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RESUMEN

Los miembros del género Naegleria pertenecen al grupo de las amibas de vida
libre, de los cuales la Unica especie patégena para el humano descrita hasta la fecha es
Naegleria fowleri. Sin embargo, el genoma de esta especie atin no ha sido descrito,
por lo que cominmente se utiliza a la especie no patégena Naegleria gruberi para
describir las vias metabodlicas, celulares y moleculares en este género. Por otro lado,
ciertos mecanismos como la autofagia atin no han sido caracterizados en N. gruberi.
La autofagia es un fendmeno que se ha visto implicado en diferentes procesos
celulares en los protozoarios, incluyendo el reciclaje de organelos innecesarios, el
desarrollo y la diferenciacion celular. En este trabajo caracterizamos la autofagia en
N. gruberi utilizando un inductor especifico, rapamicina. Mediante anélisis
ultrastructural se observé la formacion de vacuolas autofdgicas en los trofozoitos
tratados con rapamicina, empleando qRT-PCR se demostr6 la sobreexpresion del
mensajero de arg8 y utilizando LysoTracker se detectdé un aumento en la acidificacion
vacuolar de las amibas inducidas a autofagia. Ademas, para una mejor caracterizacion
de este fendmeno, se obtuvieron anticuerpos contra la proteina recombinante del
marcador de autofagia Atg8 de N gruberi (NgAtg8). Con estos anticuerpos se
realizaron ensayos de inmunomarcaje, donde se detectd la marca de Atg8 en vacuolas
presentes en el citoplasma de trofozoitos inducidos con rapamicina e inducidos a
enquistamiento. En conclusion, N. gruberi posee un homdlogo de la proteina Atg8
que se sobre-expresa durante el mecanismo de autofagia inducido
farmacol6gicamente con rapamicina y también durante el enquistamiento de esta

amiba de vida libre.



ABSTRACT

Members of the Naegleria genus are free-living amoebae. The only
pathogenic specie described to date for human beings is Naegleria fowleri. However,
the complete genome of this specie has not been reported; therefore, the non-
pathogenic Naegleria gruberi is commonly employed to describe some metabolic and
molecular pathways in this genus. Nonetheless, certain mechanisms, such as
autophagy, have not been characterized in N. gruberi. Autophagy is involved in
different cellular processes of some protozoa, including the recycling of unnecessary
organelles, cell development and differentiation. In the present work, we
characterized autophagy in N. gruberi using rapamycin as specific inducer. The
formation of autophagic vacuoles in treated trophozoites was observed using
transmission electron microscopy. The overexpression of the arg8 gene was evaluated
by real time quantitative PCR. Additionally, by confocal microscopy we detected an
increase in the vacuolar acidification of treated amoebae using LysoTracker Red.
Finally, to improve the characterization of this event we produced polyclonal
antibodies against the recombinant protein of the autophagy marker Atg8 of
N gruberi (NgAtg8). Using these antibodies, we identify the Atg8 signal in the
cytoplasm of N. gruberi trophozoites induced with rapamycin and even in amoebae
induced to encystation. In conclusion, N. gruberi possess an Atg8 protein homolog
that is over-expressed during the autophagic mechanism induced by rapamycin and

also during encystation of this free-living amoeba.



1 INTRODUCCION
1.1 Generalidades

El género Naegleria pertenece al grupo de las amibas de vida libre, las cuales
pueden vivir libremente en el medio ambiente y se caracterizan por tener una
distribucién cosmopolita. Uno de los rasgos mas distintivo de estos protozoarios es
que poseen una fase flagelar [1-3]. El estudio del género Naegleria se ha convertido
en un tema de gran interés médico desde que se reportd que N. fowleri, es patdgena
para el humano; produciendo una enfermedad aguda y fulminante del sistema
nervioso central (SNC) de pacientes sanos llamada meningoencefalitis amibiana
primaria (MAP) [4]. N. fowleri es considerado un microorganismo anfizéico debido a
que es capaz de completar su ciclo de vida en el medio ambiente sin involucrar a
otros organismos (exozoico) [5]. Sin embargo, en algunas ocasiones y por razones
que hasta el momento han sido poco estudiadas, es capaz de invadir a un hospedero
(endozobico) y ocasionarle la MAP. Este microorganismo aerobio es capaz de soportar
altas temperaturas (termofilo), lo cual le permite sobrevivir durante los meses mas
calidos del afio en diversos cuerpos de agua dulce y en el suelo [6-8].

Naegleria pertenece al reino de los protistas y las especies que se conocen han
sido descritas tomando en cuenta diversos pardmetros como son: la morfologia del
quiste, la tolerancia a la temperatura, su patogenicidad, algunos criterios
inmunoldgicos y patrones enzimaticos [8-12]. Actualmente se conocen mas de 30
especies descritas en base en las secuencias de DNA ribosomal 5.8S [13]. Dentro de
las especies de Naegleria se encuentran: N. fowleri, N. australiensis, N. lovaniensis,
N. gruberi y N. jadini, por mencionar algunas, de las cuales solo N. fowleri ha sido
descrita en numerosos casos como patdgena para el humano, aunque otras especies
han demostrado ser capaces de causar infecciones en ratones después de ser

inoculados por via intranasal e intracerebral [7].



1.2 Morfologia y ciclo de vida

Naegleria presenta tres distintos estadios en su ciclo de vida (Fig. 1), el
trofozoito, el quiste y el flagelado. El trofozoito, el cual mide alrededor de 15-25 um
de didmetro, presenta una morfologia tipica de una célula eucarionte [14, 15], posee
una membrana celular formada por una bicapa lipidica. Posee un nicleo muy
prominente, el cual contiene un nucléolo conspicuo, ademas se puede apreciar una
doble envoltura nuclear con varios poros nucleares. Se han identificado estructuras
del citoesqueleto de apariencia filamentosa similar a microtibulos, filamentos
intermedios y microfilamentos de actina, estos ultimos observados frecuentemente en
la periferia del citoplasma [16]. El trofozoito es la fase en la que la amiba se alimenta
y se divide, esta division se lleva a cabo mediante promitosis [17], una variante
primitiva de la mitosis presente en algunos protozoarios, en donde la membrana
nuclear permanece intacta durante la cariocinesis [18]. Ademas, el trofozoito muestra
una motilidad muy activa mediante prolongaciones o proyecciones citoplasméticas de
aspecto hialino llamados pseudopodos [19]. En el citoplasma se pueden apreciar un
gran nimero de vacuolas, un reticulo endopldsmico liso y rugoso con una gran
cantidad de ribosomas, ademés de un alto contenido de mitocondrias dispersas en
todo el citoplasma [7, 8]. También se ha reportado la presencia de lisosomas mediante
la deteccion de la actividad de fosfatasa dcida en pequefias estructuras intracelulares
[20].

Cuando cambian las concentraciones de sales o nutrientes en el medio de
cultivo, el trofozoito puede transformarse a la fase de flagelado [14]. Esta fase tiene
un diametro de entre 10-16 um y se considera que durante esta estadio el protozoario
no se divide ni se alimenta [21]. La transformacién a la fase flagelar involucra un
cambio bioquimico y estructural complejo, en donde se sintetizan organelos de
locomocidn flagelar. El proceso dura aproximadamente 2 h y a nivel ultraestructural
se pueden identificar cambios tales como la disminucion del nimero de vacuolas
citoplasmaticas y la aparicidon de un cuerpo basal flagelar [22]. Se considera que la

fase de flagelado se desarrolla con la finalidad de que la amiba pueda movilizarse
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rapidamente en busqueda de ambientes con condiciones mas favorables para su
desarrollo [8].

El trofozoito puede transformarse a la fase de resistencia cuando las
condiciones de crecimiento son adversas y la falta de nutrientes es prolongada [23].
El quiste generalmente es esférico y presenta una pared compuesta por celulosa,
ademis contiene poros, los cuales dificilmente pueden observarse mediante
microscopia de luz [24]. Esta es la fase mas pequefia, con un didmetro aproximado de
8-10 um, pero conserva en su citoplasma el mismo contenido de organelos que el
trofozoito; mitocondrias, reticulo endoplasmico liso y rugoso, lisosomas y un nucleo

con un nucléolo prominente [5, 7, 8].

1.3 Fuentes de aislamiento y cultivo

Las amibas del género Naegleria se encuentran distribuidas en todo el mundo
y han sido aisladas de muestras de agua de albercas, canales de riego, lagos, aguas
termales, suministros de agua casera, drenaje, suelo, garganta y cavidad nasal de
humanos. Ademas, se ha sugerido que la amiba en el suelo puede servir como vector
para otros microorganismos patégenos, una de las interacciones més conocidas es con
Legionella pneumophila (5, 6]. N. fowleri puede habitar casi cualquier cuerpo de agua
dulce, por lo tanto, las personas que realizan actividades que involucran el contacto
directo con aguas contaminadas con el protozoario, quedan expuestas a la infeccion
(Fig. 1). En el suelo, la amiba tiene contacto directo con una amplia variedad de
microorganismos que también radican en el medio ambiente, con los cuales convive
de diferentes maneras, pues muchos de los detritos organicos, microbios y deméis
organismos unicelulares pueden ser su fuente de alimento [7]. Se ha reportado que
estas amibas pueden ser cultivadas en medios con bajas concentraciones de nutrientes
de forma axénica o monoxénica, pues la amiba es capaz de alimentarse de bacterias
vivas o muertas como  Klebsiella  pneumoniae, Escherichia  coli,
Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae [8]. También se ha descrito que en
medios altamente nutritivos como el Nelson y con agitacién suave y constante, se

pueden alcanzar altas tasas de division de los trofozoitos de hasta 5h y
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concentraciones de 1 x 10° células por mililitro de medio [25]. Hasta la fecha, no
existen reportes del aislamiento de las amibas a partir de muestras de agua de mar,

quizas como resultado de los elevados niveles de osmolaridad [7, 26].

a8
Amebae penatrate
the nasal mucosa

F

ArmEbae migrate 1o the brain via

ther alfactony nennes causing

primary amebic meningoencephalitis
(FPAM) in healthy individuals

Water-related activities
such ag swimming
undenaater, dnang,
ar other water sports
can resull in water
going up the nosa.

Trophozoibes in CSF and
brain tissue ﬁ
Flagellated forms
occcasionally in CSF

‘ﬂ = Infective Stage
EL= Diagnostic Stage

FESPFLE™

hiltp:ftevann dpd, Cd g, ganiidpdx

Flagellated form

Figura 1.- Ciclo de vida de Naegleria fowleri. Se muestran los 3 diferentes estadios
que esta amiba posee. También se observa como las personas pueden quedar

expuestas a la infeccion.
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1.4 Meningoencefalitis amibiana primaria (MAP)

El término meningoencefalitis amibiana primaria (MAP) fue utilizado primero
por Butt y posteriormente por Carter para distinguir la infecciéon aguda del SNC
causada por la amiba de vida libre N. fowleri, de la invasidon crénica y poco comun

producida por la amiba intestinal Entamoeba histolytica [8].

1.4.1 Epidemiologia

La MAP fue reportada y descrita por primera vez en 1965 en el sur de
Australia, en un nifio de 9 afios de edad, quien fallecié de una meningitis piégena
aguda desconocida en ese momento y que inicialmente fue atribuida a
Acanthamoeba spp. [27]; otros tres casos mas son mencionados en el reporte con la
misma historia clinica del primer paciente, de los cuales ninguno sobrevivi6. Los
primeros casos registrados en los Estados Unidos fueron reportados por Butt en
Florida y por Patras y Andujar en Texas [28]. Ademas, un estudio retrospectivo
realizado por Dos Santos sugiere que pudo presentarse una epidemia entre los afios
1951 y 1952 en Richmond, Virginia, USA [8]. En afios mds recientes, en un estudio
epidemioldgico realizado por Trabelsi y cols. (2012), se reporté que solamente en los
Estados Unidos, Australia y Europa se habian acumulado ya més de 300 casos
clinicos de MAP registrados. Sin embargo, los reportes se han extendido a casi todos
los continentes del mundo (Fig. 2), incrementando significativamente el nimero de
casos y con ello, el nimero de personas que fallecen debido a esta enfermedad [29-
33]. La distribucion geografica de este microorganismo es tan amplia, que puede
encontrarse tanto en la tierra como en practicamente cualquier cuerpo de agua como
son los canales de riego, lagos e incluso aguas termales, excepto en el mar. Estos
lugares son de facil acceso para los seres humanos, aunado a la falta de conocimiento
de la MAP y la carencia de un firmaco eficaz para tratarla, hace de esta enfermedad

fulminante un problema de salud publica importante [33].

13



1.4.1.1 Epidemiologia en México

En México, el primer caso de MAP se document6 en 1984, en un joven de 16
afios, en Mexicali, Baja California [34]. Otro caso de MAP se report6 en el afio de
1989, en un joven de 13 afios de edad en Huetamo, Michoacén [35]. Posteriormente,
en 1993 se aislaron cinco cepas de N. fowleri de cinco pacientes diferentes con
diagnéstico de MAP, adicionalmente una cepa més fue aislada de muestras de agua
proveniente de un canal de riego en Mexicali, Baja California [36]. Las seis cepas
mostraron un efecto citolitico sobre cultivos de células VERO y un alto grado de
virulencia en el modelo in vivo. Estos estudios y otros como el cultivo de las cepas a
altas temperaturas (45°C), pruebas serologicas y patrones enzimaticos permitieron

identificar a los aislados como N. fowleri [36].

e -
q :

Figura 2.- Numero de reportes de meningoencefalitis causadas por N. fowleri

alrededor del mundo.

Algunos de los casos mas recientes de MAP en México fueron reportados en
el afio 2007, dos casos en los estados de Sonora y en Baja California, en donde
ninguno de los dos pacientes sobrevivid, aun al ser tratados con diversos firmacos

(fuconazol, amfotericina B, ceftriaxona y dexametazona). Las amibas obtenidas de
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los cultivos del liquido cefalorraquideo de ambos pacientes fueron caracterizadas
mediante estudios de microscopia de campo claro y microscopia electronica de
transmision, pruebas de enflagelacion, pruebas de virulencia en ratones de la cepa
BALB/c y mediante PCR con iniciadores especificos para N. fowleri. Cada parametro

fue comparado con una cepa de referencia (N. fowleri ATCC 30808) [37].

1.4.2 Fisiopatologia, caracteristicas clinicas, diagnéstico y tratamiento

La MAP es un padecimiento agudo del SNC causado por N. fowleri. Esta
enfermedad se caracteriza por desencadenar un proceso inflamatorio y hemorragico
fulminante. Se presenta principalmente en nifios y adultos jévenes sanos con una
historia reciente de natacion en aguas contaminadas con el parésito [7, 8, 38]. La
puerta de entrada al SNC es a través de las fosas nasales, penetrando el neuroepitelio
olfatorio, subiendo por los filos olfatorios, atravesando la placa cribosa y llegando
hasta los bulbos olfatorios, en donde la amiba se instala y prolifera, causando la
destruccion del tejido y conllevar a la muerte del paciente en un periodo aproximado
de una semana [7, 39, 40]. Los sintomas tempranos mas frecuentemente detectados
durante la MAP son dolor de cabeza, sudoracidn, fiebre, rigidez de la nuca, nduseas,
vomito en proyectil, irritabilidad, letargia, convulsiones, confusién, coma, diplopia y
comportamientos extrafios. También se ha encontrado edema cerebral, aumento en la
presion intracraneal, aumento de los glébulos rojos y de leucocitos en la sangre,
predominantemente polimorfonucleares [7, 30, 31, 41].

