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RESUMEN

El proteosoma 26S es un complejo multienzimatico encargado del reconocimiento y
degradacion de proteinas intracelulares que participan en la regulacion del ciclo celular,
expresion de genes, estrés oxidativo, entre otros. Dentro de este complejo, el nucleo
catalitico, o proteosoma 20S contiene los sitios especificos para la degradacién de las
proteinas. ElI ndcleo 20S estd involucrado en procesos como proliferacion,
diferenciacion y capacidad infectiva de organismos patdégenos. Sin embargo, hasta la
fecha la presencia de este complejo no ha sido estudiada en el género Naegleria. Por lo
que el objetivo de este trabajo fue determinar si el proteosoma 20S esta presente en
Naegleria gruberi y Naegleria fowleri, ademas de su posible participacion en la
viabilidad y proliferacion de las amibas. Mediante estudios in silico, se logré determinar
gue N. gruberi tiene en su genoma las secuencias que codifican para 6 subunidades del
tipo a y 7 secuencias para subunidades 3; por su parte, N. fowleri tiene 7 secuencias
distintas para cada tipo de subunidad. Estas subunidades se encuentran altamente
relacionadas con las subunidades ortdlogas encontradas en otros organismos
protozoarios. También, al co-incubar a los trofozoitos de ambas especies de Naegleria
con los inhibidores especificos del proteosoma, Lactacistina y MG-132 a distintas
concentraciones y a los tiempos de 24, 48 y 72 horas, se encontré que estos inhibidores
no tienen un efecto significativo en la viabilidad de los trofozoitos. Sin embargo, al
realizar la co-incubacién de los trofozoitos de N. gruberi con ambos inhibidores a 10
MM, estos tuvieron un efecto amebostatico en la proliferacién de las amibas. Por otro
lado, el inhibidor MG-132 a 25 pM solo retrasé la proliferacion de los trofozoitos de N.
fowleri. Ademas, al realizar un Western-blot se encontrd a la subunidad al en extractos
totales de ambas especies de Naegleria, la cual tuvo un peso de 29 kDa. Finalmente,
se realizé el inmunomarcaje del proteosoma 20S en los trofozoitos de ambas especies
y se encontrd una localizacion citoplasmica. Por lo que se puede concluir que N. gruberi
y N. fowleri poseen el complejo del proteosoma 20S, el cual tiene una localizacion

citoplasmica y participa en la proliferacién celular de las amibas.



ABSTRACT

The 26S proteasome is a multicatalytic complex involved in the recognition and
degradation of intracellular proteins which participate in the regulation of the cell cycle,
gene expression, oxidative stress, among others. Inside this complex, the catalytic
nucleus or 20S proteasome contains the specific sites for the protein degradation. The
20S nucleus is involved in some functional processes like proliferation, differentiation
and infective capacity of some protozoans. The presence of this complex has not been
studied in the Naegleria genus. For all these reasons, the aim of the present work was
to determinate if the 20S proteasome is present in Naegleria gruberi and Naegleria
fowleri and its possible participation in the viability and amoeba proliferation. The use of
in silico studies, showed that N. gruberi has in its genome the sequences that codify for
6 a type subunits and other 7 sequences for B subunits, meanwhile N. fowleri has 7 a
and 7 B different sequences. These sequences are highly related to their orthologues in
other protozoans. Moreover, when we co-incubate trophozoites of both Naegleria
species with the proteasome inhibitors, Lactacystin and MG-132 at different
concentrations and time points of 24, 48 and 72 hours, we found that the inhibitors have
no significant effects on the viability of trophozoites. While, N. gruberi trophozoites were
incubated with both inhibitors at 10 uM, we found an amoebostatic effect in the amoeba
proliferation. Meanwhile, co-incubate 25 puM of MG-132 inhibitor with N. fowleri
trophozoites, this caused only a reduction of the proliferation of the amoeba. The
Western-blot essay showed that both Naegleria species possesses the al subunit,
which had the 29 kDa of molecular weight. Finally, we also made the
immunofluorescence 20S proteasome in the trophozoites of both Naegleria species and
we found a cytoplasmic localization. With all these results we can conclude that both
N. gruberi and N. fowleri possess the 20S proteasome, which has a cytoplasmic
localization and participates in the cellular proliferation of the amoebae.



1. INTRODUCCION

1.1 EL GENERO Naegleria

Las amibas del género Naegleria, son microorganismos protozoarios pertenecientes al
phylum Percolozoa, clase Heterolobosea, orden Schizopyrenida y a la familia
Vahlkamfiidae. Este género incluye 36 especies (De Jonckheere, 2011; NCBI, 2017)
que anteriormente se clasificaban de acuerdo a la morfologia de sus quistes, la
tolerancia a la temperatura, criterios inmunolégicos, patogenicidad y patrones
enzimaticos (Marciano-Cabral, 1988). Actualmente las especies de Naegleria se
clasifican de acuerdo a la secuencia de los genes para SSrRNA (Subunidad Pequefia
de RNA Ribosomal), asi como por las secuencias de los ITS1 e ITS2 (Espaciadores
Internos Transcritos 1 y 2) (De Jonckheere, 2011). Todas las especies patdgenas de
este género son termofilicas, pero no todas las especies termofilicas son patégenas (De
Jonckheere, 2002), ya que la virulencia de las especies no se relaciona con su
temperatura éptima de crecimiento (Marciano-Cabral, 1988). Estos microorganismos se
encuentran ampliamente distribuidos en el suelo y cuerpos de agua dulce en todo el
mundo (Marciano-Cabral, 1988).

Las especies N. australiensis y N. italica han sido reportadas como agentes patdégenos
capaces de causar la muerte de manera experimental a ratones (De Jonckheere, 2002;
Visvesvara et al., 2007). Por otro lado, N. gruberi es una especie no patégena para el
ser humano, fue la primera especie del género Naegleria en ser identificada y es
utilizada generalmente como control en ensayos de laboratorio (Fulton, 1977), ademas
de que su genoma ya ha sido descrito (Fritz-Laylin et al., 2010). Solamente la especie
N. fowleri se ha reportado como patdégena para los seres humanos (Visvesvara, 2010)
ya que es el agente etiolégico de una enfermedad aguda y fulminante que afecta al
sistema nervioso central (SNC) denominada meningoencefalitis amibiana primaria
(MAP).

1.1.1 Naegleria gruberi
N. gruberi fue aislada por primera vez a partir de heces o probablemente de agua por

Schardinger en 1899. Schardinger realiz6 una descripcién detallada de amibas que



podian convertirse a flagelado, en la cual narra: “estas amibas miden entre 12 y 24 ym
de diametro, contienen un Unico nucleo con un nucléolo prominente y forman una
vacuola contractil cada 3 minutos”. En dicha descripcidon, Schardinger nombré a este
organismo Amoeba gruberi, sin embargo, el término Naegleria fue sugerido por
Alexeieff en 1912 (Fritz-Laylin et al., 2010) y un afio después, Calkins propuso realizar
una clasificacion, en la que los organismos con fase flagelada fueron agrupados en el
género Naegleria (De Jonckheere, 2014).

La forma predominante de N. gruberi es el trofozoito que mide 15 um de didmetro, es
activo metabdlicamente y es capaz de dividirse. En esta fase, la amiba se desplaza por
medio de pseuddpodos (Figura 1) (Fulton, 1977). Ademas, N. gruberi es capaz de
transformarse a una fase flagelada, con dos flagelos, aunque se han reportado mas
(Oddé, 2006), los cuales utiliza para desplazarse hacia medios mas ricos en nutrientes.
En medios deficientes en nutrientes o con poca humedad, N. gruberi es capaz de
transformarse a una fase resistente llamada quiste y que ademas puede sobrevivir en
ambientes de estrés (Figura 1). El quiste es uninucleado y mide entre 8 y 12 um, es
usualmente esférico y posee una doble pared de celulosa (Visvesvara, 2010), ademas
de presentar un nacleo con un nucléolo menos pronunciado y una variedad de vacuolas

citoplasmaticas, de tipo alimenticias y contractiles (Marciano-Cabral, 1988).

ENQUISTAMIENTO TRANSFORMACION
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Figura 1. Ciclo de vida de N. gruberi (Modificado de Fulton, 1977).



1.1.2 Naegleria fowleri

Naegleria fowleri fue aislada por Fowler y Carter en 1965, a partir de 4 casos de nifios
de entre 8 y 9 afios de edad que murieron por una meningitis piégena aguda cuyo
agente etiolégico era desconocido (Fowler y Carter, 1965). Posteriormente se denominé
a la patologia como meningoencefalitis amibiana primaria (MAP) causada por N. fowleri
(Carter, 1970).

N. fowleri es un ameboflagelado que se encuentra ampliamente distribuido en todo el
mundo, el cual ha sido aislado a partir de muestras de suelo y cuerpos de agua dulce
naturales y artificiales (Visvesvara et al., 2007), como son: piscinas, charcos,
estanques, lagos, rios, aguas termales, piscinas de hidroterapia, acuarios, aguas
residuales, canales de riego, agua doméstica (Cope et al., 2015) ademas de raspados
nasales y de garganta de individuos sanos (Siddiqui y Khan, 2014). Es un organismo
gue resiste temperaturas superiores a 45°C (Visvesvara, 2010), en donde se desarrolla
de manera 6ptima (De Jonckheere, 2002). Al igual que N. gruberi, presenta 3 estadios
en su ciclo de vida: trofozoito, flagelado y durante condiciones extremas, quiste
(Figura 2).

Figura 2. Estadios de la amiba Naegleria fowleri. (a) Trofozoito; (b) Forma flagelada; (c) Quiste. n: nlcleo,
u: uroide (Visvesvara et al., 2007).

En medios de cultivo axénicos, el trofozoito mide entre 10 y 25 um de diametro y se
reproduce por fisién binaria (De Jonckheere, 2011); presenta un rapido movimiento
ameboideo mediante la produccién de protuberancias citoplasmaticas en su extremo
anterior, llamadas lobopodios. En su extremo posterior, presenta una protuberancia
denominada uroide, la cual tiene la caracteristica de ser altamente adherente. El

citoplasma contiene numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmico liso y rugoso,



ribosomas, un aparato de Golgi primitivo, vacuolas alimentarias y una vacuola contractil
(Visvesvara, 2010). N. fowleri también se puede diferenciar a la fase flagelada y/o fase
de quiste cuando las condiciones de crecimiento se vuelven adversas (Visvesvara et al.,
2007).

1.1.3 Meningoencefalitis amibiana primaria (MAP)

La MAP es una enfermedad aguda y fulminante que se presenta en nifios y adultos
joévenes sanos con historial de haber estado en contacto con agua dulce (Visvesvara et
al., 2007), principalmente por haber realizado actividades acuaticas; también se ha
reportado que una mala purificacion del agua, practicas como abluciones, actividades
recreativas o lavados nasales con agua contaminada, representan un riesgo para
adquirir la amiba y desarrollar la enfermedad. Esta patologia es fatal en mas del 90% de
los casos documentados (Siddiqui y Khan, 2014) y a pesar de que hasta el afio 2011 se
habian reportado 235 casos, solamente existen 15 casos de recuperacion a esta
patologia en el mundo (Martinez-Castillo et al., 2016). En México, hasta mediados del
afio 2017 se habian reportado 45 casos (Martinez-Castillo et al., 2016; DGE, 2017); sin
embargo, no existen datos epidemioldgicos exactos sobre la MAP en nuestro pais ni en
el mundo, ya que en los casos presentados no se realizan diagndsticos adecuados ni el
reporte de los mismos. El diagnostico temprano y certero de esta enfermedad es
trascendente para la vida del paciente, ya que con frecuencia los pacientes mueren
entre el tercer y séptimo dia después de la aparicion de los sintomas (Yoder et al.,
2012).

A la fecha no existe un tratamiento especifico para esta enfermedad, sin embargo, se
ha reportado que el antifingico amfotericina B tiene un efecto amebicida in vitro y un
efecto terapéutico in vivo (Carter, 1969). Por lo anterior, ha sido la droga mas usada en
el tratamiento para la MAP, a pesar de que el porcentaje de mortalidad atin es muy alto.
De manera mas reciente, Debnath y colaboradores (2012) reportaron que el farmaco
conocido como corifungin (que pertenece a la misma clase de antifingicos que la
amfotericina B) a las concentraciones de 6.25 a 25 uM tiene un efecto amebicida en los
trofozoitos de N. fowleri. Ademas de que este farmaco causo un 100% de sobrevivencia
en un modelo murino de MAP al tratar a los ratones con corifungin a 9 mg/kg/dia



durante 10 dias. Por esta razdn, los autores sugieren el uso de corifungin como una
nueva opciodn terapéutica contra la MAP causada por N. fowleri.

Sin embargo, el éxito de N. fowleri para causar dafio al hospedero radica en su
capacidad de evadir al sistema inmune innato, ademas de distintos mecanismos de

patogenicidad con que cuenta la amiba.

1.1.4 Mecanismos de patogenicidad
La capacidad que posee N. fowleri para invadir y causar dafio al hospedero depende de
algunos mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia (Figura 3), entre los que
se ha descrito:

eEvasion de la respuesta inmune innata. Mediante la formacion de “capping”
(Shibayama et al., 2003) y evasion del complemento (Ferrante y Thong, 1979).

e Adhesion. Mediada por una proteina tipo integrina de 60 kDa que se encuentra en
la membrana plasmatica de la amiba (Han et al., 2004). También cuenta con una
molécula tipo integrina de 70 kDa que estad involucrada en la adhesion a
componentes de la matriz extracelular, como laminina-I, fibronectina y colageno tipo
IV; ademas esta proteina co-localiza en las estructuras tipo adhesion focal que
forma N. fowleri (Jamerson et al., 2012).

e Fagocitosis. Mediante las proyecciones citopladsmicas llamadas copas fagociticas,
gue permiten a la amiba fagocitar bacterias, levaduras, eritrocitos y otros desechos
celulares (Scaglia et al., 1991).

e Citotoxicidad. N. fowleri produce una cisteina-proteasa de 30 kDa que causa
efecto citopatico en células de rifibn de hamster (Aldape et al., 1994), ademas de
los Naeglerioporos A y B que tienen la capacidad de inducir la formacion de poros
en la membrana de linfocitos T humanos (Herbst et al., 2002).

eProductos de secrecion. Se ha reportado la presencia de cisteina-proteasas tipo
catepsina B, que degradan IgA, IgG, IgM, colageno, fibronectina, hemoglobina y
albumina (Lee et al., 2014).
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Figura 3. Mecanismos de patogenicidad de N. fowleri y el proceso de entrada hasta el plexo nervioso.
1. Evasion de la respuesta inmune innata mediante la producciéon de mucinasas y la formacién de
capping; 2. Secrecion de los Naeglerioporos y formacién de un poro en la membrana de las células de
epitelio olfatorio; 3. Adhesion y citotoxicidad en el epitelio; 4. Dafio a las uniones estrechas e invasién del
neuroepitelio; 5. Migracion de las amibas a través del plexo nervioso (Martinez-Castillo et al., 2016).

