
especificos, mientras que el resto de las proteinas fueron descritas como
bandas en los geles. De esta manera, es importante conocer de qué proteinas
se trata y cuales son sus funciones, por lo que en esta tesis estudiamos

algunas de estas proteinas.
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Figura 4. El fagosoma virtual de E. histolytica. La figura muestra las
principales proteinas identificadas en tres diferentes trabajos realizados por
Okada 2005, McCoy y Mann 2005, y Marion 2005. En cada uno de estos
trabajos, mediante estrategias de proteémica como espectrometria de
masas en tandem, se identificaron diferentes tipos de proteinas que estan
involucradas en la actividad del citoesqueleto, transducccion de senales,
endocitosis, actividad litica y proteinas presentes en la superficie del

parasito. Tomado de Okada y col, 2006.
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Il. JUSTIFICACION

Dado que el primer paso de E. histolytica en la invasion del hospedero es la
adhesion a las células, es de suma importancia saber qué proteinas del
parasito son las que permiten esta primer interaccion, de aqui que el interés en
este trabajo sea identificar las moléculas de E. histolytica que estan
involucradas en la unidon e internalizacion de las células blanco. Un claro
conocimiento de estas proteinas nos permitira tener una mejor comprension de
la biologia del parasito, del proceso de eritrofagocitosis y del mecanismo de

accion contra el hospedero.

ll. HIPOTESIS

Si E histolytica es un organismo descrito como un fagocito profesional que
requiere primero unirse a su célula blanco para posteriormente fagocitarla,
entonces este protozoario debe poseer varias moléculas involucradas en su
adhesion a las células del hospedero y en el trafico vesicular del material

fagocitado.



IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar proteinas de E. histolytica que interactuan con eritrocitos

humanos durante la eritrofagocitosis.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.-Aislar las proteinas de E. histolytica que interaccionan con eritrocitos
humanos.

2.-ldentificar algunas de esas proteinas mediante ensayos de Western Blot con
anticuerpos especificos.

3.-Demostrar la interaccion in situ de alguna de las proteinas identificadas, por

inmunofluorescencia y microscopia confocal.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Trofozoitos de la clona A (cepa HM1:IMSS) (Orozco E, 1981) se cultivaron
axénicamente a 37°C en tubos de 16 x 25 mm en medio TYI-S-33 (Diamond y
col,, 1978) suplementado con suero bovino 16.6% (Biofluids, EUA),
previamente inactivado por calor a 56°C durante 30 minutos, mezcla de
vitaminas de Diamond 3% (Special Diamond Vitamin Mixture, NortAmerican
Biologicals), penicilina 0.25 pl/ml (Lakeside, México) y estreptomicina 35 pg/mi
(Lakeside, México). Para realizar los experimentos, los trofozoitos en fase
logaritmica de crecimiento se incubaron en un bano de agua-hielo durante 10-
15 min y se agitaron suavemente para despegar a los trofozoitos de las
paredes del recipiente. Las células se cosecharon por centrifugacion a 500 x g

durante 5 min a 4°C.

5.2 Obtencion y fijacion de eritrocitos humanos

Eritrocitos humanos de cualquiera de los grupos sanguineos A, B, O, se
obtuvieron por puncion venosa, en un volumen aproximado de 3 ml de sangre
humana a los cuales se les agregaron 6 ml de solucién Alsever (0.275 g acido
citrico, 4 g citrato de sodio, 2.1 g cloruro de sodio, 10.25 g dextrosa pH 6.1)
como anticoagulante. Las células se centrifugaron a 967 x g por 5 min, la
pastilla se lavé tres veces con solucion de Alsever.

Para los ensayos de inmunofluorescencia, los eritrocitos se utilizaron sin fijar,
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mientras que para los ensayos de interaccion con trofozoitos, los eritrocitos se
fijaron al incubarlos por 1 h a 37° C con una solucion de glutaraldehido al 2.5%
en PBS. Una vez fijados, los eritrocitos se lavaron tres veces y se
resuspendieron en 10 ml de PBS. Por ultimo se almacenaron a 4°C, hasta su

uso.

5.3 Eritrofagocitosis

La interaccion de los parasitos con eritrocitos se hizo en una proporcion 1:160,
diluido volumen a volumen. A esta interaccion se le agregdé BSA (1 mg/ml).
Entonces, se permitio la interaccion por 20 minutos a 37°C, posteriormente se
le agregaron 2/10 del volumen de solucion de lisis (PBS, 1% de Nonidet P-40
(NP40), 100 mM de PHMB y 100 mM de Tris-HCI) mas una mezcla de
inhibidores de proteasas (PMSF 0.5 mM, benzamidina 2 mM, aprotinina A 5
pg/ml, leupeptina 5 pg/ml, E-64 10 pg/ml) y se incubé 10 minutos a 37°C. Los
eritrocitos se recuperaron al centrifugar a 967 x g por 5 minutos, los detritus
celulares se eliminaron con soluciéon de lavado (PBS y 0.1% de NP40) en
presencia de inhibidores de proteasas. Por dultimo, los eritrocitos se
resuspendieron en un volumen con solucion amortiguadora para proteinas

(Laemmli, 1970).

5.4 Extraccion de proteinas totales de E. histolytica

Para obtener las proteinas totales de E. histolytica, los trofozoitos en fase

logaritmica de crecimiento se incubaron en un bafo de agua-hielo durante 10-
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15 min y se agitaron suavemente para despegarlos de las paredes de la caja
de cultivo. Se cosecharon por centrifugacion a 500 x g durante 5mina 4°C. A
la pastilla se le agregé 1 ml de PHMB (100 mM) por cada 1X10° trofozoitos, la
pastilla se resuspendio y se congeld en nitrégeno liquido, ésta se descongelo
paulatinamente por ciclos de vortex-hielo de 20 segundos. Por ultimo, a la
pastilla descongelada se le agregd un volumen de solucion amortiguadora para
proteinas (50 mM Tris-Cl (pH 6.8), 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol y 10%

glicerol) y se almaceno a -20°C hasta su uso.

5.5 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La separacion de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE) se realizé de la siguiente manera: el gel separador se
prepard con acrilamida al 10, 15 6 20 %, Bis-acrilamida 0.9%, Tris-HCI 0.375 M
pH 8.8 y SDS al 0.1%. El gel se polimerizé agregando 0.05% de persulfato de
amonio y 0.003% de TEMED. EI gel concentrador se prepard con acrilamida al
5%, Bis-acrilamida 0.36%, Tris-HCI 0.125 M pH 6.8, SDS al 0.1%, persulfato de
amonio 0.05% y TEMED 0.005%. Para correr el gel se utilizé una solucion
amortiguadora de Tris 0.25 M, glicina 1.92 M, 0.1 % de SDS pH 8.3 y se llevo a

cabo manteniendo un voltaje constante de 100 voltios durante 1.5 h.

5.6 Tincion de proteinas con nitrato de plata

Las proteinas separadas en la matriz de poliacrilamida se incubaron con dos

soluciones para fijar las proteinas, la primera por un tiempo de 15 min (etanol;



acido acético; agua; en una proporcion 3:1:6, respectivamente) y la segunda
por 30 min (glutaraldehido 0.5%, Na,S,03 0.1%, etanol 30%, NaCH3;COO
0.4%). Posteriormente, la matriz se lavo con agua desionizada y se tiné por 30
minutos (AgNOj3 0.1%, metanol 3% y formaldehido 25 pl). Nuevamente se lavo
la matriz y se revel6 por 15 minutos (Na,CO3 2.5% y 40 ul de formaldehido). La
reaccion de revelado se detuvo agregando una solucién de acido acético al

5%.

5.7 Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Supported nitrocelulose-1, Gibco, BRL). Para esto, los geles, las
membranas de nitrocelulosa y los papeles Whatman se incubaron por 5
minutos en solucion de transferencia de proteinas (20% metanol, 10% Tris-
Glicina). Posteriormente, se armé un dispositivo que permite a las proteinas
migrar del polo negativo al positivo con la aplicacion de voltaje, de esta manera
pasan de la matriz hacia la membrana de nitrocelulosa. Para esto, primero se
coloco una fibra, papel Whatman y la matriz de poliacrilamida, a continuacién la
membrana de nitrocelulosa, otro papel Whatman y por ultimo otra fibra. Una .
vez armado el dispositivo se sumergido en solucion de transferencia de
proteinas y se corrié entre 300 y 400 mA a 4°C por 1.5 h. Por ultimo, la
presencia de las proteinas en la membrana se confirmé con tincion por 3
minutos con rojo Ponceau 100 mg rojo (Ponceau Sigma-Aldrich), acido acético
1 mly HO cbp 100 ml). Después las membranas se lavaron con agua

bidestilada para retirar el colorante y posteriormente se realizaron los ensayos
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de Western blot.
5.8 Western blot de proteinas

