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ABSTRACT

Phospholipids are essential for vesicle fusion and fission and both are
fundamental events for Entamoeba histolytica phagocytosis. Our aim was to
identify the lysobisphosphatidic acid (LBPA) in trophozoites and investigate
its cellular fate during endocytosis. LBPA was detected by TLC in a 0.5 R;
spot of total lipids, which co-migrated with the LBPA standard. The 6C4
antibody, against LBPA recognized phospholipids extracted from this spot.
Reverse phase LC-ESI-MS and MS/MS mass spectrometry revealed six LBPA
species of m/z 772.58 to 802.68. LBPA was associated to pinosomes and
phagosomes. Intriguingly, during pinocytosis, whole cell fluorescence
quantification showed that LBPA dropped 84% after 15 min incubation with
FITC-Dextran, and after 60 min, it increased at levels close to steady state
conditions. Similarly, during erythrophagocytosis, after 15 min, LBPA also
dropped in 36% and increased after 60 and 90 min. EhRab7A protein
appeared in some vesicles with LBPA in steady state conditions, but after
phagocytosis co-localization of both molecules increased and in late phases of
erythrophagocytosis they were found in huge phagosomes or multivesicular
bodies with many intraluminal vacuoles, and surrounding ingested

erythrocytes and phagosomes. The 6C4 and anti-EhADH (EhADH is an ALIX



family protein) antibodies and Lysotracker merged in about 50% of the
vesicles in steady state conditions and throughout phagocytosis. LBPA and
EhADH were also inside huge phagosomes. These results evidenced that E.
histolytica LBPA is associated to pinosomes and phagosomes during
endocytosis and suggested differences of LBPA requirements during
pinocytosis and phagocytosis. Docking analysis predicted that QEDSKPKK and
FYKI polypeptides (94-101 and 224-227 residues, respectively) of EhADH
Brol domain are involved in the interaction with LBPA, because in silico
mutation of these polypeptides abolished interaction. These results evidenced
the dynamic role of LBPA during endocytosis and showed quantitative
differences between pinocytosis and phagocytosis requirements of this

phospholipid.



RESUMEN

Los trofozoitos de Entamoeba histolytica son fagocitos profesionales. La fision y
fusibn de la vesiculas son eventos fundamentales durante la endocitosis y el
fosfolipido acido liso bis-fosfatidico (LBPA) desempeiia un papel importante en estos
eventos. El objetivo de este trabajo fue identificar el LBPA de E. histolytica e
investigar su localizaciébn celular durante la endocitosis. En lipidos totales de
trofozoitos separados por TLC, se encontr6 un compuesto con un Rf de 0.50
(fraccion “A”) que co-migré con el estandar de LBPA. Por otro lado, el anticuerpo
contra LBPA de mamifero (6C4), reconoci6 los fosfolipidos extraidos de la fraccion
“A”. Mediante analisis de LC-ESI-MS fase reversa y MS/MS, se detectaron seis
especies moleculares de LBPA de 772.58 a 802.68 m/z. La cantidad de
fluorescencia intracelular del anticuerpo 6C4 disminuy6 un 84% de 0 a 15 minutos de
pinocitosis y se restablecié a la cantidad mostrada en condiciones basales a los 60
min. Durante la eritrofagocitosis, la disminucién del LBPA fue de 36% de 0 a 15
minutos y aument6 un 60% mas que en condiciones basales a los 60 y 90 minutos.
Utilizando como marcador de endosomas tardios a la proteina EhRAb7, la co-
localizaciéon con el anticuerpo 6C4 se observé en cuerpos multivesiculares con varias
vacuolas intraluminales, alrededor de eritrocitos ingeridos y en los fagosomas durante
tiempos largos de la eritrofagocitosis. De 15 a 120 min de endocitosis, el LBPA co-
localiz6 en 42 y 62% de los pinosomas marcados con dextran-FITC. También, se

demostroé la asociacién del LBPA de E. histolytica con la proteina EnADH (miembro de



la familia ALIX) y el Lysotracker, el cual es considerado un marcador de vesiculas
acidas; se detectdé la co-localizacion de las tres moléculas en un 50% de las vesiculas
tefiidas y dentro de los fagosomas durante la fagocitosis. Mediante docking
molecular, se predijo que los polipéptidos QEDSKPKK y FYKI (ubicados en los residuos
94-101 y 224-227, respectivamente) del dominio Bro1 de EhADH, estan implicados
en la interaccion con LBPA, porque la mutacion in silico de estos polipéptidos abolio
la interaccion. Estos resultados evidencian el rol dinamico de LBPA durante la
endocitosis y mostraron diferencias cuantitativas entre los requerimientos celulares

de este fosfolipido durante la pinocitosis y fagocitosis.



INTRODUCCION

1. Epidemiologia de la amibiasis

La amibiasis es la infeccion en humanos causada por el protozoario
Entamoeba histolytica. Este parasito habita y se multiplica en el intestino
grueso y en ocasiones, penetra la mucosa intestinal y se disemina por via
sanguinea a otros 6rganos, principalmente al higado y con menos frecuencia
al pulmén, cerebro, bazo, rifidén, piel y érganos genitales. El mecanismo
invasivo es multifactorial y los eventos moleculares que lo producen son

desconocidos en su mayoria (Martinez-Palomo 1982).

La amibiasis es una infeccidn cosmopolita y se extiende principalmente en
regiones con deficiencias sanitarias, pobreza y malos habitos higiénicos.
Esta enfermedad es mas frecuente en regiones tropicales. La contaminacion
por materia fecal del agua potable y de riego, asi como de los alimentos y la
diseminacién de quistes infectivos por pacientes asintomaticos, son algunos
de los factores ambientales mas importantes en la transmision de Ia

amibiasis (Tay 1998).



Actualmente, esta parasitosis es considerada un problema de salud publica
ya que afecta a aproximadamente 50 millones de personas por afo, y causa
hasta 100,000 muertes anuales alrededor del mundo (Ackers and Mirelman
2006). La prevalencia de infeccién amibiana puede ser hasta del 50% en
ciertas regiones de paises en desarrollo como América Latina, Asia y Africa

(Smith y Guilllen, 2010) .

Esta es una enfermedad que se presenta durante todo el afo y la incidencia
aumenta durante la primavera y el verano (Trevino Garcia-Manzo, et al.
1994). La mayor prevalencia de la infeccién intestinal es en nifios menores
de un afo y de edad escolar (Ximénex, et al., 2007). En México, la amibiasis
se considera una enfermedad endémica, ya que refleja el rezago en las
condiciones higiénicas de la poblacién. Sin embargo, en afos recientes se ha
observado una tendencia al decremento en el nUmero de casos (Direccion
General de Epidemiologia-SSA, 2015). En 1997, la Organizacion Mundial de
la Salud, reportd que el 8.3% de la poblacion mexicana era portadora del
parasito. El nimero de casos de absceso hepatico amibiano se estimd en
6.77 casos por cada 100,000 habitantes en el afio de 1998. Para el afio
2002 se reportaron 1,124 muertes por amibiasis en la Republica Mexicana

(Direccion General de Epidemiologia-SSA, 2002). En los ultimos afos, la



tasa de morbilidad ha disminuido considerablemente debido a las campanas
antiparasitarias y a la urbanizacion de las comunidades rurales; sin embargo,
el nidmero de nuevos casos de amibiasis llevan a considerar a esta
parasitosis como un problema de salud publica vigente; ya que tan solo en
el mes de mayo de 2014, se reportaron mas de 70,000, siendo el estado
de Oaxaca el de mayor incidencia (Direccién General de Epidemiologia-SSA,

2014).

2. Cuadro clinico de pacientes con amibiasis

La infeccidon por E. histolytica puede ser asintomatica cuando sélo se
presenta el paso de quistes por el organismo del individuo infectado y los
trofozoitos, son incapaces de invadir los epitelios. Los pacientes
sintomaticos presentan dolor abdominal ligero, diarrea y algunas veces,
disenteria. En infantes, se puede presentar el caso de amibiasis fulminante,
en el cual hay fiebre, dolor abdominal severo y disenteria intensa (Espinosa-
Cantellano y Martinez-Palomo; 2000). Se sabe que muchas personas
aparentemente infectadas con E. histolytica nunca presentan sintomas y

eliminan quistes espontaneamente. Sin embargo, se estima que el 10% de



los pacientes desarrolla amibiasis invasiva. Se ha propuesto que existen dos
especies de Entamoeba morfolégicamente semejantes pero genéticamente
diferentes: E. histolytica (patégena) y E. dispar (no patdégena) (Jacobs, et

al. 1998).

El diagndstico de la amibiasis intestinal se basa en el cuadro clinico y
epidemiol6gico y se confirma mediante la demostracién de quistes de E.
histolytica en heces. El tratamiento consiste en una terapia con
antiparasitarios, como el metronidazol y en medidas higiénicas que eviten

su propagacién (Gonzalez-Ruiz, 1990).

3. Ciclo de vida

E. histolytica presenta dos formas durante su ciclo de vida: el quiste y el
trofozoito (Figura 1). El quiste es la forma infectiva y consiste en una
estructura redondeada cuyo tamafo es de 10 a 16 um, posee de uno a
cuatro nucleos y presenta una cubierta gruesa que le otorga propiedades
de resistencia, especialmente en climas himedos (Figura 1 a) (Gébmez el al.,
2007). El trofozoito tiene un diametro de 20 a 40 um y es movil debido a

que tiene la capacidad de formar pseuddpodos; su ndcleo presenta un



cariosoma compacto central ademas de cromatina en granulos uniformes en

tamano y localizacion (Figura 1c) (Haque, et al. 2003).

La infeccion por E. histolytica sucede con la ingestidon de quistes maduros
los cuales contaminan los alimentos y el agua o por medio de manos que
tuvieron contacto con heces fecales. Debido a su cubierta externa el quiste
no se dana por la accion de enzimas o bien del microambiente que existe en
el estbmago, pero si llega a ser reblandecido por los jugos gastricos y
pancreaticos. El quiste recorre el tubo digestivo y su desenquistamiento
ocurre en el intestino delgado. De un quiste, salen cuatro trofozoitos que se
multiplican inmediatamente por fusion binaria y pueden tomar uno de varios

caminos:

a) Producir quistes que se eliminan con las heces. El enquistamiento es un
proceso aparentemente estimulado por condiciones luminales no ideales
para los trofozoitos. Dentro del quiste, continda el metabolismo y la divisidon
nuclear hasta formar cuatro ndcleos. Los quistes se eliminan por las heces y

pueden sobrevivir dias 0 semanas en el medio externo (Tanyuksel and Petri

2003).



b) Los trofozoitos pueden ser expulsados del intestino y morir

inmediatamente en el medio externo. Esto sucede durante la colitis aguda.

c) Los trofozoitos permanecen en la luz intestinal (infeccién no invasiva),

en donde el paciente es portador asintomatico y eliminador de quistes.

d) Los trofozoitos pueden atravesar la pared intestinal, llegar al torrente
sanguineo e invadir el higado, los pulmones, el cerebro y otros 6rganos
(enfermedad extra intestinal) (Haque, et al. 2003); (Valenzuela, et al.

2007).

4. Patogenicidad de E. histolytica

La habilidad del trofozoito de E. histolytica para invadir tejidos, asi como
para evadir la respuesta inmune del huésped, depende de su adaptacion al

medio y de la expresion de los factores de virulencia.

El tejido principal que destruye E. histolytica en su paso por el cuerpo
humano es el epitelio del intestino grueso y en menor grado higado,
pulmoén, cerebro y piel (Olivos-Garcia, et al. 2009). Las lesiones se

caracterizan por una zona central de necrosis, con parasitos conservados



en la periferia y rodeados por un infiltrado inflamatorio de tipo linfocitario y

mononuclear (Faust, et al. 2011).

El primer paso en la patogénesis de E. histolytica es la adhesion del
trofozoito a la célula huésped (Orozco, et al. 1983); (Laughlin and
Temesvari 2005). Poco después de la adhesion, la célula blanco muere
(citélisis por contacto) por varios mecanismos, de los cuales sélo se han
descrito dos: la permeabilizacion de ésta por la accién de las proteinas
formadoras de poros (amebaporos) que secreta la amiba (Leippe, et al.

2005), y por la induccion de apoptosis (Boettner, et al. 2005).

Otros factores de virulencia que secreta E. histolytica son las cisteina
proteasas (CPs), las cuales degradan la matriz extracelular provocando la
separacion lateral de los enterocitos, facilitando la invasién a otros tejidos
por la amiba (Ackers and Mirelman 2006). La fagocitosis también juega un
papel importante en la patogenia de E. histolytica, ya que; las cepas
mutantes de amibas deficientes de fagocitosis son incapaces de producir
abscesos hepaticos en modelos animales (Orozco, et al. 1983); (Rodriguez

and Orozco 19806).






Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. La infeccidén se inicia con la
ingesta de quistes en agua o comida contaminada. El quiste (a) viaja a
través del aparato digestivo y lleva a cabo el proceso de exquistacion (b)
en el intestino dando lugar a los trofozoitos (c), los cuales se reproducen
asexualmente en el colon (d). El trofozoito puede seguir su camino por el
colon e iniciar el proceso de enquistamiento para ser posteriormente
expulsado en las heces; o bien, puede iniciar el proceso infectivo y dafar la
pared del intestino. En algunos casos, el trofozoito alcanza la via

hematdgena y origina dafo en otros érganos, principalmente en higado.



i) Adhesioén

Los trofozoitos de E. histolytica tienen la capacidad de unirse a las células
del huésped que infectan, al igual que a materiales inertes como plastico
(Sengupta, et al. 2009). Después de viajar por el intestino, los trofozoitos
colonizan la mucosa del intestino a través del mecanismo de adherencia
regulado por lectinas, las cuales se localizan en la superficie celular de los
parasitos. La lectina mas estudiada es la Gal/GalNac que se une a residuos
de galactosa/N-acetil-galactosamina (Gal/GalNac) presentes en la
glicoproteina mucina (Allen et al., 1998; (Petri 2002). La lectina Gal/GalNac
esta compuesta por un heterodimero de 260 kDa formado por una
subunidad pesada (170 kDa) y una subunidad ligera (35/31 kDa) unidas
por un puente disulfuro, asi como por una subunidad intermedia de 150 kDa
gue se une a la subunidad pesada (Petri, Joyce, et al. 1987; Petri, Smith, et

al. 1987) (Tachibana, et al. 2009).

Otra molécula que participa de manera importante en el proceso de
adhesion es la adhesina EhADH, que forma parte del complejo EhnCPADH

(Arroyo and Orozco 1987); (Garcia-Rivera, et al. 1999).
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En 1987, Arroyo y Orozco identificaron el complejo EhCPADH en la
superficie de los trofozoitos a partir del estudio comparativo entre
trofozoitos mutantes deficientes en adhesion y trofozoitos virulentos y el
uso de anticuerpos monoclonales (anti-EhCPADH). Las cepas mutantes
presentaron baja eficiencia en adhesion a los glébulos rojos, deficiencia en
eritrofagocitosis y en la capacidad de destruir monocapas de células en
cultivo. Con estos resultados se concluyéd que este complejo esta
involucrado en el mecanismo de agresion de trofozoitos de E. histolytica. En
1999, Garcia-Rivera y colaboradores clonaron y secuenciaron los genes que
codifican para este complejo y encontraron dos genes separados por una
region no codificante de 188 pb. El primer gen, Ehcp112, codifica para una
cisteina-proteasa de 50 kDa y el segundo, Ehadh112, para una adhesina de
75 kDa (Garcia-Rivera, et al. 1999). Se sugiere que la expresién de ambos
genes puede estar co-regulada, ya que el promotor del gen de la adhesina
se encuentra en la region 3~ del gen la proteasa. Ambos genes se
encuentran flanqueados por el gen EhrabB (Rodriguez and Orozco 1986);
de tal forma, que los tres genes se empalman en una regiéon de 4500 pb

conocida como el locus de virulencia VI (Flores-Soto, et al. 2005).
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La proteina EhRADH contiene tres segmentos transmembranales putativos y
cuatro posibles sitios de glicosilacion en su extremo amino terminal (Garcia-
Rivera et al., 1999), ademas de un dominio Bro1l en su extremo amino
terminal que la ubica en la familia de las proteinas Alix/AIP1 (Bafuelos, et
al. 2005); (Banuelos, et al. 2012). En otros sistemas se sabe que éste sitio
de fosforilacion junto con el dominio Bro1 participan en la transduccion de

sefales y en la endocitosis.

Ademas de estas proteinas, se han identificado otras moléculas que
participan en los mecanismos de adhesion de los trofozoitos, tal es el caso
de una lectina inhibida por oligosacaridos de N-acetil-glucosamina, que tiene
un peso molecular de 220 kDa (Rosales-Encina, et al. 1987) ;asi como la
proteina rica en serinas (SHREP) de 52 kDa (Stanley, et al. 1990) y las
proteinas de 90, 70, 50 y25 kDa identificadas por ensayos de ligando

(Rodriguez, et al. 1989; Rodriguez, et al. 1989).

ii) Citélisis

Se ha demostrado que los trofozoitos liberan al medio enzimas proteoliticas
capaces de destruir monocapas de fibroblastos, colagena, elastina,
fibrinbgeno y laminina, (Keene, et al. 1990) los cuales son elementos de la

matriz extracelular que los trofozoitos deben penetrar para invadir tejidos.
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Algunos ejemplos de las enzimas secretadas son EHCP1, EhCP2 y EhCPS,
cuya via secretora esta relacionada con la proteina EnRabB11B (Mitra, et al.

2007) y EhCP112 (Ocadiz et a., 2005).

Los trofozoitos de E. histolytica también son capaces de matar e ingerir
células del huésped en cuestion de minutos de una manera dependiente de
contacto. Se han descrito algunos mecanismos efectores citotoxicos que

son secretados de forma regulada y dependiente del contacto:

= C(Cisteina proteasas: estas proteinas son abundantes en E. histolyticay
actian en una amplia variedad de sustratos del huésped, ademas de
tener una funcién en la invasion del tejido y la degradacién del moco

del epitelio del colon (Ralston and Petri 2011).

» Una de las cisteina-proteasas mas estudiadas es la EhCP112 que
forma parte del complejo EhCPADH descrito anteriormente. La
EhCP112 contiene 446 aminoacidos (aa) y esta involucrada en la
destruccion celular (Garcia-Rivera et al.,, 1999). Mediante analisis in
silico se predijo un dominio RGD de unién a integrinas en su
secuencia, un dominio transmembranal y un péptido sefal ubicado en

los primeros 19 aminoacidos con un sitio de corte entre los residuos
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10 y 20 (Garcia.Rivera y col., 1999). Se ha demostrado que EhCP112
tiene actividad proteolitica en geles co-polimerizados con colagena |,
fibronectina, hemoglobina y en monocapas de células MDCK (Ocadiz,
et al. 2005). Ademas, se ha demostrado que el silenciamiento de
EhCP112 por RNA interferente afecta significativamente la virulencia

in vitro de E. histolytica (Ocadiz-Ruiz et al., 2013).

Amebaporos: se han descrito tres genes que codifican para tres
proteinas formadoras de poros A, B y C, cuya secuencia es similar a
proteinas permeabilizadoras de membrana, como NK-lisina y la
granulisina de mamiferos (Ralston y Petri, 2011). Los amebaporos
forman canales idnicos en la membrana de la célula huésped, por su
asociacion en oligbmeros, similar al componente C9 del complemento

y a la perforina de linfocitos T citotéxicos (Leippe 1992).

Fosfolipasa A: es una enzima ubicada en la membrana plasmatica de
los trofozoitos y requiere calcio para su actividad. Se ha demostrado
que tiene actividad durante el proceso de lisis de las células blanco

(Long-Krug, et al. 1985).
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* Induccidén de apoptosis: se ha visto que posterior al contacto con la
amiba, la célula huésped sufre cambios morfolégicos y fenotipicos
caracteristicos de la apoptosis (Ragland, et al. 1994). Por otro lado,
se demostrd que los trofozoitos son capaces de inducir apoptosis de
una manera dependiente de Fas y Fas |, activando las caspasas 8 y 9,
independientemente de la via de la caspasa 3.(Sateriale and Huston

2011).

= Componentes de vesiculas acidas: el citoplasma de los trofozoitos se
caracteriza por tener gran cantidad de vesiculas, de las cuales
algunas tienen contenidos acidos (pH 5.4) y participan en la

citotoxicidad (Ralston y Petri, 2011).

iii) Fagocitosis

Los trofozoitos de E. histolytica son fagocitos profesionales, ya que tienen
una gran capacidad de internalizar una variedad de material particulado e
incluso bacterias, células epiteliales y glébulos rojos (Rabinovitch 1995).
Este proceso endocitico tiene un papel importante en el crecimiento y
constituye uno de los factores clave en la virulencia de E. histolytica

(Marion, Laurent, et al. 2005), (Okada and Nozaki 2006). Amibas mutantes
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deficientes en su capacidad fagocitica, son defectuosas en la destruccion
de cultivos celulares de mamiferos in vitro, asi como en la formacién de
abscesos hepaticos in vivo, lo cual resalta la importancia de este proceso

(Orozco et al., 1983; Orozco et al., 1985; (Rodriguez and Orozco 1986).

Después de la adhesion de los trofozoitos a la célula blanco, el contacto
entre receptores y ligandos desencadenan la transduccion de sefales que
induce el remodelamiento del citoesqueleto de la amiba de manera que ésta
genera pseudopodos para rodear a la célula blanco, y posteriormente
internalizarla y formar el fagosoma (Granin et al.,, 2001). Los fagosomas se
fusionan secuencialmente con otros organelos como los endosomas tardios
y los lisosomas formando los fagolisosomas. Durante este proceso, los
fagosomas pierden y adquieren gradualmente proteinas y lipidos (Pitt, et al.

1992).

El proceso de fagocitosis en E. histolytica esta orquestado por varias
moléculas que interaccionan entre si para regular y efectuar éste proceso
(Okada y Nozaki, 2006). También, se involucran algunas estructuras
celulares como los microfilamentos amibianos (Guerrant, et al. 1981),
componentes del citoesqueleto como miosina 1B y espectrina (Marion,

Guillen, et al. 2005); (Voigt, et al. 1999), reguladores de la estructuracién
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del mismo como GTPasas Rho y RacG (Godbold and Mann 1998); (Haque, et
al. 2003), cinasas como EhPAK que controlan la motilidad y fagocitosis de
la amiba (Labruyere, et al. 2003), moléculas que regulan la endocitosis
como EhRab5, EhRab7 y EhRabB (Saito-Nakano, et al. 2004); (Welter, et al.
2002); (Rodriguez and Orozco 2000) y también, el complejo EhCPADH

(Arroyo y Orozco, 1987).

