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ABSTRACT

Entamoeba histolytica, the highly phagocytic protozoan causative of human
amoebiasis lacks the machinery to synthesize cholesterol. In this thesis, we
investigated the presence of NPC1 and NPC2 proteins in this parasite, which
are involved in cholesterol trafficking in mammals. Bioinformatics analysis
revealed one ehnpc1 and two ehnpc2 genes. EhNPC1 appeared as a
transmembrane protein and both EhNPC2 as peripheral membrane proteins.
Molecular docking predicted that ERNPC1 and EhRNPC2 bind cholesterol and
interact with each other. Genes and proteins were identified in trophozoites.
Serum pulse-chase and confocal microscopy assays unveiled that after
trophozoites sensed the cholesterol source, EhNPC1 and EhNPC2 were
organized around the plasma membrane in a punctuated pattern. Vesicles
emerged and increased in number and size and some appeared full of
cholesterol with EhNPC1 or EhNPC2 facing the extracellular space. Both
proteins, but mostly EhNPC2, were found out of the cell associated with
cholesterol. EhNPC1 and cholesterol formed networks from the plasma
membrane to the nucleus. ERNPC2 appeared in erythrocytes that were being
ingested by trophozoites, co-localizing with cholesterol of erythrocytes,
whereas EhNPC1 surrounded the phagocytic cup. EANPC1 and EhNPC2 co-
localized with EhSERCA in the endoplasmic reticulum and with
lysobisphosphatidic acid and EhADH (an Alix protein) in phagolysosomes.
Immunoprecipitation assays confirmed the EnNPC1 and EhNPC2 association
with cholesterol, EhRab7A and EhADH. Serum starved and blockage of
cholesterol trafficking caused a low rate of phagocytosis and incapability of
trophozoites to produce damage in the mouse colon. Ehnpc1 and Ehnpc2
knockdown provoked in trophozoites a lower intracellular cholesterol
concentration and a diminished rate of phagocytosis; and Ehnpc1 silencing
also produced a decrease of trophozoites movement. Trafficking of EANPC1
and EhNPC2 during cholesterol uptake and phagocytosis as well as their
association with molecules involved in endocytosis strongly suggest that these

proteins play a key role in cholesterol uptake.




1. RESUMEN

Entamoeba histolytica, el protozoario altamente fagocitico y causante de la
amibiasis humana, carece de la maquinaria para sintetizar colesterol. En este
trabajo, investigamos si este parasito posee las proteinas NPC1 y NPC2, las
cuales estan involucradas en el trafico de colesterol, en mamiferos. El analisis
bioinformatico reveld: 1) un gen ehnpc1 y dos genes ehnpc2; 2) EnNPC1 se
predijo como una proteina transmembranal, en tanto que ambas EhNPC2 se
describieron como proteinas periféricas de la membrana; y 3) el acoplamiento
molecular sugirié que EnNPC1 y EnNPC2 se unen entre si y al colesterol. En
trofozoitos, se identificaron a estos genes y a sus proteinas. Ensayos de pulso
y caza con suero y microscopia confocal revelaron que los trofozoitos
censaron la fuente de colesterol, y ante su presencia, ERNPC1 y EhNPC2 se
distribuyeron alrededor de la membrana plasmatica, en un patron punteado.
Ademas, se observaron vesiculas llenas de colesterol con EhNPC1 o
EhNPC2 orientadas hacia el espacio extracelular que emergieron de la
membrana y que incrementaron en numero y tamafio. Ambas proteinas, pero
mayoritariamente EhNPC2, se encontraron asociadas al colesterol fuera de
las células. EhRNPC1 y el colesterol formaron redes que van desde la
membrana plasmatica hacia el nucleo. ERNPC2 aparecié en eritrocitos que
estaban siendo ingeridos por los trofozoitos, co-localizando con el colesterol
de los eritrocitos, mientras que EhNPC1 roded la copa fagocitica. EANPC1 y
EhNPC2 co-localizaron con EhSERCA en el reticulo endoplasmico y en los
fagolisosomas con el acido lisobisfosfatitico y EhADH (una proteina ALIX).
Ensayos de inmunoprecipitacion confirmaron la asociacion de EhNPC1 y
EhRNPC2 con el colesterol y con las proteinas EhRab7A y EhADH. La
privacion de suero y el bloqueo del trafico de colesterol causaron una baja
tasa de fagocitosis y la incapacidad de los trofozoitos para producir dafio en el
colon de ratones. En tanto que, el silenciamiento de los genes ehnpc1 y
ehnpc2 provocé una baja concentracion de colesterol intracelular en los
trofozoitos y disminuy6 la tasa de fagocitosis; asi como una disminucién del

movimiento de los parasitos. El trafico de EhNPC1 y EhNPC2 durante la




captura del colesterol y la fagocitosis, asi como su asociacién con moléculas
involucradas en la endocitosis, sugieren fuertemente que estas proteinas

juegan un papel clave en la captura del colesterol.




2. INTRODUCCION

2.1. Epidemiologia de la amibiasis

La amibasis se define como la infeccibn causada por el parasito
protozoario Entamoeba histolytica (Pritt et al., 2008, Olivos-Garcia et al.,
2009). Esta enfermedad afecta principalmente a paises en vias de desarrollo
y puede encontrarse en viajeros que retornan de areas endémicas (Mortimer
et al., 2010). Esta parasitosis es causada por el consumo de agua y alimentos
contaminados con quistes de E. histolytica, ademas de una inadecuada
sanidad (Pritt et al., 2008). Cerca del 90% de las infecciones amibianas son
asintomaticas y autolimitantes al epitelio intestinal, pero en alrededor del 1%
de los casos, las amibas pueden invadir el tracto intestinal (produciendo colitis
amibiana) y otros tejidos y organos, siendo el higado el principal sitio
extraintestinal de amibiasis, originando el absceso hepatico amibiano (AHA)
(Sehgal et al., 1996, Das et al., 2002).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la amibiasis es la
tercera causa de muerte debido a enfermedades parasitarias. En conjunto, a
nivel mundial existen cerca de 100 millones de casos anuales de disenteria
amibiana, colitis y AHA, los cuales causan alrededor de 100,000 muertes
(Mortimer et al., 2010).

Los hombres adultos, entre 20 y 40 afios de edad, son afectados con
mayor frecuencia, aunque se tienen datos de que personas de todas las
edades y de ambos sexos desarrollan AHA (Pritt et al., 2008). Ademas, las
poblaciones con riesgo de adquirir amibiasis dependen de la localizacion
geografica, la susceptibilidad del huésped y la variabilidad en la virulencia de
las cepas del patégeno (Pritt et al., 2008).

En México, para 1991, se consideraba que el 20% del total de la
poblacién era portadora, 5.9% seropositivos, 2% enferma y aproximadamente
de 0.1 a 0.2% muertes fueron ocasionadas por E. histolytica (Pritt et al.,
2008). A pesar de que las enfermedades diarreicas han disminuido en cuanto

a numero de casos e incidencia, en los uUltimos anos la amibiasis continva




manteniéndose entre las primeras causas de morbilidad (Figura 1). Tan sélo
en el 2011 se reportaron aproximadamente 400,000 casos de amibiasis
intestinal. Ademas, las personas que habitan zonas endémicas, en ocasiones

tienen infecciones sintomaticas recurrentes (Pritt et al., 2008).
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Figura 1. Numero de casos de amibiasis reportados en Meéxico.
Representacion grafica de los casos reportados cada afio a nivel nacional en
México (SINAVE, 2012).




2.2 Formas de vida de E. histolytica

El microorganismo E. histolytica presenta dos etapas morfoldgicas, el
trofozoito o forma de divisidn y el quiste o forma de resistencia (Figura 2) (Das
et al., 2002). Los trofozoitos miden desde 10 hasta 60 pm; son pleomorficos y
poseen una gran variedad de enzimas hidroliticas entre las que se incluyen a
las glicosidasas, nucleasas, fosfatasas y cisteina proteasas, entre otras; estas
ultimas asociadas a la invasion de tejidos y a la patogénesis del parasito (Das
et al., 2002).

Los quistes de E. histolytica suelen tener de 8 a 20 ym de diametro y
se forman en el ileon terminal del humano. El quiste es esférico, no mdvil,
tetranucleado y esta rodeado de una pared rigida y refringente (Das et al.,
1991, Lopez-Romero et al., 1993). El enquistamiento es un proceso complejo,
que involucra re-arreglos intracelulares y la formacién de agregados
ribosomales, cambios en la expresion y transcripcion de genes, sintesis de
proteinas, consumo de reservas de glucogeno y deposicion de quitina en la
pared quistica (Chavez-Munguia et al., 2007). Esta pared de quitina esta
formada por un homopolimero estructural de N-acetilglucosamina, que le
confiere al quiste, resistencia al ambiente, lo que facilita la supervivencia del
parasito y su diseminacion (Lopez-Romero et al., 1993, Chavez-Munguia et
al., 2007).




Figura 2. Formas de vida de E. histolytica. A) Fase quistica o de
resistencia, B) Fase de trofozoito, también conocida como fase movil
(Berrueta, 2015).




2.3 Ciclo de vida de E. histolytica

La infeccién en humanos por E. histolytica comienza con la ingesta de
quistes, los cuales estan presentes en comida y agua contaminados con
heces humanas infectadas (Figura 3) (Pritt et al., 2008). Los quistes
sobreviven al pH acido del estbmago y pasan al intestino. En la regién
ileocecal, el quiste comienza a desenquistarse y da origen a los trofozoitos,
los cuales migran y se multiplican en el colon (Sehgal et al., 1996). En la
mayoria de los casos, los trofozoitos viven en el intestino como comensales y
es aqui donde muchos de ellos se enquistan y producen quistes
tetranucleados. Los trofozoitos y los quistes son excretados con las heces.
Fuera del huésped, los quistes pueden sobrevivir por periodos prolongados
de tiempo, mientras que los trofozoitos viven tan soélo unas horas (Pritt et al.,
2008). Los trofozoitos no juegan ningun papel en la transferencia de la
enfermedad, pero son los responsables de producir la patologia en los tejidos
(Pritt et al., 2008). Por otra parte, la diseminacion de los quistes no es un
mecanismo adaptativo para el parasito, porque su ciclo de vida no se puede
completar fuera del intestino (Pritt et al., 2008). Entonces, ambas fases del
ciclo de vida son de vital importancia en distintas etapas de la trasmision de la
enfermedad (Pritt et al., 2008).

Ocasionalmente, los trofozoitos que se instalan en el epitelio intestinal,
atacan e invaden la mucosa causando disenteria amibiana, también pueden
migrar por los vasos sanguineos a sitios extraintestinales, como el cerebro,
pulmones e higado, donde pueden formar abscesos (Figura 3) (Sehgal et al.,
1996). Este Ultimo es el sitio extraintestinal mas comun de la enfermedad, lo
que da como resultado una marcada destruccion del tejido con reclutamiento
de neutréfilos, necrosis celular y formacion de microabscesos, que
gradualmente se unen (Mortimer et al., 2010). La mayoria de los pacientes
presentan un absceso unico; sin embargo también se pueden formar multiples
abscesos (Sehgal et al., 1996). El absceso mas comun es el AHA, en tanto
que los abscesos cerebrales son una invasion extraintestinal extremadamente

rara y asociada con altas tasas de mortalidad (Pritt et al., 2008).




IEI= Colonizacidn no invasiva

ﬁ: Forrma infectante = Enfermedad intestinal
A= Forma diagndstica

= Enfemwedad extraintesting

Figura 3. Ciclo de vida de E. histolytica. El ciclo de vida de E. histolytica
comienza con la ingesta de comida contaminada con quistes, estos ultimos se
desenquistan en el intestino generando la forma invasiva conocida como
trofozoito. Los trofozoitos migran, se dividen y diferencian a quistes en el
ileon. Posteriormente, estos quistes son excretados junto con las heces
(CDC, 2015).
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2.4 Patogénesis de E. histolytica

La capacidad de E. histolytica para invadir tejidos y evadir la respuesta
inmune del huésped depende de su adaptacion al medio y de la expresion de
factores de virulencia. Inicialmente los trofozoitos se encuentran en el lumen 'y
en la mucosa intestinal; posteriormente, invaden el epitelio interglandular,
donde los trofozoitos producen microulceraciones de la mucosa (Mortimer et
al., 2010). Los sintomas en este estado de la amibiasis incluyen colitis no
especifica, mucosa edematosa y hemorragia intestinal. En esta etapa, hay
desintegracion considerable de las células de la capa epitelial, seguida por la
invasion de la submucosa (Mortimer et al., 2010). Con el paso del tiempo, las
ulceras se extienden hacia la cara basal de las células intestinales y después
hacia la mucosa muscular (mucosa externa), donde los procesos usualmente
se detienen antes de la perforacion del intestino (Sehgal et al., 1996). Las
ulceras se desarrollan con frecuencia en el ciego y colon ascendente. En el
20% de los casos de colitis aguda, las perforaciones terminan en peritonitis.
Una ulceracion aguda resulta en la formaciéon de un ameboma en el lumen
(Mortimer et al., 2010).

La respuesta inflamatoria del humano a la invasion por amibas es
pobre, pero en el borde de las ulceras pueden observarse células
mononucleares y células gigantes, con pocos neutréfilos (Sehgal et al., 1996).
Esta baja respuesta inmune probablemente se debe a que el parasito puede
lisar a las células inflamatorias y a que se presenta una deficiencia en la
capacidad de respuesta por parte del hospedero (Sehgal et al., 1996). Sin
embargo, cuando se presenta esta respuesta por el hospedero, también
contribuye a la destruccién de su propio tejido local (Sehgal et al., 1996).

Para estudiar la patologia y respuesta inmune que se presenta durante
el AHA, se toma como modelo animal al hamster dorado de Siria
(Mesocricetus auratus), donde se ha visto reclutamiento de neutrofilos. Sin
embargo, los neutréfilos son lisados cuando entran en contacto con los
trofozoitos, ocasionando la destruccién de los hepatocitos distantes (Sehgal et
al., 1996).
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2.5 Factores de virulencia

La patogenicidad de la amiba ha sido generalmente atribuida a su
capacidad para destruir tejidos a traves de su citotoxicidad vy
citopatogenicidad, lo que deriva en la protedlisis de células epiteliales,
sanguineas y de la matriz extracelular (Figura 4) (Espinosa-Cantellano et al.,
2000). Esta hipétesis es sustentada por las siguientes observaciones:
1) E. histolytica es un parasito dotado de una alta capacidad citotdxica en
determinadas condiciones in vitro (Olivos-Garcia et al., 2009).
2) Las fosfolipasas amibianas y los amebaporos purificados, muestran
actividad citotéxica en ensayos in vitro (Olivos-Garcia et al., 2009).
3) Las cisteina proteasas que secreta el parasito digieren anticuerpos,
componentes C3 del complemento, asi como anafilotoxinas (Reed et al.,
1989). En ensayos in vitro, estas proteasas también destruyen algunos
componentes de la matriz extracelular (Mortimer et al., 2010). Por otra parte,
la sobre-expresion de la cisteina proteasa 5 (EhCPAS) permite un aumento en
la formacién del AHA en modelos animales (Olivos-Garcia et al., 2009).
Ademas se ha observado que EhCPAS5 es un factor importante para la
virulencia de E. histolytica, porque al ser secretada provoca una respuesta
inflamatoria y afecta especificamente la permeabilidad de las uniones
estrechas, cortando a la mucina 2 en su extremo carboxilo terminal (Lidell et
al., 2006). De esta manera los polimeros de mucina son disgregados,
comprometiendo la integridad de la barrera (Castellanos-Castro et al., 2016b).
Otra proteina importante durante el primer contacto con el huésped es la
proteina EnCP112, la cual interactia con proteinas de la unién estrecha, para
su posterior degradacion, este proceso incrementa la permeabilidad
paracelular, permitiendo la entrada de otras moléculas que conllevan a la
destruccion del tejido (Betanzos et al., 2013).
4) La baja expresion de amebaporos del parasito, resulta en una disminucién

en la formacién de AHA en el hamster (Olivos-Garcia et al., 2009).
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5) Las especies no patogénicas como Entamoeba dispar contienen pocas
cantidades de amebaporos y cisteinas proteasas, por lo que son incapaces de
causar AHA en el hamster (Olivos-Garcia et al., 2009).

6) Las cisteina proteasas también participan en la invasion al intestino y en los
eventos de inflamacion (Espinosa-Cantellano et al., 2000). La mayor actividad
proteolitica observada en E. histolytica esta dada por las cisteinas proteasas
ACP1 (EhCP3), ACP2 (EhCP2), ACP3 (EhCP1), EhCPA5 y EhCP112. Esta
ultima, unida a la adhesina EhADH, participa en eventos de virulencia y se ha
localizado en estructuras parecidas a cuerpos multivesiculares en trofozoitos
(Banuelos et al., 2005, Olivos-Garcia et al., 2009).
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Figura 4. Mecanismos de virulencia que presenta E. histolytica. A) Los
trofozoitos de E. histolytica se adhieren mayormente al epitelio interglandular
elevado del intestino. B) Una pequefa region de microinvasion se observa en
la lesion temprana, con ulceracion superficial. C) En estados mas avanzados,
se observan numerosos trofozoitos penetrando una Uulcera de colon

(Espinosa-Cantellano et al., 2000).
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2.6 Trafico vesicular

En eucariontes superiores se ha propuesto que el trafico vesicular inicia
con la formacion de los endosomas tempranos que migran lentamente a lo
largo de los microtubulos hacia el interior de la célula (Aniento et al., 1995,
Gruenberg et al., 1995). Posteriormente, los endosomas en migracién forman
invaginaciones membranales que dan origen a vesiculas, por lo que son
llamados cuerpos multivesiculares (MVBs) (Gruenberg et al., 2004). Se
desconoce si estos MVBs se fusionan entre si formando los endosomas
tardios. Los MVBs pueden observarse por microscopia electronica como
estructuras rodeadas por membrana y con vesiculas intraluminales (Piper et
al., 2007). Al final de la via, los endosomas tardios se fusionan con vesiculas
lisosomales que contienen hidrolasas, las cuales se encargan de degradar el
contenido vesicular (Gruenberg et al., 1995, Gruenberg et al., 2004).

La membrana plasmatica, los endosomas y los lisosomas dependen
completamente del transporte de lipidos provenientes de otros organelos, los
cuales estan comprometidos activamente en su sintesis (Van Meer et al.,
2008). El direccionamiento diferencial de lipidos y la formacién de
subdominios lipidicos juegan un papel importante en la biogénesis de los
MVBs. Ademas la construccion y escision de las vesiculas intraluminales, son
en gran parte controladas por la composicion lipidica y la localizacion de los
lipidos reordenados dentro de los MVBs (Piper et al., 2007).

Varias proteinas clave que conforman Ila maquinaria de
direccionamiento hacia los MVBs, se unen al fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P)
(Piper et al., 2007). La presencia de lipidos y los dominios de union a PI3P de
la maquinaria de direccionamiento requerida para el transporte de vesiculas
(ESCRT, por sus siglas en inglés de “endosomal sorting complexes required
for transport”), son criticos para la formacién de los MVBs (Piper et al., 2007).
En células de eucariontes superiores, la densidad de PI3P en las vesiculas
intraluminales es mas alta dentro de endosomas tempranos y es
significativamente menor en los endosomas tardios, sugiriendo que el PI3P

que contienen las vesiculas intraluminales, es rapidamente degradado o
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susceptible a la actividad de fosfatasas (Piper et al., 2007). Sin embargo, cada
vesicula intraluminal puede poseer distinta composicion de lipidos y proteinas
cargo (Gruenberg et al., 2004). Las proteinas integrales de membrana que no
han sido recicladas, asi como el material luminal soluble, son entonces
liberados en los endosomas tardios y posteriormente a los lisosomas para su
degradacion (Gruenberg et al.,, 2004). La acumulacion de lipidos en las
membranas internas, como el acido liso(bis)fosfatidico (LBPA), puede mediar
la degradaciéon de receptores de la superficie celular, asi como de otras
moléculas como el colesterol (Piper et al., 2007).

El parasito E. histolytica es altamente fagocitico, por lo que la
endocitosis de moléculas provenientes del medio y del hospedero, asi como
el reciclaje de receptores y moléculas de membrana, son eventos cruciales
para su patogenicidad (Piper et al., 2007). Para que se lleven a cabo estos
mecanismos, se requiere de un complejo trafico de vesiculas (endosomas),
que se encargan de clasificar moléculas cargo mediante proteinas como
EhRab5, EhRab7 y EhRabB (Rodriguez et al., 2000, Welter et al., 2002, Saito-
Nakano et al.,, 2004). Por otra parte, EhADH (Alix) y EhVps4, que son
proteinas accesorias; asi como EhVps32, perteneciente al complejo ESCRT-
lll participan de manera activa en el proceso de eritrofagocitosis (Avalos-
Padilla et al., 2015). Recientemente se ha descrito la presencia del fosfolipido
LBPA en trofozoitos, esta molécula se concentra principalmente en
endosomas tardios y/o MVB, lo que indica su participacion en el proceso de
degradacion de moléculas endocitadas (Castellanos-Castro et al., 2016a). En
conjunto estas moléculas contribuyen a esclarecer el proceso endocitico de E.
histolytica, mediante el trafico de vesiculas que llevan moléculas de distinta

indole hasta su degradacién o reciclamiento.

2.7 Lipidos en E. histolytica
Los trofozoitos de E. histolytica son relativamente ricos en lipidos, de
los cuales aproximadamente el 60% corresponde a fosfolipidos (Das et al.,

2002). La mayoria de los lipidos amibianos son tomados del medio; sin
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embargo, la amiba tiene la capacidad de extender las cadenas de acidos
grasos existentes (Sawyer et al., 1967). Ademas, las moléculas obtenidas de
manera exogena podrian ser sometidas a remodelacion, por reacciones de
desacilacion y reacilacion, evitando asi la sintesis de nuevas moléculas de
fosfolipidos (Sawyer et al., 1967). Sawyer y colaboradores en 1967,
encontraron que en trofozoitos crecidos en presencia de glucosa radioactiva,
sélo el 10% de los lipidos carbonados se derivaban de la glucosa exdgena,
mientras que el 77% de la marca radioactiva se encontrd en los acidos grasos
(Sawyer et al., 1967). La composicion lipidica de membranas en la amiba es
importante para prevenir la uniédn de moléculas citoliticas; ademas, los
fosfolipidos y el alto contenido de colesterol contribuyen a la proteccion contra
células productoras de toxinas (Das et al., 2002).

Van Vliet y colaboradores en 1976, analizaron en varias especies de
Entamoeba la composicion de fosfolipidos y esfingolipidos en las membranas
plasmatica y en vesiculas internas (Van Vliet et al., 1976). En particular, E.
histolytica posee 48% de fosfatidilcolina (65% en vesiculas internas y 12% en
la membrana plasmatica), 5-7% de fosfatidiletanolamina (8-10% en vesiculas
internas 'y trazas en la membrana plasmatica), 12-14% de
fosfatidiletanolaminaz (10-12% en vesiculas internas y mas de 30% en la
membrana plasmatica), 5-10% de fosfatidilserina (vesiculas internas y
membrana plasmatica) y fosfatidilinositol (1-10% en toda la célula) (Van Vliet
et al., 1976). El colesterol es abundante en la membrana plasmatica, la cual
tiene un 46.5% de esta molécula por mol de fosfolipidos (Andra et al., 2004).

Al igual que en la mayoria de las células eucariontes, E. histolytica
necesita colesterol, ademas de fosfolipidos para llevar a cabo una gran
cantidad de funciones celulares, incluyendo la biosintesis de membranas
internas y plasmatica (Das et al., 2002). Aunque el colesterol es el esterol
predominante en este parasito, la amiba es incapaz de sintetizarlo, asi que lo
toma del medio (Das et al., 2002). Ademas, al destruir células e internalizarlas
mediante fagocitosis, las utiliza como fuente de colesterol, entre otros

nutrientes. La importancia de este lipido se demostr6 en estudios in vitro, en
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los cuales los trofozoitos fueron cultivados en medios que contenian
liposomas ricos en lipidos y en colesterol, resultando en un vigoroso
incremento en la tasa de crecimiento, aun en las cepas que habian sido
mantenidas en cultivo durante un largo periodo de tiempo (Biagi, 1962,
Serrano-Luna et al., 2010).

En particular, las balsas lipidicas, que son dominios de membrana ricos
en colesterol, se ven alteradas por los agentes de unidn al colesterol, como la
filipina y p-metilciclodextrina (Bansal et al., 2005). Utilizando estos dos
compuestos, se han observado modificaciones importantes en la virulencia de
los trofozoitos, por ejemplo: disminucién de la pinocitosis en fase fluida y de la
adhesion de trofozoitos a monocapas de células epiteliales (Bansal et al.,
2005).

2.8 Colesterol

El colesterol, denominado quimicamente como colest-5-en-33-ol, posee
un peso molecular de 386.64 g/mol. Esta molécula consta de cuatro anillos
hidrocarbonados y una sola cadena alifatica (Figura 5).

El principal determinante de la fluidez de las membranas es el
colesterol. Dada su naturaleza hidrofébica, esta molécula se encuentra
insertada entre los fosfolipidos, o que evita el movimiento azaroso de la
cabeza polar de los acidos grasos. Aunque por su grupo polar hidroxilo, el
colesterol esta en contacto con las soluciones acuosas (Figura 6) (Lodish et
al., 2000). Ademas, las moléculas de colesterol aumentan las propiedades de
la bicapa lipidica, como la permeabilidad y la funcion de barrera para evitar el

paso de algunas moleculas (Alberts et al., 2002).
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Figura 5. Estructura del colesterol. (A) Formula quimica del colesterol. (B)
Representacion esquematica de los dominios del colesterol. (C) Modelo con
esferas interpenetradas de la estructura tridimensional del colesterol (Alberts
et al., 2002).
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Figura 6. Representacion esquematica de la insercion del colesterol en
una capa lipidica. Se muestra una molécula de colesterol (molécula central
de ciclopentanoperhidrofenantreno en naranja, destacando el grupo OH en
rojo y la cadena alifatica en rosa), interactuando con dos moléculas de
fosfolipidos (cabeza polar con grupo fosfato en azul y en verde la regién

apolar formada por dos cadenas de acidos grasos) (Alberts et al., 2002).
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El colesterol es un constituyente importante de las membranas en las
células eucariontes y posee un papel fundamental en la organizacion,
dinamica, funcion y direccionamiento de la membrana celular (Schroeder et
al., 1990). En células de mamiferos, mas del 85% de este lipido esta en la
membrana plasmatica (Schroeder et al., 1990). El colesterol se sintetiza en
todos los tejidos humanos, predominantemente en el higado (80-90%), que
resulta ser el principal sitio extraintestinal infectado por E. histolytica; aunque
también es sintetizado de manera imporante en cerebro, médula espinal, piel
y musculo (Lodish et al., 2000, Bansal et al., 2005, Dancygier, 2009).

Las células de mamiferos, ademas de producir su propio colesterol, lo
captan de la dieta y lo transportan a través de lipoproteinas (Simons et al.,
2000). El encargado de sintetizar el colesterol en la célula es el reticulo
endoplasmico (RE), mientras que la mayoria de esfingolipidos reciben sus
grupos polares en el complejo de Golgi (Simons et al., 2000).

Se sabe que el colesterol ejerce cierta accién para mantener las balsas
lipidicas en un estado funcional (Bansal et al., 2005). Como ya se menciond
anteriormente, estos dominios membranales son ricos en colesterol y
esfingolipidos y se cree que actuan como plataformas, mediante las cuales se
coordinan los eventos de transduccion de sefales, ademas de permitir el
ingreso y la infeccidn de patdégenos a las células del hospedero (Bansal et al.,
2005).

2.9 Transporte intracelular de colesterol

La homeostasis del colesterol es esencial para la integridad funcional
de la célula (Delton-Vandenbroucke et al., 2007). Esta homeostasis es
regulada por un complejo grupo de mecanismos que implican la sintesis de
novo del colesterol (Chang et al, 2005b, lkonen, 2008). La sintesis del
colesterol intracelular se lleva a cabo en la mitocondria e inicia a partir de
acetil coenzima A, esta molécula sufre de dimetilaciones y reacciones de
reduccion para dar lugar a moléculas como:

lanosterol—zimosterol—desmosterol—colesterol
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Existe una via alterna de obtencidn de colesterol desde el medio, la
cual implica el anclaje de lipoproteinas del medio extracelular, mediante un
mecanismo mediado por receptores (Delton-Vandenbroucke et al., 2007). El
mecanismo alternativo comienza con la internalizacion de una lipoproteina de
baja densidad (LDL por sus siglas en inglés), que transporta el colesterol
hacia el interior de la célula. LDL se une a su receptor, conocido como LDLR
(Figura 7), localizado en la membrana plasmatica de la mayoria de las células
(Ikonen, 2008). EI complejo formado por LDLR, junto con su ligando LDL vy el
colesterol, es endocitado por vesiculas cubiertas por clatrina. Posteriormente,
el LDLR se disocia del subcomplejo LDL-colesterol y es reciclado hacia la
membrana plasmatica (Ikonen, 2008). El subcomplejo LDL-colesterol continua
la via endocitica hasta llegar a compartimentos endociticos acidos, donde los
esteres del colesterol son hidrolizados por la lipasa acida, lo que permite la
separacion del colesterol de la LDL (Ikonen, 2008). Entonces, el colesterol es
captado por la proteina soluble NPC2 (por sus siglas en inglés “Niemann—Pick
type C1”), que lo transporta a la proteina de membrana endosomal NPC1 (por
sus siglas en inglés “Niemann—Pick type C2”), la cual provee de colesterol no
esterificado a otros organelos donde se requiere (Ikonen, 2008).

Una vez liberado del sistema endosomal, el colesterol es entregado a
otras membranas, tal como la membrana plasmatica, el RE, los endosomas
de reciclaje y la mitocondria, que sirven como aceptoras para el colesterol que
abandona los endosomas (Piper et al.,, 2007). Sin embargo, aunque el
colesterol es requerido en todos estos organelos, las membranas lisosomales
carecen de contenido de colesterol, lo cual favorece la digestion de los
esfingolipidos. Esto sugiere que la mayor parte del colesterol sale de la
membrana endosomal antes de entrar al lisosoma (Kolter et al., 2005).