Marciano-Cabral y Cabral en 2007, proponen que la regulacion de las proteinas de la
amiba puede ser un aspecto critico para la conversion de aislados de Naegleria a su
estado mas virulento. Ademas, se requiere de una regulacién eficaz de la sintesis y
degradacion de proteinas para el correcto funcionamiento de una célula.

En células eucariontes se describen dos principales vias para la degradacion de
proteinas: el aparato lisosomal y la via autofagica para moléculas asociadas a
membrana o proteinas extracelulares adquiridas por endocitosis; y el sistema
ubiquitina-proteosoma (SUP) para la degradacion de proteinas propias de la célula, ya
sea citosdlicas o nucleares (Lee y Goldberg, 1998; Makioka et al., 2002).

1.2 EL SISTEMA UBIQUITINA-PROTEOSOMA (SUP)

La produccién y regulacion de las proteinas en la célula necesita ser controlada para
conservar un equilibrio celular y asi mantenerse en concentraciones fisioldgicas
funcionales. Debido a las mutaciones o errores durante la transcripcion, en el “splicing”
de RNA o la traduccion, algunas proteinas son ensambladas de manera incorrecta, por
lo que la célula debe tener la capacidad para degradar estas proteinas potencialmente

dafiinas (Alberts et al., 2015). La degradacion de dichas proteinas no funcionales es
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llevada a cabo por el sistema ubiquitina-proteosoma (Zwickl et al., 1999), representando
la via principal para la degradacién de proteinas (Grawert y Groll, 2010), ya que se
encarga de degradar alrededor del 90% de proteinas intracelulares (Lee y Goldberg,
1998; Jung y Grune, 2008).

La degradacion de proteinas mediante el SUP participa en distintas funciones celulares,
incluyendo la regulacion del ciclo celular, respuesta inmune y la degradacion de
proteinas asociadas al reticulo endoplasmico (también llamado “control de calidad”)
(Nandi et al., 2006). Los sustratos del SUP son modificados post-traduccionalmente
para su degradacion por esta via mediante la union covalente de cadenas de poli-
ubiquitina (Hanna y Finley, 2007). Otra manera de marcar una proteina para su
degradacion es mediante la fosforilacion de un sitio especifico, lo cual desenmascara
una sefal de degradacion oculta de manera normal. Otra alternativa es mediante la
ruptura de un péptido unido a la proteina, haciendo que esta ruptura cree un nuevo
extremo N-terminal, convirtiéndose en proteina blanco. Esta ruptura es reconocida
como un residuo N-terminal “desestabilizante”, por lo que la enzima E3 realiza la
ubiquitinacién de la proteina blanco (Alberts et al., 2015).

Para la formacion de cadenas de poliubiquitina se requiere, en primer lugar, de la
activacion de una molécula de ubiquitina, lo cual ocurre cuando una proteina llamada
enzima activadora de ubiquitina (E1) utiliza la energia proveniente de la hidrdlisis de
ATP para formar un enlace tioéster con el extremo carboxilo-terminal de un residuo de
glicina en la ubiquitina. E1 entonces transfiere esta ubiquitina activada a la enzima
conjugadora de ubiquitina (E2) mediante transesterificacion. Finalmente, las enzimas
accesorias llamadas ubiquitina-ligasas (E3) se encargan de formar enlaces
isopeptidicos entre el grupo €-amino de los residuos de lisina en la proteina blanco y el
grupo carboxilo-terminal activado en la ubiquitina (Finley et al., 2012). Las enzimas E3
detectan sefiales de degradacion y transfieren la ubiquitina activada a la proteina
blanco o a otras ubiquitinas. Después de este paso, E2 y E3 son liberadas y el ciclo se
repite hasta que el sustrato es poli-ubiquitinado (Huber et al., 2012) (Figura 4). Se
requiere una cadena de al menos 4 moléculas de ubiquitina para que una proteina

pueda ser reconocida para su degradacion (Hicke, 2001), aunque también se ha
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encontrado en Saccharomyces cerevisiae que el proteosoma puede degradar proteinas
sin marca de ubiquitina (Lee y Goldberg, 1998; Schmidt et al., 2005).
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Figura 4. Proceso de marcaje de las proteinas blanco con ubiquitina. 1. La enzima E1 activa a una
ubiquitina y se une a ella mediante la degradacién de ATP a ADP y Pi. 2. La ubiquitina es transferida a E2
y aparece la formacion de dos posibles complejos: a) E2 mas una enzima E3 con dominio RING. En este
caso, se forma un complejo entre las enzimas E2 mas una ubiquitina y E3 con la proteina blanco, sin
embargo, la molécula de ubiquitina se transfiere directamente de E2 al sustrato y no entra en contacto
con E3; b) E2 mas una enzima E3 con dominio HECT. La molécula de ubiquitina es transferida desde E2
a E3, posteriormente E3 se une a la proteina blanco para la transferencia de la ubiquitina. 3. Los pasos
se repiten y se forma una cadena de poli-ubiquitinas (Modificado de Woelk et al., 2007).

1.2.1 El proteosoma

El proteosoma es el componente proteolitico del SUP. Normalmente el SUP se
encuentra formado por un nudcleo catalitico central, conocido como Proteosoma 20S; y
uno o dos complejos reguladores en los extremos (Hendil et al., 2009). En eucariontes,
han sido descritos varios complejos reguladores, como el complejo regulador PA700 (o
Proteosoma 19S), PA200 y PAZ28, también conocido como Proteosoma 11S o
inmunoproteosoma (Fort et al., 2015); sin embargo, se ha estudiado de manera mas
amplia al complejo regulador 19S. La union de un ndcleo proteolitico mas uno o dos
complejos 19S en los extremos se denomina proteosoma 26S (Figura 5).

El complejo regulador 19S se encuentra conformado por 10 subunidades en la base y 9
en la tapa. Este complejo esta unido al nucleo proteolitico mediante la base, aunque la
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subunidad Rpn6 de la tapa también tiene contacto con el proteosoma 20S (Pathare
et al., 2012).

Rpn3  Rpn8 Rpt1  Rpnit
Rpn5 Rpn11 Rpt2  Rpn2
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Rpn9 Rpni5 RS(S Rpn13
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Figura 5. Proteosoma 26S. Se muestran los componentes de la base y la tapa de los complejos
reguladores 19S. En el nlcleo catalitico o proteosoma 20S se sefialan los anillos conformados por
subunidades a en ambos extremos y los anillos de subunidades B al centro, ademas de los sitios activos
de estos. Rpn: subunidades no-ATPasa; Rpt: subunidades ATPasa (Modificado de Hanna y Finley,
2007).

La funcion del complejo regulador 19S es el reconocimiento de las proteinas blanco,
ademas del desdoblamiento de las mismas. De manera particular, las subunidades Rpn
10, 13 actian como receptores de ubiquitina, ya que reconocen a las cadenas de
poliubiquitina en las proteinas diana. Por otra parte, las enzimas Rpt2, Rpt3 y Rpt5 son
cruciales para permitir el paso del sustrato hacia el nacleo 20S (Smith et al., 2007).

La subunidad Rpnll se encarga de la desubiquitinacién de la proteina blanco, proceso
gue debe ocurrir antes de la protedlisis del sustrato.

Hablando especificamente del nlcleo proteolitico o proteosoma 20S, este complejo fue
descrito por primera vez por Harris en 1968 a partir de la observacion del producto de la
hidrolisis de fantasmas de eritrocitos humanos mediante microscopia electrénica de
transmision. Este autor describié dos estructuras independientes (un anillo o 4 anillos
conformando un cilindro), ademas sugirié la naturaleza proteica de esta estructura, su
posible conformacion a partir de subunidades y su ubicacion citoplasmica. A pesar de lo

anterior, se ignoraba completamente la funcion del proteosoma, pero se sugeria que la
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conformacion cilindrica le brindaba estabilidad a la estructura, como ocurre con algunas
particulas virales. Para el afilo 1986, Kopp y colaboradores describieron al proteosoma
como “un complejo de proteinasa multicatalitica (0 MCP, nombre que permanecio
durante varios afios) encontrado en musculo esquelético de rata; es una enzima no-
lisosomal de alto peso molecular activa a pH neutro o alcalino, compuesta por cuatro
anillos o discos”. Fue hasta el afio de 1988 cuando Arrigo y colaboradores lo
denominaron proteosoma, puesto que engloba las caracteristicas de la particula: su
actividad proteolitica y su naturaleza de complejo proteico (Lupas y Baumeister, 1998).
Se ha descrito que el proteosoma juega un papel crucial en la eliminacion de proteinas
mal plegadas, el control de las proteinas reguladoras, el procesamiento de proteinas
mediante protedlisis parcial especifica, eliminacién de proteinas aberrantes que han
entrado al reticulo endopldsmico rugoso, control del ciclo celular, asi como la
preparacion de péptidos para su presentacion en el complejo principal de
histocompatibilidad tipo | (Gille et al., 2003). El proteosoma se encuentra en multiples
copias dispersas en el citosol y nucleo de la célula, ademas de estar asociado a la cara
citoplasmatica del reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi, constituyendo
alrededor del 1% del total de proteinas de una célula (Alberts et al., 2015; Wilk y
Orlowski, 1980). En células Hela, se ha encontrado que el proteosoma representa una
concentracion de entre 1-20 ug por 1 mg de proteina soluble y tiene una vida media de
cerca de 5 dias (Heink et al., 2005). El proteosoma tiene participacion en varios
procesos celulares, algunos de ellos esenciales para la viabilidad celular. La distribucién
intracelular del proteosoma es un proceso altamente dindmico que varia de acuerdo al
tipo, condiciones de crecimiento, densidad, condiciones de estrés, diferenciacion y fase
del ciclo de vida en el que se encuentra la célula (Pereira-Neves et al., 2015).
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Figura 6. El proteosoma en los 3 reinos de la vida. a) Conformacion cuaternaria de las subunidades tipo
a y B proteosoma 20S. Las subunidades B se caracterizan por tener un residuo de Treonina en el
extremo amino-terminal. b) Complejo HiVU encontrado en bacterias y proteosoma 20S encontrado en
arqueas y eucariontes. (Modificado de Grawert y Groll, 2010).

El proteosoma es un complejo altamente conservado en los 3 reinos de la vida (Figura
6) y presenta una gran homologia en la conformacién de su estructura cuaternaria y en
la geometria de sus sitios activos (Groll et al., 2005).

El proteosoma 20S de las arqueas se encuentra conformado por 14 subunidades a
iguales y 14 subunidades tipo 8 idénticas con sitios activos similares, por lo que cuenta
con 14 subunidades proteoliticas con actividad de tipo quimiotripsina (Lowe et al.,
1995). En el Proteosoma 20S de eucariontes, se encuentran 7 subunidades tipo a
distintas y 7 subunidades B diferentes, cada subunidad es codificada por un gen. Este
tipo de proteosoma tiene solo 6 subunidades proteoliticas activas: 2 subunidades con
actividad de tipo caspasa (Bl) y que reconocen residuos acidos; 2 subunidades con
actividad tipo tripsina (82) las cuales reconocen residuos basicos y; 2 subunidades con
actividad de tipo quimiotripsina (5) que reconocen residuos hidrofébicos (Raule et al.,
2015). (Figura 7). Los sitios proteoliticos se encuentran “secuestrados” en el interior del
complejo para asegurar que el acceso a estos sitios se encuentre bajo un estricto

control y regulacién, evitando asi la protedlisis no especifica (Finley et al., 2012).
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Figura 7. Subunidades cataliticas del proteosoma 20S: ubicacién dentro del complejo y tipo de actividad
catalitica (Modificado de Groll et al., 2005).

De manera historica, la primera descripcién de la estructura del proteosoma mediante
analisis cristalografico se realizé en la arquea Thermoplasma acidophilum (Léwe, 1995).
Posteriormente, se describid la estructura del proteosoma 20S de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Groll et al., 1997); mientras que, en mamiferos, la primera
estructura descrita fue la de los bovinos (Unno et al., 2002).

Actualmente se sabe que el proteosoma 20S esta constituido por cuatro anillos,
compuestos a su vez, cada uno por 7 proteinas individuales; las subunidades se
ensamblan para formar una estructura en forma de barril (Lupas et al., 1993) de
aproximadamente 160 x 100 A (Borissenko y Groll, 2007). Esta estructura tiene un peso
aproximado de 700 kDa. Los dos anillos internos estan formados por subunidades 3
(numeradas de la 1 a la 7). Los anillos externos poseen 7 subunidades a (Lala7)y
cada uno trabaja como una entrada selectiva para dar acceso a las proteinas blanco
(Figura 8) (Zwickl et al., 1999; Finley et al., 2012).
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Figura 8. Conformacion del proteosoma 20S. Se observa una vista superior que sefiala el ancho del
complejo, ademds de la vista lateral y una vista extendida que muestra el arreglo de las subunidades a y
B en sus respectivos anillos (Modificado de Jung y Grune, 2008 y Groll et al., 2005).

En eucariontes, las subunidades a son inactivas cataliticamente (Bochtler et al., 1999)
pero tienen un papel estructural de ensamble para el proteosoma 20S (Pereira-Neves et
al., 2015) y se sabe que los anillos de las subunidades a regulan la entrada del sustrato
a la camara interna del complejo (Groll et al., 2000). Ademas, los extremos N-terminal
de las subunidades a1, a2, a3, a4 y a7 regulan de manera estricta la entrada de las
proteinas a la camara proteolitica interna, la cual tiene un didmetro maximo de
alrededor de 53 A (Nandi et al., 2006).

Se ha reportado que el proteosoma tiene una funcion proteolitica solamente cuando se
ha ensamblado por completo, ya que la asociacion de los anillos  expone y activa a un
residuo de treonina en el extremo N-terminal (Ramos et al., 1998), el cual le brinda la
caracteristica de hidrolasa Ntn (o hidrolasa con un nucledfilo de treonina en el extremo
amino terminal) a las subunidades B del proteosoma. A pesar de pertenecer a la misma
familia de proteinas, solo las subunidades B1, B2 y B5 poseen actividad proteolitica y se
han descrito cinco aminoacidos que son cruciales para dicha actividad, los cuales se
encuentran conservados en sitios proteoliticamente activos, estos son: treonina-1,
lisina-33, glicina-128, serina-129 y glicina-130 (Gille et al., 2003; Hanna y Finley, 2007).
Una vez que la proteina blanco ha sido reconocida y desdoblada, el producto de su
degradacion esta formado por peéptidos con una longitud que varia entre 2-30

aminoacidos aunque muestra 3 picos de distribucién que varian entre 2—-3, 8-10 y 20—
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30 aminoacidos (Luciani et al., 2005). La generacion de péptidos pequeios permite que

puedan ser utilizados en procesos de biosintesis (Hanna y Finley, 2007).