Mediante ensayos de inmunolocalizacion en una cinética de fagocitosis se
demostré que antes de la adhesion del trofozoito a los eritrocitos, el
complejo se localiza uniformemente distribuido en la superficie de las
células y en vacuolas citoplasmaticas. Después del contacto del trofozoitos
con la célula blanco, las moléculas del complejo EhRCPADH rodean a la célula
blanco y se internalizan junto con ella en el fagosoma. Finalmente, en
tiempos largos de fagocitosis, el complejo se observa nuevamente en la
membrana plasmatica, lo cual sugiere un reciclaje de éstas moléculas

(Garcia-Rivera et al., 1999).

En general, los factores de virulencia de E. histolytica implican una dinamica
remodelaciéon de sus membranas, tanto la plasmatica, como la de sus
organelos; sin embargo, el metabolismo de lipidos en este parasito es poco

estudiado.
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5. Los lipidos de E. histolytica

Se ha demostrado que la relacion lipido/proteina en los trofozoitos es de
1:5; esta alta concentracién de fosfolipidos puede ser debido a la capacidad
de los trofozoitos de E. histolytica para formar membranas (Sawyer, et al.
1967). Con experimentos bioquimicos usando glucosa marcada, se
demostrd que E. histolytica es capaz de sintetizar y elongar acidos grasos;
asi como de metabolizar los tomados del medio de cultivo. La composicidon
de acidos grasos de las membranas de E. histolytica, consiste en 59.7% de
saturados y el 37.0% de insaturados; la longitud de las cadenas varia,
desde 12 hasta 24 carbonos, siendo el mas abundante un saturado de 16.
También, se han detectado compuestos de 22 carbonos poli-insaturadas sin
determinar el nUmero de instauraciones y varios acidos grasos que no fue
posible identificar, los cuales fueron denominados como W, X, Yy Z (Sawyer

et al., 1967).

Se sabe que los trofozoitos son capaces de sintetizar durante seis y ocho
horas los fosfolipidos fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC),
fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (Pl), acido fosfatidico (PA),
esfingomielinas (SM), asi como las ceramidas etanolaminafosfato (CEP) y

ceramida-aminoetilfosfonato (CAEP) (Cerb6n y Flores., 1980). Mediante
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técnicas de fraccionamiento celular y cromatografia en capa fina de doble
dimensidén, se encontré la presencia de todos estos fosfolipidos en Ia
plasmatica de trofozoitos, asi como en las membranas de las vesiculas
internas. También, con estos experimentos se aislaron dos fosfolipidos no
identificados, los cuales se denominaron X y Y (Aley, et al. 1980). Las
membranas de las vesiculas internas de los trofozoitos cuentan con altas
concentraciones de fosfatidilcolina (Aley et at., 1980), en contraste, la
membrana plasmatica esta enriquecida con, fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfato (PI(3,4,5)-P;) (Byekova, et al. 2010), fosfatidiletanolamina y las

ceramidas CAEP y CEP (Aley et at., 1980; Cerbon y Flores., 1980).

Esta alta proporcion de CAEP es inusual en membranas de células de
mamifero. A diferencia de otros fosfolipidos, las ceramidas CEP y CAEP
tienen dos grupos que aceptan o donan protones; lo cual sugiere que estas
moléculas tienen mayor capacidad de interaccién con otros fosfolipidos y
proteinas. También, CAEP es un fosfolipido resistente a la hidrdlisis de Ia
fosfolipasa A, por lo que resulta importante su presencia en la membrana
plasmatica del parasito para los mecanismos citotéxicos que desarrollan los
trofozoitos, y a su vez, como elemento de autoprotecciéon contra las

potentes hidrolasas que secreta.

19



Por otro lado, en la membrana plasmatica de los trofozoitos, el radio
colesterol:fosfolipidos es de 0.87 y en las membranas de las vesiculas
internas es de 0.30 (Aley et al, 1980). Sin embargo, se sabe que E.
histolytica tiene un metabolismo limitado para sintetizar el colesterol; el
cual es tomado del medio de cultivo por los trofozoitos e incorporado a sus
membranas para realizar sus funciones celulares y de virulencia. Existen
evidencias experimentales sobre el aumento de varios procesos bioquimicos
celulares relacionados con la virulencia de la amiba, cuando los trofozoitos
se cultivan con altas cantidades de colesterol (Bos and van de Griend
1977); (Katiyar, et al. 1987). Este mismo fenbmeno se observa cuando las
células se alimentan con liposomas de fosfatidilcolina/colesterol (Serrano-

Luna, et al. 2010).

Con toda esta informacion, se ha inferido que E. histolytica tiene una via
metabdlica que le permite sobrevivir, multiplicarse y aumentar su virulencia
al tomar los nutrientes del huésped. Los mecanismos de endocitosis
involucran una participaciéon dinamica de los lipidos. Se ha demostrado que
las balsas lipidicas resistentes a detergentes, las cuales son ricas en

colesterol y se ubican en la membrana plasmatica de los trofozoitos, son
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importantes en la endocitosis de fluidos, proceso conocido como pinocitosis

(Laughlin, et al. 2004).

Ademas, se sabe que los compuestos fosforilados del fosfatidilinositol (PI),
tales como el PI(3,4,5)-P; y el fosfatidilinositol 3-fosfato (PI(3)P), son
esenciales esencial para la fagocitosis, uno de los principales factores de
virulencia de E. histolytica. Ambos fosfolipidos se acumulan en los
pseuddpodos y bocas fagociticas que proyectan los trofozoitos alrededor
de los eritrocitos sugiriendo su participacién en la formacién del fagosoma

(Powell, et al. 2006); (Byekova et al., 2009).

En general, la pinocitosis y la fagocitosis son mecanismos endociticos que
involucran una remodelacién dinamica de membranas y eventos de trafico
vesicular; sin embargo, la participacion de los lipidos en el trafico vesicular

de E. histolytica ha sido poco estudiada.

6. Trafico vesicular en E. histolytica

En una célula eucarionte, el sistema endomembranoso consiste en el
conjunto de membranas en el citoplasma que divide a la misma en
compartimientos estructurales y funcionales u organelos. Este sistema esta
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compuesto por la membrana nuclear, el reticulo endoplasmatico, aparato de
Golgi, endosomas y lisosomas, y es responsable de la biosintesis y

transporte de lipidos y proteinas (Field and Dacks 2009).

El trafico de proteinas a través del reticulo endoplasmico y el aparato de
Golgi es un mecanismo relacionado con la patogénesis debido a la gran
cantidad de factores secretados por parasito para generar la muerte celular,
la invasion de tejidos y el promover la inflamacion en el huésped (Smith y
Guillen, 2010). Sin embargo, estos dos compartimientos celulares que
involucran el trafico vesicular no han sido bien caracterizados en E.

histolytica.

Por otro lado, el movimiento caracteristico de los trofozoitos, depende del
movimiento interno de vesiculas hacia la membrana plasmatica; un proceso
que se propone participa en la formacién de pseud6podos, proporcionando
una fuente de membrana de superficie celular o bien, una fuente de
moléculas que participan en la adhesion celular, necesarias para la union a
las células blanco. También, la secrecidon de cisteina proteasas en lisosomas
y fagosomas para desintegrar sustancias internalizadas por la amiba, esta

relacionada con el evento de trafico vesicular (Okada et al., 2006)
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En relacidbn a la fagocitosis, el trafico membranal es esencial para la
maduracién del fagosoma, y este proceso esta regulado por proteinas de
tipo Rab. Las proteinas Rab son GTPasas que actlan como interruptores
para controlar la fusion de vesiculas con las membranas blanco, a través de
cambios conformacionales entre las formas activa (unida a GRTP) e inactiva

(unida a GDP) (Takai, et al. 2001).

Como se describié anteriormente, la proteina EhRabB forma parte del locus
de virulencia VI y también se ha visto localizada en el trafico vesicular de la
amiba, ya que es translocada durante el proceso de eritrofagocitosis
(Rodriguez y Orozco, 2000); al igual que la proteina EhADH, la cual,
contiene un dominio Bro1 y es miembro de la familia Alix (Garcia Rivera et

al., 1999; Banuelos et al., 2012).

En el genoma de E. histolytica se han identificado alrededor de 90 proteinas
Rab putativas con homologia a algunas de humano y entre ellas. Se han
descrito al menos nueve isotipos de Rab7, las cuales fueron identificados en
la fraccion endosomal y en fagosomas aislados (Okada et al. 2006; Saito-
Nakano et al., 2004). Ademas, EhRab5 y EhRab7 son esenciales para la
fagocitosis eficiente en la amiba y a su vez, existen varios isotipos para

cada una de ellas que podrian estar participando en conjunto durante los
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eventos endociticos. La proteina EhRAb7A, regula la fusién de vesiculas con
endosomas tardios y aparato de Golgi (Nakada-Tsukui et al. 2005);
EhRab7B controla la fusién de vesiculas con los lisosomas (Saito-Nakano, et
al. 2005; Saito-Nakano, et al. 2007; Saito-Nakano, et al. 2004). Se ha
demostrado que el 20% de vesiculas tefidas con anticuerpos anti-EhRab7B

co-localiza con EhRab7A (Saito-Nakano et al. 2007).

7. Las proteinas de la familia Alix

El dominio Bro1 se encontrd primeramente en el extremo amino terminal de
la proteina Brolp de Sacharomyces cerevisiae. La proteina Brolp es una
molécula adaptadora que participa en la formacién de los cuerpos
multivesiculares (Gruenberg and Stenmark 2004). Bro1p recibe su nombre
por darle a las células resistencia al choque osmético (de las siglas en inglés
BCK1-like resistence to osmotic shock). bck1 es un gen que codifica para
una proteina homoéloga a la proteina cinasa C (PKC) (Nickas and Yaffe

1996).

Las proteinas Alix son homoélogas a la proteina Brolp en células de

mamiferos, reciben este nombre por las singlas en inglés ALG-2 interacting
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protein X.tabmién se conocen comoAIP1 por las siglas ALG-2 interacting
rpotein 1. La proteina ALG-2 (apopotosis linked gene 2) de ratén se une al
calcio y es requerida por los receptores de las células T y el receptor FAS
para inducir la muerte celular (Vito, et al. 1999). ALG-2 esta clasificada
dentro de la familia de las calpainas o de la familia de las PEF (penta-EF-
hand) (Maki, et al. 2002). Las calpainas son cistein proteasas dependientes
de Ca*? y estan involucradas en varias reacciones fisiolégicas y patolégicas

relacionadas con la movilizaciéon del ion calcio

Las proteinas homoélogas a Bro1p se han identificado en varios organismos
y los dominios que conforman su estructura son altamente conservados a
lo largo de la escala evolutiva (Figura 2). En el extremo amino terminal
tienen un domino Brol. Aproximadamente hacia el aminoacido 320, se
encuentra un sitio de fosforilacion para Scr cinasas, ambos participan en la
transducciéon de senales. A lo largo de su secuencia se presentan dos o mas
dominios coiled coil que participan en la interaccion con otras proteinas. El
extremo carboxilo terminal de este tipo de proteinas es un sitio blanco de
interacciones con diferentes moléculas y en algunas, se encuentra un
dominio rico en prolinas (Odorizzi, 2006). Este dominio no esta presente en

EhADH (Banuelos, et al. 2005); sin embargo, se extremo C terminal se

25



considera como el dominio de adhesién a células blanco (Martinez-Lopez, et
al. 2004) y ademas, esta proteina se localiza en organelos semejantes a los

MVB (Banuelos, et al. 2012).

Se sabe que las proteinas Bro1p, Rim20p, PalA, ALIX, Dd-ALIX (todas ellas
homologas) se asocian con los endosomas y con el complejo ESCRT-III (por
sus siglas en inglés Endosomal Sorting Complex Required for Transport), el
cual es parte de la maquinaria necesaria para la formaciéon de cuerpos
multivesiculares (MVB) del inglés (multivesicular bodies) durante la via

endocitica.
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Figura 2. Estructura conservada de los miembros de la familia
ALIX. Las caracteristicas estructurales se indican: Dominio Bro1 (gris) hacia
el amino terminal. Sitio consenso de fosforilacion (KNNNNIYM) (naranja).
Regiones coiled-coil (rojo). En el extremo carboxilo terminal algunas
proteinas tienen un dominio rico en prolinas (PXXP) (verde). En verde
obscuro, el dominio de adhesion de EhADH112. Cada proteina esta
denotada por su nombre particular y enseguida, se abrevia la especie del
organismo donde se encontr6: Hs, Hommo sapiens; Mm, Mus musculus; Ce,
Caenohrabditis elegans; An, Aspergillus nidulans, Ca, Candida albicans; Dd;
Dictyostelium discoideum; Eh, Entamoeba histolytica. (modificado de

(Bafnuelos, et al. 2005).
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8. La via endocitica

La endocitosis en general, es un proceso necesario para la supervivencia
celular, ya que es el mecanismo por el cual la célula capta nutrientes del
medio, se estimula la senalizacion intracelular, se lleva a cabo el
remodelamiento lipidico de las membranas, se mantiene la polaridad celular
y en células de mamifero, ocurre la presentaciéon de antigeno (Gruenberg

and Stenmark 2004).

La endocitosis es el fendbmeno mediante el cual las células pueden
internalizar porciones de su membrana lipidica junto con las proteinas
embebidas con ella o moléculas del espacio extracelular, cominmente

llamadas moléculas cargo (Figura 3).

Dicha internalizacion, puede ser a través de varias vias, incluyendo las rutas
de entrada mediante vesiculas que se fusionan con el endosoma temprano,
las cuales pueden ser recubiertas de clatrina, caveolina o bien, vesiculas sin

cubierta (Conner and Schmid 2003).

La membrana plasmatica cuenta con una composicién lipidica rica en
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI(4,5)P,); la cual, se remodela de manera

dinamica durante la endocitosis. Al formarse el endosoma temprano, este
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fosfolipido se desfosforila formandose el PI3P. El endosoma temprano tiene
un pH de 6.2 que favorece la separacion de los receptores constitutivos de
sus ligandos. En este paso, algunas moléculas son recicladas directamente
hacia la membrana plasmatica a través de endosomas de reciclaje (RE)

(Maxfield and McGraw 2004).

La mayoria de los receptores de membrana que participan en la
sefalizacion, necesitan ser reguladas negativamente, es decir, ser
internalizados para suspender su actividad de transduccién de sefales.
Estos receptores son ubiquitinados para ser internalizados en pequenas
vesiculas en el lumen del endosoma. En este estado, los endosomas
intermedios son conocidos como cuerpos multivesiculares (MVB). La
formacién de los MVB esta orquestada por el complejo de proteinas ESCRT
(Gruenberg and Stenmark 2004). Los MVB tienen un diametro de 0.4-0.5
pum aproximadamente; el diametro de las vesiculas intraluminales es de 50-
800 nm. La composicidon de sus membranas tiene altas cantidades de
PI(3)P (Gruenberg and Maxfield 1995). Estos organelos se acidifican
rapidamente hasta lograr un pH aproximadamente de 5.5 mientras viajan a
través de los microtubulos para llegar a los endosomas tardios, los cuales

se localizan en la region perinuclear.
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Los endosomas tardios son organelos de 0.5-1.0 um con un pH entre 5.0-
5.5, pleomdérficos y tienen regiones en forma de cisternas tubulares, zonas
multivesiculares de distintas subpoblaciones vesiculares y dominios de
composicién lipidica especifica, como es el caso de la zona multivesicular
rica en el fosfolipido acido liso bis-fosfatidico (LBPA) (Gruenberg 2001);
(Gruenberg 2003); (Russell, et al. 2006). Estos organelos también tienen la
funcién de direccionar a las moléculas hacia el aparato de Golgi para
reciclaje o hacia el lisosoma para degradacién (Maxfield and McGraw 2004);

(Gruenberg 2001).

El lisosoma tiene la funcién principal de degradar los lipidos y proteinas
celulares. Para llevar a cabo tal funcidén, estos organelos contienen gran
cantidad de hidrolasas que son transportadas en forma inactiva a través de
la via biosintética y son activadas proteoliticamente una vez que llegan a
esta estructura. En algunas células, el endosoma tardio se fusiona con la
membrana plasmatica; por ejemplo, las células dendriticas maduras que
transportan el complejo de histocompatiblidad tipo I, que liberan las
vesiculas luminales (en este caso llamadas exosomas) del endosoma hacia el
espacio extracelular (Trombetta and Mellman 2005). También, los linfocitos

T citotdxicos que secretan lisosomas (Stinchcombe, et al. 2004).
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Figura 3. La via endocitica. Las proteinas cargo ubicadas en la membrana
plasmatica son internalizadas a los endosomas tempranos (EE), las cuales,
pueden ser recicladas directamente a la membrana plasmatica. Los
receptores involucrados en la sefalizacion que necesitan ser regulados
negativamente, son internalizados en vesiculas luminales del endosoma
formando los MVB a través de la maquinaria ESCRT. Los MVB se fusionan
con el endosoma tardio, en donde las moléculas cargo pueden ser recicladas
a través del aparato de Golgi, transportadas a otros destinos celulares, o

bien, ser degradados en el lisosoma.
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9. Formacién de los cuerpos multivesiculares y la maquinaria

ESCRT

El proceso de formaciéon de MVB requiere la accion secuencial de varios
complejos proteicos denominados ESCRT-O, ESCRT-I, ESRCT-ll, ESCRT-II,
ESCRT-IIl y una serie de moléculas accesorias que se ensamblan de manera
coordinada (Raiborg, et al. 2003); (Katzmann, et al. 2002). Mediante
analisis genémico y protedmico, se identificé en levadura un grupo de 21
proteinas Vps clase E (por sus siglas en inglés vacuolar protein sorting) que
integran la maquinaria endosomal requerida para el transporte ESCRT (Babst

2005; Katzmann, et al. 2001).

Las proteinas Vps clase E participan en la formaciéon de compartimientos
endosomales, de ahi que se les llama de la clase E (Raymond, et al. 1992).
En un inicio, las proteinas Vps se identificaron en diferentes vesiculas por lo
que se les dio una denominacibn segun la morfologia de los
compartimientos en los que fueron encontradas. Varios estudios
demuestran que al mutar alguna de estas proteinas Vps clase E en levadura,
se generan defectos en la via endocitica, en la estructura de los

endosomas, en el direccionamiento de proteinas hacia el lumen endosomal y
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en la formacion de las vesiculas internas endosomales (Odorizzi, et al.

1998b);(Raymond, et al. 1992).

Las células de mamifero cuentan con proteinas homdlogas a la mayoria de
las Vps de levadura. EI complejo ESCRT-O esta constituido por las
subunidades Vps27 y Hse; en mamiferos, las proteinas homélogas son Hrs y
STAM (Bache, et al. 2003). El complejo ESCRT-I se forma con las moléculas
Vps23, Vps28, Vps37 y Mvb12. En células de mamifero, las proteinas
homoélogas se conocen como Tsg101, Vps28 y Vps37 respectivamente
(Babst, et al. 2002). Las subunidades Vps22, Vps25, Vps36 forman el

complejo ESCRT-II (Babst, et al. 2002).

En mamiferos, el complejo Il esta formado por las subunidades homoélogas
Eap30, Eap25, Eap45. La denominacion Eap proviene de las siglas en inglés
Ell-associated proteins, ya que estas moléculas también interaccionan con el

factor de alargamiento Ell de la RNA polimerasa Il (Kamura, et al. 2001).

Vps2, Vps20, Vps24, SNF7 son las proteinas que forman el complejo
ESCRT-IIl de levadura; las moléculas homdlogas en mamiferos son CHMPZ,
CHMP6, CHMP3 y CHMP4 respectivamente (Babst, et al. 2002) La
denominacion CHMP4 proviene de Chromatin-Modifying Protein (Stauffer, et

al. 2001) o_Charged Multivesicular Protein (Strack, et al. 2003).
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Existen evidencias tanto bioinformaticas como experimentales de la
presencia de una maquinaria ESCRT incluyendo las proteinas accesorias en
el genoma de E. histolytica, sugiriendo un mecanismo de formacién de los
MVB similar al descrito en mamiferos (Lopez-Reyes, et al. 20101). En
estudios bioinformaticos en este parasito, se encontraron 19 genes que
codifican para las proteinas del complejo ESCRT y sus accesorias con un
porcentaje de similitud entre 20 y 60% con las proteinas de humano y
levadura y ademas, la secuencia de estas proteinas contienen los dominios
funcionales caracteristicos de los factores ESCRT de otros sistemas (Lopez-
Reyes, et al. 2010). Al analizar la expresién del ARN mensajero de 16 de
estos genes de E. histolytica en condiciones basales y durante 5 minutos de
la eritrofagocitosis, se observo el transcrito de 15 de ellos. De los cuales,
13 mantienen constante su expresion en las dos condiciones, mientras que
los genes Ehvps23 y Ehadh112 incrementaron su expresion durante la

fagocitosis.

En relacion a la expresion de las proteinas de las subunidades de los
complejos ESCRT-0, ESCRT-l y ESCRT-ll, a la fecha no existen otros

reportes. Sin embargo, mediante anticuerpos policlonales se detectd la
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expresion de las cuatro subunidades del complejo ESCRT-IIl (EhVps2,
EhVps20, EhVps24 y EhVps32) (Avalos y Orozco, datos no publicados).
Mediante microscopia confocal en trofozoitos fijados, se demostrdé que en
condiciones basales estas proteinas se encuentran difusas en el citoplasma,
EhVps32 y EhVps20 co-localizan con el fagosoma a los cinco minutos de la
fagocitosis de eritrocitos; en contraste EhVps2 y EhVps24 se localizan

principalmente en nacleo (Avalos-Padilla, et al. 2015).

En general, durante la formacion de los MVB, la maquinaria ESCRT se va
ensamblando poco a poco en la membrana de los endosomas (Figura 4). El
complejo ESCRT-0 se estabiliza en la membrana endosomal a través del
fosfoinositol-3-fosfato (PI(3)P), en el caso de los mamiferos, este complejo
también se une a clatrina. A su vez, el complejo ESCRT-0 interacciona con
la proteina cargo ubiquitinada a través de los dominios UIM (por sus siglas

en inglés Ubiquitin-interacting motif).

Una vez que se estabiliza el complejo ESCRT-O en la membrana del
endosoma tardio; éste recluta al complejo ESCRT-I, el cual direcciona a la
proteina cargo a lo largo de la membrana del endosoma a través de la
interaccion de ésta con los dominios de unidn a la ubiquitina UEV de la

subunidad Vps23 (Katzmann, et al. 2001). El direccionamiento de la
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proteina cargo continda al integrarse al conjunto proteico el complejo
ESCRT-II, la subunidad Vps36 de este complejo interacciona con la molécula
cargo a través del dominio de unién a ubiquitina. Finalmente, se une el
complejo ESCRT-IIl formando un gran polimero sobre la superficie de los
endosomas que junto con otros factores asociados inducen la invaginacion
de la membrana endosomal. Los cuatro complejos ESCRT interaccionan
entre si (Katzmann, et al. 2002); (Raiborg, et al. 2003). Se sabe que las
proteinas del complejo ESCRT-IIl interaccionan y viajan a través de los
filamentos del citoesqueleto a través de los dominios de unién de
interaccién con microtibulos MIM (por sus siglas en inglés, microtubule
interacting motif) y MIT, por sus siglas en inglés microtubule interacting and

trafficking domain).