Por otra parte, las membranas intraendosomales de los endosomas
tardios multivesiculares, enriquecidas en el fosfolipido LBPA, sirven como un
importante regulador en el transporte de colesterol (Kobayashi et al., 1999).
En estas membranas se localiza otra molécula importante en la regulacién del

colesterol, la proteina Alix (proteina que interactua con el gen ligado a
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apoptosis 2 y miembro de la familia ALIX) (Kobayashi et al., 1999). Cuando
Alix es silenciada experimentalmente mediante RNA de interferencia
(siRNAs), se reduce el numero de endosomas tardios que contienen regiones
multilamelares y también disminuye en un 50% el LBPA, comparado con las
células control (Matsuo et al., 2004). Ademas, en estas condiciones se reduce
la acidez de los endosomas tardios, mientras que las propiedades de
acidificaciéon de otros organelos, como endosomas tempranos o la red de
trans-Golgi, no son afectadas (Matsuo et al., 2004). Esto ha llevado a postular
que los eventos de fusién o fisidn de vesiculas internas con la membrana
limitante de los endosomas, son controlados parcialmente por interacciones
transitorias entre LBPA y Alix, junto con otros factores que al igual que Alix
pertenecen al ESCRT (Matsuo et al., 2004).
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Receptor LDL

Figura 7. Transporte de colesterol mediado por LDLR. Se esquematizan
las proteinas involucradas en el transporte de colesterol hacia el interior
celular, destacando algunas de las proteinas presentes a nivel de endosoma
tardio. LDL: Low-density lipoprotein, MVB: multivesicular body, SSD: sterol

sensing domain (lkonen, 2008).
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En E. histolytica, se ha propuesto a la proteina TMK39 como un posible
receptor de lipoproteinas (Christy et al., 2012). Ademas, se han caracterizado
otras moléculas claves para la regulacion del colesterol en los endosomas
tardios. Tal es el caso del fosfolipido LBPA y de las proteinas EhADH,
EhVps32 y EhVps4, las cuales se localizan en endosomas tardios (Lopez-
Reyes et al., 2010). Estos resultados sugieren que el transporte de colesterol
en la amiba puede estar mediado por las mismas moléculas que en

mamiferos.

2.10 Proteina NPC1

Los endosomas tardios MVBs albergan a las proteinas NPC1 y NPC2,
que son cruciales para el movimiento del colesterol hacia fuera del sistema
endosomal (Davies et al., 2000a). La importancia de estas proteinas se
elucidd en experimentos donde la deficiencia de cualquiera de ellas conducia
a la acumulacion de colesterol no esterificado en organelos endociticos
(Davies et al., 2000a). Ambas proteinas NPCs pueden unir esteroles, aunque
también se han implicado en la union o movilizacion de esfingolipidos (Davies
et al., 2000a).

El gen npc1 en humano codifica para una gran glicoproteina de 1278
aminoacidos, con una masa molecular estimada de 142 kDa (Figura 8)
(Carstea et al., 1997). Esta proteina posee 13 regiones transmembranales,
de las cuales cinco de ellas constituyen el dominio SSD (de unién a
esteroles), que presenta una alta homologia con las proteinas SCAP (por sus
siglas en inglés de “SREBP cleavage-activating protein”) y la reductasa
HMG-CoA (hidroximetillglutaril-CoA) (Davies et al., 2000b). En la porcién
media de la molécula (en los aminoacidos 615-797), se encuentra el dominio
Patched, cuya secuencia posee similtud con otras proteinas
transmembranales. EI dominio Patched fue caracterizado por primera vez en
la proteina que lleva el mismo nombre, la cual esta involucrada en la
sefalizacion de la via Hedgehog (Carstea et al., 1997, Loftus et al., 1997),

que induce proliferacion y diferenciacion de células tumorales (Yu et al.,
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2002). En el extremo amino terminal, la proteina NPC1 contiene cuatro sitios
de N-glicosilacion (Asn-70, Asn-122, Asn-185, Asn-222), altamente
conservados en las proteinas de humano y ratén. Esta proteina también
contiene motivos de zipper de leucina (en los aminoacidos 73-79), los cuales
median interacciones proteina-proteina (Carstea et al., 1997). En el extremo
carboxilo terminal, la proteina contiene un motivo dileucina, que
posiblemente sea importante para su direccionamiento a los lisosomas
(Letourneur et al., 1992)

La biosintesis de NPC1 comienza por un péptido sefal que lleva a la
proteina hacia el RE, para ser enviado posteriormente a los compartimentos
peri-lisosomales y por ultimo hacia los lisosomas, mediante el motivo di-

leucina (Kwon et al., 2009).
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Figura 8. Modelo topolégico de la proteina NPC1. Modelo topoldgico
basado en datos experimentales (Davies et al., 2000a). Los numeros romanos
indican los dominios transmembranales; el dominio SSD abarca desde la
region TMIIl a la TMVII, formando una llave que se muestra en la parte inferior
de la figura. Las asas hidrofilicas estan marcados secuencialmente de A
(amino terminal) a N (carboxilo terminal). Las asas de mayor tamafio A, C e |,
corresponden a los residuos 25-264, 370-621 y 854-1098, respectivamente
(Davies et al., 2000a).
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Durante mi trabajo experimental para obtener el grado de Maestra en
Ciencias (Bolafios Rebolledo et al., 2012), encontré que E. histolytica
presenta una proteina NPC1 hipotética, EhNPC1 (Numero de acceso:
EHI_080220). Esta proteina posee una identidad del 31.7 % con la NPC1 de
humano (Numero de acceso: hsa:4864). La longitud de EhNPC1 es
ligeramente mayor a la de humano, teniendo ésta ultima 1278 aa, en tanto
que la de E. histolytica posee 1339 residuos. Ademas, se realiz6 un analisis in
silico de los posibles sitios transmembranales presentes en la proteina
EhNPC1, observando 16 posibles dominios. También se encontraron los
dominios hipotéticos, Patched y SSD. Con respecto a su localizacion, el
dominio Patched sélo se presenta en la region media de la EhNPC1, aunque
en D. discoideum y en otras amibas, este motivo abarca desde la porcion
central hasta casi el final de la proteina. EI dominio SSD, es de gran
relevancia en mamiferos, ya que ayuda a la captacion de colesterol y permite
la insercidn de este lipido en la membrana de los endosomas tardios (Davies
et al., 2000a), en E. histolytica posee una longitud de 173 aa versus 166 aa,
una identidad del 53% y una similitud del 70%, en comparaciéon con la

proteina de humano (Mittal et al., 2008).

2.11 Proteina NPC2

NPC2 es una glicoproteina lisosomal soluble que transfiere el colesterol
desde el citoplasma vacuolar a la proteina membranal NPC1 y que puede
secretarse al medio extracelular (Figura 9). La transferencia del colesterol
entre las proteinas NPCs es favorecida por el pH acido y la presencia de
LBPA en los endosomas tardios (Kobayashi et al., 1999, Davies et al., 2000a,
Xu et al.,, 2008). NPC2 presenta una elevada afinidad por el colesterol,
aunque también une otros acidos grasos, pero con baja afinidad (Ko et al.,
2003). De hecho, se ha observado que NPC2 puede acelerar la tasa de
transporte de colesterol desde y entre membranas celulares (Babalola et al.,
2007). La estructura cristalografica de esta proteina muestra tres pequenas

cavidades hidrofobicas que forman una “puerta”, donde probablemente se une
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el colesterol, a través de la tirosina 100 y la fenilalanina 66 (Friedland et al.,
2003).

La proteina NPC2 de humano madura posee 132 aa, aunque se ha
descrito que es sintetizada como una forma inmadura que incluye un péptido
sefal de 19 aa. Esta proteina contiene tres sitios potenciales de N-
glicosilacion en las posiciones 19, 39 y 116 (Liou 2006). Se cree que la
modificacion en el Asn-39 es necesaria para el correcto direccionamiento a
los lisosomas (Chikh et al., 2004, Chen et al., 2005). La estructura de esta
proteina es muy similar a otras proteinas que contienen dominios de unién a
lipidos, por ejemplo: MD-2, que es un cofactor requerido para la sefalizacion
por lipopolisacaridos; los alérgenos Der F2 y Der P2 (derivado de
Dennatophagoides farinae y Dennatophagoides pteronyssinus
respectivamente) del acaro del polvo; y la proteina activadora del gangliosido
GM2 (que transfiere glicolipidos hacia los lisosomas) (Ichikawa et al., 1998,
Wright et al., 2000, Derewenda et al., 2002, Vanier et al., 2003, Chevallier et
al., 2008).
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Figura 9. Estructura cristalografica del complejo colesterol-NPC2 de
bovino (PDB ID: 2HKA). A) Estructura estilo cintas solidas, coloreada por el
tipo de estructura secundaria. R32, D72 y K75 son los sitios de union al
colesterol. B) Estilo de esferas sélidas con un radio probable de 1.4 A,
coloreado por su potencial electrostatico (en rojo se indica la carga positiva,
en azul la carga negativa y en blanco los residuos neutrales). En ambas
figuras se representa al colesterol en color gris y su extremo polar en rojo-
amarillo (Storch et al., 2009).
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La via biosintética de NPC2 comienza en el RE, después entra al
aparato de Golgi y desde alli es transportado a la via secretora, seguida por
su recaptura dentro de los endosomas y su subsecuente incorporacion en los
endosomas tardios, donde participa en el transporte de colesterol en conjunto
con NPC1 (Strauss et al., 2002). La participacién de ambas proteinas es
importante para el transito de colesterol, ya que se ha observado acumulacién
de colesterol lisosomal cuando solo la proteina NPC1 es funcional, pero no la
NPC2. Lo mismo sucede si la NPC1 no es funcional, pero si lo es la NPC2
(Strauss et al., 2002). Ademas se sabe que NPC2 permanece en el fluido
epididimal, bilis, plasma y en la leche materna, lo que sugiere que podria
relacionarse con el transporte extracelular de esteroles en los ambientes

acuosos (Dixit et al., 2011).

2.12 Enfermedad “Niemann-Pick Tipo C”

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) es un desorden
pediatrico neurodegenerativo que se caracteriza por la acumulacién de
colesterol en los endosomas tardios y en los lisosomas de células del sistema
nervioso central y de las visceras (Carstea et al., 1997, Naureckiene et al., 2000,
Chang et al, 2005a, Vance et al, 2006). Esta enfermedad afecta
aproximadamente a uno de cada 150,000 recién nacidos vivos (Vanier et al.,
2003). Cerca del 95% de los casos de esta enfermedad se deben a
mutaciones en el gen npc1, mientras que el 5% restante se producen por
mutaciones en el gen npc2 (Mukherjee et al., 2004, Sturley et al., 2004,
Chang et al., 2005a). La enfermedad NPC, comprende un grupo heterogéneo
de enfermedades de almacenamiento de lipidos en el endolisosoma, con
herencia autosémica recesiva (Watari et al., 1999, Vanier et al., 2003).
Clinicamente, se puede diagnosticar utilizando el marcador fluorescente
filipina, el cual es un antibiético polieno (con mas de dos dobles enlaces) que
se une al grupo hidroxilo del colesterol no esterificado para formar un
complejo fluorescente (Figura 10) (Vanier et al., 2003).
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Figura 10. Fenotipo celular en la enfermedad de NPC. A) Linea celular de
fibroblastos con la enfermedad NPC, donde se aprecia la acumulacién de
colesterol en el citoplasma a través de la tincion con filipina. B) Fibroblastos

control, sin la enfermedad de NPC (Vanier et al., 2003).
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Ademas del colesterol, otros lipidos como la esfingomielina, la
glucosilceramida, ciertos gangliosidos como GM2 y GM3 y el LBPA también
se acumulan en células con el fenotipo NPC (Patterson et al., 2001). La
acumulacién de glicoesfingolipidos se debe a la alta afinidad entre el
colesterol y los esfingolipidos, los cuales conforman los mayores
componentes de los microdominios lipidicos o “rafts” (Simons et al., 2000).
También se ha observado que en células NPC la acumulacion de colesterol
endosomal/lisosomal conduce a la inhibicion de esfingomielinasa vy

glucosilceramidasa lisosomales (Reagan et al., 2000, Salvioli et al., 2004).

2.13 Acumulacion de colesterol producida por la droga U1866A

La droga U18666A (3B-[2-(dietilamino)etoxilandrost-5-en-17-ona)
(Figura 11) se utiliza para inhibir el trafico de colesterol y se ha implicado en el
estudio de varias enfermedades, incluyendo NPC, Alzheimer y arterosclerosis.
Esta droga permea dentro de las células e inhibe el transporte de colesterol
desde los endosomas tardios/lisosomas hacia el RE (Feng et al., 2003, Koh et
al., 2006). En macrofagos, concentraciones micromolares de esta droga
inhiben el trafico de colesterol en los endosomas tardios; mientras que
concentraciones nanomolares impiden el trafico de colesterol en el RE, similar
a lo encontrado en la enfermedad de NPC (Feng et al., 2003, Koh et al.,
2006).
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Figura 11. Representacién de la estructura quimica de la droga U18666A.
Estructura quimica de la droga U18666A (3[3-[2-(dietilamino)etoxilandrost-5-
en-17-ona), la cual es permeable en la membrana celular dada su naturaleza
anfifilica (Cenedella et al., 2004).
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El efecto que ejerce esta droga sobre el trafico de colesterol, involucra
la participacién directa de la proteina NPC1 (Liscum et al., 1991, Liscum et al.,
1992). En estudios con células de la granulosa (localizadas en los foliculos
ovaricos, rodeando al ovocito), incubadas con la droga U18666A, se observo
un aumento de mas de dos veces en los niveles del RNAm del gen npc1y de
la proteina NPC1. Estos resultados sugieren que la droga puede alterar las
funciones de NPC1, activando un mecanismo compensatorio que da como
resultado un incremento en la sintesis de novo de NPC1 (Watari et al., 2000).

En los resultados obtenidos durante la maestria, observamos que
después de bloquear el trafico de colesterol en endosomas (trafico vesicular)
por efecto de la droga U18666A, incrementaban algunos procesos de
virulencia como la eritrofagocitosis y la destrucciéon de monocapas de células
epiteliales (después de revertir este bloqueo). Por lo que creemos que el
trafico vesicular es un evento indispensable para el movimiento tanto de
colesterol como de otras moléculas involucradas en estos procesos de

virulencia.
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3. JUSTIFICACION

E. histolytica es un protozoario intestinal capaz de provocar la muerte a
millones de personas alrededor del mundo. Posee diferentes mecanismos de
virulencia, siendo el trafico vesicular imprescindible para que se lleve a cabo
el transporte de diferentes proteinas y moléculas involucradas en estos

mecanismos.

Estas proteinas y moléculas se transportan intracelularmente en
vesiculas que siguen el sistema endolisosomal y sus membranas estan

formadas por lipidos como el colesterol.

Se sabe que el colesterol es importante para la supervivencia y
virulencia de E. histolytica, sin embargo, se desconoce cuales son las
proteinas con las que interactua para su transporte y distribucion hacia los
sitios donde es requerido. En eucariontes superiores se ha descrito que, en el
transporte intracelular de colesterol, especificamente a nivel de endosomas
tardios/lisosomas, participan esencialmente dos proteinas: NPC1 y NPC2. Por
lo tanto, es de relevancia conocer si en el parasito E. histolytica se expresan
las proteinas NPCs y cual es su funcion en el transporte de colesterol y en los
procesos patogénicos. Entender el trafico vesicular de moléculas
directamente involucradas en los mecanismos de virulencia, nos permitira en

un futuro el disefio de estrategias alternativas para el combate de la amibiasis.
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4. OBJETIVO GENERAL

Identificar una posible EhRNPC2 y caracterizar la funcion de ambas
proteinas (EhNPC1 y EhNPC2) durante el transporte de colesterol en E.
histolytica y estudiar cdmo influye este transporte en diversos eventos

relacionados con la virulencia del parasito.
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5. OBJETIVOS PARTICULARES

. Investigar la estructura de las proteinas hipotéticas EhNPC1 y EhNPC2 y su

asociacion con el colesterol, mediante analisis bioinformaticos.

. Comprobar que los genes, transcritos y proteinas estan presentes en

trofozoitos de E. histolytica.

. Determinar la localizacion subcelular de las proteinas EhnNPC1 y EnNNPC2 en

trofozoitos de E. histolytica.

. Analizar las interacciones entre EhNPC1, EhNPC2 y otras proteinas
endosomales, asi como con el colesterol y el LBPA en trofozoitos de E.

histolytica.

. Estudiar el trafico del colesterol durante eventos relacionados con la virulencia

in vitro e in vivo de E. histolytica, a través de su arresto mediante el uso de la
droga U18666A.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Analisis in silico de las proteinas hipotéticas EANPC1 y EhNPC2

La secuencia proteica de NPC1 y NPC2 se busco en el proteoma de E.
histolytica, con ayuda de la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg/). La similitud entre la
proteina NPC1 de amiba y la de H. sapiens, se determind mediante el
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y empleando el
servidor ExPASy (Expert Protein Analysis System) (https://www.expasy.org/).
Los criterios de seleccion fueron: 1) al menos el 20% de identidad y 2) un
valor de “e” lo mas cercano a 0. Se realizaron alineamientos con multiples
secuencias de la proteina NPC1 de otros organismos, auxiliandonos del
programa Clustalw (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html).
También se realizd la prediccion de regiones transmembranales y su
orientacibn en la membrana mediante el programa TMprep
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html). Para la
identificacion de dominios estructurales se utilizd el programa SMART
genomic (Simple Modular Architecture Research Tool) (Smart.embl-
heildelberg.de).

La secuencia NPC2 no se encontré en la base de datos KEGG, por lo
cual se realizd una busqueda a partir del dominio de reconocimiento de
esteroles (E1_DerP2_DerF2) descrito en la proteina NPC2 de humano.
Siguiendo esta estrategia, encontramos dos proteinas putativas NPC2 en E.
histolytica con los numeros de acceso: EHI_068260 y EHI_188770 y que de

ahora en adelante llamaremos EhNPC2a y EnNPC2b, respectivamente.

7.2 Modelaje molecular

Las secuencias de aminoacidos de EhNPC1, EhNPC2a y EhNPC2b
fueron analizadas mediante el servidor RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/)
para predecir su estructura terciaria. La orientacion en la membrana se obtuvo
a través de la base de datos OPM (Orientations of Proteins in Membranes)

(http:opm.phar.umich.edu/). La region amino terminal (NTD) de EhNPC1 (1 a

40



250 aminoacidos) se comparo con el cristal del NTD de la NPC1 de humano
(numero PDB 3GKIl) (23 a 254 aminoacidos). En tanto que las estructuras
tridimensionales de EnNPC2a y EhNPC2b se compararon con el cristal de la
proteina NPC2 de Bos taurus. Ambos cristales se obtuvieron de la base de
datos “Protein Data Bank” (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
Los modelos obtenidos se analizaron mediante el programa UCSF Chimera
(https:/lwww.cgl.ucsf.edu/chimera/). ElI acoplamiento molecular de cada
proteina con el colesterol, se realizdé en el programa AutoDockTools V1.5.6
(http://autodock.scripps.edu/resources/adt) y los sitios de interaccidn se
analizaron mediante el programa Ligplotv.4.5.3
(http:www.ebi.ac.uk/thorntonsrv/software/LIGPLOT/). EI tamafo de Ila
cuadricula usada fue de 126x126x126 puntos, con un espacio de 0.8 A. Los
acoplamientos moleculares se realizaron en funcién de la energia libre
empirica y con base al algoritmo de genética Lamarckian. El numero de
corridas GA fue de 200, utilizando un numero maximo para la evaluacion de
2x10°. La estructura de colesterol en formato PDB se obtuvo de la base de
datos ZINC12 (www.zinc.docking.org) y la energia de minimizacion se obtuvo
en los programas PRODGR (davapci.boich.dundee.ac.us/prodrg/) vy
CHIMERAV1.10.1.

7.3 Cultivo de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM1-IMSS clona A (Orozco
et al., 1983) y clona G3 (Bracha et al., 2003), se cultivaron axénicamente en
cajas de cultivo a 37°C, en medio TYI-S-33 (Diamond et al., 1978)
suplementado con 3% de mezcla de vitaminas Diamond (North American
Biologicals), 0.25 Ul/ml de bencilpenicilina (Lakeside), 35 pg/ml de
estreptomicina (Lakeside) y 15% de suero bovino adulto (SBA) (Microlab).
Una vez que los trofozoitos alcanzaron la fase logaritmica de crecimiento, se
cosecharon a 800 g durante 5 min a 4°C y se utilizaron para los

experimentos correspondientes. Para cuantificar el numero de trofozoitos, se
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realizd un conteo en la camara de Neubauer, empleando la siguiente
férmula:

No. Amibas (sumatoria de los 4 cuadrantes) / 4* (Factor de dilucién) = No.
amibas/ml

En la mayoria de los casos se utilizaron trofozoitos de la clona A, excepto
para los ensayos de silenciamiento de los genes ehnpc1y ehnpc2a, donde

se emplearon trofozoitos de la clona G3.

7.4 Tratamiento con la droga U18666A

Cultivos de trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento se incubaron
durante 12 horas con medio TYI sin suero, suplementado con 3 ug/ml de la
droga U18666A (Sigma-Aldrich) y enseguida se realizaron los experimentos
correspondientes, manteniendo durante el procesamiento la misma

concentracion de tratamiento con la droga.

7.5 Extraccion de DNA genémico

ElI DNA gendmico de los trofozoitos se obtuvo con el kit DNA
purification System (Promega). Los trofozoitos se colectaron mediante
centrifugacion a 800 g, a 4°C y la pastilla se lavé con PBS (NaCl 137 mM, KCI
2.7 mM, Na2HPO4 8mM, KH2PO4 2 mM). Posteriormente, al paquete celular
se le adicion6 600 ul de la solucion de lisis nuclear y se mezclo por pipeteo. A
la muestra se le aiadié 3 pl de solucion de RNAasa, se agité por 30 seg y se
incubé a 37°C durante 30 min. Después de enfriar la muestra a TA, se
adicionaron 250 pl de solucién de lisis, se agitd por 30 seg y se incubd a 4°C
durante 5 min. El tubo se centrifugé a 4000 g durante 6 min y el sobrenadante
se transfiri a un tubo nuevo que contenia 600 pl de isopropanol a TA.
Después de mezclar suavemente por inversion, el tubo se centrifugd
nuevamente a 4000 g por 1 min y al sobrenadante se le adicion6 600 ul de
etanol al 70%. La muestra se mezclo por pipeteo y se centrifugdé a 4000 g por
1 min. El etanol se removiéo y el tubo se dej6 secar en esterilidad

aproximadamente durante 10 min. EI DNA gendmico se resuspendié con
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agua inyectable estéril, y se hicieron alicuotas, las cuales se almacenaron a -

20°C hasta su uso.

7.6 Extraccion de RNA total

Los trofozoitos de E. histolytica colectados a 4°C, se empastillaron por
centrifugacion a 800 g y se les adiciono 1 ml de Trizol (Sigma-Aldrich, USA)
por cada 1x107 células. La mezcla se homogenizo y se incubd a TA por 5 min.
Posteriormente, se adicionaron 200 ul de cloroformo por cada ml de Trizol, el
tubo se agité y se incubd a TA por 3-4 min. La preparacidén se centrifugd a
3500 g durante 15 min a 4°C y la parte acuosa se transfirié a un tubo nuevo,
donde se adicionaron 500 pl de isopropanol frio por cada ml de Trizol.
Después de incubarse a TA por 10 minutos, la muestra se centrifugé a 3500 g
durante 10 min a 4°C. La pastilla se lavo 2-3 veces con 1 ml de etanol al 75 %
por cada ml de Trizol, se homogenizé y centrifugd a 3000 g, durante 5 min a
4°C. La pastilla que contenia el RNA total se secd en esterilidad, se
resuspendioé en agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) y se almacené a

-70°C hasta su uso.

7.7 Tratamiento con DNasa

Una vez obtenido el RNA total, las muestras se trataron con DNasa
para eliminar la posible contaminacion con DNA gendmico. El RNA total (1 pg)
se incubd a 37°C durante 30 min con 1 pl de DNasa libre de RNasa (Thermo
Scientific). La DNasa se inactivd con EDTA 50 mM a 65°C durante 10 min e

inmediatamente se us6 para generar el DNA complementario (DNAc).

7.8 Sintesis de DNAc

Para la sintesis de DNAc, 1 ug de RNA total pre-tratado con DNasa se
incubé con 1 ul de oligo dT 10 uM (Sigma) y 1 ul de dNTPs, durante 5 min a
65 °C. Para la reaccion de retro-transcripcion, se adicionaron 4 ul de
amortiguador 5X (Tris-HCI 250 mM pH 8.3, KCI 375 mM y MgCl2 15 mM), 2 pl
de DTT (ditiotreitol) 0.1 M y 2 ul de inhibidor de RNasa. La mezcla se incub6 a
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42 °C durante 2 min y posteriormente se adicion6 1 pl de transcriptasa
reversa (200 U/ul, SuperScript 1l, Invitrogen), la cual se incubé a 42 °C
durante 50 min. Para inactivar la transcriptasa reversa, la reaccion se incubo a

70 °C por 15 min y el DNAc obtenido se almacené a -20 °C hasta su uso.

7.9 Electroforesis en geles de agarosa

La separacion del DNA, RNA total y RNAmM se realiz6 mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% preparados con amortiguador TAE
(40 mM Tris acetato y 1mM EDTA). A las muestras se les adiciono
amortiguador de carga (azul de bromofenol al 0.25%, xilencianol al 0.25% vy
glicerol al 30%) y la electroforesis se llevé a cabo por 1 h a 70-80 V.
Posteriormente, los geles fueron observados bajo luz UV en el GelDoc
(BioRad).

7.10 Diseino de oligonucleétidos y PCR

El disefio de los oligonucléotidos para amplificar los genes completos
npc1, npc2a, npc2b y s2 se realizd empleando los programas Pearlprimer y
DNAWorks disponibles en internet (http://helixweb.nih.gov/dnaworks). El gen
que codifican para la proteina s2 de la subunidad 40s del ribosoma se usé
como control de carga. A los oligonucledtidos se les afadieron secuencias
especificas, para ser reconocidos por las enzimas de restriccion BamHI en el
oligo sentido y Sall en el oligo antisentido (Tabla 1). Ademas, anadimos los
nucledtidos GC y CC en los oligos sentido y antisentido, respectivamente,
para favorecer la estabilidad de unién de las enzimas de restriccion (Tabla 1).
También se disenaron oligonucledétidos para los ensayos de PCR en tiempo
real (Tabla 1). Asi como los oligonucleétidos usados para amplificar los
fragmentos especificos para silenciamiento (Tabla 1).

Todos los oligonucledétidos se alinearon en el genoma de E. histolytica,
usando la base de datos AmoebaDB, con la finalidad de comprobar que estas
secuencias soélo correspondieran a los genes de interés. Una vez comprobada

la especificidad de los oligos, se enviaron a sintetizar.
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Gen Tamaiio del
Secuencia de los oligonucleétidos
completo amplicon (pb)
s GCGGATCCATGTTTGTTTTCTTCTTCTTGATAAG
TGTTGTAATTAGTATTAC
Ehnpc1 4020
A CCGTCGACCATTCAAAGTTTTGATATTCTCCTTT
TGTACTCTT
s GCGGATCCATGCCATTGGTTAACCCATTATTTTT
TTTATTACTTATTTCATTC
Ehnpc2a 441
A CCGTCGACCTATTTAACTAATACCGGACCAAAT
TCTGAACAACTGAATAGAGTGC
s GCGGATCCATGTTTGTGTTATTCATACTATTCAC
TACTCTTTTTGCA
Ehnpc2b 426
A CCGTCGACTTATTTCATATCAAGCATAAATCCTA
AACAAGTGATATTATAGTCACC
Tamainio del
qRT-PCR Secuencia de los oligonucleétidos
amplicon (pb)
S ATTTACCTCTGCTGGATTCTTCTC
Ehnpc1 164
A GGAACATACTGACCATCTTTATCG
S CAGTGAGTGGTTTAGCATCAG
Ehnpc2a 131
A CCTTTGAAAGTTGTGGAACAG
S CTCCATTTGTCTACCTGAACC
Ehnpc2b 232
A CTGGACATCTAACTACTGTTCC
S ATTCGGAAATAGAAGAGGAGG
R40s 104
A ACTATTCTTCCAAGCTTGGT
Silenciamiento Tamainio del
Secuencia de los oligonucleétidos
de los genes amplicon (pb)
Ehnpc1 S AGCTAGGCCTATGTTTGTTTTCTTCTTCTTGAT 400
A GCATGAGCTCTCATCAATTTCAGTCCATCTTG
AGCTAGGCCTATGTTTGTGTTATTCATACTATTC
Ehnpc2a S 420

A

AC
GCATGAGCTCAACAAGTGATATTATAGTCACCG
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Tabla 1. Secuencias oligonucleétidos utilizados. Los sitios de corte de las
enzimas de restriccion BamHI (rojo) y Sall (azul) se muestran subrayados en
las secuencias de los oligonucledtidos para amplificar los genes completos.
También se muestran las secuencias de los oligonucleotidos usados en los
ensayos de PCR en tiempo real (QRT-PCR) y para el silenciamiento de los
genes, donde se marcan los sitios de restriccion Stul (verde) y Sacl (morado).

S: sentido. A: antisentido.
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7.11 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de los genes de interés mediante PCR
convencional se utilizaron 100 ng de DNA gendmico, 10 yM de cada
oligonucledtido sentido y antisentido correspondiente, 10 mM de cada dNTP
(dATP, dCTP, dTTP y dGTP), amortiguador GC 5X, 2.0 mM de cloruro de
magnesio, 1 U de DNA polimerasa de alta fidelidad KAPA (HiFi HotStart,
Biosystems) y agua inyectable, hasta completar un volumen de 50 pyl. Como
control negativo, las reacciones se llevaron a cabo sin afadir ADN. Las
amplificaciones se realizaron en el termociclador Mastercycler personal

(Eppendorf), utilizando las condiciones de la tabla 2.

7.11.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacion de los productos de PCR se realizd mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%, preparados con amortiguador
TBE (45 mM de tris base, 45 nM de acido bdrico y 1 mM de EDTA). A las
muestras se les adiciond amortiguador de carga (azul de bromofenol, xileno
cianol y glicerol al 80 %) y la electroforesis se llevd a cabo manteniendo un
voltaje constante de 80-90 V por 120 min. Posteriormente, los geles se
desmontaron y se colocaron en una solucion de bromuro de etidio al 0.05%

para detectar, bajo luz UV, los fragmentos de PCR amplificados.