Una vez transferidas las proteinas a las membranas, éstas se incubaron
durante toda la noche con PBS y 2.5% de leche descremada. Posteriormente,
se agrego el anticuerpo primario diluido en PBS y leche descremada al 2.5%
por 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, en agitacion
constante. Después las membranas se lavaron cinco veces con PBS-Tween 20
al 0.05% y se les agrego el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (anti-
IgG de ratén o conejo segun fuera el caso) diluido en PBS y leche descremada
al 2.5 % por 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, en agitacion
constante. Por ultimo, las membranas se lavaron cinco veces con PBS-Tween
20 al 0.05% y se revelaron por quimioluminiscencia con el reactivo ECL plus
(Amersham Pharmacia Biotech, USA), incubando la membrana 5 minutos vy
parei detectar la senal las membranas se expusieron a placas de

autorradiografia.
5.9 Inmunolocalizacion de proteinas

La microscopia de inmunofluorescencia indirecta fue llevada a cabo de acuerdo
a la técnica descrita previamente (Ausubel y col., 1994). Los trofozoitos se
cosecharon por centrifugacion a 500 x g durante 5 min a 4°C, se cuantificaron y
se agregaron 1X10° trofozoitos en placas de seis pozos (Corning). Los

trofozoitos amibianos se colocaron sobre cubreobjetos estériles dentro de los
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pozos y se incubaron por 2 horas a 37°C hasta que se adhirieron.
Posteriormente, se hizo la interaccion amiba-eritrocito en una relacion 1:10
durante 20 minutos a 37°C. En seguida el medio se retird y las muestras se
fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS pH 7.4 a 37°C, durante 45
minutos y se lavaron con PBS. Posteriormente, las células se permeabilizaron
con Triton X-100 al 0.5% durante 45 minutos. Se lavd nuevamente con PBS.
Para contrastar los eritrocitos, éstos fueron tefidos mediante la incubacién con
una solucion de diaminobenzidina (1.5 ml de Tris 50 mM pH 9.5, 2.5 ul de H,0,
y 30 pl diaminobenzidina a 37 mg por cada 700 pl de propanodiol) por 30
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron con PBS.
Enseguida, para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos, las
preparaciones se bloquearon con una solucion de BSA al 1% a 37°C durante
40 minutos. Una vez bloqueadas, las células se incubaron con anticuerpos
primarios los cuales fueron: anticuerpos monoclonales contra el complejo
EhCPADH aplicados de manera directa; anticuerpos policlonales contra la
subunidad B de la ATPasa vacuolar hechos en ratén, en una dilucion 1:80;
anticuerpos policlonales contra EhGPCR-1 hechos en ratén, en una dilucion
1:500. Todos los anticuerpos primarios fueron incubados a 37°C por 1 horao a
4°C durante toda la noche. Como anticuerpos secundarios se utilizaron
anticuerpos anti-raton acoplados a fluoresceina (Zymed) en una dilucion 1:100
(PBS y BSA 1%), éste se incubo por 2 horas a temperatura ambiente.
Después, las células se lavaron con PBS y se incubaron con una solucién de
yoduro de propidio (10 pg/ml) por 5 minutos, se lavdé nuevamente con PBS y
por ultimo con agua estéril. Después del ultimo lavado se montaron los

cubreobjetos con las células en un portaobjetos con vectashield al 50 %.



VI. RESULTADOS

6.1 Aislamiento de proteinas amibianas que interactuan con eritrocitos.
Experimentos realizados anteriormente en nuestro laboratorio por el Dr. Mario
A. Rodriguez permitieron detectar por experimentos de ligando la presencia de
varias proteinas de E. histolytica que interaccionan con los glébulos rojos
durante la eritrofagocitosis (Rodriguez y col., 1989). Sin embargo, en esos
experimentos solo se logro precisar la identidad de la proteina de 124 kDa que
corresponde al complejo EnCPADH porque se tenian los anticuerpos contra
este complejo. La mayoria de las bandas no fueron identificadas ya que no se
contaba con las herramientas bioldgicas para hacerlo. Por lo tanto, el interés de
este trabajo fue identificar otras moléculas de los trofozoitos amibianos
involucradas en la union e internalizacion de los eritrocitos. EI conocimiento de
estas proteinas nos permitra comprender mejor el mecanismo de
patogenicidad de la amiba.

La estrategia que utilizamos fue realizar ensayos de ligando seguidos por
Western blot. Primeramente incubamos 10° trofozoitos con 1.6 X 10° eritrocitos
fijlados con glutaraldehido por 20 minutos a 37°C y posteriormente lisamos los
trofozoitos con el detergente NP-40. Una vez hecha la lisis de los trofozoitos,
los eritrocitos fijados y por lo tanto intactos, se utilizaron como acarreadores de
las proteinas unidas a ellos. Las proteinas que se unieron a los eritrocitos se
analizaron en geles de poliacrilamida que tenimos con plata y/o se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa para identificar las bandas con anticuerpos.
Después de 20 minutos de incubacion con los eritrocitos, los trofozoitos habian

ingerido aproximadamente un promedio de 14 eritrocitos por amiba.
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Para lograr separar la mayoria de las proteinas de la amiba unidas a los
eritrocitos, se realizaron geles de diferente concentracion de poliacrilamida
(10%, 15% y 20%) (Fig. 5 panel: B, C y D). El patrén obtenido en estos
ensayos se comparo con el obtenido a partir de extractos totales de trofozoitos
(Fig.5, panel A). En todos los casos se determind el peso molecular de las
proteinas mediante regresion lineal. En estos ensayos se utilizaron como
controles por un lado, trofozoitos de la clona A que no estuvieron en contacto
con eritrocitos fijados y que por lo tanto, no tendrian un vehiculo acarreador de
las proteinas del parasito. A estas células se les dio el mismo tratamiento que a
las que si tenian vehiculo acarreador (Fig. 5, paneles B, C y D, carril 2). Por
otro lado, se utilizaron sdlo eritrocitos fijados (Fig. 5, paneles B, C y D, carril 3).
En los geles de poliacrilamida al 10 % visualizamos al menos seis bandas con
masas moleculares de 217, 79, 54, 47, 40 y 35 kDa y una banda mas con un
peso menor de 35 kDa (Fig. 5, panel B, carril 1) que también estuvo presente
en el control de eritrocitos por lo que se consideré como proteina contaminante
(Fig. 5, panel B, carril 3). Con el objetivo de separar mejor las bandas menores
a los 35 kDa se aumento la concentracion de la poliacrilamida en el gel al 15%.
En este caso logramos visualizar seis bandas con masas moleculares de 211,
76, 52, 43, 24 y 22 kDa (Fig. 5, panel C, carril 1). Ademas de éstas se
observaron dos bandas con pesos de 33 y 15 kDa que también se observaron
en el control de eritrocitos, por lo que las consideramos como contaminantes de
las proteinas del eritrocito (Fig. 5, panel B, C, carril 2). Al aumentar nuevamente
la concentracion de poliacrilamida al 20 % so6lo logramos resolver otras dos
bandas extra con pesos de 16 y 18 kDa (Fig. 5, panel D, carril1).

La ausencia de proteinas en el control de trofozoitos en los tres ensayos nos



dice que las proteinas aisladas en el carril numero 1 son especificas de la
interaccion eritrocito-amiba (Fig. 5, paneles B, C y D, carril 2).

La comparacion de las bandas obtenidas en geles con diferentes
concentraciones de poliacrilamida permitié observar que algunas de las bandas
cambian ligeramente de peso, por lo tanto, en la Tabla 1 el peso molecular
propuesto para las bandas identificadas esta dentro del rango de los pesos
obtenidos en los tres ensayos. En total identificamos diez bandas en los geles
de poliacrilamida (Tabla 1, columna izquierda). También comparamos los
pesos de las proteinas obtenidas en este trabajo con los reportados por
Rodriguez y col. (1989). En general, hay similitud entre ellos, aunque también
hay algunas variaciones probablemente debidas a diferencias experimentales.
Por ejemplo, la proteina de 24 kDa fue identificada por nosotros y por
Rodriguez y col. 1989, pero las proteinas de 217 kDa y 211 kDa, podrian
corresponder a la proteina que Rodriguez y col., 1989 reportaron con un peso
molecular de 210 kDa. Las proteinas de 79 kDa y 76 kDa, podrian
corresponder a la proteina de 70 kDa reportada por Rodriguez y col. (1989).
Las proteinas de 160, 124 y 90 kDa no fueron detectadas en nuestros ensayos,
a pesar que la tincion con nitrato de plata permite resolver cantidades del orden
de un nanogramo de proteina como una banda sencilla (Sambrook vy col.,
1989). El otro caso de contraste entre este trabajo y el de Rodriguez y col.
(1989) son las bandas de 18 y 22 kDa, que sdélo fueron observadas en el
presente trabajo. Esto se debe al uso de diferentes concentraciones de
poliacrilamida, que nos permitié resolver de una manera mas clara la zona

donde se encuentran proteinas de menor tamano.