La proteina ALIX funciona como adaptadora en el proceso de la formacion
de los MVB, ya que datos obtenidos de estudios con células de mamiferos
sugieren que ésta juega un papel importante al ligar a ESCRT-I y ESCRT-III
(Von Schwedler, et al. 2003). Mediante ensayos tipo pull down, se encontrd
que el dominio Bro1 de la proteina Bro1p, interacciona con la proteina SNF7
(también conocida como subunidad Vps32 del complejo ESCRT-III) (Kim, et

al. 2005). Una vez que la proteina Bro1p se estabiliza en el endosoma, sirve
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de adaptadora para reclutar a otro tipo de moléculas (Odorizzi, et al.
2003). La capacidad de interaccién entre el dominio Brol y la proteina
SNF7 se conserva en las proteinas con dominio Bro1 en varios organismos.

En mamiferos, el homologo a SNF7 es CHMP4 (Katoh, et al. 2004).

También se sabe que en E. histolytica, la adhesina EhADH, que es la
proteina homoéloga a ALIX, interacciona con la proteina EhVps32 (Banuelos,
et al. 2012), sugiriendo una funcién similar a la de sus homélogos. Como ya
se menciond anteriormente, EhADH esta involucrada en la adhesion y
fagocitosis de la amiba (Arroyo and Orozco 1987); (Garcia-Rivera, et al.
1999), lo cual nos permite inferir que la participacion de esta proteina en la

via de los MVB regula dichos mecanismos patogénicos.

Durante el proceso de formacién de MVB, las proteinas que interaccionan
con la ubiquitina lo hacen con baja afinidad permitiendo una reaccion
reversible. En levaduras, la proteina Doa4, también llamada UBP4, es la
enzima desubiquitinasa que participa en la eliminacién de la ubiquitina de las
proteinas cargo antes de que se formen las vesiculas internas y asi reciclar
a la ubiquitina para el siguiente ciclo. Sin embargo, algunas proteinas cargo
llegan a las vesiculas internas del cuerpo multivesicular en presencia o

ausencia de Doa4 (Reggiori and Pelham 2001).
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La proteina Vps4 es la AAA ATPasa vacuolar que disocia a los cuatro
complejos de la membrana para que todas las subunidades que conforman
el polimero se reciclen (Babst, et al. 1998); (Bowers, et al. 2004). La
proteina Vps4 tiene un dominio de interacciéon con los microtubulos MIT
mediante el cual se asocia a los endosomas (Scott, et al. 2005). Mediante
ensayos de interaccidn proteina-proteina in vitro y por ensayos de doble
hibrido se determiné la interaccion de Vps4 con varias subunidades de la
maquinaria ESCRT (Yeo, et al. 2003); (lto, et al. 2001). Una vez
estabilizada Vps4 en el endosoma, esta enzima interactia con la proteina
Bro1p, sin embargo, Bro1p es desplazada por el ATP (Vajjhala et al., 2007)
qgue se une a la proteina Vps4 para formar un anillo oligomérico (Babst, et
al. 1998). En seguida, una molécula llamada Vtalp interacciona con la
enzima Vps4 y estimula su actividad de ATPasa (Vajjhala, et al. 2007);

(Azmi, et al. 2006; Lottridge, et al. 2006).

Por otro lado, se ha demostrado que la molécula EhVps4 se expresa en
trofozoitos de E. histolyticay que ésta podria tener la funcidén catalitica que
le permitiera disociar el complejo ESCRT. También, se mostré que amibas
transfectadas con una mutante en la region catalitica de EhVps4, tienen

una baja capacidad de virulencia, sugiriendo un papel importante de esta
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proteina en la patogenicidad de este parasito, particularmente en los

procesos endociticos (Lopez-Reyes, et al. 2010).

A pesar de tener todos los conocimientos anteriores, no se sabe cémo se
forman las vesiculas internas endosomales. Se sugiere que la interaccién de
la maquinaria ESCRT-IIl con los filamentos genera la formacion y constriccion
de una espiral en la membrana, promoviendo la fisidén de las vesiculas en el

interior del endosoma.

Por otro lado, el remodelamiento y formacion de micro dominios de lipidos
juega un papel importante durante la biogénesis de MVB y la via endocitica
en general, ya que es necesario generar una membrana resistente a las
hidrolasas. Hasta el momento, se consideran tres lipidos involucrados en la
organizacion de subdominios y la formacion y degradacién de vesiculas: el

PI(3)P, el colesterol y el acido liso bis-fosfatidico (LBPA).
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Figura 4. Representacién esquematica de un modelo de la funcién
del complejo ESCRT. El complejo ESCRT-0 interacciona con el PI(3)P y
recluta a los subdominios de clatrina para reclutar al complejo ESCRT-I, que
a su vez recluta el complejo ESCRT-Il y en sucesion llega el ESCRT-IIl para
formar un polimero sobre una regién rica en traspanina y esfingolipidos de
la membrana endosomal. La proteina cargo ubiquitinada es direccionada de
manera secuencial a través de cada complejo. Posteriormente se reclutan
Bro1l, Doa4 y Vps4, la ubiquitina es disociada de la molécula cargo e
inmediatamente la maquinaria se desensambla de la membrana para ser
reciclada en el siguiente ciclo. La formacién de vesiculas internas esta
catalizada por la interaccion de la proteina cargo con las tetraspaninas y por
la modificacion de lipidos para formar la curvatura de la membrana

(Modificado de (Piper and Katzmann 2007).
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10. Participacién de los lipidos en la via endocitica

La diferencia funcional y morfolégica de los endosomas durante la via
endocitica, también se ve reflejada en la composicion lipidica de los
organelos. Por un lado, el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PI(4,5)P, participa
en la formacién de vesiculas cubiertas de clatrina en la membrana
plasmatica (Jost, et al. 1998). El PI(3)P se involucra en la formaciéon de
endosomas tempranos y a su vez, el LBPA, también conocido como bis-
monoacil-glicerolfosfato (BMP) esta relacionado con el endosoma tardio

(Gruenberg 2003).

Otro lipido con importancia funcional en los endosomas es la fosfatidilserina
(PS), el cual se encuentra enriquecido en los endosomas tempranos y en la
cara citoplasmatica de la membrana plasmatica. También esta presente el
fosfatidilinositol 3,5-bifosfato (PI(3,5)P,), sin embargo su distribucién
celular no esta determinada (Gagescu, et al. 2000; Leventis and Grinstein
2010; Shisheva 2008). La composicion lipidica de las membranas favorece
las interacciones lipido-lipido y lipido-proteina generando microambientes y
plataformas especializadas esenciales para la arquitectura y funcion de los

organelos (Gruenberg 2001).
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i) Los lipidos en los endosomas tempranos

El PI(3)P se encuentra enriquecido en la membrana de los endosomas
tempranos y en las vesiculas intraluminales (ILV, por sus siglas en inglés
intraluminal vesicles) de los MVB; en endosomas tardios, disminuye
significantemente, lo cual sugiere que este lipido es susceptible a Ia

actividad de las fosfatasas.

Algunas de las proteinas que forman la maquinaria ESCRT interaccionan con
este lipido a través de dominios especificos de unién a PI(3)P, tales como el
dominio FYVE y PX (Odorizzi, et al. 1998a). El dominio FYVE fue nombrado
de acuerdo a la primera letra del nombre de las cuatro proteinas en las
cuales se descubrié: Fab1p, YOTB; Vac1, EEA1 (Stenmark, et al. 1996). Por
otro lado, el domino PX se describié por primera vez en dos subunidades de
una oxidasa en neutréfilos: p20rox y p57°hox (Ellson, et al. 2001) y en

proteinas de la familia SNX (Worby and Dixon 2002).

El PI(3)P es generado en los endosomas tempranos por la accién de Vps34,
la cual es una cinasa de PI3 (Schu, et al. 1993); (Shin, et al. 2005) y su
formacién esta controlada directamente por Rab5, que funciona como una
proteina efectora de Vps34. Ademas, existen otras proteinas que tienen el

dominio FYVE, tales como el antigeno 1 de endosomas tempranos (EEAT)
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que son reclutados en la membrana del endosoma temprano a través del
PI(3)P y estan involucrados en la fusién de endosomas (Nielsen, et al.

2000); (Simonsen, et al. 1998).

La proteina SNX3 (por sus siglas en inglés sorting nexin 3) interacciona con
el PI(3)P a través del dominio PX (Xu, et al. 2001). Dicha interaccién se
requiere para la formacion de las vesiculas intraluminales del endosoma y la
fusion de membranas, pero no es indispensable para la regulacion negativa
de los receptores. En contraste, la proteina Hrs participa en el
direccionamiento de moléculas hacia el lisosoma, y no esta involucrada en la
formaciéon de los MVB (Pons, et al. 2008). Ademas, se sugiere que el PI(3)P
junto con las proteinas efectoras forma parte del complejo que media el
transporte retrégrada de proteinas desde el endosoma hacia el aparato de

Golgi en su regién trans para su reciclaje (Attar and Cullen 2010).

El PI(3)P es metabolizado formando el fosfatidilinositol-(3,5)-bifosfato
(PI1(3,5)P2 a través de accién de la PI(3)P-5 cinasa Fab1 en levaduras
(Odorizzi, et al. 1998b); en mamiferos, el homélogo de esta enzima es
PIKfyve (Sbrissa, et al. 2002). La sintesis de este fosfolipido se lleva cabo

en los endosomas tempranos y esta presente en los pasos tardios de la via
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endocitica, sin embargo, su distribucidon y funcion especifica no estan

determinadas.

Por otro lado, el colesterol y las proteinas de union a colesterol también
participan en la via endosomal. La proteina Annexina A2 se une a los
endosomas de manera dependiente de colesterol y dicha interaccion, juega
un papel importante en la formacién y fision de los MVB sin afectar la
formacién de las vesiculas intraluminales (ILV) (Pichler and Riezman 2004).
También, Annexina A2 se une a actina, la cual regula el proceso de

formacion del endosoma (Morel and Gruenberg 2009).

ii) Los lipidos en endosomas tardios

El endosoma tardio es un organelo delimitado por una membrana simple que
contiene membranas internas heterogéneas, tanto vesiculares como
lamelares; siendo todas de composicion lipidica distinta (Gruenberg and
Stenmark 2004). Las membranas limitantes del endosoma tardio, en
contraste con las del endosoma temprano, contiene bajas cantidades de

PI(3)P (Gillooly, et al. 2000), colesterol, PS y esfingomielina.
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También se han encontrado balsas lipidicas reportadas en las membranas
limitantes e internas del endosoma tardio, las cuales tienen diferentes
propiedades fisicoquimicas (Sobo, Chevallier, et al. 2007). Se ha
demostrado que existen dominios de membranas resistentes a detergentes
(DRM) enriquecidas con colesterol/glicoproteinas y esteroles/esfingomielina
(Alanko, et al. 2005). Las ceramidas son moléculas generadas a partir de la
esfingomielina por la accidn de la esfingomielinasa, cuya actividad es 6ptima
a un pH de 5.5. La concentracion del colesterol en la membranas
endosomales es inversamente proporcional a la cantidad de las ceramidas,
las cuales desplazan el colesterol de las balsas lipidicas (Lange, et al. 2005);

(Megha and London 2004).

EL LBPA se consideré como una molécula asociada a lisosomas en la década
de los setentas y ochentas, sin embargo, el estudio del endosoma tardio se
inici6 anos después. Existen numerosas evidencias experimentales que
demuestran que el LBPA se encuentra principalmente en endosomas
tardios. Kobayashi y colaboradores, (1998) inmunizaron ratones con las
membranas de endosomas tardios purificados y generaron los anticuerpos
monoclonales anti-LBPA (6C4), los cuales, son considerados marcadores de

endosomas tardios por su alta especificidad y a su vez, han sido una
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potente herramienta para caracterizar la funcion de este fosfolipido.
Mediante microscopia confocal, se encontré que el LBPA co-localiza con la
proteina Rab7, la cual también es considerada un marcador de endosomas

tardios en células de mamifero (Kobayashi, et al. 2002).

Kobayashi y colaboradores (2002), realizaron un fraccionamiento
suborganelar de endosomas con gradientes de sacarosa, en el cual,
encontraron que los endosomas tardios tienen varios dominios de distinta
composicién lipidica en las membranas internas del endosoma tardio, dos de
ellos, con el 73 y 47 % de PC; el tercer dominio reportado es rico en PE
(43%); también, encontraron un dominio en el que el 77% de los lipidos
corresponde al LBPA. Mediante inmunomarcaje con particulas de oro en
muestras derivadas de un fraccionamiento suborganelar, se confirmé que el
LBPA se encuentra en las vesiculas internas del endosoma tardio
(Kobayashi, et al. 1998); (Kobayashi, et al. 2001; Sobo, Le Blanc, et al.
2007). Esta composicion de las membranas internas endosomales con una
alta concentracion de LBPA es Unica en comparacion con todo el sistema

vacuolar en células de mamifero.

La presencia de distintas poblaciones de membranas internas en el

endosoma tardio, puede reflejar las diferentes funciones de dicho organelo,
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se ha reportado que la mayoria de las vesiculas estan involucradas en la
degradacion de glicolipidos a través del lisosoma. Por otro lado, la poblacion
rica en LBPA participa en el reciclaje de proteinas direccionandolas hacia el
aparato de Golgi (en su region trans) desde las membranas internas hacia la
membrana limitante del endosoma mediante el proceso denominado fusion
retrograda (Kobayashi, et al. 2002); (van der Goot and Gruenberg 2006).
El LBPA también se localiza en la membrana limitante del endosoma tardio

después de la fusidon retrégrada. .

iii) Los lipidos en lisosomas

Los lisosomas, pueden fusionarse con diferentes compartimientos celulares,
tales como endosomas tardios, autofagosomas y la membrana plasmatica;
por lo que se ha encontrado una mezcla del material debido a eventos de
fusion directa de membranas. Incluso, existe evidencia experimental de que
los lisosomas contienen componentes de la regién perinuclear (Bright et al.,
2005). Los eventos de fusidbn de las membranas endolisosomales estan
regulado por proteinas SNARE, RabGTPasas y fosfoinositidos, junto con la
calmodulina (Shen, et al. 2011). En levaduras de Sacharomyces cerevisiae,

los eventos de fusion del lisosoma con el endosoma tardio participan,
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aparte de las proteinas SNARE, el ATP, y un sistema regulatorio de lipidos:
ergosteroles, diacilglicerol (DAG), AP, PE, PI(3)P y PI(4,5)P, (Wickner
2010). La funcién que realiza cada uno de estos componentes no es clara,
sin embargo, se sabe que forman dominios de membrana con forma de
anillo, a través de los cuales, se fusionan las membranas. El colesterol juega
un papel importante en este proceso, ya que modula la fusion de

membranas dependientes de las proteinas SNARE (Tong, et al. 2009).

La presencia del LBPA es constante en los lisosomas, se ha sugerido que
llega a este organelo a través de la fusion con los endosomas tardios, sin

embargo, la funcion del LBPA en el lisosoma no ha sido caracterizada.

11. El acido liso bis-fosfatidico (LBPA)

El LBPA es un fosfolipido con una carga negativa, con forma de cono y una

estructura atipica que le confiere caracteristicas funcionales particulares.

i) La estructura del LBPA

De acuerdo al sistema de clasificacion de lipidos definida por la Unidn

Internacional de Quimica Pura y Aplicada, y la Unidén Internacional de
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Bioquimica y Biologia Molecular (IUPAC-IUBMB), el LBPA pertenece a la
categoria de los glicerofosfolipidos (GP), de clase glicerofosfogliceroles
(GPO4) vy subclase monoacilfosfoglicerol-monoacilglicerloes (GP0410)

(www.lipidmaps.org).

La clasificacion de los fosfolipidos esta en funcién del grupo polar que
contienen en su estructura, los glicerofosfolipidos se caracterizan por
contener por lo menos un grupo glicerolfosfato, al cual se esterifican los
acidos grasos y otros grupos funcionales que determinan su clase. Los
glicerofosfolipidos se sub clasifican en las familias de fosfatidilserina (PS),
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (Pl) y el
acido fosfatidico (PA). El LBPA es un poliglicerofosfolipido, al igual que el
fosfatidilglicerol (PG) y la cardiolipina, ya que contienen mas de un grupo

glicerol en su estructura (CL) (Figura. 5).

El LBPA, tiene dos grupos gliceroles unidos al fosfato y cada uno de ellos
esterifica un acido graso . Este fosfolipido fue reportado por primera vez en
células de pulmén de conejo y cerdo (G. 1967) generando cierta confusién
con el nombre de acido liso bis-fosfatidico, ya que la estructura de Ia
molécula no se relaciona con el acido fosfatidico (Kolter and Sandhoff

2005). Quimicamente, el nombre correcto del LBPA de acuerdo a su
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estructura, es bis-monoacil-glicerolfosfato (BMP). Sin embargo, en la
literatura se existen reportes nombrando a la misma molécula de las dos

formas.

El LBPA tiene caracteristicas estructurales Unicas, ya que, mientras todos
los otros glicerofosfolipidos reportados en mamiferos esterifican los acidos
grasos con una estero configuracién sn-3;sn-3 sobre el carbono 3 del
glicerolfosfato, el LBPA tiene una estero configuracion sn-1:sn-1
(Brotherus, et al. 1974); (Joutti, et al. 1976). Existen reportes de isbmeros
3,17-LBPA, las cuales son consideradas como isbmeros intermediarios en la

sintesis del LBPA.

Recientemente, se propuso que la forma nativa y activa del LBPA es la que
esterifica sobre la posicion C2 (C2°) del grupo glicerol (sn-1:sn1”)
(Chevallier, et al. 2000); (Chevallier, et al. 2008); (Kobayashi, et al. 2001;
Matsuo, et al. 2004a). También se sabe que el isbmero 2,2 -LBPA es
termodinamicamente inestable, y que los acidos grasos pueden migrar al
carbono C3 (C3") del glicerol formando el isémero 3,3 -LBPA (Chevallier,
et al. 2000); (Goursot, et al. 2010) durante los procesos de purificacion de
la molécula. Ademas, por simulacién computacional con analisis de dinamica

molecular, se reveld que los isbmeros sn-3:sn-17", sn-1:sn1’y sn-3:sn3°
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tienen la capacidad orientarse y de formar puentes de hidrégeno formando
regiones compactas o dominios en las membranas (Hayakawa, et al. 2006);

(Frederick, et al. 2009).

Esta estructura atipica del LBPA, le confiere varias caracteristicas
particulares, como es la resistencia a la hidrélisis enzimatica de las
fosfolipasas A y las hidrolasas degradativas contenidas en los lisosomas y

endosomas tardios; al igual que los ambientes acidos de esos organelos.

i) La sintesis del LBPA

De acuerdo a la estructura de los glicerofosfolipidos, el glicerolfosfato (PG)
y el LBPA se consideran isbmeros estructurales, ya que ambos tienen dos
grupos gliceroles unidos al grupo fosfato (Figura 6). Actualmente, la via de
sintesis del LBPA no se ha caracterizado, sin embargo existe la hipbtesis de
que el LBPA es sintetizado en las membranas de los endosomas tardios y
lisosomas a partir del PG (Waite, et al. 1987); (Waite, et al. 1990); (Waite,
et al. 1990); (Amidon, et al. 1995). Aunque existen varios estudios, no se

sabe con certeza cémo se da la conversiéon del PG al LBPA.

54



0
0
)k I 0 0
P I
o/\:(\o// Non )k P
N HO 0 N 0 / 0
3 PA /X\ Ho \/\NH,

0
0
0 . 0 ,
)k Il H I HO  OH
P P - HO OH
=~ N Z, OH P
o7 0”7 o PS N o Mo
N Ho NH, N Ho OH
\[(O H Yo H
0 0
0 0

) [y 0 )
N 0 NN\ PC N Ho
Y ) Y
0 - 0
Q//J H
HO =
© o

N
o7 om LBPA/BMP

PE

PI

PG

55



Figura 5. Estructura de los distintos tipos de glicerofosfolipidos.
PA, acido fosfatidico; PE, fosfatidiletanolamina; PS fosfatidilserina; PlI,
fosfatidilinositol; PC, fosfatidil colina; PG, fosfatidil glicerol; LBPA/BMP, acido

liso bis-fosfatidico/bis-monoacil glicerolfosfato
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Figura 6. Estructura del PG y el LBPA. La posicion del acido graso sobre
los carbonos del glicerofosfato se indican con los ndmeros, la
estereoconfiguraciéon de la posicion del fosfato se indica con sn seguida del

nimero de carbono.
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Esta hipdtesis describe que en el primer paso, una fosfolipasa A2 corta el

acido graso de la posicion 2 del PG formando el lisofosfatidilglicerol (LPG).

Enseguida, el LPG es acilado en la posicion 2 de la cabeza del grupo glicerol
transformandose en 3,1 -LBPA por una reaccién de transacilacion del LPG
que funciona tanto como aceptor y como donador de grupos acilos. A la
fecha, no se sabe el mecanismo del siguiente paso, pero se ha sugerido que
es necesaria la eliminacién del acido graso de la posicidon 1 del glicerol y
como consecuencia, una migracion del grupo fosfoéster ubicado en la
posicion 3 hacia la 1. Finalmente, la posicion 2 del glicerol es esterificado,
probablemente por la transacilacion con otro fosfolipido que actua como
donador (Joutti, et al. 1976); (Luquain, et al. 2000); (Waite, et al. 1987).
(Matsuzawa, et al. 1978) propusieron que el PI(3)P participa en la sintesis
del LBPA como donador de grupos acilos para el PG y el LPG. Las enzimas
que participan en la sintesis del LBPA no se han descrito, pero se sugiere

que son tanto endosomales como lisosomales (Luquain, et al. 2000).