7.12 Clonacion de los genes ehnpc2a y ehnpc2b

A partir de DNAc de E. histolytica se amplificaron los genes completos
npc2a y npc2b, empleando la siguiente reaccién de PCR: 1 ug de DNAc,
amortiguador KAPA Hifi 5X, 10 mM de la mezcla de dNTP (Mix KAPA), 10 mM
de cada oligo sentido y antisentido y 2.5 U de la polimerasa de alta fidelidad
KAPA Hifi. La amplificacién se realizé en el termociclador Mastercycler
personal, usando las condiciones descritas en la tabla 3. El producto
amplificado se analizd6 en geles de agarosa al 1%. Las bandas
correspondientes al tamafo esperado para los genes ehnpc2a y ehnpc2b se

cortaron y purificaron con el kit GeneJet Gel Extraction (Thermo Scientific).
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Tabla 2. Condiciones para amplificar un fragmento de los genes ehnpc1,

ehnpc2ay ehnpc2b

Temp. Inicial 95°C 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion | 98 °C 20 seg

Alineamiento 58 °C 30 seg 40 ciclos
Extension 72 °C 30 seg

Extension final 72 °C 5 min 1 ciclo
Temperatura final | 4 °C 0

Tabla 3. Condiciones para amplificar los genes completos ehnpc2ay

ehnpc2b.

Temp. Inicial 95 °C 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion | 98 °C 20 seg

Alineamiento 63 °C 30 seg 40 ciclos
Extension 72 °C 30 seg

Extension final 72°C 4 min 1 ciclo
Temperatura final | 4 °C o0
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Los genes fueron clonados en el vector pJET 1.2/blunt (Thermo
Scientific) (Figura 13), previamente restringido con las enzimas BamHI| 'y Sall y
utilizando el kit CloneJet (Thermo Scientific). La mezcla de reaccion contenia:
1 pg del producto de PCR, buffer de reaccion 2X, 50 ng/ul del plasmido pJET

1.2/blunt y 5 U/ul de ligasa de DNA T4 (Invitrogen). La mezcla de ligacion se
incubo durante 5 min a TA.
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Bsu15l

Figura 13. Vector de clonaciéon pJET 1.2/blunt. Este vector consta de 2974
pb, posee un replicdn (en la posicion 1762-1148), un sitio de resistencia a la
ampicilina (2782-1922), un sitio de inicio de la replicacion (1162), un gen letal
que permite la seleccion de las colonias que poseen el plasmido (753-16),
multiples sitios de clonacion para colocar el inserto (422-328) y un sitio de

insercion para ligar el inserto (371-372).
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7.12.1 Preparacioén de bacterias competentes

A partir de una colonia de bacterias Escherichia coli DH5a se obtuvo un
cultivo con una densidad optica (DO) de 0.4, medida a una longitud de onda
de 600 nm. Las bacterias crecidas a 37 °C se empastillaron a 500 g, se
lavaron con 50 mM de CaClz, nuevamente se centrifugaron a 1000 g y la
pastilla se resuspendié en una mezcla de 50 mM de CaClz y glicerol al 25%.
Se realizaron alicuotas de las bacterias y se almacenaron a 4 °C, por no mas

de una semana, hasta su uso.

7.12.2 Transformacién de bacterias

Bacterias E. coli DH5a competentes frescas (50 ul) se mezclaron con
30 ng de los plasmidos a insertar y se incubaron a 4 °C durante 5 min a 4 °C.
Posteriormente, la mezcla se sometié a un choque térmico a 42 °C, se le
adiciond 500 ul de medio Luria-Bertani (LB) y se incubé a 37 °C durante 1 h.
La reacciéon se sembro6 en placas de LB-agar con ampicilina (100 mg/ml) para
seleccionar las bacterias transformadas y se incubaron a 37 °C durante toda
la noche (ON).

7.12.3 Purificacion de los plasmidos y de los productos de interés

Los plasmidos contenidos en las colonias de bacterias transformadas
se aislaron con el kit Fast Plasmid Mini (Fermentas), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Después, el gen de interés se digirid con las
enzimas de restriccion correspondientes (Sall y BamHI) y los productos
generados se analizaron en geles de agarosa al 1%.

El inserto de interés se corté del gel de agarosa y los fragmentos del
gel se pesaron dentro de un tubo de 1.5 ml. Después, se agregé un volumen
1:1 del amortiguador de union y se incubd la mezcla a 50-60°C durante 10
min o hasta que el gel estuviera completamente disuelto. La mezcla se agit6
suavemente por inversion y se agregaron dos volumenes de isopropanol al
100% y se mezcld vigorosamente. La mezcla se cargdé en la columna de

purificacion GeneJET, se centrifugd a 18,000 g durante 1 min y se descarto lo
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que no se unid. Con la finalidad de lavar el DNA unido a la columna, se
colocaron 100 pl del amortiguador de union, se centrifugd como se menciono
anteriormente y se lavd con 700 ul de amortiguador de lavado, nuevamente
centrifugando en las condiciones establecidas. Finalmente, se realizd una
centrifugacion adicional para remover los residuos de etanol del amortiguador
de lavado. Para eluir el DNA obtenido, la columna se colocé en un tubo de 1.5
ml nuevo y estéril, se adicionaron 50 ul de agua estéril en la columna a 50°C y
se centrifugd a 14,000 g durante 1 min. EI DNA obtenido se cuantificé por
espectrofotometria a 260/280 nm en un equipo Nanodrop (Thermo) y se

almacend a -20°C hasta su uso.

7.12.4 Ligacion

El inserto de interés y el plasmido de expresion pGEX-6P-1
(Amersham; Figura 14) digeridos y purificados, se ligaron en una proporcion
de 1:10 6 1:20 (vector: inserto). Las mezclas de ligacion se realizaron en un
volumen final de 10-15 pl, conteniendo 50 ng del plasmido pGEX-6P-1-
BamHI/Sall, 50 ng del inserto, 1 ul (100 unidades) de T4 DNA ligasa
(Invitrogen), 2 pl de amortiguador T4 DNA Ligasa 5X (Invitrogen) y agua
inyectable para completar el volumen final de reaccion. La reaccion se incubo
por 16-18 h a 16°C. Como control negativo se llevé a cabo la misma reaccion

sin el inserto.
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pGEX-6P-1

Figura 14. Vector de clonacién pGEX-6P-1. Mapa del vector utilizado para
la clonacion de los genes ehnpc2a y ehnpc2b. Los sitios de restriccion
utilizados para insertar los productos de interés fueron los de las enzimas
BamHI 'y Sall.

53



7.12.5 Induccion de las proteinas recombinantes EhNPC2a y EhNPC2b

Las construcciones pGEX-ehnpc2a y pGEX-ehnpc2b se transformaron
en bacterias E. coli BL21 pLysS y se indujo la expresion de las proteinas
recombinantes. Esta expresion se encuentra bajo el control del promotor tac,
que es inducido por el isopropil-B-tio-galactopiranésido (IPTG). El gen lacl?
codifica para una proteina represora que se une al promotor tac y que sélo el
inductor IPTG puede eliminar, manteniendo asi un control en la expresion del
inserto.

En todos los casos se sembrd una colonia en 10 ml de medio LB con
ampicilina (100 pyg/ml de medio) y el cultivo se incub6 con agitacion orbital
(Lab-LineR Incubator-Shaker) a 37°C y 180 rpm hasta alcanzar una DO de
0.4-0.6 a 600 nm. Posteriormente, se llevd a cabo la induccion de la expresion
adicionando de 0.5 mM de IPTG, durante 3 h a 37 °C.

7.12.6 Analisis de la solubilidad de las proteinas recombinantes GST-
EhNPC2a y GST-EhNPC2b

Para el analisis de la solubilidad, se utilizaron 100 ml de cultivo
bacteriano transformado e inducido. Las bacterias se centrifugaron a 10,000 g
por 5 min, la pastilla se resuspendié en 2.5 ml de amortiguador de lisis (Tris-
HCI 20 mM pH 8.0, EDTA 2mM, NaCl 100mM y 1 mM PMSF), se le adiciond
lisozima a una concentracién final de 1 mg/ml y se incub6é por una h.
Posteriormente, la mezcla se sometié a sonicacidon en frio (sonicador
ultrasénico de punta Vibra-Cell SonicsR), por 5 veces, con intervalos de 10
seg a una amplitud de 60 W. El lisado celular se centrifugé a 12,000 g por 20
min a 4°C, para separar la fraccién soluble y la insoluble. Se tomé una
alicuota de 100 ul de cada fraccién y se les adicion6 20 pl de amortiguador de
muestra 5X (Tris HCI 0.5 M pH 6.8, glicerol 40%, SDS 2%, B-mercaptoetanol
5%, azul de bromofenol 0.05%). Las muestras se analizaron por electroforesis
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), los cuales se

tineron con solucion de azul de Coomassie (Metanol 50%, acido acético 10%,
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azul de Coomassie R-250 0.2%) y se decoloraron posteriormente para

observar las proteinas claramente.

7.12.7 Electroelucién de las proteinas recombinantes

Se corrieron cuatro geles preparativos SDS-PAGE con la fraccion
insoluble de los lisados bacterianos y posteriormente se cortaron las bandas
correspondientes al peso de cada proteina recombinante (incluyendo la
etiqueta de GST). Las muestras se cortaron en pequenas fracciones y se
colocaron en una camara de electroelucién (Bio-Rad), que se someti6 a 40 V,
durante 2.5 h. Las proteinas electroeluidas se pasaron por Columnas de
Sephadex G-25 (Columna PD-10; GE) para eliminar las sales. Las fracciones
colectadas se cuantificaron y se utilizaron para inmunizar animales y generar

anticuerpos.

7.13 Sintesis del péptido de la proteina EhNPC1

La secuencia de la proteina EhNPC1 se introdujo en los programas
BCPREDS (B-cell epitope prediction server) (http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/) y
ABCpred (Artificial neural network based B-cell epitope prediction Server)
(http://lwww.imtech.res.in/raghava/abcpred/), para determinar el epitope
idéneo para generar un anticuerpo contra la proteina EnNPC1. Los programas
usados permitieron determinar: hidrofobicidad, accesibilidad, superficie
expuesta, polaridad y antigenicidad de los candidatos analizados. El epitope
seleccionado fue DEQPMYDKDGQYVPVEKRLE, que consta de 20 aa
(residuos 766-786).

7.14 Produccién de anticuerpos

El péptido de la proteina EhNPC1 y la proteina recombinante
EhNPC2a-GST se resuspendieron en el adyuvante TiterMax Gold (Sigma-
Aldrich) y se inmunizaron en conejos Nueva Zelanda y ratones Balb/c, a una
concentracion de 100-200 y 50 ug, respectivamente. Se realizaron 2

inmunizaciones mas cada 15 dias y se obtuvo una muestra sanguinea antes
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de cada inmunizacion para medir el titulo de anticuerpo, mediante ensayos de
Western blot. Antes de iniciar con las inmunizaciones se tomé una muestra

sanguinea de los animales para obtener el suero preinmune

7.15 Extraccion de proteinas totales de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica se cosecharon cuando alcanzaron su fase
logaritmica como se describié anteriormente. Posteriormente la pastilla se
resuspendié (1 ml por cada 15 x 108 trofozoitos), en PBS en presencia de una
mezcla de inhibidores de proteasas (PHMB 100 mM, PMSF 100 mM,;
benzamidina 100 mM; aprotinina 10 mg/ml; pepstatina 1 mg/ml; leupeptina 10
mg/ml y E-64 1 mg/ml). La lisis celular se llevé a cabo congelando la muestra
en nitrégeno liquido y descongelandola con agitacion a temperatura ambiente
(TA) con el vortex y realizando pases consecutivos en hielo. Posteriormente,
se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976) y los

extractos amibianos se almacenaron en alicuotas a -70°C, hasta su uso.

7.15.1 Ensayos de Western blot (WB)

Las muestras de proteinas se mezclaron con amortiguador de carga 2X
(Glicerol 20%, SDS 4%, Tris HCI 0.125 M, B-mercaptoetanol 10%, azul de
bromofenol 0.05%, pironina 0.05%) y se separaron por SDS-PAGE. Los geles
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) en una unidad de
electrotransferencia (Bio-Rad). Las unidades se montan a manera de
emparedado en el siguiente orden: anodo, esponja, papel filtro Whatman, gel,
membrana de nitrocelulosa, papel filtro Whatman, esponja y catodo. La
camara se cargo con solucién de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 100 mM,
SDS 0.1 %, metanol 20%) fria y se colocé en un bafo de hielo para transferir
las proteinas a 400 mA por 1.5 h. Después, la membrana se tiid con rojo de
Ponceau (rojo de Ponceau 0.1% y &acido acético 1%), para verificar la
integridad de las muestras proteicas. A continuacion, la membrana se incub6
con solucion bloqueadora (PBS-leche 5%) y para la inmunodeteccion se

usaron los anticuerpos generados diluidos 1:3000 en PBS-leche 5%. El
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anticuerpo primario se incubé toda la noche en agitacion a 4°C.
Posteriormente, se realizaron 5 lavados de 10 min con PBS-Tween-20 al
0.5% y la membrana se incub6 2 h a TA con el anticuerpo secundario o-IgG
acoplado a peroxidasa (de conejo o rata segun el anticuerpo primario), diluido
1:10,000 en PBS-leche 5%. Al término de la incubacion se realizaron los
mismos lavados con PBS-Tween-20 al 0.5%, como se describid
anteriormente. La union antigeno-anticuerpo se revelé con el método
quimioluminiscente ECL (Amersham), en el equipo Microchemi 4.2
(Accesolab). Las imagenes obtenidas se procesaron en el programa ImageJ

1.44p para realizar la cuantificaciéon densitométrica.

7.16 Cuantificacién de colesterol

Los trofozoitos (5x10°) se cosecharon y lavaron dos veces con PBS.
Posteriormente, la pastilla celular se resuspendi6 en una mezcla de
isopropanol, cloroformo y NP40 (7:11:1), Esta suspensién se centrifugd a
13000 g por 10 min y la fase organica se colectd. Esta fase se secd por
aproximadamente 3 h a 55°C. Los lipidos fueron cuantificados mediante el kit
“Quantitation colesterol” (Sigma-Aldrich), de acuerdo al protocolo del

fabricante.

7.17 Tincion del colesterol (filipina)

Los trofozoitos (5x10%) se colocaron en cubreobjetos estériles por 30-
40 min a 37°C, para permitir la adhesién de las amibas al vidrio.
Posteriormente, las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) tibio al 4%,
diluido en PBS (pH 7.4), durante 60 min a 37°C. Después, se realizaron tres
lavados con PBS tibio, para eliminar el exceso de PFA. A continuacion, las
células se incubaron con glicina 1.5 mg/ml, durante 10 min a TA, se
realizaron de 2-3 lavados con PBS tibio y se incubaron durante 2 h a TA con
250 ug/ml de filipina (Sigma-Aldrich). Las preparaciones se lavaron 3 veces
con PBS y se incubaron con ioduro de propidio (2 ug/ml) durante 20 min a T.

A. Finalmente, las muestras se lavaron 3-4 veces con PBS, se montaron en
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portaobjetos con el medio preservador de la fluorescencia VectaShield
(Vector Laboratories Inc), se observaron en un microscopio confocal (Carl
Zeiss LMS 700) y se analizaron con el software ZEN (Zen 2009 light Edition;

Zeiss).

7.18 Co-localizaciéon por inmunofluorescencia durante la fagocitosis

Los trofozoitos se adhirieron por 30 min a cubreobjetos y posteriormente, se
realizd la cinética de eritrofagocitosis (0, 15, 30, 60, 90 min) a 37°C. Las
muestras se fijaron con PFA al 4%, durante 40-50 min a 37°C, se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0.05% durante 20 min y se bloquearon
con suero fetal bovino (SFB) al 10% durante 1 h a 37°C. Después, se
colocaron los anticuerpos primarios (a-EhNPC1 de conejo, 1:100; a-
EhNPC2a de rata, 1:100; a-EhADH de conejo, 1:500 (Banuelos et al., 2005);
a-EhRab7A de conejo, 1:500 (Nakada-Tsukui et al., 2005); a-lectina
Gal/GalNAc de ratén, 1:50 (Petri et al., 1989); a-LBPA de ratén, 1:30
(CIPQUIM); a-EhSERCA de conejo, 1:1000 (Martinez-Higuera et al., 2013)),
seguidos de sus correspondientes anticuerpos secundarios (a-lgG de conejo
acoplado a FITC, 1:100; a-lgG de rata acoplado a TRITC, 1:100; a-IgG de
conejo acoplado a Cy5, 1:100; a-lgG de raton acoplado a TRITC, 1:100)
(Zymed; 1:100). Finalmente, las preparaciones se lavaron 3-4 veces con
PBS, se montaron en portaobjetos con el medio preservador de la
fluorescencia Vecta-Shield y se procesaron para microscopia confocal como

se describid en el apartado anterior.

7.19 Microscopia electrénica de transmisiéon (MET)

Para los experimentos de inmunomarcaje con oro coloidal, los
trofozoitos fueron fijados con PFA al 4% y glutaraldehido al 0.5% en PBS
durante una hora a TA. Las muestras fueron embebidas en resina LR white
(London Resin Co) y polimerizadas bajo la luz UV a 4°C durante 24 horas.
Posteriormente, cortes de 60 nm fueron montados en rejillas de niquel y

posteriormente se incubaron toda la noche con anticuerpos a-EhNPC1 o a-
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rERNPC2 (1:20) a TA, después se incubaron con sus respectivos anticuerpos
secundarios acoplados a particulas de oro de 20 nm (anti-conejo) y 10 nm
(anti-rata) (Ted Pella Inc; 1:60). Los cortes fueron contrastados con acetato de
uranilo y citrato de plomo y se observaron con el microscopio de transmision
Joel JEM-1011. El numero de particulas de oro se cuantificé a partir de 12

imagenes y se obtuvo la media por ym?.

7.20 Inmunoprecipitacién

Extractos totales de trofozoitos (1x10°) se incubaron ON a 4°C con
200 pl proteina A/G acoplada a perlas de agarosa (Invitrogen) y ligada a 1 pg
de anticuerpo (a-NPC1 o a-NPC2). Las proteinas inmunoprecipitadas se
colectaron por centrifugacién a 800 g durante 5 min a 4°C, se lavaron 3
veces con amortiguador RIPA (40 mM Tris HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 0.5 % DOC, 0.2% SDS, 1% Triton x-100, 10% glicerol) y se extrajeron
con amortiguador de Laemmli 2X (200 mM Tris-HCI pH 6.8, 1 mM EDTA, 6%
SDS, 4% 2-pmercaptoetanol, 10% glicerol) por ebullicion durante 10 min. Las
proteinas inmunoprecipitadas se resolvieron en geles de SDS-PAGE y se

inmunodetectaron por ensayos de WB.

7.20.1 Dot blot

Los extractos totales (50 ug) obtenidos como se describié anteriormente, se
colocaron por goteo en una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, se
realizé6 un WB convencional usando el anticuerpo a-colesterol en proporcion
1:100 (Cloud Clone Co), seguido de su respectivo anticuerpo secundario
acoplado a HRP (Zymed; 1:10,000).

7.21 Ensayo de secrecion

Los trofozoitos (3x10°) se crecieron en medio TYI (sin suero) durante 12 h y
posteriormente, se incubaron con 100 pl de suero bovino adulto (SBA,
Microlab Co.) durante 0, 0.5, 5 y 15 min a 37°C. Los trofozoitos se

centrifugaron y los sobrenadantes se colectaron al igual que las pastillas
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celulares. Ambas fracciones se procesaron con inhibidores de proteasa
(utilizados anteriormente) y amortiguador de Laemmli 5X. Las muestras se
sometieron a SDS-PAGE en geles al 12% y se transfirieron a membranas de

nitrocelulosa para llevar a cabo experimentos de WB.

7.22 Obtencion de eritrocitos

Se obtuvo una muestra de sangre humana por punciéon venosa y se
colocod en solucidn Alsever, la cual se utiliz6 como anticoagulante y que
contenia acido citrico 2.86 mM (Sigma), citrato de sodio 27.2 mM (Sigma),
cloruro de sodio 71.8 mM (Merck) y dextrosa 113.7 mM a un pH de 6.1. La
muestra se centrifugd a 500 g y se lavé cuatro veces por 10 min con la misma
solucion Alsever. Los sobrenadantes, que contenian las células blancas, se
eliminaron y las pastillas, con los eritrocitos, se cuantificaron en una camara
de Neubauer. Para el conteo celular se empleo la siguiente formula:
No. Eritrocitos (sumatoria de los 5 cuadrantes) / 5*25*(factor de dilucién) =

No. eritrocitos/ml

7.23 Adhesioén

Los trofozoitos se incubaron a 4°C con eritrocitos, en una proporcion
1:50 en medio TYI sin suero, por diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 60
min). Los eritrocitos adheridos a las amibas se tifieron con diaminobencidina
(DAB) 4.5 mM y se incubaron a 37°C por 30-40 min. Posteriormente, las
muestras se lavaron con PBS y se resuspendieron en aproximadamente 100
ul de PBS, de los cuales se tomaron sélo 10 ul para cuantificar, mediante
microscopia de luz, la cantidad de eritrocitos unidos a cada amiba. Se
contaron 100 amibas por cada tiempo analizado y los experimentos se

llevaron a cabo por triplicado.

7.24 Eritrofagocitosis
Los trofozoitos se incubaron a 37°C y con agitacién suave con

eritrocitos, en una proporcion 1:50, en medio TYI sin suero a diferentes
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tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 60 min). Los eritrocitos no ingeridos por las amibas
se lisaron con acido acético al 3%. Las muestras se centrifugaron a 441 g
durante 5 min. El sobrenadante se eliminé y la pastilla, que contenia amibas
que fagocitaron eritrocitos, se lisé con acido férmico absoluto. La suspension
celular se cuantifico por espectrofotometria, a una longitud de onda de 400

nm. Estos ensayos se llevaron a cabo tres veces por triplicado.

7.25 Actividad citopatica

Los trofozoitos (5x10°) se incubaron sobre monocapas de células
MDCK (3x10%), a 37°C durante aproximadamente 2 h, hasta observar un 80%
de destruccion de las monocapas. Para detener la accion citopatica de las
amibas, las preparaciones se incubaron a 4°C durante 15 min. El medio con
las amibas despegadas se retird y las monocapas epiteliales se lavaron seis
veces con PBS frio y una vez con PBS a -20°C por 2 min. Para comprobar la
completa remocién de las amibas sobre las MDCK, se realizaron
observaciones al microscopio optico. Posteriormente, las células epiteliales se
fijaron con glutaraldehido al 2.5% en PBS, durante 15 min a TA y se lavaron
tres veces con PBS. A continuacion, las células se tifieron con azul de
metileno al 1%, en amortiguador de boratos 0.1 M (pH 8.7), por 10 min. Se
realizaron tres lavados con amortiguador de boratos 0.01 M y el colorante fue
extraido con 1 ml de HCI 1N, durante 30 min a 37°C. La suspension se
cuantificd por espectrofotometria, a una longitud de onda de 660 nm. Estos
ensayos se realizaron al menos tres veces y por ftriplicado, de manera

independiente.

7.26 Actividad citotéxica

A partir de trofozoitos (2x10°), se realizaron extractos totales que
fueron colocados sobre monocapas de células MDCK (3x10°), a 37°C durante
aproximadamente 4-5 h, hasta observar un 80% de destruccion de las
monocapas. Las preparaciones se incubaron a 4°C durante 15 min. Las

monocapas epiteliales se lavaron tres veces con PBS frio. Posteriormente, las

61



células epiteliales se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en PBS, durante 15
min a TA y se lavaron tres veces con PBS. A continuacion, las células se
tineron con azul de metileno al 1%, en amortiguador de boratos 0.1 M (pH
8.7), por 10 min. Se realizaron tres lavados con amortiguador de boratos 0.01
M vy el colorante fue extraido con 1 ml de HCI 1N, durante 30 min a 37°C. La
suspension se cuantificdO por espectrofotometria a una longitud de onda de
660 nm. Estos ensayos se realizaron al menos tres veces y por triplicado, de

manera independiente.

7.27 Permeabilidad epitelial del intestino de ratones

Grupos de ratones de la cepa C57BL/6 (6 animales por condicion) se
anestesiaron con una combinacion de quetamina/xilacina (25/2.5 mg/ml por
cada 30 gramos de peso) y se les inocularon durante 30 min trofozoitos
(1x108) via anal, a través de canula lubricada con glicerol. Posteriormente, se
coloco otra canula entre el ciego y el intestino grueso para realizar 3 lavados
con PBS y para inocular durante 15 min, el colorante azul de Evans al 1.5 %.
A continuacion, los animales se sacrificaron mediante dislocacion cervical y se
extrajo el intestino grueso, el cual se lavé con una canula insertada en el
ciego y se traté con N-acetilcisteina, para eliminar el exceso de moco. El
intestino grueso se peso y se eluyd el colorante mediante dimetilformamida al
99%. La permeabilidad epitelial se cuantific6 mediante espectrofotometria a
una longitud de onda de 610/660 nm y tomando en cuenta el peso del tejido,

para expresarlo como dafo por gramo de tejido.

7.28 Tincion con hematoxilina y eosina

Muestras de colon de ratén después de ser incubadas con los
diferentes tratamientos fueron fijadas con formalina al 10% y embebidas en
parafina, entonces, secciones de 4-6 nm fueron tefiidas con hematoxilina-
eosina (Shibayama et al., 1998). Las muestras se analizaron usando un

microscopio de luz (Axiolab, Zeiss).
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7.29 Construccion de plasmidos para silenciamiento

Se amplificaron los primeros 400 o 420 pares de bases de las
secuencias, a partir de mRNA, correspondientes (Ehnpc1y Ehnpc2a) usando
los oligonucledtidos especificos (Tabla 1). Estos fragmentos fueron clonados
dentro del vector psAP-2 rio abajo de la regién 5 del gen ap-a (473 bp)
(Bracha et al., 2003).

7.30 Transfeccion de trofozoitos

Trofozoitos de la clona G3 (8x10°) fueron cultivados en placas de seis
pozos Yy posteriormente se les adicionaron 20 upg del plasmido
correspondiente: psAP-2-Ehnpc1 (1-400 pb) o psAP-2-Ehnpc2a (1-420 pb),
usando el reactivo Superfect (Quiagen). Los parasitos transfectados fueron
incubados durante 48 h a 37°C, y posteriormente fueron seleccionados con 4
pg/ml de G-418 (Sigma-Aldrich). El cultivo se mantuvo estable, y el
silenciamiento se corrobordé por analisis de PCR en tiempo real, Western blot

e inmunofluorescencia.

7.31 Ensayo de migracion

Trofozoitos (7.5x10%) transfectados con los plasmidos psAP-2-Ehnpc1
0 psAP-2-EhnpcZ2a, fueron puestos en ayuno en medio TYI incompleto, sin
suero, durante 3 h y posteriormente colocados en la parte superior de un
transwell (poro de 5 um de diametro, Costar); en la parte inferior del transwell
se colocaron 500 ul de SBA. Entonces los trofozoitos se incubaron durante 3
h a 37°C, al final de la incubacion, los insertos fueron removidos para colectar
los trofozoitos que migraron a la parte inferior del transwell y realizar la
correspondiente cuantificacion del numero de trofozoitos que migraron con
relacion a los que colocamos en la parte superior del transwell. Los trofozoitos

se cuantificaron en una camara de Nuebauer.