Figura 5. Aislamiento de proteinas que interactiian con eritrocitos
humanos. Trofozoitos de la clona A se incubaron durante 20 minutos a
37°C con eritrocitos, previamente fijados con glutaraldehido al 2.5 %,.
Los trofozoitos se lisaron con NP-40 al 1%, 100 mM de Tris HCl y 100
mM de PHMB. Los eritrocitos resuspendidos se lavaron varias veces y
las proteinas aisladas se separaron por electroforesis. Se visualizaron
por tincion con plata. De izquierda a derecha: geles de diferente
concentracion de poliacrilamida 10% (B),15% (C) y 20% (D),
respectivamente. Del lado izquierdo de cada panel, los pesos
calculados por regresion lineal para cada banda

Carril 1.-Proteinas aisladas después de la interaccion de los

trofozoitos con los eritrocitos.

- Carril 2.-Proteinas de los trofozoitos (Control negativo).

Carril 3.-Proteinas de eritrocitos que no interaccionaron con los

trofozoitos (Control negativo).

M.-Marcadores de pesc molecular.

Panel A. Proteinas totales de trofozoitos de la clona A.
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Tabla 1. Comparacion de las bandas obtenidas en el trabajo de Rodriguez

y col., (1989) y este trabajo.

Este trabajo Rodriguez y col.,1989
217-211 kDa 210
160
112
90
79 - 76 70
54- 52 50
47
43-40
35 35
24 24
22
18
16 13

(1] . v o yd
====. Ausencia de la banda con peso molecular similar al de la columna opuesta.
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6.2.1 Imunodeteccion del complejo ERCPADH

Las proteinas pueden ser identificadas por diversos procedimientos, entre los
que se incluyen la secuenciacion del extremo N-terminal, la composicion de
aminoacidos, la co-migracion con proteinas conocidas o la deteccion con
anticuerpos especificos. La identificacion de las proteinas aisladas fue el
segundo objetivo de este trabajo y para esto nos valimos de una serie de
anticuerpos especificos tanto policlonales como monoclonales que existen en
nuestro laboratorio.

El complejo EhCPADH, es muy inmunogénico y es una de las principales
proteinas reconocidas en sueros de pacientes con absceso hepatico amibiano
(Arroyo y Orozco, 1987). Ademas, mediante técnicas como la microscopia
electronica y microscopia de fluorescencia se observd que durante la
fagocitosis esta proteina es transportada desde la membrana plasmatica hacia
vacuolas fagociticas (Garcia-Rivera y col., 1999). En nuestros ensayos no
identificamos en los geles tenidos con plata a la banda de 124 kDa que
corresponde al complejo EhCPADH. Sin embargo, mediante el uso de
anticuerpos policlonales dirigidos contra el complejo EhnCPADH en ensayos de
Western blot logramos detectar un doblete en las membranas de nitrocelulosa
con las proteinas que se habian unido a los eritrocitos y separadas por
electroforesis en geles de 10% de poliacrilamida (Fig. 6). La regresion lineal
con los marcadores de peso molecular permitié determinar que este doblete
tenia una banda con un peso molecular de 121 kDa y otra banda de 130 kDa.
Estos resultados estan de acuerdo con lo descrito, ya que se ha sugerido que
los carbohidratos pueden influenciar la migracion del complejo EhnCPADH en el

gel (Garcia-Rivera y col., 1999). En ambos controles negativos, los trofozoitos



Figura 6. Inmunodeteccion del complejo EhCPADH en |la
eritrofagocitosis. Los trofozoitos se incubaron con eritrocitos fijados
(1:160) a 37°C por 20 minutos. Los trofozoitos se lisaron y las
proteinas que quedaron adheridas a los eritrocitos después de lavados
exhaustivos se separaron en geles de poliacrilamida al 10%. Después
de aislar las proteinas de los trofozoitos que se adhirieron a los
eritrocitos, las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa. Posteriormente, éstas se probaron con anticuerpos
especificos contra el complejo EhRCPADH. A la izquierda se encuentran

los marcadores de peso molecular.
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solos y los eritrocitos solos, no se observé senal alguna. En el extracto total de
amibas los anticuerpos detectaron una banda gruesa que comigra con la banda

de 121 kDa y que corresponde al complejo EhRCPADH (Fig. 6).

6.2.2 Inmunodeteccion del receptor acoplado a proteinas G durante la
eritrofagocitosis

Recientemente se report6 la identificacion de un posible receptor acoplado a
proteinas G (EhGPCR-1) en E. histolytica (Picazarri y col., 2005). Este tipo de
proteinas eucaridticas son el mayor grupo de proteinas receptoras integrales
de membrana que regulan diversos tipos de proceso fisiologicos, incluyendo la
fagocitosis (Freire-Garabal y col., 2003). EhnGPCR-1 se identific6 mediante
ensayos de doble hibrido como una molécula que interactua con la proteina
EhRabB (Picazarri y col., 2005), la cual se ha reportado que esta presente en
las bocas fagociticas cuando los trofozoitos se incuban con eritrocitos humanos
(Rodriguez y col., 2000). Esto sugiri6 que el EhGPCR-1 pudiera estar
participando en la eritrofagocitosis. Para saber si el EhnGPCR-1 esta dentro del
grupo de proteinas aisladas en nuestros ensayos realizamos experimentos de
Western blot usando un anticuerpo policlonal dirigido contra esta proteina
(Picazarri, 2006). En estos ensayos, los anticuerpos reconocieron una banda
con un peso de aproximadamente 59 kDa, lo cual varia un poco con respecto al
peso tedrico reportado para esta proteina, que es aproximadamente de 54 kDa.
Los cambios en los pesos probablemente se deben a diferencias
experimentales, como el tiempo de electroforesis y el uso de marcadores de
proteinas diferentes. Como controles negativos de este ensayo se utilizaron

amibas sin eritrocitos por un lado y eritrocitos sin amibas por otro. Ambos
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controles se realizaron con el objeto de poder observar contaminacion por
fallas en el sistema de aislamiento y como se observa en la figura 7 en ambos
casos no hay senal alguna. Como control positivo se utilizaron extractos totales
de proteinas de amiba de la clona A. En la figura 7 podemos observar una
banda clara que después de calcular el tamano mediante regresion lineal tiene
un peso de 55 kDa.

Al obtener una senal en las proteinas aisladas, nos dice que el EnGPCR-1
probablemente esta participando en el proceso de eritrofagocitosis o cuando

menos que se une especificamente a los eritrocitos.

6.2.3 Inmunodeteccion de la subunidad B de la ATPasa vacuolar en la
eritrofagocitosis

Las ATPasas bombeadoras de protones son enzimas que acoplan el transporte
de protones a través de las membranas con la sintesis o hidrolisis del ATP. Las
ATPasas vacuolares o V-ATPasas son complejos multiméricos encargados de
acidificar los compartimentos celulares como vacuolas, endosomas, lisosomas
y vesiculas secretorias (Kane y col., 1990).

En macrofagos se han identificado mediante espectrometria de masas varias
subunidades de estos complejos, entre ellas, la subunidad a, B y € (Garin y col.,
2001). Entanto, en E. histolytica mediante espectrometria de masas solo se ha
identificado un péptido con 33 % de identidad con la subunidad a de la V-
ATPasa de humano (Okada y col., 2005).

Debido a la funcion general de este tipo de proteinas, se consider6 a la V-
ATPasa como una proteina que pudiera estar participando en el proceso de

fagocitosis. Para estos ensayos se usé el anticuerpo policlonal hecho en raton
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contra la subunidad B de la ATPasa vacuolar de E. histolytica (Meléndez,
2004). De esta manera y después de separar las proteinas y transferirlas a una
membrana se incubaron con los anticuerpos, se obtuvo una senal clara en el
carril de las proteinas aisladas a partir de eritrocitos que estuvieron en contacto
con los trofozoitos durante la eritrofagocitosis. El tamafho calculado de esta
banda fue de 57 kDa (Figura 8), el cual es ligeramente mayor que el reportado,
que es de 55 kDa para la subunidad B de la ATPasa (Meléndez, 2004). En los
controles negativos no se observé sefal alguna, mientras que en las proteinas
totales de trofozoitos usados como control positivo se observé una banda con
un peso de 57 kDa, por lo que podemos sugerir que el cambio en el peso debe
estar dado por la forma en que corrieron los marcadores de peso molecular.

Este resultado coincide con lo reportado a partir de ensayos de fagocitosis de
los macrofagos de ratéon en los que mediante espectrometria de masas se ha
identificado a la subunidad B como una de las proteinas que participa en el
proceso de fagocitosis (Garin y col., 2001). El reconocimiento de esta proteina
en nuestros ensayos ademas indica que en E. histolytica existe una proteina
que forma el parte del complejo de subunidades que constituyen a la ATPasa

vacuolar.

6.2.4 Inmunodeteccion de la piruvato: ferredoxin oxidorreductasa (PFO)

en la eritrofagocitosis

En microorganismos fermentativos, la piruvato ferredoxin Oxidorreductasa
(PFO) se encarga de descarboxilar al piruvato y convertirlo en acetil coenzima

A (Kerscher y Oesterhelt, 1981). En Trichomonas vaginalis la PFO esta
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localizada en la membrana de los hidrogenososmas (Williams y col., 1987). Sin
embargo, recientemente se identificé a una nueva adhesina de T. vaginalis con
alta homologia a la PFO, la cual se expresa sobre la superficie de este parasito
cuando crece en altas concentraciones de hierro (Moreno-Brito y col., 2005).