En estudios mas recientes, se ha propuesto que la via de sintesis de novo
del PG y el LBPA estan correlacionadas (Hullin-Matsuda, et al. 2007).
Debido a que no existen evidencias contundentes de la presencia del PG en

membranas del endosoma tardio y lisosomas, se ha sugerido que este es
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direccionado a estos organelos a través de transporte vesicular mediante
transporte de lipidos regulado por proteinas, mitofagia o por contacto
directo de membranas (Hullin-Matsuda, et al. 2007). Sin embargo,
actualmente no existe evidencia experimental contundente sobre este

tema.

iii) Especies moleculares del LBPA

Se han identificado varias especies moleculares de LBPA en distintos tipos
celulares, tales como en los lisosomas del higado, cerebro, rifidn,
macréfagos pulmonares y alveolares, suero de humano, testiculos y células
estromales de rata y algunos otros tejidos. La composicion de acidos
grasos es importante para determinar las propiedades biofisicas del LBPA y

también, podria interferir en sus funciones celulares.

En la mayoria de las células, el LBPA esterifica altas cantidades de acido
oléico (18:1) (Wherrett and Huterer 1973); (Huterer and Wherrett 1979);
(Luguain, et al. 2000); (Besson, et al. 2006); (Bouvier, et al. 2009). En
relaciéon a los acidos poli insaturados, el LBPA presenta altas cantidades de
acido decosahexaendico (DHA, 22:6) en células estromales uterinas de rata
(Luqguain, et al. 2000), células PC12 (Holbrook, et al. 1992), macr6fagos

THP-1 y RAW (Besson, et al. 2006); (Bouvier, et al. 2009), en higado de
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rata y humano (Wherrett and Huterer 1973), y suero de humanos (Kakela,
et al. 2003). En los macréfagos pulmonares, los principales acidos grasos
que esterifica el LBPA son el acido linoléico (18:2) y el araquidénico (AA,
20:4) (Huterer and Wherrett 1979); (Mason, et al. 1972); (mCochran, et
al. 1987). ElI AA esterificado al LBPA en macréfagos de conejo, es
considerado como activador celular que conlleva a la formaciéon de

eicosanoides (mCochran, et al. 1987).

El bis-DHA-LBPA (22:6/22:6) es considerado un marcador de enfermedades
lisosomales. Usando liposomas de PC/BMP/colesterol, se ha sugerido que
esta especie molecular protege parcialmente la oxidacién del colesterol, a

diferencia del dioleoyl-LBPA (18:1/18:1) (Bouvier, et al. 2009).

Fuera del reino animal, el LBPA se ha identificado en lisosomas de
Leishmania mexicana (Schaible, et al. 1999), Dictyostelium discoideum
(Rodriguez-Paris, et al. 1993) y algunas bacterias; sin embargo, se
desconocen las especies moleculares de LBPA en estos microorganismos.En
estudios mas recientes, algunos isbmeros de LBPA han sido sintetizados
para analizar in vitro las propiedades biofisicas de la molécula. Se ha
demostrado que el 3,1 -dioleoyl-sn1:sn3 " LBPA forma vesiculas pequefas y

lamelares, cuya morfologia varia en funcion del pH y fuerza idnica
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(Hayakawa, et al. 2006). En contraste, liposomas formados con el isbmero
2,2 dioleoyl-sn1:sn1"LBPA gener6 espontaneamente vesiculas en su

interior con un gradiente de pH (Matsuo, et al. 2004b).

12. El LBPA y la proteina ALIX. Formaciébn de vesiculas

intraluminales del endosoma tardio

El LBPA puede participar en la formacién de MVB ya que los liposomas
formados por este fosfolipido, espontaneamente generan vesiculas en su
interior de forma inducida por la acidificacién del pH (Matsuo et al 2004).
Se ha sugerido que la proteina ALIX es la molécula que pudiera controlar la
formacién de vesiculas de LBPA, ya que se induce la formacion de
liposomas multivesiculares de LBPA que se asemejan a los MVB cuando se
incuba con la proteina ALIX y extractos citoplasmaticos. Por otro lado, al
interferir la expresidon de la proteina ALIX, se observé que reduce la
acumulacién de LBPA y del colesterol dentro de los endosomas, asi como
también se reduce el numero de vesiculas intraluminales (Chevallier, et al.
2008); (Matsuo, et al. 2004). Resulta interesante que estos bajos niveles

de LBPA, colesterol y vesiculas intraluminales se restablecen después de
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alimentar a las células con liposomas formados por 2,2 -bisoleoyl-LBPA
(Chevallier, et al. 2008). Todo esto sugiere que este fosfolipido controla
directa o indirectamente los niveles de colesterol endosomal y la formacién

de vesiculas intraluminales.

Por otro lado, se ha propuesto que el LBPA y ALIX también regulan la fusion
retrograda de las vesiculas intraluminales con la membrana limitante del
endosoma tardio permitiendo la entrada de patdgenos al citoplasma. Se ha
observado que en células con la expresion de ALIX interferida, al igual que
células con el LBPA bloqueado a través del anticuerpo anti-LPBA endocitado
(el anticuerpo es internalizado en las células por fase fluida, y es acumulado
en el endosoma tardio al unirse a su antigeno), no se liberan proteinas
virales en el citoplasma (Le Blanc, et al. 2005); (Luyet, et al. 2008); (van
der Goot and Gruenberg 2006). Estos resultados han sugerido que
mediante esta fusidn retrégrada de las vesiculas intraluminales con la
membrana limitante del endosoma tardio también se regulan los niveles de
colesterol, y que el LBPA y ALIX participan en el reciclaje de los

componentes que no se degradan en el lisosoma.

La participacion de la maquinaria ESCRT también se ha reportado en algunos

tipos celulares para la formacién de ILV del endosoma tardio, junto con la

63



proteina ALIX y LBPA (Matsuo, et al. 2004). Sin embargo, existen varios
reportes que consideran este mecanismo independiente de ESCRT y que la
participacion de esta maquinaria es exclusiva para la formacion de MVB

partiendo de endosomas tempranos.

Por otro lado, existe otra poblacién de ILV que direccionan a las moléculas
cargo al lisosoma para su degradaciéon. En algunos casos, los contenidos
lisosomales son liberados afuera de la célula a partir de exosomas que se
fusionan y fisionan con la membrana plasmatica. EL LBPA puede o no estar
presente los exosomas de algunos tipos celulares (Denzer, et al. 2000);
(Wubbolts, et al. 2003). En contraste, la presencia de la proteina ALIX en
los exososmas es constante (Thery, et al. 2006). Los mecanismos de
liberacién de los exosomas puede ser dependiente o independiente de la

maquinaria ESCRT (Baietti et al., 2012; Trajkovic et al., 2009).

13. La participacién del LBPA en la degradacién de moléculas

La degradacién de esfingolipidos y glicoesfingolipidos se lleva a cabo en los
compartimentos acidos de la via endocitica: el endosoma tardio y lisosoma.

En la superficie de estos compartimientos existen proteinas activadoras de
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esfingolipidos (SAP), cominmente llamadas saposinas, las cuales mantienen
accesibles los glicolipidos como sustratos para las enzimas. Los dominios de
membrana ricos en LBPA tienen bajo contenido de colesterol, generando las
condiciones biofisicas en las membranas que estimulan la degradacion de
los glicolipidos por las hidrolasas de manera selectiva sin alterar la
composicidon de la membrana limitante del endosoma tardio y lisosoma
(Kolter and Sandhoff 2005; Kolter, et al. 2005). La saposina C, es una
proteina capaz de inducir fusibn de membranas compuestas por 2,2°-
bisoleoyl-LBPA en ambientes acidos (Chu, et al. 2005), sugiriendo que la
interaccion saposina C-LBPA participa en la formacion de MVB, y la ausencia

de este complejo proteina-lipido podria generar MVB multilamelares.

Los esfingolipidos no gliscosilados, tales como las ceramidas y la
esfingomielina no necesitan proteinas activadoras para ser degradadas
(Jenkins, et al. 2009), sin embargo, la presencia de los fosfolipidos
anionicos como el LBPA y el Pl promueven la actividad de Ia
esfingomielinasa acida para hidrolizar la esfingomielina. Ademas, Ia
saposinas A, C y D activan indirectamente la degradacion de las ceramidas
favoreciendo la penetracion de la ceramidasa en la membrana (Linke,

Wilkening, Lansmann, et al. 2001). Los lipidos aniénicos LBPA, Pl y dicol-
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fosfato, también participan en la degradacién de las ceramidas (Linke,

Wilkening, Sadeghlar, et al. 2001).

Por otro lado, la participacion del LBPA con algunas enzimas lipoliticas, por
ejemplo, la lipasa lisosomal acida (LAL), la cual es esencial para la
degradacion intracelular de ésteres de colesterol y triacilgliceroles que
llegan al lisosoma mediante la internalizacion de lipoproteinas de baja
densidad (Makino, et al. 2006); (Delton-Vandenbroucke, et al. 2007).
Incluso, se ha demostrado que las membranas ricas en LBPA con carga
negativa, potencian la actividad de la fosfolipasa A (Hiraoka, et al. 2006), la
cual esta involucrada en el catabolismo de lipidos (Abe and Shayman

2009).

14. El LBPA y el colesterol

Se ha reportado que las vesiculas formadas por LBPA participan en el
transporte y regulacién del colesterol con la proteina ALIX (Kobayashi, et al.
1999); (Sobo, Chevallier, et al. 2007). La invaginacién de la membrana
plasmatica durante la endocitosis provoca la internalizacién del colesterol, el

cual es hidrolizado y transportado a través de los endosomas hasta llegar a
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las vesiculas internas del endosoma tardio formadas de LBPA.

Posteriormente, el colesterol libre es redistribuido en el interior de la célula.

Cuando existe una alteracibn en la via endosomal, se presenta una
acumulaciéon de colesterol en el endosoma tardio provocando una
morfologia alargada del endosoma y éste organelo no se fusiona con el
lisosoma. Esto también se ha observado al bloquear el LBPA con el
anticuerpo monoclonal anti-LBPA endocitado, y el mismo fendmeno sucede
en pacientes con el sindrome autosémico Niemann-Pick tipo C (NPC)
(Watari, et al. 1999); (Patel, et al. 1999); (Kobayashi, et al.1999); (Loftus,

et al. 1997).

Durante la enfermedad autoinmune NPC se observa la acumulacién excesiva
del LBPA en los compartimientos lisosomales. En estudios de laboratorio, el
LBPA es un antigeno reconocido por sueros de pacientes de esta
enfermedad. Este sindrome no se ha estudiado completamente, sin
embargo es relevante el hecho de que las bases patolégicas de esta
enfermedad estan relacionados con el LBPA (Galve-de Rochemonteix, et al.

2000); (Kobayashi, et al. 1998).

El flujo de colesterol en los endosomas tardios probablemente depende de

las proteinas transportadoras Niemann-Pick tipo C 1 y 2 (NPC1 y NPC2). La
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proteina NPC2 es una pequena proteina soluble y mediante ensayos in vitro,
se ha observado que transfiere el colesterol a la proteina NPC1 en
condiciones acidas y en presencia del LBPA en los endosomas tardios
(Kobayashi, et al. 1999). La proteina NPC1 es una glicoproteina con 13
dominios transmembranales, de los cuales cinco constituyen el dominio SSD
(de las siglas en inglés Sensing Sterol Domain) (Davies and loannou 2000) y
se ha localizado tanto en la membrana limitante como en las ILV del

endosoma tardio.

Se demostré que la deficiencia de cualquiera de ellas conduce a Ia
acumulacion del colesterol no esterificado en el interior de los organelos
endociticos. Sugiriendo que ambas proteinas son cruciales para el
movimiento del colesterol hacia fuera del sistema endosomal (Davies and
loannou, 2000). Existe la hip6tesis de que la proteina NPC2 transfiere el
colesterol proveniente de las membranas de las ILV ricas en LBPA a la NPC1
ubicada en la membrana limitante del endosoma, la cual transporta el
colesterol hacia fuera del sistema endosomal (Storch and Xu 2009);
(Infante, et al. 2008); (Kwon, et al. 2009). La transferencia de colesterol
que realiza NPC2, se ve disminuida en células BHK que han endocitado el

anti-LBPA (Xu, et al. 2008). Se ha reportado que el LBPA que esterifica dos
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acidos oléicos (18:1/18:1) es mas eficiente en el transporte de colesterol
junto con la NPC2, que las moléculas de LBPA con los acidos grasos

saturados mas cortos (16:0/16:0).

Por otro lado, se realiz6 la comparaciéon del flujo de colesterol en
macréfagos tratados con el anti-LBPA y por otro lado, con la droga
U18666A, la cual genera el fenotipo celular de la enfermedad NPC (Delton-
Vandenbroucke, et al. 2007). Las células tratadas con el anticuerpo anti-
LBPA, mostraron un aumento de colesterol en la membrana plasmatica y el
flujo de HDL estuvo reducido, sugiriendo que el colesterol derivado de las
LDL se acumula en dominios no accesibles a las lipoproteinas de alta
densidad. Con estos resultados, los autores infieren un mecanismo de
distribuciéon de colesterol independiente de NPC1 (Hullin-Matsuda, et al.
2009). Posiblemente, el tratamiento con el anticuerpo anti-LBPA también
interfiere el trafico del colesterol a través de los transportadores ABCG1 y

ABCA del endosoma.
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JUSTIFICACION

En células de mamifero, el fosfolipido acido liso bis-fosfatidico (LBPA) es un
componente indispensable para el buen funcionamiento del sistema
endosomal/lisosomal en la via endocitica, participando activamente en el

reciclaje de receptores y en la distribucion de colesterol.

E. histolytica utiliza procesos endociticos como mecanismo de nutricidon y
de virulencia; sin embargo, la participacién de los lipidos en dichos eventos
esta poco estudiado, en particular la de los glicerofosfolipidos. Ademas, se
desconoce si este protozoario tiene LBPA, y en caso de que asi sea, cual es
su funcion. Por lo tanto, detectar la presencia del LBPA en el sistema
endosomal amibiano, asi como la participacion de este fosfolipido durante
eventos endociticos ayudara a entender mejor los mecanismos de virulencia

de la amiba.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

El acido liso bis-fosfatidico es un componente lipidico de E. histolytica y

participa en los procesos endociticos en conjunto con la proteina EhADH.

OBJETIVO GENERAL

|dentificar y caracterizar estructuralmente el LBPA en E. histolytica,
determinar su participaciéon en eventos endociticos y su interaccién con la

proteina EnADH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar el LBPA en extractos de lipidos de E. histolytica.

* Determinar las especies moleculares del LBPA de E. histolytica.

* Determinar la localizaciéon celular del LBPA de E. histolytica en
condiciones basales y eventos endociticos.

* Evaluar la interacciéon entre el LBPA de E. histolytica y la proteina

EhADH en condiciones basales y de fagocitosis.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1. Identificacién del LBPA en lipidos de E. histolytica.

Para identificar el LBPA en trofozoitos de E. histolytica, se obtuvieron
extractos de lipidos totales de trofozoitos, los cuales se utilizaron como
antigeno en ensayos de ELISA (Enzime Linked Immunoassay) para
inmunodetectar el LBPA con el anticuerpo anti-LPBA (6C4). Por otro lado,
los lipidos totales de amiba se separaron mediante cromatografia en capa
fina para identificar la fraccién de fosfolipidos con una migracion similar al
estandar. Dicha fraccion también se inmunodetectd con el anticuerpo 6C4

mediante ensayos de dot blot.

2. Determinacién de las especies moleculares del EhLBPA de

amiba.

Con el fin de identificar las especies moleculares del LBPA de E. histolytica,
la fraccidon de fosfolipidos con migracién similar a la del estandar, la cual
también fue reconocida por el anticuerpo 6C4, se purificé y analizd
mediante cromatografia de alta resolucién acoplada a un espectrometro de

masas.
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3. Localizacién celular del LBPA de E. histolytica

i) Distribucién celular del LBPA de E. histolytica en condiciones

basales

Se realizaron ensayos de microscopia electronica y de inmunofluorescencia
indirecta con el anticuerpo 6C4 en trofozoitos fijados. Se cuantificé el
nimero de particulas de oro/p? y a su vez, se determind el porcentaje

relativo de las vesiculas tenidas con el anticuerpo 6C4.

ii) Distribucion celular del LBPA de E. histolytica durante

eventos de endocitosis

Con el fin de determinar la localizacion celular del fosfolipido durante
eventos de endocitosis en E. histolytica, se realizaron cinéticas de
pinocitosis en las cuales se incubaron los trofozoitos en medio de cultivo
suplementado con dextran-FITC. Enseguida, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo 6C4 y se analizaron las
muestras por microscopia confocal. Las imagenes se analizaron para

cuantificar la fluorescencia intracelular correspondiente al LBPA, y se

73



determind el porcentaje relativo de las vesiculas tefiidas con el anticuerpo

6C4, el dextran-FITC y de las vesiculas co-tenidas.

Para evaluar la distribucién del fosfolipido durante la fagocitosis, los
trofozoitos se incubaron con eritrocitos a diferentes tiempos,
posteriormente, se fijaron las células y se analizé la distribucion de la marca
fluorescente del LBPA y mediante microscopia confocal y por otro lado,
microscopia electrdnica de transmision. También se determind la asociacion
del anticuerpo 6C4 con marcadores de vesiculas acidas y endosomas

tardios a través de ensayos de co-localizaciéon y microscopia confocal.

4. Analisis de la interaccién del LBPA de E. histolytica con la

proteina EhADH.

Para determinar si el LBPA de E. histolytica interactia con la proteina
EhADH, se realizaron ensayos de co-localizacidon e inmunoprecipitaciéon con
los anticuerpos 6C4 y anti EhADH. Mediante analisis computacional o
docking molecular, se predijo la localizacion del sitio de interaccion de la
proteina EhADH con el LBPA y se comprobd que al mutar dicho sitio, la

interaccion in silico de las moléculas, se abate.
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Figura 7. Estrategia experimental. (ELISA, por sus siglas en inglés
enzyme linked immuno assay); cromatografia en capa fina (TLC por sus
siglas en inglés thin layer chromatography); cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC por sus siglas en inglés high performance liquid
chromatography) acoplada a espectometria de masas con ionizacién por
electronebulizaciéon  (LC-ESI/MS  por sus siglas en inglés liquid
chromatography electrospray ionisation mass spectrometry);
espectrometria de masas en tandem (MS/MS pos sus siglas en inglés

tandem mass spectrometry/ mass spectrometry).
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Los trofozoitos de la cepa HM-1-IMSS de E. histolytica se cultivaron
axénicamente a 37 °C en medio TYI-S-33 (Diamond, et al. 1978)
complementado con 15% de suero bovino (Biofluds), 3% de mezcla de
vitaminas y 0.25 Ul/ml de penicilina y 35 ug/ml de estreptomicina
(Lakeside, México). Para cosechar los trofozoitos, las cajas de cultivos
crecidos durante 72 h, se colocaron sobre hielo durante 10-15 min para
permitir que las amibas se desprendieran de la pared del plastico.
Posteriormente, las células se centrifugaron a 360 xg a 4 °C por 5 min en
tubos Falcon (Nalgene) de 50 ml. El sobrenadante se elimin6 y el paquete
celular se lavé por centrifugacion con solucion salina amortiguadora de
fosfatos (PBS: NaCl 140 mM, KCI 2.7 mM, Na,PO, 8 mM, KH,PO, 8mM, pH
6.8) a 4 °C durante 5 min. Durante el Gltimo lavado se tomé una alicuota de
la suspensidén y se contaron las amibas en una camara de Neubauer. Los
trofozoitos se utilizaron de manera inmediata para los subsecuentes

experimentos.
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2. Obtencion de extractos totales de trofozoitos

Los extractos totales amibianos se obtuvieron a partir de trofozoitos
cosechados de la manera antes mencionada. Por cada 15x10% de
trofozoitos, se afadidé 1 ml del inhibidor de proteasas PHMB 100 mM (p-
hidroximercuribenzoato) para re-suspender las células, inmediatamente se
agreg6 la mezcla de inhibidores (2 mM benzamidina, 5 ug/ml aprotinina, 5
ug/ml pepstatina A, 5 ug/ml leupeptina, 10 ug/ml E-64). Enseguida, se
congeld la muestra en nitrégeno liquido. Para lisar las células, se procedi6 a
descongelarlas mediante pases en hielo-vértex (2 min de cada uno) hasta

que la muestra quedo totalmente lisada.

3. Extraccién de lipidos totales

Para extraer los lipidos amibianos, la pastilla celular de trofozoitos recién
cosechados, se re-suspendié en 5 ml de metanol absoluto y se calent6 a 55
°C durante 20 minutos en un bafo Maria. Pasado este tiempo, se dejo
enfriar la muestra a temperatura ambiente. Posteriormente, se afadieron
10 ml de cloroformo y se dejé reposar toda la noche a temperatura
ambiente. Al dia siguiente, la muestra se centrifugd a 3 000 rpm durante

10 min para concentrar la pastilla. Después, la fase organica se filtré con
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papel Whatman con poro del nimero 1. Enseguida, se evapord el metanol-
cloroformo 2:1 v/v con nitrégeno liquido y se guardé la muestra a -20 °C

hasta su uso.

4. Cuantificacién de fésforo total de fosfolipidos

Los lipidos se cuantificaron de acuerdo a lo reportado por Ames, (1966).
Las muestras se re-suspendieron en metanol y se agregaron 50 ul de
nitrato de magnesio al 10% en alcohol al 95%. La muestra se trasvasé a
tubos de vidrio lavados con mezcla crémica. Después se calenté en una
parrilla hasta que el humo color café desaparecid y se dejé enfriar.
Posteriormente, se agregaron 0.7ml de la mezcla AB [A (acido ascérbico al
10%) y B (4.2 g de molibdato de amonio, 28.6 ml de H,SO, por litro de
agua) 1:6 v/v]. Se incub6é 1 h a 37 °C y se ley6 la absorbancia a 820 nm.
Aparte, se realizé una curva estandar con 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ,80,
90 y 100 ul de K,HPO, 0.8 mM para comparar la concentracion de las

muestras mediante calculos de regresion lineal.