El diagnéstico estandar se realiza por medio de técnicas como la
identificacion por microscopia de luz de las amibas en fresco a partir del sedimento
del liquido cefalorraquideo y mediante la prueba de enflagelacion, la cual se realiza
colocando los trofozoitos en agua bidestilada o en solucién salina durante dos horas
esperando que la amiba exhiba sus flagelos [42]. Otros estudios empleados en la
identificacion de N. fowleri son diversas técnicas de PCR, mediante la amplificacién
de la secuencia del gen de la subunidad ribosomal 5.8S para determinar la especie

aislada [43-48].
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Con respecto al tratamiento, hasta el dia de hoy no se cuenta con un farmaco
especifico y efectivo contra la MAP, a pesar de que se han utilizado diversos
farmacos para tratarla [49, 50]. Por esta razén, mas del 90% de los casos reportados
culminan con la muerte del paciente. El unico farmaco que ha mostrado evidencia
clinica contra la MAP es la amfotericina B (AmB). Este farmaco es administrado
principalmente por via intravenosa a dosis de 0.5-1.5 mg/kg/dia en soluciones
glucosiladas al 5% y generalmente se prepara en suspensiones coloidales con
desoxicolato de sodio o sulfato de colesterilo [33, 51-53]. Este farmaco afecta a nivel
de membrana citopldsmica, actuando especificamente sobre los esteroles de

membrana como el colesterol [54].

1.5 Naegleria gruberi

Debido a la importancia bioldgica y médica que ha adquirido el género
Naegleria en los ultimos afios, se ha vuelto indispensable el estudio y descripcion de
la biologia celular y molecular de este género. Para ello, frecuentemente se utiliza a la
especie no patdgena, N. gruberi, como modelo de estudio para describir las vias
moleculares en estos protozoarios. Esto se debe principalmente a que a la fecha, solo
se cuenta con el genoma descrito de esta especie no patogena [55-57]. Esta amiba ha
sido estudiada a nivel de cultivo. Estudios in vitro han sido utilizados para determinar
su metabolismo y sus requerimientos energéticos [15, 58, 59], incluso se ha estudiado
también su importancia ecoldgica, pues se sabe que cumple un papel fundamental en

la regulacién de poblaciones bacterianas [6, 33, 60].

1.5.1 Descubrimiento e historia

La especie no patégena N. gruberi, se distingue de entre todas las especies de
este género debido a que fue la primera en ser identificada. Algunos autores han
mencionado que fue en 1899 cuando Schardinger la aisl6 por primera vez,
nombrandola inicialmente Amoeba gruberi [3]. Desde entonces, esta amiba se

convirtié en un modelo de estudio de los protistas, un subgrupo de los eucariontes
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que es considerado evolutivamente inferior [55, 56]. El descubrimiento de este
microorganismo se torn6 de gran interés bioldgico, pues se observd que esta amiba es
capaz de presentar una fase de flagelado de manera temporal y en cuestion de
aproximadamente dos horas [2, 21]. Al parecer, la capacidad de poder realizar un
recambio celular como lo es la enflagelaciéon en tan poco tiempo, despertd la
curiosidad de algunos investigadores que han estudiado la diferenciacién celular
desde esa época hasta el dia de hoy [3, 21, 61, 62].

La secuenciacion del genoma de N. gruberi permitié entender la gran
versatilidad que puede tener un protista que se encuentra expuesto a condiciones
ambientales que cambian constantemente, debido a que este microorganismo puede
adaptarse para sobrevivir casi en cualquier parte del mundo [1, 63]. Los hallazgos
gen6émicos nos llevaron a conocer que N. gruberi posee tres distintos genomas; el
genoma nuclear cromosémico de 41 Mb, compuesto de 12 cromosomas que codifican
para aproximadamente 15, 727 proteinas; un genoma mitocondrial de 50 kb, el cual
contiene la informacién necesaria para la sintesis de enzimas mitocondriales que
participan en la cadena respiratoria; y un tercer genoma extra-cromosomico de 14 kb,
que es de tipo plasmidico y almacena la informacion que codifica para las
subunidades ribosomales 28, 18 y 5.8S [55, 56]. Por otra parte, estudios
bioinforméaticos también han demostrado que la maquinaria metabdlica de N. gruberi
puede ser tan laxa que cuenta con algunos genes necesarios para vias de sefializacion
que involucran receptores acoplados a proteinas G, ademas de indicios de un
metabolismo anaerobio y algunos genes que parecen tener un origen bacteriano [55,

57].

1.5.2 Cambios de fase en N. gruberi

La fase flagelar de N. gruberi ha sido estudiado desde el contexto
morfoldgico, estructural, bioquimico e incluso genético [2, 21, 64-69]. Se sabe que el
trofozoito es capaz de transformarse en flagelado, no solo en respuesta a los cambios
nutricionales en el ambiente, sino también ante otros factores como el cambio en el

balance i6nico o la temperatura del medio en el que la amiba se encuentre [70, 71]. El
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flagelo de esta amiba ha sido descrito con una estructura filamentosa tipica de 9 + 2
(Fig. 3) y esta compuesto principalmente de tubulina, el cual nace desde un cuerpo
basal que se encuentra anclado al nidcleo. Se ha descrito también que la fase de
flagelado presenta 2 flagelos (biflagelado), sin embargo, se sabe que puede presentar
mas, incluso algunos autores han evaluado diferentes formas de inducir la
enflagelacion in vitro, manipulando algunas condiciones de cultivo como la
temperatura, lo cual ha permitido inducir un mayor nimero de flagelos (Fig. 4) [72,

73].

Figura 3.- Seccion transversal de un flagelo de N. gruberi.

En la actualidad, existen estudios derivados de la secuenciacion del genoma
de N. gruberi, enfocados en el andlisis tedrico de los genes involucrados en la

formacién del flagelado, comparidndolo con otros organismos que contienen genes
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evolutivamente conservados y directamente relacionados a la formacion de flagelos
[56, 67, 74]. Incluso algunos autores han propuesto a esta amiba como modelo para el
estudios de la formacion de los cuerpos basales [61]. Una de las principales proteinas
maés estudiada en el flagelo de este protista es la tubulina, debido a que se sabe que
més del 90% de la alfa y beta tubulina utilizadas durante la formacion del flagelo es
sintetizada de novo, para lo cual se requiere de un incremento en los mRNA que

codifican para estas proteinas [75-77].

Figura 4.- Induccién de multiples flagelos por choque térmico en N. gruberi. (A)

Amibas cultivadas a 25°C. (B) Amibas cultivadas a 37°C.

A pesar de que la amiba N. gruberi ha sido ampliamente estudiada durante el
fendmeno de enflagelacion, también existen algunos estudios enfocados en la
descripcion del mecanismo de enquistamiento [78-81]. El quiste de N. gruberi, mide
aproximadamente de 8-10 um y es considerado la fase de resistencia (Fig. 5). La
induccién de enquistamiento en esta especie no patdgena se diferencia de la especie
patégena N. fowleri debido a que ésta puede requerir de hasta dos semanas para la
formacion de los quistes. Sin embargo, ambas especies son inducidas a
enquistamiento bajo las mismas condiciones de cultivo como es el crecimiento en

agar no nutritivo en presencia de bacterias como Enterobacter aerogenes inactivada

por calor [24, 78, 82].
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Uno de los primeros estudios enfocados en el enquistamiento de N, gruberi
fue reportado por Werth y Kahn en 1967, en donde los autores realizaron un analisis
bioquimico parcial de la composicion de la pared del quiste de este protozoario.
Mediante digestion alcalina con hidréxido de potasio, identificaron que uno de los
principales componentes de la pared celular es la celulosa [81], el biopolimero mas
abundante en la naturaleza conformado de mondémeros de glucosa unidos mediante
enlaces beta, el cual ha sido encontrado también conformando la pared quistica de

otras amibas de vida libre como A. castellanii [83].

Figura 5.- Quiste de N. gruberi.

Por otro lado, algunos autores han reportado la resistencia del quiste de
N. gruberi ante compuestos clorados como el cloruro de calcio, un compuesto
utilizado comtinmente en el tratamiento de aguas de albercas. Los autores reportaron
que los quistes de N. gruberi eran inactivados ante la presencia del cloro a una
concentracion de 1 g por litro [80]. Ademads, otros autores han realizado estudios
comparativos similares en donde estudiaron el efecto de estos compuestos clorados
sobre los quistes de N. gruberi, mostrando una mayor resistencia al compararlos con

los quistes de la especie patdgena N. fowleri [79].
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1.6 Autofagia

1.6.1 Generalidades

La homedstasis celular es controlada por un balance entre la produccién y la
degradacion de macromoléculas celulares como las proteinas. En el caso de la
degradacion, existen dos mecanismos de accién principales, uno mediado por los
complejos proteinicos denominados proteosomas y un segundo mecanismo mediado
por los lisosomas, ambos involucran el mecanismo de ubiquitinaciéon de sus
moléculas blanco, pero el primero esti limitado en términos de su capacidad de
degradacion. La autofagia es un fendmeno que ha adquirido gran importancia desde
su descubrimiento en los afios 50°s, brinddndole a las células la capacidad de
degradar sus propios componentes por via lisosomal con la finalidad de deshacerse de
moléculas dafiadas o innecesarias y reciclar los productos obtenidos de dicha

degradacion [84, 85].

1.6.2 Historia de la autofagia

En 1955 Christian de Duve y colaboradores reportaron la existencia de un tipo
especial de granulos citoplasméticos en tejido hepatico de ratas, los cuales contenian
un gran nimero de hidrolasas [86]. Desde entonces se han identificado mas de 50
enzimas dentro de estas estructuras y todas de caracter acido. Estos organelos fueron
posteriormente llamados lisosomas y clasificados en base a sus propiedades de
sedimentacion y a su extenso contenido enziméitico [87]. Mediante microscopia
electronica de transmision se observd que los lisosomas se encuentran rodeados por
una membrana lipidica estdndar, siendo capaces de contener enzimas que pueden
degradar lipidos, acidos nucleicos, polisacaridos y proteinas [87]. La mejor forma de
caracterizar a los lisosomas es mediante tinciones citoquimicas que nos muestren la
actividad de una o mas hidrolasas acidas contenidas en ellos. Adicionalmente, debido
a su capacidad litica, los lisosomas han sido involucrados en un gran ndmero de

eventos relacionados con la degradaciéon de moléculas solubles u organelos, en el
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reciclaje de membranas, en la endocitosis y en la autofagia. Sin embargo, es también
su capacidad de lisis lo que los hace participes de dafios a la célula si sus enzimas se
liberan accidentalmente [87, 88]. El término autofagia fue acuiiado por Christian de
Duve; con sus trabajos iniciados desde 1947 en la universidad de Lovaina y
complementados en el Instituto Rockefeller en New York, le fue otorgado el Premio
Nobel de Fisiologia en 1974, debido al descubrimiento de los lisosomas y la
descripcion del mecanismo de autofagia [88]. En las dltimas décadas, el estudio de la
autofagia continua siendo de gran interés, debido a que es un mecanismo
evolutivamente conservado en casi todos los eucariontes descritos hasta el momento y
con gran importancia en diferentes eventos celulares. Sin embargo, se ha empleado a
las levaduras como modelo para el estudio de esta via [84, 89, 90]. Incluso un
segundo premio nobel de Fisiologia fue otorgado en 2016 a Yoshinori Ohsumi por su
contribucion en la descripcion de la maquinaria molecular de la autofagia y en el

estudio del papel fisiologico de éste mecanismo [91-101].

1.6.3 Mecanismo molecular de la autofagia

La autofagia involucra el trifico regulado de vesiculas denominadas
autofagosomas, que se caracterizan por secuestrar porciones citoplasmaticas u
organelos completos para su degradacion en la vacuola/lisosoma (en las levaduras el
término vacuola es utilizado para referirse al andlogo de los lisosomas en los
mamiferos) [84]. Dentro de la autofagia se pueden encontrar subdivisiones de la via
dependiendo principalmente de como se forme la vacuola y del contenido que ésta
transporte; pero todas estas vias convergen siempre en la fusion de las vacuolas con
los lisosomas [102]. El mecanismo mas comun es la denominada macroautofagia, la
cual se caracteriza por atrapar de una manera no selectiva porciones citoplasmatica
con un gran contenido de moléculas u organelos completos, siendo éstos envueltos
por una estructura denominada fagdéforo, que al completarse se convierte en el
autofagosoma [84]. La membrana externa de estas estructuras se fusiona con la
membrana de los lisosomas, dejando dentro una estructura de una sola membrana, la

cual es digerida por las enzimas lisosomales y sus productos de degradaciéon pueden
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ser devueltos al citoplasma via permeasas [84]. Una via alternativa (tampoco
selectiva) es la llamada microautofagia, que se distingue por capturar partes del
citoplasma mediante la invaginacion de la membrana de los lisosomas, sin necesidad
de formar al autofagosoma. En cuanto a las vias selectivas que se han estudiado, se
encuentra la via Cvt (Cytoplasm-to-vacuole targeting), la cual involucra también la
captura de proteinas mediante autofagosomas, como en la macroautofagia, pero en
este caso la seleccion es especifica, capturando precursores de aminopeptidasas y
manosidasas con la finalidad de cargar a la vacuola con las enzimas hidroliticas
necesarias [89]. Sin embargo, esta via solo ha sido descrita en levaduras y hongos
filamentosos. [84]. Un tdltimo mecanismo es la seleccion de organelos redundantes o
dafiados para ser degradados, y se le denomina segin el organelo blanco
(peroxisomas, peroxifagia; mitocondrias, mitofagia; ribosomas, ribofagia; reticulo
endoplasmico, reticulofagia; fragmentos del nicleo, nucleofagia, etc.) [84]. La
diferencia mas notable de todas estas variantes, es que durante la macroautofagia se
pueden capturar diferentes organelos al mismo tiempo y sin la necesidad de que estos

se encuentren dafados, es decir, sin que sea un evento selectivo (Fig. 6) [102].

Macroautofagia Microautofagia Via cvt Autofagia selectiva
A citoplasma A citoplasma re-Apel blanco
Q m[_stoplasme | G2 @ | banco |
}

fagoforo

:

lisosoma

(® - (

lisosoma

lisosoma

i
:
autofagolisosoma

l autofagolisosoma | | autofagolisosoma

Figura 6.- Variantes de la via autofagica.
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Algunos autores han estudiado los genes relacionados con este mecanismo
[103]. Las proteinas provenientes de estos genes, las cuales participan en el fendémeno
de autofagia, se les denomina proteinas Atg (Autofagia), de las cuales se han descrito
mas de 30 miembros [104]. Varias de las proteinas Atg difieren funcionalmente entre
si, pues dentro de ellas podemos encontrar algunas cinasas (Atgl), proteasas (Atg4) e
incluso moléculas tipo ubiquitina (Atg8 y Atgl2), estas ultimas se encargan de
marcar a las membranas de los autofagosomas, participando también en el control del
tamafio de la vacuola autofigica [105, 106]. Candnicamente, el mecanismo de
autofagia ha sido descrito detalladamente en la levadura Saccharomyces cerevisiae,
debido principalmente a que su genoma es relativamente facil de manipular, por lo

cual es comunmente utilizado como modelo de estudio [84, 89, 102, 107].