7.32 Analisis estadistico
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Los datos se graficaron empleando el programa GraphPad Prism V 5.01 y los
valores representan la media * error estandar de tres experimentos
independientes, cada uno al menos por duplicado. El analisis estadistico se
realizé en el mismo programa, empleando las pruebas Anova o “t” student,

donde la significancia fue de *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

7.33 Manejo ético de los animales

El comité institucional de ética acerca del uso y cuidado de los animales,
revisd y aprobo el protocolo del uso y cuidado de los animales: dentro de los
que se incluyen ratones, conejos y ratas para producir anticuerpos y ratones
de la cepa C57BL6 utilizados en experimentos de virulencia in vivo (Numero
de protocolo 0313-06), establecidos en el documento CICUAL 001, en el cual
se especifica que nuestra institucion cumple la NOM-062-ZO0-1999 que se
ocupa de las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de
los animales de laboratorio, dadas por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), la cual
verifica el cumplimiento de los lineamientos/regulacion internacional para el
uso y cuidado de los animales usados en el laboratorio y ha verificado y
aprobado el cuidado de los animales en CINVESTAV (Numero de verificacion
aprobado: BO0.02.03.02.01.908).
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8. RESULTADOS

8.1 E. histolytica posee un gen npc1 (ehnpc1) y dos genes npc2
(ehnpc2a 'y ehnpc2b) y las proteinas que codifican se unen a colesterol
(in silico)

Para realizar un analisis mas profundo acerca de las caracteristicas de
las proteinas ENNPC1 y EhNPC2, se realiz6 la busqueda de sus secuencias

en la base de datos AmoebaDB (http://amoebadb.org/amoeba/), encontrando

la presencia de una secuencia de 1339 aminoacidos para EhNPC1 (numero
de acceso EHI_080220) con 19.7 a 35% identidad con otras proteinas NPC1
de diferentes organismos (Tabla 3). La proteina putativa EnNPC1 mostré un
dominio Patched (PD) y un dominio SSD (Figura 15A), que participan en la
deteccion de esteroles y que estan presentes en todas las proteinas NPC1
reportadas (loannou, 2000). Sin embargo, la secuencia EhnNPC1 no mostro el
dominio MMPL (Figura 15A), descrito primeramente en bacterias como un
dominio de proteinas integrales de membrana, y que esta presente en
proteinas NPC1 de organismos superiores (Lander et al., 2001) (Figura 15).
También se obtuvieron las secuencias proteicas de EnNPC2a (EHI_068260) y
EhRNPC2b (EHI_188770) con una longitud de 141 y 146 aminoacidos,
respectivamente. Ambas proteinas presentan 29.4% de identidad entre ellas,
y al compararlas con otros organismos su identidad fue de 11% hasta 26%
(Tabla 4). Ambas proteinas contienen un dominio MLD, el cual es un dominio
que caracteriza a las proteinas NPC2 (Inohara et al., 2002) (Figura 15A) y que
pertenece a la familia involucrada en el reconocimiento de esteroles, lo cual
refuerza el papel de las proteinas de amiba E. histolytica en el transporte y/o

trafico de colesterol.
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Tabla 4. Analisis de las secuencias ortélogas de NPC1 en diferentes

organismos

i Numero de Identidad  Valor
Organismo Nombre
acceso (KEGG) (%) E
Saccharomyces
o NCR1p YPLOO6W 27.8 5e-98
cerevisiae
Candida albicans NCR1 Ca019.7242 26.9 3e-116
Aspergillus
NCR1 AFUA_6G09980 28.8 7e-141
fumigatus
Dictyostelium
T NPC DDB_G0269158 34.5 0.0
discoideum
Homo sapiens NPC1 4864 31.7 2e-150
Homo sapiens NPC1-like 1 29881 28.9 6e-121
Drosophila
NPC1a Dmel_CG5722 30.7 2e-157
melanogaster
Aedes aegypti NPCA1 Aael_AAEL003325 35.0 9e-136
Bos taurus NPCA1 286772 31.8 2e-150
Caenorhabditis
NCR1 CELE_FO02ES8.6 24.2 5e-75
elegans
Proteina de la
Trichomonas
o familia del eflujode  TVAG_237080 30.1 4e-05
vaginalis _
cationes
Proteina de la
Toxoplasma
familia con el TGME49_085470 20.1 7e-22
gondii
dominio Patched
Proteina
Leishmania major LMJF_28 0340 19.7 4.5
hipotética
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Tabla 5. Analisis de las secuencias ortélogas de NPC2 en diferentes

organismos

Identidad
] Numero de 0 Valor E
Organismo  Nombre (%)
acceso (KEGG)
2a 2b 2a 2b
Entamoeba
EhNPC2a EHI_068260 100 29.41 0 1.3e-15
histolytica
Entamoeba
EhRNPC2b EHI_188770 29.41 100 1.3e-15 0
histolytica
Dictyostelium Proteina
ST . . DDB_G0270454 25.98 24 41e-09  8.8e-10
discoideum hipotética
Caenorhabditis Proteina
. . CELE_F30H5.3 18.55 17.83 4.4e-05 1.1e-05
elegans hipotética
Npc2a Dmel_CG7291 13.45 11.20 0.0016 0.00075
Drosophila Npc2b Dmel_CG3153 18.80 14.07 0.063 0.0055
melanogaster Npc2d Dmel_CG12813 19.70 17.27 0.05 0.014
Npc2e Dmel_CG31410 1417 14.07 0.05 0.00013
Homo sapiens Npc2 hsa:10577 14.63 18.46 0.0091 5.2e-05
Bos taurus Npc2 bta:280815 1545 16.92 0.0018 0.00088
Aedes aegypti Npc2 Aael_AAEL006854 1349 17.56 0.0027 0.14
Saccharomyces
o Npc2p YDL0O46W 2593 2158 1.5e-07 6.9e-06
cerevisiae
Candida Similar a
_ Ca019.10736 24.09 2042 1.2e-08 2e-08
albicans Npc2p
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1 1339 1
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El =1 PD|SSD = 146
MLD =

1Homo sapiens-like Dictyostelium discoideum

- 1332 1 14
t——— PD sQ PD | LD !
Homo sapiens Homo sapiens
1 1278 1 151
El g %D PO - MLD -
Bos taurus Bos taurus

1

1
| 1277 149

Figura 15. Analisis de la estructura secundaria de NPC. A) Longitud de las
proteinas y dominios caracteristicos de NPC1 en distintos organismos. PD:
dominio Patched, SSD: dominio de deteccién de esteroles, MMPL: dominio
hipotético integral de membrana, PS: péptido sefal. B) Longitud de las
proteinas y dominios caracteristicos de NPC2 en distintos organismos. MLD:
dominio de reconocimiento de lipidos relacionado a MD-2. Los numeros a la

derecha corresponden a los aminoacidos que conforman a las proteinas.
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Las secuencias de aminoacidos de las proteinas EhNPCH1,
EhNPC2a y EhNPC2b se compararon con secuencias de proteinas de NPCs
de diferentes organismos obtenidas de la base de datos KEGG para construir
sus respectivos arboles filogenéticos, usando el software MEGA 5.05. La
proteina de amiba EhNPC1 se agrupé en el mismo clado que la NPC1 de D.
discoideum y se encontrd lejana a las proteinas NPC1s de otros protozoos
como Trichomonas vaginalis, Toxoplasma gondii y Leishmania major (Figura
16). De manera interesante, EhNPC2a y EhNPC2b también muestran una
cercana relacion evolutiva con la proteina NPC2 de D. discoideum (Figura
16B), ademas comparte un ancestro comun con la proteina NPC2 de S.
cerevisiae y C. albicans, a diferencia de las proteinas de eucariontes

superiores que parecen mas evolucionadas (Figura 16B).
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100 —|: Candida albicans (Ca019.7242)

79 L Aspergillus fumigatus (AFUA_6G09980)
Entamoeba histolytica (ehi_080220)
92 41%': Dictyostelium discoideum (DDB_G0269158)
Homo sapiens-like (hsa:29881)
100 Drosophila melanogaster (Dmel_CG5722)
100 B —1_ Aedes aegypti(Aael._AAEL003325)

93 _|: Homo sapiens (hsa:4864)
100 Bos Taurus (bta:286772)

Caenorhabditis elegans (CELE_F02E8.6)

Trichomonas vaginalis (TVAG_237080)
[ Toxoplasma gondii(TGME49_085470)

Bl—— Leishmania major (LMJF_28_0340)

100 p~---== Homo sapiens (hsa:10577)
k2 - Bos Taurus (bta:280815)
= Drosophila melanogaster-a (Dmel_CG7291)
i %2l Aedes aegypti (AaeL_AAEL006854)
Drosophila melanogaster-b (Dmel_CG3153)
o — Drosophila melanogaster-e (Dmel_CG31410)
&6 b Drosophila melanogaster-d (Dmel_CG12813)
Caenorhabditis elegans (CELE_F30H5.3)
imr—— Saccharomyces cerevisiae (YDLO46W)
b Candida albicans (Ca019.10736)
9 Dictyostelium discoideum (ddb_g0270454)
o “{ Entamoeba histolytica-a (ehi_068260)
7 Entamoeba histolytica-b (ehi_188770)
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Figura 16. Filogenia de NPC1 y NPC2. Arboles filogenéticos donde se indica
la posicion de las proteinas ERNPC1 (A), EhNPC2a y EhNPC2b (B) de E.
histolytica (en negritas) entre diferentes especies. Los numeros sobre las
lineas horizontales indican el porcentaje de veces en que cada nodo del arbol

se presento en las matrices re-muestreadas (bootstraps).
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Para obtener mayor evidencia de la relacién estructural entre EnNCP1,
EhNPC2a y EhNPC2b con sus respectivos ortdlogos, construimos sus
modelos tridimensionales usando el servidor RaptorX
(http://raptorx.uchicago.edu). A partir de la estructura cristalizada del dominio
amino terminal (NTD; residuos 23 al 252) de la proteina NPC1 de humano
(Kwon et al., 2009), se realizd el modelaje 3D del NTD (residuos 1 al 248) de
la proteina EhNPC1 (Figura 17A). La comparacién de ambas estructuras
mostré una identidad del 92% (Figura 17A). La estructura 3D de las proteinas
EhNPC2a y EnNPC2b presentd una identidad del 83.2% entre ellas y un 88.6
y 86% con la proteina cristalizada NPC2 de Bos taurus (Xu et al., 2007),
respectivamente. Las proteinas EnNPC2 mostraron siete hojas beta como se
ha descrito para otras proteinas NPC2 (Xu et al., 2007), y estructuralmente
presentaron una conformacién en forma de saco o bolsa, lo que podria
facilitar su interaccién con la molécula de colesterol. De manera interesante,
EhNPC2a y EhNPC2b exhibieron una region en el amino terminal formada por
14 y 18 aminoacidos, respectivamente, que se encuentra presente en otras
NPC2 y que les permite "viajar" por las distintas vacuolas y membranas,
sugiriendo que las EhRNPC2s podrian utilizar esta region para transitar por los

endosomas o vacuolas, tan abundantes en el trofozoito (Figura 17B y C).
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EhNPC1

BtNPC2 EhNPC2a EhNPC2b

NT

CT

CT

EhNPC2a + EhNPC2a + EhNPC2b +
C EhNPC2b

Figura 17. Modelaje estructural de las proteinas EhNPC1, EhNPC2a y
EhNPC2b. A) Modelo de la regién NTD de EhRNPC1 realizado en el servidor
RaptorX, comparado con el cristal del NTD-NPC1 de humano (HsNPC1). B)
Estructura tridimensional de EhNPC2a y EhNPC2b (secuencia de
aminoacidos completa) comparada con el cristal de NPC2 de B. taurus

(BtNPC2). NT: amino terminal. CT: carboxilo terminal.
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El modelaje completo de la proteina EhRNPC1 predijo que se trababa de
una proteina transmembranal, con dos regiones estructurales posicionadas en
el lumen endosomal (donde se localiza el NTD) y un dominio en la parte
citosdlica (Figura 18). Ademas, al realizar un acoplamiento molecular usando
el colesterol como ligando, en EhNPC1 se predijeron dos sitios de unién con
este esteroide. De acuerdo con el analisis in silico, un sitio de interaccion se
posiciona en el citosol y otro en la region NTD, en el lumen endosomal. Los
resultados evidenciaron 13 interacciones hidrofébicas de colesterol con
EhRNPC1 en la region citoplasmica (Thr 670, Asp 673, Val 671, Val 677, Leu
721, Val 724, Phe 725, Ala 728, Ala 738, Thr 743, lle 746, Pro 747 and Tyr
823) y 11 interacciones en el dominio NTD (Val 39, Gly 41, Glu 100, GIn 101,
Leu 104, Met 198, Asn 203, Pro 204, Val 205, Met 206 and Pro 207) (Figura
18). Las energias de unién que presentaron los acoplamientos fueron de AG
= -8.6 y AG = -7.3 Kcal/mol, respectivamente, o que sugiere una union débil
entre las proteinas y el colesterol.

La base de datos OPM (del inglés “Orientation of Proteins in
Membranes”) predijo que en EnNPC2a, los aminoacidos Leu11, Phe12, Ala13
y Ala14 le permiten el anclaje a la membrana (Figura 18); mientras que en
EhRNPC2b los residuos en contacto con la membrana son Thr19, Ala18,
Leu17, Met16, Leu12 y Phe6 (Figura 18); lo cual sugiere que ambas EhNPC2
podrian eventualmente ser proteinas periféricas de membrana.

Por otra parte, el acoplamiento molecular predijo que las proteinas
EhRNPC2 forman un surco donde interactuan con el colesterol, ubicado en la
region de la proteina que se orienta hacia el lumen endosomal (Figura 18),
similar a lo descrito para otras NPC2 en mamiferos (Xu et al., 2007, Li et al.,
2016). La interaccidén de la proteina EhNPC2a con el colesterol se predijo
mediante uniones hidrofébicas con los aminoacidos Pro67, Leu69, Met71,
Thr78, Val80, Pro81, Leu82, Met107, lle109, Pro110, Met112, Ser113 y
Phe122 (Figura 18). Mientras que EhNPC2b se une al colesterol mediante los
residuos Leud40, Pro41, Trp42, Ser50, lle52, Met73, Val82, Thr115, Gly123,
Phe125, Phe140 y Pro142 (Figura 18). Los aminoacidos en negritas muestran
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posiciones semejantes y separadas por el mismo numero de aminoacidos en
ambas proteinas. Las energias de union entre las proteinas EhNPC2a vy
EhNPC2b con el colesterol, al igual que la EhNPC1 con el colesterol, son
también bajas (AG =-9 y -10.15 Kcal/mol, respectivamente).

El transporte intracelular de colesterol en organismos superiores
sugiere que la proteina NPC2 le pasa el colesterol a la NPC1, desde el lumen
vesicular hacia la membrana de la vesicula (Xu et al., 2007, Wang et al.,
2010), por lo que a través de analisis bioinformaticos evaluamos si EhNPC2
podria interactuar con EhNPC1. Los resultados mostraron que EhNPC1
presentd dos posibles sitios de interaccidon con EhnNPC2a, uno en el domino
NTD que se orienta hacia el lumen endosomal y otra region orientada hacia el
citosol, cercana al dominio SSD/Patched (Figura 19); con una energia de
union de AG = -228.5 y -55.02 Kcal/mol, respectivamente. A diferencia de las
energias de unién observadas entre las proteinas y el colestero, los valores
de AG entre ambas proteinas sugieren una fuerte union entre ellas

En conjunto, los analisis bioinformaticos revelaron que EhNPCH1,
EhNPC2a y EhNPC2b son ortdlogos de las proteinas NPC1 y NPC2,
respectivamente, y que las tres proteinas interactuan con el colesterol y entre
ellas, sugiriendo que podrian estar involucradas en el transporte de colesterol,
como se ha descrito en otros eucariontes (Wang et al., 2010), ademas la
energia de unién indica que la transferencia de colesterol podria llevarse a
cabo de manera rapida, mientras que la asociacién proteina-proteina les

permite una asociacion mas estable mientras ocurre el proceso.
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Figura 18. Ubicacion de las proteinas EhNPC’s en la membrana y su
interaccion con colesterol. Acoplamiento molecular de EhNPC1 (A),
EhNPC2a (B) y EhNPC2b (C) con colesterol, realizado en el programa
AutoDock Tools V1.5.6. Las lineas de color azul representan la membrana.
Los cuadros del lado derecho muestran los aminoacidos involucrados en la

interaccidn proteina-colesterol.
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Figura 19. Interacciéon entre EhNPC1 y EhNPC2a. A) Modelaje molecular
donde se representa la union de EhNPC1 (rojo) con EhNPC2a (verde). AG:

energia de union.
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8.2 Los genes Ehnpc1, Ehnpc2a 'y Ehnpc2b se transcriben en los
trofozoitos

Para corroborar que los genes encontrados in silico estaban presentes
en el parasito E. histolytica, se disefaron oligonucleétidos especificos (Tabla
1) para cada gen, usando sus secuencias obtenidas de la base de datos
AmoebaDB. A partir de DNA gendmico, se amplificaron los genes completos
mediante ensayos de PCR, obteniendo fragmentos de 4.0, 0.42 y 0.44 kpb
que corresponden a los tamanos esperados para los genes Ehnpc1, Ehnpc2a
y Ehnpc2b, respectivamente (Figura 20A). La secuenciacion de los tres genes
revelé6 que poseen un marco de lectura abierto, no poseen intrones y
muestran una identidad del 100% con los genes que se encuentran en la base
de datos AmoebaDB.

Ademas, empleando RNAm de trofozoitos, se amplificaron fragmentos
del tamano esperado de los genes de interés mediante RT-PCR, indicando
que estos genes se transcriben (Figura 20B). Se realizé también la
amplificacion de los genes mediante RT-gPCR en condiciones basales, es
decir, de trofozoitos cultivados en medio suplementado con suero (TYI-S),
donde se observd que ehnpc2a se expresd al menos 30 veces mas que
ehnpc1; por otra parte, encontramos que ehnpc2b presentd una expresion
minima con relacion a los genes ehnpc1y ehnpc2a (Figura 20C).

Estos resultados indican que E. histolytica presenta en su genoma un
gen ehnpc1y dos ehnpc2s, los cuales se transcriben de manera diferencial en

condiciones basales.
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Figura 20. Identificaciéon de genes y transcritos de ehnpc1, ehnpc2a y
ehnpc2b en trofozoitos. A) Los genes completos Ehnpc1, Ehnpc2a y
Ehnpc2b fueron amplificados usando oligonucleotidos especificos y DNA
gendémico. B) Amplificacion de fragmentos mediante RT-PCR usando
oligonucleotidos especificos y DNAc. c: Controles sin DNAg o con RNAmM
tratado con DNasa como molde. C) Niveles relativos de expresion de los
genes medidos mediante RT-qPCR en trofozoitos en condiciones basales,

usando como control interno el gen s2. *** p<0.001.
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8.3 Las proteinas EhNPC1 y EhNPC2 se expresan en los trofozoitos

Con la finalidad de estudiar la presencia de las proteinas EhNPC1,
EhNPC2a y EhNPC2b en los trofozoitos de E. histolytica, en primer lugar se
produjeron anticuerpos especificos para cada una. Para la proteina EnNPC1,
se disef6 un péptido especifico (766-DEQPMYDKDGQYVPVEKRLE-785), el
cual se empled para inmunizar conejos y obtener los anticuerpos a-EhNPC1.

En el caso de las proteinas EhNPC2s, se produjeron proteinas
recombinantes para generar los anticuerpos especificos para cada una. Para
ello se inicié con la amplificacién de los genes completos Ehnpc2a 'y Ehnpc2b
usando oligonucledtidos especificos (Tabla 1), los cuales contenian en los
extremos 5 y 3’ las secuencias reconocidas por las enzimas de restriccion
BamHI y Sall, respectivamente. Los genes completos se clonaron en el
plasmido pJET 1.2/blunt, y las construcciones generadas pJET-ehnpc2a y
pJET-ehnpc2b se digirieron con las enzimas BamHI y Sall, observando la
liberacion de los fragmentos correspondientes al tamafio de los genes
ehnpc2a y ehnpc2b (426 y 441 pb, respectivamente) (Figura 21A).
Posteriormente, los fragmentos liberados fueron purificados para su posterior
subclonacion en el plasmido pGEX-6P-1. Las construcciones generadas
pGEX-ehnpc2a y pGEX-ehnpc2b se transformaron en bacterias DH5a vy los
plasmidos se purificaron y se digirieron con las enzimas BamHI| y Sall para
corroborar la presencia de los insertos. Como se esperaba, las construcciones
liberaron los insertos de 426 y 441 pb, respectivamente (Figura 21B).
Ademas, estas construcciones fueron secuenciadas, obteniendo una
identidad del 100% para los genes ehnpc2a y ehnpc2b, comparada con la
secuencia génica reportada en la base de datos AmoebaDB (datos no
mostrados) e indicando que los genes se encontraban en el correcto marco
abierto de lectura. Parte del electroferograma, correspondiente a la
secuenciacion de cada uno de los genes (Ehnpc2a y Ehnpc2b), se muestra

en la figura 21C.
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Figura 21. Clonaciéon y secuenciaciéon de los genes ehnpc2a y
ehnpc2b. A) Digestion de los plasmidos pJET/Blunt que contenian clonados
los genes ehnpc2a (426 pb) y ehnpc2b (441 pb). B) Digestidn de losplasmidos
pGEX-6P-1 que contenian subclonados los genes ehnpc2a (426 pb) y
ehnpc2b (441 pb). C) Seccion de los electroferogramas correspondientes a la
secuenciacion de las construcciones pGEX-ehnpc2a y pGEX-ehnpc2b que
muestra la deteccion de las primeras 70 bases (el inicio del ORF).
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Enseguida, los plasmidos obtenidos se transformaron en bacterias
BL21 pLysS, donde se indujo con IPTG por 3 horas, la expresion de las
proteinas recombinantes GST-rEhNPC2a y GST-rEhRNPC2b. La induccion de
ambas proteinas se comprobdé mediante ensayos de WB, utilizando
anticuerpos contra la etiqueta de GST (Figura 22A). En estos lisados
bacterianos se detectd la expresidon de dos proteinas con un peso de 41y 42
kDa, correspondientes a EhNPC2a (15 kDa) y EhNPC2b (16 kDa) mas la
etiqueta de GST (26 kDa). Al analizar la solubilidad de las proteinas
recombinantes, se observd que ambas proteinas permanecieron en la
fraccidon insoluble o cuerpos de inclusion (Figura 22B); por lo cual, para su
purificacion se sometieron a un proceso de electroelucion a partir de geles
preparativos donde se cortaron las bandas correspondientes al peso
molecular de cada proteina recombinante. Las proteinas contenidas en los
geles se purificaron en una columna PD10 para eliminar las sales e impurezas
y posteriormente, se usaron como antigenos para inmunizar ratas
(rEhRNPC2a) y ratones (rEhNPC2b).
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Figura 22. Generacion de las proteinas recombinantes GST-rEhNPC2a y
GST-rERNPC2b. A) Bacterias transformadas con las construcciones pGEX,
pGEX-ehnpc2a y pGEX-ehnpc2b se indujeron con IPTG 0.1M por 3 h y se
lisaron para su analisis por WB empleando el anticuerpo o-GST. B) Analisis
de la solubilidad de las proteinas recombinantes GST-EhNPC2a y GST-
EhNPC2b en lisados de bacterias inducidas, mediante geles de Coomassie.
Carril 1: lisado total, carril 2: fraccion soluble, carril 3: fraccidn insoluble, carril
4: amortiguador de lisis, carril 5: amortiguador con urea 4M, carril 6: lavado1,

carril 7: lavado 2, carril 8: lavado 3 y carril 9: cuerpos de inclusion (urea 8M).
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Se obtuvieron anticuerpos a-EhNPC1 y a-EhNPC2a, sin embargo, no
se pudieron generar anticuerpos a-EhNPC2b. Con estos anticuerpos se
analizé la expresion de las proteinas EANPC1 y ENNPC2 en lisados totales de
trofozoitos de E. histolytica mediante ensayos de WB. Los anticuerpos a-
EhNPC1 y a-EhNPC2a reconocieron una sola banda de 150 y 17 kDa,
respectivamente, correspondiente al peso tedrico reportado para cada
proteina (Figura 23A y B). En ambos casos se utilizé como control negativo el
suero preinmune, el cual no reconocid a ninguna proteina (Figura 23A y B).
Por otra parte, se probd la especificidad del anticuerpo a-EhNPC2a en
ensayos de WB, empleando las proteinas recombinantes rEhNPC2a y
rEhRNPC2b. Los resultados mostraron que este anticuerpo reconocio a las dos
proteinas recombinantes (Figura 23C), por lo que en los subsecuentes
experimentos se utilizO como un pan anticuerpo a-EhNPC2, capaz de
reconocer a ambas proteinas EnNNPC2 en E. histolytica.

Nuestros resultados indican que E. histolytica expresa a las proteinas
EhNPC1 y EhNPC2, aunque con las herramientas con que contamos, hasta el

momento no podemos saber si se expresa EnNPC2a o EhNPC2b o las dos.
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Figura 23. E. histolytica expresa a las proteinas EhNPC1 y EhNPC2.
Extractos totales de E. histolytica separados por electroforesis en geles SDS-
PAGE al 10% y analizados por WB con los anticuerpos a-EhNPC1 (A) y a-
EhNPC2a (B). PS: suero preinmune. C) Analisis mediante WB de extractos
totales de E. histolytica (ET) y de las proteinas recombinantes GST-EhNPC2a
y GST-EhNPC2b, empleando el anticuerpo a-EhNPC2a.
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8.4 Localizacion de EhNPC1 y EhNPC2 en la membrana, en vesiculas
citoplasmicas y en el nucleo de los trofozoitos

Para determinar la localizaciéon subcelular de las proteinas EhNPC1 y
EhNPC2, se usaron los anticuerpos generados anteriormente (a-EhNPC1 y a-
EhNPC2) y las muestras fueron analizadas mediante microscopia confocal.
Las preparaciones mostraron que en condiciones basales (trofozoitos
cultivados en medio TYI-S), EhRNPC1 se localizdé en la membrana plasmatica y
en el citoplasma (en forma de vesiculas) del 100% de los trofozoitos
analizados, en tanto que se ubicd en el nucleo del 37% de los parasitos
observados (Figura 24A y C). Mientras que EhNPC2 se encontré en la
membrana plasmatica, en el citoplasma y en el nucleo del 79, 85 y 100%,
respectivamente de los trofozoitos analizados (Figura 24A y C). Para
corroborar la presencia de ambas proteinas en la membrana plasmatica, se
analizé su co-localizacién con la lectina Gal/GalNAc, la cual ha sido
ampliamente usada como marcador de membrana plasmatica en E. histolytica
(Petri et al., 1989). Las imagenes de microscopia confocal revelaron la co-
localizacion de EhNPC1 y EhNPC2 con la lectina Gal/GalNAc en la
membrana plasmatica y el analisis del coeficiente de correlacién de Pearson
mostré valores de 0.3115 y 0.5221, respectivamente en la célula completa,
pero un incremento de 0.3575 y 0.6553, respectivamente en la membrana
(Figura 24A y D). Adicionalmente, en estos experimentos y en los
subsecuentes de microscopia confocal usamos como controles negativos
unicamente los anticuerpos secundarios, los cuales en ningun caso dieron
reconocimiento.

Para corroborar la localizacion subcelular de estas proteinas, los
trofozoitos en condiciones basales se analizaron por MET, usando los
anticuerpos a-ERNPC1 y a-EhNPC2 con sus respectivos anticuerpos
secundarios a-conejo o a-rata acoplados a particulas de oro coloidal de
diferentes tamanos. El inmunomarcaje revel6 la localizacién politopica de
ambas proteinas (Figura 25A, C), encontrando a EhNPC1 en la membrana

plasmatica asi como a la membrana de vesiculas, incluso en la membrana
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nuclear (Figura 25A, E). Por otra parte, ERNPC2 se localiz6 principalmente en
el interior de vesiculas y en la membrana de las mismas, incluso presenté una
importante localizacion en el nucleo de los trofozoitos (Figura 25C, F); sin
embargo, desconocemos cual podria ser la funcion de EhNPC2 en este
compartimento. Realizando un analisis de doble marcaje, encontramos que la
mayoria de las proteinas EhNPC1 y EhNPC2 estan separadas y soélo en
algunos casos se encuentran asociadas o cercanas (Figura 26A, B),
sugiriendo una asociacion similar a la descrita en el modelo de “hand-off”

propuesto en otros organismos (Wang et al., 2010).
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Figura 24. Localizaciéon subcelular de ERNPC1 y EhNPC2 en trofozoitos
analizados mediante microscopia confocal. Trofozoitos en condiciones
basales fueron fijados sobre cubreobjetos y marcados con los anticuerpos a-
lectina Gal/GalNAc, a-EhNPC1 y a-EhNPC2 para su analisis por microscopia
confocal. A) Distribucion subcelular de EhRNPC1 y EhNPC2 y co-localizacion
con la lectina Gal/GalNAc. B) Control negativo usando sélo el anticuerpo
secundario. C) Porcentaje de trofozoitos que presentaron a EhNPC1 o
EhNPC2 en la membrana plasmatica, citoplasma y nucleo. D) Coeficiente de
correlacion de Pearson que indica la co-localizaciéon de las proteinas EhNPCA1
o EhNPC2 con la lectina Gal/GalNAc en la célula completa (total) o en la

membrana plasmatica (MP).
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Figura 25. Localizacion subcelular de EhNPC1 y EhNPC2 en trofozoitos
analizados mediante MET. Trofozoitos fueron fijados con paraformaldehido y
glutaraldehido y las muestras fueron procesadas por MET, empleando los
anticuerpos a-EhNPC1 (A) o a-EhNPC2 (C), seguidos por la incubacién con
los anticuerpos secundarios acoplados a oro coloidal de 20 nm o 10 nm,
respectivamente. Los cuadros corresponden a las magnificaciones sefaladas
con letras minusculas. Controles negativos donde unicamente se emplearon
los anticuerpos secundarios a-conejo (B) o a-rata (D). E) y F) Cuantificacion
de las particulas de oro en un area de 10 ym? en al menos 15 imagenes. MP:
membrana plasmatica, V: vesicula, MV: membrana de la vesicula, LV: lumen
vesicular, EE: espacio extracelular, MN: membrana nuclear, N: nucleo, T:

total.

91



a-EhNPC2 a-EhNPC1+

EhNPC1

o

a-EhNPC2

92



Figura 26. Co-localizacion de las proteinas EhNPC1 y EhNPC2 en
trofozoitos analizados mediante MET. A) Trofozoitos en condiciones
basales fueron fijados con paraformaldehido y glutaraldehido y las muestras
fueron procesadas para MET, empleando los anticuerpos a-EhNPC1 y a-
EhNPC2, seguidos por la incubacién con los correspondientes anticuerpos
secundarios acoplados a oro coloidal de 20 nm y 10 nm, respectivamente. Los
cuadros corresponden a las magnificaciones sefaladas con letras minusculas.
B) Cuantificacion de las particulas de oro en un area de 10 ym? en al menos
15 imagenes. MP: membrana plasmatica, V: vesicula, MV: membrana de la

vesicula, EE: espacio extracelular, MN: membrana nuclear, N: nucleo.
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Estos hallazgos demuestran que EhNPC1 y EhNPC2 presentan una
localizacion celular politdpica, principalmente unidas a la membrana
plasmatica y de los endosomas/vesiculas, sugiriendo que ambas son
proteinas moviles, lo cual concuerda con su posible funcion como

transportadores de colesterol.

8.5 EhNPC1 and EhNPC2 co-localizan con colesterol, después del
estimulo con SBA

Para explorar la participacion de las proteinas EnNPC1 y EhNPC2 en
el trafico de colesterol, los trofozoitos se ayunaron de suero por 12 h y
posteriormente se incubaron por diferentes tiempos con SBA, como fuente de
colesterol. Después del ayuno, las imagenes de microscopia confocal
mostraron que ambas proteinas aparecieron pobremente en la membrana
plasmatica de los trofozoitos y en pequefias vesiculas en el citoplasma;
mientras que el colesterol fue tefiido débilmente por la filipina (farmaco que se
une a colesterol). A pesar del ayuno de suero, el remanente de la tincion de
filipina observada quiza se deba a que otros componentes del medio TYI
contienen colesterol (Figura 27, 0 min). Inmediatamente después del pulso
con SBA (0.5 min), el colesterol parecié acumularse en el nucleo, junto con
EhNPC1 y ERNPC2; sin embargo, el papel de estas proteinas y el colesterol
en el nucleo aun es desconocido. En este corto tiempo, EhRNPC1 y EhNPC2
co-localizaron en vesiculas citoplasmicas con un patron punteado y uniforme
alrededor de la membrana plasmatica. EhRNPC2 se localizd principalmente
hacia el espacio extracelular y en algunos casos EhNPC1 se observé en la
parte externa de la membrana plasmatica (Figura 27, a-d). Las areas de color
amarillo en el interior de las vesiculas indicaron que ambas proteinas también
co-localizan (Figura 27a-d), sugiriendo la posible fusién de vesiculas ya que
en la mayoria de los casos, no se observd membrana limitante entre las
vesiculas tenidas con verde, amarillo y rojo. Ademas, aun cuando EhNPC1 y
EhNPC2 aparecen cercanas, en la mayoria de los casos pueden observarse

de manera separadas, sugiriendo su papel como un equipo, pero no
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necesariamente formando un complejo proteina-proteina todo el tiempo.
También se observd a ambas proteinas expuestas hacia el exterior celular
(Figura 27g-j). Después de 2 min, las vesiculas de la membrana contenian
colesterol; y nuevamente, en la mayoria de los casos EhnNPC2 se encontrd
hacia el exterior (Figura 27e,k), fortaleciendo la hipotesis acerca de la
movilizacion de ambas proteinas durante la captura del colesterol, después de
un estimulo, como la presencia de suero. EI numero y tamano de las
vesiculas de membrana incrementaron durante el tiempo de endocitosis, y
ambas proteinas se encontraron cercanas a las vesiculas que contenian
colesterol, dentro y fuera de los trofozoitos (Figura 27a,b,e,f,h,I). En algunas
ocasiones, las vesiculas fueron observadas de manera polarizada, en forma
de “cap” (Figura 27, 5 min), ademas se observaron en otras partes de la
membrana plasmatica (Figura 27, 7 min). Fuera de la célula, junto o no a la
membrana plasmatica, EhNPC2 se observdo en vacuolas de diferentes
tamanos y formas, incluyendo esferas y barras (Figura 27g-m). También se
observaron estructuras tipo redes que se dirigian al interior de los trofozoitos,
formadas principalmente por EhNPC1 y colesterol, y como se describid
anteriormente, estds redes estaban decoradas por esferas de
aproximadamente 1.5-2 ym de diametro que contenian EhNPC2 (Figura 27
i,k,m). Las estructuras esféricas podrian corresponder a las vesiculas
detectadas por MET (Figura 25).