5. Ensayos de ELISA

Para detectar el LBPA en trofozoitos, se realizaron ensayos de ELISA con el

anticuerpo anti-LBPA (Echelon Bioscience). Con el fin de determinar la
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especificidad de los anticuerpos, se realizé un control con los estandares de
PG, LPG LBPA vy lecitina de huevo (Sigma Aldrich), que se sabe que es una
mezcla natural de fosfolipidos. Por otro lado, para descartar la posible
reaccion cruzada del anticuerpo con proteinas, se realizd el ensayo
cubriendo cajas de 96 pozos (NUNC) con 100 ug de extractos de proteinas
de trofozoitos. Para la deteccion del LBPA, se usaron 40 y 100 ug de
extractos de lipidos totales de amibas. Como control positivo del
experimento, se usaron las mismas concentraciones de proteinas y lipidos
extraidos de células BHK. Como control de fondo, se utilizaron placas sin
recubrir. EI material biolégico de naturaleza lipidica, se re-suspendié en
cloroformo 2%/metanol 98%. En el caso de las proteinas, se usé la solucion
amortiguadora de carbonatos pH 9.6 (carbonato de sodio O0.1M;
bicarbonato de sodio 0.1M). Las muestras se colocaron en las placas por
triplicado y se incubaron toda la noche a 4 °C. Las muestras se lavaron en
tres ocasiones con PBS, enseguida, se bloquearon los sitios libres con 10%
de suero fetal bovino (SFB) (Sigma, EUA) durante una hora a temperatura
ambiente. Las proteinas se bloquearon con albumina al 3%. Posteriormente,
las muestras se incubaron 3 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
6C4 (Echelon). Al término de este tiempo y a partir de este paso, los

lavados subsecuentes de los lipidos se realizaron con PBS.SFB-10%) y de
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las proteinas con PBS-Tween al 0.1% por tres ocasiones. Después, las
muestras se incubaron durante 1 hora con un anticuerpo secundario anti-
raton acoplado a peroxidasa a temperatura ambiente. La reaccién antigeno-
anticuerpo se revelé con Ortofenilen-diamina 50 mM/H,0, al 30% (solucién
reveladora con acido acético 0.1M; Na,HPO, 0.2M pH: 5) y se leyé la

absorbancia con un espectrofotometro a 492 nm.

6. Cromatografia en capa fina

Extractos de lipidos totales obtenidos de trofozoitos se separaron mediante
cromatografia en capa fina (TLC por sus siglas en inglés thin layer
chromatography) utilizando los estandares de LBPA como referencia. Se
pesaron 5 mg del extracto de lipidos se solubilizaron en 500 ul de la fase
movil isopropanol:n-Hexano:H,0 (8:6:1.5 v/v/v). Enseguida, los lipidos
solubilizados se colocaron sobre una placa de silica (MERCK) dibujando una
linea punteada y la muestra se dejé secar durante 15 min. Posteriormente,
la placa se sumergié en un tanque cromatografico utilizando la fase moévil
Isopropanol:n-hexano:H,0 (8:6:1.5, v/v/v) y el desarrollo cromatografico se
realizd durante 4 h. Pasando este tiempo, se dejo secar la placa durante 16
h. Una vez seca la placa, se cortaron tres tiras de un centimetro cada una,

las dos tiras de los extremos y una de la parte media, se revelaron con
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vapores de yodo y las fracciones cromatograficas se dibujaron con un lapiz.
La constante R; (por sus siglas en inglés ratio of front) de cada una de las
fracciones separadas se determind dividiendo la distancia de la muestra
entre la distancia del eluyente desde el origen. Para extraer los compuestos
separados, se raspoé la silica que contenia cada fraccién y se colocd en una
pipeta Pasteur; la elusion de los lipidos se realizd con la fase movil
mencionada. Las muestras se secaron con N, liquido y se almacenaron a -20

°C para los siguientes experimentos.

7. Dot blot

Las fracciones separadas por TLC correspondientes a los fosfolipidos,
fueron re-suspendidas en isopropanol/agua (95:5%) y fueron transferidas
con vacio a una membrana de polivinildeno difluoride (PVDF). El solvente se
evaporé a TA y la membrana se bloqueé con PBS-SFB (10%) ON a 4°C.
Posteriormente, se incub6 3h a TA con 2 ml del anticuerpo 6C4 diluido
1:100 en PBS. Después de lavar cuatro veces con PBS-Tween-20 (0.02%),
la muestra se incubé con un anticuerpo anti-ratén conjugado con HRP
(Zymed) diluido 1:9 000 en PBS, durante 1h a TA. Enseguida, la membrana

se lavé varias veces con PBS-Tween 20 (0.02%). Finalmente, la
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inmunoreaccion se observé con un kit comercial de quimioluminiscencia

usando el procesador de imagenes de MicroChem 4.2 (Bio Imaging System).

8. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Se utilizé un sistema de HPLC fase reversa de acuerdo a lo reportado por
(Mortuza, et al. 2003). Se usdé como fase estacionaria una columna Zorvax
SB C18 (5 um, 150 x 0.5 mm). Las fases moéviles que a continuacién se
describen, se usaron recién preparadas, degasificadas con vacio y filtradas a

través de una membrana con un poro de 0.22 um (Millipore):

Fase A: Hidroxido de amonio, 0.25% (v/v) / acido férmico 0.05% (vol/vol)

(0.5 ml) in 1-1 metanol, pH 6.4: agua (88:12).

Fase B: Hidroxido de amonio 0.25% (v/v) / acido férmico 0.05% (v/v)

(0.5 ml) in 1-Tmethanol, pH 6.4: hexano (80:20).

Las muestras se re-suspendieron en metanol y se inyectaron en la columna
C18. La cromatografia se desarrollé6 con una bomba capilar Agilent 1200 LC
y los compuestos eluyeron con un gradiente linear de seis pases de acuerdo

a las condiciones tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones experimentales del HPLC

Pase Tiempo Flujo A% B%
(min) (ul/min)
0 0.00 10.00 90.0 10.0
1 2.00 10.00 90.0 10.0
2 30.00 10.00 40.0 60.0
3 32.00 10.00 20.0 80.0
4 35.00 10.00 20.0 80.0
5 37.00 10.00 90.0 10.0
6 42.00 10.00 90.0 10.0
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9. Espectrometria de masas

La identificacion de las especies moleculares del LBPA de los trofozoitos de
E. histolytica se determind con base en el tiempo de retenciéon de los
estandares, la relacibn masa/carga (m/z) de acuerdo a los iones de LBPA
reportados en otros sistemas, asi como el analisis del ion precursor y patron
de fragmentacion. La abundancia relativa se reportd de acuerdo al area bajo

la curva registrada en cada espectro.

Para detectar los iones separados por HPLC, se utilizé un espectrémetro
3200 Q-Trap (Applied Biosystem Instruments) con una fuente de ionizacion
turbo espray (LC-ESI-MS). El analisis de espectrometria de masas con
electro nebulizacién se realizé en modo negativo guardando los datos de
155 lecturas. Los datos se adquirieron mediante experimentos de
Information Dependent Acquisition (IDA), en modo full scan. En el modo de
adquisicién full scan, todas las moléculas que se ionizan en la interfase
llegan al detector y aquellos picos que son mas abundantes son adquiridos
en modo ESI-MS/MS, generando el cromatograma de los iones totales (TIC
de las siglas en inglés de Total lon Current). Para complementar la
identificacion de las especies moleculares de los iones detectados por LC-

ESI-MS, lipidos totales de 1.2x108 trofozoitos se analizaron por infusion
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directa, en modo negativo, en modo ion precursor de 153 m/z, el cual
corresponde a la masa del glicerol fosfato con pérdida de agua, y es
considerado un patrén de identificacion del LBPA (Mortuza et al., 2003;
www.lipidmaps.org). En seguida, los iones que presentaron el ion precursor
de 153 m/z y que coincidieron con los detectados por LC-ESI-MS, se
fragmentaron mediante espectrometria de masas en tandem MS (MS/MS).
La fragmentacién se produce por la colision del idn seleccionado mediante
una trampa de iones (LIT del sus siglas en Linear lon Tramp) con moléculas
de un gas inerte. Los iones producidos con la fragmentacién estan ligados
directamente con la composicién quimica y la estructura de la molécula. Los
parametros instrumentales para la fragmentacion se establecieron a partir

de los optimizados con los estandares de LBPA:

Gas cortina: nitrégeno

Energia de colision: -50 eV

Potencial declustering (DP): -70 eV

Gas de colisién: nitrégeno

Voltaje del capilar: 8 V
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10. Tincién de vesiculas acidas

Un cultivo de trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento, se colocé en
cajas de cultivo estériles de seis pozos (NUNC), en cuyo fondo se colocaron
cubreobjetos estériles. Las células se incubaron toda la noche con 2ul de
Lysotracker Red (Invitrogen) por cada ml de suero TYl completo. Al
siguiente dia, se realizaron los ensayos de pinocitosis o endocitosis como se

describié previamente.

11. Ensayos de pinocitosis in vitro

Un cultivo de trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento, se colocé en
cajas de cultivo estériles de seis pozos (NUNC), en cuyo fondo se colocaron
cubreobjetos estériles. Una vez que las amibas se adhirieron al vidrio, se
cambié el medio TYlI complementado por medio TYl incompleto con 8 mg de
Dextran-FITC (Sigma Aldrich) y se incub6 durante 0, 15, 30, 120 y 200
min. Pasado este tiempo, los trofozoitos se lavaron con PBS a 37 °C para
evitar su desprendimiento. Posteriormente, las células se fijaron con para-
formaldehido (PFA) al 4 % durante 1h a temperatura ambiente y se sigui6

la técnica de inmunofluorescencia indirecta descrita mas adelante.
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12. Obtencién de eritrocitos

Mediante puncién venosa se obtuvo una muestra de sangre humana, la cual
se colocd en solucién Alsever (0.02 M de citrato de sodio, 0.07 M de
cloruro de sodio, 0.1 M de dextrosa, ajustando el pH a 6.1 con 0.01 M de
acido citrico) para evitar su coagulacion. La muestra se centrifugé a 500 xg
y se lavd cuatro veces por 10 min con solucidén Alsever. El sobrenadante se
decant0 y los eritrocitos ubicados en la pastilla celular se cuantificaron en

una camara de Neubauer empleando la siguiente féormula:

Sumatoria de los eritrocitos ubicados en los 5 cuadrantes)/5*25*(factor de
dilucién) = eritrocitos/ml

13. Ensayos de eritrofagocitosis in vitro

Un cultivo de trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento, se coloc6 en
cajas de cultivo estériles de seis pozos (NUNC), en cuyo fondo se colocaron
cubreobjetos estériles. Una vez que las amibas se adhirieron al vidrio, se
cambié el medio TYlI complementado por medio TYI incompleto con 50
eritrocitos humanos por cada trofozoito. La interaccion entre los dos tipos

celulares se permitié durante O, 15 y 90 min. Pasado este tiempo, los
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trofozoitos se lavaron con PBS a 37 °C para evitar su desprendimiento.
Posteriormente, las células se fijaron con para-formaldehido (PFA) al 4 %
durante 1h a temperatura ambiente y se siguié la técnica de
inmunofluorescencia indirecta descrita mas adelante. En el caso de las
muestras que se analizaron por microscopia electrénica, los trofozoitos se
fijaron con una mezcla de PFA al 4% y glutaraldehido 0.5% durante 1 h a

temperatura ambiente.

14. Inmunofluorescencia indirecta

Las muestras fijadas después de los ensayos de endocitosis in vitro, se
lavaron tres veces con PBS. Después, las células se permeabilizaron con
PBS-saponina al 0.2% (SIGMA) durante 10 min. Posteriormente, se
bloquearon los sitios inespecificos con 0.5% albimina (Sigma) (BSA por sus
siglas en inglés bovine serum albumin) re-suspendida en PBS-saponina al
0.2% durante 30 min a temperatura ambiente. Seguido de esto, las
muestras se incubaron con el anticuerpo primario (6C4, anti-EhADH, anti-
EhRab7A) durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, la muestra se lavo
en tres ocasiones con PBS y se incub6 1 h con un anticuerpo secundario
anti-raton acoplado a Alexa-594 (Invitrogen) diluido 1:100 en PBS.

Nuevamente, las células se lavaron tres veces con PBS y se montaron los
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cubreobjetos sobre portaobjetos con una gota de Vectashield. Las
preparaciones se fijaron con barniz de ufas en el perimetro del
cubreobjetos. Finalmente, las células se examinaron a través de un
microscopio Nikon Diaphot 200 acoplado a un sistema de barrido de laser

confocal MRC 1024 (Bio-Rad).

15. Cuantificacion de fluorescencia

Las imagenes de microscopia confocal fueron analizadas con el software
Image J 1.48 i (44). Para cuantificar la intensidad de la fluorescencia
intracelular, utilizamos las imagenes de la proyeccién maxima, en donde, se
dibujé la region alrededor de cada célula y se midieron los valores del area,
la intensidad integrada, y el valor promedio de gris. También, se tomaron
los registros de otras regiones sin fluorescencia al lado de la célula para
usarlos como fondo de fluorescencia. La cantidad neta de intensidad de
fluorescencia por pixel, expresada como fluorescencia celular total corregida
(CTCF por sus siglas en inglés: Corrected Total Cell Fluorescence), se

calculé para cada trofozoito de acuerdo a la siguiente férmula (45 y 46):

CTCF= fluorescencia intracelular total - (area de la célula x fluorescencia del
fondo)
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Donde la fluorescencia intracelular total es la suma de la intensidad de los
pixeles de cada célula (valor de la intensidad integrada); y la fluorescencia
del fondo es el valor de la sefial por cada pixel de la region sin fluorescencia

medido junto a la célula (promedio de gris).

Para medir las vesiculas tenidas, se obtuvieron los cortes en Z de 1-um de
cada célula. La escala fue calibrada para medir y contar las vesiculas con un
diametro de 2 a 14 um. Para determinar el nUmero de vesiculas tenidas con
ambos fluorocromos, se utilizaron cortes celulares en Z de 1-um y se
analizaron con el plugin JACoP (por sus siglas en inglés Just Another Co-
localization Plugin) (47). Para calcular el porcentaje relativo de vesiculas
tenidas durante la pinocitosis y la fagocitosis, el nimero de vesiculas

tenidas con el anticuerpo 6C4 se tomé como 100%.

16. Ensayos de microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Se realizaron ensayos de eritrofagocitosis in vitro durante O, 15 y 90 min,
las muestras se cosecharon y fijaron con para-formaldehido al 4% vy
glutaraldehido al 0.5% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente.
Enseguida, las muestras fueron embebidas en una resina LR White (London

resin company Ltd), la cual se polimerizé toda la noche a 4°C bajo luz
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ultravioleta (UV). Posteriormente, se realizaron cortes ultrafinos (70 nm)
de la resina polimerizada. Los cortes se colocaron sobre rejillas de niquel
recubiertas de formvar al 0.53% disuelta en dicloroetano. Las muestras
fueron lavadas dos veces con PBS, bloqueadas con 1% BSA durante 15 min
y se incubaron con anticuerpo 6C4 toda la noche a 4°C. Los cortes fueron
lavados e incubados durante1l h con un anticuerpo de cabra anti-raton
conjugado con particulas de oro coloidal de 20 nm (Ted Pella Inc.). Por
ultimo, las muestras se lavaron y observaron a través de un microscopio de
transmision Joel JEM-1011. Las particulas de oro se cuantificaron en cada

64 um?en al menos 12 cortes.

17. Ensayos de inmunoprecipitacién

Trofozoitos que fagocitaron eritrocitos durante 90 min y trofozoitos en
condiciones basales, se re-suspendieron en una solucion de Tris-HCI (10
mM), NaCl (50 mM) con un coctel de inhibidores de proteasas (PHMB, IA,
NEM and TLCK) y se lisaron mediante ciclos de congelacion en nitrégeno
liquido y descongelacion usando el vortex. Simultdneamente, 200 ul de
proteina G recombinante (rProteinG) acoplada a perlas de agarosa
(Invitrogen), fueron incubados con 100 ug del anticuerpo anti-EhCPADH, o

el 6C4, o con el suero pre-inmune durante 2 h a 4° C con agitacién suave
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para generar el complejo rProteinG-anticuerpo. Después, las muestras se
lavaron cinco veces con 0.5% BSA disuelto en PBS durante 5 min con
agitacion suave y centrifugacion a 11,600 x g durante 2 min. Por otro lado,
con el fin de eliminar las posibles interacciones inespecificas de las perlas
con el lisado celular, éste se incub6 con 200 ul de rProteinG durante 2 h at
4 ° C con agitacion suave y se centrifugé a 11, 600 g. una vez que se
obtuvo el lisado celular pre-aclarado, se incubd con las perlas de agarosa
acopladas al complejo proteina G-anticuerpo a 4° C, ON. Las muestras se
recuperaron mediante centrifugaciéon y después de cinco lavados con PBS,
las muestras se colocaron en una membrana de nitrocelulosa para detectar
mediante ensayos de dot blot a la proteina EhRADH o al LBPA con un
anticuerpo secundario especifico para las cadenas ligeras (1:10,000) (No.
Cat. 115-035-174 and 211-032-171, Jackson ImmunoResearch). Como

control se realizé el mismo procedimiento con eritrocitos humanos.

Para confirmar la identidad de las proteinas detectadas mediante los
experimentos de dot blot, se agregaron 60 ul de solucién amortiguadora 4
X (40% glicerol, 240 mM Tris-HCI pH 6.8, 8% SDS, 0.04% azul de
bromofenol y 5% B-mercaptoetanol) a los muestras inmunoprecipitadas, las

cuales se hirvieron durante 3 min y se centrifugaron a 11,600 xg durante 2
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min at 4 °C. Posteriormente, 30 ul del sobrenadante se cargaron en geles
de poliacrilamida al 12.5% SDS-PAGE; las proteinas separadas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se realizaron ensayos de
western blot usando el anticuerpo anti-EhADH y un anticuerpo secundario

acoplado a peroxidasa (Zymed) (1:9 000).

18. Docking molecular

La optimizacion de la geometria del ligando 2,2’-bisoleoyl-LBPA se realiz6
con el software Gaussian 03 (Frischet et al, 2004), utilizando una base
AM1. El modelaje molecular 3D de la proteina ERADH se construy6 con el
software I-TASSER (Zhang et al., 2008) usando un ordenador IMac 2.7 GHz
Intel core I5. El alineamiento de la proteina EhRADH (Q9U7F6 UniprotkKB) se
realizé con el programa protein-blast (NCBI) con la secuencia 2R03 de la
base de datos PDB. El docking se realizé usando el programa Molecular
Operating Environment (MOE) (Chemical Computing Group Inc, Montreal,
Quebec Canada). Se analizaron los sitios de interaccién de la proteina
EhRADH completa y usando la secuencia reportada por Bissig et al., 2013
localizada en el dominio Bro1. Para construir las mutantes, los residuos
ubicados en el C-terminal de EhADH, fueron mutados in silico (L441A,

D442A, S443A, E447R, Q651R, N655A and R663T); posteriormente, se
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realizd el docking con el LBPA. Por otro lado, el Dominio Bro1 se mutd en
los residuos Y89A, D90A, E95A, DI96A, S97A, K98A, PI99A, K101A and
F102A; y los aminoacidos ubicados del 225-227 fueron deletados.
Enseguida, se realiz6 una dinamica molecular en el cluster hibrido Xiuhciatl

(http://clusterhibrido.cinvestav.mx/) usando el software NAMD 2.8 (50) y

CHARMM27 (51), con un campo de fuerza GPU-CUDA. Las interacciones

electrostaticas se midieron con Particle Mesh Ewald (PME).

Los atomos de hidrégeno se adicionaron usando el software psfgen del
programa VMD (52). Los parametros del campo de fuerza para no
considerar uniones fueron de 9 A y un tiempo de 2 fs. La energia de
minimizacion del sistema fue de 1000 pasos seguidos por u8na
estabilizacion de 1 ns sin restricciones. La dinamica molecular se realizé 25
ns usando un ensamble de NTC. Después de la dinamica molecular del
dominio Bro1l mutado, se realiz6 el docking con el LBOPA a 0, 1, 10y 14

ns.

19. Analisis estadistico

Las graficas y el analisis estadistico se realizaron con el software

GraphPadPrism 6. Cada punto de las graficas representa las mediciones en
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12-15 trofozoitos, los valores estan dados en los promedios * la desviaciéon
estandar. Se aplicé la prueba de T de Student”s comparando los valores de
cada uno de los tiempos con el primer tiempo analizado de las cinéticas.
Los valores de p mayores a 0.05, no se consideraron como representativos
estadisticamente. Los resultados entre 0.05 (*) y 0.01 (**), se
interpretaron como representativos y los valores de p menores a 0.001

(***), se reportaron como altamente significativos.
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RESULTADOS

Identificacién del LBPA

1. El LBPA esta presente en lipidos de E. histolytica

En células de mamifero, se ha usado el anticuerpo 6C4 como marcador de
endosomas tardios, lisosomas y fagolisosomas. Por otro lado, con esta
herramienta ha sido posible la caracterizacién funcional de este fosfolipido
en varios procesos celulares (Kobayashi, et al. 2000). En este trabajo, con
el fin de identificar el LBPA en lipidos de E. histolytica, se realizaron ensayos
de ELISA usando el anticuerpo 6C4. Se utilizaron placas recubiertas con
lecitina de huevo, la cual es una mezcla natural de fosfolipidos; también se
usaron los estandares de PG y LPG que son posiblemente los precursores en
la via de sintesis del LBPA. Como control positivo, se uso el estandar de
LBPA y extractos de lipidos de células BHK. Por otro lado, se usaron
extractos de proteinas y lipidos extraidos de trofozoitos y de células BHK.
En la figura 8, se observd que el anticuerpo reconoce principalmente al
estandar de LPBA y los extractos de lipidos, tanto de amiba como de los
fibroblastos. En las muestras de proteinas se observd un ligero

reconocimiento (Fig. 8A) que podria ser LBPA asociado a las mismas. Estos
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resultados coinciden con el reporte de especificidad del anticuerpo 6C4 de
Kobayashi et al. (1999). Ademas, el anticuerpo 6C4 reconoci6 a los lipidos
totales de E. histolytica de manera dosis dependiente, no asi a las proteinas
(Fig. 8B). Con estos resultados, se demuestra la presencia de LBPA en los

lipidos totales de E. histolytica.

98



B)

OD 492 nm

o
(0]
)

4
o
w

o
-—
1

0.8 —

0.6 4

0.4 -

0.2 4

0.0 -
ng

*%

0 40 100 40 100 LBPA
F———Eh Lip——— F—EhProt— (Std)

99



Figura 8. Inmunodeteccidén del LBPA en muestras de distintos fosfolipidos
por ensayos de ELISA. A) Las muestras que se utilizaron fueron lecitina de
huevo, estandares de fosfatidilglicerol (PG), liso-fosfatidilglicerol (LPG) y
(5,S7)-2,2" -bisoleoyl-LBPA, Eh lip: extractos de lipidos de E. histolytica;
BHK lip: extractos de lipidos de células BHK; EH prot: extractos de proteinas
de E. histolytica; BHK prot: extractos de proteinas de células BHK. B) Eh
Lip: 40 y 100 pg; Eh prot: 40 y 100 pg; LBPA 10 ug de (5,57)-2,2"-
bisoleoyl-LBPA. Se uso el anticuerpo 6C4 que fue detectado con un
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa y la absorbancia se ley6 a 492

nm.
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Una vez que se detectd al LBPA en los trofozoitos de E. histolytica, se
caracteriz6 estructuralmente al fosfolipido mediante técnicas de quimica
analitica. Se sabe que cada familia de fosfolipidos tiene caracteristicas
fisicoquimicas particulares determinadas por su grupo polar, las cuales son
utiles para la purificacion e identificacion de los diferentes compuestos. La
TLC es una técnica que permite separar los lipidos de acuerdo a su
polaridad permitiendo que el corrimiento cromatografico de cada familia de
fosfolipidos sea diferente. El LBPA se identific6 en las membranas de
lisosomas purificados de Dictyostelium discoideum mediante TLC por
comparacion del corrimiento cromatografico con estandares (Rodriguez-

Paris, et al. 1993).