1.6.3.1 Induccion de la autofagia

La autofagia es un evento que puede estar activo de forma basal, pero que
también puede ser potenciado ante distintos estimulos, principalmente durante la
deficiencia de nutrientes o de factores de crecimiento, asi como también mediante la
induccién farmacolégica (p. ej. rapamicina) e infecciones por patogenos [108, 109].
Se sabe que durante el proceso de induccion de la autofagia, se activan cinasas
reguladoras que participan como iniciadores de la cascada de sefalizacion [102, 110].
La senalizacion es iniciada intracelularmente por la serina/treonina cinasa TOR
(Target Of Rapamicyn). Esta proteina cinasa es la responsable de regular
negativamente a la autofagia (Fig. 7) [102, 110-113]. Su funcién consiste en mantener
el mecanismo en niveles basales, hasta que sea necesario su incremento. De los dos
complejos que involucran a TOR (TORC1 y TORC2), solo TORCI es sensible a
rapamicina, un macrélido capaz de inhibir a TOR, lo cual induce directamente la
activacion de la autofagia ain en presencia de nutrientes [112, 114]. Rio abajo de
TOR en la cascada de sefalizacion, se encuentra el complejo Atgl [115], el cual esta
conformado por la serina/treonina cinasa Atgl y por Atgl3 (proteina blanco de
fosforilacién de TORC1), esta dltima conforma el cuerpo central del complejo y es

necesaria para la activacion de Atgl. Otras proteinas que pueden formar parte del
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complejo Atgl son Atgl7-Atg29-Atg31 para inducir macroautofagia y Atg20-Atg24-
VACS8 para inducir la via Cvt [102]. Bajo condiciones normales de nutrientes,
TORC1 mantiene a Atgl3 en un estado de hiper-fosforilacién, pero cuando existe una
deficiencia de nutrientes o cuando la rapamicina inhibe a TORCI, Atgl3 se fosforila
parcialmente, lo cual incrementa su afinidad por Atgl promoviendo asi la formacién
del complejo inductor [84, 102, 110]. Una vez iniciada la cascada de sefializacion se
estimula la formacion del fagéforo en una estructura denominada PAS (Phagophore

Assembly Site o Pre-Autophagosomal Structure) [90].

1.6.3.2 Seleccion del contenido

Posterior a la induccion de la autofagia, se activan los mecanismos de
seleccion del contenido del autofagosoma. Para este proceso, se necesita dejar en
claro que la autofagia como mecanismo general, es un proceso selectivo pero no
especifico, mientras que la via Cvt es un mecanismo selectivo y especifico [116].
Ademas, que algunas moléculas pueden participar indistintamente en casi todas las
vias autofagicas, pero existen otras que son especificas de ciertas vias y de ciertos
organismos [89, 107]. También cabe mencionar que la seleccién de moléculas u
organelos es crucial para el funcionamiento normal de una célula, por lo que requiere
de una perfecta regulacion y control.

A diferencia de la macroautofagia, en las formas selectivas se requiere la
participacion de proteinas como Atgll y Atgl9, en donde Atgl1 forma un complejo,
uniendo la molécula cargo a Atgl9 para la formacion de PAS [84, 117]. Sin embargo,
se ha observado que en la levadura Pichia pastoris participan otras moléculas en este
mecanismo, como Atg30, PEX3 y PEX14 para desencadenar la peroxifagia [89].
Especificamente en S. cerevisiae, las moléculas Atg32 y Atg33 se han encontrado
rodeando a las mitocondrias destinadas a ser degradadas, pero el marcaje es regulado
también mediante Atgll [84, 89]. En términos generales, Atgl9 es considerada un
receptor y principal molécula encargada del marcaje del precursor de la

aminopeptidasa y de la a-manosidasa en la via Cvt. Sin embargo, ésta es degradada
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junto a la molécula cargo sin reciclarse como el resto de las proteinas de la

maquinaria autofagica [84].
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Figura 7.- Regulacion negativa de la autofagia mediada por TOR.

1.6.3.3 Nucleacion de la vesicula

La formacién de la membrana inicia con la formacion del sitio denominado
PAS, que es el nombre que se le da a la estructura previa a la formacion del fagoforo,
tanto de la via macroautofagica como de la via Cvt (Fig. 8). Hasta la fecha se
desconoce el origen de la membrana lipidica que se usa durante la formacién del
autofagosoma, pues no hay evidencia concreta de la sintesis de novo de lipidos.
Algunos investigadores sugieren el reclutamiento de lipidos desde el reticulo
endoplasmico y de la membrana celular en mamiferos, mientras que en las levaduras
se sugiere la participacion del complejo de Golgi [84, 106, 118, 119]. La membrana
que se forma durante la nucleacién es rica en fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), esto
se lleva a cabo mediante el complejo III PI-3K (Fosfatidilinositol 3-Cinasa), el cual
estd conformado por la PI-3K VPS34, por la serina/treonina proteina cinasa VPS15,

por Atgl4d y Atgb6 (Beclin 1). El PI3P recluta a otras moléculas efectoras (Atg2-
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Atgl8, Atg20, Atg21 y Atg24) que se unen a éste para conformar el complejo que

dara inicio a la formacion de la vesicula [84, 89, 102].

1.6.3.4 Expansion vesicular

Una vez completos todos los componentes de PAS, el fagoforo se expande de
igual manera para la formacion del autofagosoma, asi como también para la vesicula
de la via Cvt (Fig. 8) [84]. En este punto se pueden encontrar ahora dos sistemas de
conjugacion involucrados en este proceso [105]; el primer sistema incluye a una de
las moléculas mas representativas de la autofagia, la proteina Atg8, una proteina tipo
ubiquitina encargada del marcaje de las membranas durante la autofagia y que se ha

visto directamente involucrada en controlar la expansion del fagoforo o vesicula

[106].
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Figura 8.- Representacion de la via Cvt y de la via autofagica en S. cerevisiae.
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La proteina Atg8 es procesada por la cisteina proteasa Atg4, quien realiza un
corte en su extremo carboxilo-terminal dejando expuesto un residuo de glicina en la
posicién 116, la cual es posteriormente conjugada con una fosfatidiletanolamina (PE)
por el complejo Atg7-Atg3, lo cual le permite intercalarse en las membranas de los
autofagosomas [120]. Ademads, se ha visto que la formacién del complejo Atg8-PE es
dependiente de la formacién de un segundo complejo formado por Atgl2 y Atgs
[105]. En un segundo sistema de marcaje, Atg7 y AtglO ligan al complejo Atg5-
Atgl2 (ésta ultima ahora participa como proteina tipo ubiquitina) quien
posteriormente se une a Atgl6. Tanto Atgl2 como Atg8 exponen un residuo de
glicina el cual es activado por Atg7 en una reaccion dependiente de ATP, formando
una unién libre de tipo tioéster. En este estado transicional Atg8 es unido
covalentemente a una PE via Atg3 mientras que Atgl2 es unido a AtgS via AtglO
[105]. El complejo Atg8-PE se encuentra tanto en el interior como en el exterior de la
vesicula, mientras que Atgl2-Atg5-Atgl6 se encuentran cubriendo solo la parte
exterior de la membrana (Fig. 9) [102, 105]. En conclusién, tanto Atg8-PE como el
complejo Atgl2-Atg5-Atgl6 son esenciales para la expansion del fagéforo. Otras
moléculas que también son reclutadas al fagéforo son Atg23, Atg27 y Atg9. Estas
moléculas también han sido detectadas en la membrana de las vesiculas durante cada
ciclo de formacién del autofagosoma, pero su funcién ain no ha sido descrita [84,

102].
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Figura 9.- Esquematizacion de los mecanismos de marcaje del autofagosoma durante

la autofagia.
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1.6.3.5 Reciclaje de la maquinaria Atg

Una vez formado el autofagosoma, Atg4 de nuevo corta a Atg8 en su residuo
de glicina, liberdndolo de la membrana. También el complejo Atgl2-Atg5-Atgl6 es
liberado para ser reciclado; asimismo, Atg9, Atg23 y Atg27 son de igual manera
recicladas continuamente hacia PAS para dar inicio a la formacién de un nuevo
autofagosoma [84]. Solamente Atgl9 de la via Cvt que se encuentra unida a la
molécula cargo, asi como Atg8 que se encarga de marcar el interior de la vesicula no
son recicladas, culminando en su degradacidn dentro del lisosoma/vacuola junto con

el contenido del autofagosoma [84, 102].

1.6.3.6 Entrada y degradacion de la vesicula

Una vez completo el autofagosoma, éste se une a la vacuola/lisosoma
mediante su interaccion con receptores del sistema de fusion de membranas tipico de
una célula, en donde se encuentran involucradas proteinas relacionadas con la fusién
de membranas como las proteinas SNARE [121]. Debido a que estas moléculas no
son especificas de la autofagia, no se contemplan dentro del tema molecular para
describir la fusion de las membranas en este mecanismo.

Una vez fusionadas la membrana externa del autofagosoma con la membrana
del lisosoma/vacuola, dentro de ésta se puede observar una estructura de una sola
membrana lipidica [84]. En S. cerevisiae 1a membrana de esta estructura es degradada
por una proteina transmembranal con actividad de lipasa, denominada Atgl5 [122,
123]. El contenido del fagosoma es degradado mediante las proteasas del lisosoma y
facilitado por el pH acido (cercano a 4.0). Posterior a la degradacidn, los restos son
devueltos al citoplasma via permeasas [102]. Una proteina que se ha visto
involucrada en este mecanismo de salida de los nutrientes es Atg22, quien cuenta con
un dominio similar al que presenta la familia de las permeasas y que se le ha atribuido
su participacion en el reciclaje de amino4cidos hacia el citoplasma [84, 89, 102].

El concepto de autofagia es empleado para describir un mecanismo de

salvamento para la célula ante la ausencia de nutrientes en el medio [87, 88]. Sin
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embargo, también se ha descrito a la autofagia como un fenémeno involucrado en la
muerte celular [120, 124]. Esto puede deberse a una induccién prolongada de la
autofagia que conlleva a la muerte de la célula, bajo la premisa de que ninguna célula
es autosustentable. Tomando en cuenta que el mecanismo de autofagia es un
fendmeno totalmente regulado en cuanto a la expresion de las proteinas implicadas en
su activacion y desarrollo, pero que en ocasiones puede estar destinado a llevar a la
célula a la muerte, nace el término “muerte celular tipo autofagia” o muerte celular
programada (MCP) tipo II [120, 124]. En contraste a la necrosis, tanto la MCP tipo
apoptosis como la MCP tipo autofagia, ninguno de estos dos mecanismos

desencadenan la lisis de la célula durante el proceso de muerte [120, 125].

1.6.4 Autofagia en protozoarios

El estudio de algunas vias o mecanismos celulares canénicos como la
autofagia en los protozoarios no ha sido facil. Como se ha mencionado previamente,
la autofagia fue descrita por primera vez en células de mamifero (en higado de rata)
pero se caracterizO paso a paso en los hongos, principalmente en la levadura
S. cerevisiae [89]. En algunos protozoarios también hay evidencia necesaria para
poder describir la maquinaria autofiagica, pero con algunas modificaciones y en
ocasiones carece practicamente de este mecanismo como en el caso de
Giardia duodenalis [102, 118].

Un ejemplo de estudio de la autofagia es en la amiba de vida libre
Dictyostelium discoideum, en la cual se han encontrado un gran nimero de proteinas
Atg, de las cuales se ha visto que varias de ellas son importantes para el desarrollo y
la diferenciacion de la amiba hacia la formacién de esporas en su ciclo de vida [118,
126]. Cuando los cultivos de D. discoideum son expuestos a la falta de nutrientes,
esta amiba comienza a conglomerarse para formar una masa que dard origen a
vesiculas denominadas “cuerpos fructiferos”, que en su interior contienen esporas, las
cuales son la fase de resistencia de este protozoario [127]. Existen estudios en donde
se observo que en las amibas que poseian una mutacion en argl, se comprometia la

formacion de los cuerpos fructiferos [126]. De igual manera que con atgl, también se
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ha visto la importancia de atg5, atg6, atg7, atg8 o atg9 en la proliferacion de esta
amiba [118].

Dentro de los estudios realizados en los protozoarios parasitos, se encuentran
los que describen la participacion de la autofagia durante la degradacién de nutrientes
y componentes citoplasmicos, asi como también en la diferenciacion celular y la
remodelacion metabdlica de algunos microorganismos como Trypanosoma brucei
[118]. Especificamente en este grupo de Tripanosomatidos se ha descrito la ausencia
de algunos componentes de la maquinaria autofagica, en comparacion con la familia
de genes descritos para humanos o para levaduras [102, 128, 129]. Sin embargo, esto
no significa que el mecanismo en si sea menos complejo en estos protozoarios, por el
contrario, algunos autores han descrito el papel indispensable de la autofagia durante
los cambios de fase en el ciclo de vida de T. brucei [129, 130].

Otros protozoarios que han sido blanco de estudio en la autofagia son
Entamoeba histolytica, asi como también Entamoeba invadens, un parésito de
reptiles, el cual es frecuentemente utilizado como modelo de estudio para el
enquistamiento en estas amibas [131, 132]. Mediante el analisis informético se
observé la presencia de gran parte de la maquinaria autofigica en E. invadens y
mediante ensayos de inmunomarcaje observaron la expresion de la proteina Atg8
durante la fase exponencial de crecimiento, pero interesantemente disminuia durante
la fase estacionaria. Los autores observaron también un aumento de las estructuras
citoplasmaticas positivas a la marca dirigida contra Atg8 durante el proceso de
enquistamiento; ademas, al co-incubar a los trofozoitos con wortmanina (un inhibidor
de la autofagia) se comprometia la formacién de quistes a las 72 h en comparacién
con los controles [131].

Por otro lado, en protozoarios no parasitos, también se ha descrito la
participacion de la autofagia durante el cambio de fase, especificamente durante el
enquistamiento de Acanthamoeba castellanii [133, 134]. Algunos autores han
identificado al homdlogo de la proteina Atg8 y mediante ensayos de qRT-PCR
observaron un aumento en la expresion del mensajero de arg8 en A. castellanii
durante el proceso de enquistamiento [133]. Ademads, al transfectar a los trofozoitos

con Atg8 acoplada a la proteina verde fluorescente (EGFP-AcAtg8) pudieron
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observar su localizacién en pequefios cuerpos vesiculares en el citoplasma, esta marca
aumentaba al inducir a los trofozoitos a enquistamiento y ademas co-localizaba con
los lisosomas. Por otro lado, estos mismos autores realizaron ensayos de
silenciamiento utilizando RNA interferente dirigido contra arg8 (siRNA-acatg8) en
donde se observé una disminucién en la eficiencia del enquistamiento de los
trofozoitos tratados con siRNA-acatg8, asi como también una disminucién en la
formacion de los autofagosomas [133].

En otro estudio similar en A. castellanii, se identific6 un homdlogo de Atgl6,
la cual forma parte del complejo de marcaje Atgl2. Utilizando anticuerpos
policlonales contra una proteina recombinante denominada AcAtgl6, lograron
identificar a Atgl6 en extractos de trofozoitos en proceso de enquistamiento [134].
Ademas, al transfectar a los trofozoitos con EGFP-AcAtgl6 pudieron observar su
localizacidn, que al igual que para Atg8, ésta se encontrd en pequefias estructuras tipo
vesiculas en el citoplasma. Se observd ademis que esta marca aumentaba al inducir a
los trofozoitos a enquistamiento. Por otro lado, mediante ensayos de silenciamiento,
se observOd una disminucion en la eficiencia del enquistamiento de los trofozoitos
tratados con siRNA-acatgl6 [134]. Estos resultados nos hablan de la importancia que
tiene el mecanismo de autofagia durante el crecimiento y el cambio de fase en

algunos protozoarios.