1.2.2 El proteosoma en protozoarios

Se conoce que, dentro del reino eucariota, el proteosoma 20S de mamiferos y
protozoarios presenta diferencias que involucran estructura, genes, inmunoreactividad y
actividad de peptidasa (Groll et al., 2005). Estas caracteristicas sugieren la posibilidad
de poder disefiar drogas con alta especificidad hacia el proteosoma de protozoarios
patdgenos sin causar dafo al proteosoma del hospedero (Paugam et al., 2003).
Previamente se ha reportado la presencia del proteosoma 20S en algunos organismos
protozoarios (Tabla 1), esto de manera directa por ejemplo mediante la purificacion del
complejo y de manera indirecta, midiendo el efecto de inhibidores del proteosoma en

procesos bioldgicos de dichos microorganismos.
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Organismo

Hallazgos

Dictyostelium discoideum

Trypanosoma brucei?

Trypanosoma cruzi®

Entamoeba histolytica*

Plasmodium falciparumi®
Plasmodium yoelii®
Plasmodium berghei®

Giardia lamblia®

Entamoeba invadens’

Leishmania mexicana®

Cryptosporidium parvum?®

Leishmania donovanii*
Toxoplasma gondii**
Leishmania chagasi*?

Leishmania major*?

Tritrichomonas foetus***®

Acanthamoeba castellanii‘®

1 Purificacion, analisis de la conformacion por E2D, caracterizacion
de la actividad proteolitica; localizacion por inmunofluorescencia

Purificacion y caracterizacion por WB, E2D, caracterizacion de la
actividad proteolitica y localizacién por MET

Purificacion y caracterizacion por E2D y sustratos fluorogénicos;
inhibidores de proteosoma causan arresto del ciclo celular y
bloquean la transformacién de tripomastigotes a amastigotes

Purificaciéon. Comprueban presencia mediante WB y miden
actividad tipo quimiotripsina

Lactacistina bloguea la transformacion de merozoito a trofozoito y
de trofozoito a esquizonte; ademas, disminuye la capacidad
infectiva de los esporozoitos de P. yoelii

Purificacién y demostracién de su presencia por E2D y WB

Uso de Lactacistina inhibe el enquistamiento; caracterizacién
mediante E2D; localizacion por MET

Purificacion y caracterizacion mediante E2D y uso de sustratos
fluorogénicos; arresto del ciclo celular de amastigotes vy
promastigotes con el uso de inhibidores

Clonacién de una proteina tipo subunidad B y miden expresion
del MRNA en esta proteina en esporozoitos

Clonaciéon de una proteina tipo subunidad a, northern y WB para
medir su expresion

Caracterizacion mediante WB e inmunofluorescencia; uso de
sustratos para definir el tipo de actividad

Lactacistina bloquea la proliferacion de amastigotes, pero no
tiene efecto en la invasion de macrofagos de ratén

La inhibicion del proteosoma induce la acumulacion de un
regulador de la transcripcion en el ndcleo de los promastigotes

Purificacibn y caracterizacion de actividad proteolitica;
caracterizacion in silico; localizacion por inmunofluorescencia;
Lactacistina detiene proliferacion y causa arresto del ciclo celular

Uso de gliotoxina inhibe actividad proteolitica y causa el arresto
del ciclo celular; también induce la formacion de pseudoquistes
Inhibidores del proteosoma tienen efecto amebostético y detienen
el enquistamiento; no afectan actividad citotdxica de trofozoitos

Tabla 1. Primeros reportes del proteosoma 20S en organismos protozoarios. Los datos son presentados
por orden cronolégico. E2D: Electroforesis en dos dimensiones; MET: Microscopia electronica de
transmision. 'Schauer et al., 1993; 2Hua et al., 1996; 3Gonzalez et al., 1996; “Scholze et al., 1996; 5Gantt
et al., 1998; SEmmerlich et al., 1999; “Gonzalez et al., 1999; 8Robertson, 1999; °Chung et al., 2000;
0Christensen et al., 2000; 'Shaw et al., 2000; 1?Silva-Jardim et al., 2004; *Dubessay et al., 2006;
4pereira-Neves et al., 2015; 5Pereira-Neves et al., 2016; 18Siddiqui et al., 2016.



Estos hallazgos sugieren que N. gruberi y N. fowleri al igual que otros protozoarios,
cuentan con el SUP para la degradacion de proteinas. Por otra parte, sefialan al
proteosoma 20S como blanco farmacoldgico para el disefio racional de drogas para la
prevencion o tratamiento de enfermedades producidas por protozoarios.

Cabe remarcar que en la gran mayoria de los estudios resumidos en la Tabla 1, se
determind la presencia y/o participacion del proteosoma en procesos biolégicos
mediante el uso de inhibidores de este complejo. Esta via resulta factible para estudios
sobre el proteosoma debido a la alta especificidad y afinidad que tienen los inhibidores.

1.2.3 Inhibidores del proteosoma

Se ha reportado previamente el disefio, especificidad y uso de inhibidores del
proteosoma, entre los que figuran principalmente: Lactacistina, clasto-lactacistina-3-
lactona, MG-132, epoxomicina, salinosporamida A y B, TMC-95, syrbantinas (Grawert y
Groll, 2010), bortezomib, epoxomicina, homobelactosina C, omuralida y PS-519, entre
otros (Moore et al., 2008). Cada inhibidor tiene un blanco especifico dentro del
proteosoma, aunque la mayoria estan dirigidos a la subunidad B5 (actividad tipo
quimiotripsina), debido a que es el principal tipo de actividad proteolitica en el
proteosoma de eucariontes superiores (Wilk y Orlowski, 1980; Silva-Jardim et al.,
2004).

Particularmente el inhibidor Lactacistina, no inhibe ninglin otro tipo de proteasa
conocida, ademas del proteosoma (Fenteany et al., 1995). El primer reporte de este
inhibidor fue en 1991, cuando Omura y colaboradores describieron los efectos de un
compuesto aislado a partir del medio de cultivo de una cepa de Streptomyces, sobre
células Neuro 2A de neuroblastoma de raton. Este compuesto indujo la formacién de
neuritas en las células y se determiné que se trataba de un metabolito microbiano con
actividad de factor neurotréfico. El producto fue caracterizado y nombrado Lactacistina
(C15H24N207S), debido a que en su estructura posee un enlace tioéster que une restos
de y-lactamicos con N-acetilcisteina. Lactacistina es un compuesto de naturaleza no
peptidica y se une al grupo hidroxilo de la Treonina 1, impidiendo que este residuo se
una al sustrato y comience con el ataque nucleofilico (Kisselev y Goldberg, 2001)
(Figura 9).
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Lactacistina

Proteosoma

Figura 9. Mecanismo de inhibicién de la Lactacistina sobre la Treonina 1 de la subunidad 5 (Modificado
de Kisselev y Goldberg, 2001).

Por otro lado, el inhibidor MG-132 es un péptido aldehido que ademas inhibe enzimas
proteoliticas como serina y cisteina proteasas. La inhibicibn se logra mediante la
reaccion del grupo hidroxilo del sitio activo de la Treonina 1, en donde forma enlaces

hemiacetales reversibles (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo de inhibicién de MG-132 sobre la Treonina 1 de las subunidades tipo B cataliticas
(Modificado de Kisselev y Goldberg, 2001).

No se ha descrito por completo en qué subunidad B actta el inhibidor MG-132, sin
embargo, en un modelo de proteosoma 20S purificado a partir de eritrocitos de humano
se encontrd que este inhibidor tiene un efecto muy notorio sobre la actividad proteolitica
de tipo tripsina (subunidad B2), lo cual se determind mediante el uso de sustratos
fluorogénicos y la co-incubacion del inhibidor con los proteosomas purificados (Di
Giovanni et al., 2016).
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2. JUSTIFICACION

El proteosoma 20S es un complejo proteico multienzimatico indispensable para el buen
funcionamiento celular y su presencia ha sido descrita previamente en otros
protozoarios. Por lo que es de nuestro interés conocer si este complejo regulador de
proteinas también se encuentra en N. gruberi y N. fowleri, ademéas de algunos procesos

biolégicos en los que podria estar involucrado.

3. HIPOTESIS

Las amibas de vida libre N. gruberi y N. fowleri poseen el proteosoma 20S, el cual

participa en la proliferacion celular.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Identificar las subunidades a y B del proteosoma 20S en N. gruberi y N. fowleri, ademas

de su patrticipacion en la proliferacion celular.

4.2 Objetivos particulares

1. Identificar y caracterizar in silico las subunidades del proteosoma 20S de
N. gruberi y N. fowleri.

2. ldentificar la presencia de subunidades a y B del proteosoma de N. gruberi y
N. fowleri.

3. Determinar si los inhibidores especificos de proteosoma, Lactacistina y MG-132

afectan la viabilidad y proliferacién de los trofozoitos de N. gruberi y N. fowleri.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Andlisis bioinformatico
Se realizé la busqueda de las secuencias de aminoacidos correspondientes a las
subunidades a y 8 que conforman el proteosoma 20S de Saccharomyces cerevisiae, las

cuales fueron utilizadas como referencia para el andlisis bioinformatico. Las secuencias



obtenidas fueron alineadas con el genoma de N. gruberi (aislado NEG-M) en la base de
datos Protein database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) y con el genoma de
N. fowleri ATCC 30863 en la base de datos Eupath (http://www.eupathdb.org/).

Por otro lado, se realiz6 un alineamiento mdultiple utilizando los genomas de
D. discoideum, G. lamblia, L. mexicana, L. donovanii, L. major, L. braziliensis, T. gondii,
P. falciparum, P. berghei, P. vivax, P. yoelii, T. cruzi, T. brucei, E. histolytica,
E. invadens, T. vaginalis, T. foetus, C. parvum, T. annulata y B. bovis obtenidos en la
base de datos Eupath (http://www.eupathdb.org/).

Se realiz6 la busqueda de las secuencias de los aminoacidos correspondientes a las
subunidades a y B que conforman el proteosoma 20S de las dos especies de Naegleria,
ademas de los organismos mencionados. Los parametros considerados para elegir las
secuencias, fueron los siguientes: evidencia experimental de la existencia de la
subunidad mediante espectrometria de masas o microarreglos, la identificacion de los
dominios y motivos especificos altamente conservados para cada una de las
subunidades, asi como también el numero de aminoacidos presentes en cada
secuencia.

Para la caracterizacion in silico de los dominios y motivos que posee cada subunidad
del proteosoma 20S de N. gruberi y de N. fowleri, las secuencias de aminoacidos de
cada subunidad (a o B, respectivamente) fueron ingresadas en los programas

Conserved Domains (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cai) y Motif Scan

(http://myhits.isb-sib.ch/cqgi-bin/motif scan).

Para realizar los modelamientos estructurales en 3D de cada subunidad, se utilizaron
los servidores I-TASSER (Zhang, 2008), Phyre2 (Kelley, 2015) y SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/interactive). Se eligieron los modelamientos de mayor

homologia estructural con cada subunidad a o  de S. cerevisiae y la edicion y andlisis
de las estructuras, ademas de su empalme con las subunidades de S. cerevisiae se
realizd con el programa UCSF Chimera 1.11.2 (Pettersen et al., 2004).

Posteriormente, con el objetivo de identificar posibles regiones conservadas entre las
secuencias, fue utilizado el programa MEGA version 7 (Kumar et al., 2015), ademas de
gue este software permitié la localizacion de motivos o residuos especificos cuya

funcién en el proteosoma haya sido previamente caracterizada.
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Posteriormente, se realizé un alineamiento de cada subunidad a y cada subunidad 8 de
ambas especies de Naegleria. Ademas, se realizaron otros alineamientos multiples
tomando como referencia la secuencia de cada subunidad del proteosoma de N. gruberi
y N. fowleri. Estas secuencias fueron comparadas con las secuencias ortélogas de los
protozoarios enlistados previamente. Los alineamientos se realizaron mediante el uso
de la herramienta BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&
LINK_LOC=blasthome).

El andlisis in silico permiti6 determinar los porcentajes de identidad y similitud entre

subunidades de N. gruberi y N. fowleri, ademas del porcentaje entre las subunidades
ortélogas de los otros protozoarios analizados. Finalmente, para la construccion del
arbol filogenético de las subunidades a y B de todos los organismos protozoarios

mencionados, se utilizo el programa MEGA version 7.

5.2 Cultivo de amibas

Se utilizé una cepa patogena de N. fowleri ATCC 30808 y una cepa de la especie no
patégena N. gruberi (Proporcionada por el Dr. G. Visvesvara, CDC Atlanta, USA). Los
trofozoitos fueron crecidos en cultivo axénico en medio de Bactocasitona (Becton
Dickinson) al 2% (m/v) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Microlab) al 10%
(v/v). Los trofozoitos de N. fowleri fueron crecidos a 37°C, mientras que los cultivos de
N. gruberi fueron mantenidos a temperatura ambiente hasta alcanzar la fase logaritmica
de crecimiento (48 horas para ambas especies).

Ademas, se utilizaron cultivos axénicos de trofozoitos de Entamoeba histolytica de la
cepa HM1:IMSS, los cuales fueron crecidos en medio TYI-S-33 (Diamond, 1978)
suplementado con SFB al 10% (Microlab) e incubados a 37°C durante 72 horas.