En este proyecto, con el fin de purificar los fosfolipidos con un patrén
cromatografico igual al del estandar (S,S)-2,2"-bisoleoyl-LBPA, los
extractos de lipidos totales se procesaron mediante cromatografia en capa
fina. Con las condiciones experimentales utilizadas, se determiné que el Rf
del estandar (S,S5)-2,2" -bisoleoyl-LBPA es de 0.50. Al analizar el corrimiento
cromatografico de los extractos de lipidos de amiba, se observd que estos
se separaron en ocho bandas, las cuales se nombraron con las letras A, B,

C, D, E, F, G, y H. La fraccién “A” present6 un corrimiento cromatografico
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con un Rf de 0.50, al igual que el estandar (Fig. 9 A). Los compuestos
contenidos en las fracciones “A-H” se extrajeron de la silica con metanol-
cloroformo (2:1 v/v), se secaron con nitrégeno liquido y se utilizaron para
realizar ensayos de dot blot para confirmar que la fraccidn que co-migré
con el estandar, también es reconocida por el anticuerpo 6C4. Por otro
lado, los mismos compuestos se analizaron mediante LC-ESI-MS y MS/MS

para identificar las especies moleculares del LBPA.

Para los ensayos de dot blot, las muestras extraidas de las fracciones “A-
H”, lipidos totales, lecitina de huevo y el estandar (S, S)-2,2" -bisoleoyl-
LBPA re-suspendidas en isoporopanol:agua (95:5% v/v) fueron colocados
sobre una membrana de PVDF. Al revelar el anticuerpo 6C4 con un
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa, la reaccion resulté positiva
con la fraccién “A”, los lipidos totales y el estandar. Como se esperaba, las
reacciones con la lecitina y los fosfolipidos extraidos de las otras fracciones
resultaron negativas (Fig. 9B). Con estos experimentos, confirmamos que el

LBPA es un componente de los lipidos de E. Histolytica.
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Figura 9. El LBPA forma parte de los fosfolipidos de E. histolytica.
A) TLC de 50 mg de lipidos totales de E. histolytica (Eh Lip) y el estandar
(S, S7)-2,2  -bisoleoyl-LBPA (Rf=0.50) (LBPA Std) revelado con vapores de
iodo; fase movil Isopropanol:n-Hexano:H,0 (8:6:1.5, v/v/v). Las letras a la
derecha sefalan los fosfolipidos de amiba separados. B) Membranas de
PVDF analizadas por dot blot con el anticuerpo 6C4 y revelado con un
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa: Lecitina; Spot A-H: fraccidnes
“a-h” separadas por TLC en la figura 9 A; Eh Lip, lipidos totales; LBPA
(STD): estandar (S, S")-2,2 -bisoleoyl-LBPA y Sec Ab, reaccién con

anticuerpos secundarios.
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2. ldentificaciébn de las especies moleculares de LBPA de E.

histolytica

Existen al menos seis especies moleculares de LBPA en los

trofozoitos

En distintas células de mamifero, se ha demostrado por HPLC vy
espectrometria de masas que la molécula de LBPA esterifica principalmente
acidos grasos insaturados y se han reportado mas de 28 especies
moleculares de LBPA de diversos tamanos, desde 719 hasta 889 m/z
dependiendo de la longitud de sus grupos acilos (Kakela, et al. 2003). La
relacibn masa/carga (m/z) es una magnitud fisica usada en la
electrodinamica de las particulas cargadas; y resulta de dividir la masa (la
suma del peso molecular de los atomos que conforman la molécula) entre

su carga eléctrica, que en el caso del LBPA es 1.

En esta investigacion, con el fin de caracterizar el tiempo de retencién de
los estandares, y a su vez, optimizar las condiciones experimentales, se
analiz6 el estandar (S,S)-2,2 " -bisoleoyl-LBPA. En la figura 10 A se muestra

el cromatograma (TIC por sus siglas en inglés total ion current) que
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representa la intensidad del total de iones eluidos (eje y) a través del
tiempo de corrida de HPLC expresado en minutos (eje x). Se observa un
pico mayoritario con intensidad del 80% aproximadamente indicado con la
flecha, cuya elusién es en el minuto 24.57. Los iones contenidos en esta
curva, se detectaron con el espectrometro de masas programado con la
modalidad de cromatografia liquida con ionizacién por electronebulizacion
(LC-ESI-MS por sus siglas en inglés liquid chromatography - electrospray
ionisation - mass spectrometry) en modo full scan. Con este analisis, se
encontré en el espectro un ion de 773.5 m/z (eje x) con intensidad del
100% (eje y) (Fig. 11 B), que corresponde al estandar de LBPA con dos

acidos oléicos (Kobayashi et al. 2002).

Como se menciond anteriormente, la caracterizacion estructural de los
fosfolipidos por espectrometria de masas, esta basado en la relacibn m/z
de las moléculas completas, y de los iones correspondientes a los grupos
funcionales que las conforman. Esta técnica instrumental permite aislar las
moléculas con determinada relacion m/z en una trampa de iones, donde se
genera la fragmentacion de las mismas mediante su colisiobn con un gas
inerte rompiendo los enlaces débiles de la molécula generando varios iones

producto, los cuales corresponden a los grupos funcionales y diversos
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fragmentos moleculares. El ion producto de la fragmentacion que
representa el grupo polar de los fosfolipidos, se considera como el ion
precursor de cada familia de fosfolipidos. El ion precursor caracteristico de

los glicerofosfolipidos es de 153 m/zy corresponde al glicerolfosfato.

Para comprobar la identidad del ion de 773.5 m/z detectado por LC-ESI-MS,
éste se fragmentd por espectrometria de masas en tandem MS/MS. En la
figura 11, en el eje y se observa la intensidad de los iones producto y en el
eje x, la relacion m/z de cada uno de ellos. El espectro de fragmentacion es
considerado como patrén de identificacion del LBPA: el ion de 79 m/z,
corresponde al fosfato (PO;), el fragmento de 171 m/z representa al grupo
glicerolfosfato, sin embargo, es un ion inestable que tiende a perder agua
generando el ion de 153 m/z (Mortuza, et al. 2003); (www.lipidmaps.org).
También se observa el ion de 773.7 m/z que corresponde a la molécula
completa, la baja intensidad de este ion indica que las energias de colision
utilizadas son optimas para la descomposicion molecular. En este caso,
también se gener6 un ion producto de mayor intensidad de 281 m/z, el
cual indica que se desprendieron dos acidos grasos (RCOO) de cada
molécula de LBPA. Sin embargo, en otras especies moleculares de LBPA, los

iones que corresponden a los grupos acilos pueden variar de masa
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molecular, dependiendo de la longitud de los mismos; por lo tanto, estos no

son considerados como parte del patron de identificacion del LBPA.

Con estos experimentos se caracterizaron los estandares estableciendo las
condiciones experimentales de sistema LC-ESI-MS para identificar moléculas
de LBPA por tiempo de retencién, y por otro lado, se detectaron las
energias de colisién 6ptimas para confirmar la identidad de los iones a partir
del patron de fragmentacién, el cual esta representado por los iones

producto de 79y 153 m/z.

Posteriormente, se analizaron los compuestos contendidos en la fraccion
purificada por TLC correspondiente al LBPA de E. histolytica con el fin de
determinar las especies moleculares de este fosfolipido. El espectro de
masas de los fosfolipidos de amiba generado por LC-ESI-MS, reveld al menos
seis iones que conforman dos grupos de iones de LBPA. El grupo |, esta
compuesto por tres iones con 772.58, 774.78 y 776.58 m/z; en el grupo
ll, se encontraron los compuestos con 798.78, 800.76 y 802.68 m/z (Fig.
12). Los iones de cada grupo corresponden a moléculas de LBPA con los
acidos grasos esterificados de la misma longitud, pero con distintos niveles
de instauracién (Tabla 1). Con el fin de confirmar la identidad de los seis

iones detectados por LC-ESI-MS, se generé el patron de fragmentaciéon de
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cada uno de ellos mediante MS/MS en modo negativo product ion scan,

resultando todos positivos al patrén de fragmentaciéon del LBPA.

Por otro lado, para validar de otra forma que los iones detectados por LC-
ESI-MS corresponden a moléculas de LBPA, los lipidos totales de trofozoitos
se analizaron por infusion directa en el espectrometro de masas con el
modo negativo, ion precursor de 153 m/z. En este analisis, encontramos
los seis iones encontrados mediante LC-ESI-MS descritos anteriormente.
Este modo de analisis permite fragmentar los iones y detectar aquéllos que
producen el ion de interés, en este caso, el de 153 m/z que corresponde a

los glicerofosfolipidos.
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Figura 10. Analisis por LC-ESI-MS del estandar (S,S)-2,2°-
bisoleoyl-LBPA. A) TIC del perfil cromatografico. B) Espectro de masas
LC-ESI-MS de los iones eluidos en los minutos 14-39 y detectados en modo

negativo full scan.
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Figura 11. Patrén de fragmentacién del (S,S)-2,2 -bisoleoyl-LBPA.
Espectro de los iones producto de la fragmentacién del ion de 773 m/z

detectados por MS/MS en modo negativo product ion scan.
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Figura 12. Existen al menos seis especies moleculares de LBPA en
E. histolytica. Espectro obtenido por ESI-MS de los iones eluidos al minuto
24-25 de la fraccion “A” purificada por TLC de los lipidos totales de E.

histolytica.
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Los experimentos realizados en este trabajo, permitieron validar la
identificacion de las especies moleculares de LBPA por tres metodologias,
por tiempo de retencion durante la corrida de HPLC, por espectrometria de
masas por medio del patréon de fragmentacion y por el analisis de ion
precursor de 153 m/z. Ademas los seis iones encontrados, coinciden con
las especies moleculares reportadas en varios tipos de células de mamifero
(Luquain, et al. 2000); (Luquain, et al. 2001); (Masafumi, et al. 2001);
(Kobayashi, et al. 2002); (Meikle, et al. 2002); (Mortuza, et al. 2003);
(Kakela, et al. 2003); (Meikle, et al. 2008). Con lo cual se concluye, que
existen al menos seis iones principales de LBPA en la composicion lipidica de
E. histolytica, posiblemente, con otras condiciones experimentales se

detecten otras mas.

EL LBPA de E. histolytica mas abundante es de subclase

38:3(18:1/20:2)

Los resultados obtenidos con el cromatografo acoplado al espectrémetro
de masas, se describen en la tabla 1 indicando la relacibn m/z de los iones

detectados, la subclase de fosfolipidos y la abundancia relativa de las
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especies moleculares de LBPA identificadas. Las especies moleculares se
determinaron con base en los iones reportados en otros sistemas y la
abundancia relativa se determin6 de acuerdo al area bajo la curva (cuentas
por segundo de intensidad CPS) de los espectros generados por LC-ESI-MS.
Los seis iones moleculares de LBPA detectados en este trabajo,
representan la subclase de fosfolipidos 36 y 38 con los niveles de
instauracién desde 1 hasta 4. Los acidos grasos mas abundantes son
insaturados 18:1 y 20:2. El Unico acido graso saturado encontrado fue el
18:0. El ion de LBPA con mayor abundancia relativa es una molécula

asimétrica de subclase 38:3 (18:1/20:2).
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Tabla 2. Especies moleculares de LBPA en E. histolytica

lon Molecular

m/z Subclase Especie Molecular ~ Abundancia Relativa
1 772.58 36:3 18:1/18:2 10
2 774.48 36:2 18:1/18:1 25
3 776.58 36:1 18:1/18:0 4
4 798.72 38:4 18:0/20:4 8
5 800.76 38:3 18:1/20:2 43
6 802.68 38:2 18:1/20:1 11
(18:0/20:2)
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Tabla 2. lon molecular: nimero consecutivo asignado con base en la
relacibn m/z de manera ascendente. m/z. donde m es la suma del peso
molecular de los atomos que componen el ion/z: nimero de carga (1).
Subclase: suma del numero de carbonos de los dos acidos grasos: numero
de instauracion de ambas cadenas alifaticas. Especies moleculares: longitud
y nivel de instauracion de cada uno de los acidos grasos expresados con el
namero de carbonos: nimero de instauraciones del grupo acilo 1/numero
de carbonos: nimero de instauraciones del grupo acilo 2. Abundancia
relativa: determinada de acuerdo al area bajo la curva de los iones en el

espectro LC-ESI-MS.
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3. Localizacion celular del LBPA

El LBPA se encuentra en las vesiculas acidas de trofozoitos

En trofozoitos de E. histolytica, el LBPA fue identificado a través de
microscopia electronica de transmisién con el anticuerpo 6C4 y anticuerpos
secundarios marcados con particulas de oro. Las imagenes de TEM
mostraron que el LBPA se encuentra distribuido en el citoplasma y en
vesiculas de diferentes tamafos (Fig. 13A). El nimero de particulas de oro
se contaron en las imagenes encontrando que en promedio, el 71.8% se
encuentra en vesiculas, mientras que el 28.2% en el citoplasma (Fig. 13B).
Estos resultados coinciden con la localizacién reportada del LBPA en otras

células de mamiferos (Kobayashi, et al., 2000).

Se sabe que LBPA se encuentra asociado a endosomas tardios, lisosomas y
fagolisosomas en varias células de mamiferos y organismos de otros reinos,
como es el caso de la amiba Dictyostelium discoideum (Rodriguez-Paris, et
al. 1993). Para determinar el tipo de las vesiculas que contienen el LBPA, se
realizaron ensayos de co-localizacién con el anticuerpo 6C4 y el marcador
de lisosomas Lysotracker Red, el cual, emite fluorescencia en presencia de

protones. El anticuerpo 6C4 se detectd con un anticuerpo secundario

120



acoplado a FITC (verde). Las imagenes de microscopia confocal muestran
que el LBPA se encuentra difuso en puntos citoplasmaticos y en vesiculas
de diferentes tamanos (Fig. 14). También se observo que el Lysotracker
Red (rojo) tifie de vesiculas de distintos tamafos. Analizando el empalme de
los dos canales, se demostré la co-localizacién de ambos marcajes en color
amarillo representa el 74.6% de las vesiculas de 2-14 micras de diametro
con una asociaciéon molecular de 0.699, segun coeficiente de Pearson’s
[47]. Sin embargo, el observar vesiculas tefidas U(nicamente con
Lysotracker (26.4%) indica que todas las vesiculas que contienen LBPA son
acidas, pero no todas las vesiculas acidas LBPA (Fig. 14). Estos resultados
confirman que en trofozoitos de E. histolytica, como ocurre en otros
sistemas [27], las vesiculas que contienen LBPA tienen un pH acido. En
condiciones basales, dichas vesiculas posiblemente participan en la

endocitosis constitutiva de los trofozoitos.
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Figura 13. EI LBPA se localiza en el interior de vesiculas
citoplasmaticas. A) Imagenes de microscopia electrénica de transmisiéon
de un corte ultrafino de trofozoitos en condiciones basales tratadas con el
anticuerpo 6C4 y un anticuerpo secundario marcado con particulas de oro
coloidal (cabeza de flechas). Control: experimento realizado sin el
anticuerpo 6C4. B) Media del nimero de particulas de oro/pum? en C:

citoplasma; V: vesiculas.
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Figura 14. Inmunolocalizacién celular del LBPA por microscopia
confocal. Trofozoitos incubados con el marcador de lisosomas
Lysotracker Red (rojo) se fijaron y permeabilizaron. El anticuerpo 6C4 se
detecté con un segundo anticuerpo anti-raton acoplado a FITC (verde). El
empalme de ambos canales (merge) muestra la co-localizacién del LBPA con
las vesiculas de contenidos acidos (amarillo). En el panel de la derecha, una
imagen de microscopio de contraste de fase. Cabeza de flechas: vesiculas;

flechas: vesiculas tenidas con ambos fluorocromos.
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4. Distribuciéon celular del LBPA durante eventos endociticos

El LBPA co-localiza con pinosomas y fagosomas

Para determinar la localizacion celular del LBPA en trofozoitos durante
eventos endociticos, se marcO el fosfolipido y se detectdé mediante

inmunofluorescencia indirecta durante cinéticas de pinocitosis y fagocitosis.

Para seqguir la actividad endocitica de los trofozoitos, estos se incubaron
con dextran acoplado a FITC (verde) y con bacterias E. coli que expresan
GFP (verde) durante 15 minutos. Posteriormente, las células se fijaron e
incubaron con el anticuerpo 6C4 que fue evidenciado con un anticuerpo
anti-raton marcado con Alexa-594 (rojo) (Fig. 15). Al empalmar ambos
canales, se observdé en amarillo (flechas) la co-localizacién del LBPA con
algunos pinosomas (Fig. 15 A) y fagosomas (Fig. 15 B); sin embargo,
también se detectaron vesiculas con dextran o bacterias que no co-
localizan con el LBPA (cabezas de flecha), y a su vez, el LBPA aparece en
estructuras punteadas y difusas en el citoplasma sin co-localizacion
(cabezas de flecha). Para investigar la participacién de la LBPA en vias
pinocitica, los trofozoitos se incubaron con dextran-FITC de O a 120 min; en

seguida se fijaron, permeabilizaron y trataron con el anticuerpo 6C4
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seguido anticuerpos secundarios acoplados Alexa-594, finalmente, se
analizaron por microscopia confocal (Fig. 16). En estos experimentos, se
observaron vesiculas de distintos tamafios e intensidad durante la
pinocitosis; a los 15 y 30 min, la marca fluorescente disminuye, a los 60 y
120 min se aprecian vesiculas citoplasmaticas mas grandes y con mayor
intensidad de fluorescencia (Fig. 16). La fluorescencia intracelular
correspondiente al LBPA se cuantific6 y expres6 como CTCF; la cual,
disminuy6 drasticamente en el 84% (6.3 veces) después de 15 min de
pinocitosis (Fig. 17A). A los de 60 minutos, el nivel de LBPA aumento6
restableciéndose a los mostrados por trofozoitos en condiciones de estado
basal, mostrando una meseta después de los 60 minutos (Fig. 17A). De
acuerdo con Aley et al., [53], la meseta significa que se ha alcanzado el
equilibrio entre la endocitosis y excrecion del dextran. Durante Ia
pinocitosis, Se cuantificé el porcentaje relativo de estas vesiculas tefidas
con el dextran-FITC y el anticuerpo 6C4. Durante los 15 y 120 min de
pinocitosis, el nimero de vesiculas co-tenidas (Fig. 16 flechas) aument6 de
33.8% en 15 min a un 56.6% después los 120 min (Fig. 17B); la asociacion
entre el dextran-FITC y el LBPA fue de 0.61 a 0.7 de acuerdo al Coeficiente
de Pearson (Fig. 17C). De acuerdo a los reportes de otros autores, el LBPA
disminuye drasticamente al principio de la endocitosis debido a que los
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fosfolipidos, incluyendo el LBPA, participan como aceptores y donadores de
cadenas alifaticas para sintetizar otros metabolitos (Conrhad et al., 1999).
Nuestros resultado sugieren que el LBPA de E. histolytica esta presente en
pinosomas en  diferentes concentraciones durante las cinéticas de
pinocitosis; es necesario estudiar las razones de la drastica disminucién
seguida del aumento de la concentracién del LBPA durante la pinocitosis de

E. histolytica.
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Figura 15. Inmunolocalizacién del LBPA durante la endocitosis.
Trofozoitos incubados durante 15 minutos con A) dextran-FITC (verde) y
B) E. col-GFP, se fijaron y permeabilizaron. El anticuerpo 6C4 se detect6
con anticuerpos secundarios acoplados a Alexa-594 (rojo). Merge: se
muestra el empalme de los canales descritos anteriormente. La imagen de la

derecha muestra el contraste de fase.
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Figura 16. Inmunolocalizacién del LBPA durante la pinocitosis.
Imagenes de microscopia confocal de trofozoitos incubados con dextran-
FITC a diferentes tiempos a 37 °C. El LBPA fue detectado con el anticuerpo
6C4 y anticuerpos secundarios acoplados con Alexa-594. Flechas: Co-
localizacion de la LBPA y particulas ingeridas de dextran. Puntas de flecha:

vesiculas tenidas con LBPA o dextran-FITC.
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Figura 17. Cuantificacibn de fluorescencia intracelular
correspondiente a LBPA y dextran-FITC durante la pinocitosis.
Las imagenes de microscopia confocal fueron analizados utilizando el
software Image J 1.48i para medir: A) Fluorescencia intracelular del
anticuerpo 6C4 y dextran-FITC. CTCF: fluorescencia total corregida
intracelular. B) Porcentaje relativo de vesiculas co-tefidas con el anticuerpo
6C4 y dextran-FITC durante la pinocitosis. C) Asociacidon de moléculas
segun el Coeficiente de Pearson (PC). Los datos muestran la media *

desviacion estandar. (*): p < 0,051, (**): p < 0.001.
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El LBPA se encuentra en fagosomas que contienen eritrocitos

Con el objetivo de inmunolocalizar el LBPA durante uno de los principales
eventos de la virulencia de E. histolytica: la fagocitosis, se realizaron
cinéticas de eritrofagocitosis y se observaron las muestras por microscopia.
Para determinar las ultra estructuras celulares que albergan el LBPA en los
trofozoitos durante la eritrofagocitosis, se realizé microscopia electrénica
de transmision (TEM) (Fig. 18). En las imagenes se observan cortes de
trofozoitos incubados con eritrocitos durante 15 y 90 min. A los 15
minutos, la marca se observd en el interior de algunas vacuolas cercanas a
los eritrocitos, 2.1 particulas de oro por um? en la membrana limitante de
los eritrofagosomas y 1.5 dentro de los eritrocitos (Fig. 18A, C). En
contraste, a los 90 minutos de interaccion celular, la cantidad del LBPA
aumentd 11 veces sobre los eritrocitos endocitados en comparacién con
los tiempos tempranos (Fig. 18A, C). El control se procesé de sin usar el
anticuerpo primario 6C4. La cuantificacion de particulas de oro demuestra
que el LBPA aumenta dos veces en las vesiculas citoplasmaticas en el
proceso de eritrofagocitosis de 2.7 en el tiempo O a 5.5 en 90 min (Fig.
18B, C); sugiriendo que podria estar ocurriendo la fusion entre de vesiculas

con los fagosomas.
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Por otro lado, las imagenes de microscopia confocal demostraron que en
condiciones de estado basal, el LBPA se acumula en vesiculas de diferentes
tamanos (4-10 um). Sin embargo, el fosfolipido se encontré en grandes
vesiculas después de 60 min de la fagocitosis (Fig. 19A). Mediante la
comparacion de la CTCF con el tiempo 0, se demostré6 que el LBPA
disminuydé un 36% a los 15 min de la fagocitosis, después aumenté 1,6
veces, es decir, un 60% mas en el minuto 60 y 90 (Fig. 19B). Ademas, el
porcentaje relativo de eritrocitos tefiidos con LBPA también aument6 1.72

veces, de 49.7% en 15 min a 85.7%, en 90 min (Fig. 19C).