1.7 Antecedentes directos

Con todos los antecedentes mencionados, es clara la importancia y
multifuncionalidad de la via autofdgica, lo cual la convierte en un mecanismo
importante para el estudio de la biologia celular en los protozoarios. Este mecanismo
ha sido desglosado en una serie de eventos que van desde las diferentes vias de
induccidn, la seleccion del contenido, la nucleacién y expansion vesicular, hasta el
reciclaje de la maquinaria Atg, asi como también, la entrada y degradacion del
autofagosoma en los lisosomas [84, 89, 102, 110]. Todos estos eventos se encuentran
orquestados y regulados por las proteinas Atg, las cuales estan presentes en todo

momento durante la autofagia. Como se mencion6 previamente, durante la expansion
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vesicular, se pueden encontrar dos sistemas de marcaje; uno de ellos es el sistema de
marcaje mediante la formacion del complejo Atg5-Atgl2-Atgl6, el cual se encarga
de marcar solamente la cara externa de la membrana del autofagosoma [105]. Un
segundo sistema de marcaje, es el que se lleva a cabo mediante una de las moléculas
mds representativas de la autofagia, la proteina Atg8, una proteina tipo ubiquitina la
cual se puede encontrar en ambas caras (interna y externa) de las membranas del
autofagosoma y la cual es necesaria para la expansion del fagéforo [106]. La
caracterizacion de esta molécula es considerada frecuentemente un paso clave en la
descripcion del mecanismo de autofagia [132]. Atg8 generalmente contiene dominios
y sitios que la distinguen, tal es el caso de la glicina en la posicién 116 descrita en
S. cerevisiae, sobre la cual es ligada a PE [135]. Esta lipidacién es llevada a cabo por
un complejo enzimatico propio de la autofagia, pero que asemeja un sistema
enzimatico tipo E1 y E2 [136, 137]. Una de las moléculas autofagicas que
interaccionan con Atg8 durante este procesamiento es Atg7; por lo que un sitio de
unién a Atg7, presente en la secuencia de Atg8, es considerado también un dominio
caracteristico de Atg8 [137, 138].

Las levaduras han sido ampliamente utilizadas como modelo de estudio para
la autofagia [84, 89, 90]. Este mecanismo ha sido descrito también en otros
organismos unicelulares como D. discoideum, A. castellanii, E. invadens 'y
E. histolytica [126, 131-133]. En los estudios realizados en E. invadens, Picazzari y
cols. en el 2008 realizaron la descripcién in silico de una secuencia de la proteina
Atg8 que fue localizada utilizando como molde de busqueda la secuencia de la
proteina Atg8 de S. cerevisiae. Posteriormente, los autores observaron mediante
ensayos experimentales que Atg8 es indispensable para el crecimiento de los cultivos
y fundamental para la formacién de quistes [131]. La descripcion y participacion de
la proteina Atg8 durante la proliferacién y el enquistamiento también ha sido
estudiada en A. castellanii [133]. En el 2011, Brennand y cols. publicaron una
revision en la cual se enfocaron en el estudio de la autofagia en algunos protozoarios
y discutieron acerca de la participacion de este mecanismo durante la diferenciacion
celular y los mecanismos de patogenicidad de estos microorganismos [118]. Ademas,

en otra publicacién los mismos autores proponen a las moléculas involucradas en la
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autofagia como candidatos para la bisqueda de nuevos blancos terapéuticos en contra
de las enfermedades producidas por estos protozoarios [102].

Con respecto a los protozoarios del género Naegleria, no existe ningin
estudio detallado a nivel experimental que describa el mecanismo de autofagia. Sin
embargo, a partir de que el genoma de N. gruberi fue descrito [56], se han realizado
busquedas in silico de moléculas relacionadas con autofagia en donde se han
encontrado posibles homoélogos de proteinas como Atgl, Atg3, Atgd, Atg7 y Atg8,
proponiendo la existencia de una posible maquinaria autofagica en N. gruberi [102].
Sin embargo, estos datos atin no han sido demostrados a nivel experimental, lo cual
nos ayudard a comprender mejor la biologia celular de estos protozoarios, asi como
también la participacion de la autofagia durante los procesos de diferenciacion celular

en las amibas del género Naegleria.
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2 JUSTIFICACION

La autofagia desempefla un papel fundamental durante la diferenciacion
celular de algunos protozoarios; sin embargo, este mecanismo no ha sido descrito
experimentalmente en el género Naegleria. En nuestro laboratorio se ha identificado
un fragmento del gen arg8, por lo que es de nuestro interés caracterizar a la proteina
Atg8 y describir el mecanismo de autofagia en N. gruberi para determinar su

participacion en los procesos de diferenciacion celular.
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3 HIPOTESIS

Naegleria gruberi posee una molécula homdloga a la proteina Atg8, la cual
participa en el marcaje de los autofagosomas durante la via autofigica inducida con
rapamicina y durante el cambio de fase de trofozoito a quiste en esta amiba de vida

libre.

36



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar y caracterizar el proceso de autofagia en Naegleria gruberi.

4.2 Objetivos particulares

e Inducir y caracterizar el mecanismo de autofagia en los trofozoitos de

N. gruberi.

e Identificar y seleccionar por anélisis in silico al homdlogo de Atg8 en el

genoma de N. gruberi.

e Analizar la expresion del mensajero de atg8 durante la autofagia.

e Obtencidn de la proteina recombinante NgAtg8.

e Analizar la localizacién celular de la proteina Atg8 en trofozoitos inducidos

con rapamicina.

e Evaluar la expresién y localizaciéon de la proteina Atg8 durante el

enquistamiento de N. gruberi.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo de N. gruberi

A lo largo de este proyecto se utilizd la especie no patégena N. gruberi
(donada amablemente por el Dr. Visvesvara del CDC de Atlanta, USA). La amiba fue
cultivada axénicamente a 25°C en medio de liquido bactocasitona al 2%
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Para cosechar a los trofozoitos,
éstos se colocaron en bafio de hielo por 30 min y fueron recuperados por
centrifugacion a 500 x g durante 5 min. Las amibas fueron trabajadas durante la fase

logaritmica de crecimiento (48 h).

5.2 Interaccion con rapamicina, curva de crecimiento y ensayos de viabilidad

Para inducir la autofagia, las amibas se colocaron en medio sin SFB,
conteniendo rapamicina (INVITROGEN, USA) a una concentracion de 5 uM
(INVITROGEN, USA) durante 1, 3, 9, 12, 18, 24 y 48 h a temperatura ambiente. La
viabilidad se evaludé en cada tiempo de interaccion mediante el conteo de células
muertas utilizando la tincién con el colorante vital azul tripano (0.5%). Ademas, se
realizé el conteo del numero total de trofozoitos cada 24 h para determinar si la

rapamicina afectaba la proliferacion de las amibas.

5.3 Microscopia electronica de transmision (MET)

Para evaluar si la rapamicina es capaz de inducir algiin cambio morfolégico en
los trofozoitos de N. gruberi, se realiz6 el anélisis ultraestructural mediante MET, de
los cultivos de N. gruberi control e inducidos a autofagia. Diez millones de
trofozoitos fueron colocados en bafio de hielo durante 30 min y recuperados por
centrifugacion a 500 x g durante 5 min, se realizaron tres lavados del paquete celular
con PBS (pH 7.2), las amibas fueron fijadas con glutaraldehido al 2.5% en

amortiguador de cacodilato de sodio al 0.1 M (pH 7.4) durante 1 h, se realizaron 3
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lavados con cacodilato de sodio 0.1 M, se post-fijaron las muestras en 1 ml de
tetradxido de osmio al 2% diluido 1:1 en cacodilato de sodio 0.2 M durante 1 h (en
agitacion) y se realizaron 3 lavados con cacodilato de sodio 0.1 M. Las muestras
fueron deshidratadas en alcohol al 70, 80, 90 y 2 veces en alcohol al 100% durante 5
min, se anadidé 1 ml de 6xido de propileno a cada tubo durante 30 min y se
centrifugaron a 500 x g durante 5 min, se afiadi6 la resina de pre-inclusion 1:1 en
oxido de propileno durante 1 h, posteriormente los tubos fueron colocados en el
desecador durante 12 h, se centrifugaron a 500 x g durante 5 min y se decantaron los
tubos, las muestras fueron colocadas en resina total y centrifugadas a 500 x g durante
5 min, se dejaron polimerizar durante 48 h a una temperatura de 60-65°C. Se
realizaron cortes semifinos de 0.5 um de espesor y se tifieron con azul de toluidina
para observarlos al microscopio Optico, posteriormente se realizaron los cortes finos
de 70 nm de espesor y se colocaron en rejillas de cobre, se contrastaron con acetato
de uranilo y citrato de plomo. Finalmente las muestras fueron observadas en un

microscopio electronico ZEISS-910 (CARL ZEISS VISION, ALEMANIA).

5.4 Marcaje con LysoTracker

La autofagia induce un incremento en el nimero de lisosomas y por consecuencia, la
acidificacion de las vacuolas autofagicas como fase final de este mecanismo. En este
proyecto se evaluod la acidificacion utilizando como indicador el LysoTracker red
DND-99 (MOLECULAR PROBES, USA) mediante ensayos de microscopia
confocal. Se utilizaron 1x10° trofozoitos provenientes de cultivos axénicos sin inducir
(control) e inducidos con rapamicina, los cuales fueron colocados sobre cubreobjetos
silanizados (SIGMA-ALDRICH, USA), se retir6 el medio de cultivo sin SFB y se
colocé 1 ml de PBS estéril, se afiadieron 50 nM de LysoTracker, y se incubd durante
30 min a 25°C en oscuridad, se realizaron tres lavados con PBS, las células se fijaron
con paraformaldehido al 2% por 30 min y se lavé tres veces con PBS, se
permeabilizé por 15 min con triton X-100 al 0.2%, se realizaron tres lavados con
PBS, los niticleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; MOLECULAR
PROBES, USA) al 0.2 pg/ml durante 20 min. Los cubreobjetos fueron montados en
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portaobjetos con 10 pl de vectashield (VECTOR LABORATORIES, USA). Las
muestras fueron analizadas en un microscopio confocal LSM 700 (CARL ZEISS
VISION, ALEMANIA). Los cambios en la marca de LysoTracker fueron
cuantificados midiendo la intensidad de fluorescencia utilizando el programa Image].
Los datos fueron graficados y el andlisis estadistico fue evaluado mediante la
comparacion de las amibas tratadas contra los controles no tratados (0 h) empleando

el programa GraphPad Prism 6.

5.5 Bisqueda de las secuencias homologas de Atg8

La busqueda in silico de la proteina Atg8 de N. gruberi se realizd en la base
de datos del NCBI (Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica). Una vez
obtenida la secuencia de la proteina en el formato FASTA, se realizaron
alineamientos de esta secuencia con las secuencias obtenidas de distintos organismos,
incluyendo a la levadura S. cerevisiae (gil6319393), A. castellanii (AcAtg8,
€i|197321090), D. discoideum (DdAtg8, gi|28395469), Drosophila melanogaster
(DmAtg8, gi|24641085), Homo sapiens (HsAtg8, gi|6005768), Trichomonas
vaginalis (TvAtg8, gi|123475330) y E. histolytica (EhAtg8, gi|67466014).

5.6 Expresion relativa del mensajero de afg8

Se realizaron ensayos de PCR tiempo real para determinar la expresion
relativa del mensajero de arg8. El primer paso fue realizar la bisqueda de la
secuencia de RNA mensajero de la proteina previamente identificada como Atg8 de
N. gruberi, para poder disefiar los iniciadores empleados para la amplificacion de este
gen. Como gen enddgeno se empled la secuencia del mensajero de la subunidad
ribosomal 18S (small subunit ribosomal protein S18, ref. XM_002682911). Como
gen problema para evaluar la autofagia en N. gruberi se empled la secuencia del
mensajero de la proteina relacionada con autofagia Atg8 (autophagy related protein

8, ref. XM_002678882.1).
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Los iniciadores utilizados para obtener un amplicon de 151 pares de bases

para estos dos genes fueron:

Gen Iniciadores

subunidad ribosomal 185 5'GTTATCTGCCAAGGATATGCACAA 3°

atg8 S"GCCGATCTTACAGTGGCACA 37

F
R: | 3’ AGCGTAGAAAGGACTCTCGGG 57
F
R

3’'CATCATCGTCCTTTTGTTCTTCAT 5°

Estos iniciadores fueron disefiados en el programa Primer Express 2.0

(APPLIED BIOSYSTEMS, USA) y se mandaron a sintetizar (INVITROGEN, USA).

5.6.1 Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

La extraccion del RNA total de los trofozoitos de N. gruberi se realizd
empleando el reactivo TRIzol (AMBION, USA). La integridad del RNA fue evaluada
mediante un gel de agarosa al 2% y las muestras fueron tratadas con DNasa I
(INVITROGEN, USA). La sintesis de cDNA se realizé con el “first strand cDNA
synthesis kit” (FERMENTAS, USA), el cual fue utilizado como molde en las PCRs
punto final. Para la amplificacion de genes srl8 y atg8, utilizamos la siguiente mezcla

de reaccion del kit platinum PCR supermix (INVITROGEN USA):

Supermix 25 ul
Iniciador sentido 2ul
Iniciador antisentido 2ul
Molde (cDNA) 1 ul
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La reaccién de PCR se realiz6 mediante las siguientes condiciones:

Paso 1 (1 ciclo) 94°C 4 min
94°C 30 seg

Paso 2 (35 ciclos) 58°C 30 seg
68°C 30 seg

El tamafio del producto esperado fue corroborado mediante una electroforesis

en geles de agarosa al 2%.

5.6.2 Ensayos de PCR en tiempo real (QRT-PCR)

Posterior a la sintesis de cDNA, se realizaron los ensayos de PCR tiempo real
con el kit SYBR Green PCR Master Mix (APPLIED BIOSYSTEMS, USA). La
reaccion se llevd a cabo en el ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(APPLIED BIOSYSTEMS, USA) la cual nos proporciond los valores de CT para ser
procesados mediante célculos aritméticos utilizando la férmula de Livak y cols.
[139]. Una vez obtenidos los valores de la expresion relativa de cada gen
normalizados contra sus respectivos controles, se graficaron los datos y se realiz6 el
andlisis estadistico de cada grupo de resultados en el programa Sigma Stat statistical
software version 2.0, utilizando la prueba de Tukey para determinar la significancia

estadistica de los datos.
5.7 Produccion de la proteina recombinante Atg8 de N. gruberi (NgAtg8)

La produccién de la proteina recombinante se realiz6 mediante la insercion
del amplicon que codifica para la proteina Atg8 de N. gruberi en el vector de

clonacion-expresion pET100/D-TOPO (INVITROGEN, USA) (Fig. 10), el cual

contiene:
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-una region promotora de T7lac, que le ayuda a obtener un elevado grado de

expresion en bacterias como E. coli.

-un sitio TOPO de clonacion dirigida, que sirve para que la ligacién sea

unidireccional.

-una secuencia de poli-histidinas para la deteccion y purificacion de la

proteina recombinante.

-un sitio de corte de enterocinasa para descartar la secuencia de poli-histidinas

previo a la inmunizacion.

-un gen de resistencia a ampicilina para la seleccion de las colonias con el

inserto.