En E. histolytica, mediante el uso de anticuerpos contra la proteina EhPFO
recombinante y microscopia confocal se determiné que esta enzima se localiza
en el organelo llamado EhkO y sobre la membrana plasmatica de los
trofozoitos (Rodriguez y col., 1996). Esto podria sugerir que EhPFO también
podria participar en la interaccion con eritrocitos. Al utilizar los anticuerpos anti-
EhPFO en nuestros ensayos obtuvimos un par de bandas con pesos
moleculares de 70 y 78 kDa (Fig 9), las cuales no corresponden con el peso
tedrico esperado de la EhPFO, que es de 130 kDa (Rodriguez y col., 1996). La
presencia de estas bandas probablemente sea debida a la degradacion de la
proteina, pues como se puede observar en la figura 9, en los extractos totales
de los trofozoitos ademas del reconocimiento de una banda con un peso de
129 kDa, también se observa el reconocimiento de una serie de bandas en
forma de barrido por debajo de ésta, incluyendo dos bandas con pesos
moleculares de 70 y 78 kDa. EIl reconocimiento especifico esta vigilado por los
controles negativos, que como en los casos anteriores, no dio reconocimiento
ni senal alguna (Figura 9). Entonces, podemos sugerir que muy probablemente
la PFO amibiana también esté participando en el proceso de fagocitosis,
aunque una funcion mas clara de ella durante el proceso necesitara de otro tipo

de ensayos.
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Figura 7. Inmunodeteccion del EhGPCR-1 en eritrofagocitosis.
Después de aislar las proteinas de E histolytica que interactuaron con los
eritrocitos, eéstas fueron trasferidas a membranas de nitrocelulosa y
posteriormente identificadas con anticuerpos especificos contra la proteina
EhGPCR-1. De izquierda a derecha, control negativo de eritrocitos, control
negativo de amibas, proteinas aisladas de la interaccion eritrocito-

trofozoito y extractos totales de amiba, como control interno.
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Figura 8. Inmunodeteccion de la ATPasa vacuolar en eritrofagocitosis.
Después de aislar las proteinas que interactuaron con los eritrocitos las
proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa vy
_ posteriormente identificadas con anticuerpos especificos contra la
subunidad B de la ATPasa vacuolar de E. histolytica. De izquierda a
derecha, control negativo de eritrocitos, control negativo de amibas,
proteinas aisladas de la interaccion eritrocito-trofozoito y extractos totales de

amiba, como control interno.
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Figura 9. Inmunodeteccion de la piruvato: ferredoxin
oxidorreductasa (PFO). Después de aislar las proteinas de E.
histolytica que interactuaron con los eritrocitos, las proteinas fueron
trasferidas a membranas de nitrocelulosa y posteriormente identificadas
con anticuerpos especificos contra la PFO amibiana. De izquierda a
derecha, control negativo de eritrocitos, control negativo de amibas,
proteinas aisladas de la interacciéon eritrocito-trofozoito y extractos

totales de amiba, como control interno.
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6.2.5 Inmunodeteccion de la enolasa de E. histolytica en la
eritrofagocitosis.

Como mencionamos en los antecedentes, existen trabajos previos donde se
han aislado las proteinas que estan interactuando con los eritrocitos humanos
como célula blanco de los trofozoitos amibianos (Rodriguez y col., 1989);
(Hidalgo, 1997). En uno de estos trabajos, donde se utilizaron condiciones
distintas a las empleadas en este trabajo, se encontr6 una banda con un peso
aproximado de 48 kDa, la cual posteriormente se identific6 como la enzima
glicolitica enolasa mediante la técnica de microsecuenciacion (Hidalgo, 1997).
Esta enzima cataliza la deshidratacion reversible del 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato en las rutas de la glucdlisis y gluconeogénesis, es decir,
participa tanto en la degradacién como en el almacenamiento de carbohidratos.
Interesantemente, por medio de ensayos de protedmica usando macroéfagos de
raton de la linea celular J774 que fagocitaron perlas de latex, también se
identificarébn a la enolasa como una de las proteinas presentes en los
fagosomas (Garin y col., 2001).

Para determinar la presencia de la enolasa de E. histolytica en nuestros
ensayos realizamos experimentos de Western blot, utilizando anticuerpos
policlonales hechos en conejo dirigidos contra los primeros 300 aminoacidos
del extremo amino terminal de la isoenzima a-enolasa humana (Santa Cruz
Biotechnology). Estos anticuerpos no detectaron proteina alguna en las
proteinas que interaccionaron con los eritrocitos (Fig. 10). Como control
positivo de este ensayo se utilizaron extractos totales de amibas, en donde se
observé una banda de 48 kDa, la cual corresponde al peso molecular de la

enolasa. De esta manera aseguramos que los anticuerpos estaban



reconociendo a la enolasa de amiba (Hidalgo y col., 1997). Como controles
negativos se utilizaron, por un lado, las proteinas de eritrocitos que no
interactuaron con amibas y por otro, las proteinas de amibas que no
interactuaron con eritrocitos. En ambos casos no se obtuvo senal alguna. Si
bien nuestros resultados no coinciden con lo reportado en el trabajo de Hidalgo
(Hidalgo, 1997), considerando que el proceso de la fagocitosis es un fendmeno
muy dinamico, donde las proteinas que estan interactuando con las células
blanco tienen cinéticas que aun desconocemos, podriamos asumir que, las
condiciones diferentes en el proceso de aislamiento que se utiliz6 en el trabajo

de Hidalgo (1997) pueden ser las responsables de las diferencias encontradas.

6.2.6 Inmunodeteccion de la actina durante la eritrofagocitosis.

Es bien sabido que durante la extensién de los pseuddpodos se presenta la
polimerizacion de la actina debajo de la membrana plasmatica (Mitchison y
Cramer, 1996). En el caso de E. histolytica, se ha observado que después del
contacto con los eritrocitos se presenta la emision de seuddpodos y existe una
rapida polimerizacion de la actina (Bailey y col., 1985). Sin embargo, cuando se
usan perlas magnéticas desnudas, éstas no estimulan esta respuesta (Bailey y
col., 1985), lo que sugiere que la interaccion inicial de los trofozoitos con los
eritrocitos es un proceso de reconocimiento muy especifico (Bailey y col.,
1990).

Recientemente, en estudios de protedmica de la fagocitosis de este parasito y
mediante el uso de perlas magnéticas cubiertas con proteinas del suero
humano, asi como recubiertas con la proteina inhibible por galactosa y Nacetil

galctosamina (Gal-Gal-Nac), la actina ha sido detectada alrededor de los



fagosomas generados por la ingestion de estas perlas magnéticas (McCoy y
Mann, 2005); Asi también se reporté que esta proteina parece ser mas
abundante sobre los fagosomas a los 15 minutos en comparacién con los 30
minutos de fagocitosis en una cepa de amibas que sobreexpresaba la miosina
IB, cuya principal caracteristica es hacer el proceso de fagocitosis de una
manera mas lenta con respecto a la cepa silvestre (Marion y col., 2005).

Debido a que esta proteina esta relacionada con el proceso de eritrofagocitosis
y ha sido identificada mediante espectrometria de masas en los estudios de
protedmica, nos parecié un excelente candidato para ser identificada dentro del
grupo de proteinas aisladas en el presente trabajo. Sin embargo, en los
ensayos hechos en este trabajo no se observé senal alguna al utilizar
anticuerpos anti-actina (Fig. 11). Como control positivo de este ensayo se
utilizarén anticuerpos anti-actina en extractos totales de proteinas de amiba de
la clona A, revelandose una banda con un peso molecular de 44 kDa, lo cual
coincide con el peso tedrico de la actina (Fig.11). Como control negativo se
utilizaron las proteinas de eritrocitos que no interactuaron con amibas y por otro
lado, proteinas de amibas que no interactuaron con eritrocitos. En ambos casos
no se obtuvo senal, por lo que podemos sugerir que no existia contaminacion
por proteinas de eritrocito. La ausencia de esta proteina en este ensayo, a
pesar de que se ha demostrado su participacion en la fagocitosis del parasito,
se debe probablemente a que las condiciones usadas para el proceso de

aislamiento promueven que esta proteina sea separada de los eritrocitos.



Figura 10. Inmunodeteccion de la enolasa en la eritrofagocitosis.
Después de aislar las proteinas de E. histolytica que interactuaron con los
eritrocitos, éstas fueron trasferidas a membranas de nitrocelulosa vy
posteriormente identificadas con anticuerpos especificos contra la a-enolasa
de origen humano. De izquierda a derecha, control negativo de eritrocitos,
control negativo de amibas, proteinas aisladas de la interaccién eritrocito-

trofozoito y extractos totales de amibas como control interno.
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Figura 11. Inmunodeteccion de la actina en la eritrofagocitosis.
Después de aislar las proteinas de la amiba que interaccionaron con
los eritrocitos, éstas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
y posteriormente probadas con anticuerpos especificos contra la
actina. De izquierda a derecha, control negativo de eritrocitos, control
negativo de amibas, proteinas aisladas de la interaccion eritrocito-

trofozoito y extractos totales de amiba, como control interno.