En conjunto, estos resultados confirman que el aumento del LBPA en los
fagosomas sucedié después de 15 min de la fagocitosis; lo cual nos
permite inferir que el LBPA participa en la fagocitosis y forma parte de
fagosomas y lisofagosomas, como se ha reportado para otros sistemas [27,

55, 56].
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Figura 18. Inmunolocalizacién del LBPA durante |Ia
eritrofagocitosis. A) TEM de fagosomas de trofozoitos incubados con
eritrocitos 15 a 90 minutos a 37 °C, el LBPA fue localizado utilizando el
anticuerpo 6C4 y un anticuerpo secundario marcado con oro. Puntas de
flecha: particulas de oro. Control: Los analisis realizados utilizando
anticuerpos sélo secundaria. B) Fagosoma con particulas de oro en vacuolas
alrededor de los eritrocitos. C) Cuantificacién de particulas de oro durante
la fagocitosis. v: vesiculas; c: citoplasma; MPh: membrana del fagosoma; Ph:
fagosoma. Los datos representan la media + desviacién estandar. (*): p <

0.05, (**): p < 0.001, (***): p< 0.0001.
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Figura 19. Inmunolocalizacién celular del LBPA durante la
fagocitosis detectada por microscopia confocal. A) Imagenes de
trofozoitos incubados con eritrocitos 15 a 90 minutos a 37 °C, el LBPA fue
localizado utilizando el anticuerpo 6C4 y un anticuerpo secundario acoplado
a Alexa-694. Puntas de flecha: Vesiculas tenidas. B) Fluorescencia
intracelular del anticuerpo 6C4. CTCF: fluorescencia total corregida
intracelular. C) Porcentaje relativo de fagosomas tefidas con el anticuerpo
6C4 y Los datos muestran la media + desviacién estandar. (*): p < 0,051,

(**): p < 0.001.
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5. Asociacién del LBPBA con |la proteina EhRab7A

La investigacion de las interacciones moleculares ha permitido entender
mejor los procesos endociticos del parasito. En células de mamifero, las
GTPasas Rab7 son consideradas marcadores de endosomas tardios, ya que
participan en la regulacion del trafico molecular a través de los endosomas
hacia los endosomas tardios y lisosomas. En el E. histolytica se encuentran
varios genes que codifican para las proteinas Rab7. EhRab7A se ha
encontrado en los fagosomas después de los 30 min de fagocitosis. De
acuerdo a Saito-Nakano y colaboradores, esta molécula participa en Ia
maduracién de endosomas tardios y esta presente en vesiculas de reciclaje
de los fagosomas hacia el aparato de Golgi (cBredeston, et al. 2005). para
determinar la asociacién del LBPA de E. histolytica con EhRab7A durante la
eritrofagocitosis, realizamos ensayos de co-localizacion usando los
anticuerpo 6C4 y anti-EhARab7A (Fig. 20). En condiciones basales,
encontramos que ambas moléculas se asocian en pequenas vesiculas.
Durante la eritrofagocitosis, el porcentaje de co-localizacién entre ambas
moléculas aumentd, principalmente alrededor de los eritrocitos ingeridos y
dentro fagosomas multivesiculares que contienen eritrocitos y vacuolas

(Fig. 20B).
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Figura 20. Co-localizaciébn del LBPA y EhRab7A durante la
eritrofagocitosis. Imagenes de micrsocopia confocal de trofozoitos en
condiciones basales (O min) y después de la incubacion con eritrocitos a
diferentes tiempos. Los trofozoitos fueron tratados con los anticuerpos
6C4 y anti-EhRab7A, seguidos por anticuerpos secundarios marcados con
FITC y TRITC, respectivamente. Contraste de fase + Merge: empalme de
imagenes de los dos canales ademas de contraste de fase. Zoom: la
ampliacion de la zona de plazas de contraste de fases y el empalme. Puntas
de flecha vacias: fagosomas; Puntas de flecha llenas: vesiculas; Flechas: co-
localizacion de fluorocromos; e: eritrocitos. B) Amplicaion del cuadro
mostrado en merge, 30 min. C) Esquema del fagosoma multivesicular

mostrado en B.
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6. El LBPA interactida con la proteina EhADH en condiciones

basales y durante eventos de fagocitosis.

En células de mamifero, el LBPA esta involucrado en eventos de trafico
vesicular asociado a la proteina Alix (Matsuo et al., 2005); (Bissig, et al.
2013). Por lo tanto, en este trabajo de investigacidbn también nos
enfocamos en determinar si el LBPA detectado interacciona con la proteina
EhADH, la cual también forma parte de la familia Alix y a su vez, se ha
reportado que participa activamente durante al fagocitosis de E. histolytica
(Garcia-Rivera et al., 1999; Bafuelos et al., 2012). Se realizaron cinéticas
de eritrofagocitosis y ensayos de triple marcaje de ambas moléculas y
Lysotracker Red mediante microscopia confocal utilizando el anticuerpo
6C4 y anti-EhADH seguidos de anticuerpos secundarios acoplados con

Alexa-594 y FITC, respectivamente.

Se sabe que el LBPA se encuentra en vesiculas con un pH de 5.5
aproximadamente y que este fosfolipidos interactia con la proteina Alix
durante el trafico vesicular. En E. histolytica, la proteina EhRADH actia como
receptor de eritrocitos durante la fagocitosis y participa en la formacion de
endosomas, interactuando con la proteina EhVps32 (yunuen). Nosotros

investigamos la naturaleza de las vesiculas que contienen LBPA asociado
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con EhADH utilzando el Lysotracker Red y los respectivos anticuerpos. Las
imagenes de microscopio confocal mostraron que en condiciones basales,
los tres marcadores colocalizan (Fig. 21). La proteina EhADH se encontr6
en la membrana plasmatica y en en citoplasma, como se ha reportando
anteriormente (Garcia-Rivera, et al. 1999). Durante la fagocitosis también
se observé el triple marcaje. La asociaciébn del LBPA y la EhADH se
observaron en fagosomas y alrededor de algunos eritrocitos ingeridos,
también en fagosomas que contienen células rojas y algunos fagosomas
multivesiuclares (Fig. 21). La asociacion del LBPA con el Lysotracker red
durante la fagocitosis aumenté del 72.6% hasta un 87% con un coeficiente
de Pearson de 0.78. Sin embargo, también se observaron vesiculas tefias
Unicamente con el Lysotracker Red en porcentajes de 27.4-13% (Fig. 22A),
sugiriendo que la mayoria de las vesiculas acidas de los trofozoitos
contienen LBPA, como sucede en otros sistemas. Ademas, los resultados de
estos experimentos evidenciaron la diferente coposicion de los endosomas,
meintras que algunos se decoraron Unicamente con los anticuerpos anti-
EhADH, con 6C4 o con Lysotracker Red, otros mostraron co-localizacién de
LBPA y EhADH (Fig. 22B) o se observaron con el triple marcaje (50%) (Fig.

22C).
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Figura 21. Co-localizacién del LBPA, EhADH y Lysotracker Red
durante la eritrofagocitosis. Imagenes de micrsocopia confocal de
trofozoitos en condiciones basales (O min) y después de la incubacién con
eritrocitos a diferentes tiempos. Los trofozoitos fueron tratados con
Lysotraker Red y los ancicuerpos 6C4 y anti-EhADH, seguidos por
anticuerpos secundarios marcados con FITC y TRITC, respectivamente.
Contraste de fase + Merge: empalme de imagenes de los dos canales
ademas de contraste de fase. Zoom: la ampliacion de la zona de plazas de
contraste de fases y el empalme. Puntas de flecha vacias: fagosomas;
Puntas de flecha llenas: vesiculas; Flechas: co-localizacion de fluorocromos;

e: eritrocitos.
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Figura 22. Cuantificaciébn de la asociacién de los anticuerpos
6C4, anti-EhADH y el Lysotracker Red durante la fagocitosis. Las
imagenes de microscopia confocal fueron analizados utilizando el software
Image J 1.48i para medir: A) Porcentaje relativo de vesiculas tenidas con el
anticuerpo 6C4 y el Lysotracker Red. B) Porcentaje relativo de vesiculas co-
tefiidas con el anticuerpo 6C4 y anti-EhADH. C) Porcentaje relativo de
vesiculas con triple marcaje. Los datos muestran la media + desviacion

estandar. (*): p < 0,051.
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Para confirmar la interaccion LBPA-EhADH, realizamos ensayos de
inmunoprecipitacidn con extractos totales de trofozoitos en condiciones
basales y de trofozoitos incubados con eritrocitos durante 90 min
utilizando los anticuerpos 6C4 y anti-EhADH. Como control negativo se usé
suero pre-inmune de conejo y se inmunoprecipitdé con extractos de
eritrocitos. Los inmunoprecipitados se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa con vacio y se realizaron ensayos de dot blot usando los
mismos anticuerpos: anti-EhADH y 6C4. Los inmunoprecipitados fueron
reconocidos por ambos anticuerpos, tanto en condiciones basales (O min),
como en condiciones de fagocitosis (90 min). Ademas, realizamos ensayos
de western blot de las mismas muestras con el fin de verificar el peso
molecular de las proteinas detectadas con el anti-EhADH por dot blot. En
todas las muestras, el anti-EhADH reconoci6 la proteina EhNADH (75 kDa) y
el complejo EhCPADH (124 kDa); lo cual coincide con lo descrito por Garcia-

Rivera et al., 1999 (Fig. 23).

Por otro lado, el anti-EhADH no reconocio la lecitina de huevo ni el estandar
(S-S) -2, 27 -bisoleoyl-LBPA. El anticuerpo 6C4, reaccioné con el estandar
como control positivo, no asi con la lecitina. En los ensayos de dot blot y

western blot, el suero pre-inmune no reaccidndé con las muestras. Los
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resultados con el lisado de eritrocitos fueron negativos. Con estos
experimentos podemos inferir que el LBPA interactia con EhADH, y que
dicha interaccion es mas fuerte después de los 90 min de fagocitosis. Con
todos los resultados aqui mostrados, se sugiere que el LBPA y EhADH estan

acoplados en fagosomas.
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Figura 23. Interaccion del LBPA de E. histolytica y EhADH en
condiciones basales y durante la fagocitosis. Proteinas totales de
trofozoitos en condiciones basales y después de 90 min de interaccion con
eritrocitos humanos, se incubaron con (A) anti-EhADH, (B) anticuerpo 6C4
o del suero previamente inmune (PS). Las muestras inmunoprecipitadas
fueron colocadas en membranas de nitrocelulosa y se realizaron ensayos de
dot blot utilizando los anticuerpos anti-EhADH y 6C4. A la derecha de cada
dot blot, el western blot de la misma muestra usando el anticuerpo anti-
EhADH. El (S,S)-2,2" -bisoleoyl-LBPA estandar (LBPA) y lecitina fueron
tratados en membranas PVDF con los anticuerpos y 6C4 anti-EhADH. (C)
control. Microscopia confocal de eritrocitos fijados, permeabilizados y
tefiidos con los anticuerpos 6C4. (D) inmunoprecipitacién de eritrocitos

lisados tratados con anti-EhADH y 6C4, revelado con el anticuerpo 6C4.
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La interaccién in silico entre EhADH y LBPA implica el dominio

Brol y el extremo carboxilo de la proteina EhADH

Se ha reportado que en células de mamiferos, el sitio de interaccion de la
proteina Alix con el fosfolipido LBPA, se localiza en el dominio Bro1 (Bissig
et al.,, 2013). Por lo tanto, para predecir la interaccion entre el LBPA y
EhADH, realizamos analisis de docking molecular usando la proteina EhADH
completa y por otro lado, su dominio Brol con el software Molecular
Operating Enviroment (MOE). Los resultados del docking usando la proteina
EhADH completa, mostraron dos sitios de union al 2,2 -bisoleoyl-LBPA
ubicados en el dominio c-terminal de la proteina y en el dominio Bro1, cerca
del sitio de interaccién reportado por Bissig et al., 2013 (Fig. 24A). Al
realizar los mismos experimentos con mutaciones en los residuos
mencionados, la interaccion de las moléculas en esta region se abatio (Tabla
3). La interaccion del LBPA con el extremo C-terminal de la proteina EhRADH
esta dada por los aminoacidos GIn651, Asn652, GIn655, Glu444, Glu447,
Arg663 con una energia de -6.53 Kcal/mol (Fig. 24B). Las mutaciones de

estos residuos abatieron dicha interaccién molecular.
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Tabla 3. Aminoacidos de EhADH que interacciona con el LBPA

Bro1 domain Adhesion domain
Residues interacting Mutations Residues interacting Mutations
with LBPA with LBPA

(-5.8037 kcal/mol) (Not binding) (-6.5384 kcal/mol) (Not binding)
D96 D96A E444 E444A
S97 S97A - D445A
K98 K98A - S446A
P99 P99A E447 E447A
Y225 Deleted Q651 Q651A
K226 Deleted Q655 Q655A
1227 Deleted R663 R663|

155



Curiosamente, nuestros resultados muestran que el sitio de interaccion del
LBPA con el dominio Bro1 de EhADH esta situado en la superficie convexa
de dicho dominio, en un loop que corresponde a los residuos 94-
QEDSKPKK-101 y 224-FYKI-227 (Fig. 24 A en verde). En negritas, se
muestran los residuos idénticos a la secuencia reportada en mamiferos, la
cual esta situada en los aminoacidos 101-110 y 232-235, respectivamente
(Bissig et al., 2014). El valor de la energia libre para este enlace fue -
5.8037 kcal/mol y la interacciéon fue dada por residuos de aminoacidos
polares Lys101, Lys 98, Tyr335 y también con Pro99 y lle227 (Fig. 24 C).
Posteriormente, realizamos mutaciones in silico de los residuos Y89A,
D90A, E95A, D96A, S97A, K98A, P99A, K101A y F102A; el docking
realizado con el dominio Bro1 mutado, generd un enlace entre las moléculas
de 15,4 Kcal/mol (Fig. 25A). Para comprobar al estabilidad de dicho enlace,
se realiz6 una dinamica molecular a 1, 10 y 24 ns con el dominio Bro1l
mutado y posteriormente el docking con el LBPA. Los valores de la energia
fueron en 1 ns, 7.1 Kcal/mol (Fig. 25B) y a 10 ns 14.2 Kcal/mol (Fig. 25C);
a 24 ns no resultd nungun enlace; demostrando que las mutaciones
realizadas en dominio Bro1, evitan la interaccién de EhADH con el LBPA.

Estos resultados predicen que el sitio de unidén para el LBPA en la proteina
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EhADH se conserva en E. histolytica con caracteristicas de posicién y

estructura en 3D, de manera similar a lo reportado en mamiferos [40].
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Figura 24. Sitios de interaccién predichos entre LBPA y EhADH
mediante docking molecular. A) Modelo tridimensional del acoplamiento
de EhADH (morado) con LBPA (rojo); N y C: extremos N y C-terminal de
EhADH respectivamente; color verde: sitio de interacciéon del dominio de
EhADH con el LBPA correspondiente a 94-QEDSKPKK-101 y 224-FYKI-
227. B) Diagrama de la interaccion del LBPA con el dominio de adhesion
situado en C-terminal de EhADH; en color rojo: fragmento del fosfolipido
gue no interactdan con la proteina. C) Diagrama de interaccién del LBPA y
el dominio Brol de Ila proteina EhADH. Los aminoacidos estan

representados con el cédigo de tres letras.
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Figura 25. La mutacién in silico del dominio Brol abate Ia
interacciébn de EhADH y LBPA. Docking del LBPA con el Brol mutado
después de realizar una dinamica molecular a (A): O ns, (B) 1 ns, (C) 10 ns.

En rojo, el fragmento del fosfolipido que no interacciona con la proteina.
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DISCUSION

La endocitosis, en términos generales, es un proceso necesario para la
supervivencia celular, ya que le permite a la célula la internalizacién de los
nutrientes, regular y/o reciclar los receptores de la membrana plasmatica
que participan en la sefalizacion. Los procesos endociticos consisten en el
transporte de moléculas a través de los endosomas tempranos, MVB y
endosomas tardios. El material ingerido que llega a los endosomas tardios,
puede ser reciclado a través del trans-Golgi, o bien, degradado al ser
transportado hacia los lisosomas (Gruenberg, 2003). Tanto en levadura
como en humanos, se han caracterizado varias moléculas que orquestan la
via de la formacion MVB, entre ellas, los complejos proteicos ESCRT, la
proteina accesoria ALIX y los fosfolipidos de la familia del fosfatidilinositol.
También, se ha demostrado que las proteinas NPC1 y NPC2 ubicadas en el
endosoma tardio, controlan la distribucién celular del colesterol
internalizado junto con el fosfolipido LBPA, el cual es especifico para
endosomas tardios y lisosomas (Kobayashi et al., 2002). El LBPA es una
molécula importante para la etapa final de la via endocitica y es considerado

un marcador de endosomas tardios y lisosomas (Kobayashi et al., 2002), y

162



también, junto con la proteina ALIX, esta involucrado en el proceso de

reciclaje del material endocitado.

Ademas de los mamiferos, el LBPA se ha detectado en bacterias mediante
experimentos bioquimicos, en las membranas de los lisosomas de

Dictyostelium discoideum al ser purificado por TLC (Rodriguez-Paris et al.).

Por otro lado, E. histolytica es el agente causal de la amibiasis intestinal
humana y tiene la habilidad de invadir tejidos, principalmente el higado,
ocasionando la formacion de abscesos amibianos. Uno de los principales
mecanismos de patogenicidad de este parasito es la fagocitosis (Rodriguez
y Orozco, 1987). La fagocitosis es un mecanismo de endocitosis de
particulas de gran tamano. Existen varios estudios relacionados con las
moléculas involucradas en la via de los MVB de esta amiba. En 2010, Lépez-
Reyes identificé los genes que codifican para el complejo ESCRT y las
proteinas accesorias en el genoma de la amiba, asi como la expresion de los
mismos y por RT-PCR en tiempo real. En el mismo trabajo, se reportd que
trofozoitos transfectados con la ATPasa EhVPs4 y una mutante del sitio
activo de la misma, disminuyen su actividad fagocitica, citolitica y su
capacidad de causar dano hepatico. Por otro lado, la proteina EhADH,

considerada como homéloga a la proteina ALIX de humano, interacciona con
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la subunidad EhVps32 del complejo ESCRT y a su vez, esta involucrada en
eventos de fagocitosis (Garcia-Rivera, et al. 1999); (Bafuelos, et al. 2005),

(Banuelos, et al. 2012 (Avalos-Padilla, et al. 2015).

Los lipidos, también juegan un papel importante en la via endocitica, ya que
la remodelacién de membranas durante el trafico vesicular es dinamica. Sin
embargo, el estudio de lipidos de amiba y su funcidon en los procesos
celulares y de virulencia es un campo poco estudiado. Usando un
polipéptido recombinante como sensor del PI3P, se demostré6 que este
fosfolipido no se encuentra en pinosomas, pero si en fagosomas (Powell, et
al. 2005). También se sabe, que el PIP; se encuentra en la membrana
plasmatica de los trofozoitos y que participa durante la primera fase de la
formacién de fagosomas, ya que se localiza en pseud6podos y las bocas

fagociticas de trofozoitos incubados con eritrocitos (Byekova, et al. 2009).

Con esta informacion, se sugiere que la via de formacion MVB y el
funcionamiento del sistema endoso/lisosomal estan conservados en E.
histolytica, y que probablemente, esta relacionada con los factores de
virulencia del parasito. En este trabajo, identificamos seis especies
moleculares de LBPA en trofozoitos de E. histolytica, asi como

demostramos su localizacibn en pinosomas y fagosomas durante los e
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eventos endociticos. Ademas, mediante analisis de docking molecular
encontramos que el sito de unién de la proteina EhADH al LBPA es similar al

descrito en a la proteina Alix de mamiferos (40).

Identificacion del LBPA y determinacibn de sus especies

moleculares

La via de sintesis del LBPA no se ha descrito a la fecha, aunque existe la
hipotesis de que es a partir del precursor PG (Haullin et al, 2008). El PG es
un isébmero estructural del LBPA, ya que ambos tienen dos gliceroles unidos
al grupo fosfato. EL LBPA tiene un acido graso esterificado en cada uno de
los gliceroles, a diferencia del PG que esterifica los dos acilos sobre el
mismo glicerol. La via de sintesis del LBPA, estipula que un grupo acilo es
hidrolizado del glicerol por la accién de una fosfolipasa A y éste es
transferido y esterificado a la cadena del segundo glicerol unido al fosfato
por la accidén de las enzimas transacilasas; sin embargo, no existen reportes
sobre la caracterizacion de dichas enzimas o de los mecanismos que
determinan la estero configuracién de las moléculas de LBPA. Por lo tanto,
en este trabajo, el estudio de la via de sintesis del LBPA como estrategia
para la identificacidon de este fosfolipido en E. histolytica resultaria poco

contundente.
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Como punto de partida de esta investigacion, el anticuerpo 6C4 generado
por Kobayashi et al. 1998, que es considerado un marcador de endosomas
tardios, resulté una herramienta atil para detectar especificamente al LBPA
en lipidos de amibas mediante ensayos de ELISA. Con estos ensayos
pudimos evaluar la especificidad de los anticuerpos anti-fosfolipido, los
cuales no presentaron reaccion cruzada con la mezcla de fosfolipidos
contenida en lecitina de huevo, ni con el PG. El anticuerpo 6C4 reconocid
ligeramente el LPG, que es considerado como un compuesto intermediario
en la via de sintesis o de degradacion de cualquiera de los dos isdbmeros, PG
y LBPA ya que consiste en el grupo fosfato con dos gliceroles y un solo
acido graso,. Sin embargo, la diferencia entre el reconocimiento del LPG y
del LBPA es altamente significativa; al igual que la reaccién ligeramente
positiva que resulté con los extractos de proteinas de trofozoitos y células
BHK en relacién a las muestras de lipidos. Comparando los resultados del
analisis de las muestras de lipidos extraidos de células BHK y de trofozoitos,
se observa que la absorbancia aumenta en la muestra de amibas, aunque se
us6 la misma cantidad de lipidos de ambas células. Estos sugiere que el
porcentaje de LBPA en relacion a los lipidos totales de E. histolytica es
mayor que en las células BHK; posiblemente, por la gran cantidad de

vesiculas citoplasmaticas que tienen los trofozoitos, que son considerados
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células fagociticas profesionales con un activo trafico vesicular. También, el
reconocimiento dependiente de la dosis del anticuerpo 6C4 de los lipidos de
trofozoitos, confirma la presencia del LBPA en las membranas de E.

histolytica.