-una secuencia origen pBR322 que le ayuda a ser mas estable en la bacteria

E. coli.

Nde |

ccc TT ©
L7 o] wes [Ate oot EK mg

Comments for pET100/D-TOPO®
5764 nucleotides

T7 promoter: bases 209-225
T7 promoter priming site: bases 209-228
lac operator (lacO): bases 228-252
Ribosome binding site (RBS): bases 282-288
Initiation ATG: bases 297-299

Polyhistidine (6xHis) region: bases 309-326

Figura 10.- Esquema del vector pET100/D-TOPO. El plasmido fue utilizado para la

clonacidn y expresion del gen arg8 de N. gruberi.
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5.7.1 Amplificacion del inserto

Para que el amplicén del gen arg8 de N. gruberi (ngatg8) pudiera unirse al
vector pET100 se adicionaron cuatro nucleétidos (5°-CACC-3") en el extremo 5” del
iniciador sentido, esto facilité la unién direccionada del amplicén en el vector. La
obtencion del RNA total y la sintesis de cDNA y la PCR se realizaron tal y como se

menciond previamente en los ensayos de qRT-PCR.

La reaccion de PCR se realizé mediante las siguientes condiciones:

Paso 1 (1 ciclo) 94°C 4 min
94°C 30 seg

Paso 2 (35 ciclos) 60°C 30 seg
68°C 30 seg

5.7.2 Insercion

Una vez obtenido el amplicon, se procedid a realizar su insercion en el

plasmido mediante la siguiente mezcla de reaccion:

Producto de PCR 4 ul
Solucién salina I ul
Vector pET100/D-TOPO I ul

La mezcla de reaccion TOPO se incubd durante 30 min a temperatura
ambiente. El pET100/D-TOPO (INVITROGEN, USA) contiene un sitio cohesivo,
complementario al extremo 5” de la secuencia anadida en el iniciador sentido, en el
cual se encuentra unida covalentemente la Topoisomerasa I del virus vaccinia en el
sitio 395-400 y otra en el sitio 405-409, de esta manera la enzima se encarga de unir

los extremos del amplicon de una forma direccionada.
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5.7.3 Transformacion

Se tomaron 3 ul de la mezcla de reaccién de ligacion y se colocaron en uno de
los viales que contienen la cepa competente TOP10 de E. coli (incluidas en el kit). La
reaccion se colocd en hielo por 15 min, posteriormente se incubaron las bacterias a
42°C sin agitar durante 1 min y se colocaron en hielo nuevamente. Se afadieron 250
pl del medio S.O.C. (incluido en el kit) y las células fueron incubadas durante 1 h a
37°C con agitacion ligera, posteriormente las bacterias fueron sembradas en cajas de
seleccion con agar LB con ampicilina 100 pg/ml y se incubaron durante toda la noche
a 37°C. Una de las clonas obtenidas en la placa fue inoculada en 10 ml de medio
liquido LB con ampicilina (100 pg/ml) durante toda la noche a 37°C en agitaciéon. A
partir de ese cultivo, se purifico el plasmido utilizando el PureLink HQ mini plasmid
purification kit (INVITROGEN, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para corroborar la clonacién del gen se realizaron ensayos de PCR punto final del gen

atg8 empleando como molde el plasmido purificado.

5.7.4 Secuenciacion del plasmido recombinante

Previo a la secuenciaciéon, 5 pul de muestra fueron tratados con 2 ul de
ExoSAP-IT (AFFIMETRIX, USA) e incubados durante 15 min a 37°C y 15 min a
80°C para purificar el amplicon, eliminando cualquier nucle6tido de tamafio menor a
100 pb. Para la secuenciacidon se utilizd el sistema BigDye Terminator v3.1 cycle

sequencing (APPLIED BIOSYSTEMS, USA) con la siguiente mezcla de reaccion:

H,O inyectable 2ul
Iniciador T7 sentido I ul
BigDye Mix 1 ul
Amortiguador de reaccion 2ul
Producto de ExoSAP-IT 2.5ul
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La reaccion se realiz6é mediante las siguientes condiciones:

Paso 1 96°C 1 min
(1 ciclo)

96°C 30 seg

Paso 2 50°C 15 seg

(25 ciclos) 60°C 3 min

La secuencia obtenida fue comparada con la secuencia tedrica mediante
BLAST para corroborar su integridad. Las muestras fueron almacenadas a -20°C

hasta su uso.

5.7.5 Expresion de la proteina recombinante

Una vez obtenido el vector recombinante, éste fue utilizado para transformar a
las bacterias E. coli BL21 Star (incluidas en el kit), cepa especificamente disefiada
para la expresion de genes regulados por el promotor T7, el cual estd presente en la
secuencia del pET100. Se tomo6 1 ug del plasmido recombinante y se coloco en uno
de los viales que contienen la cepa competente BL21 Star. La reaccion se agitdé muy
ligeramente y se coloco en hielo durante 30 min, posteriormente se incubaron las
bacterias a 42°C sin agitacion durante 30 seg y se colocaron nuevamente en hielo. Se
afladieron 250 ul del medio S.O.C. y se incubaron durante 1 h a 37°C con agitacion
suave. Posteriormente las bacterias fueron inoculadas en 10 ml de medio liquido LB
con ampicilina (100 pg/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37°C. Una vez que
transcurrieron 12 h, los cultivos fueron expandidos en dos viales con 5 ml de medio
LB/Amp y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.8 para anadir
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) 0.5 mM durante 2 h e inducir la
produccion de la proteina recombinante. Como control de no induccién se tomaron
500 pl de bacterias sin IPTG. Una vez transcurrido el tiempo de induccién, se
centrifugaron las bacterias a 14 000 x g durante 1 min, se separé el sobrenadante del

paquete celular y se almacenaron ambas fracciones a -20°C hasta su uso. Los
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paquetes celulares fueron re-suspendidos en 50 ul del amortiguador de lisis (incluido
en el kit) y la mezcla se centrifugd a 15 000 x g durante 15 min para separar las
fracciones solubles e insolubles. Ambas fracciones fueron procesadas para un
corrimiento electroforético en SDS-PAGE al 15%, donde se evalué la presencia de la
proteina en cuerpos de inclusién o en la fraccidon soluble. La secuencia que contiene
la etiqueta de 6 histidinas que se afiade a la proteina recombinante en el extremo

amino generalmente aumenta el peso molecular de la proteina en al menos 3 kDa.

5.7.6 Purificacion de la proteina recombinante

Para la recuperacion de la proteina recombinante se utiliz6 el kit ProBond™
Purification System (INVITROGEN, USA). El kit consta de una resina con
agarosa/niquel, por la cual se hicieron pasar los sobrenadantes obtenidos de la
expresion de la proteina recombinante. Se emplearon 2 ml de la resina diluidos en 6
ml de solucién amortiguadora que fueron colocados en las columnas de purificacion
de 10 ml, posteriormente 8 ml de los extractos bacterianos fueron incubados por
media hora en la columna, se lavaron con las soluciones de lavado y se eluyeron con

5 ml de solucién amortiguadora de elusion, ambas incluidas en el kit.

5.8 Obtencion de anticuerpos policlonales contra la proteina recombinante

Una vez obtenida nuestra proteina recombinante purificada, se inmuniz6 un
conejo de la cepa Nueva Zelanda, utilizando como adyuvante TiterMax Classic
(SIGMA-ALDRICH, USA). Como control, se obtuvo el suero pre-inmune mediante
la puncién de la vena media de la oreja. La sangre se centrifug6 a 2000 x g durante 10
min para obtener el suero, el cual se almacend a -20°C hasta su uso. La proteina se
diluy6 en una relacidn de volumen 1:1 con el TiterMax. La primera inmunizacion se
realizd mediante la inoculacion subcutanea de 100 pg de la proteina recombinante,
con una semana de intervalo, se realizaron dos inmunizaciones adicionales que
constaron de inmunizaciones por via intramuscular con la misma cantidad de

proteina en cada caso. Una vez terminado el esquema de inmunizacidn, se recupero el
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suero, el cual fue precipitado con una solucién saturada de sulfato de amonio en frio y
dializados en PBS estéril. Se realiz6 la titulacién del anticuerpo mediante ensayos de

WB utilizando la proteina recombinante purificada.

5.9 Ensayos de Western-blot para la identificacion de la proteina recombinante

Aproximadamente 40 ug de extractos totales de lisado de bacterias inducidas
con IPTG se corrieron en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). El corrimiento electroforético se realiz6 en un paso
inicial de 50 V por 15 min y 100 V durante 3 h, posteriormente las proteinas fueron
transferidas a una membrana de PVDF durante 90 min a 400 mA, la membrana fue
lavada cinco veces con PBS-Tween 20 al 0.1% (PBS-T) durante 5 min,
posteriormente la membrana fue bloqueada con leche descremada al 10% durante
toda la noche a 4°C, se realizaron 5 lavados con PBS-T durante 5 min.
Posteriormente se incubd la membrana con el anticuerpo primario anti-NgAtg8
diluido 1:100 o con un anticuerpo monoclonal anti-6xhis (ROCHE, SUIZA) diluido
1:2000 en PBS-T durante toda la noche a 4°C, se realizaron 5 lavados con PBS-T
durante 5 min, posteriormente se coloco el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
acoplado a peroxidasa (ZYMED, USA) durante 2 h a temperatura ambiente y se lavo
la membrana cinco veces con PBS-T durante 5 min. La membrana fue revelada con el
kit de luminol (SANTA CRUZ TECHNOLOGIES, USA) por quimioluminiscencia

usando placas radiograficas.

5.10 Induccion del enquistamiento

Se prepararon placas con agar no nutritivo (BECTON DICKINSON, USA) al
1.5% y esterilizado por calor himedo. Cultivos de Enterobacter aerogenes fueron re-
suspendidos en PBS estéril e inactivados en bafio maria por 1 h a 60°C,
posteriormente 0.5 ml de la suspension bacteriana fueron dispersados
homogéneamente en las placas de agar en condiciones de esterilidad y colocadas a
4°C durante toda la noche. Posteriormente, cinco millones de trofozoitos de

N. gruberi en fase log fueron re-suspendidos en 5 ml de PBS estéril y colocados en
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las placas con agar no nutritivo y bacterias. La induccién de enquistamiento se realizd
incubando a los trofozoitos a 25°C durante 5, 10 y 15 dias. Como control, se
utilizaron trofozoitos en el tiempo cero de induccidn. Para corroborar la presencia de
quistes, se realiz6 la tincién con blanco de calcofluor (MERCK, USA). Las células
control e inducidas fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 30 min y
lavados 3 veces con PBS centrifugando a 500 x g por 5 min. Posteriormente, las
muestras fueron tefiidas con 1% de blanco de calcofluor durante 1 h a temperatura
ambiente y lavadas dos veces con PBS. Las muestras fueron observadas mediante
microscopia confocal en un microscopio ZEISS LSM 700 (CARL ZEISS VISION,
ALEMANIA).

5.11 Localizacion celular de Atg8 por microscopia confocal

Los trofozoitos tratados y no tratados con rapamicina, asi como también los
inducidos a enquistamiento fueron fijados con paraformaldehido al 4% en PBS
durante 30 min, permeabilizados con 0.2% de triton-X100 por 20 min y bloqueados
con albumina al 1% por 1 h a 37°C. Posteriormente las muestras fueron incubadas
con el anticuerpo anti-NgAtg8 diluido 1:50 en PBS-T durante 3 h a temperatura
ambiente, posteriormente fueron incubados con un anticuerpo secundario anti-IgG de
conejo acoplado a FITC durante 1 h a temperatura ambiente. Las muestras fueron
analizadas mediante microscopia confocal para identificar la localizacion celular de

Atg8 en los trofozoitos inducidos a autofagia e inducidos a enquistamiento.

5.12 Localizacion celular de Atg8 por MET

Para corroborar la marca observada por microscopia confocal, se realizaron
ensayos de localizacion de NgAtg8 en trofozoitos inducidos a enquistamiento,
mediante el marcaje con el anticuerpo anti-NgAtg8 utilizando MET. Veinte millones
de trofozoitos control e inducidos a enquistamiento durante 5 y 10 dias fueron fijados
con paraformaldehido 4%/glutaraldehido 0.5% en amortiguador de cacodilato de

sodio al 0.1 M (pH 7.4) durante 3 h, se realizaron tres lavados con PBS estéril (pH
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7.2). Posteriormente, se realizé un lavado con etanol al 25%. Las muestras fueron
deshidratadas en alcohol al 50, 70, 90 y 2 veces en alcohol absoluto al 100% durante
15 min, se anadi6 la resina LR-white de pre-inclusién 2:1 en etanol absoluto durante
30 min, se centrifugaron a 500 x g durante 5 min, se adicion6 una mezcla 1:1 de
resina en etanol y se dejaron en agitacién suave durante 24 h, se centrifugaron a 500 x
g durante 5 min, se afiadi6é una mezcla 2:1 de resina en etanol y se colocd en agitacion
por 90 min, se centrifugaron a 500 x g durante 5 min. Se realizaron tres cambios de
resina pura durante 1 h cada uno, colocando en el paso final las muestra en capsulas
de gelatina con resina nueva, se centrifugaron a 500 x g durante 30 min, La resina fue
polimerizada con luz UV a 4°C por 3 dias. Se realizaron cortes semifinos de 0.5 um
de espesor y se tifieron con azul de toluidina para ser analizados por microscopia de
luz, posteriormente se realizaron los cortes finos de 70 nm de espesor y se colocaron
en rejillas de niquel.

Las muestras fueron bloqueadas con SFB al 10% en PBS durante 1 h a
temperatura ambiente, se realizaron 10 lavados con PBS, se coloc6 el anticuerpo
primario de conejo anti-NgAtg8 diluido 1:15 en SFB al 5% durante 24 h a 4°C, se
realizaron 10 lavados con PBS, se coloc6 el anticuerpo secundario chivo anti-IgG de
conejo acoplado a particulas de oro de 20 nm diluido 1:40 en SFB al 5%, se incub6 a
temperatura ambiente por 1 h, se realizaron 10 lavados con PBS. Finalmente, las
muestras se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser

observadas en un microscopio electrénico JEM-1011 (JEOL, JAPAN).
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6 RESULTADOS

6.1 Ensayos de viabilidad y curva de crecimiento en presencia de rapamicina

La induccién del mecanismo de autofagia en los trofozoitos de N. gruberi se
llevd a cabo utilizando un inductor especifico, rapamicina. Mediante ensayos con el
colorante vital azul de tripano se observé que la rapamicina (5 uM) no afectd la
viabilidad de los cultivos de N. gruberi en ninguno de los tiempo probados (Fig. 11),
al igual que los controles incubados uUnicamente con el vehiculo de la rapamicina
(DMSO), asi como tampoco en los cultivos crecidos en medio de bactocasitona sin
SFB y en medio de bactocasitona suplementado con SFB. Este resultado nos muestra

que la rapamicina a la concentracidn utilizada, no afecta la viabilidad de las amibas.