En algunas imagenes de microscopia confocal y de MET, se detecto6 a
las proteinas ERNPC1 y ERNPC2 en el espacio extracelular (Figura 28A, B).
Por lo tanto, para determinar si realmente las proteinas se estaban
secretando, se realizaron ensayos de secrecion donde a los trofozoitos
privados de suero se les dio un pulso de SBA durante diferentes tiempos.
Después, las amibas se lisaron y los sobrenadantes se colectaron y
procesaron en presencia de inhibidores de proteasas para evitar la
degradacion de las proteinas y a continuacion ambas fracciones se
procesaron mediante experimentos de WB. En esos ensayos encontramos

que inmediatamente después del ayuno, EhNPC1 se detecté pobremente en
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los extractos totales y no fue posible detectarla en el sobrenadante (Figura
28C). Sin embargo, después de 0.5 min de estimulo con suero, la proteina
incrementd en el extracto total y se detectd en la fraccion de secrecion donde
permanecio hasta los 15 min. Por su parte, EhnNPC2 estuvo presente durante
todos los tiempos analizados de la cinética, desde el minuto 0 hasta los 15
min de estimulo con suero (Figura 28C). De manera interesante, se observé
que en la fraccién de secrecion, la proteina ENNPC2 presenté una migracion
aberrante, es decir que la encontramos en un peso mayor al esperado (25
kDa), lo que nos llevd a pensar que posiblemente esto se debia a su
interaccion con colesterol. Para corroborar esta hipotesis, estas mismas
membranas se re-inmunodetectaron con el anticuerpo a-colesterol. Nuestros
resultados indicaron que el anticuerpo a-colesterol reconocié las bandas
correspondientes a las proteinas ENNPC1 y EhNPC2 y también a la banda de
25 kDa (Figura 28C), concluyendo que en la fraccion de secrecion EnNPC2
se asocia con el colesterol. Se sabe que la proteina de amiba EhCP112 es
secretada al medio (Ocadiz et al., 2005), por lo que la usamos como control
positivo de secrecién. En nuestras muestras de extractos totales y de
secrecidon encontramos a la enzima EhCP112 desde el tiempo O,
demostrando que nuestras fracciones de secrecion estuvieron bien obtenidas.
Por otra parte, para demostrar que los sobrenadantes no estuvieran
contaminados con detritus celulares, usamos el anticuerpo a-actina, y
observamos que solo en los extractos celulares el anticuerpo detectdé a la
actina (Figura 28C).
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Figura 27. Localizacion del colesterol y las proteinas EhNPC1 y EhNPC2
durante el estimulo de SBA. Trofozoitos se sembraron sobre cubreobjetos
durante 12 h en medio TYI (sin suero). Posterior a un pulso de SBA a 37°C
por 0.5 a 7 min, las células se lavaron y fijaron con PFA al 4% y se marcaron
con filipina, a-EhNPC1 y a-EhRNPC2 para su analisis mediante microscopia
confocal. Los recuadros marcados con letras minusculas son magnificados a
la derecha. (a-d) Vacuolas de membrana que contienen EhNPC1 y EhNPC2.
Flechas: pequefias vacuolas alrededor de la membrana plasmatica con
EhRNPC2 o EhNPC1 orientadas hacia el espacio extracelular. (e) Redes
tefidas con el anticuerpo a-EhNPC1. (e-j) Estructuras con forma de salchicha
y esféricas (cabeza de flecha), expuestas al espacio extracelular y marcadas
principalmente con a-EhNPC2. (k-m) Estructuras esféricas de 1 a 2 ym
(cabeza de flecha vacia) dentro de la célula y teiidas por el anticuerpo a-

EhNPC2. N: nucleo; nw: estructuras tipo redes.
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Figura 28. Secrecion de las proteinas ENNPC1 y EhNPC2. A) Microscopia

confocal de trofozoitos en condiciones basales donde se muestra

extracelularmente el colesterol (azul), EnNPC1 (verde) y EhNPC2 (rojo). B)
MET de trofozoitos en condiciones basales donde se observan particulas de
oro coloidal que corresponden a las proteinas EhRNPC1 (20 nm) y EhNPC2
(10 nm), respectivamente. MP: membrana plasmatica, EE: espacio
extracelular. C) Trofozoitos mantenidos en ayuno por 12 h fueron sometidos a
un pulso de SBA durante diferentes tiempos y después el medio se colectd y
los trofozoitos se lisaron. Los sobrenadantes y los lisados (total) se analizaron
por WB usando anticuerpos a-EhNPC1, a-EhnPC2, a-colesterol, a-actina y a-
EhCP112. Actina fue usada como control de integridad celular y EnCP112 se

us6 como control de secrecion.
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8.6 EhNPC1 y EhNPC2 co-localizan con el colesterol durante la
eritrofagocitosis

Posteriormente, analizamos el comportamiento de EhNPC1 y EhNPC2
durante el trafico de colesterol en la eritrofagocitosis. La figura 29 muestra
imagenes representativas de los hechos mas relevantes donde ocurren los
cambios. En condiciones basales, las proteinas EhNPC1, EhNPC2 y el
colesterol se encontraron en la membrana plasmatica, citoplasma, nucleo y
alrededor del nucleo (Figura 29A, tiempo 0). Inmediatamente después de
detectar la presencia de eritrocitos, las proteinas EhNPC1 y EhNPC2 se
movilizaron al sitio de contacto en la membrana plasmatica; y también en
vesiculas citoplasmicas donde también se localizé el colesterol (Figura 29, 2
min). De manera interesante, ENNPC2 aparecio dentro de los eritrocitos que
comenzaban a ser ingeridos por los trofozoitos, co-localizando con el
colesterol de los eritrocitos (Figura 29A,B). Las proteinas y el lipido se
observaron en un patron punteado continuo desde los eritrocitos adheridos
hasta el citoplasma (Figura 29, 2 min, 29a-d). EhNPC1 se observé en la parte
externa de la copa fagocitica y alrededor de los eritrocitos que comenzaban a
ser ingeridos (Figura 29A,B). Entre el nucleo y los eritrocitos, se observaron
estructuras tipo redes decoradas principalmente por el anticuerpo a-EhNPC1
y la filipina, y algunos puntos/parches reconocidos por el anticuerpo a-
EhRNPC2 (Figura 29 A,B, 2 min). A los 90 min, el colesterol aparecié distribuido
en la membrana plasmatica, y dentro de vacuolas de mayor tamafo que
pudieran corresponder a fagolisosomas y MVBs que contienen eritrocitos
digeridos, co-localizando con EnNPC2 y EhNPC1 (Figura 29, 90 min, 27f).

Recientemente, se han identificado fagolisosomas y MVBs después de
60 y 90 min de fagocitosis, que contienen eritrocitos parcialmente digeridos,
vesiculas de menor tamafio con EhADH, otras con LBPA y otras con ambas
(Castellanos-Castro et al, 2016a). Estas vesiculas posiblemente
correspondian a las detectadas aqui por filipina, a-EhNPC1 y a-EhNPC2 en la
fagocitosis tardia. Los coeficientes de correlacién de Pearson (CP) mostraron

que la mayor co-localizacion entre colesterol y EANPC1 o EhNPC2 y entre
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ambas proteinas fue después de los 2 min de eritrofagocitosis (Figura 29C).
Sin embargo, la co-localizacion entre ambas proteinas no fue mayor de 0.59
(Figura 29E), sugiriendo que estas moléculas no se encuentran juntas todo el
tiempo.

Posteriormente, se realizaron ensayos de eritrofagocitosis en un
modelo de pulso y caza para detectar la movilizacion de ambas proteinas. En
estos experimentos, los trofozoitos fueron incubados con eritrocitos durante 5
min y posteriormente, los eritrocitos externos y adheridos fueron removidos
con una mezcla de agua:TY]l; y el proceso de eritrofagocitosis continu6 a 37°C
durante diferentes tiempos. Posteriormente los trofozoitos se lisaron y fueron
centrifugados, el sobrenadante contenia principalmente vesiculas pequefias y
proteinas solubles, mientras que las pastillas contenian células rotas, nucleos
y lisosomas (Michelsen et al., 2009). Entonces, las muestras se sometieron a
SDS-PAGE vy las proteinas fueron identificadas mediante ensayos de WB. En
condiciones basales (tiempo 0), EhRNPC1 se detectd enriquecida en la pastilla
celular, mientras que en menor cantidad se presenté en el sobrenadante
(Figura 30A,B). Sin embargo, después de 5 min de eritrofagocitosis las
proteinas se observaron distribuidas de manera similar en el extracto total, en
la pastilla y en el sobrenadante y su distribucion continué asi durante el
proceso de eritrofagocitosis (Figura 30A). En contraste, en condiciones
basales, el anticuerpo a-EhNPC2 detecté a la proteina EhNPC2 en las tres
muestras, pero fue mas abundante en el sobrenadante. Durante el proceso de
eritrofagocitosis, EANPC2 se enriquecio en las fracciones de sobrenadante y
pastilla (Figura 30A). El analisis densitométrico usando el anticuerpo a-actina
como control de carga, confirmé los datos obtenidos mediante el WB (Figura
30 B, C).
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Figura 29. Localizacion de EhNPC1, EhNPC2 y colesterol durante la
fagocitosis. A) Trofozoitos incubados con eritrocitos por 2 y 90 min fueron
fijados y analizados por microscopia confocal y tefidos con filipina y los
anticuerpos a-EhNPC1 y a-EhNPC2. e’: eritrocitos, N: nucleo. B) (a-d)
Aumento de un eritrocito que comienza a ser internalizado. (e) Magnificacion
de vesiculas cercanas a la membrana plasmatica. (f) Magnificaciéon de un
fagosoma (observado en campo claro) que contiene eritrocitos digeridos
(flechas). C) Correlacion del coeficiente de Pearson (CP) entre la filipina y
EhNPC1 o EhNPC2 o de EhNPC1 con EhNPC2 en los distintos tiempos de la

fagocitosis.
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Figura 30. Localizacion subcelular de las proteinas EhNPC1 y EhNPC2
en trofozoitos durante la eritrofagocitosis. A) Trofozoitos fueron incubados
con eritrocitos a 37°C durante 5 min, los eritrocitos adheridos y no ingeridos
se removieron con agua:TYIl. Después los trofozoitos se incubaron con medio
TY| para continuar con el proceso de fagocitosis, después de 60 min los
trofozoitos se lisaron para llevar a cabo el fraccionamiento celular. Las
fracciones se analizaron mediante WB y usando los anticuerpos a-EhNPC1 y
a-EhNPC1. T: total, S: sobrenadante. P: pastilla. B) y C) Densitometria de las
bandas correspondientes a EhNPC1 y EhNPC2, usando actina como control

de carga.
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Los analisis de microscopia confocal y WB demostraron que después
de detectar la presencia de los eritrocitos, EhnNPC1 y EnNPC2 se movilizaron
hacia la membrana plasmatica. Alli, se organizan de manera similar que en
los experimentos de endocitosis de colesterol, pero la co-localizacién de

ambas proteinas es mas evidente durante la eritrofagocitosis (Figura 29).

8.7 EhNPC1 y EhNPC2 se localizan en el reticulo endoplasmico

Debido a que ambas proteinas se han localizado alrededor del nucleo,
se investigo si esta localizacion correspondia al reticulo endoplasmico (RE),
mediante experimentos de pulso y caza como se describidé anteriormente. A
diferentes tiempos de fagocitosis, EhNPC1 y EhNPC2 co-localizaron con
EhSERCA, una marcador del RE en E. histolytica que transporta calcio
(Martinez-Higuera et al., 2013). Imagenes de microscopia confocal en
condiciones basales mostraron que las tres proteinas se localizaron en redes
y vacuolas identificadas anteriormente como el RE (Martinez-Higuera et al.,
2013). EhNPC2 también aparecié en esferas de 1 a 1.5 ym de diametro en el
citoplasma (Figura 31). Durante la fagocitosis, la co-localizacion no se
modificé de manera significativa (Figura 31), indicando que las proteinas
EhNPC1 y EhNPC2 mantienen una presencia constante en el RE. El valor del
coeficiente de Pearson mostrd que la co-localizacion de EhNPC1 y EhNPC2
con EhSERCA fue de 0.25 y 0.51, respectivamente (Figura 31). Estos
resultados comprobaron nuestra hipotesis acerca de que el sitio donde se

localizan las proteinas encontradas alrededor del nucleo, corresponde al RE.
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Figura 31. Localizacion de EhNPC1 y EhNPC2 en el RE. A) Trofozoitos
fueron incubados con eritrocitos a 37°C por 2 min, fijados y procesadas para
microscopia confocal usando los anticuerpos a-EhNPC1 (azul), a-EhNPC2
(rojo) y a-EhSERCA (verde). (a-b) Areas magnificadas de los recuadros
blancos. B) Coeficiente de correlacion de Pearson (CP) que muestra la co-
localizacion de EnNNPC1 o EhNPC2 con EhSERCA.
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8.6 EhNPC2 co-localiza con EhRab7A en los endosomas y EhNPC1 se
localiza alrededor de ellos.

En E. histolytica el grupo de proteinas Rab participa en el trafico
vesicular (Nakada-Tsukui et al., 2005). Dentro de ellas, se ha descrito que
EhRab7A esta involucrada en el transporte retrégrado de los fagosomas hacia
el aparato de Golgi y se ha localizado principalmente en los endosomas
tardios (Nakada-Tsukui et al., 2005). Con estos antecedentes, exploramos si
las estructuras esféricas que contenian EhNPC1 y ERNPC2, correspondian a
endosomas. Mediante microscopia confocal, observamos que los anticuerpos
a-EhRab7A reconocieron estas estructuras citoplasmicas, las cuales
incrementaron de tamafno durante los ensayos de pulso y caza en la
eritrofagocitosis. En condiciones basales y durante la fagocitosis, EnRab7A se
asocio con EhNPC1 y EhNPC2, formando frecuentemente estructuras tipo
donas que contenian EhNPC2 en la parte interna. También EhNPC1 co-
localiz6 con EhRab7A alrededor de estas estructuras, rodeando a EhNPC2
(Figura 32A). Los valores del coeficiente de Pearson para EhNPC1 y EhNPC2
con EhRab7A fueron de 0.39 a 0.55 en el total de la célula, y estos valores
incrementaron ligeramente de 0.47 a 0.78 cuando se midieron las estructuras
donde las proteinas EhRab7A y EhRNPC1 o EhNPC2 co-localizaron (Figura
32B, C). Estos resultados refuerzaron la hipotesis de que EhNPC2 se localizé

en endosomas tardios, co-localizando con EhRab7A y EnRNPC1.
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Figura 32. EhNPC1 y EhNPC2 co-localizan con EhRab7A. Trofozoitos
fueron incubados con eritrocitos a 37°C por 5 min, posteriormente, los
eritrocitos adheridos y no ingeridos se lisaron con agua:TYl y se continu6 con
el proceso de fagocitosis por 30 y 60 min en medio TYIl. A) Las muestras se
procesaron para microscopia confocal usando los anticuerpos a-EhNPC1
(azul), a-ERNPC2 (rojo) y a-EhRab7A (verde). (a-e) Amplificacion de los
recuadros blancos. B) y C) Co-localizacién entre EhNPC1 o EhNPC2 con
EhRab7A en toda la célula (B) o en estructuras intracelulares marcadas con

los tres anticuerpos (C).

110



8.8 EhNPC1 y EhNPC2 se asocian con moléculas endosomales en
vesiculas acidas

En mamiferos, NPC1 se une al colesterol en endosomas tardios en un
medio acido, donde se encuentran el lipido LBPA y la proteina Alix, los cuales
ademas participan en la regulacién del colesterol (Chevallier et al., 2008). Es
por esto que hipotetizamos que las vesiculas que contienen colesterol dentro
de los fagolisosomas, ademas poseen LBPA y EhADH, moléculas
previamente descritas en fagolisosomas y MVBs en trofozoitos de E.
histolytica (Banuelos et al., 2005, Castellanos-Castro et al., 2016a).

Por lo tanto, se investigd primero la naturaleza de las vesiculas que
contenian colesterol a través de los ensayos de fagocitosis pulso-caza
anteriormente descritos, pero en este caso usando Lysotracker como
marcador de vesiculas acidas. Después de 5+30 y 5+90 min de
eritrofagocitosis, mas del 90% de los fagosomas se tifiieron con Lysotracker y
fueron reconocidos con los anticuerpos a-EhNPC1 y a-EhNPC2 (Figura 33).
El Lysotracker aparecié en fagolisosomas y MVBs, que contenian eritrocitos
parcial o totalmente digeridos, mientras que EhNPC1 se localizé alrededor de
los fagosomas y EhNPC2 al interior de ellos (Figura 33), lo que sugiere que
las proteinas analizadas tienen un papel independiente, aunque no se
descarta la posibilidad de que participen en conjunto en algun punto del
proceso endocitico. Estos resultados demostraron que EhnNPC1 y EhNPC2 se
localizaron en vesiculas de naturaleza acida, que son caracteristicas de los

fagolisosomas.
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Figura 33. Localizacion de EhNPC1 y EhNPC2 en vesiculas acidas.
Trofozoitos se incubaron con eritrocitos como en la figura 30 y fueron
procesados para microscopia confocal, empleando los anticuerpos a-EhNPC1
(azul) y a-EhNPC2 (rojo) y Lysotracker (verde). (a-d) amplificaciones de los

recuadros blancos.
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Posteriormente se utilizaron anticuerpos especificos para LBPA y
EhADH, moléculas descritas en los endolisosomas (Banuelos et al., 2005,
Castellanos-Castro et al.,, 2016a) y que pudieran participar en la regulacion
del colesterol de estos compartimentos. LBPA mostré un incremento en
relacion al tiempo de fagocitosis, en estructuras que pueden corresponder a
fagolisosomas (Figura 34A). A 5+30 min, los fagolisosomas que contenian
eritrocitos en proceso de degradacion, fueron reconocidos por los anticuerpos
a-EhNPC1, a-EhNPC2 y a-LBPA (Figura 34A). Por otro lado, EhADH co-
localiz6 con EhRNPC1 o EhNPC2 en condiciones basales, principalmente en la
membrana plasmatica y durante la fagocitosis en fagolisosomas y MVB
(Figura 34B).

En conjunto, estos resultados sugieren que LBPA, EhADH, EhRab7A,
EhNPC1 y EhNPC2 estan presentes durante las fases tardias del proceso de
fagocitosis-digestion. Por lo tanto, se llevaron a cabo ensayos de
inmunoprecipitacion, para determinar si estas moléculas se asocian entre
ellas y con el colesterol, durante el proceso de fagocitosis. Los resultados
indicaron que EhNPC1 se asocié con EnNPC2, EhRab7A, EhADH y colesterol
pero no con EhSERCA, tanto en condiciones basales como después de 60
min de fagocitosis (Figura 35A). Por otra parte, el anticuerpo a-EhNPC2
precipitd todas estas moléculas incluyendo EhSERCA, sugiriendo que estas
proteinas estan interaccionando en algun punto del proceso de fagocitosis
(Figura 35B). Estos hallazgos demostraron la asociacion de EhNPC1 y
EhNPC2 con proteinas involucradas en la endocitosis y de manera importante
se reafirmé la asociacion con el colesterol, sugiriendo que ambas proteinas
participan en el transporte de este lipido hacia los distintos compartimentos
donde es requerido, como se ha observado en sus ortélogos de eucariontes

superiores.
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Figura 34. Co-localizacion de EhNPC1 y EhNPC2 con moléculas

endosomales. Trofozoitos procesados como en la figura 30 fueron incubados
con los anticuerpos a-EhNPC1 (azul), a-EhNPC2 (rojo) y A) a-LBPA (verde) o
B) a-EhADH (verde). (c-d) Amplificaciones de los recuadros blancos. (a-b) y
(e-f) representaciéon de otros campos. Flechas: EhNPC1 fuera de los

endosomas. Cabeza de flecha: EhNPC2 dentro de los endosomas.
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Figura 35. Interaccion de EhNPC1 y EhNPC2 con moléculas
endosomales y colesterol. Trofozoitos en condiciones basales y después de
5 + 60 min de eritrofagocitosis fueron lisados y sometidos a ensayos de
inmunoprecipitacion usando los anticuerpos a-EhNPC1 (A), a-EhNPC2 (B) o
suero preinmune (SP). Los complejos inmunoprecipitados fueron analizados
por WB usando los anticuerpos a-EhNPC1, a-EhNPC2, ao-EhADH, a-
EhRab7A, a-EhSERCA y a-colesterol.
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8.9 La baja concentracion de colesterol intracelular disminuye la tasa de
eritrofagocitosis y su capacidad de destruir la barrera epitelial intestinal
en ratones

Con la finalidad de evaluar si el trafico de colesterol influye en la virulencia in
vitro de E. histolytica, realizamos experimentos con trofozoitos cultivados
durante 12 h en TYI-S, TYIl, o TYI suplementado con U18, farmaco que
bloquea el transito intracelular de colesterol (Lange et al., 2002). En primer
lugar, se analiz6 la expresion de los genes ehnpc1, ehnpc2a y ehnpc2b
mediante RT-qgPCR. El andlisis reveld que la transcripcion de ehnpc2a se
estimuldo en ausencia de suero (trofozoitos cultivados en medio TYI) y en
presencia de la droga U18 (Figura 36A). Por el contrario, la transcripcion de
los genes Ehnpc2b y Ehnpc1 no se modifico significativamente en los
trofozoitos cultivados en las diferentes condiciones (Figura 36A), lo cual
sugiere que posiblemente el gen ehnpc2a se regula positivamente cuando
hay bajas concentraciones de colesterol intracelular o éste se encuentra
acumulado.

Por otra parte, dado que estas proteinas en otros organismos
participan de manera activa en el transporte de colesterol intracelular, se
determind la concentracion intracelular de colesterol total de los trofozoitos
cultivados en las diferentes condiciones. Los trofozoitos sin suero y con la
droga U18, presentaron 38.5% y 49% menos concentracion de colesterol,
respectivamente, en comparacion con trofozoitos cultivados en medio TYI-S
(Figura 36B), lo que sugirié que al eliminar la fuente natural de colesterol en el
medio de cultivo, se minimizo la captacion y por tanto el contenido intracelular
de colesterol.

Como se ha descrito anteriormente en otros eucariontes superiores, la
distribucion y movilizacién de colesterol depende de las proteinas NPC1 y
NPC2 (Chang et al., 2005b, lkonen, 2008), por lo tanto es relevante conocer
la localizacion de colesterol intracelular cuando se privan los trofozoitos de su
fuente natural de colesterol y cuando se arresta el trafico de este lipido por

efecto del farmaco U18. Mediante ensayos de microscopia confocal, se pudo
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observar que los trofozoitos tratados con la droga U18 mostraron abundantes
grumos de colesterol en el citoplasma (Figura 36C), a diferencia de los
trofozoitos cultivados en TYI-S o TYI, donde se observé que la distribucion de
colesterol fue homogénea en el citoplasma (Figura 36C).

Estos resultados en conjunto, indican que al menos el gen EhnpcZ2a, es
regulado positivamente cuando se arresta el trafico de colesterol por efecto de
la droga U18. Por otra parte, la privacion de suero, como era de esperarse,
induce una menor captura de colesterol, fenémeno que también se observa al
bloquear el trafico de este lipido. Finalmente, se observo una reorganizacion

de colesterol en los trofozoitos donde se bloqued el transito de este esterol.
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Figura 36. Expresiéon de los genes ehnpc1, ehnpc2a y ehnpc2b,
cuantificacion y distribucion de colesterol en trofozoitos cultivados en
TYI-S, TYl y TYl mas U18. Trofozoitos fueron incubados durante 12 h a 37°C
en medio TYI-S, TYl y TYl mas U18. A) Mediante ensayos de RT-qPCR
usando mRNA de los trofozoitos en las distintas condiciones, se amplificaron
los transcritos con oligonucleétidos especificos para los genes Ehnpct,
Ehnpc2a 'y Ehnpc2b, asi como el gen s2 que codifican para la proteina s2 de
la subunidad 40s del ribosoma, el cual se us6 como control de carga. B)
Cuantificaciéon de colesterol intracelular total en los trofozoitos con los
diferentes tratamientos, realizada como se describe en materiales y métodos.
C) Microscopia confocal que muestra la localizacion del colesterol tefiido con
filipina (rojo) y la morfologia de los trofozoitos observada en el campo claro. El
nucleo fue tefido en azul con ioduro de propidio (Ip). Flecha: indica la

acumulacién de colesterol en “parches” intracelulares.
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Posteriormente, se evaluaron algunos procesos de virulencia in vitro
como: eritrofagocitosis, adhesion, actividad citotoxica y actividad citopatica de
los trofozoitos con los diferentes tratamientos. La tasa de eritrofagocitosis, fue
severamente afectada por la ausencia de una fuente de colesterol, y aun mas
en presencia de la droga U18, que bloque¢ el trafico intracelular del lipido. En
esta ultima condicidn, los trofozoitos ingirieron alrededor de 2 eritrocitos por
trofozoito desde los 5 hasta los 60 min de interaccion. La tasa de
eritrofagocitosis fue 5 veces menor en trofozoitos tratados con U18 que en
trofozoitos cultivados en TYI-S, y de menos de 2 veces que los cultivados en
TYI (Figura 37A). Al evaluar si el bloqueo en el trafico de colesterol afectaba
la adhesion, no se observaron cambios significativos en los trofozoitos
tratados con las diferentes condiciones hasta los 60 min, donde al parecer la
disminucién de colesterol afecté la capacidad de los trofozoitos de adherir
eritrocitos (Figura 37B). Estos resultados, sugieren que la acumulacion de
colesterol no afecta a los componentes membranales, que incluyen los
receptores a eritrocitos expuestos en la membrana plasmatica. Ademas,
analizamos la capacidad de destruccidon de monocapas de células epiteliales
MDCK por trofozoitos vivos (actividad citopatica). Los hallazgos revelaron que
aquellos trofozoitos cultivados en TYl y U18 dafaron de 40 a 50 % menos
respectivamente, que los trofozoitos cultivados en medio TYI-S (Figura 37C),
sugiriendo que la falta de colesterol proveniente del medio afecta la capacidad
citopatica de los trofozoitos. Por otra parte, los extractos de trofozoitos
(actividad citotoxica) presentaron la misma capacidad de destruir monocapas
de células MDCK (Figura 37D), independientemente del tratamiento de los
parasitos, indicando que la cantidad y actividad tanto de proteasas como de
algunas otras moléculas involucradas en la lisis de las células epiteliales no

son afectadas por la reduccién y bloqueo del trafico de colesterol.
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Figura 37. Virulencia in vitro de trofozoitos cultivados en TYI-S, TYly TYI
mas U18. A) Tasa de eritrofagocitosis, donde se midio la concentracion de
hemoglobina dentro de los trofozoitos mediante espectrofotometria. B)
Adhesion de eritrocitos a trofozoitos. Datos obtenidos a partir del conteo de
eritrocitos tefiidos con diaminobencidina en 100 trofozoitos. C) Trofozoitos
vivos se interaccionaron con monocapas de células MDCK para evaluar su
capacidad de destruccién, la cual se midié mediante la tincién de las células
MDCK restantes con el colorante azul de metileno, el cual fue eluido y leido
espectrofotométricamente. D) Lisados de trofozoitos se incubaron con
monocapas de células MDCK y la destruccidén de éstas se evalué como en el

inciso anterior.
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Adicionalmente, realizamos ensayos de virulencia in vivo usando
ratones de la cepa C57BL/6 (Kissoon-Singh et al., 2013) como un modelo de
amibiasis intestinal, los cuales fueron inoculados analmente con trofozoitos
cultivados en medio TYI-S, TYI o con las droga U18. Posterior a la incubacion
con los trofozoitos, se inyectd el colorante azul de Evans en el intestino y
permanecié ahi durante 15 minutos permitiendo su absorcion en los sitios con
dafo del epitelio intestinal (Figura 38A). La intensidad en la coloracién azul
fue proporcional al dafio causado en la permeabilidad del epitelio intestinal.
Los ratones inoculados con trofozoitos cultivados con U18, mostraron
resultados similares a los obtenidos con el control negativo (ratones no
inoculados), lo que indicoé que la barrera epitelial no fue alterada. Mientras que
los trofozoitos cultivados en TYI presentaron 60-70% de destruccién epitelial,
tomando como 100% el dafio producido por trofozoitos cultivados en TYI-S
(Figura 38B), demostrando que la ausencia de suero disminuyo la capacidad
de los trofozoitos para romper las uniones intercelulares en el modelo in vivo.