Se ha demostrado que la composicion lipidica de E. histolytica esta
integrada principalmente por los fosfolipidos de las familias de etanolamina,
serina, colina, inositol y esfingosinas y que el acido graso mas abundante es
el acido palmitico (Sawyer, et al. 1967). También se sabe que los
trofozoitos son capaces de sintetizar esfingofosfolipidos como Ia
esfingomielina y otras dos ceramidas distintas a las de células de mamifero,
como la ceramida etanolamiafosfato (CEP) y la ceramida aminoetillfosfonato
(CAEP), las cuales, son abundantes en la membrana plasmatica (Cerbon, et
al. 1980). En 1980, Aley y colaboradores caracterizaron por TLC en doble
dimension la composicién lipidica de la membrana plasmatica y de vesiculas
internas de E. histolytica, en donde reportan un fosfolipido no identificado
que denominaron como “X”. Actualmente, se sabe que el LBPA de células
de BHK presenta un patron cromatografico similar al fosfolipido “X” de
amiba (Kobayashi, et al. 1988), lo cual sugiere que se trata del mismo

compuesto. Sin embargo, Aley et al. Identificé el comupesto “X” durante el
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analisis de las membranas de E. histolytica; nosotros, detectamos en LBPA
usando el anticuerpo 6C4 y espectrometria de masas. En este trabajo,
nosotros no encontramos el LBPA en la membrana plasmatica, pero si
reportamos su localizacion en vesiculas citoplasmaticas, pinosomas vy
fagosomas. El uso de metodologias instrumentales diferentes a las de Aley
et al., nos lleva a mantener la pregunta si el compuesto “X” es el mismo que

el LBPA.

El LBPA de células de mamifero tiene una estructura particular y diferente a
los otros glicerofosfolipidos, ya que esterifica los acidos grasos en el
carbono C2 (C2") del glicerol, lo cual es una caracteristica Gtil para su
identificacion porque presenta tiempos de retencion caracteristicos cuando
se purifica por cromatografia liquida (Matsuo, et al. 2004); (Chevalier, et.
al. 2000); (Luquain, et al. 2000); (Mortuza, et al. 2003); (Kakela et al.

2003).

Con la estrategia experimental utilizada en este trabajo, aislamos y
caracterizamos estructuralmente al LBPA. Primero, separamos los lipidos
totales por TLC en una dimensién y la fraccién de fosfolipidos denominada
“A” que presentd un corrimiento cromatografico en una dimension similar a

lo reportado por Aley en 1980 y Kobayashi en 2002, y que ademas tiene el
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mismo R; que el estandar de LBPA. Los fosfolipidos extraidos de esta
fraccion se analiz6 mediante dot blot para inmunodetectar el LBPA de E.
histolytica con el anticuerpo 6C4; por otro lado, la analizamos mediante

espectrometria de masas para identificar las especies moleculares del LBPA.

En los ensayos de dot blot, el anticuerpo 6C4 reconoci6 de manera
especifica con la fraccion “A”. Con estos experimentos confirmamos la

presencia del LBPA en los lipidos de E. histolytica.

Las especies moleculares detectadas por LC-ESI-MS contenidas en la
fraccion “A”, coinciden con lo reportado previamente en diferentes tejidos
mamiferos (Huterer and Wherrett, 1973); (Matsuo, et al. 2004);
(Kobayashi, et al. 1998); (Luquain, et al. 2000); (Mortuza, et al. 2003);
(Kakela et al. 2003). Se sabe que por espectrometria de masas, el ion
precursor de 153 m/z es diagnéstico para el grupo glicerolfosfato y que la
diferencia en los patrones de fragmentacion son minimas entre los isbmeros
PG del LBPA. Sin embargo, el comportamiento cromatografico de ambos
compuestos es distinto, ya que el tiempo de retencidn del PG es
aproximadamente siete minutos menor que el del LBPA (Mortuza, et al,
2003); (Kakela, et al. 2003), lo cual permiti6 separar y analizar el LBPA

utilizando el sistema reportado por Mortuza et al, 2003. Con esta
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estrategia experimental, encontramos dos grupos con tres especies
moleculares diferentes cada uno, sin embargo, es posible que existan mas
moléculas lipidicas correspondientes a LBPA en los lipidos de E. histolytica

no detectados en este trabajo.

La composicidon de acidos grasos relacionados con el LBPA, determina
algunas de las propiedades biofisicas de la molécula que pueden impactar en
su funcion. Encontramos que el LBPA de E. histolytica esterifica
principalmente acidos grasos insaturados de 18 y 20 carbonos, siendo los
mas abundantes el acido oleico (18:1) y el eicosadienoico (20:2). Esta
caracteristica podria conferir a las membranas de los trofozoitos Ia
propiedad de formar la curvatura de las membranas, necesaria para los
procesos de fusion y fision de vesiculas, como sucede en otros sistemas. Se
sabe que liposomas compuestos por, forman espontaneamente liposomas
multivesiculares en funcién de un gradiente de pH. Esta caracteristica
biofisica ha sido relacionada con la flexibilidad de membranas y la formacién
de curvatura en las mismas; proceso necesario para la generaciéon de ILVs

(Matsuo et al., 2004).

La mayoria de las células estudiadas presentan varias especies moleculares

de LBPA y presentan la caracteristica de que la composicidn de acidos
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grasos es rica en acidos grasos poli-insaturados e insaturados, siendo el
mas abundante el acido oléico (18:1) (Kakela, et al. 2003; Kobayashi, et al.
2002; mCochran, et al. 1987; Mortuza, et al. 2003). Con los experimentos
de LC-ESI-MS que realizamos en este trabajo, encontramos que la especie
molecular mas abundante de LBPA de E. histolytica es el ion de 18:1/20:2.
Ademas, el acido oléico (18:1) se observo con una abundancia relativa del
92%. En esta investigacién, no hemos estudiado el significado biolégico de
la presencia de las diferentes especies moleculares detectadas, sin
embargo, podemos sugerir que la mezcla de ellas puede proporcionar cierta
flexibilidad a las membranas de los trofozoitos, siendo la propiedad
necesaria para otras funciones relacionadas con la endocitosis, tales como
la generacion de ILVs y MVBs, asi como el transporte de distintas

moléculas.

Por otro lado, existen evidencias de que el LBPA de células de mamiferos
participa activamente en la distribucién del colesterol celular en conjunto
con las proteinas ALIX (Kobayashi, et al. 1999; Matuso, et al. 2004) y
NPC2 (Liscum and Fast, 1989); (Kobayashi, et al. 1999). Utilizando un
modelo de liposomas, se demostré que la proteina NPC2 transfiere el

colesterol a vesiculas que contienen 2, 2 -dioleoyl-LBPA (18:1/18:1) con
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mayor eficiencia a aquellos liposomas compuestos por 2, 2 -LBPA con
cadenas de acidos grasos mas cortos y saturados (14:0/14:0), sugiriendo
que la longitud de la cadena del acilo tiene un efecto sobre la estructura de
la membrana y/o la interaccién NPC2-LBPA, por lo tanto, la composiciéon de
acidos grasos también afecta la eficiencia en el transporte de colesterol
(Xu, et al. 2008). EI LBPA de E. histolytica podria participar en la
distribucién celular del colesterol. Aunque los trofozoitos no tienen Ia
maquinaria para sintetizar el colesterol, lo toman del medio y lo
redistribuyen dentro de la célula en los distintos organulos. Con esta
informacién, podemos sugerir que el LBPA esterificado con acidos grasos de
18:1, podrian estar involucrados en el transporte de colesterol. Los genes
que codifican para las proteinas NPC1 y NPC2, se han detectado en el
genoma de E. histolytica, también las proteinas se han detectado en
extractos totales de los trofozoitos mediante ensayos de western blot
(Bolafios y Orozco, comunicacién personal). Ademas de esta funcion
putativa, las especies moleculares de LBPA de E. histolytica pueden tener
un papel como donadores y aceptores de cadenas de acidos grasos con

otros tipos de fosfolipidos [54].

Localizaciéon de LBPA en trofozoitos
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Una vez que detectamos al LBPA en los lipidos de amiba, evaluamos su
localizacion en trofozoitos fijados utilizando en anticuerpo 6C4, que, como
ya se menciond, es considerado un marcador de endosomas
tardios/lisosomas y fagolisosomas y se han utilizado para determinar la
funcion celular del LBPA (Kobayashi, et al. 1998); (Mobius, et al. 2003);
(Bissig C, et al. 2013). Nuestros resultados muestran que en condiciones
basales, el LBPA se encuentra en estructuras punteadas difusas en el
citoplasma y el 74.6% de las vesiculas de diferentes tamafios presentaron
una asociacion con el Lysotracker de 0.699 de acuerdo al Coeficiente de
Pearson. Debido a que no existen marcadores especificos para diferenciar
los endosomas tempranos de los tardios en trofozoitos, sin embargo, con
nuestros resultados inferimos que el LBPA se encuentra en algunas
vesiculas acidas formadas durante la endocitosis constitutiva de los
trofozoitos. También sugerimos que el LBPA de E. histolytica puede
participar en eventos celulares distintos a la endocitosis. Las estructuras
punteadas citoplasmaticas marcadas con el anticuerpo 6C4 y observadas
mediante  microscopia confocal, podrian ser proteinas solubles
transportadoras de fosfolipidos; sin embargo, esta hipotesis que nosotros

proponemos, requiere comprobacion experimental.
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Distribucién celular del LBPA durante los procesos endociticos

Con base en nuestros resultados, nosotros sugerimos que, como en los
mamiferos, el LBPA de E. histolytica se localiza principalmente en las ILVs
de los endosomas tardios y que tiene una participacién activa durante la
endocitosis. El LBPA aparece en vacuolas de trofozoitos en condiciones

basales y en aquellos que han endocitado dextran, bacterias y eritrocitos.

Siguiendo la via pinocitica de los trofozoitos que han ingerido dextran-FITC,
se observo que después de 15 min pinocitosis, la fluorescencia intracelular
correspondiente al LBPA disminuy6 de 6 a 7 veces, y después de 60 min
aumentd la concentracidon alcanzando los niveles observados en las
condiciones basales (Fig. 5). Los macréfagos, también presentan un
porcentaje menor de LBPA en relacion a los lipidos totales cuando son
activados por la proteina BSG (4.1%), que cuando estan en condiciones
basales (18,6%) [54]. Cochran et al., mostraron que el LBPA es el
fosfolipido que presenté mayor cambio de concentraciéon después de la
activacion de los macr6fagos. Estos autores también informaron que
inmediatamente después de la activacién, ciertos lipidos, incluyendo LBPA,

son utilizados por los macréfagos para sintetizar otros metabolitos
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funcionando como aceptadores o donantes de cadenas del acido graso

[54].

Se ha reportado que durante la pinocitosis, la acidificacion de los pinosomas
comienza en tiempos cortos (Meza and Clarke 2004), y de los 120 a 180
minutos, los trofozoitos comienzan a secretar el dextran previamente
endocitado (Aley, et al. 1984); Meza y Clarke 2005. En células de
mamifero, los MVB se han relacionado con la liberacion de hidrolasas
vesiculares y lisosomales. Posiblemente, el LBPA participa en eventos de
secrecion en fase fluida, y por este motivo, se re-localiza en vesiculas

grandes en tiempos largos de pinocitosis.

Aunque la endocitosis del dextran no es mediado por receptor en los
trofozoitos, es posible que las células respondan al contacto con el
compuesto y ése se acumule en vesiculas mediante procesos de
macropinocitosis [60]; como respuesta a este estimulo se podria activar la
sintesis y degradacién de distintos compuestos. Esto podria explicar por
qué en el principio de la pinocitosis del dextran, el LBPA disminuye y
después aumenta hasta llegar a la concentracion de las condiciones basales.
También resulta interesante que el porcentaje relativo de vesiculas tenidas

con el anticuerpo 6C4 se mantuvo a través del proceso de la cinética de
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pinocitosis, incluso con los cambios en la concentracion del LBPA,
sugiriendo cambios en el tamarno de vesiculas y en la concentracién del
LBPA en cada una de ellas; y la participacién del fosfolipido en diversas

funciones celulares.

Al evaluar la localizacién celular del LBPA en trofozoitos durante cinéticas
de fagocitosis de eritrocitos humanos; observamos que a los 15 minutos, el
fosfolipido se encuentra en vesiculas pequefias y bien definidas en el
citoplasma; algunas de ellas cercanas a los eritrocitos endocitados. En
contraste, después de los 60 minutos de eritrofagocitosis, la marca
fluorescente aumenta y se agrupa co-localizando en los fagosomas que
contiene eritrocitos y en otras vesiculas citoplasmaticas. Es importante
mencionar que cada eritrocito es internalizado por los trofozoitos a
diferentes tiempos, por lo que se observan eritrocitos dentro de fagosomas
en diferentes estados de maduracién. Ademas, el anticuerpo 6C4 reveld
diversos patrones de fluorescencia en un trofozoito, posiblemente, porque
también esta reconociendo pinosomas formados durante la fagocitosis (Fig.

18).

La disminuciéon de la concentracion del LBPA después de 15 min de

fagocitosis (36%) fue menos marcada que en la pinocitosis, posiblemente la
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participacion del LBPA en ambas vias es diferente. La fagocitosis es un
evento mediado por receptor, por lo que los metabolitos necesarios para la
sintesis y degradacion de moléculas difieren con los requeridos para la

pinocitosis.

La cuantificacion de la fluorescencia intracelular demostré que después de
60 min de fagocitosis, la concentracién del LBPA aumenté un 60% en
comparacion con el tiempo 0; y en este tiempo, las vesiculas se observaron
mas grandes y mas brillantes. De la misma manera, en los experimentos de
TEM, el nUmero de particulas de oro aumenté 11 veces en el minuto 90;
también se observé en mayor cantidad de vesiculas citoplasmaticas que
rodean los eritrocitos. El aumento del LBPA en los tiempos largos de
fagocitosis podria explicarse con la participacion del fosfolipido en Ia
distribucién de las moléculas cargo hacia los lisosomas o al aparato de Golgi
putativo de E. histolytica [61], como se ha reportado en células de
mamiferos. Los procesos de digestion de los trofozoitos inician después de
90 min después de la fagocitosis [62], con nuestros resultados, es posible
asumir que la LBPA podria contribuir en el transporte y reciclaje de

determinadas moléculas.
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En células de muasculo liso, el numero de fagosomas tenidos con el
anticuerpo 6C4 aumentd después de 30 y 45 min de eritrofagocitosis
sugiriendo la maduracién del fagosoma a esos tiempos debido a la fusion de
endosomas tardios con los lisosomas y a su vez, los lisosomas con los
fagosomas [56]. Con nuestros resultados en los experimentos de TEM, el
observar mayor cantidad de vesiculas que contienen LBPA alrededor de los
eritrocitos, sugiere la fusion de los endosomas tardios/lisosomas con el
fagosoma para formar fagolisosomas. Como se mencion6 con anterioridad,
actualmente no existen marcadores especificos de endosomas formados
durante la via endocitica de este parasito, por lo que no nos fue posible

identificarlos con mayor precisién para confirmar esta teoria.

La interpretacion de estos resultados se refuerza con los reportes de la
presencia del LBPA en fagolisosomas de macréfagos que contienen
Mycobacterias (Vieira, et al. 2004) y Leishmania mexicana (Schaible, et al.
1999). En ambos casos, los procesos de fusibn de fagosomas con
lisosomas para formar los fagolisosomas que contienen LBPA, estan
regulados por una proteina adaptadora de las tirosina cinasas que activan el
factor de crecimiento (Hrs). La proteina Hrs de células de humano, esta

involucrada en la formaciéon de cuerpos MVB y regulacion del factor de
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crecimiento de hepatocitos. En 2010, Lopez-Reyes, et al. 2012 reporté la
expresion de la proteina homédloga a Hrs en E. histolytica en tiempos
basales y 5 min de fagocitosis. Esta proteina es miembro del complejo
ESCRT-0, y es denominada EhVps27. Posiblemente, esta involucrada en los

mismos mecanismos celulares que el LBPA.

En las células de mamifero, el LBPA participa en la distribucion de moléculas
cargo desde el endosoma tardio hacia el lisosoma o el aparato de Golgi. El
aparato de Golgi de E. histolytica no esta completamente caracterizado, sin
embargo, Saito-Nakano y colaboradores encontraron que la proteina
EhRAb7A esta involucrada en el trafico vesicular después de 30 minutos de
fagocitosis y controla el transporte de los endosomas tardio a la red del
trans-Golgi (Saito-Nakano, et al. 2007). El hecho de encontrar al LBPA
asociado con EhRAB7A en fagosomas multivesiculares que contienen
vesiculas intraluminales, sostiene la hipdtesis de que ambas moléculas estan

involucradas en la formacion y funcién de los endosomas.
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El LBPA estid asociado a la proteina EhADH en condiciones

basales y durante la fagocitosis

En células de mamifero, se ha reportado la asociacién del LBPA con la

proteina Alix durante las fases tardia de la endocitosis (Luquain et al.,
2000) y durante la penetracién de algunos virus a las células huésped
(Bissig et al., 2013); esta interaccion fosfolipido-proteina es a través del
dominio Brol localizado en el extremo N-terminal de las proteinas Alix
(Bissig et al., 2013). También se sabe que ambas moléculas participan en la
distribucién del colesterol y en el direccionamiento de particulas cargo para

ser recicladas o digeridas por el lisosoma (Kobayashi et al., 2000).

En E. histolytica, el LBPA y EhADH co-localizan tanto en condiciones
basales, como en procesos endociticos; ademas, ensayos de
inmunoprecipitacién usando los anticuerpos 6C4 y anti-EhADH confirmaron
la asociacion de ambas moléculas. La interaccion LBPA-EhADH en
condiciones basales puede estar relacionada con la activa endocitosis
constitutiva que presentan los trofozoitos, o también, se podria explicar por
la participaciéon de las moléculas en otras funciones celulares, como el

transporte intracelular de colesterol.
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Durante la fagocitosis, la proteina EhRADH participa como receptor de los
eritrocitos que seran internalizados y a su vez, participa en la formacién de
fagosomas (Garcia-Rivera, et al., 1999). El dominio de adhesién a las células
huésped se localiza en el extremo c-terminal de la proteina (Martinez-L6pez,
et al. 2004). Ademas, a través de su dominio Bro1, la proteina ERADH se
une a diferentes moléculas involucradas en la fagocitosis, como la EhVps32

(Bafuelos, et al., 2012).

Mediante docking molecular, pudimos predecir que el EhLBPA interactta con
la proteina ERADH a través de su dominio Bro1, como ha sido reportado en
otros sistemas. De manera interesante, la estructura 3D de EhADH mostr6
el sitio de union al EhLBPA situado en un /oop similar al descrito en la
proteina Alix de humanos (Bissig, et al., 2013). Sin embargo, nuestros
experimentos computacionales también revelaron un sitio de uniéon en el
dominio de adhesién de EhADH con una energia libre mayor al sitio de unién
a través del dominio Bro1. Debido a que ambas moléculas podrian estan
involucradas en mas de un evento celular, es necesario realizar mas
estudios experimentales para definir los sitios de unién de EhADH con el
fosfolipido y a su vez, las condiciones celulares que generan dicha

asociacion molecular.

181



Nuestros resultados aqui descritos, nos permiten sugerir que el LBPA de E.
histolytica es un componente activo del sistema endo/lisosomal de los
trofozoitos y que también podria participar directamente en la virulencia de
la amiba, al igual que las proteinas del complejo ESCRT, EhVps4 y EhADH. Es
bien conocido que E. histolytica aumenta su virulencia cuando se incuba con
alto contenido de colesterol (Sharma 1954); (Serrano-Luna, et al. 2010).
La reciente caracterizacion de las moléculas del complejo ESCRT, Ehvps4 y
EhADH que participan en el sistema endo/lisosomal de amiba y estan
asociadas a la virulencia de la misma (Bafuelos, et al., 2012); (Lopez-
Reyes, et al., 2010), refuerzan la importancia del estudio del metabolismo
de los lipidos, asi como de la homeostasis y la contribucion del colesterol en

este sistema.

Con la identificaciéon del LBPA, podemos sugerir que al asociarse con la
EhADH, en conjunto con los otros miembros del sistema ESCRT, podrian
controlar la formacién de MVB; y que en las etapas tardias de la via, es muy
probable que el LBPA junto con la EhADH y la NPC2, se lleve a cabo el
reciclaje de moléculas y de esta manera, probablemente se regularia la
incorporacién del colesterol a las membranas de vesiculas endo/lisosomales

para su posterior transporte hacia otros destinos celulares.
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En general, este trabajo contribuye al entendimiento del trafico
endo/lisosomal de E. histolytica, incluyendo por primera vez, la
caracteristica estructural de un gliceroglicerofosfolipido y su posible
participacion en mecanismos moleculares que se relacionan con la virulencia

de la amiba.
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CONCLUSIONES

= EL LBPA esta presente en la composicidon de lipidos de E. histolytica.

= Se encontraron al menos seis especies moleculares de LBPA, siendo la
mas abundante la de 800 m/z (18:1/20:2).

» EI LBPA se localiza en vesiculas acidas.

= EI LBPA se asocia con la proteina EhRab7A durante la fagocitosis.

= El LBPA tiene una participacién dinamica durante la endocitosis,
principalmente en las fases tardias de la pinocitosis y fagocitosis.

= El LBPA se asocia con la proteina ERADH en condiciones basales y
durante los procesos de fagocitosis.

= La interaccién del LBPA con el dominio Bro1 de las proteinas de la

familia Alix esta conservado en E. histolytica.
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PERSPECTIVAS

= Confirmar experimentalmente la asociacién del LBPA con el dominio
Bro1l y el dominio de adhesion de EhADH, asi como las condiciones
celulares que inducen dicha interaccion.

» Determinar la interaccién del LBPA con las proteinas NPC1 y NPC2.

» Determinar las especies moleculares de LBPA que participan en los
eventos de endocitosis y distribucién celular del colesterol.

» I|dentificar y caracterizar las enzimas que participan en la sintesis de
los glicerofosfolipidos.

= (Caracterizar la funcién del LBPA bloqueando la molécula o en su caso,
silenciando alguna de las enzimas de sintesis identificadas en el punto
anterior durante procesos endociticos y los eventos de distribucion

celular del colesterol.
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