Control con sfb
Control sin sfb
DMSO
Rapamicina 5 uM

% de viabilidad

1 3 9 12 18 24 48

Tiempo (h)

Figura 11.- Ensayos de viabilidad en presencia de rapamicina. Utilizando la técnica
de exclusion de azul tripano se determind el porcentaje de viabilidad de los
trofozoitos de N. gruberi control y de los tratados con rapamicina (5 uM) o DMSO
durante 1, 3,9, 12, 18, 24 y 48 h. No se observo ningtin cambio en la viabilidad en

ninguna de las condiciones utilizadas.
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Después de corroborar que la viabilidad de los cultivos no fue afectada por la
rapamicina, se evaludé si la proliferacién de los trofozoitos se mantenia intacta,
mediante el conteo de células a lo largo de los tiempos de interaccion. Los resultados
mostraron que el crecimiento de los trofozoitos de N. gruberi tratados con rapamicina

no mostré cambios significativos en comparacién con los cultivos control (Fig. 12).
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Figura 12.- Curva de crecimiento en presencia de rapamicina. Se cont6 el nimero
total de trofozoitos de N. gruberi control no tratados y de los cultivos tratados con
rapamicina durante 0, 12, 24 y 48 h. No se observaron diferencias significativas en el

crecimiento de los cultivos.
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6.2 Cambios ultraestructurales inducidos por la rapamicina

Para evaluar los cambios ultraestructurales inducidos por la rapamicina sobre
los trofozoitos de N. gruberi, realizamos ensayos de MET. Los controles no tratados
presentaron la morfologia tipica de N. gruberi, mostrando una forma ameboidea, un
gran contenido de mitocondrias y de vacuolas en todo el citoplasma, asi como un
ntcleo con un nucléolo muy prominente (Fig. 13A). Por otro lado, en los trofozoitos
tratados con rapamicina durante 9 h, se observd la formacién de vacuolas tipo
autofagicas, las cuales contenian material citoplasmatico, incluyendo organelos
completos como lo son las mitocondrias (Fig. 13B). Posteriormente, a las 12 h de
interaccién con rapamicina se pudieron apreciar vacuolas con restos citoplasmicos,

sugerentes de ser vacuolas autofagicas (Fig. 13C).

Figura 13.- Cambios ultraestructurales inducidos por la rapamicina. Los trofozoitos
control (A) de N. gruberi mostraron una morfologia ameboidea tipica con un gran
contenido de vacuolas (v), mitocondrias (flechas) y un nicleo con un nucléolo muy
prominente (n). Por otro lado, los trofozoitos tratados con rapamicina durante 9 (B) y
12 h (C) mostraron un gran ndimero de vacuolas autofigicas (va) con evidente

contenido citoplasmico (asteriscos) en su interior.
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6.3 Marcaje con LysoTracker de trofozoitos tratados con rapamicina

Uno de los cambios mas representativos que se pueden evaluar durante la
autofagia es el incremento en el nimero de vacuolas acidas en el citoplasma de las
células [84]. Este evento fue evaluado en los trofozoitos de N. gruberi tratados con
rapamicina mediante el marcaje con LysoTracker, un fluor6foro que se acumula
dentro de estructuras acidas como son los lisosomas. Los resultados obtenidos por
microscopia confocal mostraron que los trofozoitos tratados con rapamicina durante
1, 3,9 y 12 h no mostraron un incremento evidente en la marca de LysoTracker en
comparacion con el control (0 h) (Fig. 14A). Sin embargo, la marca de LysoTracker
incrementd ligeramente a las 18 h post-induccién (Fig. 14A), la cual posteriormente
aumentd significativamente a las 24 h de interaccion con rapamicina.
Interesantemente, la marca disminuyd de manera considerable a las 48 h post-
inducciéon (Fig. 14A). La marca de LysoTracker fue cuantificada mediante la
determinacion de la intensidad del nimero de pixeles, mostrando un incremento

estadisticamente significativo a las 18, 24 y 48 h post-rapamicina (Fig. 14B).
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Figura 14.- Acidificacién vacuolar de los trofozoitos tratados con rapamicina. (A)
Mediante ensayos de microscopia confocal se observé el marcaje de las vacuolas
acidas con LysoTracker (rojo) y de los niicleos con DAPI (azul) de las amibas
tratadas con rapamicina a diferentes tiempos. (B) La marca fue cuantificada y
graficada para calcular las diferencias estadisticas a lo largo del tratamiento. Los
resultados mostraron que la marca de LysoTracker fue estadisticamente significativa
alas 18, 24 y 48 h post-rapamicina, comparadas con el control (0 h). Barras = 20 pm.

w45 < 0.001.
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6.4 Seleccion, descripcion y andlisis in silico de la proteina Atg8 en N. gruberi

Para corroborar el evento de autofagia en N. gruberi, se realiz6 la busqueda in
silico de candidatos a homoélogos de la proteina Atg8 en el genoma de este
protozoario usando la base de datos del NCBI y la secuencia Atg8 de S. cerevisiae
(ScAtg8; ¢i|6319393) como molde. En este estudio se encontr6 una secuencia con
dominios similares a los que contienen las proteinas Atg8, por lo que fue
seleccionada como el principal candidato a homdlogo de Atg8 de N. gruberi. La
secuencia Atg8 de N. gruberi, denominada NgAtg8 (gi[284092542), tiene una
identidad de 66% con ScAtg8 y estd conformada por 118 aminoacidos, a diferencia
de los 117 de ScAtg8. Posteriormente, la secuencia de la proteina NgAtg8 fue
alineada con las proteinas Atg8 de otros organismos para realizar un analisis
comparativo mds detallado (Fig. 15A); en este alineamiento se pueden distinguir
varios aminoacidos altamente conservados, en los cuales se destaca un residuo de
glicina en la posicion 116, que es el sitio en donde la proteina es ligada a una PE (Fig.
15A). Ademas, se encontré el dominio de unidn a Atg7 y el sitio de union a tubulina,
dominios caracteristicos de esta proteina tipo ubiquitina encontrados también en
ScAtg8 (Fig. 15B). Adicionalmente, se muestran los porcentajes de homologia entre

NgAtg8 y las demas Atg8 (Fig. 15C).
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Acatg8
Ddatg8
Scatg8
Ngatg8
Dmatg8
Hsatg8
Tvatg8
Ehatg8

Acatg8
Ddatg8
Scatg8
Ngatg8
Dmatg8
Hsatg8
Tvatg8
Ehatg8

Acatg8
Ddatg8
Scatg8
Ngatg8
Dmatg8
Hsatg8
Tvatg8
Ehatg8

>gi|284092542|gb|EFC46184.1| atg8 [Naegleria gruberi)

>gi|6319393|ref|[NP_009475.1| atg8 [Saccharomyces cerevisiae)

162 bits (410), Expect = 9e-57, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 77/116 (66%), Positives = 92/116 (79%), Gaps = 0/116 (0%)
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Organism Atg8 Identity
length
118

Naegleria gruberi
Acanthamoeba castellanii 117 70/110(74%)
117 77/116(66%)

Dictyostelium discoideum 122 67/110 (61%)

Homo sapiens 117 64/116(55%)
Drosophila melanogaster 121 61/116(53%)
Trichomonas vaginalis 113 37/104 (36%)

Entamoeba histolytica 129 33/115(29%)

Figura 15.- Andlisis in silico de NgAtg8. (A) Alineamiento multiple de NgAtg8
contra otras Atg8 de distintos organismos. Se identificaron los aminoacidos
fuertemente conservados (asterisco), altamente conservados (dos puntos) y los menos
conservados (punto). También se remarca la glicina de lipidacién (cabeza de flecha).
(B) La secuencia homoéloga a Atg8 de N. gruberi fue alineada con ScAtg8, en donde
se identificaron dominios especificos de un proteina Atg8 tipo ubiquitina como son el
sitio de unidn a tubulina y el sitio de unioén a Atg7. (C) Porcentajes de identidad

obtenidos del alineamiento multiple.
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6.5 Expresion relativa del mensajero de ngatg8

Una vez identificada la secuencia de NgAtg8, se procedid a evaluar la
expresion de su mensajero durante la induccién con rapamicina mediante ensayos de
gRT-PCR. Los resultados mostraron un incremento no significativo en la expresion
del mensajero a los tiempos de 0.5 y 1 h post-incubacién con rapamicina, el cual
continud incrementando hasta volverse estadisticamente significativo a las 3 y 9 h
(Fig. 16). El pico maximo de expresion de ngatg8 se observo a las 9 h; a partir de este
tiempo se observd un decaimiento en la expresién a las 12 h, la cual seguia siendo
significativa, pero la expresion decayd hasta niveles basales a las 18 h post-
incubacién con rapamicina (Fig. 16). El analisis estadistico fue obtenido mediante la
comparaciéon de las amibas tratadas a los distintos tiempos de incubacién con
rapamicina contra los controles no tratados (0 h).
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Figura 16.- Expresion relativa del mensajero de ngatg8 durante la incubacion con
rapamicina. Mediante ensayos de qRT-PCR se observo la sobreexpresion del gen de
ngatg8 en los trofozoitos de N. gruberi inducidos a autofagia con rapamicina. Los
tiempos de 3, 9 y 12 h post-incubacién con rapamicina fueron los tnicos
estadisticamente significativos en la sobreexpresion de ngarg8. Siendo a las 9 h

donde se observo el pico maximo de expresién. *p < 0.05.
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6.6 Obtencion de la proteina recombinante NgAtg8 y produccion de anticuerpos

contra ésta

Para obtener la proteina recombinante, el gen ngatg8 fue amplificado mediante
PCR vy clonado en el vector pET100/D-TOPO. Para identificar los plasmidos que
contenian la secuencia de interés se realizaron ensayos de PCR punto final utilizando
como molde el DNA plasmidico de las bacterias transformadas (Fig. 17A). Las
clonas 4, 5 y 6 fueron los candidatos que amplificaron el producto del tamafio
esperado durante las PCR (Fig. 17B). Para corroborar la insercion de Ngatg8 en esos
plasmidos se realizaron ensayos de restriccion con la enzima Hincll, donde se
observo que la clona 4 gener6 los fragmentos de DNA en el tamafio esperado durante
la restriccion (Fig. 17C). Ademas, la secuencia obtenida del inserto de la clona 4 (Fig.

17D) fue 100% idéntica a la reportada en la base de datos del genoma de N. gruberi.

Candidatas 1-6

500>
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Figura 17.- Clonacioén del gen ngatg8. (A) Clonas resistentes a ampicilina, debido a
que contenian el vector pET100/D-TOPO ligado al gen ngatg8. (B) Las clonas 4,5y
6 fueron los candidatos que amplificaron el producto de PCR en el tamafio esperado

(circulo rojo). (C) El DNA plasmidico de las clonas 4, 5 y 6 se digiri6 con la enzima

Hincll y los productos se analizaron en un gel de agarosa, donde observamos en la

clona 4 la liberacion de un fragmento de 950 pares de bases, el cual indica la correcta

ligacion y orientacidn del inserto (circulo rojo). (D) Electroferograma de la

secuenciacion del inserto en la clona 4, usando el iniciador sentido de la region

promotora T7. Se indican algunos aminoacidos al inicio de la secuencia que codifica

para la proteina NgAtg8 (MKYKEDPE), la glicina 116 (G) y el codén de paro de la

proteina (Stop).
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Posteriormente, se realizaron los ensayos de expresion de la proteina
recombinante. Mediante SDS-PAGE se detect6 la sobreexpresion de una proteina de
18 kDa en los extractos de bacterias transformadas con la construcciéon que contenia
al gen ngatg8 y que fueron inducidas con IPTG (Fig. 18A). Este peso corresponde al
esperado para la proteina NgAtg8 recombinante, la cual estd fusionada a una etiqueta
de 6 histidinas codificadas por el vector y que fue utilizada para su purificacion
mediante columnas de agarosa/niquel. Esta purificacion fue corroborada mediante
ensayos de WB utilizando anticuerpos contra la etiqueta de 6 histidinas (Fig. 18B).
Posteriormente, se inmuniz6 a un conejo con la proteina recombinante para obtener
anticuerpos policlonales anti-NgAtg8. La produccion de anticuerpos fue corroborada
mediante ensayos de WB utilizando como sustrato a la proteina recombinante

purificada (Fig. 18C).
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Figura 18.- Purificacion de la proteina recombinante NgAtg8 y produccion de
anticuerpos policlonales. (A) Las bacterias transformadas con la construccién de
interés fueron incubadas con IPTG y la induccién de la proteina recombinante se

analiz6 mediante SDS-PAGE, en donde se observo la sobreexpresion de una banda de

18 kDa a las 2 h de induccién. (B) WB dirigido contra la cola de 6 histidinas, usando
la proteina recombinante purificada como sustrato. (C) WB contra la proteina

recombinante, utilizando los anticuerpos policlonales contra la proteina recombinante

producidos en el conejo.
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6.7 Localizacion celular de NgAtg8 durante la inducciéon con rapamicina

La rapamicina ha sido descrita como un inhibidor de la cinasa TOR, lo que
conlleva a la activacion directa de la autofagia [112, 113]. Los trofozoitos de
N. gruberi inducidos con rapamicina fueron procesados para ensayos de localizacién
celular de la proteina NgAtg8 mediante microscopia confocal, utilizando los
anticuerpos policlonales producidos en conejo.

Los cultivos amibianos inducidos con rapamicina no mostraron un incremento
en la marca de NgAtg8 a las 3 h post-induccidn, en comparacion con los trofozoitos
control no inducidos (0 h) (Fig. 19). Sin embargo, los trofozoitos inducidos durante
9 h mostraron una marca positiva de NgAtg8 en su citoplasma, y en algunas zonas se
podian distinguir agregados de esta sefial (Fig. 19). Posteriormente, a las 12 h post-
induccién se observo un incremento en la marca de NgAtg8, presentindose como
estructuras vacuolares en el citoplasma de los trofozoitos (Fig. 19). Finalmente, a las
24 h post-induccién la marca de NgAtg8 ya no fue detectada; por otro lado, pero a ese
mismo tiempo se observo la marca evidente de LysoTracker (Fig. 19), lo cual podria

indicar el comienzo de la degradacion del contenido vacuolar.
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Figura 19.- Localizacién celular de NgAtg8 en trofozoitos inducidos con rapamicina.
Utilizando los anticuerpos policlonales generados contra la proteina recombinante
NgAtg8, mediante microcopia confocal se observé un incremento en la marca de

NgAtg8 (verde; FITC), mostrandose como una marca citoplasmética tipo vacuolar en

los trofozoitos inducidos con rapamicina durante 9 y 12 h. Posteriormente, a las 24 h

la marca de Atg8 desaparecid, sin embargo se observd un incremento en la aparicion

de vacuolas acidas (rojo; LysoTracker) a las 24 h. Barras =5 um.
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6.8 Localizacion celular de NgAtg8 durante el enquistamiento

Se sabe que el proceso de autofagia participa en varios eventos celulares como
la deficiencia de nutrientes, el crecimiento y desarrollo celular, asi como también
durante el cambio de fase en algunos microorganismos [131, 133]. Por tal motivo, se
procedid a realizar la inmunolocalizacion de la proteina NgAtg8 mediante
microscopia confocal en trofozoitos de N. gruberi inducidos a enquistamiento.
Primero se realiz6 la estandarizacion del proceso de enquistamiento en N. gruberi,
observandose a las 2 semanas post-induccién la formaciéon de células redondeadas
con una doble pared refringente, que sugerian la formaciéon de quistes (Fig. 20A).
Esto fue corroborado con la tinciéon de blanco de calcofluor en donde se pudo
observar la marca fluorescente en las células redondeadas (Fig. 20A). Con respecto a
los resultados de inmunomarcaje de NgAtg8, se observo que los trofozoitos control
(no inducidos) no mostraron ninguna marca positiva a esta proteina. Sin embargo, a
los 5 dias de induccion se observd una marca positiva de NgAtg8, principalmente en
los trofozoitos que comenzaban a adquirir una forma redondeada y una disminucion
de tamafio (Fig. 20B), los cuales fueron considerados como posibles formas pre-
quisticas. Por otro lado, a este mismo tiempo de induccidn, aquellas células que aun
conservaban la morfologia y tamafio caracteristico de los trofozoitos, parecian
mostrar solo una débil marca o incluso carecer de ella (Fig. 20B). La marca de
NgAtg8 fue observada también a los 10 dias de induccion (Fi. 20B), en donde solo se
pueden apreciar estructuras pre-quisticas. La marca en ambos tiempos (5 y 10 dias) se
identific6 como pequeias estructuras tipo vesiculares en el citoplasma de los pre-
quistes (Fig. 20B). Finalmente, a los 15 dias de induccion la marca ya no fue

observada en los quistes ya maduros (Fig. 20B).
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Figura 20.- Deteccion de NgAtg8 durante el enquistamiento por microscopia

confocal. (A) Induccién del enquistamiento de N. gruberi durante 15 dias. La
formacion de quistes fue corroborada tifiendo la pared quistica con blanco de

calcofluor. Barras = 5 pm (B) Inmunomarcaje de NgAtg8 durante el proceso de

enquistamiento de N. gruberi. La marca de NgAtg8 (flechas) fue observada solo en

estructuras pre-quisticas a los 5 y 10 dias de induccidn. Por otro lado, no se observé
marca aparente en los trofozoitos control no inducidos. La marca no se detectd en los

quistes completamente formados a los 15 dias. Barras = 10 um.
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Basados en los resultados obtenidos por microscopia confocal, se realizaron
ensayos de inmunomarcaje de NgAtg8 utilizando MET para corroborar la marca en
las vacuolas autofagicas de los trofozoitos de N. gruberi inducidos a enquistamiento
durante 5 y 10 dias. Los resultados mostraron una marca positiva para NgAtg8 dentro

de las vacuolas autofigicas en ambos tiempos, mientras que en los trofozoitos control

(no inducidos), no se observaron particulas de oro coloidal (Fig. 21).