Adicionalmente, el colon de los ratones fue analizado por histologia y
tincion con hematoxilina y eosina. El colon de ratones que no fueron
inoculados con parasitos presentd un epitelio intestinal integro y la capa
muscular intacta,; mientras que los trofozoitos crecidos en medio TYI-S
produjeron un dafo importante en el epitelio, provocando discontinuidad en la
barrera epitelial, redondeamiento celular, multicapas en el epitelio, infiltrados
celulares e inflamacion celular. Por su parte, los animales inoculados con
trofozoitos cultivados con U18, mostraron un epitelio normal sin infiltrado ni
inflamacion celular, similar al presentado por los ratones inoculados sélo con
PBS (Figura 38C).
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Figura 38. Virulencia in vivo de trofozoitos cultivados en TYI-S, TYl y TYI
mas U18. Trofozoitos cultivados bajo distintas condiciones fueron inoculados
analmente en ratones de la cepa C57BL/6 para evaluar su capacidad de
dafar la barrera del epitelio intestinal. A) Colon de ratones inoculados con
trofozoitos, tefidos con azul de Evans. B) El dafio a la barrera del epitelio
intestinal se cuantifico espectrofotométricamente mediante la elucion del
colorante azul de Evans extraido del colon. Neg: ratones control inoculados

s6lo con PBS. ** p<0.01. (C) Tincidn del colon con hematoxilina-eosina (40X).
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En conjunto, nuestros resultados muestran que el colesterol es
necesario para algunos procesos de virulencia de los trofozoitos, tanto in vitro
como in vivo, por ejemplo para ingerir eritrocitos, destruir monocapas
celulares y danar la barrera del epitelio intestinal, afectando la permeabilidad
por el dafo a las uniones intercelulares. Sin embargo, a tiempos cortos de
interaccion, la disminucion y bloqueo del colesterol intracelular no afectaron la
adhesion de los trofozoitos a sus células blanco, ni la destruccion de las

células epiteliales por efecto de los lisados ricos en proteasas.

8.10 Trofozoitos mutantes en los genes Ehnpc1 y Ehnpc2s presentan
una disminucién en la tasa de eritrofagocitosis y en la movilidad celular

La fagocitosis y movilidad celular requieren de colesterol para la fluidez
y sintesis de membranas. Para determinar si EANPC1 y EhRNPC2 participan
en estos eventos, generamos trofozoitos mutantes en los genes Ehnpct y
Ehnpc2a, usando trofozoitos de la clona G3, los cuales fueron transfectados
con el vector psAP-2 (Bracha et al., 2003). Ambas clonas de trofozoitos
silenciados (KD Ehnpc1 y KD Ehnpc2a) expresaron 70 y 50% menos mRNA
respectivamente, en comparacion con los trofozoitos control (transfectados
so6lo con el vector vacio) (Figura 39A). La expresion de las proteinas EhNPC1
y EhNPC2 también se observé disminuida en los trofozoitos silenciados,
aunque los niveles de proteina fueron 25% y 60% menos que en los
trofozoitos control, respectivamente (Figura 39B,C).

Mediante imagenes de microscopia confocal se confirmé la disminucién
de ERNPC1 y EhNPC2 en los trofozoitos mutantes, ademas, se observé que
la escasa presencia de estas proteinas se concentré en ciertas areas (Figura
40A). En los trofozoitos KD Ehnpc1, la proteina ENNPC1 se polarizé hacia la
membrana plasmatica, mientras que las células KD Ehnpc2, la proteina
EhNPC2 se encontré pobremente distribuida en la membrana plasmatica y en
algunos puntos del citoplasma (Figura 40A). Por otra parte, se midieron los
niveles de colesterol intracelular total en los trofozoitos silenciados; los

trofozoitos KD Ehnpc2 presentaron menor cantidad de colesterol intracelular
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(1.9 ng/ul), en comparacion con los parasitos KD Ehnpc1 (2.8 ng/ul); mientras
que los trofozoitos transfectados con el vector vacio presentaron 4.0 ng/pl
(Figura 40B). Estos resultados sugieren fuertemente que EhNPC1 y EhNPC2

son indispensables para la captacion del colesterol del medio.
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Figura 39. Silenciamiento de los genes Ehnpc1 y Ehnpc2 en E.
histolytica. (A) Trofozoitos de la clona G3 fueron transfectados con los
plasmidos psAP-2, psAP-2Ehnpc1 o psAP-2Ehnpc2a y se seleccionaron
poblaciones estables con 4 ug/ml de G-418. Mediante ensayos de RT-gPCR
se analizaron los genes Ehnpc1y Ehnpc2a usando mRNA de los trofozoitos
transfectados (vector vacio, KD Ehnpc1 y KD Ehnpc2) y oligonucleétidos
especificos. Como control interno se empled el gen ribosomal s2. (B)
Extractos totales de trofozoitos transfectados fueron procesados para WB
usando los anticuerpos a-EhNPC1 y a-EhNPC2. Como un control de carga, la
misma membrana fue re-inmunodetectada con el anticuerpo a-actina. (C)
Analisis densitométrico de las bandas mostradas en (B), normalizadas con la

proteina actina.
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Figura 40. Localizacion de EhNPC1 y EhNPC2, y concentracion
intracelular de colesterol en trofozoitos transfectados. Los trofozoitos
transfectados con el vector vacio y silenciado en Ehnpc1 (KD Ehnpc1) y en
Ehnpc2 (KD Ehnpc2) se montaron en laminillas y se prepararon para
analizarse mediante microscopia confocal (A) en condiciones basales usando
anticuerpos a-EhNPC1 o a-EhNPC2. Se midié la concentracion intracelular de
colesterol (B) en trofozoitos transfectados en condiciones basales mediante

un kit para cuantificacion de colesterol. * p<0.05, *** p<0.001.
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A continuacién, se evalué la tasa de eritrofagocitosis en estos
trofozoitos silenciados. Durante los tiempos tempranos de la fagocitosis (2 a 5
min), los trofozoitos KD Ehnpc1 y los trofozoitos control, ingirieron la misma
cantidad de eritrocitos (6 eritrocitos/trofozoitos). Sin embargo, después de 5
min, los trofozoitos KD Ehnpc1 no ingirieron mas de 10 eritrocitos/trofozoito,
en comparacion con los trofozoitos control, que continuaron ingiriendo
eritrocitos (aproximadamente 18 eritrocitos/trofozoito) hasta los 30 min (Figura
41A,B). Por otra parte, de 2 a 15 min de fagocitosis, los trofozoitos KD
Ehnpc2 ingirieron de 4 a 10 eritrocitos/trofozoito en comparacion con los
trofozoitos control, los cuales ingirieron de 5.6 a 14.4 eritrocitos/trofozoito. Sin
embargo, a los 30 min de eritrofagocitosis, los trofozoitos KD Ehnpc2
recuperaron la tasa de eritrofagocitosis e ingirieron una media de 18
eritrocitos/trofozoitos, similar a los trofozoitos control (Figura 41A,B). Estos
resultados sugieren que en los trofozoitos KD Ehnpc2, la tasa de
eritrofagocitosis fue afectada solamente en los tiempos tempranos de la
cinética, mientras que en los trofozoitos KD Ehnpc1 este proceso se afectd
s6lo después de 10 min de contacto con los eritrocitos (Figura 41A,B).

Para evaluar el impacto del silenciamiento de las proteinas EnNPC1 y
EhNPC2 en la movilidad de los trofozoitos, estos se colocaron en la parte
superior de un transwell y se conté el numero de trofozoitos que fueron
capaces de migrar hacia la parte inferior de la camara, siguiendo un estimulo
de suero. De manera interesante, después de 3 h de incubacion, los
trofozoitos KD Ehnpc1 permanecieron en la parte superior, mostrando
incapacidad de migracién, mientras que los trofozoitos KD Ehnpc2 mostraron
una migracion similar a los trofozoitos control (Figura 41C).

Estos resultados en conjunto revelan que las proteinas EhNPC1 y
EhNPC2 no tienen una funcién redundante, pero si son capaces de cooperar
durante el trafico de colesterol y de esta manera facilitar y hacer mas eficiente
la captacion y el transporte del colesterol.
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Figura 41. Alteracion en la tasa eritrofagocitica y movilidad en
trofozoitos transfectados. A) Tasa de eritrofagocitosis de trofozoitos
mutantes en KD Ehnpc1 y KD Ehnpc2. * p<0.05, ** p<0.01. B) Imagenes
representativas de trofozoitos donde se muestran los eritrocitos ingeridos
tefiidos con diaminobencidina, a diferentes tiempos. C) Migracion de
trofozoitos mutantes en KD Ehnpc1y KD Ehnpc2, a través de filtros transwell.
*** p<0.001.
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9. DISCUSION

El protozoario E. histolytica es un parasito altamente fagocitico, que
requiere de colesterol para su supervivencia y virulencia. Se sabe que este
parasito no es capaz de sintetizar colesterol, por lo tanto, lo toma del medio
donde se encuentra. Recientemente se ha propuesto que la proteina TMK39
podria participar en la captura de lipoproteinas LDL (Christy et al., 2012),
aunque se desconoce realmente cdémo se lleva a cabo la captacién/trafico de
colesterol desde el exterior celular. En eucariontes superiores se han descrito
las proteinas NPC1 y NPC2, las cuales son las responsables de distribuir el
colesterol en los endosomas tardios/lisosomas (Davies et al., 2000a).

A través del andlisis in silico y de distintas herramientas
experimentales, en este trabajo demostramos que el protozoario E. histolytica
posee un gen Ehnpc1 y dos genes Ehnpc2. Contrario a lo encontrado en la
mayoria de los organismos eucariontes, donde existen generalmente dos
genes npct (npc1y npc1l1) y un gen npc2 (Akaboshi et al., 1995, Davies et
al., 2000b). Ensayos de modelaje molecular e inmunoprecipitacion mostraron
que las proteinas EhNPC1 y EhRNPC2 pueden interaccionar entre ellas y con
el colesterol con bajas energias de asociacion, los valores bajos podrian
corresponder a interacciones cortas entre proteinas y el esteroide para
permitir la correcta y rapida transferencia de colesterol entre ambas proteinas,
EhRNPC1 y EhNPC2a. Los sitios de unién entre la proteina EhNPC2a vy
EhRNPC1 son muy parecidos a los obtenidos con el colesterol, estas diferencia
podrian deberse a cambios conformacionales necesarios para la unién de las
distintas moléculas, lo cual facilitarian la transferencia de colesterol entre
estas proteinas siguiendo el modelo “hand-off” como se ha descrito para
eucariontes superiores (Kwon et al., 2009,(Wang et al., 2010). Ademas, se
encontré que estas proteinas EhnNPC1 y EhNPC2 se asociaron con EhRab7A
y EhADH, mientras que so6lo EhNPC2 interactu6 con EhSERCA, en los
tiempos explorados. Conocer las moléculas involucradas en la captacion y el
trafico de colesterol, nos ayudara a entender cémo se lleva a cabo la fusion

de vacuolas y la sintesis de membranas. La relevancia de nuestros hallazgos
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radica en tres hechos principales; primero: el colesterol es fundamental para
la endocitosis y fagocitosis, los cuales son eventos importantes para la
nutricion y virulencia de E. histolytica (Bansal et al., 2005). Segundo: el
colesterol no puede ser sintetizado por los trofozoitos y se conoce muy poco
acerca del trafico de esta molécula en el protozoario, en particular de su
captacion (Christy et al., 2012). En estos eventos podrian participar las
proteinas NPC1 y NPC2, como sucede en organismos superiores. En
protozoarios, a excepcion de una proteina NPC1-like identificada en T. gondii
(Lige et al., 2011), no existen estudios sobre la presencia y funcion de NPC1 'y
NPC2. Esto hace de E. histolytica el primer protozoario en el cual se ha
identificado y caracterizado estos genes y las proteinas correspondientes.
Tercero: E. histolytica presenta un trafico simple de colesterol comparado con
otros eucariontes, dado que depende totalmente del colesterol exdgeno,
proporcionando asi un modelo excelente y menos complicado para dilucidar
este intrincado evento en células eucariotas (Davies et al., 2000a).

NPC1 y NPC2 son proteinas ancestrales, altamente conservadas a
través de la evolucion eucarionte (Higaki et al., 2004); ya que los genes NPC1
humanos y de levadura son genéticamente y funcionalmente intercambiables
(Higaki et al., 2004). Nuestros resultados fortalecen esta idea, debido a la alta
homologia estructural que presenta el cristal del amino terminal de NPC1 y
NPC2 de H. sapiens y B. taurus con las estructuras tridimensionales EhNPC1
y EhNPC2, respectivamente (Kwon et al., 2009). Sin embargo, contrario a
otros eucariontes, las proteinas EhNPC2s presentan una cadena de
aminoacidos con varios residuos que podrian eventualmente estar en
contacto con la membrana, la unidbn o cercania de las proteinas a la
membrana, hipotéticamente esto, junto con las regiones cargadas
positivamente (Kirchhoff et al., 1996), le brinda a EhNPC2 la posibilidad de
traslocarse a través de la membrana plasmatica, reticulo endoplasmico y otros
organelos, como sugieren nuestros resultados experimentales, al co-localizar
y asociarse con EhSERCA. Ademéas, mediante ensayos de

inmunoprecipitacion usando anticuerpos o-EhNPC1 o a-EhNPC2,
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confirmamos que ambas proteinas se asocian entre ellas y con el colesterol,
en los trofozoitos en condiciones basales y durante la eritrofagocitosis,
aunque generalmente estas proteinas se encuentran de forma separada.
Estas caracteristicas refuerzan la hipotesis de que el modelo “hand-off” podria
ser la forma de trabajo para la captacion y trafico de colesterol en E.
histolytica como se ha observado en eucariontes superiores (Wang et al.,
2010).

En este estudio también nos preguntamos: ; Cémo los trofozoitos de E.
histolytica llevan el colesterol exdégeno a los distintos organelos sin un
receptor para LDL candnico? Con los hallazgos de este trabajo, ahora
podemos concluir que las proteinas EhNPC1 y EhNPC2 participan en la
deteccidon y captacion de colesterol, en su transporte por los endosomas y
otros organelos (RE y nucleo), hasta la digestion de los productos
endocitados en los fagolisosomas. La proximidad y co-localizacion de las
proteinas EhRNPC1 y EhNPC2 en la superficie de los trofozoitos
inmediatamente después de un pulso con colesterol y en el comienzo de
eritrofagocitosis, asi como su deteccion en los productos secretados, indican
que estas proteinas son las encargadas de capturar el colesterol en E.
histolytica. Sin embargo, no descartamos la participan de otras moléculas del
parasito, como la proteina TMK39 (Christy et al., 2012). EnNPC1 y EhNPC2
también estan presentes durante el transporte de colesterol exdgeno hacia el
RE y otros organelos. Ademas, parecen estar cerca de eritrocitos ingeridos,
desde el contacto inicial hasta su digestion, posiblemente extrayendo el
colesterol. Esto refuerza la evidencia de la participacion de ambas proteinas
en el trafico de colesterol hacia el interior celular; como se ha observado en
las células intestinales, donde la proteina NPC1L1 es capaz de internalizar el
colesterol extracelular (Davies et al., 2000b). Ambas proteinas se han
observado trabajando en conjunto, pero con tareas especificas, dado que no
se encuentran formando complejo proteina-proteina todo el tiempo. Las
funciones exactas de cada proteina independiente y en complejo necesitan

ser estudiadas en el futuro.
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1)

V)

Con nuestros experimentos usando trofozoitos cultivados sin suero y
sometidos a un estimulo de SBA, podemos sugerir que el colesterol externo
es tomado e internalizado por EnNNPC1 y EhNNPC2 en varios pasos:
Inmediatamente después de que los trofozoitos detectan el colesterol,
EhNPC1 y EhNPC2 se organizan en pequeinas vesiculas en la membrana
plasmatica, co-localizando en la mayoria de los casos, pero permaneciendo
cercanas y no en complejo en algunas areas. Es posible especular que
EhNPC1 facilita el transporte de EhNPC2 a la membrana plasmatica para
tomar el colesterol exdgeno.

Posteriormente, las pequefias vacuolas de la membrana crecen en tamafo y
cantidad a través del proceso de endocitosis. Cabe sefialar que en los
tiempos tempranos estas vesiculas parecen estar repletas de EhNPC1 vy
EhNPC2, estando en la mayoria de los casos EhNPC2 orientada hacia el
medio externo.

Entonces, las vesiculas que contienen EhNPC2 aparecen hacia el exterior
celular, asumiendo formas tipo esferas y de salchicha, que estan en contacto
con las vesiculas llenas de colesterol. También es posible distinguir pequefios
puntos que contienen EnNPC1. Imagenes de microscopia confocal y ensayos
de secrecion confirman que EhRNPC1 y EhNPC2 estan, en efecto, siendo
liberadas al medio externo. Al respecto se sabe que al menos NPC2 se
localiza en fluido epididimal en humanos (Kirchhoff et al., 1996).

EhNPC2 aparece en vesiculas co-localizando con colesterol dentro de los
trofozoitos, frecuentemente haciendo contacto con pequenas vesiculas que
contienen EhNPC1, lo que coincide con el papel cooperativo de ambas
proteinas en el modelo “hand-off” (Wang et al., 2010).

EhNPC1 y el colesterol forman redes desde la membrana plasmatica hacia el
RE y el nudcleo, donde también aparece EhNPC2. Posiblemente, esta

localizacion permite la mejor internalizacion y distribucion del colesterol.
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VI)  El colesterol es llevado hacia la membrana plasmatica y vacuolas que estan
rodeadas por EhNPC1 y que en su interior contienen EhNPC2. Todos estos

pasos se representan en la figura 42.
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Figura 42. Modelo de la participacion de EhNPC1 y EhNNPC2 en el trafico
de colesterol en E. histolytica. A) Captacion de colesterol: EhNPC1 y
EhNPC2 capturan el colesterol del espacio extracelular y desde la membrana
plasmatica probablemente siguiendo el modelo “hand-off’”. EhNPC1-
colesterol-EhNPC2-colesterol-EhNPC1. B) Formacion de estructuras tipo
redes: EhNPC1 y el colesterol forman redes que llevan vesiculas con
EhNPC2. Probablemente estas vesiculas transportan el colesterol hacia el
RE, ensodomas y nucleo, siguiendo el modelo “hand-off’. C) EhNPC1 y
EhNPC2 se asocian con el colesterol y son internalizadas en endosomas que
contienen EhRab7A, tanto en condiciones basales como durante la
eritrofagocitosis. D) EhNPC1 y EhNPC2 se asocian con moléculas
fagolisosomales y de los MBVs, particularmente con LBPA y EhADH, las
cuales probablemente regulan el trafico de colesterol. E) EhnNPC1 y EhRNPC2
se acumulan en el nucleo y RE, a partir de donde se distribuyen hacia otros

organelos.
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Durante la fagocitosis, la mayoria de estos pasos también fueron
evidentes, con algunas particularidades:
La co-localizacién de EhNPC1 y EhNPC2 es mas frecuente después de dos
minutos de interaccion con eritrocitos, lo cual confirma la movilizacién vy
cooperacion de ambas proteinas durante la eritrofagocitosis en forma similar
al modelo de “hand-off’ (Wang et al., 2010).
Los eritrocitos adheridos, pero no los ingeridos, parecen cubrirse de la
proteina  EhNPC2. Los trofozoitos presentan un canal, con eritrocitos
digeridos parcialmente, el cual es decorado principalmente por EhNPC2 y
colesterol, mientras que la parte externa de la copa fagocitica fue rodeada por
EhNPC1. Ensayos de microscopia confocal usando a-EhSERCA, confirmaron
la presencia de EhNPC1 y EhRNPC2 en el RE, donde vesiculas y redes que
contienen EnNNPC1 se conectan con otras vesiculas con EhnNPC1, EhnNPC2 y
filipina, sugiriendo que el colesterol podria ser transportado del RE hacia otros
organelos, incluso su presencia en este compartimento se deba a que es el
lugar donde se sintetizan y posiblemente, desde aqui el colesterol sea
distribuido hacia otros organelos, como se ha descrito en otros eucariontes

superiores (Lange et al., 1999).

Después de 30 y 90 min de eritrofagocitosis, el colesterol aparece junto con
EhRNPC1 y EhnNPC2 en vacuolas, algunas con un tamafo uniforme, dentro de
fagolisosomas. De manera interesante, EhRab7A co-localiza en endosomas
tardios con EhNPC1 y EhNPC2. LBPA y EhADH también aparecen cercanos
0 co-localizando con EhNPC1 y EhNPC2 en fagolisosomas, sugiriendo que
podrian participar en la regulacion del colesterol, como en las células de
mamifero (Chevallier et al., 2008). El colesterol es regresado a la membrana
plasmatica siguiendo un movimiento similar a EhNPC1 y EhNPC2. Los
analisis de inmunoprecipitacion muestran que EnNPC1 y EhNPC2 se asocian,
directa o indirectamente, con moléculas involucradas en la endocitosis, tales

como EhADH, EhRab7A y colesterol. Nuestros datos sugieren que el papel de
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EhRNPC1 y EhNPC2 no termina hasta finalizar el proceso de digestion, donde

ya no hay mas colesterol disponible en el eritrocito fagocitado (Figuras 31-35).

Aunque se sabe que la adicibn de liposomas ricos en colesterol
incrementa la virulencia del parasito (Serrano-Luna et al., 2010), en este
trabajo se analizé el efecto de la reduccion de colesterol y la inhibicién del
trafico de colesterol en trofozoitos, sobre las propiedades de virulencia,
mediante el uso de la droga U18. Como era de esperarse, la fagocitosis y la
destruccion de monocapas de células epiteliales fueron afectadas por la falta
de colesterol, debido a que ambos eventos requieren de la sintesis de
membranas para la formacion de vacuolas y endosomas. De acuerdo a
nuestros resultados, el 50% del colesterol presente en los trofozoitos control
fue suficiente para adherirse a los eritrocitos. Sin embargo, nuestros
resultados difieren de otros reportes que indican que la adhesion es mas
eficiente en altas concentraciones de colesterol (Mittal et al., 2008). Aqui,
nosotros disminuimos la concentracién de colesterol y bloqueamos su trafico
dentro de las células. Posiblemente, el uso de diferentes concentraciones de
colesterol podria explicar estas discrepancias. Nuestros resultados al analizar
la capacidad de adhesion de los trofozoitos a eritrocitos no se vio afectada
cuando se acumulo el colesterol, posiblemente este arresto en el trafico de
colesterol no modifique los sitios donde se localizan los receptores para
eritrocitos, es decir, las balsas lipidicas; los cuales son microdominios de
membranas enriquecidos en colesterol. Por otra parte, el analisis citotoxico
tampoco se observé alterado, indicando que el contenido de proteasas no se
modificd al arrestar el trafico de colesterol. Por lo tanto se confirmé que el
contenido de moléculas, en algunos sitios especificos, no depende del trafico
de colesterol.

De mayor interés aun, fue determinar cémo se ve afectada la virulencia in
vivo bajo estas mismas condiciones. En efecto al interferir con el movimiento
de colesterol con la droga U18, se reduce significativamente la virulencia de

los trofozoitos en el modelo de infeccion de colon en ratdén, posiblemente el
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bloqueo del trafico de colesterol inhibe la formacién de membranas nuevas
necesarias para el desplazamiento de los trofozoitos en el epitelio del
intestino, aunque no se descarta la posibilidad de que el microambiente
presente en el intestino afecte también la capacidad del trofozoitos para
causar dano. Por ultimo, los trofozoitos silenciados en Ehnpc1 y Ehnpc2 que
muestran menor contenido de colesterol, también presentan una tasa
eritrofagocitica diferencial, indicando que probablemente la proteina EhNPC2
sea la primera en responder al estimulo con eritrocitos, saliendo por el
colesterol de estos; seguida posteriormente por la proteina EhNPC1, la cual
cooperaria en la entrada/traslocacion de EhnPC2+colesterol hacia el interior
del trofozoito.

Las proteinas EhNPC1 y EhNPC2 son moléculas involucradas en la
captaciéon y transporte de colesterol, indispensable para la sintesis de
membranas, ademas EhNPC1 es necesaria para el movimiento de los
trofozoitos, por lo tanto mas adelante se podrian buscar estrategias dirigidas
hacia estas proteinas y de esta manera ayudar a disefiar un mecanismo o

terapia que ayude a combatir la amibiasis.
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10. CONCLUSION

Este estudio provee la primera evidencia de la presencia de proteinas que
transportan el colesterol: EnNPC1 y EhNPC2 en E. histolytica. Las cuales
participan en la captacion del colesterol exdgeno y en su trafico intracelular.
Combinando los resultados aqui mostrados con lo obtenido en otros
organismos eucariontes, nosotros proponemos que EhNPC2 es transportada
por EANPC1 hacia la membrana plasmatica y hacia el exterior celular. Pero,
¢,como entra ENNPC2 en los eritrocitos fagocitados? Nosotros hipotetizamos
que el modelo “hand-off” propuesto en células de mamiferos (Wang et al.,
2010) podria funcionar de manera similar en los trofozoitos de E. histolytica.
Esto implica que EhNPC2 se moviliza hacia la membrana plasmatica, junto
con EhNPC1 vy, de ahi, el colesterol es transportado a través del medio
hidrofébico, alcanzando de manera eficiente sus organelos blanco vy
facilitando asi la expresion de las propiedades de virulencia que requieren la
sintesis de membrana y fusion de vacuolas. El transporte de colesterol es de
vital importancia para la virulencia de E. histolytica, y como hemos observado,
requiere de la participacién de las proteinas EhNPC1 y EhNPC2, haciendo de
estas proteinas probables blancos terapeuticos para generar vacunas contra

este parasito.
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11. PERSPECTIVAS

e Determinar los cambios de expresion, a nivel de transcrito y proteina, de
EhRNPC1 y EhnNPC2 durante la eritrofagocitosis.

e Analizar los cambios de expresion, a nivel de transcrito y proteina, de

EhRNPC1 y EhRNPC2 durante la eritrofagocitosis de trofozoitos silenciados.

e Verificar experimentalmente la asociacion del colesterol con las proteinas
recombinantes rEhRNPC2a y rEnNPC2b.

e Evaluar si las regiones de EhNPC1 y EhNPC2 predichas por nuestros
resultados bioinformaticos, son las responsables de su unién al colesterol

mediante la clonacion y expresion de estas regiones.

e Analizar la virulencia in vivo de los trofozoitos deficientes en EhNPC1 y
EhNPC2 sobre el dafio a la barrera epitelial en intestino de ratones de la
cepa C57BL/6.
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Abstract

Entamoaha histolytica, the highly phagocytic protozoan causative of human amoebiasis
lacks the machinery to synthesize cholesterl. Here, we investigated the presence of NPCA
and NPC2 proteins in this parasite, which are involved in cholestanl trafficking in mammals.
Bioinformatics analysis revealed one Ehnpel and two Ehnpe2genas. EhNPC1 appeamredas a
transmembrane protain and both ERNPCZ as perpheral membrana proteins. Molecular dock-
ing predicted that EhNPC1 and ERNPCZ bind cholestarol and interact with each other. Genes
and proteins were identifiedin trophozoites. Serum pulse-chase and confocal microscopy
assays unveded that afier trophozates sensed the cholesterol soume, ERNFC1 and EhNPC2
wiere organized around the plasma membrane in a punctuated pattem. Vesicles emerged and
increased in number and size and some appeared full of cholestercl with ERNPC1 or ERNPC2
facing the extraceliular space. Both proteins, but mosiy ERNPC2, were found out of the call
associated with cholesterol. ERNPCA and cholesterol formed networks from the plasma mems-
brane to the nuclews. ERNPC2 appeared in erythrocytes that were being ingested by tropho-
zoites, codocalizing with cholesterol of enthrocytes, whereas ERNPC1 surmunded the
phagocytic cup. ERNPC1 and ERNPC2 co-localized with ERSERCA in the endoplasmic reticu-
lum and with lysobisphosphatidic acid and EnADH (an Alix protain) in phagolysosomes.
Immunoprecipitation assays confimed the ERNPC1 and EhNPC2 association with chdes-
terol, EhRab7A and Eh&ADH. Serum starved and blockage of cholesterol trafficking caused a
low rate of phagocytosis and incapability of trophozoites to produce damage in the mouse
colon. Ehnpet and Ehnpe2 knockdown provoked in trophozaoites a lower intracellular choles-
terol concentration and a diminished rate of phagocyiosis; and Efnpe? silencing dso pro-
duced a dacrease of trophozoites movement. Traficking of EhNPC1 and EhNPC2 during
cholesterol uptake and phagocytosis as well as their association with molecules involved in
endocytosis strongly suggast that these proteins play a key rolein cholesterd uptake.
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Author Summary

NPC1 and NP2 proteins are involved in cholesterol trafiduang in mammals, Using dif-
ferent approaches, we have detected the orthologues ERWPC and ERNPCZ protans in
Ermtamoeba histolytica. Trophozottes are particularly rich in membranes and vacuoles, but
they do not possess the machinery to synthetize cholesterol. Thus, they are completely
dependent on molecules able to “fish” cholesterol from the medium., The relevance of our
findings lies in the fact that cholesterol is fundamental for endocytosis and motility; and,
phagocytosis is an important nutritional and virulmce factor for E, histolytica, In silico
and experimental strategies, nsing U18666A to armest cholestero] trafficking, as well as,
knockd own mutants, showed that ERNPCT and ERNPC2 participate in cholesterol uptake
and trafficking in this parasite. Theyare secreted by trophozoites and directly involved in
erythrophagocytosis and motility. Our findings revealed E fistolyfica as one of the first
protozoa inwhich these proteins are being characterized. Moreover, E histolytica provides
an excellmt and less complicated model to elucidate the intricate event of duolesterol traf-
ficking in eukaryotic cells. The relevance of cholesterol transport for the parasite virulence
and the involvemnent of ERNPCT and EhNPC2 in this process, make these proteins prom-
ising targets for therapy strategies development against the parasite,

Introduction

Entamoeba histolytica is the protozoan responsible for intestinal and hepatic amodbiasis,
considered the third leading cause of death worldwide due to parasites [1]. E fisfolytica tro-
phozoites are highly dynamic cells with active movement and voracious phagocytosis. High
cholesterol concentration in the med ium enhances their virulence [2-4] and trophozoites
loaded with cholesterol showed an enrichment of the Gal/GalMNAc lectin in rafts and an
increase of amoeba adherence to target cells [5]. Cholesterol is fundamental for vesicle forma-
tion and lipid rafts arrangements, and both are crocial events for movement and endocytosis
[4]. However, E hisiolytica ladks the machinery to synthesize cholesterol [6], Cells ingested by
the parasite, including erythrocytes, are a natural cholesterol source, but, trophosnites can also
uptake it from the serum-supplemented colture medium [7, 8],

Mammalian cells synthesize cholesterol through a complex pathway, in whidh at least 30
enaymes participate [9]. Cholesterol homeostasis is controlled by feedback regolation of its
hiosy nthesis and uptake through receptor-mediated endocytosis by low density lipoproteins
(LDL} [10]. Failures in cholesterol storage in humans cause the Niemann- Pick type C (NPC)
disease, which islinked to mutations in NPC1 or NPC2 proteins that are directly involved in
cholesterol trafficking [18, 12]. NPC1 (1278 amino acids) isa polytopic endosomal membrane
glycoprotein requirad for efflux of cholestero] from endosomes [13]. 1t has 13 transmembrane
domains, four luminal and six cytoplasmic loops, a C-terminal cytoplasmic tail and a sterol
sensing domain (S50 [14]. NPC2 (151 amino acids) 15 a soluble lysosomal protein with a
MLD domain (ML [MD-2 (myeloid differentiation factor-2)]-related lipid-recognition) [ 15,
16] that regulates cholesterol trafficking from lysosomes to the endoplasmic reticolum (ER )

[ 17, 18], NPC2 possesses positively charged regions that facilitate its interaction with nega-
tively charged membranes [17]. NPC2 binds to NPC1; and NPCI binds to cholesterol by the
S50 domain in an acidic miliew [18]. Morerver, cholesterol is transferred from the N terminuos
domain (NTD} of NPC1 to NPC2 in a bidirectional manner [19] Based on this, Infante ef al,
[19] proposed the “hand-off” working model, which assumes that NPC? takes cholesterol in
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the lysosomal lumen and transports it to membrane-bound NPCIL for exportation to the ER
[L9-21]. In late endosomes, lysobisphosphatidic acid (LBPA ) regulates cholesterol, under the
control of Alix protein [22 23], The molecular mechanisms of this regulation are not
completely understond.