60



61

$9|e}0] sOoloel1x3

sisojoobejosyiig

S0}10Z0j0.4]

s0}190431u3

©
(]
x

kDa

250
150
100

75

50

44

37



62

6.2.7 Inmunodeteccion de la proteina de union a la caja TATA (TBP) en la
eritrofagocitosis.

Como control negativo de estos ensayos utilizamos una proteina nuclear de E.
histolytica, la proteina de union a la caja TATA (TBP), la cual es uno de los
factores clave para realizar la trascripcion eficiente de los genes de E.
histolytica (de Dios-Bravo y col., 2005). Como esta proteina es nuclear y no ha
sido relacionada con el proceso de la fagocitosis, consideramos que al no
localizarla dentro del grupo de proteinas aisladas en nuestros ensayos de
interaccion nos evidenciaria que hemos detectado proteinas especificas del
proceso de fagocitosis evitando por tanto, la presencia de proteinas
contaminantes. Para valorar esta suposicion, realizamos el ensayo de
interaccion y realizamos el aislamiento de las proteinas como se describi6 en la
metodologia. Una vez que las proteinas se transfirieron a la membrana de
nitrocelulosa, utilizamos anticuerpos policlonales hechos en conejos dirigido
contra la proteina TBP de E. histolytica (de Dios-Bravo y col., 2005). Los
anticuerpos dieron una senal positiva so6lo en el carril con extractos de
proteinas nucleares (Fig. 12). En este caso usamos extractos de proteinas
nucleares para inmunodetectar a la proteina, ya que se encuentra en una
concentracion muy baja en el citoplasma. Tanto en los controles negativos
como en el ensayo de eritrofagocitosis no logramos observar alguna senal (Fig.
12), lo cual nos sugiere, que en nuestro ensayo no existe contaminacion por

proteinas que no estén participando en el proceso de eritrofagocitosis.

Hasta aqui pudimos observar que existe una serie de proteinas que se unen a

eritrocitos durante la fagocitosis y que se lograron identificar mediante



anticuerpos especificos. En la Tabla 2, a manera de resumen, por columnas de
izquierda a derecha se muestran: los pesos moleculares de las bandas
observadas en los geles mediante tincion con plata, los pesos calculados
mediante regresion lineal de las bandas obtenidas durante los ensayos de
inmunodetecion con anticuerpos especificos, los pesos tedricos de las
proteinas que pensamos inmunodetectar y por ultimo, los nombres de las
proteinas. Como se observa en la tabla, de las siete proteinas probadas se
inmunodetectaron cuatro. Una corresponde al complejo EhRCPADH previamente
relacionado con el proceso de eritrofagocitosis (Garcia-Rivera y col., 1999). Sin
embargo la PFO, el EhGPCR-1 y la B-ATPasa no habian sido relacionadas
directamente con el proceso de eritrofagocitosis y se logré su inmunodeteccion
con los anticuerpos especificos. En otros casos como la actina y la enolasa,
aunque han sido reportadas dentro del grupo de proteinas aisladas mediante
ensayos de ligando (Hidalgo y col., 1997), en este trabajo no fueron localizadas

mediante anticuerpos.

6.3 Localizacion de proteinas relacionadas con la eritrofagocitosis.

El tercer objetivo de este trabajo fue demostrar la interaccion in situ de las
proteinas amibianas identificadas con los eritrocitos por ensayos de
inmunofluorescencia, los cuales se realizaron como se describié en el apartado

de materiales y métodos.

6.3.1 Inmunolocalizacion del complejo EhCPADH durante Ia
eritrofagocitosis.

Previamente, mediante ensayos de inmunofluorescencia y microscopia
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electrénica, y utilizando anticuerpos monoclonales, se observo que durante la
eritrofagocitosis, el complejo EhCPADH era traslocado desde la membrana
plasmatica hacia las vacuolas fagociticas (Garcia-Rivera y col., 1999). En el
presente trabajo, aunque durante los ensayos de aislamiento y tincion con plata
no se visualizé alguna banda con el peso aproximado de esta proteina, los
anticuerpos anti-EhCPADH si la detectaron en las proteinas transferidas. Para
confirmar el resultado obtenido durante los ensayos de inmunodeteccion, se
hicieron ensayos de inmunofluorecencia. Para esto, los trofozoitos se fijaron y
permeabilizaron. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo monoclonal
anti-EhCPADH.

Como se puede observar en la figura 13 panel A, en trofozoitos sin fagocitar la
proteina se localizé principalmente sobre la membrana plasmatica de las
células y alrededor de vacuolas dentro del citoplasma, lo cual coincide con lo
ya reportado (Garcia-Rivera y col., 1999). La sefal fue especifica ya que en el
control negativo, donde sdélo se usaron los anticuerpos secundarios, no se
obtuvo ninguna senal. Cuando los trofozoitos estuvierqn en contacto con
eritrocitos por 20 minutos a 37°C previo a la inmunolocalizacion, la
fluorescencia se observé también en la membrana plasmatica, pero ademas

se localiz6 alrededor de los eritrocitos (Fig. 14, paneles A, C y E).

6.3.2 Inmunolocalizacion de la ATPasa vacuolar de E. histolytica durante
la eritrofagocitosis.

En un trabajo previo, mediante ensayos de inmunofluorescencia se concluyo
que la ATPasa vacuolar se distribuye principalmente en el citoplasma de los

trofozoitos amibianos, en pequenas vesiculas y en algunas regiones de la
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Figura 12. Inmunodeteccion de la proteina EhnTBP. Después de aislar
las proteinas de la amiba que interaccionaron con los eritrocitos, éstas
fueron trasferidas a membranas de nitrocelulosa y posteriormente
probadas con anticuerpos especificos contra la proteina TBP de E.
histolytica (de Dios-Bravo y col., 2005). De izquierda a derecha, control
negativo de eritrocitos, control negativo de amibas, proteinas aisladas de
la interaccic')r{ eritrocito-trofozoito y extractos nucleares de amiba como

control interno del ensayo de Westrn blot.
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Tabla 2. Proteinas amibianas que interactuan con

eritrocitos
Proteinas observadas Proteinas Pesos tedricos de Nombre de
por tincion con plata inmunodetectadas las proteinas la proteina
(kDa) (kDa) inmunodetectadas
(kDa)

211-217 | -] e
---------- 120 124 EhCPADH
76-79 70y 78 130 PFO?

59 54 EhGPCR-1
52-54

55 57 B-ATPasa
47 e - e
4043 | -] e
24 e e e
2 e ]
i8]

16
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membrana plasmatica (Meléndez, 2004). En los ensayos del presente trabajo
de aislamiento, se inmunodetectd la ATPasa vacuolar como una proteina de 55
kDa que interacciona durante el proceso de eritrofagocitosis (Fig. 9). Para
confirmar los resultados anteriores se hicieron ensayos de
inmunofluorescencia. Para esto, trofozoitos que estuvieron o no en contacto
con eritrocitos por 20 minutos se fijaron y permeabilizaron. Posteriormente, se
incubaron con el anticuerpo policlonal anti-la subunidad B de la ATPasa
vacuolar de E. histolytica (Meléndez, 2004). Las muestras fueron observadas
en el microscopio confocal. Durante estos ensayos observamos en los
trofozoitos amibianos que no se incubaron con los eritrocitos que la distribucion
de la proteina es principalmente citoplasmatica y en algunos casos forma
pequenos agregados (Fig. 15). Cuando los eritrocitos estuvieron en contacto
con las amibas, la proteina cambié su localizacion y ésta se encontro
principalmente sobre los eritrocitos, pues la fluorescencia marca perfectamente
a los eritrocitos dentro de los trofozoitos amibianos (Figuras 17 y 18 paneles A).
Este ultimo resultado nos indica que muy probablemente esta proteina si esté
participando en el proceso de eritrofagocitosis como se ha observado en

macréfagos (Garin y col., 2001).

6.3.3 Inmunolocalizacion del EhGPCR-1 de E. histolytica durante la
eritrofagocitosis.

La identificacion del ERGPCR-1 mediante el sistema de doble hibrido sugiere
su participacion en el proceso de ertrofagocitosis (Rodriguez y col., 2000). En
este trabajo, mediante el uso de anticuerpos especificos, se identific6 como

una de las proteinas que estaba interactuando con los eritrocitos humanos (Fig.
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8). Para confirmar los resultados anteriores se hicieron ensayos de
inmunofluorescencia. Para esto, trofozoitos que estuvieron o no en contacto
con eritrocitos por 20 minutos se fijaron y permeabilizaron. Posteriormente, se
incubaron con anticuerpos policlonales contra EhGPCR-1. Los anticuerpos
localizardn a la proteina principalmente en el citoplasma cuando los trofozoitos
no fagocitaron (Figura 17). El patron cambié cuando ambas células estuvieron
en contacto y el anticuerpo localizé a la proteina principalmente alrededor de

los eritrocitos (Figura 18 paneles A, D y F).
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Figura 13. Inmunolocalizacion del complejo EhRCPADH.