Figura 21.- Localizacién de NgAtg8 durante el enquistamiento por MET. El marcaje
con oro coloidal de la proteina NgAtg8 fue evaluado mediante ensayos de MET. Se
observo una marca positiva a NgAtg8 en las vacuolas autofagicas de los trofozoitos

de N. gruberi inducidos a enquistamiento durante 5 y 10 dias. Barra=1 pm. La

marca no fue identificada en los trofozoitos control no inducidos. Barra =2 pm.
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7 DISCUSION

La autofagia fue descrita por Christian de Duve en células hepaticas de rata
[86, 87]. Posteriormente, se ha utilizado a la levadura S. cerevisiae como modelo de
estudio para la descripcion de este mecanismo [107]. Hasta la fecha este mecanismo
ha sido caracterizado en una gran variedad de organismos, participando en diferentes
procesos celulares como el crecimiento celular, el reciclaje de nutrientes, la muerte
celular programada y durante la diferenciacion celular [88, 125, 131, 133, 140]. Con
respecto a la autofagia en el género Naegleria, algunos autores han descrito, mediante
microscopia electronica de trasmision, que durante el tratamiento con amfotericina B
los cultivos de Naegleria spp. forman estructuras citoplasmaticas similares a vacuolas
autofagicas [141]. Otros autores han descrito mediante anélisis in silico del genoma
de N. gruberi la posible existencia de una maquinaria autofigica completa [102]. Sin
embargo, este mecanismo ain no ha sido estudiado detalladamente a nivel
experimental en estas amibas, por lo que en el presente proyecto decidimos estudiarlo
y caracterizarlo mediante la induccién con rapamicina, un inhibidor de Ila
serina/treonina cinasa TOR, utilizando principalmente a la proteina Atg8 como
indicador de la autofagia en los trofozoitos de N. gruberi.

La rapamicina es un macrdlido producido por Streptomyces hygroscopicus
[142-144], el cual inhibe a la cinasa TOR mediante la formacién de un complejo con
la proteina FKBP12, activando asi indirectamente la autofagia debido a que TOR es
considerado el principal inhibidor de la maquinaria de induccién de la autofagia
[114]. Por lo cual, la rapamicina es cominmente utilizada como inductor de este
mecanismo en una gran variedad de cé€lulas, sin embargo la dosis empleada puede
variar desde concentraciones nanomolares (nM) hasta micromolares (uM) segun la
célula a estudiar [109, 112, 145]. En este estudio, se utilizd una concentracion de 5
UM de rapamicina para inducir la autofagia en trofozoitos de N. gruberi. Los ensayos
de viabilidad y proliferacion mostraron que esta concentracion no afectaba la
viabilidad ni el crecimiento de los cultivos, pero si fue capaz de inducir el mecanismo

de autofagia.
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Como parte de la descripcion de este mecanismo, observamos e identificamos
los cambios a nivel ultraestructural que se generaron durante la autofagia en esta
amiba de vida libre. En organismos como S. cerevisiae se ha reportado la formacion
de vacuolas que contienen material citoplasmatico dentro de las mismas, el cual es
llevado a la degradacién por la via lisosomal [84, 88, 89]. En nuestros resultados, se
observé la formacion de vacuolas con contenido citoplasmatico, incluso organelos
completos como las mitocondrias, por lo cual sugiere fuertemente que dichas
vacuolas podrian pertenecer a vacuolas autofigicas. Estas evidencias son similares a
lo reportado en algunos protozoarios como Tritrichomonas foetus, donde se observo
que durante la autofagia inducida por deficiencia de suero, los hidrogenosomas se
encontraron dentro de vacuolas autofagicas para su posterior degradacion [146].

Debido a que la presencia de vacuolas en el citoplasma de N. gruberi puede
deberse a la activacion de otros mecanismos como la fagocitosis, se realizaron
ensayos de qRT-PCR para analizar la expresion relativa de un fragmento del
mensajero de ngarg8, una molécula tipo ubiquitina que se encarga de marcar
especificamente a los autofagosomas [105, 106], para corroborar que las vacuolas
inducidas por la rapamicina pertenecieran al tipo autofagicas. Los resultados
mostraron una sobreexpresion de ngatg8 en trofozoitos inducidos con rapamicina,
confirmandonos a nivel genético la induccidn especifica de la maquinaria autofagica.
La sobre-expresion del gen atg8 durante la autofagia ha sido demostrada en otros
microorganismos como 7. brucei, L. major 'y E. histolytica [105, 129, 132, 147].

La formaciéon de la vacuola autofagica es considerada un paso intermedio
durante el desarrollo del mecanismo de autofagia, ya que una vez formada, ésta se
fusiona con los lisosomas, los cuales proporcionan las enzimas necesarias para
degradar el contenido vacuolar [84, 85, 87, 89, 107]. Esta fusion conlleva a la
acidificacion del ahora denominado autofagolisosoma. Por lo cual, un incremento en
la acidificacion de las vacuolas citoplasméticas puede ser considerado también como
otra caracteristica distintiva de la autofagia, indicando la culminacion del evento per
se, sugiriendo la degradacion del material contenido en las vacuolas [84, 85, 102].
Debido a esto, fue de nuestro interés corroborar este evento mediante microscopia

confocal, utilizando al LysoTracker como marcador de acidificaciéon en las amibas
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inducidas con rapamicina. Los trofozoitos tratados con rapamicina mostraron un
incremento de la sefial positiva de LysoTracker en tiempos largos de induccion (18,
24 y 48 h). Estos resultados concuerdan con lo previamente mencionado, pues la
acidificacion se detectd en tiempos posteriores a los observados durante la sobre-
expresion del mensajero de ngatg8 por qRT-PCR y a la formacién de las vacuolas
autofagicas observadas por MET.

El estudio de la autofagia en N. gruberi estaba limitado solamente a la
descripcion tedrica de la maquinaria Atg; utilizando como molde las secuencias
candnicas de la levadura S. cerevisiae, se reportd la presencia de dos posibles
secuencias homologas a Atg8 en esta amiba de vida libre [102]. En este proyecto se
realizé la buisqueda y seleccidn del principal candidato a proteina homologa de Atg8
en N. gruberi. La proteina fue seleccionada tomando en cuenta su similitud e
identidad con la proteina Atg8 de S. cerevisiae. Ambas proteinas poseen una alta
homologia entre si, indicando que esta molécula se encuentra altamente conservada
entre estos dos reinos. Ademas, durante el alineamiento fueron identificados algunos
residuos como lo fue un sitio de lipidacion, en el cual se sabe que Atg8 es ligado a
una PE en una reaccion mediada por Atg7, Atg4 y Atg3 [84, 105, 137]. Otro dominio
encontrado fue el dominio de unién a Atg7, el cual cumple un papel importante en la
unién de Atg8 a su complejo de procesamiento. Se ha demostrado que en otras
amibas de vida libre como D. discoideum, la eliminacion de este dominio afecta la
correcta induccion de la autofagia durante la deficiencia de nutrientes [137]. Debido a
estos hallazgos, denominamos a esta secuencia como NgAtg8.

Para evaluar con més detalle el mecanismo de autofagia en N. gruberi, se
realizaron ensayos de inmunolocalizacion de NgAtg8, utilizando anticuerpos
policlonales producidos contra la proteina recombinante de NgAtg8, en amibas
inducidas con rapamicina. Mediante microscopia confocal se observd un incremento
en la sefial de NgAtg8 en trofozoitos inducidos a autofagia. La proteina NgAtg8 fue
localizada a lo largo del citoplasma como una sefial dispersa y en pequefias
estructuras vesiculares. Estas estructuras poseen una notable concentraciéon de
NgAtg8, lo que indica que podrian representar a las estructuras denominadas PAS, las

cuales han sido descritas como el sitio exclusivo en donde se ensamblan las vacuolas
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autofagicas y se caracterizan por la acumulacién de Atg8 durante la expansién del
fag6foro [117, 148]. Sin embargo, la bisqueda de moléculas como Atgl, Atgl3, Atg
11 u otras proteinas que forman parte del complejo inductor de autofagia, podrian ser
utilizadas para reforzar la formacién y descripcion de PAS en N. gruberi, tal y como
ha sido descrito en S. cerevisiae [117, 148].

Por otro lado, se ha reportado la participacion de la autofagia en distintos
mecanismos como la deficiencia de nutrientes en B. hominis y T. foetus, durante la
diferenciaciéon hacia esporas de la amiba de vida libre D. discoideum, asi como
también durante el enquistamiento de E. invadens y A. castellanii [126, 131, 133,
134, 146, 149]. Debido al aparente papel que cumple este mecanismo durante el
cambio de fase de estos protozoarios, se procedié a evaluar si la autofagia se
encuentra inducida durante el fendmeno de enquistamiento en N gruberi. La
induccién de quistes fue llevada a cabo mediante el cultivo de la amiba en agar no
nutritivo y en presencia de E. aerogenes inactivada por calor [24, 82]. El estudio de
los componentes de la pared quistica de N. gruberi ha sido previamente reportado por
Werth y cols. Estos autores identificaron por digestion alcalina con KOH, la
presencia de un compuesto con caracteristicas similares a la celulosa [81]. Por lo cual,
en este proyecto utilizamos la tincién con blanco de calcofluor para corroborar la
formacion de los quistes. Por otro lado, mediante microscopia confocal se observo un
incremento en la marca positiva de NgAtg8 solamente en el citoplasma de los pre-
quistes. Esta marca fue corroborada mediante microscopia electronica de trasmision,
lo cual permitié observar con mayor detalle el marcaje dentro de las vacuolas
autofagicas. Estos resultados demostraron que el mecanismo de autofagia fue
inducido durante el proceso de enquistamiento y sugieren fuertemente su

participacién durante el cambio de fase en N. gruberi.
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8 CONCLUSION

e Por primera vez se demuestra experimentalmente que la especie no patégena
N. gruberi cuenta con un homoélogo de la proteina Atg8, necesaria para llevar
a cabo el mecanismo de autofagia ante la induccién farmacoldgica con
rapamicina y para el cambio de fase de trofozoito a quiste en esta amiba de

vida libre.
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9 PERSPECTIVAS

e Inhibir el mecanismo de autofagia mediante el silenciamiento del gen ngatg8

para evaluar su papel durante el proceso de enquistamiento en N. gruberi.

e Describir experimentalmente la existencia de las moléculas que conforman la

via de induccidn de la autofagia (TOR, Atgl y Atgl3).

e Identificar a la proteina Atgl2 de N. gruberi y evaluar su expresion durante el

enquistamiento en esta amiba de vida libre.

e Evaluar el papel de la autofagia en los mecanismos de patogenicidad in vitro e
in vivo de N. fowleri mediante el bloqueo de la via con el inhibidor

3-metiladenina.
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Abstract Members of the Naegleria genus are free-living
amoebae, and the only pathogenic specie described to date
for humans is N. fowleri. However, as the complete ge-
nome of this specie has not been reported, non-
pathogenic N. gruberi is employed to describe molecular
pathways in N. fowleri. Regardless, certain mechanisms,
such as autophagy, have not yet been characterized in
N. gruberi. Autophagy is involved in different cellular pro-
cesses in some protozoa, including the recycling of unnec-
essary organelles, development, and cell differentiation. In
this work, we characterized autophagy in N. gruberi using
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the specific inducer rapamycin. The formation of autopha-
gy vacuoles in treated trophozoites was observed by ultra-
structural analysis, and real time quantitative PCR demon-
strated overexpression of the atg8 gene. In addition, we
detected an increase in the vacuolar acidification of treated
amoebae using the LysoTracker. Finally, confocal micros-
copy was utilized to identify Atg8 protein signal in the
cytoplasm of N. gruberi trophozoites induced with
rapamycin and even in trophozoites induced to encyst. In
conclusion, N. gruberi possesses an Atg8 protein homolog
that is overexpressed during the autophagic mechanism
induced by rapamycin and also during encystation of this
free-living amoeba.

Keywords Atg8 protein - Autophagy - Encystation -
Naegleria gruberi - Rapamycin

Introduction

Naegleria fowleri, a free-living amoeba, is considered the only
pathogenic specie of the Naegleria genus and is the etiological
agent of a fulminant infection of the central nervous system
called primary amoebic meningoencephalitis (PAM)
(Siddiqui and Khan 2014). Infected patients die within ap-
proximately 2 weeks after the appearance of symptoms.
Unfortunately, no specific treatment is available to date
(Kim et al. 2008). Investigation into the cellular biology of
this pathogen has attracted attention in recent years because
the number of reported cases has increased significantly
worldwide (De Jonckheere 2011; Trabelsi et al. 2012).
Despite the medical importance of pathogenic N. fowleri,
non-pathogenic N. gruberi has been employed as a model
for molecular studies, largely because its genome has recently
been described (Fritz-Laylin et al. 2011; Fritz-Laylin et al.

@ Springer


http://orcid.org/0000-0003-2248-0220
http://dx.doi.org/10.1007/s00436-016-5293-x
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00436-016-5293-x&domain=pdf

304

Parasitol Res (2017) 116:303-312

2010). Nonetheless, there are some biological mechanisms
that have not yet been characterized in this microorganism,
including autophagy. Autophagy is an important and complex
molecular pathway that is involved in the recycling of unnec-
essary molecules and complete organelles (Dunn 1994;
Huang and Klionsky 2002; Wang and Klionsky 2003). A
complex network of proteins has been described for autopha-
gy, and more than 30 different molecules participating in this
process have been identified in Saccharomyces cerevisiae;
these molecules are termed autophagy (Atg)-related proteins
(Huang and Klionsky 2002; Klionsky et al. 2010;
Nakatogawa et al. 2009). One of the most representative steps
of classical autophagy is the formation and labeling of specific
vacuoles. There are two main labeling proteins: Atgl2 and
Atg8 (Geng and Klionsky 2008). Atg8 is a ubiquitin-like
protein, processing at its C-terminal glycine residue by the
cysteine protease Atg4 links a phosphatidylethanolamine
(PE) in a reaction mediated by Atg7 and Atg3 (Ichimura
et al. 2000). Atg8 is directly involved in controlling the size
of autophagosomes (Xie et al. 2008a). These ubiquitin-like
protein and other molecules involved in autophagy have been
theoretically identified in some protozoa, including the free-
living amoeba N. gruberi (Brennand et al. 2011).