5.3 Cultivo celular

Se utilizaron células Huh-7, las cuales provienen de hepatocarcinoma de humano. Las
células fueron crecidas en medio DMEM suplementado con 2 mM de glutamina, al cual
se le agregd penicilina-estreptomicina, amfotericina B y SFB al 5%; las células se
incubaron a 37°C en un ambiente de 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia de

aproximadamente 100%.
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5.4 Obtencion de extractos totales

a) Obtencién de extractos de trofozoitos. Los cultivos de trofozoitos de ambas
especies de Naegleria, ademas de los trofozoitos de E. histolytica se utilizaron en fase
logaritmica de crecimiento. Los cultivos se enfriaron en hielo durante 40 minutos para
despegar a las amibas y recuperarlas en tubos Falcon de 15 ml. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas a 2,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se retiré el
sobrenadante y las amibas fueron resuspendidas en 250 pl de amortiguador de lisis
celular cOmplete Lysis-M (Sigma-Aldrich) (que inhibe serina y cisteina-proteasas,
metaloproteasas y calpainas) para finalmente ser recuperadas en tubos Eppendorf de
1.5 ml. Las amibas fueron lisadas por choque térmico, colocando los tubos 30 segundos
en agua hirviendo y 30 segundos en nitrégeno liquido (estos dos tiempos representan
un ciclo). Se realizaron 4 ciclos para E. histolytica, 5 ciclos para
N. fowleri y 6 para N. gruberi. Una vez obtenidos los extractos, se agregaron 50 ul a
cada muestra de un cocktail de inhibidores de proteasas que contenia 10 mM de p-
hidroximercuribenzoato (PHMB), 5 mM de N-etilmaleimida (NEM), 2 mM de Acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), 5 uM de iodoacetamida (IAA), 6 uM de Aprotinina 'y 2
mM de L-trans-epoxysuccinyl-L-leucilamido [4-guanidino]-butano (E-64), para inhibir por
completo la actividad de las proteasas. Los extractos fueron utilizados para Western-

blot el mismo dia de su obtencion.

b) Obtencién de extractos de células. Los cultivos celulares se lavaron 2 veces con
PBS para posteriormente agregar 200 pl de amortiguador de lisis celular + inhibidores
de proteasas para lisar las células con un raspador de células (“cell scrapper”). El lisado
celular se recuperé en un tubo Eppendorf de 1.5 ml que se mantuvo en agitacion
constante durante 2 horas a 4°C. Después de este tiempo, el extracto fue centrifugado
a 15,000 rpm durante 20 minutos a 4°C, se realiz6 un homogenizado y se utilizé para

Western-blot el mismo dia de su obtencién.

c) Preparacion de extractos para electroforesis. Se determind la concentracion de
proteina presente en los extractos celulares mediante la cuantificacion de proteinas por
el método de Bradford (1976). Posteriormente, se tomaron 100 ul de cada muestra a los

que se les agregd 25 pl de amortiguador de corrida Laemmli 4X (Bio-Rad) y 12.5 ul de
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B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). Las muestras se calentaron en bafio maria a
ebullicion durante 5 minutos y se dejaron enfriar para ser utilizadas para la

electroforesis de una dimension.
5.5 Western Blot (WB)

Para la electroforesis se utilizaron 2 geles de poliacrilamida al 15%, en los que se
colocaron 60 ug de proteina de cada extracto por carril. Se realizé una corrida a 50 V
durante 15 min para el gel concentrador; seguida de una corrida a 100 V por 3 h para el
gel separador, utilizando un amortiguador de corrida 1X con SDS en una camara de
corrimiento electroforético. Uno de los geles resultantes fue tefiido con azul de
Coomassie por aproximadamente 3 h y posteriormente destefiido con solucién
destefidora (compuesta de metanol y acido acético). Utilizando el otro gel, se realizé la
transferencia de proteinas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF;
Millipore), en una cdmara de transferencia a 500 mA durante 1.5 h. Para comprobar que
hubo una transferencia adecuada, la membrana fue tefiida con Rojo de Ponceau y
destefiida con PBS en agitacion. Después, la membrana fue bloqueada con una
solucién de leche descremada (Svelty) al 10% en PBS-Tween 20 al 0.05% durante toda
la noche a 4°C y en agitacion constante. Al dia siguiente, se realizaron 4 lavados con
PBS-Tween 20 al 0.05%: 2 lavados de 10 min y 2 de 5 min, respectivamente. Para la
deteccidén de las bandas, la membrana fue incubada con un anticuerpo policlonal de
conejo anti-subunidad a-1 de humano a una dilucién 1:2000 (Abcam), durante 3 h en
agitacion constante y a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 2 lavados
de 10 min y 2 lavados de 5 min con PBS-Tween 20 al 0.05% en agitacién constante
para remover el anticuerpo primario. Después, se incubdé la membrana con el
anticuerpo secundario chivo anti-conejo acoplado a peroxidasa a una dilucién 1:10,000
en PBS-Tween 20 al 0.05% durante 2 h en agitacion constante a temperatura ambiente.
Finalizado el tiempo de incubacién, se realizaron 10 lavados de 5 min con PBS-Tween
20 al 0.05% vy se realiz6 el revelado con un kit de luminol (Santa Cruz) y con el scanner
C-DiGit (LI-COR) con un tiempo de exposicion de 12 min. Como control de
especificidad se utilizé una membrana que fue incubada Unicamente con el anticuerpo

secundario.
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Después del revelado, la membrana fue sometida a la técnica de stripping, la cual
consistid en retirar el luminol mediante 2 lavados de 1 min, seguido de 2 lavados de 5
min; ambos con PBS-Tween 20 al 1% en agitacion constante. Después se incubé a la
membrana en solucion de “stripping” durante 30 min a 60°C en agitacion constante.
Transcurrido este tiempo, se realizaron 8 lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%: los
primeros 2 durante 1 min; después 2 por 15 min y finalmente 4 lavados de 5 min cada
uno. Se realiz6 de nuevo el bloqueo durante toda la noche a 4°C y se realizd la
inmunodeteccion siguiendo el protocolo descrito con anterioridad, pero utilizando un
anticuerpo primario de raton anti-actina a la dilucién 1:1000. Ademas de un anticuerpo
secundario chivo anti-ratén acoplado a peroxidasa a la dilucion 1:2500. Los lavados y el

revelado fueron similares a lo descrito anteriormente.

5.6 Localizacion del proteosoma mediante microscopia confocal

A partir de un cultivo de N. gruberi o de N. fowleri en fase logaritmica de crecimiento, se
resembraron 5x10° trofozoitos en 3 cubreobjetos pre-tratados con Silane (Sigma-
Aldrich). Se colocé un cubreobjetos por pozo en una placa de 24 pozos y las muestras
se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente o a 37°C, respectivamente
para permitir la adherencia de los trofozoitos. Después, las muestras se lavaron
cuidadosamente dos veces con PBS y fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en
PBS durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados de
5 min cada uno con PBS; las muestras fueron permeabilizadas con PBS-Triton X-100 al
0.2% durante 10 min a temperatura ambiente y después se realizaron 3 lavados con
PBS, cada uno de 5 min. Se utilizé albumina al 1% durante 1 hora a 37°C para bloquear
las muestras. Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS, 5 min cada
uno. Después, los trofozoitos fueron incubados con el anticuerpo primario conejo anti-
subunidad a-1 a la dilucion 1:200 o con el anticuerpo primario conejo anti-subunidad 3-2
a la diluciébn 1:100, ambos anticuerpos disueltos en albumina al 1%. A las amibas
tomadas como control negativo se les agregé Unicamente albumina. Las muestras se
incubaron durante 2 h a 37°C y después fueron lavadas 3 veces con PBS, 5 min por
lavado. Posteriormente, todas las muestras fueron incubadas con el anticuerpo

secundario (chivo anti-conejo) acoplado a FITC a una dilucion 1:200. Después de este
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tiempo, se retir0 el anticuerpo secundario y se lavaron las muestras 3 veces con PBS, 5
min por lavado. Se retir6 el PBS y los nucleos se tifieron con yoduro de propidio al
0.0001% durante 10 min a temperatura ambiente; se realizaron 2 lavados, retirando de
inmediato el PBS. Finalmente, los cubreobjetos fueron montados en un portaobjetos
usando Vectashield (Vector Laboratory); las muestras se mantuvieron en la oscuridad a
4°C hasta su analisis con un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700 Las imagenes

obtenidas fueron procesadas con el programa ZEN (Zeiss microscopy).

5.7 Ensayos de viabilidad por FACS

Los cultivos de ambas especies de Naegleria fueron utilizados en fase logaritmica de
crecimiento. Las cajas fueron colocadas en un bafio de hielo durante 40 min para
despegar a las amibas, cuantificarlas y resembrar 2x10° trofozoitos por pozo en placas
de 12 pozos. Cada tratamiento se realizd por duplicado. Las muestras se incubaron a
37°C para N. fowleri o a temperatura ambiente para N. gruberi, durante 24, 48 o0 72 h,
con el inhibidor de proteosoma Lactacistina (Sigma-Aldrich) o con MG-132 (TargetMol)
usando las concentraciones de 10, 20 y 40 pM; y 10, 25 y 50 puM, respectivamente.
Cada pozo se llevé a 1 ml agregando medio de Bactocasitona sin SFB. Los controles
utilizados fueron amibas crecidas en 1 ml de medio Bactocasitona con o sin SFB.

Posterior a los tiempos de incubacion, los cultivos se colocaron en hielo durante 30 min
para despegar y recuperar a las amibas en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se tomaron 10
ul de cada tubo para contar a los trofozoitos utilizando una camara de Neubauer. La
viabilidad de las muestras se determiné mediante el uso del fluorocromo Sytox Green
Nucleic Acid Stain (ThermoFisher) a una concentracion final de 10 nM. Este
fluorocromo penetra en las células que tienen la membrana comprometida o dafiada y
se une a los acidos nucleicos. Posteriormente, se contaron 20,000 eventos por muestra
en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson). Como control negativo de
viabilidad se utilizaron amibas fijjadas en paraformaldehido al 4% durante 30 min y
permeabilizadas con PBS-Triton X-100 al 0.02% por 10 min. Los datos obtenidos fueron
analizados con el programa Kaluza (Beckman Coulter). Los graficos se realizaron con el

programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).
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5.8 Determinacion de la proliferacion de trofozoitos en presencia de los
inhibidores del proteosoma Lactacistinay MG-132

A partir de un cultivo de trofozoitos de N. gruberi o de N. fowleri en fase logaritmica de
crecimiento, se tomaron y resembraron 200,000 amibas por pozo en una placa de 12
pozos. Los inhibidores Lactacistina y MG-132 fueron utilizados a la concentracion de
10 uM en medio de Bactocasitona sin SFB para los trofozoitos de N. gruberi, mientras
que para N. fowleri, se utilizé el inhibidor MG-132 a la concentracion de 25 uM. Como
controles se utilizaron amibas incubadas solamente en medio Bactocasitona con o sin
SFB. Cada tratamiento se realiz6 por duplicado. Las amibas se incubaron durante 24,
48 0 72 h a temperatura ambiente para N. gruberi y a 37°C para N. fowleri. Después de
cada tiempo, se retird el medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con PBS pH 7.2. Se
agregaron 500 pl del reactivo Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio,
Sigma-Aldrich) (MTT) a 0.5mg/ml por pozo y la placa se incubé a 37°C durante 2 h.
Posterior a este tiempo, la placa fue incubada en hielo durante aproximadamente 40
min para despegar y recuperar a las amibas en tubos Eppendorf de 1.5 ml. Las
muestras fueron centrifugadas a 1700 rpm durante 8 min para empaquetar a las amibas
y descartar el sobrenadante; se agregaron 200 pl de DMSO (Sigma-Aldrich) y las
muestras se incubaron durante 1 h a 37°C. El sobrenadante de cada muestra fue
recuperado y colocado en una caja de 96 pozos para determinar la absorbancia de las
muestras mediante espectrofotometria a las longitudes de onda de 540 y 720 nm. Los
datos de absorbancia fueron extrapolados a una curva estandar y asi poder determinar
la cantidad de amibas presentes en cada tiempo. Los graficos y el analisis estadistico

se realizaron con el programa GraphPad Prism 6.

6. RESULTADOS

6.1 Identificacion y caracterizacion in silico de las subunidades que conforman el
proteosoma 20S de Naegleria gruberi y Naegleria fowleri
De manera general, se buscaron las secuencias de las subunidades a y B que

conforman el proteosoma 20S en N. gruberi y N. fowleri, tomando como referencia las
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secuencias de las subunidades correspondientes a S. cerevisiae. Asi como también se
realizo la comparacion en distintos microorganismos protozoarios.
Una vez seleccionadas las secuencias, se realizd6 un alineamiento multiple para las

subunidades a y para las subunidades 3 de N. gruberi y N. fowleri.

a) ldentificacién y caracterizacion de las subunidades a

En el caso de N. gruberi se encontraron las secuencias correspondientes a 6 de las 7
subunidades tipo a descritas. La subunidad a3 no se encontré utilizando como
referencia a S. cerevisiae, por lo que también se realiz6 la busqueda tomando como
referencia las secuencias de aminoacidos y nucleétidos de N. fowleri y Homo sapiens
de la subunidad a3, a pesar de que no se logré identificar a la subunidad a3, los
resultados arrojaron que la proteina con mayor homologia posee el dominio semejante
al de la subunidad a tipo 4 (Figura 11). Por otro lado, para N. fowleri fue posible
identificar las 7 secuencias distintas de subunidades tipo a (Figura 12).

En el analisis de las secuencias de las subunidades a de ambas especies se encontr6 a
la secuencia consenso llamada Hélice HO, asi como también el residuo conservado de
tirosina en el extremo amino terminal, el cual participa en la regulacion de la apertura
del poro del nucleo catalitico, para permitir la entrada y salida de los sustratos. También
se encontré el motivo GxxxD, el cual esta altamente conservado en las subunidades a y

B del proteosoma de arqueas y eucariontes.
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Figura 11. Alineamiento multiple de las subunidades a de proteosoma de N. gruberi. No se encontr6
ninguna secuencia para la subunidad a3. Los alineamientos fueron obtenidos utilizando el programa
MEGA version 7.

Otro motivo encontrado fue RPxXG, cuya funcién ha sido previamente caracterizada.

El alineamiento multiple de las subunidades a permitio la identificacion de la glicina-32,
lisina-63, leucina-85 e isoleucina-86, los cuales podrian permitir la interaccion del
nacleo proteolitico con los complejos reguladores 19S en el proteosoma 20S de ambas
especies de Naegleria. Finalmente, fueron encontradas algunas secuencias de

localizacion nuclear en los alineamientos correspondientes a cada especie.
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Alfas AT N[ | VAW A I TSK 88
Alfa5 T PJAAANAVIANR L TS'S 95
Alfa6 GKpJscc I VvTQEAVPDR 99
Alfa7 GNNV INMEAVERMAA - AK 86
Alfal T SS6~ < 191
Alfa2 E gV - - 132
Alfa3 HRINEGRVMSERLSASVHFHEILY - - - - - - - - - - - MSS 129
Alfad E ggm - - 127
Alfa5 E 145
Alfa6 Y EEAYS YMAKRVEH AMLFE®Y - - - - - - - - - - - AG | 138
Alfa7 D v - - 125
Alfat JYBIE - T[E FE 179
Alfa2 . 180
Alfa3 AY[BIR | D[] - 178
Alfad X K 176
Alfa5 [evplE - N[E - Q 193
Alfa6 I PEETKE 188
Alfa? 2 174
Alfa1 NATF ------- SVA 219
Alfa2 [qRMSSEII - - - - - - - - - - - IBIcM 217
Atla3 BELNLDTH- - --------- L[ALsw 216
Alfa4 QEWKERIL - - - - - - - - - - - LEFvT 214
Atfa5 EEMNKSMF - - - - - - - - - .. Avidi As 230
Alfa6 [dKL - KBJI KPNEDSTECVLSTQE MasvLsa --DIAVCM 235
Aifar [ANMONB)I FGTEGPAD - - - DESREY L----Bv GKMIEvaAM 217
Atfal M- - -G- -KDFK- -EITHIYED- - - - - DAIENYL---NLLDTEHSKKVED- -QM 252
Afa2! - - -GCKIEU ER - - - o moo: e o men me  mes =ems o i TPAEVKDYLGE 238
Alfa3 | SADTNNEHRKITGELYEQLNQYAKDQTKKTGTGSQTGTEHGTEMQEDEDL 266
Alfa4 F - - - TRDESGAVMVMITMLPD - - - - - KEVDQYL- - -KEAQEEKEREQQQQAQ 253
Atfa5: - - - TVQANP -« - JRTIRY - o =omln o = i 5 e, miim osim. = 2t @ mr o i BKEQLEQ ! INR 252
Atia6: IS - -~ 'CODERREI- - - = == =vm = oo ims o i mmms mries s = st i TAEEVDTVLNA 257
Alfa7 L---KYKEPLR--FLTDEEVGAYVDDIEKQK- - - KLEEEEKKQKKDRSQQ 259
Alfal V-D- - 254

Alfa2 V-E- - 240

Alfa3 SSENK 271

Alfad K-QN | 257

Alfa5 V- ANK 256

Alfa6 LAERD 262

Alfa7 Q-Q- - 261

Figura 12. Alineamiento multiple de las subunidades a de proteosoma de N. fowleri. Los alineamientos
fueron obtenidos utilizando el programa MEGA version 7.