In E. histolytica, neither LDL receptors, nor NPCI and NPC2 have been identified yet. The
TME3 protan participates in cholesteral uptake, however, it does not have cholesterol bind-
ing domains, suggesting that it could associate to cholesterol through other trophozeite mole-
cules [24]. Asinmammals, E histolytica LBPA binds to EhADH (an E histelvlica ALIX family
protein) [15] inside phagolysosomes and multivesicular bodies (MVE] [26]. Though, we do
not discard the participation of other Alix proteins involved in endomembrane trafficking [27,
28], Thus, it is plausible to assume that the “hand-off” model, "WPC2-NPC1-cholesterol-
NPC2-NPC1" proposed for mammialian cells, could also be functioning in trophoeoites to first
carry exogenous cholesterol inside the cell and then, to transport it to distinct organdles, Here,
we scarched for NPCI and NPC2 orthdogues in E histolytica and studied their participation
in cholesterol uptake and trafficking, aswell as therassoqation with molecules involved in
phagocytosis, We also provide evidence that cholesterol depletion and trafficking arrest as well
as Ehnpcl and Ehmpc? genes knockdown, affedt virulence, particularly erpthrophagocytosis
and cell motlity.

Results

E. histolytica possesses one npct (Ehnpet) and two npe2 ( Ehnpc2a,
Ehnpe2b) genes and their respective proteins bind cholesterol

Our explorationinthe AmochaD B (httpe lamoebadb. o gfamcebal) revealed the presence of a
1339 amino acid sequence (EHI_080220) with 19.7 to 35% identity to NPC1 protans of differ-
ent species (Eig LA, 51 Table). The putative ERBNFCI protein exhibited the patched (FD) and
the S50 domains present inall reported NPCL proteins [29]. However, it did not show the
MMPL domain, found in bacteria as a putative integral membrane protein domain [30], This
domain is also absent in Dictyostelium discoidenm WNPCI [31] (Fig LA). We also foand two
sequences of 141 (EHI_068260) (EhNPC2a) and 146 (EHI_188770) (EhNPC2h) amino acids
containing the MLD domain, which is a NPC2 signature [15] (Eig 1B). These sequences
showed 29.4% identity between them and 11 to 26% with othe NPC2 protans (52 Table).

The full length amino acid sequences of ERNPC1, EhWNPC2a and ERNPC2h wiere compared
with WPC1 and NPC2 protein sequences from other organisms to construct phylogenetic trees
using the MEGA 5.05 software, EhNPCI was grouped in a single clade with D. discoideum
NPC1 in the branch of slime molds, yeasts and filamentous fungus and far from hypothetical
NPClsfrom protozoa such as Trichomonas vaginalis, Toxoplasma gondii and Leishmania
migjor (Fig LC). Interestingly, EhNPC2a and EhNPCZbalso displayed a close relationship with
D. discoideum MPC2 in the branch of slime molds and yeasts (Fig 1D},

To obtain further evidence on the structural relationship of ERNCP1, ERNPC2a and
EhNPC2b with their respective orthologues, we constructed their 3D modds using RaptorX
server (hitpefraptorc uchicagn.edu), The predicted 3D structure of NTD ERNPCI (1-248
aming ackds) presented 92% structural identity to the Homao sapiens NTD NPC1 crystal (23 to
252 amino acids) [20]; and their merged images extensively overlapped (Eig 2A), EhNPC1
appearad as a membrane protan with 16 transmembrane domains, twe structural regions
located in the endosomal lumen, where the WTD is found, as described for other organisms
[20], and a single larger domain in the cytosolic side (Fig 2B).

Dodiing analysis revealed two main interaction sites of ERBNPCI with cholesterol. Accord-
ing to it silico predidions, one site was located in the cytosol and the other at the NTD, in the
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endosomal lumen (Fig 2B}, Results evidenced hyd rophobic interactons of cholesterol with 13
aming acids of ERNPCL at oytoplasmic domain (Thea? 0, Aspa73, Val6? 1, Vale77, Leu72 1,
Wal724, Phe725, Ala728, Ala7 38, The7 43, Oe746, Pro747 and TyrB23 )% and with eleven residues
of the NTD (Val39, Gly41, Glul0d, G101, Leal 04, Metl 98, Asn203, Prodd, Valns, Met206
and Pro207) (Eig 2B), The binding energies for these sites were AG=-8.6 and AG=-73 Kcal
maol, respectivdy, indicating a weak hinding.

The 3D structures of ERNPC2a and EhNPCZb proteins presented 83 2% structural identity
between themselves, and 88.6 and 86% with the Bos faurus crystal [32], respectively, EhRNPC2
proteins exhibited seven beta strands (Fig 2C and 200, as described for other NPC2 [32], Inter-
estingly, ERNPC2a and EhWPC2b displayed an extra amine acid tail at the N-terminus formed

PLOS Patiogens | DO1:10.1371/jounal ppat 1006088 December 21, 2016 4128

154



-'@. P Los ‘ PATHOGENS Ciwolesterncl Trafficking in Enfamo eba histolytica

B Docking with cholesterol Interaction sites

g P
~

EhNPCH

EhNPCZa
NT

EhNPC2a

EhNPCZb

AG = -55.02

Fig2 iDstructures of NTD-EhNPCI, ERNPC2a and ERNP C2b and molecular dockings between them and with cholesterol. (4)
NTO-ERNPC | model (1 10 250 amino acds} predicted by Rapiork sener was companed with the crystal of human NTO-NPCT protin (HaNPC 1)
{23 to 254 amino scids). (B} Docking simulation of EnMPCT with cholesterd peformed wusingthe AutoDock Tools V156 program. S 50 stenol
sensing domain. NTD: amino teminzl domain, (C, Of The ErNPCE2 and ERMPCED 30 structures {fulHength amino scid sequences) were
compared between them and with fhe WPC2 B. taurus crystal (BINPC 2. (E) Dockdng simulation of ERMPC 23 and ERb PC 2D with cholesteral.
Arrows: amino ackds tail atthe amino Erminus that itis not presant in the crystal of Biaums MPC2. Sguares at the right in B and E show fhe amino
acids invohred in the protein-cholesteno interaction. (F) Docking simulation of ERMPCY and EnMPC2a binding. AG: binding enengy. Blue fines in
dockings: plasmatic membrane NT: amn o eminus. CT: carboxy ieminus.

daz 10137 1jourme! ppat 1006083 9002

by 14 and 18 residues, respectively (Eig 2C-2E) that have not been reported in other NPC2
orthologues. The Orientation of Proteins in Membranes (OPM) database (httpy /opm. phar,
umich edul} predicted that in ERNPC2a, Leull, Phel2, Alal3 and Alal4 residues were
attached to the membranes (Fig ZE) whereas in ERBFC2h the residues in contact with mem-
branes were Thrl 9, Alal§, Leal?, Metl6, Leol2 and Phef (Fig 2E), these results sugpgest that
both ERNPC2 could be perpheral membrane proteins, which allow them to cross the mem-
branes during cholesterol transport, The ERNPC2a interaction with cholesternl was predicted
to he @rred out by hydrophohic bonds corresponding to Pro67, Lantd, Met7 1, The7s, Valso,

FLOS Pathogens | DOLI0A3T 1V joumal ppat 1006089 December 21,2016 SRt ]

155



@ PLOS | PATHOGENS

Cholestercl Trafficking in Entamo eba histohtica

Prof1, Len82, Met107, le109, Proll0, Met112, Serl 13 and Phel 22 residues (Fig 2E). By con-
trast, Eh WPC2b binds to cholesterol through Lendd), Pro41, Trp42, Ser5i, De52, Mat 73, Valg2,
Thr115, Glyl23, Phel25, Pheld0 and Prol42 residues (Fig 2E). Amino acids in bold are in
comparable positions and separated by the same number of residues in both proteins, The
cholesterol binding energies to ERNPCI and ERNPC2 were also low: AG=-9 and -10.15 Kcal/
mol, respectively,

We also performed docking analysis using EhNPCI and ERNPCZ. Interestingly, results
showed that ERNPC1 presents two putative interacton sites with EhNPC2, in cytosol and
endosomal lumen (Eig 2F), with AG =-228.5and -55.02 Keal/mol, respectively. AG values
reflect a stronger binding between the proteins compared to those with cholesterol. However,
these values are still comparably low, morresponding to rather short-lived interactions. [n sum-
mary, our bioinformatics analysis revealed that EhNPCL, EhNP(2a and EhNPC2h are NPCH
and NPC2 orthologues [21] that interact between them and with cholesterol, suggesting that
they could play animportant role in cholesteral transport.

Ehnpec1, Ehnpc2a and Ehnpc2b genes are expressed in trophozoites

To confirm that the genes found in silico were boma fide genes in the parasite, we designed spe-
cific primers (53 Table) using sequences obtained from the AmochaD' B, PCR amplification
from genomic DNA gave 4.0, 0,42 and 044 kbp fragments, corres ponding to the expected size
of Elmpcl, EfnpcZaand Ehmpe2b full length genes, respectively (Fig 3A). Sequencing of the
three genes revealed full open reading frames, no introns and 100% identity to the genes anno-
tated in the AmoecbaDB. RT-PCR assays evidenced bands at the expected size, indicating that
gencs are transaribed (Fig 38). Intriguingly, RT-qPCR assays showed that Elinpe2a was
expressed 30 folds more than Ehnprl gene, whereas, Ehipc2b was poorly expressed (Fig 30).

We generated an antibody against an EhNPCT specific polypeptide (766-DEQPMY DEDG-
QYVPVEKRLE-785) that detected in western blot assays the expected single 150 kDa band in
trophozoites samples (Fig 30, Antibodies against EhNPC2a were produced in rats using
recombinant proteins. They revealed the expected 17 kDvaband (Eig 3E) and it was used as a
pan antibody because they recognized both ERNPCZ recombinant proteins (51 Fig), further-
more, the Enpc2a gene is transcribed more efficiently than Elmpc2h Pre-immune sera did
not recognize any band (Eig 30 and 3E).

Confocal images showed that in basal conditions (trophieoites cultured in TY 1-5 medium,
without st mulus), 100 and 60% of trophoaoites were labeled in plasma membrane by -
EhMPC1 and o- EhNPC2 antibodies, respectively (Fig 3F and 3H), co-localimng with the o-
GaliGalN Ac lectin antibody, nsad as a plasma membrane marker (Eig 3F). However, Pearson
coefficient (PC) showed a higher co-localization of Gal/GalNA« lectin with EhNPC2 (Fig 31).
100 and 80% of trophoeoi tes showed o-EhNPCT and o-EhNPC2 antibodies label in the cyto-
plasm, and only 40 and 100% of trophozoites, respectively, presented foorescence in the nuclei

Fig 3F and 3HY}. We do not know yet the fonction, if any, of ERNPCI and ERNPC2 in the
nucleus, In all experiments reported here, we used as controls only the secondary antibodies,
which always gave negative results (Fig 36).

TEM gold immunolabeling assays confirmed the polytopic cellular location of these pro-
teins (Fig 4A). Images evidenced that in basal cnditions, the majority of EhNPC1 and
EhNPCZ proteins appeared separated, some of them loalized close each other and only few
appearad together (Fig 44400, EhNPCI and EhWNPCZ were localized at plasma membrane, in
the vesicle lumen and membranes. The labeled vesicles could correspond to endosomes; in
there EhNPC1 was frequently surrounding them and EhNPC2 appeared inside (Fig 44 ). Con-
trols using only the secondary antibodies gave none or scarae signals (Fig 48 and 4C). These
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results together evidenced that Ehnpcl and Ehr

e genes are transcribed and translated and

their proteins are locahzed in several cdlular regions, indiciting that they are highly mobale
proteins, which is in agreement with thar hypothetical fundion ascholesterol transporters.
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After serum stimulus, ERNPC1 and ERNPC2 co-localize with cholesteral

The main source of cholestero] in trophozoites in culture comes from adult bovine serum
[ABS). We explored the partidpation of EhRNPCE and FRNPC2 in cholesterol trafficking after
a serum stimohs. After serum starving of trophoeoites, confocal images revealed that both
proteins were harely present in the plasma membrane and cholesteral was faintly stained by
filipin, a highly specific compound for cholesterol detection (Fig 5} Immediately after ABS
addition (1.5 min}, filipin deteded chilesteral in the cytoplasm and nucleus, together with
EhMPC1 and ERNPC2 (Fig 5). At this time, ERNPCT and EhNPCZ co-localized in vesicles and
ina uniform punctuate pattern at the plasma membrane (Fig SA-5D). Inmost cases a yellow
area was evident in membrane protrusions, indicating co-localization of both proteins (Fig
S5A-5D), We also ohserved both proteins out of the ed] (Fig 5G and 51). After 2 to 5 min, mem-
brane protrusions or putative vesicles appeared carrying cholesterdl, and, in most of then,
EhMNPC2 was outwardly (Fig 5E and 5K), strengthening the hypothesis on the mobilization of
both proteins during cholesterol capture. Number and s ize of membrane protrusions or pata-
tive vesicles increased through incubation ime, and both proteins were dose to dholesterol-
containing vesicles outside and inside ofthe cell (Fig 5A, 58, SE 5F. 5H and SI). In some tro-
phozoites, membrane protrusions or putative vesicles appeared at a cdlular pole, in a®cap”
model (Eig 5, 5 min}, but they were also seen in other parts of the plasma membrane (Fig 5, 7
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Squares marked with lower case leflers are magnified at the right. (a-d ) Membrans vacuoles contzining EnMPC 1 and ERNPC2. Armows: show the
pleama membrane with EnMNPCE or ERNPCY facing the extraceliular space. (&) Metworks stzined by a-EhNPCY antinody. {e-]) rod and apherical
structures (amowhesds) fading the extraceilular space, stained mainly by a-EnNPCE antibody. (k-m) Spherical structures of 1102 pm (empty
arrowhesds ) inside e cell. n: nucleus, Phc: phase contrast images, mw: networks Ike structures,
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min}. Qutside of the cell, joined or not to the plasma membrane, ERNPC2 was revealed in vac-
uoles with rod and sphere shaped forms (Fig 56 -5M). Network-like structures mainly formed
by ERNPCI and cholesterol were observed inside the cells, adjacent to the networks formed
mainly by ERNPC1 and cholesterol, and inside ERWPC2 -containing spheres (1.5 to 2 pm} also
appeared there (Fig SE-5[). The spherical structures may correspond to the vesicles detected
by TEM (Fig 4). These indings strongly sugpgest that cholesterol promotes the mobilization
and secretion of ERiNPCT and ERNPC2,

In TEM images, we detected ERNPCI and ERNPC2 in the extracellular space of trophozo-
ites in basal conditions (Fig 64 ). Toexplore whether the proteins were secreted, we performed

secretion assays, giving an ABS pulse for different times to serum-starved trophozoites. In

agreement with the confocal microscopy images (Fig 5,0 min), ERNPCI and ERNPC2 were
poorly detected in secreted products of starved trophozoites. However, they were found in the
supernatants of trophozoites challenged with ABS for 0.5 min (Fig 6B}, indicating that they
were secreted in response to the ABS palse Surprisingly, the a-EhNPC2 antibody did not
reveal the expected 17 kDa band, but only a 25 kDa band was deteded in the secreted products,
This aberrant migration could be due to the binding of EhWNPC2 to cholesterol present in the
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Fig6. Secretion of EhNPC1 and ERNPC2 after ABS stimulus. [A) TEM of rophozofies under basal condition showing ERNPC 1 and ERMPCZ in the
extrace hulsr space. pm: pEsma membrane, es: extracsliular space. (B} After fhe ABS stimutus, supsm atants were colected and troph ozoites were
ly==d atthe indicated time s. Saoreted products and 1otz extracts were analyzed by SDS-PAGE and westamn blot assays using rabbit o-ERMNPC 1, rat o-
EnNPC2, rabbil g-cholesienal, rabbit a-EnC P1 12 and mouse o-adin andibodies and comesponding secondary antibodies. Actin was used as & control of
el integrity and EnCP112 &5 & secrefion control.
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serum. To get further evidenae on this, the nitrocellulose membranes were re-blotted using an
e-cholesterol antibody. This antibody detected a band with similar migration than EhRNPCI
and two bands of 17 and 25 kDa, corresponding to those detected by the o-EhRNPCZ antibody.
EhCP112, used asa positive secretion confrol, was found in both, supernatant and trophozo-
ites extracts at all toes, whereas acting used as a negative cxntrol for searetion, was enly
daected in trophozoites samples. These results strongly suggest that these proteins are assoda-
ated with cholesterol A hypothesis could be that vesicles containing FhWPCI and ERNPC2
come from and back to the cell, possibly carrying cholesterol From outside.

ERNPCA and ERMPC2 co-localize with cholesterol during phagoeytosis

As phagocytosis is one of the main mechanisms for nutrients uptake and virulence ecpression
inthe parasite and trophozeites have an intense membrane synthesis during the event, we ana-
lyzed the EhNPC1 and ERNPC2 behavior when cells ingest erythrocytes. Fig 7 shows images of
the most relevant facts observed in different experiments. Under basal conditions, both pro-
teins and cholesterol were found at the plasma membrane, cytoplasm, and nucla (Fig 74, 0
min}. Immediately after sensing the presence of erythrocytes, ERNPCI and EhNPC2 proteins
moved to the contact sites at the plasma membrane (Fig 7A and 7B} and they were present in
cytoplasmic vesicles with cholesterol inside (Fig 7, 2 min}. Interestingly, ERNPC2 co-localized
with cholesterol of phagocytosed erythrocytes (Fig 7A and 7B). Both proteins were ohserved in
trophozoites asa continuous dot pattern from the partially ingested erythrocytes to the cyto-
plasm (Fig 7A, 2 mim, 7Ba-d). ERNPCT was seen in the external part of the phagocytic cup (Fig
74 and 7B) Between the nudews and erythrocytes, networls-like structures were observed
decorated mainly by the - EhNPCI antibody and filipin, and spots recognized by a-EhNPC2
antibodies (Fig 7A, 2 min; 78}, At 30 min, cholesterol appeared distriboted at the plasma mem-
brane, and in vacuoles inside other huge vacuoles that may correspond to phagolysosomes and
MVEs containing digested erythrocytes, and co-localizing with ERNPC2 and ERNPCI (Fig
7A, 90 min; 7Bf). Co-localization of both proteins was not higher than .59 (Fig 70), sugpest-
ing that they do oot interact all the time. Recently, we have identified LEPA and EhADH inside
phagolysosomes and MVEs after 60 and %0 min of phagocytosis [26]. By their size and appear-
ance at late times of phagocytosis, we presume that they correspond to the onesdetected here
containing cholesterol, EhNPCT and ERNPC2.

Then, we performed erythrophagocytosis assays i a pulse-chase model to detect protein
mobilization by western blot assays. In these experiments, trophozoites were incubated with

PLOS Pamogens | D010, 137 1/jounal ppat 1006088  December 21, 2016 10/28

160



e W
@ F P Los | PATHOGENS Chalesterc Trafficking in Entamoebs histolytica

o-EhNPC2 filipin

Co-lpcalization

Filigin + PEipin = BhHPCT &
Farst B ERRFCE
[ B B LR
el oy el i T
#EhNPCY Tt |t e g 1
18 kO

SERNPES P s s S _—-I- 7t

ﬂ-vll.'"lll Lu'.d:\u

Relstive sxpression
[ERMPTH/acting
o w e o o B

m

Rolative sxprassion

[EnNPT2iacting
£ 5

ka

2
|
T

] L] i
Tirvee (i)
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erythrocytes for 5 min, then, free and adhered erythrocytes were removed by washing samples;
and the phagooytic process of the already ingested erythrocytes continued at 37 °C for different
times. Totl proteins and the soluble and insoluble fractions of lysed trophozoites taken at 0, 5
and 5+60 min of phagocytosis were id mtified by western blot assays. In basal conditions (0
min}, EhNPCT was detected ennched in the insoluble fraction, However, after 5 and 5460

1), By
contrast, under basal conditions, EhNPC2 was more abundant in the soluble fraction (Fig 700,

min of phagocytosis the protein was similarly distributed in the three samples (Fig
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Densitometry analysis using e-actin antibodies as loading control, confirmed this (Eig 7E apd
ZE). These find ings suggest that in basal conditions EhBNPCI 1s more abondant in membranes,
whereas ERNPC2 is concentrated in the oytoplasm; while during phagocytosis they are more
homogenously distributed in the entire cells, evidencing the dynamic dholesterol traffidcing.

ERMPCA and ERNPCZ are located in the ER

In mammalian cells, NPC1 and NPC2? are located in the ER from where they distribute choles-
terol to different organelles. Here we searched for ERNPCT and EhNPC2 in the ER. Confocal
images of rophozoites in basal conditions showed that both proteins co-localized in networlks
and vacuoles with ERSERCA, an ER marker [13] (Fig 8Aab}, ERNPC2 alsoappeared as 1 5to
2 pm spheres in the cytoplasm (Eig 8A). After 542 min phagocytosis, co-localization did not
vary significantly (Fig 84), supgesting that EhNPCI and ERNPC2 proteins maintain a constant
presence in ER, as it has been described for other enkaryotes [34]. PC values of co-localiztion
of EhMNPCI and EhNPC? with EhSERCA were between 0,25 and 0.51 (Fig 8B). These findings
corroborate that the proteins detected around the noclei are indeod in the ER,

A B

min a-EhMNPC1 a-EhNPC2 a-ERSERCA
o
% "Ml s
EM Clerwecs
0 £
S
§
I
Bozd
§
B+2 Tisnee {mim}
D I PC
E Y e
E qp] DElowra
C £
1
B
o £
i
5+ 30 =60
Thma {minj
1
5+ 30 £107  EEEeaRc
E Clewrca
§..1
§
i
5+ 60 % 1
= . PRLY = e
1] B+30 5+ 80
Time {ming

Fig 8. Co-localizstion of ERNPC1 and ERNPC2 with ERSERC A and EhRabTA. Trophazoites wers incubsted with enythrocytes st 37°C and trested as
Fa 7. Samples wers processed for confocalmicroscopy using o-EnMPC 1, o-ERNPC2 and (A) o-ERSERCA or (G} o-EnRabTA antibodies. (-}
Megnification of e white squares. (B, D, E) P C of the co-localization between ERMPCY or EnNPCE with EnSERCA (B}, or with EnRabTA in the whole cell
(D or in celiudar structur o5 stained by the tfhree antibodies (E).
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EhMPCA and EhNPC2 co-localize with EhRab7A inendosomes.

The Mozaki group has found that EhKab7A is involved in the retrograde ransport from pha-
gosomes to the Golgi apparatus and it is located mainly in late endosomes [35, 36]. Based on
their elegant work, we explored whether spherial structures containing ERNPC2 detected in
trophozoites, corms ponded to endosomes. By laser confocal microscopy, the o-EhRab7A anti-
hody recognized these optoplasmic stroctures, which mcreased in size throoghout the chase-
tirne phagocytosis assays (Fig BC), evidendng that they are end osomes. In basal conditions
and throughout phagocytosis, EhRab? A was asseciated with EhNPCI and ERNPCZ; frequently
forming donut-like structures that may be phagolysosomes and M VEs (Fig 8Cc-r). PCvalues
for ERNPCT and ERNPC2 with EhRab7A were 0.39 to 0,55 in the entire od] (Fig 8D ) and
increased to 0,47 to 0,78 in the donut-like structures (Fig 8E). These results strengthen the
assumpticn that EhNPC1 and ERNPC2 are also in endosomes.

ERMPC1 and EhMP C2 associate with endosomal molecules in acidic
vesicles

In mammals, NPCI binds to cholesteral in late endosomes in an acidic milien where LEPA
and Alix protein participate in cholesterol homeostasis [22]. We hypothesized that cholesterol
containing vesicles inside phagolysosomes, together with ERNPCI and ERNPC2, also contain
LEFA and EhADH [25, 26]. Thus, we investigated the nature of these vesicles during phagocy-
tosis using Lysotracker, a marker of acidic vesicles. After 5430 and 5460 min of eryth rophago-
cytosis, more than 9% of the phagosomes were positive for a-ERNPC1, o-EhNPC2 antibodies
and Lysotradeer (Fig 94 ). Lysotradeer appeared in phagolysosomes and MVBs, containing
partially digested erythrocytes (Eig 94a-d). These results show that ERNPC and EhWNPC2 are
inan acidic milicu characteristic of phagolysosomes.

Besides, at 54-30 min, all phagolysosomes showed ERNPCL ERNPC2 and LBPA (Fig B
g). Moreover, ERADH co-loalized with ERNPCT or ERNPC2 under basal axnditions, mainly
inthe plasma membrane and, during phagnoytosis, in phagolysosomes and MVEs (Fig 9Ch-
1 Immuncprecipitation assays using o-EhNPC1 antthody confirmed that this protein is asso-
ciated under besal conditions and during phagocytosts with ERNPC2, EhADH and EhRab7 A,
but not with FhSERC A (Fig 90), However, - EhNPC2 antibody precipitated all of these pro-
teins including EhSERC A, sugpesting that at some point these proteins are interacting (Fig
9E). Cholesterol was also detected in dot blots in both immunoprecipitates (Fig 90 and 9E).
These results evidenced that cholesterol, LBPA, FhADH, EhRab7 A, FhlNPC1 and EhNPC2 co-
localize in phagolysosomes and MV Bs, probably cooperating to facilitate the phagocytosis-
digestion processes; and our data also reinforce the association of ERNPC1 and EhNPC2 with
cholesterol

Trophozoites with stocked cholesteral diminish their rate of phagocytosis
anddo not disturb the intestinal barier

Toevaluate the effect of cholesterol trafficking on phagecytosis, we used the Ul 8666A (3-f
[(2-diethyl-amino jethoxylandr ost-5-en-17-one) (U18) drag that bindsto NPC1 in the 55D,
blocking the cholesterol traffic [37]. For these experiments, trophoesites caltured without
serum (TY1), to climinated part of the dhaesterol sourae, showed less than 50% of the cholos-
terel concentration that the cells cultured in basal conditons (with serum). Trophoaoites cul-
tured without serum and in the presence of U 18 presented slight differences in cholesterol
concentration (Fig 10A), By confocal microscopy, U18 treated trophozoites, showeed filipin-
posttive sbundant clumps in the cytoplasm suggesting dholesterol accomulation (Fig L0E).
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These results suggest that in E histolytica, U8 also inter feres with the cholesterol traffickang,
and 10B). However, U718
treated cells ingested at 60 min, 2 erythrocytes! trophoeoite, whereas trophozoites coltured n
TY¥I medium engulfed about & erythrocytes, and trophozoites cultured in TY-5 medium
ingested & mean of 18 erythrocytes (Fig 10C). These findings suggestad that the cholesterol
arresting by UL8 interferes with the rate of phagocytosis,

bart not with the cholesterol amount inside the trophoeoite (Ei
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We also analyzed the effect of the cholesterol trafficking arrest by using U18 in the amo-
ehiasis intestinal mice model (strain C57BLIG) [38]. In this model, virulent trophozoites
compromise the intestinal epithelial barner, which could be monitored by Evans blue dye per-
meahility [39]. The intestinal epithelivm of mice inoculated wath UTS-treated trophozoites did
not suffer damage, giving similar results to the negative controls (mice inoculated only with
PE3), and showing that the epithelial barrier was not disrupted (Fig [1A and 118}, By contrast,
trophoxoites cultured in TY] induced 62% permeability in colonic epithelium compared to
trophozoites cultured in TY1-S medium, that was taken as 100% (Fig 114 and 1 [B). Thus,
while cholesterol depletion only amdiorated the capacity of trophoanites to induce intestinal
epithelial permeability, U8 treatment completely inhibited it. Tissue sections of colon epithe-
lium stained with hematooylin-eosin showed that trophozoites grown in TYI-5 medium pro-
voked discontinuity in epithelial layer, cells rounding, and a higher number of cells layers,
cellular infiltration and swelling, whereas animals inoculated with U 18 treated trophozoites
presented normal epithelium, similar to the negative controls (Eig 11C). Our results showed
that cholesterol is necessary for trophozoites to ingest red blood cells, and to impair the intesti-
nal epithdial barrier.