Trofozoitos de la clona A se fijaron con paraformaldehido al 4% y se
permeabilizaron con Triton X-100. Las amibas se incubaron con los
anticuerpos monoclonales anti-EhCPADH y posteriormente con anticuerpos
secundarios acoplados a fluorescéina. Posteriormente, las muestras se
analizaron por microscopia confocal. El panel A muestra la distribucion de la
proteina sobre la membrana plasmatica. El panel B muestra el contraste de

fases de la misma imagen.
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Figura 14. Inmunolocalizacion del complejo EhCPADH durante la

eritrofagocitosis.

Trofozoitos de la clona A se incubaron con eritrocitos humanos por 20
minutos a 37°C. Posteriormente, se fijaron con paraformaldehido al 4% y
finalmente, se permeabilizaron con Tritén X-100. Las amibas se incubaron
con anticuerpos anti-EhCPADH y con anticuerpos secundarios acoplados a
fluoresceina. Finalmente, las muestras se analizaron por microscopia
confocal. El panel A muestra la distribucion de la proteina sobre la
membrana plasmatica y rodeando los eritrocitos, en color verde. El panel B
myestra la tincién de los nucleos con yoduro de propidio, en color rojo. El
panel C muestra la sobreposiciéon de los paneles A y B. El panel D muestra
el contraste de fases de la misma imagen. El panel E muestra un campo
amplio de la misma imagen con la sobreposicion de los canales rojo y verde.

El panel F muestra el contraste de fases de la misma imagen del E.
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Figura 15. Inmunolocalizacion intracelular de la subunidad B de la

ATPasa vacuolar.

Trofozoitos de la clona A se fijaron con paraformaldehido al 4%, y se
permeabilizaron con Tritén X-100. Las amibas se incubaron con anticuerpos
policlonales contra la subunidad B de la ATPasa vacuolar de E. histolytica'y
con anticuerpos secundarios acoplados a fluoresceina. Posteriormente, las
muestras se analizaron por microscopia confocal. El panel A muestra la
distribucién de la proteina en el citoplasma de las células y en algunos
casos formando agregados, en color verde. El panel B muestra la tincion de
los nucleos tenidos con yoduro de propidio, en color rojo. El panel C
muestra la sobreposicion de los paneles A y B. El panel D muestra el

contraste de fases de la misma imagen.
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Figura 16. Inmunolocalizacion de la subunidad B de la ATPasa

vacuolar durante la eritrofagocitosis.

Trofozoitos de la clona A se incubaron con eritrocitos humanos por 20
minutos a 37°C. Posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4% y
finalmente, se permeabilizaron con Tritén X-100. Las amibas se incubaron
con anticuerpos policlonales contra la subunidad B de la ATPasa vacuolar
de E. histolytica y con anticuerpos secundarios acoplados a fluoresceina.
Posteriormente, las muestras se analizaron por microscopia confocal. El
panel A muestra la distribucién de la proteina rodeando los eritrocitos y en
algunos casos rodeandolos completamente, en color verde. El panel B
muestra la tinciéon de los ntcleos con yoduro de propidio en color rojo. El
panel C muestra la sobreposicion de los paneles A y B. El panel D muestra
el contraste de fases de la misma imagen. El panel E muestra la
sobreposicion de los canales verde y rojo de un campo amplio. El panel F

muestra el contraste de fases de la imagen del panel E.
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Figura 17. Inmunolocalizacion del GPCR-1 de E. histolytica.

Trofozoitos de la clona A se fijaron con paraformaldehido al 4% y se
permeabilizaron con Tritén X-100. Las amibas se incubaron con anticuerpos
anti-EhGPR-1 y con anticuerpos secundarios acoplados a fluoresceina.
Posteriormente, se analizaron por microscopia confocal. El panel A muestra
que la proteina se localiza en el citoplasma de las células. El panel B
muestra la tincion de los nucleos con yoduro de propidio. El panel C muestra
la sobreposiciéon de los paneles A y B. El panel D muestra el contraste de

fases de la misma imagen.
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Figura 18. Inmunolocalizacion del GPCR-1 de E. histolytica durante la

eritrofagocitosis.

Trofozoitos de la clona A se incubaron con eritrocitos humanos por 20
minutos a 37°C. Posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4%, y
finalmente se permeabilizaron con Tritén X-100. Las amibas se incubaron
con anticuerpos anti-EnGPR-1 y con anticuerpos secundarios acoplados a
fluoresceina. Como control negativo los trofozoitos fueron incubados sdlo
con los snticuerpos secundarios acoplados a fluoresceina. Finalmente, se
analizaron por microscopia confocal. El panel A muestra que la proteina se
localiza alrededor de los eritrocitos. El panel B muestra la tincion de los
nucleos con yoduro de propidio. El panel C muestra el contraste de fases de
la misma imagen. El panel D muestra la sobreposicion de los paneles A y B.
El panel F muestra el contraste de fases de un campo amplio. El panel F

muestra la sobreposicion de los canales rojo y verde de la misma imagen.
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VII. DISCUSION

Con la utilizacion de diferentes técnicas de aislamiento de proteinas y la
secuenciacion completa del genoma de E. histolytica ha sido posible estudiar a
gran escala las moléculas que participan en los procesos biolégicos
relacionados con la vilurencia de este pardsito, como es el caso de la
fagocitosis (Marion y col., 2005). Los estudios hechos en este campo se han
fundamentado en las estrategias usadas para estudiar la biogénesis de los
fagosomas en macréfagos de ratones (Desjardins y col., 1994).

Con la idea de reproducir in vitro el fendmeno de fagocitosis, bajo condiciones
muy similares al proceso natural, en nuestro estudio utilizamos eritrocitos
humanos en lugar de perlas de latex, ya que el eritrocito es la célula que este
parasito fagocita comunmente y de manera natural durante la amibiasis
invasiva (Marion y col., 2005). La imitacion de la fagocitosis usando perlas
magnéticas desnudas, ha limitado la identificacion de algunas proteinas que
previamente se han relacionado con la eritrofagocitosis como la cistein
proteasa 3 (Okada y col., 2005). Ademas, se ha observado que las proteinas
reclutadas en los fagosomas dependen de la proteina que esté recubriendo a la
perla magnética. Por ejemplo, proteinas como la calreticulina o sec 13,
involucradas en la formacién de vesiculas para el reticulo endoplasmico, fueron
identificadas Unicamente cuando las perlas magnéticas se recubrieron con
proteinas de suero humano y no cuando fueron recubiertas con mucina (Okada
y col., 2005). Esto sugiere que el proceso de eritrofagocitosis es especifico.
Aunque actualmente se han descrito muchas proteinas implicadas en el

proceso de eritrofagocitosis muchas mas aun son desconocidas (Okada y col.,



2005). Considerando lo anterior, en esta tesis decidimos aislar e identificar
proteinas de E. histolytica que interactuan con eritrocitos humanos durante el
proceso de eritrofagocitosis. En experimentos previamente realizados en
nuestro laboratorio por Rodriguez y col. (1989) e Hidalgo, (1997) se establecio
que existen varias proteinas de E. histolytica que participan en el evento de
eritrofagocitosis. No obstante, solo se identificaron tres de estas proteinas. Del
primer trabajo, se identifico a la adhesina de 112 kDa, hoy denominada
complejo EhNCPADH (Rodriguez y col., 1989) y dos proteinas del segundo
trabajo, las cuales correspondondierén a la enolasa y a la actina de E.
histolytica (Hidalgo, 1997). En los estudios citados, se habia comenzado a
buscar un conjunto de moléculas con participacion en el proceso de
eritrofagocitosis. De alguna manera estos trabajos establecen datos para el
estudio global del fenémeno en la era de la protedmica. Si bien, la metodologia
empleada permitié el aislamiento de una diversidad de proteinas de tamanos
diferentes participando en una misma funcién, la identidad de todas ellas aun
no esta establecida. Entonces, el interés de este trabajo fue identificar mas
proteinas potencialmente involucradas en la union e internalizacion de las
células blanco. Con ello avanzariamos en un mejor conocimiento sobre el tipo
de proteinas que participan en la eritrofagocitosis y cual puede ser su
mecanismo de accion y al mismo tiempo relacionar esta funcion con la
patogenicidad del parasito.

Basados en la estrategia de Rodriguez y col. (1989), manejamos interacciones
de trofozoitos y eritrocitos estos ultimos previamente fijados con glutaraldehido.
Después de 20 minutos de fagocitosis los trofozoitos fueron lisados. La

hipétesis con que iniciamos nuestro trabajo senala que en esta interaccion los
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eritrocitos pueden funcionar como acarreadores de las proteinas unidas a ellos
en su proceso natural.