De manera interesante, se encontré un residuo de treonina en el extremo amino-
terminal de la subunidad a3 de N. fowleri, el cual determina el tamafo y rigidez del poro

del ndcleo del complejo catalitico.



b) Modelamiento en 3D de las subunidades a

Ademas de los alineamientos, se realiz6 el modelamiento tridimensional de las
secuencias para las subunidades a de ambas especies de Naegleria, tomando como
referencia a las estructuras de las subunidades de S. cerevisiae. En este analisis se
encontré que las 6 secuencias de N. gruberi presentan 1 capa de 5 estructuras
plegadas que se encuentran de manera anti-paralela a otra capa de 5 B plegadas, las
cuales tienen a hélices en ambos extremos (Figura 13); esta conformacién correlaciona
con lo previamente descrito para las proteinas del proteosoma 20S de arqueas Yy

eucariontes.

.
-
y L

/-

Figura 13. Modelos tridimensionales de las 6 subunidades a de N. gruberi. El primer recuadro muestra a
la subunidad 04 de S. cerevisiae en color rojo y sobrepuesta, a la subunidad ortéloga de N. gruberi en
color verde. Los modelamientos se obtuvieron mediante el uso del servidor Phyre2, mientras que la
edicion y analisis de las estructuras se realizd con el programa UCSF Chimera 1.11.2.

Los porcentajes de homologia estructural para cada subunidad a de N. gruberi fueron
los siguientes: para a1 del 50%, a2 37%, a4 59%, a5 59%, a6 46% y a7 56%.

Por otra parte, el modelamiento de las 7 subunidades a de N. fowleri presentd un
arreglo tridimensional similar al de N. gruberi, ya que se encontraron 2 capas de
estructuras 3 plegadas de frente y de manera anti-paralela, que estan rodeadas por o
hélices (Figura 14). Para estos modelamientos se tomaron como referencia a las

subunidades tipo a de S. cerevisiae.
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Figura 14. Modelos tridimensionales de las subunidades a de N. fowleri. Todas las subunidades mostraron
la estructura descrita para subunidades del proteosoma. El primer cuadro muestra en rojo a la subunidad
a3 de S. cerevisiae y en verde a su ortéloga en N. fowleri. Los modelamientos se obtuvieron mediante el
uso del servidor Phyre2, mientras que la edicién y andlisis de las estructuras se realizé con el programa
UCSF Chimera 1.11.2.

La homologia estructural de cada subunidad a de N. fowleri comparada con
S. cerevisiae fue la siguiente: para al fue del 31%, a2 34%, a3 47%, a4 32%, a5 34%,
a6 32% y a7 31%.

Cabe mencionar que se tomé como referencia a S. cerevisiae por considerarse un
organismo mas cercano a las especies de Naegleria, sin embargo, todas las
subunidades presentaron una homologia estructural mayor al ser comparadas con las

proteinas del proteosoma 20S de Bos taurus, lo cual se resume en la Tabla 2.

Subunidad N. gruberi N. fowleri
1 56 53
2 63 61
3 51
4 60 61
5 34 57
6 59 46
7 34 60

Tabla 2. Porcentajes de identidad estructural de las subunidades a del proteosoma de Naegleria contra Bos taurus.
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c¢) Identificacion y caracterizacion de las subunidades B

En los alineamientos realizados para las subunidades $ de ambas especies de
Naegleria, se identificaron los aminoacidos que se encuentran altamente conservados
en las subunidades B cataliticas de S. cerevisiae, como son la treonina-1, glicina-11,
glicina-23, isoleucina-26, lisina-33, alanina-52, leucina-67, valina-78, isoleucina-113,

glicina-128, serina-129 y glicina-130 (Figuras 15y 16).

¥

v v
Betal T-------- SIMAVEFDGGYV I GIYMSHITTT|GSY IANRVSDKLTPV-HDRI 41
Beta2 [j-------- | CGVVYKDGIYVLGEARNATE|GP | VADKNCEKIHY | - APNIT 41
Beta5 T-------- PTLGFVFNKGI VIRAVERISIABIMIGNY | SSQNVKKV IE| -NPYL 41
Betad Y----- NGAGIVAMTGKNCNA | LYXRBNYG | RQQTVGTOMQ[YI FK I - HDKL 44

Betad - - - - - - MLCSPRNLGRJY[JSLARFRSVERLRKVGN-NT 29
Betab FSPYEDNGGITLAIPGPDYMIV"I MSLGYSIQTRKSTﬁLCKL-TDKC 49

Betal - ------- DIV IGLKGKDFTLLEYXORATARIFS | ILMKDTED[YI TAVPNQN | 42

GxxxD
Betal YVCRSESEANTMQ1SDYVRYFMQIHSVEVGT-LPLMETAANLFKDFCRN - 89

Beta2 YCCGAETINABTENSTALISSKMQLHRYATGK-QSRVDTSMTMFKRMEWK - 89
Beta LG TMA[CIGEIAMC[MFWERY GMQCRL!ELRNKR-RISVAHASKLLSNIV Q- 89
Betad FRIGLNELIETMVMTVNEKMKFRMNMANLKEER-DIKPSSFANLMSN |

Betad LENGAS[YEY SPIF[@Y | VDLMEKLVDKDFCADDKIETQPKEIFQYLVRIMMNR 79
Betab VINASAEMQSPAATLHKV KMRHVE!EHQHGK-PMSVVAVGQMLSNM -
Betal LEJAAQEEQGERVQFVEFITKNENLARLRNDT - NLSMKEYSAHFVRQEMAKA 91

v
Betal Y-KDNLLA-GI | CLY€ DEKNG--GSVWTlPLGGSLIKEP-FSIEGSG TY 134

Beta2 Y-QGH-VSAALVLGEV-VNE- -[HSEY T |YPHESTOKLPFVTMG- SGRILA 133
Beta5 Y -KDHGLSMGTMIEXEWH - T[¢]- - [IN[MFMypINDETRLKGTRFSVIG- SGEILY 134
Betad - -RFGEWF IEPVIEYLEGPEN - K|gF | CAQML I[GAPCFTDNFVVSGTCRIEA 140
Betad RNKFNPLWNTLIVAGVKD--~GKSF!GYTDLLGSNFEDDTMASiY- AYL 125

Betab R-RFFBEYYTFNLVIXJLEITDGK- -G IVESYRA I[]vasvEvesald-BdaTL 143
Beta7 L-RSGRIYQTNIMVGIGVED | E@AKEIEMY Y I[YLSEMQEVKYGAHEY -[EBYF 139

Betat |YGYCEAN- -FRK-------
Beta2 AMSVFEAE--[J4D-- - - - - -
Beta5 AYGVMEQG- -MRA- - - - - ..

GEKERC KaF VRNEAL S LAV ARG SHEG VVR

Beta LYGMCES- - L
Betad AKPI[MRK---FLDEKGGDVNN IQEQIFQIKDVLEKCMKVLYYNARE | NKIQ 172
Betab |QPLINQVAFNHLLVPNTERILLEQSL S I VKOEF TSEGERN | YTEDSVE 193
Betal TLS|[WYKH- -pQ0 - - - - - - - GIUNLNIJL | VLRMCVAE IQKIJLLLNTPSF 1 180

Figura 15. Alineamiento multiple de las subunidades B del proteosoma 20S de N. gruberi. En rojo se
sefialan las posibles subunidades cataliticas. En amarillo se remarca a los aminoacidos altamente
conservados en subunidades cataliticas. El asterisco indica a la treonina-1 en subunidades proteoliticas,
lo cual las convierte en hidrolasas Ntn. Las flechas indican a los residuos indispensables para la actividad
catalitica. En azul se sefalan a los residuos que brindan especificidad a las subunidades B cataliticas.



Se encontrg al residuo de treonina en la posicion 1 de las subunidades B1, B2 y B5.
Este residuo es caracteristico de las proteinas de la familia de Hidrolasas Ntn o

hidrolasas con un nucleéfilo de treonina en el extremo amino terminal.

v v
Betal ------ T--SIMAVEFDGGVIGSTTTGSYlANRVSDK‘LTPV-HDRI 41
Beta2 - ----- TR cCEVVFKDGNV L GEREIA TNGP IVADKNCEK IHY[l- APN T 43
Beta) - ----- T--UTLEFVENRG IV IBVHSEHARMGN YT SSQNVKKY | Efl- NPYL 41
Betal Y----- NEGGVVAMTGKNCIA TEYXoRIRY G I RQQTVG TOMQEIAF K- HOKC 44

eI TS | LI RYNGERYML CSPRIL GHYESLARFRS IERIKKEl-GSNT 43
Betab FSPYEDNEGUITLAIPGEDYM ! VLAY RENVEILEYSIQTRKSTYLCKL - TDRC 49
Beta7 - ------- DL IFLKGKDF TMLEYNORETARIF S | | LMKDTEDRI TAVPNQNIT 42

----- RYFMKIHSVEVGTLPLVETAANLFKDF 86
YCCGAMTRADTENTTALISSK:- - - - - QﬁRYATGKQSRVDTAMTMFKRM 88
L

LGTMACIGINAPICIFWERY[RGMQ - - - - - CRLMELRNKRRISVIAAASKLLSNI 86
FIGMTELIYT IMTFHEKMKFR- - - - - MNRINLKEERLIKPSSLSNLVSNM 89

VIASAEVMQSAATLHKVRKMR - - - - - MVEMEHQHGKPMSAVAVAQMLSNM 94
HNMIRLRNDTNLSMKASAHFLRQE 87

v

-WDIFKN GSVWTIPLGTLIREPFSIGGSG 131
Beta2 [WRYQG- - --YISAALVL[]- -GVDVN[EPALYT/IYPHGSTDKLPFVTMGSG| 132
Beta5 VMQYKN--YGLSMGTMILYSY- -W-DHT[PNLFMyDNDGTRLKGTRFSVGSG| 131
Beta3 EKR- -FGIgWF |EPV IINYLEGD NKPFICAQDTIEAPCYTDNFVVSTC 137
L
|

Betal CRINYKDQ- - - LLAG I I CIX]-

Betad -MNRRNRFN[LWNTL | VEYY- - FKDGKSFLGYTDLL[JSNF--EDDTMASGY 135
Betab NRR--FFI@YYTFNLVIXYLD - NE@GKEVVYGYDAIES- - YQAVEVGS - - - 136
Beta? -AHALRSG[YQTNILIGVDDFAGAKPELYFIDYLSSLQEVKYGAHEYE 136

Beta! BTEMIYEYCHANE- - -KKG-------------- MTKDECKQFRNALS LAV 164
Beta2 BJLAAMSVFESEMKD--------------- .. DMTEE[S 165
Beta5 MLYAYEVLDQGMRP- - - - - - - . ... ...... DLTEE[S 164
Beta3 BNEALY[EMCESLEMRPNME- - - - - - - - - - - Ph s oo DLFEVEsSQcCLLARV 170
Betad GAYLAKPILRNFLDSKNG---------- DVNNISEQEAREVLEKCMKVLY 175
Betab - - - -QESGQTLIQPLLDNQVAFKNHLLVPDKKLSLEQSLSIMKOAF TsBGc 182
Beta7 EYEMILSHLBKYREO----------------. DMNVNECLDVLRKCVQE IQ 169

Figura 16. Alineamiento multiple de las subunidades 3 del proteosoma 20S de N. fowleri. En rojo se
sefialan las posibles subunidades cataliticas. En amarillo se remarca a aminoacidos altamente
conservados en subunidades cataliticas. El asterisco indica a la treonina-1 en subunidades
proteoliticas, lo cual las convierte en hidrolasas Ntn. Las flechas indican a los residuos indispensables
para la actividad catalitica. En azul se sefialan a los residuos que brindan especificidad a las
subunidades B cataliticas.

Todas las posibles subunidades cataliticas, cuentan con los residuos indispensables
para la actividad proteolitica de estas proteinas, los cuales son la treonina-1, lisina-33,
glicina 128, serina-129 y glicina-130. Se encontraron los residuos que brindan la

especificidad de la actividad proteolitica, los cuales son un residuo de arginina en la



posicion 45 de las subunidades B1, el cual les permite la actividad de tipo caspasa; un
residuo de acido aspartico en la posicion 53 de las subunidades (32, el cual les da la
especificidad de tipo tripsina y; finalmente un residuo de metionina en la posicién 45 de
las subunidades B5, este residuo les brinda la actividad tipo quimiotripstina. Estos
aminoacidos fueron encontrados en las subunidades cataliticas de ambas especies.

En todas las subunidades tipo B se encontré al motivo GxxxD, que esta altamente
conservado en las subunidades tipo a y B de arqueas y eucariontes.

Para la caracterizacion de estas subunidades, las secuencias completas de cada
subunidad fueron ingresadas al servidor Conserved Domains para asi determinar la
region correspondiente al dominio de subunidad de proteosoma. Dichas regiones fueron

utilizadas para la elaboracién de los alineamientos.

d) Modelamiento en 3D de las subunidades 8

Una vez determinados los residuos, motivos y dominios encontrados en cada
subunidad B, se procedio a realizar el modelamiento estructural de las secuencias. Se
encontré que la conformacién de todas las subunidades B de N. gruberi es la clasica
estructura descrita para subunidades del proteosoma de arqueas y eucariontes, en la
cual se encuentra una capa de 5 estructuras B plegadas al centro de manera anti-
paralela a otra capa de 5 B plegadas, que se encuentran rodeadas por a hélices en los
extremos, similar a lo encontrado en las subunidades tipo a (Figura 17).
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Figura 17. Modelos tridimensionales de las subunidades 3 de N. gruberi. La primera imagen muestra en
rojo a la subunidad B5 de S. cerevisiae y en verde a su ortéloga en N. gruberi. Todas las subunidades
mostraron la estructura descrita para subunidades del proteosoma. Los modelamientos se obtuvieron
mediante el uso del servidor Phyre2, mientras que la edicién y andlisis de las estructuras se realizé con el
programa UCSF Chimera 1.11.2.