Knockdown of Ehnpet and ElnpcZ genes diminishes rate of
phagocytosis and cell motility

Phagocytosis and cell motility require cholesterol for membrane synthesis and fluidity. To get
further evidence that EhNPCI and EhNPC2 proteins are responsible for transporting the cho-
lesteral for these events, we knodied down trophozaites in the Ehnpcl and Fhinge2 genes, using
trophosnites of clone (3 and the psAP-2 vector to transfed them [40]. Both types of silenced
trophomites (KD Ehnpel and KD Efnpe2) expressed 30 and 50% of Ehnpe! and Ehnpe?
mBENA, respectively, compared with the G3 trophosnites transfected only with the empty vector
(Frg 124), Protein expression was also diminished in silenced trophosnites in basal conditions;
although, surprisingly, protein levd decreased more in ERNPC2 than m ERNPCT (Fig 128 and
12C}), even when E. histolyticg has two Ehnpc? genes that are transcribed (Fig 3), and only
Ehnpcla was silenced. These sugget mechanisms for a fine regulation in the level or in the half-
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trophozoftes. * p=0.05, ** p20.01. (C) Hematowylin-eosin s\eining of tissues. Squares wers magnified in the comesponding lower
panels. Arrows: Tophozoiies.
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life of the proteins that might be elucidated in the future. Confocal microsmpy images con-
firmed the decrease of both proteins in mutant trophozeites in basal conditions, and showel
that protrins were re-localized (Fig 12D). In KD Elnpc! rophozoites, FRNPCI protein was
polarized in the plasma manbrane, whereas, in KD EfinpeZ cdls, ERNPC2 was sarcely found
in plasma membrane and it was detected as few cytoplsmic dots (Fig 1200, KD Ehnpe? tropho-
zoites presented alesser amount of intracellar cholesterol (1.9 ngfl) than KD Ehnpe! (2.8 my
pl} whereas, the trophozoites transfected with the empry vector presented 4.0 ng/ul (Fig 12E),
strongly suggesting the parbcipation of these proteins in cellular dvalesterol uptake.

The rate of erythrophagocytosis was also modified in silenced trophozoites. In carly times
of phagocytosis (2 to 5 min), KD Ehnpcl and control trophozoites ingested the same amount
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of erythrocytes (6 erythrocytes/trophozoite). However, after 5 min, KD Ehnpcl trophozoites
arrived to a plateau, ingesting a mean of 10 erythrocytes/trophozoite, in comparison with con-
trol trophoectes that continwed erythrocytes ingestion, reaching 18 erythrocytes/trophoanite
at 30 pun (Fig 12F and 125G}, On the other hand, from 2 to 15 min of phagocytosis, the KD
Ehnpc2 trophozoi tes ingested a mean of 4 to 10 erythrocytes/trophozoite in comparison with
control trophozoites, which ingested a mean of 5.6 to 14.4 erythrocytes/trophossite. However,
at 30 min of phagocytosis, KD Elmpe? trophoaoites recuperated the rate of phagocytosis and
ingested & mean of 18 erythrocytes/trophozoite, similar to control trophosoites (Eig 12F and
12G). These results indicate that in the KD Efmpc? trophozaites, the rate of erythrophagocyto-
siswas affected only in carly times, whereas, in KD Efmpel trophoaoites, the enythrophagocy-
tosis was affected after 10 min of contact with erythrocytes.

To evaluate the impact of ERNPC and EhWNPC2 proteins on motility, we placed the trans-
fected trophozoites in the upper chamber of transwell inserts and counted the number of
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trophozoites that were able to move toward the lower chamber, following a serum stimulus,
Interestingly, after 3h incubation, KD Efmpel rophozoites remained in the upper chamber,
showing migration incapacity, whereas, KD Elnpc2 trophozoi tes showed similar motility than
the control, (Eig 12H). These findings altogether revealed that EANPC1 and ERNPC2 proteins
have no redundant functhions but they cooperate during cholesterol trafficking,

Discussion

Using in silico analysis and disting experimental approaches, we have shown here that the
early emerging protozoan E hisfolytica has one Efnpel and two Efinpe2 genes. In contrast,
maost eukaryotes have two npcl (npel and npelll}and one npe? genes [14, 29, 32), Molecular
docking, co-localzation and immunopred pitaton assays revealed that ERNPCT and ERNPC2
proteins can interact between them and with cholssterol. Moreover, they associate with
EhRab7 A and ERATH proteins, whereas only ERNPC2 interacts with ERSERCA, although
both proteins co-localized, immunoprecipitabon assays showed no interaction between them
at the times explored. Experiments with silenced trophozoites in Ehnpe! and Elnpe? genes
gave evidence that their corres ponding proteins do not carry out redundant functions, but
they cooperate in the cholesterol trafficking. The relevance of our fndings lies in three main
facts: firstly, cholesterol is fundamental for endocytosis and matility; both important for
nutrition and virulence of E histolyfica [2-4, 8]. Secondly, cholesterol is not synthestzed by
trophozoites and very little is known on cholesterol trafficking in protoeca. In particular, the
mechanism of cholesterol uptake and trafficking in E, histolyiica trophozoites was almost
unknown, except for the role of TME3Y protein in LDL proteins aptake [24], which could
function in association with other proteins, such as ERNPCT and EhWPCZ, because it has not
the canonical cholesterol binding sites [24]. In protozoa, except for a NPC1 like protein ident-
fied in T. gondii [41], no other references were found by usabout the presence and function of
MPCI and NWPCL their genes only appear in the databases, but no experimental dharacteriza-
tion has been done. This makes E histolytica the first protozoa in which both genes and pro-
teins has been identified and characterized. Thirdly, E histolytica has a simple cholesterol
trafficking, compared to other eukaryotes, because it depends on exogenous cholesterol, pro-
viding an excellent and less ovmplated model to clucidate this imtricate event in eukaryotic
cells,

NPCI and NPC2 are ancient proteins, highly conserved through ont eukaryotic evolotion
[42]; to the extent that human and yeast npci genes are genetically and functi onally inter-
changeable [42]. Our results fortify this assumption by the high structural homology presented
by human NTD-NPCI and the B, taurus NPC2 crystals with ERWNPCL and ERNPC2 3D struc-
tures, respectively. The recent publication elucidating the 3D structure of the complete NPCH
protein in human [37] gives support to our model. In contrast to other eukaryotes, EhNPC2a
and EhNPCZb present an amino acids tail with several residues that could be in contact with
membranes. This, together with the positively charged protein regions [17], gives to ERNPC2
proteing the possibility of translocation across the plasma membrane and other organdle
membranes, as our experimental approaches have suggested. These charactenistics give further
suppirt to the hypothesis of the hand-off model, which @n be workdng also in E histolytica
for cholesterol uptake and trafficking [19]. Immunoprecipitation assays using o-EhNPCT or
«-EhNPC2 antibodies confirmed that both proteins are associated, among them and with cho-
lesterol, in trophozoites in basal conditicns and durng phagocytosis although sometimes they
also appeared separated, supporting the "hand-off model.

In this study we also asked: How do E. hisfolptica trophoesites bring exogenous cholesterol
to their distinct organelles without & canonical L DL receptor?
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Mow, have evidences that EhWNPCI and EhNPC2 proteins carry cholesterol and participate
inall processes from the sensing of external cholesterol sources to the digestion of the endocy-
tosed products in phagolysosomes, Proximity and ao-localization of EENPCE and EhNPC2 in
the trophoeoites surface immediately after ABS pulse and at the begi nning of erythrophagocy-
tosis, as well as their detectionin secreted products, suggest that they are in charge of choles-
terol capturing in E. histolytica. Our results do not discard the participation of other proteins,
such as TME39 protein.

Experiments using serum-starved trophozoites suggest that the external cholesterol is taken
up into the cell by EhNPCT and EhNPC2 in several steps: 1) Immediately after sensing the cho-
lesternl, EhNPC1 and EhNPC2 are organized in the plasma membrane in a punctuated pat-
tern, @-localiving in some regions, bot staying close and unomplexed in some areas. It is
plausible w speculate that ERWPCT facilitates the ransport of EhNPC2 to the plasma mem -
brane to uptake exogenous cholesterol, but more experiments are necessary to probe this, 1)
MNext, small membrane projections or putative vacuoles that grow in size and amount through-
out the endocytosis process appear at early times of endocytosis that are full of ERNPCT and
EhMNPCR i) Then, EhWNPC2-containing vesicles appear outside the cell, assuming rod- and
sphere-like shapes that are in contact with vesicles full of cholesterol. It was also possible to dis-
tinguish in them small spots recognived by - ERNPCL Secretion assays confirmed that
EhNPC1 and ERNPC2 are indeed released into the medium, probably to capture cholesterol.
1v) EhWNPC2 appears in wvesicles co-loalizing with cholesterol inside trophoanites, frequently
making contact with smaller ERNPCI containing vesicles. v} ERNPCI and cholesteral formed
networks from the plasma membrane to the nuclens and the ER; and also EhWNPC2 appears
there. vi) ERNPCI and EhNPC2 accumulate in the ER and the nucleus, We do not know yet
the significance of these protans in the nuclews, vii) Cholesterol was driven to the plasma
membrane and to vacuoles that are surrounded by ERNPCE with ERNPC2 inside, All these
steps are summarized in the cartoon of Fig 13

Through erythrophagocytosis, most of these steps are also evident with some particularities.
1} Co-localization of ERNPCT and EhNPC2 is starting after two minutes contact or before, i)
Adhered, but not yet ingested, erythrocytes appear covered by ERNPC2 protein before target
cell ingestion is finished. Trophoasites presented a channel, with partially ingested erythro-
cytes strongly stmined by the - ERNPC? antibody and filipin, whereas the external part of the
phagocytic cup was detected by - ERNPC1 antibody. iii) At 30 and 90 min after phagocytosis,
cholesterol appeared together with ERNPCT and EhNPC2 in vacuoles, some with a relative
uniform size, inside of phagolysosomes or MVEs, Interestingly, EnBab7A, LBPA, EhADH and
cholesterol co-localized in late end osemes wath EhNPCT and ERNPCZ, suggesting that they
may participate in the cholesteral trafficking and homenstasis, asin mammalian cells [22]. vi)
Cholesterdl retumed to plasma membrane following & similar movement than EhiNPC1 and
EhMPCEZ It is possible that EnWNPCT and ERNPC2 tasks do not end until the digestion process
15 finished and no more dholesterol is available in the phagocytosed erythrooytes (Eig 13).

The phagocytosis process rdies on cholesterol trafficking throogh the disting type of endo-
somes formation. Here we used two strategies to evaluate this: i) we arrested the cholesterol
trafficking by U8 drug which binds to the 55D sites in WPCH [37, 43]. In our experiments we
confirmed that the intracellular cholesterol concentration did not vary in comparison with
T Y1 cultures trophozoites, but it accumulates in durnps and severely affected phagoeytosis and
in viva virulence. Mice inoculated with ULS treated trophoanites did not present damage in
the colon epithelium. 11} Experiments with trophozoites knocked down in Ehnpcl and Ehnpe2a
genes gave strong support to the fact thatboth genes are important in duolesterol aptake, The
diminish expression of proteins, provoked a reduction in the rate of phagocytosis, Interest-
ingly, Elinpcl knocked down trophosoites presented a dramatic decrease in motility, strongly

PLOS Pathogens | DOI10.137 1 journalppat 1006088 December 21, 2016 19/29

169



@ Pl-os | PATHOGENS Ghalesten Trafficking in Entamo eta histoltica

@ Cholesterol

W EhNPCH

# EhNPC2

i) Cholesterol
carrier protein

@ EhLBPA

% EhADH (Alix)

() EhSERCA

| EnRab7a1

*

TMHK39

Fig 13. Working model of the EnNPC1 end ERNPC2 participation in cholesterol trafficking in E. histoltica. (A} Cholesterd upteke: ERNPC 1 and
Eht P2 capture the cholesterol in the extracelularspace and in the plasma me mbrane proba by following the “hand-off’ modal (EnNPC1-cholesismnl-
EntPC2-cholesterch EnNPCT jand with the TMKCED panicipation. (B) Network - structures formation: EnNPC 1 and cholestenol formnetworks from
choleslerchocontaining membrans protrusions to ER, endosomes and nucleus that possibly faciltate cholestenol trafficking through EnPC2E ina “nand-
of” modal. {C) Cholesterol influse; ERMNPC 1 2nd ERMPC2 associate with chole sterol end are inte malized in EnRab-TA containing endasomes under basal
oondifions. and during eryfirophagocyiosis. (O} ERMPC 1 and ERNPC2 asaodate with phagolysosomal and MBVs molecules, particulary with LBPA and
EhADH, which probably regulste cholesterol trafficking. (E} ERNPCT and ERNPC 2 sccumulste in nucleus (n) and ER and may be distributed from there o
ofer organalies.

dot 10137 ourma pget 1006089,9013

suggesting a role of ERNPCI protein in this fundion. We do not specalate on the role of
EhNPC2 protein, because the presence of two genes and a possible compensatory mechanism
inthe cell could promote the transcription of the Ehnpc2b gene after the stimoulus given by
serum or aythrocytes. Another possibility s a half-life increase of the ERiNPCZ protein. It is
currently under study in our laboratory.

In conclusion, we provide the first evidence that E histolyfica presented two cholesterol
transporting proteins, EhNPCT and ERNPC2, that participate in exogenous cholesterol uptake
andinits cdlular trafficking, impacting in motility and phagocytosis, Future studies need to
be addressed to fully ehucidate remaining questions: How do ERNPC1 and ERNPC2 arrive to
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the plasma membrane and leave the cell? Combining our Andings with results in other cukary-
otes [44] we propose that ERNPC2 is transported by ERNPCH to these places. How does
EhNPC2 enter to the phagocytosed erythrocytes? We hypothesized that the “hand-off” model
proposed for mammalian cells could be also applicable to E. histolytica. This implies that
EhNPC2 moves to the plasma membrane, together with EhWNPC1 and from there, cholesteral
is “handed-off” from one protein to another, avoiding cholesterol trafficking throagh the
hydrophobic medium, dficiently reaching its target organelles and fcilitating the expression
of viralence properties that require membrane synthesis and vacuoles fusion, The importance
of cholestero] transport for the virulence and the involvement of EANPC1 and ERNPC2 in this
prooess, make these proteins promising targets for developing better strategies to defeat the

amochiasis,

Materials and Methods
E. histolytica cultures

Trophomitesof E histolytica, clone A, strain HM EIMSS [45] (already-existing aollection) and
clone GG3 [41] were axend cally grown at 37 C in TYI-5-33 medium (TYI-8) and harvested at
logarithmic growth phase by chilling the colture flasks at 4°C [44]. For some experiments, tro-
phozeites were cultured in TY1 medium without serom during 12 b (TYT) or in TY | supple-
mented with 3 pg/ml of U8 during 12 h (Sigma-Aldrich). Then, fresh medivm with or
without the drug was added to proceed with the experments. All experiments presented here
were performed at least three imes in duplicate.

In silico analysis and phylogenetic trees construction

Human NPCI {access number: hsa 4864 ) and bovine NPC2 {access number: ba 280815) pro-
tein sequences retrieved from the KEGG database (httpyfwowow genomejpihegs () were used as
query to search putative E histolyfica ERNPCE and FRNPC2 protans and their orthologues.
Structural domains were identified using the SMART genomics server (hitp://smart embl-
haddberg.de/}. Identity and e-value betwemn ERNPCT and EhWPC2 hypothetical probeins,
compared with their orthologues, were determined using the Expert Protein Analysis Systern
(ExPASy) of the Proteomic Analysis Server from the NCBI Blast service program (http:/farww,
cxpasy.orgl ). The predicted amino acid sequences of ERWPCI, ERNPC2a and EhNPC2h
{ehi_080220, ehi_068260 and chi 188770, respectively) were aligned with orthologues
sequences by Clustal W and data were submitted to phylogenetic analysis by UPGMA using
MEGA 5.05 software [47]. Bootsirapping was performed for 1000 replicates.

3D structure modeling and molecular docking

The amino acid sequences of ERNPC1, EhNPC2a and EhNPC2b were analyzed using the Bap-
torX server (hitpy/fraptore uchicapo.edu) and predicted structures and onentation were
obtained via the OPM database (htp:/ ‘opm phar umich eduf). The 3D NTD ERNPC T model (1
to 250 amino adds) was compared with the human NTD-NPCE (3GEIT) (23 to 254 amino acids)
crystal, whereas the ERNPC2 3D structure (full aming acid sequence) was compared with the B,
faurus NPC2 crystal (2HEA}. Both crystals were retnievad from the Protein Data Bank (PDEB).
Templates of other NFCI and NPC2 proteins, located at PDRE, were used to obtain the ERNPCI,
EhNPCZaand FhNPC2h 3D structure, which were visualized using the UCSF Chimera soft-
ware, Molecular dodeing with cholesterol was performed for the three protens using the Auto-
DodiTools V1.5.6 program, and the interaction sites were analyzed by Ligplotv.4.5.3 program
{http v dbiac uld thormtomsevisofwar e LIGPLOT/). The grid size was 126x126x1 26 points
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witha 08 A spadng. Dockings were performed with the empiric free energy function and the
Lamarckian genetic algorithm, Number of GeA runs was 200, using a maxmum aumber for
evaluation of 2x10°, Cholesterol structure was obtained from the ZINC12 database (zine.
docking org) in PDB format and energy minmmtzation was cbtaned through PRODGR
(davapcl.boich.dundee ac.us/prodrg/) and the CHIMERAV1.10.1 software.

PCRand RT-PCR assays

Genomic DN A and total RN A were isolated from trophosoites using the Wizard Genomic
DMA Purification kit (Promega) and Trizol ragent (Invitrogen ), respectivdy, according to the
manufacturer’s recommendations, cONA was synthesized using oligo dT primers and the
Superscript [I reverse transcriptase (Invitrogen). PCR am plifications were carried out using
200 ng of DNA or dDNA as template and specific primers for Ehnpcl or Ehmpe2a or Ehnpc2b
genes (53 Table). We used 20 pl reaction volume containing 0.5 pM each primer, 2 mM
MgCl. 200 pM dWNT Ps, 1X Tag buffer and 1 U Tag DNA polymerase (Invitrogen). Cycling
conditions induded an initial denaturing step at 94°C for 1 min, followed by 30 cycles of 94°C
for 1 min, 50 or 55°C (according to respective Tm) for | min, and 72°C for 3 min, with a final
extension stepat 72°C for 7 min, Products were separated by electrophoresis in 1% agarose
gelsand then, cloned and sequenced. As controls, for PCR amplification of DNA we omitted
the DMNA in the reaction mixture, and for RT-PCR we used DN Ase-treated RNA astemplate.
For RT-PCRassays, 100 ngof cDMNA, 0.15 pM of each primer (53 Table) and the KAPA SYER
FAST PCR Master Mix (Kapa Biosystems ) were used in a StepOne ™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystemn ). Data from three independent cDN A preparations were analyzed using
the 27 method with ribosomal 40552 protein as house-keeping gene.

Production of a-ERNPCA1 and a-EhRNPC2 antibodies

The DEQPMYDEDGOY VPVEKRLE polypeptide from ERNPCI (776 to 785 amino adds) was
synthesized together with the KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) tag to increase is rmm umno-
genicity (GenScript ). New Zeland rabbits {already-exsting oollection ) were immunized first
with 100 pg of this polypeptide resuspended in Titermax Gold adjuvant (1:1) (Sigma) and then,
with two more weekly doses of 50 pg each, o generate the ¢-EhNPC1 anttbody.

The Elmpcla and Ehnpe2b full length genes were PCR-amplified using cDMA astemplate
and specific primers, which introduced unique BamHT and Sall restriction encyme sites, in the
sense and antisense primers, respectively (underlined in 53 Table). Genes were cloned into the
PGEXGP-1 plasmid to generate pGEXGP-Elnpe2a and pGEXSP-Ehnpc2b constructs, E. coli
pLys-5 bacteria were transformed with the plasmids, then, recombinant protans were
obtained by 0.1 mM IFTG induction. Recombinant protans were electro-cluted and purified
by size exclusion chromatography using a PD-10 alumn (GE Healthcare), Then, 60 yg of
each purified recombinant protein (rEhMNCP2a and rERNPC2b) were emulsified in Titer-Max
Gold adjuvant (Sigma) and subcutaneously and intramuoscularly inoculated in Wistar rats
(already-existing collection) and BALB/C mice (already-existing collection), respectively, Two
more doses (30 pg} of each protein were injected at 20 day imtervals followed by bleeding to
obtain antibodies. In all experiments, we used the rat o-ERNPC 23 antibody (o-ERNPCZ) as
pan antibody, because it detected both ERNPC2a and EhNPC2b recombinant proteans, Pre-
immune serum was obtai ned before immunizat iomns.

Cell fractionation and western and dot blot assays

Trophosite extracts (30 pig) were centrifuged 10 min at 13, 000xg, and, soluble (supernatant)
and insoluble (pellet) fractions were obtained. Samples were separated by 10 or 12% sod ium
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dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), transferred to nitrocellulose
membranes and probed with rabbat @-EhNPCY (1340 or rat a-EhNPC2 (1:3000) or rabbit
o-EhADH (1:500) [24] or rabbit o-EhRab7A (1:200) (kindly provided by Dr. Tomoyoshi
Nozakd, Mational Institnte of Infectious Diseases, Tolyo, fapan) [36] or rabbit o-EhCP112
(13000} [48] or rabbit @-SERCA (1:200) [32] or mouse a-actin (1;:200) [49] antibodies. Mem-
branes were washed and incubated with the species-specific HRP-labeled secondary antibodies
(Zymed; 1:10000), and developed with ECL Prime detection reagent (GE-Healtheare). Pre-
immune sera were wsed as controls, For dot blots analysis, samples were prepared as desaribed
[26], dripped on nitrocellulose membranes and treated with rabbit o-cholesterol antibodies
(1:100). (Cloud Clone Co) followed by HRP-labeled secondary antibodies.

Laser confocal microscopy expernments

T rophozoites (grown in coverslips) in basal conditions or after phagocytosis were fixed with
4% paraformaldehyde (PFA) at 37 °C for 1 h, permeabilized with 0.2% Triton X-100 and
blocked with 10% fetal bovine serum (FES) m PES. Then, preparations were incubated at 37°C
for 1 h with @-FhNPC1 (1:100) or a-ERNPC2 ( 1: 100} or @-Eh ADH (1:500) or a-EhRab7 A
{1:500}) or a-Gal/GalNAc lectin (1:50) (kindly provided by Dr. W Petri, University of Virginia,
Charlottesville, USA) [50] or c-LBP A (1:30) [23, 26] or - ERSERCA (1:1000) antibodies; fol-
lowed by extensive washing and incubation for 1 h with species-specific FITC-, TRITC- or
Cy5- labeled secondary antibodies (Zymed; 1:100) as appropriate. In some cases, nuclei were
counterstained with propidium iodide (0.1 pg'ml) (Sigma) for 5 min, For cholesterol detec-
i, cells were stained with 250 pgfml filipin (Sigma}. For acidic vacooles detection, fxed tro-
phozoites were mcobated with 2 pgfml of Lysotradeer (Molecular Probes) for 2 hoat 37°C. We
also performed experiments using 12 h ABS-starved trophoaoites (incubated in TY] medium),
cultured on coverships, and challenged with 100 Pl of ABS for 0.5 to 7 min at 37 °C, then, sam-
ples were processed as above. All preparations were presorved using Viecta Shicld antifade
reagent (Vector), exammined using a Carl Zass LMS 700 confocal microscope and processed
with ZEN 2009 Light Edition Software (Zeiss), To evaluate the @-localization between mole-
cules, Pearson coefficients (PC) were obtained from at least 15 confocal independent images
{laser sections: 0.5 pm) using the Image] 1.45v software and the JACoP plogin [51].

Transmission electron microscopy (TEM)

For immunogold -labeling experiments, trophozoites in basal conditions were fived with 4%
PFA and 05% glutaraldehyde in PBS for 1 h at room temperature (RT). Samples were embed-
ded in LR White resin (London Resin Co) and polymernzed under UV at 4°C for 48 h. Thin
sections (60 nm} were mounted on formvar-covered nickd grids followed by overnight (ON)
incubation with -ERMPCT or o-EWNP(2 antibodies (1:20) and, then, incubated ON, with the
respective secondary antibodies (1:60) conjugated to 20 and 10 nm gold particles, respectively
{Ted Pella Inc.}. Thin sections were comtrasted with uranyl acctate and lead citrate and
ohserved witha Jeol JEM-1011 transmission electron microscope. Mumber of gold particles
was counted in 12 independent images of 10 i each.

Cholesteral guantification

Trophozoites (5x10°) were re-suspended in 2 mixture of chloroform: isopropanclNonidet P40
(7:11:1) and centrifoged at 1 3,000xg for 10 min. The organic phase was collected and dried at
507 . Lipid samples were processed according to the Cholesterol Quantitation kit (Sigma)

PLOS Pathogens | D010, 1371 fjoumal ppat 1006088 December 21,2016 25/28

173



O PLOS | rarvocens

Chalestersl Trafficking in Entamo sba histoltics

Secretion assay

T rophomites were grown in TY1 medium for 12 h and incobated with 100 pl of ABS for0.5, 5
and 15 min at 37°C. Then, med ium was collected n the presence of 1 mgiml of E64 (Sigma)
and centrifuged at 13 000xg for 10 min to obtain the secreted molecules in the supernatant
fraction. To obtin the trophozoite extracts, cells were washed and Iysed with proteases inhibi-
tors as reparted [52). Samples were submitted to 12% SDS-PAGE and western blot assays
using G-EhNPCL, or a-EhNPCZ, or @-cholesterol, or o- ERCPL 12 or g-actin antibodies as
described above.

Immunoprecipitation assays

Trophoaites were lysed in the presence of 10 mM Tris- HCL 50 mM MaCl and protease inhibi-
tors by freeze-thawing cycles and vorexing. Immunoprecipitation assays were per formed
using 200 pil of protein G-agarose (Invitrogen) and o-ERNPCT or a-EhNPC2 antibodies as
described [23], Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE and western blot assays
using w-EhNPC1 or - EhNPC2 or o-Eh ADH or @-EhRab? A or e EhSERCA or t-cholesterol
antibodies, as described [24].

Phagocytosis assays

T rophozpites were incubated with human erythrocytes (already-easting collection) (1:25) at
37°C (for phagocytosis assays) for 5 to 60 min. For pulse-chase experiments, incubation was
carried out for 5 min at 37 °C. Then, preparations were quickly washed three times with TYI-
water (1:1} to remove the adhered and non-ingested erythrocytes. Adhered and non-ingested
erythrooytes were lysed by incubation in distilled water for 10 min at BT, Then, trophoeoites
and ingested erythrocytes were lysed using absolute formic acid and the hemoglobin was
quantified by spectrophotometry at 400 nm [54]. In some experiments ingested erythrooytes
were stained by Movikoff solotion [55] and samples were observed through the light micro-
scope [ Axolab, Zeiss).

In vivovirulence assays

Mice C57BL % strain (already -existing collection, §-12 week old in a weight range of 22-30 ¢
each), were anesthetized by an intraperitoneal injection of 25 mg/ml of ketamine and 2.5 mg/
ml of xyluine in PBES. Then, 10° troph ozoites were anally inocalated (with previously glycerol
lubrication] in five mice per condition. As a control, mice were inoculated with PBS. After 30
min, lparotomy was performad, a cannula was inserted through a small incisien in the proxi-
mal colom and the colon was washed extensively with PBES. After this, using the same cannula,
Evansblue dye was administrated into the colon and mice were left at RT For 15 min, Then,
ancsthetizad mice were euthanized by cervical dislocation. Subsequently, the colon was Aushed
with abundant PBS to remove the dye, followed by washing with 1 mM N-acetylcysteine to
remove dye from mucus. Colon was dissected, weighted and the leaked dye was extracted with
gentle shaking in 2 ml dimethyl formamide and spedrophotometrically measored at 620 nm.
Permeability was calculated as QD per g tissue,

Hematoxylin and eosin staining

Colon samples were fixed in 10% phos phate-butfered formalin and processed for conventional
embedding paraffin, then, 4-6 im sections were stained with hematooylin and eosin [56].
Samples were analyzed using a light microscope (Axiolab, Zeiss),
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Plasmid construction for silencing experiments

The first 410 or 420 bp from the 5'-md of Ehnpcl and EhnpeZa geoes, respectively, were PCR
amplified wsing specific primers (53 Table} and cloned into the vector psAP-2 downstream of
the 5" upstream segment (473 bp) of the ap-a gene [40],

Transfection assays

Trophooites of clone G3 were transfected as described [57]. Briefly, G3 rophozodtes were cul-
tured in 35-mm Petn dishes and transtected with 20 yg of the corresponding plaso d: psAP-2-
Ehmpcl {1-400bp) or psAP-2- Elmpe2a ( 1-420 bp) containing gene fragments, using SuperPect
(Chagen | reagent. The transfocted parasites were incobated for 48 b at 37°C, selected by 4 wg/
ml of G-418 (Sigma-Aldrich} and maintained asa stable ol kne. Then, Ehnpel and Efnpe2a
silmmcing was confirmed by RT-gPCR, western blot analysis and immunoflnorescence.

Migration assays

Serum-starved (3 h) rophozoites (7 5x10%) were placed m the upper chamber of transwell
imserts (5 pm pore size, 24 well, Costar} and 500 pl of ABS were added to the lower chamber.
Trophoanites were then incubated for 3 h at 37°C. At the end of the incubation, the inserts and
media were removed, and trophozeite migration was determined by counting the number of
trophoxoites that were attached to the lower chamber of the well.

Statistical analysis

Values of all assays were cxpressed as mean + standard error of three indepen dent experi-
ments, each in duplicate Stabstical analyses were carnied out using the GraphPad Prism V
5.01 software by Anova or Student’s test.

Ethic Statements

The Institutional Animal Care and Use Commitice (IACUC) cthics committes reviewed and
approved the anirmal cire and use of mice, rabbits and rats to produce antibodies and mice
used in virolence i vive experiments ( Protocol Number 0313-06) by the document CICUAL
0011, in which is specified that our instinrte fulfils the NOM-062-200-19949 that deals with the
Technical Specificabons for Production, Careand Use of Laboratory Animals given by the
General Direction of Animal Health of the Minister of Agnicolture (SAGARPA), that verify
the fulfil of the international regulations/guidelines for the use and care of animals used in lab-
oratory and has verified and approved the animal care at CINVESTAV (Verification Approval
Number: BOO.02.03.02,01 508},

Supporting Information
51 Fig. Inmunod etection of ERNPC2 proteins. Western blot assays of rEhNPCZa and
rERNPC2b recombinant proteins immunodetected with rat o-EhNPC2a antibodies, Tropho-

zoites lysates (ET) were used asa positive control,
(TIF}

51 Table. Sequenoe analysis of NPC1 in orthol ogues organisms
(DOCX)
52 Table. Sequence analysis of NPC2 in orthol ogues organisms
(DOCX]
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53 Table. Oligonud eotides sequences. BamHT and Sall restriction enzyme sites are under-
lined in forward and reverser primers, respectively.

(DOCX)
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