Para observar todas las proteinas unidas a los eritrocitos, éstos se analizaron
en geles a diferentes concentraciones de acrilamida. De este ensayo se
obtuvieron un total de 14 bandas correspondientes a proteinas con pesos
moleculares de 217, 211, 79, 76, 54, 52, 47, 43, 40, 35, 24, 22, 18 y 16 kDa
(Fig. 5). La comparacién de los pesos de las proteinas obtenidas en este
trabajo con los reportados por Rodriguez y col. (1989) permitié detectar
similitudes entre ellos (Tabla 1), aunque en algunos casos los pesos varian
debido probablemente a la diferencia en la concentracion de poliacrilamida de
los geles y a los marcadores de peso utilizados. Por ejemplo, la proteina de 24
kDa se encuentra en ambos casos, mientras que las proteinas de 217 y 211
kDa, podrian corresponder a la proteina que se habia reportado con peso de
210 kDa (Rodriguez y col., 1989). Otro caso es el de las proteinas de 79 kDa y
76 kDa, que podrian corresponder a la proteina de 70 kDa reportada por
Rodriguez y col. (1989). Asi como existen coincidencias en ambos trabajos,
también existen algunas diferencias. Tal es el caso de las proteinas de 160,
112 y 90 kDa que no fueron detectadas en nuestros ensayos, probablemente
debido a la menor sensibilidad de la técnica de tincion con nitrato de plata
(Sambrook y col., 1989) en comparacién al marcaje metabdlico radioactivo
(Rodriguez y col., 1989). El otro caso de contraste entre este trabajo y el de
Rodriguez y col. (1989) son las bandas de 18 y 22 kDa, las cuales observamos
usando geles a diferentes concentraciones de poliacrilamida, pues esto nos
permitié una mayor resolucién en la zona donde se encuentran las proteinas de

menor tamano.



Una diferencia con el trabajo de Hidalgo 1997, es con respecto a las proteinas
que tenian un peso de aproximadamente a 45 y 48 kDa, correspondientes a la
actina y a la enolasa (Hidalgo, 1997). En este caso durante el proceso de
aislamiento se utilizaron dos detergentes en lugar de uno, como lo hicimos en
nuestros ensayos. Los detergentes usados por Hidalgo fueron NP-40 (no
iénico) y SDS (anidnico), en tanto que en este trabajo solo usamos el primero
para separar las proteinas unidas inespecificamente a los eritrocitos. Ademas,
el tiempo de interacciéon en los ensayos de Hidalgo y col., (1997) fue de 30
minutos, mientras que en los experimentos de esta tesis fue de 20 minutos.
Esto probablemente permitié enriquecer dos proteinas, la actina y la enolasa.
En nuestros experimentos sélo encontramos una banda con un peso
aproximado de 47 kDa, que no fue reconocida por los anticuerpos especificos
anti-actina o anti-enolasa.

Como podemos observar por la comparacion de resultados, el método utilizado
en nuestra estrategia de aislamiento de proteinas de amiba que participan en la
eritrofagocitosis, esta limitado por la cantidad final de proteina aislada. Esta es
tan pequena que en un gel de doble dimensién, probablemente seria dificil
observar las manchas. Los geles de doble dimension son capacaes de separar
una sola banda de los geles de una dimension en varias manchas, donde cada
mancha corresponde a una proteina con masa y punto isoelectrico diferentes.
La concentracién de las proteinas disminuird y entonces sera dificil su
deteccion.

Para establecer la identidad de las proteinas aisladas y separadas por
electroforesis realizamos ensayos de inmunodetecciéon usando una serie de

anticuerpos especificos. La hipétesis planteada para el estudio nos hizo pensar
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en proteinas tanto de membrana plasmatica como del citoplasma, pues en los
trabajos sobre proteémica de fagosomas macréfagos y de trofozoitos de E.
histolytica se han encontrado proteinas de trafico vesicular, de superficie, de
citoesqueleto asi como proteinas metabdlicas.

El complejo EhRCPADH, previamente relacionado con la eritrofagocitosis por
ensayos de inmunoflurescencia, se localiza en la membrana plasmatica y en
vacuolas fagociticas (Garcia-Rivera y col.,, 1999). Durante los ensayos de
aislamiento nosotros no logramos observar por tincion con plata proteinas con
pesos entre 80 y 200 kDa que, en los ensayos de ligando hechos por
Rodriguez y col 1989 incluian a la adhesina de 124 kDa correspondiente al
complejo. No obstante, al utilizar los mismos anticuerpos utilizados en el trabajo
de Garcia-Rivera y col 1999 observamos una senal en las proteinas
provenientes de la eritrofagocitosis cuyo peso fue de 120 kDa y coincidio con el
reportado para el complejo EhCPADH (Garcia-Rivera y col, 1999). La
deteccion de este complejo en nuestras preparaciones nos confirmé su
participacion en el proceso de eritrofagocitosis, a la vez que nos proporciona un
marcador y un control para la metodologia empleada. De manera
complementaria, mediante microscopia confocal visualizamos a la proteina
alrededor de algunos eritrocitos ingeridos, lo cual confirma la participacion de la
proteina durante el proceso de eritrofagocitosis y coincide con lo reportado por
Garcia-Rivera y col., (1999).

En los trabajos hechos en macréfagos de raton de la linea celular J774 durante
el proceso de eritrofagocitosis, se han identificado diferentes subunidades que
pertenecen a las ATPasas bombeadoras de protones, por ejemplo, la

subunidad a, B y € (Garin y col., 2001). Mientras que en los estudios de
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proteémica de los fagosomas de E. histolytica se ha identificado sdlo a la
subunidad a (Okada y col., 2005). Las ATPasas vacuolares son complejos
multiméricos encargados de acidificar los compartimentos celulares como
vacuolas, endosomas vy lisosomas (Kane y col., 1990). En la tesis de la M. en
C. Mayra Melendez (Meléndez, 2004) se reportd la identificacion de la
subunidad B de una ATPasa vacuolar de E. histolytica. En nuestro trabajo
usamos los anticuerpos generados contra esta proteina. Con éstos logramos
inmunodetectar a la ATPasa de entre las bandas correspondientes a las
moléculas que aislamos en nuestros ensayos de interaccion. El resultado
apoya la idea de que la ATPasa participa durante el proceso de
eritrofagocitosis. Ademas, en forma interesante los experimentos de
microscopia confocal muestran a esta proteina rodeando los eritrocitos
fagocitados, lo que sugiere fuertemente su participacion durante el proceso de
eritrofagocitosis. La presencia de esta molécula, como la del complejo
EhCPADH parece responder a una dinamica de interacciones proteicas
pfobablemente desde la formacion de los endosomas tempranos hasta los
tiempos de formacion de fagosomas tardios. A este respecto, podria ser
interesante estudiar la biogénesis de los fagosomas y su intercambio proteico
con respecto al tiempo de fagocitosis para establecer las funciones de las
diferentes proteinas en el proceso de eritrofagocitosis. Esto se ha hecho en los
estudios de proteinas de los fagosomas y su comparacion en diferentes
tiempos por andlisis proteémico (Okada y col., 2006). En este trabajo se reportd
que existen proteinas que se encuentran permanentemente localizadas sobre
las perlas magnéticas a través del tiempo de fagocitosis, mientras que otras

parecen tener ciclos de presencia y ausencia en los perfiles de las proteinas
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durante la maduracion de los fagosomas (Okada y col., 2006). En estos
estudios se observd que la mayoria de las enzimas hidroliticas identificadas
fueron detectadas desde las primeras fases de la biogénesis de los fagosomas,
y ademads estuvieron presentes en todos los puntos de la cinética de
fagocitosis, lo que sugiere que las hidrolasas lisosomales fueron adquiridas
rapidamente después de la formacion de los fagosomas y continuamente
asociadas con los fagosomas de E. histolytica (Okada y col., 2006).

Estos datos son similares a los observados en otros organismos incluyendo
leucocitos de Homo sapiens, Rattus norvegicus y en Dictyostelium discoideum,
donde la acidificacion de los fagosomas y el reclutamiento de enzimas
lisosomales ocurre en los primeros 15 minutos después de la ingestion (Okada
y Nozaki, 2006).