La homologia estructural de cada subunidad fue la siguiente: para 1 43%, B2 42%, B3
54%, B4 48%, B5 62%, 36 59% y 7 51%.

La estructura descrita previamente para estas proteinas fue encontrada nuevamente al
realizar los modelamientos de las subunidades 3 de N. fowleri (figura 18).

La identidad estructural de cada subunidad de N. fowleri contra sus ortélogas en
S. cerevisiae fue la siguiente: para 1 18%, 32 18%, B3 23%, 4 43%, 5 20%, 36 16%
y B7 54%.
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Figura 18. Modelos tridimensionales de las subunidades B de N. fowleri. Todas las subunidades
mostraron la estructura descrita para subunidades del proteosoma. La primera imagen muestra a la
subunidad 35 de S. cerevisiae en rojo y sobrepuesta en verde, a la proteina ortéloga de N. fowleri. Los
modelamientos se obtuvieron mediante el uso del servidor Phyre2, mientras que la edicion y andlisis de
las estructuras se realizé con el programa UCSF Chimera 1.11.2.

A pesar de lo anterior, los porcentajes de identidad estructural fueron superiores al
compararse las subunidades B de ambas especies de Naegleria contra Bos taurus
(Tabla 3).

Subunidad N. gruberi N. fowleri
1 42 54
2 44 44
3 52 63
4 46 51
5 63 67
6 57 65
7 51 68

Tabla 3. Porcentajes de identidad estructural de las subunidades 8 del proteosoma de Naegleria contra Bos taurus.

Con estos resultados se logro determinar in silico que las subunidades a y B del
proteosoma 20S de N. gruberi y N. fowleri poseen los motivos y dominios
caracteristicos de las subunidades del proteosoma de arqueas y eucariontes, ademas

de los residuos que podrian estar regulando su interaccion con los complejos
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reguladores 19S y las secuencias de localizacion nuclear que podrian permitir su
translocacion al nucleo bajo condiciones que asi lo requieran. También, las
subunidades cataliticas B1, B2 y B5 poseen los dominios y residuos indispensables para

llevar a cabo una funcion proteolitica en las especies de Naegleria.

e) Identidad y similitud entre las subunidades del proteosoma de Naegleria

Una vez que fueron caracterizadas las subunidades del proteosoma en ambas especies
de Naegleria, se realiz6 un alineamiento comparativo de ambas especies de cada una
de las subunidades a y B. Los porcentajes de identidad y similitud se presentan en la
Tabla 4.

Subunidad Identidad Similitud

1 90 97
2 96 98
3

o 4 94 97
5 94 98
6 91 97
7 89 93
1 93 97
2 88 95
3 89 95

|3 4 86 95
5 83 91
6 96 99
7 90 97

Tabla 4. Porcentajes de identidad y similitud encontrados entre subunidades a y 8 del proteosoma 20S
de ambas especies de Naegleria.

Como se menciono anteriormente, no se encontrd ninguna secuencia correspondiente a
la subunidad a3 de N. gruberi, por lo que no se realizé el alineamiento correspondiente.
En los porcentajes de identidad entre subunidades a de N. gruberi y N. fowleri, se
observan valores desde 89 y hasta 96%, mientras que para subunidades B, los valores
van desde el 88 hasta el 96%. Ademas, los porcentajes de similitud entre subunidades

a van del 93 hasta el 98%, y entre subunidades 3 se encontraron valores 91 hasta 99%,
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lo cual indica la gran similitud en las proteinas, puesto que son dos especies que

pertenecen al mismo género.

f) Identidad y similitud entre las subunidades del proteosoma 20S de las
especies de Naegleria y otros protozoarios

También se realiz6 un alineamiento de cada subunidad a y cada subunidad B de las
especies de Naegleria, pero contra las subunidades ortdlogas en organismos
protozoarios.

En la Tabla 5 se resumen los porcentajes de identidad y similitud encontrados para
cada subunidad de N. gruberi, cada uno con el ortélogo con mayor identidad. Se incluyo

también el nimero de residuos con que cuenta cada secuencia.

Subunidad Residuos  Ortélogo Residuos Identidad Similitud

1 219 D. discoideum 248 60 78
2 233 T. gondii 236 69 82
3

o 4 236 T. gondii 252 65 81
5 251 D. discoideum 242 66 83
6 255 D. discoideum 250 53 73
7 259 D. discoideum 250 63 81
1 233 D. discoideum 236 56 72
2 209 P. berghei 195 45 66
3 205 D. discoideum 205 60 78

B 4 198 | D. discoideum 259 49 69
5 300 T. brucei 310 69 82
6 251 D. discoideum 213 64 82
7 271 D. discoideum 266 66 82

Tabla 5. Subunidades del proteosoma de N. gruberi y la subunidad ortéloga con mayor identidad y
similitud (mostrado en porcentaje). Los alineamientos se realizaron con el servidor Protein BLAST (NCBI).

El organismo con el que se observé la mayor identidad fue D. discoideum el cual es una
amiba de vida libre al igual que N. gruberi, mientras que los porcentajes de identidad

contra otros protozoarios van desde 45% contra P. berghei hasta 69% contra T. brucei;
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mientras que el menor porcentaje de similitud fue contra D. discoideum (B2) con un
66%, y el mayor fue de 83%, también contra D. discoideum (a5).

Con respecto a N. fowleri, los alineamientos fueron realizados contra sus respectivas
proteinas ortélogas en otros protozoarios, los resultados se muestran en la Tabla 6. De
igual manera se observé que D. discoideum comparte una alta identidad en varias
subunidades (a3, a5-7; B1, B3-4, B6-7). Los porcentajes de identidad encontrados en
subunidades a van desde 49% contra D. discoideum hasta 69% contra el organismo T.
gondii; mientras que para subunidades (3, dichos valores van del 48% contra C. parvum

hasta 70% contra T. brucei.

Subunidad Residuos Ortélogo Residuos Identidad Similitud

1 254 L. major 263 58 79
2 240 T. gondii 236 69 82
3 271 D. discoideum 248 49 69
o 4 257 T. gondii 252 63 81
5 256 D. discoideum 242 67 83
6 262 D. discoideum 250 53 72
7 261 D. discoideum 250 61 79
1 265 D. discoideum 236 56 73
2 208 C. parvum 203 48 62
3 205 D. discoideum 205 60 79
B 4 258 D. discoideum 259 53 72
5 299 T. brucei 310 70 82
6 251 D. discoideum 213 63 82
7 300 D. discoideum 266 65 82

Tabla 6. Subunidades del proteosoma de N. fowleri y la subunidad ortéloga con mayor identidad y
similitud (mostrado en porcentaje). Los alineamientos se realizaron con el servidor Protein BLAST (NCBI).

Ademas, los porcentajes de similitud para las subunidades a se encuentran desde 69%
(D. discoideum, a 3) hasta 83% (D. discoideum, a5). Mientras que las similitudes
encontradas en las subunidades 8 van desde 62% contra C. parvum (32), y el valor mas

alto encontrado fue contra T. brucei y D. discoideum (85, 6 y 7), con un 82%.
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g) Organizacion filogenética de las subunidades del proteosoma 20S de
protozoarios

Los altos porcentajes de identidad y similitud de N. gruberi y N. fowleri con otros
protozoarios indican que las proteinas del proteosoma 20S de ambas especies de
Naegleria comparten caracteristicas que las clasifican como subunidades del
proteosoma.

Se realizé un arbol filogenético sin raiz con la finalidad de determinar la relacion
filogenética entre las subunidades a y B del proteosoma 20S de los organismos
protozoarios. Para ello, fueron ingresadas las secuencias completas de todas las
subunidades del proteosoma de los organismos protozoarios mencionados
anteriormente.

En el arbol (Figura 19) se incluyeron las subunidades a o B de T. acidophilum
(triAngulos verdes), las cuales se presentan en un clado independiente, debido a que
este organismo es una arquea Yy posee un unico tipo de subunidad a y un solo tipo de
subunidad .

El arbol ademas reveld que los distintos tipos de subunidad se encuentran separados
de acuerdo al dominio que poseen, por ejemplo, todas las subunidades a5 se
encuentran en el mismo grupo. Esto indica que las subunidades del proteosoma de
todos los protozoarios poseen caracteristicas compartidas y que dependen del tipo de
subunidad al que pertenecen.

Ademas, se realizé una prueba de “bootstrap” con 1000 repeticiones para validar la
construccion del arbol y los nimeros superpuestos en los clados indican el porcentaje
obtenido. En este caso solamente se marcaron los porcentajes superiores al 90%. Este
andlisis refuerza los hallazgos de que las secuencias del proteosoma 20S tanto de
N. gruberi como de N. fowleri poseen las caracteristicas propias del proteosoma 20S.
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Figura 19. Arbol filogenético sin raiz de las subunidades a y B del proteosoma en protozoarios y en la
arquea T. acidophilum. Se ingresaron las secuencias completas de todas las subunidades. Los triangulos
de color verde sefialan las subunidades a o 8 de T. acidophilum. Los circulos y triangulos sefialan a las
proteinas a o B de N. gruberi o N. fowleri, respectivamente. Para validar la construccién de este arbol se
realiz6 una prueba de “bootstrap” con 1000 repeticiones. Abreviaturas: Bbov, B. bovis; Tannu,
T. annulata; Cpar, C. parvum; Tgon, T. gondii; Pfalc, P. falciparum; Pber, P. berghei; Pyoe, P. yoelii; Pviv,
P. vivax; Ngrub, N. gruberi; Nfow N. fowleri; Ehisto, E. histolytica; Einv, E. invadens; Tcru, T. cruzi; Tbru,
T. brucei; Lmex, L. mexicana; Lmaj, L. major; Ldon, L. donovani; Linf, L. infantum; Lbra, L. braziliensis;
Glam, G. lamblia; Tvag, T. vaginalis y; Tfoe, T. foetus. La letra A o B después de cada abreviatura se
refiere a subunidad tipo a o B, respectivamente.
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6.2 Identificacion de la presencia de subunidades a y B del proteosoma de
N. gruberi y N. fowleri

Los resultados de microscopia confocal y Western blot revelaron la presencia de las
subunidades al y 2 del proteosoma 20S en N. gruberi y en N. fowleri.

El inmunomarcaje de las subunidades a1y 2 en trofozoitos de N. gruberi mostré que
las subunidades al y B2 se localizan en el citoplasma (Figura 20). Dicha distribucion fue
corroborada mediante la realizacion de cortes en Z, en donde no se logran apreciar
punto de co-localizacion a nivel nuclear. Los nacleos fueron marcados con yoduro de
propidio. Para determinar la especificidad de la reaccion, se utilizaron trofozoitos fijados
y permeabilizados, los cuales fueron incubados Unicamente con el anticuerpo

secundario, donde no se observé marca positiva para FITC.
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Figura 20. Localizacion intracelular del proteosoma 20S en trofozoitos de N. gruberi mediante
microscopia confocal. A. Control negativo, trofozoitos incubados solo con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC; B. Marcaje de la subunidad a1; C. Marcaje de la subunidad (2; D. Corte en Z de los
trofozoitos marcados contra la subunidad a1; E. Corte en Z de los trofozoitos marcados contra la
subunidad 2. 63X.

También se realizé el andlisis por microscopia confocal de los trofozoitos de N. fowleri
(Figura 21). Como control negativo se utilizaron amibas fijadas y permeabilizadas pero
incubadas solamente con el anticuerpo secundario, por lo que no se observa marca
positiva para FITC. Al incubar a los trofozoitos con los anticuerpos anti-subunidades a1y
B2 se observo marca positiva para estas subunidades con una distribucion citoplasmica.
En los cortes en Z realizados no se logré apreciar una co-localizacion del proteosoma en

los nucleos de N. fowleri.
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Campo claro Proteosoma Yoduro de propidio Merge

Figura 21. Localizacién intracelular del proteosoma 20S en trofozoitos de N. fowleri mediante
microscopia confocal. A. Control negativo, trofozoitos incubados solamente con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC; B. Marcaje de la subunidad a1; C. Marcaje de la subunidad p2; D. Corte en Z de los
trofozoitos marcados contra la subunidad a1; E. Corte en Z de los trofozoitos marcados contra la

subunidad 2. 63X.

Contro] (-)

Por otro lado, por medio de la técnica de Western-blot, se detecté una banda de
aproximadamente 29 kDa en los extractos de N. gruberi y N. fowleri, utilizando el
anticuerpo anti -subunidad a1 (Figura 22). El peso molecular observado corresponde
con el peso reportado para dicha proteina. Ademas, la banda de 29 kDa también fue

observada en E. histolytica y en células de humano (Huh-7).
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Figura 22. Western-blot con el anticuerpo primario anti-subunidad al del proteosoma 20S. A. Patrén
proteico obtenido mediante la tincién de un gel al 15% tefiido con azul de Coomassie, los asteriscos
sefialan las posibles bandas pertenecientes a la proteina esperada; B. Western-blot utilizando el
anticuerpo primario anti-subunidad a1; C. Control de especificidad del anticuerpo primario, se utilizé6 una
membrana que fue incubada Unicamente con el anticuerpo secundario chivo anti-conejo. Como control de
carga se utilizé a la proteina actina.

6.3 Determinacién del efecto del inhibidor Lactacistina en la viabilidad y
proliferaciéon de los trofozoitos de N. gruberi y N. fowleri

Con el fin de determinar si el proteosoma podria estar involucrado en la viabilidad y
proliferacion de N. gruberi y N. fowleri, se utilizaron distintas concentraciones de los
inhibidores Lactacistina y MG-132 en cultivos de amibas. En primer lugar, se busco
establecer las concentraciones de Lactacistina que no resultaran téxicas para las
amibas.

En la figura 23 se muestra el efecto de Lactacistina a las concentraciones de 10, 20 y
40 uM en los trofozoitos de N. gruberi. Se utilizaron estas concentraciones debido a que
ya han sido reportadas en otros organismos protozoarios.

Como control negativo de viabilidad se utilizaron amibas fijadas y permeabilizadas, por
lo que presentaron viabilidades de aproximadamente 2%. Los controles de amibas en
medio Bactocasitona con y sin SFB mostraron una viabilidad superior al 95% a los
tiempos de 24, 48y 72 horas.

A las 24 horas de co-incubacion, las amibas tratadas con Lactacistina muestran una

viabilidad de 97, 95 y 95%, al usar las concentraciones de 10, 20 y 40 uM.
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Figura 23. Viabilidad de los trofozoitos de N. gruberi co-incubados con el inhibidor Lactacistina durante
24, 48 y 72 horas. Como control negativo se utilizaron amibas fijadas en paraformaldehido al 4% y
permeabilizadas con PBS-Tritén X100 al 0.2%. Los trofozoitos tratados con el inhibidor fueron incubados
en medio Bactocasitona sin SFB. Los resultados fueron obtenidos mediante el uso del fluorocromo Sytox

green y citometria de flujo. Cada tratamiento se realiz6 por duplicado y se registraron 20,000 eventos por
muestra.

A las 48 horas, las amibas tratadas con 10 y 20 uM del inhibidor, mantuvieron una
viabilidad del 95% mientras que las amibas tratadas con 40 uM presentaron un 90% de
viabilidad. Dichas viabilidades permanecieron sin cambios hasta las 72 horas de co-
incubacion.

A la par, las amibas utilizadas para medir la viabilidad fueron cuantificadas mediante el
uso de una camara de Neubauer. Los datos se analizaron estadisticamente y se
encontré que los tratamientos con 10, 20 y 40 uM fueron significativos a todos los
tiempos, con respecto al control sin SFB (Figura 24), por lo que para ensayos
posteriores con trofozoitos de N. gruberi, se decidié utilizar la concentracion de 10 uM
de Lactacistina.
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Figura 24. Proliferacion de los trofozoitos de N. gruberi co-incubados con Lactacistina. *P< 0.0001.

También se busco determinar el efecto de la Lactacistina en los trofozoitos de N. fowleri
y los resultados se observan en la Figura 25.

Los controles con y sin SFB mantienen una viabilidad superior al 95% a las 24 y 48
horas de incubacion, sin embargo, dicha viabilidad se ve disminuida a las 72 horas, ya
gue se observa un 91% de viabilidad.

Al utilizar un tratamiento de 10 uM en N. fowleri, se obtuvo una viabilidad del 97% a las
24 horas de co-incubacion. Este valor disminuy6 a 91% a las 48 horas y se mantuvo asi
hasta las 72 horas.

Por otra parte, las amibas tratadas con 20 uM de Lactacistina presentan viabilidades de

96, 91 y 89%, correspondientes a los tiempos de 24, 48 y 72 horas.
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Figura 25. Viabilidad de los trofozoitos de N. fowleri co-incubados con el inhibidor Lactacistina durante
24, 48 y 72 horas. Como control negativo se utilizaron amibas fijadas en paraformaldehido al 4% y
permeabilizadas con PBS-Tritdn X100 al 0.2%. Los trofozoitos tratados con el inhibidor fueron incubados
en medio Bactocasitona sin SFB. Los resultados fueron obtenidos mediante el uso del fluorocromo Sytox
green y citometria de flujo. Cada tratamiento se realiz6 por duplicado y se registraron 20,000 eventos por
muestra.

Finalmente, el tratamiento con 40 uM resulté en viabilidades de 94, 86 y 85% para los
trofozoitos de N. fowleri.

En este caso los trofozoitos también fueron cuantificados, los datos se analizaron
estadisticamente y se observé que la Unica concentracién con efecto significativo en la
proliferacion de las amibas fue la de 40 uM a los tiempos considerados (Figura 26), por

lo que esta concentracion fue elegida para utilizarse en ensayos posteriores.
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Figura 26. Proliferacion de los trofozoitos de N. fowleri co-incubados con Lactacistina. *P< 0.0001.



Los resultados indicaron que el inhibidor Lactacistina no tuvo un impacto significativo en
la viabilidad de las amibas.

6.4 Efecto del inhibidor MG-132 en la viabilidad y proliferacion de los
trofozoitos de N. gruberi y N. fowleri

También se evalud el efecto del inhibidor MG-132 en la viabilidad de trofozoitos de
N. gruberi y N. fowleri. En este caso, los controles de viabilidad fueron similares a los
utilizados en el experimento anterior, ya que como control negativo se usaron
trofozoitos fijados y permeabilizados; mientras que los controles positivos fueron
amibas incubadas en medio Bactocasitona con o sin SFB.

Al tratar a los trofozoitos de N. gruberi durante 24 horas con 10 uM de MG-132, estos
presentaron una viabilidad superior al 95%, de manera similar a los controles con y sin
SFB (Figura 27). Sin embargo, las amibas tratadas con 25 y 50 uM mostraron una
viabilidad de 91 y 90%, respectivamente.
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Figura 27. Viabilidad de los trofozoitos de N. gruberi co-incubados con el inhibidor MG-132 durante 24,
48 y 72 horas. Como control negativo se utilizaron amibas fijadas en paraformaldehido al 4% vy
permeabilizadas con PBS-Tritén X100 al 0.2%. Los trofozoitos tratados con el inhibidor fueron incubados
en medio Bactocasitona sin SFB. Los resultados fueron obtenidos mediante el uso del fluorocromo Sytox
green y citometria de flujo. Cada tratamiento se realiz6 por duplicado y se registraron 20,000 eventos por
muestra.

A las 48 horas, la viabilidad de los controles se mantuvo en 98% pero la viabilidad de
las amibas incubadas en presencia del inhibidor disminuyé a 92, 86 y 86%, de acuerdo

a la concentracion utilizada.
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Para las 72 horas, la viabilidad de los 3 tratamientos disminuyé observandose
porcentajes de 88, 85y 83% en cada concentracion utilizada.

Estos resultados en conjunto con los valores obtenidos al realizar la curva de
proliferacion (Figura 28), indicaron que las amibas crecidas en presencia del inhibidor
MG-132 a las concentraciones de 10, 25 y 50 uM mantuvieron niveles de viabilidad
aceptables, sin embargo, el inhibidor tuvo efecto en la proliferacion de los trofozoitos
solo a los tiempos de 48 y 72 horas, por lo que se decidié utilizar la concentraciéon de

10 uM de MG-132 para experimentos posteriores con N. gruberi.
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Figura 28. Proliferacién de los trofozoitos de N. gruberi co-incubados con MG-132. *P< 0.0001.

Se realiz6 también la co-incubacion de trofozoitos de N. fowleri con MG-132 para
determinar el efecto del mismo en la viabilidad de las amibas (Figura 29). Durante los
tiempos de 24, 48 y 72 horas, la viabilidad de las amibas control incubadas en medio
Bactocasitona con o sin SFB y las amibas tratadas con MG-132 se mantuvo en valores
similares o superiores al 91%. Se observo por tanto que las concentraciones probadas
del inhibidor no tienen un impacto en la viabilidad de N. fowleri durante el transcurso de

su co-incubacion.
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Figura 29. Viabilidad de los trofozoitos de N. fowleri co-incubados con el inhibidor MG-132 durante 24, 48
y 72 horas. Como control negativo se utilizaron amibas fijadas en paraformaldehido al 4% vy
permeabilizadas con PBS-Tritdn X100 al 0.2%. Los trofozoitos tratados con el inhibidor fueron incubados
en medio Bactocasitona sin SFB. Los resultados fueron obtenidos mediante el uso del fluorocromo Sytox
green y citometria de flujo. Cada tratamiento se realiz6 por duplicado y se registraron 20,000 eventos por
muestra.
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También se realiz6 la cuantificacion de las amibas recuperadas en todos los
tratamientos a los tiempos sefialados (mediante el uso de una camara de Neubauer) y
se encontré que solo en las concentraciones de 25 y 50 uM tuvieron un efecto negativo
en la proliferacion de los trofozoitos de N. fowleri con respecto al control (Figura 30).

Por lo tanto, para futuros ensayos con se determiné utilizar la concentraciéon de 25 uM.
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Figura 30. Proliferacion de los trofozoitos de N. fowleri co-incubados con MG-132. *P< 0.0001.
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6.5 Proliferaciéon de N. gruberi y N. fowleri en co-incubacién con los inhibidores
del proteosoma

Una técnica bastante empleada para medir proliferacion celular es mediante el uso del
reactivo MTT. El principio de esta técnica se basa en la reduccion del MTT mediante la
actividad metabdlica de las células (principalmente la actividad de las
deshidrogenasas). El MTT es convertido a cristales de formazan, que deben disolverse
para determinar la densidad Optica, la cual sera directamente proporcional a la cantidad
de células vivas presentes en los cultivos.

Se utilizo el reactivo MTT para cuantificar el efecto de los inhibidores en la proliferacion
de los trofozoitos de ambas especies de Naegleria.

Se sembraron 2x10° trofozoitos de N. gruberi por tratamiento y los resultados obtenidos
mostraron que los controles sin inhibidor proliferan gradualmente hasta tener 2 millones
de amibas por pozo a las 72 horas (Figura 31), lo que significa que el nimero de
amibas incremento hasta 10 veces la cantidad original.

Se observo el efecto contrario en las amibas co-incubadas con los inhibidores, ya que
los valores obtenidos fueron entre los 200,000 y 300,000 trofozoitos por pozo a los
tiempos de 24, 48 y 72 horas.
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Figura 31. Proliferacion de los trofozoitos de N. gruberi en presencia de los inhibidores Lactacistina y
MG-132. Cada tratamiento se realizé por duplicado. *P< 0.0001 del andlisis estadistico de los
tratamientos con respecto al control sin SFB; ¥ P< 0.0001 del andlisis estadistico entre tratamientos.
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Ademas, se realiz0 el analisis estadistico de la cantidad de amibas tratadas con
Lactacistina con respecto al tratamiento con MG-132 a los tiempos de 24, 48 y 72
horas. Se encontr6 que ambos inhibidores afectan de manera distinta en la proliferacion
de los trofozoitos y que la Lactacistina tiene un mayor efecto inhibitorio.

Estos resultados indican que el proteosoma 20S participa en la proliferacion de
N. gruberi, ya que los inhibidores de este complejo tienen un efecto amebostatico que
se mantiene con el transcurso del tiempo; sin embargo el inhibidor Lactacistina tiene un
mayor impacto en este proceso bioldgico.

Por otro lado, se realiz6 también el ensayo de MTT para establecer el efecto del
inhibidor MG-132 en la proliferacién de trofozoitos de N. fowleri (Figura 32). Se encontro
que las amibas incubadas en medio con SFB proliferaron de manera gradual hasta
alcanzar numeros de 3 millones de amibas por pozo. Por otro lado, el control sin SFB

llegd hasta los 2.5 millones de amibas a las 72 horas.
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Figura 32. Proliferacion de los trofozoitos de N. fowleri en presencia del inhibidor MG-132. Cada
tratamiento se realiz6 por duplicado. *P< 0.0001 del andlisis estadistico del tratamiento con inhibidor con
respecto al control sin SFB.

El inhibidor MG-132 causo6 un retraso en la proliferacion de los trofozoitos de N. fowleri,
ya que se encontraron numeros de 1, 1.5 y 2 millones de amibas a los tiempos de 24,

48 y 72 horas de co-incubacion.
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Los resultados indican que el compuesto MG-132 es capaz de interactuar con el
proteosoma 20S de N. fowleri y causar una disminucion en la proliferacion de las
amibas.

Como conclusion, los inhibidores Lactacistina y MG-132 a la concentracion de 10 pM
tuvieron un efecto amebostatico en la proliferacion de los trofozoitos N. gruberi. Por otro
lado, el inhibidor MG-132 a la concentracion de 25 uM solamente causo un retraso en la

proliferacion de los trofozoitos de N. fowleri.

7. DISCUSION

El afio 1995 fue un afio importante en el estudio del proteosoma 20S, debido a que se
reportd, por una parte, la estructura tridimensional del complejo completo y de cada
subunidad (tipo a y B) (Lowe et al., 1995), ademas, se encontré que las subunidades 3
tienen actividad del tipo Treonina-proteasa (Seemililler et al., 1995), esto fue reportado
en la arquea T. acidophilum.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto, muestran similitudes con lo descrito
en estos trabajos, entre ellas:

a) El Proteosoma 20S esta compuesto por 7 subunidades a y 7 subunidades .

b) Las subunidades a tienen una region de 35 aminoacidos altamente conservada en
su extremo amino-terminal.

c) Las secuencias del proteosoma no tienen similitud con ninguna otra proteasa
conocida.

d) Las subunidades a y B estan conformadas por una capa de 5 B-plegadas anti-
paralelas a 5 B-plegadas, separadas por un giro de alrededor de 50-80° entre los
extremos de dichas estructuras. Las dos capas se encuentran rodeadas por a-hélices y
en las subunidades a contienen en el extremo amino-terminal a la estructura
denominada hélice HO, encargada de permitir el paso del sustrato al interior del nucleo
20S.

e) La conformacion tridimensional de las subunidades a y B es altamente similar entre

ellas, a pesar de que las secuencias de aminoacidos no son parecidas.
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En el presente trabajo se encontraron 6 diferentes subunidades tipo a en el organismo
N. gruberi y 7 a distintas en N. fowleri; ademas de 7 subunidades diferentes del tipo
en cada especie de amibas. Cada subunidad es codificada por un gen independiente, lo
cual es una caracteristica del proteosoma 20S de eucariontes (Unno et al., 2002; Groll
et al., 2005). A pesar de que no fue posible identificar a la subunidad tipo a3 de
N. gruberi, se ha reportado en S. cerevisiae que esta subunidad no es indispensable
para la funcion proteolitica del proteosoma (Finley et al., 2012), por lo que el
proteosoma 20S de N. gruberi podria estar llevando a cabo su funcién, pero tener un
orden inusual, en el que los anillos de subunidades a se encuentren conformados
Gnicamente por 6 subunidades, mientras que los anillos internos contengan 7
subunidades tipo B. Lo anterior difiere con la descripcion de Gallastegui y Groll (2010),
puesto que determinan que otros organismos eucariontes tienen 7 subunidades ay 7
subunidades B distintas que conforman un complejo al-7, f1-7, B1-7, al-7.

Las secuencias de aminoacidos de las subunidades a mostraron regiones altamente
conservadas entre ellas, por ejemplo, la hélice HO en el extremo amino-terminal, la cual
se encarga de la interaccion y ensamble de los anillos de las subunidades a, asi como
las interacciones del proteosoma 20S con los complejos reguladores (Rabl et al., 2008;
Fort et al., 2015).

Se encontraron también algunos motivos, como GxxxD, que es un motivo altamente
conservado en las subunidades a y B del proteosoma de arqueas y eucariontes
(Bartholomeu et al., 2001). Este motivo, junto con el motivo RPxG podrian ser los
encargados de regular el tamafio y rigidez para la apertura del poro del nucleo 20S.
Estos motivos se encontraron en todas las subunidades a de N. gruberi y N. fowleri.
Ademas, las subunidades a de ambas especies cuentan con un residuo de tirosina en
el extremo amino-terminal, dicho residuo es indispensable para el ensamble de los
anillos de subunidades a de arqueas y eucariontes (Dahan et al, 2001).