La proteina EhRabB ha sido relacionada con el proceso de eritrofagocitosis por
su presencia en fagosomas, Vvisualizados mediante inmunolocalizacion
(Rodriguez y col., 2000). Por otra parte, mediante el sistema de doble hibrido la
proteina EhnGPCR-1 fue relacionada con la proteina EhRabB, por lo que se
sugiri6 que también pudiera estar participando en el proceso de
eritrofagocitosis, probablemente regulando la actividad de la proteina EhRabB
(Picazarri y col., 2005). Utilizando los anticuerpos generados contra EnGPCR-1
logramos inmunodetectar una banda con un peso molecular de 59 kDa en los
ensayos de Western blot de las proteinas aisladas de los experimentos de
eritrofagocitosis. La presencia de esta proteina en nuestros ensayos de
eritrofagocitosis, apoya fuertemente la hipdtesis de su participacion en este
proceso. En macréfagos se ha mostrado que los fagosomas se fusionan con

los endosomas. Para ésto son necesarias las moléculas que regulan la
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actividad de las proteinas del trafico vesicular (Desjardins y col., 1997). En los
trabajos de Desjardins y col. con macréfagos de ratén se ha identificado, por
ejemplo, al factor sensible de N-etilmaleimida (NSF por sus siglas en ingles),
que es una proteina de fusion vesicular. También se identificaron a las
proteinas de unién a NSF soluble (SNAP-a y SNAP-y, por sus siglas en ingles),
requeridas para preparar a las membranas intracelulares para su fusion (Garin
y col., 2001). Por otro lado, en los trabajos de proteémica de la fagocitosis de
E. histolytica se han identificado diversas proteinas de tréfico vesicular del
grupo de las Rab GTPasas, y algunas de sus proteinas reguladoras (Marion y
Guillen, 2006). Sin embargo, no ha sido identificada la proteina EnGPCR-1. En
nuestros ensayos el EhGPCR-1 si fue detectado lo cual nos sugiere que
probablemente sea especifico de la eritrofagocitosis.

En los trabajos de fagocitosis de macrofagos de ratdon se ha localizado a la
isoenzima a de la enolasa como una de las proteinas contenidas dentro de los
fagosomas (Garin y col., 2001). Sin embargo, en nuestros experimentos no
encontramos a la enolasa, proteina metabdlica que se encarga de catalizar la
transformacion del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato en la via de la glicdlisis.
A pesar de que la proteina fue co-purificada junto con la actina y parece unirse
a eritrocitos humanos durante la eritrofagocitosis de acuerdo a Hidalgo (1997).
En trabajos de proteémica de la fagocitosis de E. histolytica tampoco se ha
identificado a la enolasa, aunque si se han identificado otras proteinas
metabdlicas como la pirimidin nucleétido transhidrogenasa (Okada y col.,
2005). Si bien en nuestros ensayos de aislamiento obtuvimos bandas con
pesos aproximados al peso tedrico de la enolasa, los anticuerpos especificos

no lograron inmunodetectarlas como una de las proteinas transferidas a las
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membranas de nitrocelulosa, probablemente porque en nuestros ensayos el
uso de NP-40 pudo haber propiciado el rompimiento de la membrana de los
fagosomas y con ello la separacion de la enolasa.

El citoesqueleto de actina es requerido para la fagocitosis y esto ha sido
senalado por la inhibicién del proceso con drogas que afectan su movimiento
(Bailey y col., 1985). La actina es una proteina que ha sido identificada en casi
todos los trabajos de proteémica de E. histolytica (McCoy y Mann, 2005; Okada
y col., 2005; Marion y col., 2005). En nuestros ensayos de aislamiento
observamos una banda con un peso de 43 kDa, el peso aproximado al peso
tedrico de la actina. Sin embargo, no se logré inmunodectetar, probablemente
porque como se sugirié para la enolasa, la proteina puede estarse separando
de los eritrocitos durante el proceso de lavado de los mismos. A este respecto
nuestra estrategia de lisis celular, podria se cambiada de una lisis quimica, a
una lisis mecéanica como se ha hecho en los trabajos de fagocitosis con perlas
magnéticas en macrofagos y Dictiostelium. discoideum y recuperar los
fagosomas con sus membranas completas. De esta manera podn’amds
recuperar algunas de estas proteinas que se encuentran muy probablemente
en el lumen de los fagosomas. Otra explicaciéon de la ausencia de ambas
proteinas puede deberse a lo observado en el trabajo de la cinética de
fagocitosis analizada por proteémica donde se sugirié que algunas proteinas de
trafico vesicular como son Rabi1, Rab5 y RabC1, tienen un modo de
reclutamiento bifasico, es decir, que se encuentran en los estados tempranos y
tardios de la produccion de estos fagosomas. Este mismo patrén de asociacion
y disociacién fue observado para otras proteinas incluyendo algunas del

citoesqueleto (Okada y Nozaki, 2006).
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Con el objeto de emplear un control de nuestro ensayo utilizamos a la proteina
TBP, ya que esta fue previamente localizada en el nucleo y en un organelo
llamado EhkO (Luna-Arias y col., 1999). Ademas la TBP es una proteina que
no ha sido relacionada previamente con el proceso de eritrofagocitosis. Nuestra
hipétesis es que esta proteina no estuviera presente dentro de las proteinas
que interactuaron con los eritrocitos y en nuestros experimentos,
efectivamente, no fue detectada. Al utilizar extractos nucleares de trofozoitos
de amiba, para aumentar las probabilidades de deteccion, si logramos
inmunodetectarla. Por esto consideramos que un mejor control seria aquel que
estuviera mejor representado en cantidad en este protozoario.

En conclusion, en esta tesis encontramos que durante el proceso de
eritrofagocitosis y especificamente a los 20 minutos del evento se visualizan
diez bandas. De éstas, cuatro se lograron inmunodetectar mediante
anticuerpos especificos y corresponden a la subunidad B de la ATPasa
vacuolar, a un receptor acoplado a proteinas G, al complejo EnCPADH vy la
proteina metabdlica piruvato ferredoxin éxidorreductasa. Por ultimo, se logré
inmunolocalizar a tres proteinas de la amiba que interactuaron con los
eritrocitos humanos, entre ellas, la subunidad B de la ATPAsa vacuolar, un

receptor acoplado a proteinas G y el complejo EnCPADH.
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Viil. CONCLUSIONES

1) En nuestros ensayos de interacciéon a 20 minutos logramos aislar 10

bandas con pesos de 211, 76, 52, 47, 40, 35, 24 ,22, 18 y16 kDa.

2) Las proteinas que logramos identificar a los 20 minutos mediante

Western blot fueron: EhRCPADH, EhATPasay EhGPCR-1.

3) Las proteinas que no logramos identificar a los 20 minutos mediante

Western blot fueron: actina, enolasa y TBP.

4) Por ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal se confirmo

que las proteinas EhnCPADH, EhATPasa y EhGPCR-1 si estan en

contacto con los eritrocitos a los 20 minutos de interaccion.
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IX. PERSPECTIVAS

Los datos experimentales obtenidos en esta tesis acerca de las proteinas
amibianas que interactian con eritrocitos humanos, pueden servir como base
para posteriores estudios de proteémica de la eritrofagocitosis. Con la
caracterizacion sistematica de las proteinas amibianas que se encuentran
participando en el proceso de eritrofagocitosis, se podra entender de una mejor
manera la biologia del parasito y de su mecanismo de accion contra el
hospedero.

Para esto quedan en perspectiva las siguientes sugerencias:

—

A las proteinas obtenidas durante los ensayos de aislamiento realizar
electroforesis de doble dimension, para determinar el nimero exacto de
proteinas involucradas a los 20 minutos.

2. Una vez obtenidas las manchas de la doble dimension, hacer la
microsecuenciacion de cada una de las proteinas.

3. Realizar cinéticas de eritrofagocitosis.

4. Con las proteinas obtenidas en la cinética de eritrofagocitosis,
determinar cambios en los patrones de participacién de cada una de las
proteinas.

5. Cambiar el proceso de lisis quimica por una lisis mecanica para no
romper las membranas de los fagosomas y de esta manera obtener
ademas las proteinas contenidas en los fagosomas.

6. Para confirmar la integridad de estos fagosomas se pueden realizar

andlsis por microscopia electrénica.
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X. APENDICE

MEDIO TYI-S 33

Biosate 30.0g
Glucosa 90 g
NaCl 20 g
KH,PO4 06 g
K2 HPO43H 20 1.63 g
L-cisteina 1.25¢

Acido ascérbico  0.25g

Aforar a 870 ml y ajustar el pH a 6.8. Completar el medio con 2% de suero
bovino com y una mexcla de antibioticos (1.2 U/ml de penicilina y 1.4 pg/ml de
estreptomicina)

PBS 10X

NaCl 80 g
NagHPO4 1469
KCI 20 g

Ajustar el pH a 7.4 y aforar a un litro, posteriormente filtrar y esterilizar en
autoclave.

PBS-TWEEN

NaCl 8 ¢

NazHPO4 113g
KCI 02 g
Tween 20 0.5 ml

Ajustar el pH 7.4 y aforar a un litro.

SOLUCION DE ALSEVER

Acido citrico 0.275 g
Citrato de sodio 4.0 g
NaCl 2.1 g
Dextrosa 10.25 g
Agua (cbp) 500 ml

Ajustar el pH a 6.1, aforar y esterilizar en la autoclave.

INHIBIDORES DE PROTEASAS

PMSF 100 mM 5.0 u
Aprotinina 100 mM 20
Aprotinina 10 mg/mi 0.5 ul
Pepstatina A 1 mg/ml 5.0 pl
Leupetina 10 mg/ml 0.5 ul
E-64 1 mg/ml 10 g

Vol. final 41.0 pl
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