Previamente se reporté un residuo de treonina altamente conservado en el extremo
amino-terminal de la subunidad a3 de T. acidophilum y S. cerevisiae, que participa en la
regulacion de la apertura y cierre del poro del nucleo catalitico (Gille et al., 2003). Los
resultados in silico demostraron que N. fowleri cuenta con esta subunidad y el residuo

de treonina, sin embargo, a pesar de que la especie N. gruberi no cuenta con la
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secuencia correspondiente a la subunidad a3, si cuenta con un residuo de treonina en
el extremo amino-terminal de la subunidad a2, por lo que esta subunidad podria estar
llevando a cabo la funcién de compuerta en el proteosoma 20S.

En 2008, Rabl y colaboradores utilizaron varios sustratos para determinar la interaccion
del proteosoma 20S con un regulador heterélogo del proteosoma 19S en la arquea
T. acidophilum (llamado PAN) y asi lograron establecer que los residuos glicina-34,
lisina-66, leucina-81 y valina-82 son esenciales para la unién del proteosoma 20S con
los complejos reguladores de tipo ATPasas. Estos residuos se encuentran presentes en
las subunidades a de N. gruberi y N. fowleri, por lo que el analisis sugiere que el
proteosoma 20S de estas especies puede interactuar con complejos reguladores que
participan en la regulacién de la selectividad, entrada y salida de sustratos al nucleo
proteolitico. Por lo tanto, la funcién de las subunidades a es de estructura y regulacién
de la actividad del nacleo 20S (Bochtler et al., 1999) y no se conoce que lleven a cabo
una actividad proteolitica (Lee y Goldberg, 1998).

Cinco subunidades B, son sintetizadas como zimogenos, ya que durante el ensamble
del proteosoma 20S, la region amino-terminal de la proteina es eliminada para dejar
expuesto un residuo de treonina en el nuevo extremo amino terminal de las
subunidades B cataliticas (B1, B2 y P5) (Arendt y Hochstrasser, 1997). Esta
caracteristica convierte a las subunidades cataliticas en enzimas de la familia de las
hidrolasas Ntn o hidrolasas con el nucledfilo de treonina en el extremo amino-terminal
(Chen y Hochstrasser, 1996). En las secuencias de las subunidades 3 de N. gruberiy
N. fowleri, se encontr6 que las secuencias de B1-2, p4-7 son sinterizadas como
zimogenos, y que el extremo amino-terminal es procesado durante el ensamble del
proteosoma, quedando expuesto un residuo de treonina segun la prediccion realizada;
este resultado es contrario a lo descrito por Unno y colaboradores (2002), ya que
describen que en Bos taurus la subunidad B4 es la Unica que mantiene un residuo de
metionina en la posicién 1 una vez ensamblado el proteosoma. El encontrar también un
propéptido en la subunidad B5 de ambas especies resulta importante, ya que se ha
descrito que el propéptido de esta subunidad es esencial en la maduracion del

proteosoma y es crucial para la supervivencia de la célula (Gallastegui y Groll, 2010).
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Previamente se determind que en el proteosoma 20S de organismos eucariontes, la
subunidad B1 tiene actividad del tipo caspasa; B2 posee actividad tipo tripsina, mientras
qgue B5 posee actividad tipo quimiotripsina (Heinemeyer et al., 1997). Esta especificidad
es brindada por los residuos arginina-45, acido glutdmico-53 y metionina-45 en las
subunidades B1, B2 y B5, respectivamente (Lowe et al., 1995; Groll et al., 2004). Estos
3 residuos fueron encontrados en las subunidades [ cataliticas de N. gruberi y
N. fowleri, lo cual concuerda con lo reportado por Wilk y Orlowski (1980), quienes
mediante el uso de sustratos fluorogénicos describieron que en eucariontes la
“endopeptidasa de alto peso molecular (700 kDa) (proteosoma 20S) posee 3 distintos
tipos de actividad proteolitica: tipo peptidil-glutamil hidrolasa, tipo tripsina y tipo
quimiotripsina”, esto utilizando proteosomas aislados a partir de pituitaria de bovino.
Mientras que, en 1989, Dahlmann y colaboradores purificaron y determinaron que el
proteosoma 20S de la arquea T. acidophilum posee Unicamente actividad de tipo
quimiotripsina. Por lo tanto, las especies de Naegleria mostraron 3 posibles tipos de
actividad catalitica, puesto que estan clasificados en el reino Eukarya.

Ademas, en ambas especies de Naegleria se encontraron los residuos treonina-1,
lisina-33, glicina-128, serina-129 y glicina-130 que estan altamente conservados y son
indispensables para la actividad enzimatica de las subunidades cataliticas (Lowe et al.,
1995).

Nuevamente se encontré el motivo GxxxD, lo que sugiere que las subunidades a y 8 de
ambas especies, provienen de un ancestro en comun (Léwe et al., 1995), debido a que
existen residuos, motivos y dominios altamente conservados en el proteosoma 20S de
arqueas Yy eucariontes (Fort et al., 2015). Ademas, los proteosomas no solo se originan
de un gene ancestral comun, sino que su naturaleza también ha evolucionado y el
complejo se ha ajustado para las cubrir las demandas de cada organismo (Gallastegui y
Groll, 2010). Nuestros resultados demostraron que Naegleria comparte caracteristicas
con el proteosoma de otras especies, y a su vez tiene secuencias propias de cada
subunidad.

Lo anterior fue corroborado mediante la elaboracion de un arbol filogenético sin raiz, en

donde se encontré que las subunidades a y B de N. gruberi y N. fowleri comparten
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caracteristicas propias que las clasifican en el mismo grupo que sus subunidades
ortélogas en otros protozoarios.

Por otro lado, los modelamientos estructurales predijeron que las subunidades a 'y 3 de
ambas especies de Naegleria, presentan una conformacion clasica de 2 capas de
estructuras B plegadas al centro, rodeadas por a hélices en los extremos, lo cual
concuerda con lo descrito por Lowe y colaboradores desde 1995.

Ademas de los hallazgos in silico, existe evidencia experimental directa e indirecta
sobre la existencia del proteosoma 20S en otros protozoarios como: D. discoideum
(Schauer et al., 1993), E. histolytica (Scholze et al., 1996; Ramos et al., 1997; Makioka
et al., 2002; Sanchez et al., 2002), T. cruzi (Gonzalez et al.,1996; De Diego et al., 2001,
Bartholomeu et al., 2001; Gutiérrez et al., 2009), P. berghei (Gantt et al., 1998; Rivo et
al., 2013), P. falciparum (Gantt et al., 1998; Li et al., 2000; Sessler et al., 2012; Sdnchez
et al., 2014; Wang et al., 2015), P. yoelii (Gantt et al., 1998), G. lamblia (Emmerlich et
al., 1999; Jerlstrom-Hultgvist et al., 2012), E. invadens (Gonzéalez et al., 1999; Makioka
et al., 2002), L. mexicana (Robertson, 1999), L. donovanii (Christensen et al., 2000),
C. parvum (Chung et al., 2000), T. gondii (Shaw et al., 2000; Paugam et al., 2001),
T. brucei (Hua et al.,1996; Lomo et al.,1997; Mutomba et al., 1997; To y Wang, 1997;
Huang et al.,, 1999; Yao et al.,, 1999a; Yao et al., 1999b; Radwanska et al., 2000;
Nkemgu-Njinkeng et al., 2002; Wang et al., 2003), L. chagasi (Silva-Jardim et al., 2004),
L. major (Dubessay et al., 2006), T. foetus (Pereira-Neves et al., 2015; Pereira-Neves et
al., 2016) y A. castellanii (Siddiqui et al., 2016).

Mediante el uso de inhibidores, se ha descrito que el proteosoma 20S tiene
participacion en procesos biolégicos como son la proliferacién, diferenciacion, actividad
proteolitica y capacidad infectiva de algunos parasitos protozoarios.

En el presente trabajo, mediante el tratamiento de trofozoitos de N. gruberi con
Lactacistina y MG-132 a la concentracion de 10 uM se observé un efecto amebostatico
a los tiempos de 24, 48 y 72 horas. Un efecto similar fue reportado por Gonzalez y
colaboradores (1999) y por Makioka y colaboradores (2002), ya que encontraron que la
Lactacistina, B-lactona y MG-132 a la concentracion de 10 uM tuvieron un efecto
amebostatico en trofozoitos de E. invadens y E. histolytica. Ademas, De Diego y

colaboradores (2001) reportaron que el uso de Lactacistina a la concentracion de 30 uM
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detiene la proliferacion de tripomastigotes de T. cruzi e induce el arresto del ciclo celular
en las fases G2+M y G1+S. Ademas, el tratamiento con Lactacistina a 3 uM inhibe la
sintesis de acidos nucleicos en trofozoitos P. falciparum, lo que se traduce en la
inhibicién de la proliferacion (Gantt et al., 1998).

Por otro lado, el tratamiento con MG-132 a 25 uM en los trofozoitos de N. fowleri
representd solamente un retraso en la proliferacion de las amibas. Un resultado similar
fue reportado por Robertson en 1999, ya que encontré que en cultivos de amastigotes
de L. mexicana, el uso de Lactacistina y MG-132 a 5 uM causa una reduccién en la
proliferacion del microorganismo. Los resultados también concuerdan con Silva-Jardim
y colaboradores (2004), quienes encontraron que en L. chagasi, se observd una
disminucién en la division celular al tratar a promastigotes con 50 uM de Lactacistina.
Por lo anterior no se descarta la posibilidad de que los trofozoitos de N. fowleri
requieran de concentraciones mas elevadas de los inhibidores para producir un efecto
amebostatico.

Ademas de la evidencia experimental, los resultados in silico demostraron que
N. gruberi y N. fowleri cuentan con los aminoacidos treonina-21, glicina-46 y alanina-49
de las subunidades B1y B2. Se sabe que estos aminoacidos permiten la interaccion con
Lactacistina (Fenteany et al.,, 1995; Groll, 2004). Por lo tanto, no se descarta la
posibilidad de que la Lactacistina actle de manera muy especifica con las dos especies
de Naegleria, causando efecto en la proliferacion de los trofozoitos.

Por otro lado, Di Giovanni y colaboradores (2016) encontraron que MG-132 tiene efecto
inhibitorio con las 3 subunidades cataliticas, lo cual indicaria que el proteosoma 20S de
ambas especies de Naegleria cuenta con estos tipos de actividad y por tanto es posible
su interaccion con el inhibidor.

En conclusion, el efecto de los inhibidores en la proliferacion de N. gruberi y N. fowleri
se puede atribuir a la participacion del proteosoma en este proceso, puesto que la
Lactacistina no inhibe ningun otro tipo de proteasa conocida y su efecto en un
organismo puede relacionarse directamente con una funcion del proteosoma (Fenteany
et al., 1995).

Por otra parte, mediante microscopia confocal se logré localizar al proteosoma 20S de

N. gruberi y N. fowleri solamente en el citoplasma de las amibas. Dicho resultado
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concuerda con lo reportado para T. gondii (Paugam et al., 2001), E. histolytica (Sanchez
et al., 2002) y T. foetus (Pereira-Neves et al., 2015), ya que en estos organismos se
encontrd una distribucion citoplasmica y perinuclear del proteosoma. Sin embargo, en la
amiba de vida libre D. discoideum se logré6 observar al proteosoma 20S en el
citoplasma y ndcleo de las células (Schauer et al., 1993).

Previamente se reporté que el proteosoma 20S a nivel nuclear regula la concentracion
de una cinesina en promastigotes de L. major (Dubessay et al., 2006). Lo anterior fue
obtenido mediante el uso de MG-132 como estimulo. Estos resultados pueden sugerir
gue algun estimulo de estrés promueva la translocacion del proteosoma 20S al nucleo
de N. gruberi y N. fowleri. Dicho fenémeno seria posible, debido a que se ha reportado
que el nucleo 20S completo méas algunos componentes como importina 3, Hsp90 y las
subunidades Rpnl y Rpn2 (del proteosoma 19S) favorecen la translocacion al nucleo a
través de los complejos del poro nuclear (CPN) (Savulescu et al., 2011). Ademas, el
CPN permite el paso de particulas de hasta 390 A (Pante y Kann, 2001) mientras que el
proteosoma 20S tiene una longitud de 190 A.

Se ha reportado que, en eucariontes superiores el proteosoma se encarga de degradar
proteinas localizadas en el nudcleo, como ciclinas (mitéticas y de G1), cinasas
dependientes de ciclinas (CDK), inhibidores (p27); c-Jun, c-Fos, c-Mos, E2A, p53;
cinasas asociadas a receptores, DNA-topoisomerasa y ornitina-descarboxilasa (Lee y
Goldberg, 1998). Por lo anterior, resultaria de vital importancia la ubicacion del
proteosoma en el nucleo de N. gruberi y N. fowleri.

Por otra parte, se ha descrito la reduccién en la capacidad infectiva de esporozoitos de
P. falciparum pre-tratados con 3 pM de Lactacistina, ademas de alterar su morfologia
normal. También, mediante el uso de una vacuna de DNA dirigida a una subunidad tipo
a de L. donovanii, se observé que las lesiones en ratones infectados fueron de menor
tamafio (Gantt et al.,, 1998). Por lo anterior, el proteosoma 20S resulta un blanco
farmacoldgico importante para el disefio experimental y racional de drogas como

tratamiento contra la MAP causada por N. fowleri.
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8. CONCLUSIONES

8.1 Naegleria gruberi y Naegleria fowleri poseen en su genoma las secuencias que
codifican para las subunidades a y B del proteosoma 20S.

8.2 Ambas especies de Naegleria presentan al proteosoma con una localizacién
citoplasmica.

8.3 El proteosoma 20S de N. gruberi y N. fowleri participa en la proliferacion de las
amibas.

8.4 El proteosoma 20S de N. fowleri podria ser blanco atractivo para el disefio racional

de drogas contra la MAP.

9. PERSPECTIVAS

- Determinar el papel del proteosoma 20S en el enquistamiento de N. fowleri.

- Purificar el proteosoma 20S de Naegleria fowleri.

- Realizar electroforesis de 2 dimensiones para determinar los componentes del
complejo.

- Especificar si los inhibidores del proteosoma arrestan el ciclo celular de
N. fowleri y determinar en qué fases sucede este evento.

- Determinar mediante espectrometria de masas las secuencias correspondientes
a cada subunidad a y B.

- Establecer el tipo de actividad proteolitica del proteosoma mediante el uso de
sustratos fluorogénicos.

- Co-localizar a nivel ultraestructural las subunidades tipo a y B para determinar la
ubicacién especifica del complejo.

- Determinar el efecto de inhibidores del proteosoma utilizados como tratamiento
en un modelo in vivo de MAP.

- Analizar in silico los demas componentes del sistema ubiquitina-proteosoma en
el genoma de N. fowleri.

- Utilizar anticuerpos anti-ubiquitina y anti-subunidades que conforman el
proteosoma 19S para determinar si N. fowleri cuenta con el proteosoma 26S in

vitro.
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