Moreover, participating in the recycling of cytoplasmic
components, autophagy is involved in the response to
glucose restriction in Trichomonas vaginalis, during devel-
opment in Dictyostelium discoideum, during the endosomal
acidification of Entamoeba histolytica, in the starvation re-
sponse and cell death of Blastocystis hominis, and during
encystation in Entamoeba invadens and Acanthamoeba
castellanii (Huang et al. 2014; Moon et al. 2009; Picazarri
et al. 2008; Picazarri et al. 2015; Tekinay et al. 2006; Yin
et al. 2010). Based on these findings, we sought to investi-
gate the autophagy mechanism in N. gruberi and its partic-
ipation during encystation. To accomplish this aim, we ini-
tiated a characterization of autophagy in N. gruberi using
rapamycin, a specific inducer of this process (Foster and
Toschi 2009). By TEM, we observed ultrastructural chang-
es in rapamycin-treated trophozoites such as the presence of
autophagic vacuoles at 9 and 12 h post-induction.
Moreover, the LysoTracker labeling revealed an important
increase in cytoplasmic vacuole acidification at 24 h. We
also applied qRT-PCR to analyze the relative mRNA
expression of an azg8 homolog in N. gruberi and found
overexpression of this molecule at 3, 9, and 12 h post-in-
duction. Finally, specific polyclonal antibodies against the
NgAtg8 recombinant protein were employed to evaluate the
immunolocalization of native Atg8 in trophozoites induced
toward autophagy and during the encystation of N. gruberi.
In conclusion, our results showed the existence of the
autophagy mechanism in N. gruberi and this process may
be involved in cell differentiation from trophozoite to cyst in
this amoeba.
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Materials and methods

Amoebic culture, rapamycin interaction, and viability
assays

Axenic cultures of N. gruberi were grown in 2 % bactocasitone
medium (Becton Dickinson, USA) supplemented with 10 %
fetal bovine serum (FBS) at 25 °C. Trophozoites were harvest-
ed at the logarithmic growth phase. The induction of autophagy
was achieved pharmacologically using the TOR/kinase-
inhibitor rapamycin (Invitrogen, Life Technologies, USA). To
analyze the effect of rapamycin in N. gruberi viability, 3 x 10°
trophozoites were incubated in bactocasitone medium supple-
mented with fetal bovine serum, in serum-free medium, in
serum-free medium containing 5 uM rapamycin, or in serum-
free medium with 2.5 pl/ml DMSO (vehicle control) for 1, 3, 9,
12, 18, 24, and 48 h. The cells were then washed with PBS and
harvested to evaluate percent viability using the trypan blue
exclusion dye and microscope (Nikon eclipse 190, Nikon
Instruments, Japan) visualization. Three independent
experiments were performed for each condition.

Transmission electron microscopy (TEM)

To evaluate the ultrastructural changes induced by rapamycin,
the treated amoebae were processed for TEM. Briefly, 2 x 107
trophozoites were incubated with rapamycin for 9 and 12 h and
fixed with 2.5 % glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer.
The samples were post-fixed with 1 % osmium tetroxide,
dehydrated with ethanol and propylene oxide, and embedded
in epoxy resin. Semi-thin sections were stained with toluidine
blue. The thin sections (60-90 nm) were then contrasted with
uranyl acetate and lead citrate and observed under a Zeiss EM-
910 transmission electron microscope (Carl Zeiss, Germany).

LysoTracker labeling

Control trophozoites and those induced with 5 uM of
rapamycin were incubated with the LysoTracker Red DND-
99 (Invitrogen, Life Technologies, USA) at 50 nM in PBS for
30 min at 25 °C. The cells were fixed with 2 % paraformal-
dehyde for 30 min, and nuclei were stained with 0.2 pg/ml
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Molecular Probes,
USA) for 20 min. The cells were then analyzed using a
confocal microscope LSM 700 (Carl Zeiss, Germany). The
intensity of the fluorescent LysoTracker signal was deter-
mined using Imagel software (https://imagej.nih.gov/ij/).
The total number of pixels of 150 cells from different fields
of three independent experiments was evaluated to analyze the
fluorescence intensity. The statistical significance was
determined by comparing the treated samples against the
untreated control (time 0 h) using two-way ANOVA with the
GraphPad Prism 6 software.
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In silico analyses of the NgAtg8 protein

The amino acid sequence of the Atg8 protein from S. cerevisiae
(ScAtg8, gi/6319393) was employed as query for a BLASTP
search in the N. gruberi genome database. The homolog se-
quence of Atg8 from N. gruberi NgAtg8, gi|284092542) was
then analyzed by a multiple alignment using ClustalW Protein
Tool from the Biology Workbench database (http://workbench.
sdsc.edu). In this analysis, we included the Atg8 protein
sequences from S. cerevisiae, N. gruberi, A. castellanii
(AcAtg8, gi|197321090), Dictyostelium discoideum (DdAtg8,
gi|28395469), Drosophila melanogaster (DmAtg8,
gi|24641085), Homo sapiens (HsAtg8, gi|6005768), T.
vaginalis (TvAtgS8, gi|123475330), and E. histolytica (EhAtg8
, £1[67466014).

Relative expression of the ngatg8 gene by qRT-PCR

Changes in the expression level of the N. gruberi atg8 gene (ref.
XM_002678882.1) were analyzed by qRT-PCR using the small
subunit ribosomal 18s gene (ref. XM 002682911) as an inter-
nal control. Specific primers were designed using the Primer
Express 2.0 software (Applied Biosystems, USA) and
synthetized commercially (Invitrogen, Life Technologies,
USA). The primers employed for subunit ribosomal 18s were
F: 5'-GTTATCTGCCAAGGATATGCACAA-3', R: 3'-AGCG
TAGAAAGGACTCTCGGG-5'; those for the atg8 gene were
F: 5'-GCCGATCTTACAGTGGCACA-3', R: 3'-CATC
ATCGTCCTTTTGTTCTTCAT-S'. Total RNA from control
(untreated amoebae) and trophozoites induced with rapamycin
for 0.5, 1, 3, 9, 12, and 18 h was obtained using the TRIzol
reagent (Ambion, USA). DNA contamination was eliminated
with RNase-free DNAse I (Invitrogen, Life Technologies,
USA). cDNA was synthetized with the SuperScript First-
strand kit (Invitrogen, Life Technologies, USA). qRT-PCR
was performed using an ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, USA) with SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA). Melting
curve protocols were used to ensure the specificity of the am-
plification products. The arithmetic formula 22" was applied
to validate the relative expression of small subunit ribosomal
18s as an endogenous control (Livak and Schmittgen 2001).
The relative quantification of azg8 was calculated using the
formula 2 22¢T (Livak and Schmittgen 2001). The statistical
significance between untreated and treated trophozoites was
calculated by comparison of the means using Tukey’s test with
the Sigma Stat statistical software version 2.0.

Production of recombinant NgAtg8 and polyclonal
antibodies against NgAtg8

We designed primers to amplify the complete coding sequence
according to the mRNA sequence of ngatg8 (gi|290992611).

The primers used were Forward change by F: 5'-CACC
ATGAAATATAAGGAAGACCCA-3'" and Reverse change
by R: 5'-CGAATCGTGTGTGATGGTGG-3'. Total RNA pu-
rification and cDNA synthesis were performed as was previ-
ously mentioned. Amplification was performed using the
Platinum PCR Supermix High Fidelity (Invitrogen, Life
Technologies, USA), and the PCR product was inserted into
the Champion pET100 D-TOPO vector (Invitrogen, Life
Technologies, USA). The construct was sequenced using the
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, USA) to evaluate the integrity.

Overexpression of the recombinant protein was performed
in Escherichia coli strain BL21 Star (DE3) by incubating with
0.5 mM IPTG for 2 h. Induction of the recombinant protein
was visualized by 15 % SDS-PAGE and western blotting
using a commercial monoclonal antibody against the
polyhistidine tag (Roche Diagnostics, USA). To produce a
specific polyclonal antibody against the NgAtg8 protein,
100 pg of recombinant protein was employed to immunize a
New Zealand rabbit by subcutaneous inoculation using the
TiterMax Classic (Sigma-Aldrich, USA) as an adjuvant.
Two subsequent weekly intramuscular immunizations with
100 pg of NgAtg8 were performed to induce the switch to
IgG antibodies. The production of antibodies was evaluated
by WB assays using pre-immune and immune sera against the
recombinant protein.

Immunolocalization of Atg8

Trophozoites induced toward autophagy by rapamycin treat-
ment for 9 and 12 h were fixed in 2 % paraformaldehyde in
PBS for 30 min at room temperature. The samples were washed
with PBS and permeabilized with 0.2 % Triton X-100 for
15 min. Non-specific sites were blocked with 1 % bovine serum
albumin for 1 h at 37 °C. The samples were then incubated with
the anti-NgAtg8 antibody diluted 1:20 in PBS for 2 h at 37 °C
and subsequently with an FITC-conjugated anti-rabbit IgG
secondary antibody (Invitrogen, Life Technologies, USA)
1:100 in PBS for 1 h at room temperature. The cells were
washed and mounted in Vectashield medium (Vector
Laboratories, USA). The samples were examined by confocal
microscopy (LSM 700; Carl Zeiss, Germany).

Induction of encystation

N. gruberi encystation was induced as previously described
for pathogenic N. fowleri trophozoites (Chavez-Munguia et al.
2011). Trophozoites of N. gruberi were maintained for 5, 10,
and 15 days at 25 °C on non-nutritive agar plates in the
presence of heat-inactivated Enterobacter aerogenes, and the
cysts were collected using a cell scrapper (Costar, USA). The
production of cysts was evaluated morphologically and by
staining with 1 % calcofluor white (Merck, USA) for 1 h.
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The fluorescent cysts were observed using a confocal micro-
scope LSM 700 (Carl Zeiss, Germany). Control and
encystation-induced amoebae were processed for Atg8
immunolabeling as mentioned above.

Results

N. gruberi viability and morphology are not affected
by rapamycin

To analyze whether the specific autophagy inducer rapamycin
(TOR-kinase inhibitor) has deleterious effects on N. gruberi
trophozoites, we incubated trophozoites with rapamycin at
5 uM for different time periods and then evaluated their via-
bility using trypan blue exclusion dye. The results showed
percent viability up to 95 % for all samples (Fig. Sla).
Additionally, it was observed that the morphology of the
rapamycin-treated trophozoites was similar to that of cells
incubated in complete bactocasitone medium, serum-free, or
DMSO (vehicle control) after 48 h (Fig. S1b).

Rapamycin induces autophagic vacuoles in N. gruberi
trophozoites

TEM was performed to analyze the ultrastructural changes
induced by rapamycin in N. gruberi trophozoites. Untreated
trophozoites showed a typical amoebic morphology, with sev-
eral dumbbell-shaped mitochondria and abundant vacuoles
present in the cytoplasm. A prominent nucleus with an evident
nucleolus was also observed (Fig. 1a). In contrast, trophozo-
ites at 9 h post-induction showed the formation of autophagic
vacuoles apparently containing cytoplasmic material; in some
vacuoles, only organelles, such as mitochondria, were ob-
served (Fig. 1b). Autophagic vacuoles enclosing remnants of
cytoplasmic material were also observed at 12 h (Fig. 1c¢).

Rapamycin induces intracellular acidic vacuoles
in N. gruberi

We used the LysoTracker Red to evaluate acidification of the
vacuoles induced by rapamycin in N. gruberi trophozoites,
and the results revealed no positive signal in treated amoebae
at 1, 3,9, 12, and 18 h after addition of the drug. However, an
important increase in the LysoTracker signal was observed at
24 h post-treatment compared with untreated control tropho-
zoites; nevertheless, the fluorescence decreased at 48 h post-
induction (Fig. S2a). Controls at each time did not show a
positive signal of the fluorescent label (data not shown). The
intensity of fluorescence of each time point after the addition
of rapamycin showed a statistically significant increase
compared with the control only at 24 and 48 h (Fig. S2b)
(**p<0.003).
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N. gruberi possesses a putative Atg8 protein

To examine whether N. gruberi possesses an Atg8 homolog,
we performed an in silico analysis using the NCBI database
with the Atg8 sequence from S. cerevisiae (ScAtg8). We
detected a polypeptide of 118 amino acids (gi|284092542)
showing 66 % identity to ScAtg8 (Fig. 2b). Additionally, this
N. gruberi polypeptide exhibits from 29 to 74 % identity with
Atg8 proteins from other organisms, though is more divergent
from 7. vaginalis and E. histolytica (Fig. 2¢). Moreover, the
N. gruberi polypeptide possesses Atg8-specific motifs, such
as an Atg7-binding site and a tubulin-binding site (Fig. 2b). It
also contains a conserved glycine residue at position 116
(Fig. 2a), which in Atg8 proteins is conjugated to PE for
attachment to the autophagosomal membrane. These results
indicate that the gi|284092542 polypeptide corresponds to an
Atg8 homolog protein in N. gruberi (NgAtgS).

Expression of the ngatg8 gene in trophozoites incubated
with rapamycin

The relative expression of the atg8 gene in N. gruberi tropho-
zoites incubated with rapamycin was evaluated by qRT-PCR.
Based on the Atg8 protein sequence, we obtained the mRNA
from the NCBI nucleotide database, and specific primers were
designed to amplify a 151 bp fragment of the gene. In
rapamycin-treated trophozoites, azg8 showed a non-significant
increase in expression at 0.5 and 1 h of induction. However, a
significant increase of 2.4-fold was observed at 3 h, and the
highest expression of 3.5-fold occurred at 9 h. After this time,
atg8 decreased to 2.3-fold at 12 h, showing a progressive
decline until returning to the basal level at 18 h (Fig. 3).

Expression and localization of the Atg8 protein
in V. gruberi trophozoites induced with rapamycin

To confirm participation of the NgAtg8 protein in autophagy,
we analyzed the localization of this protein in rapamycin-
induced trophozoites. First, to obtain specific antibodies
against NgAtg8, its full-length encoding gene was amplified,
inserted into a prokaryotic expression vector, and expressed in
E. coli. Protein extracts of IPTG-induced bacteria displayed
expression of an 18 kDa protein, which corresponds to the
expected molecular weight of the NgAtg8-his6x recombinant
protein (Fig. 4a). This result was corroborated by western
blotting using a monoclonal antibody against his6x
(Fig. 4b). The recombinant protein was then purified and used
for immunization, as described above. According to western
blot assays, the antibodies obtained recognize the 18 kDa band
in the extracts of IPTG-induced bacteria (Fig. 4c), whereas no
recognition was detected using pre-immune serum (Fig. 4d).
However, the anti-NgAtg8 antibodies did not detect any band
in total crude extracts of N. gruberi trophozoites (data not
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Fig. 1 Ultrastructural changes in
N. gruberi induced by rapamycin.
a Control trophozoite showing
the typical amoebic morphology
with mitochondria (arrows) and
vacuoles (v) in the cytoplasm.
The characteristic nucleus with a
conspicuous nucleolus (n) was
evident. b Treated trophozoites at
9 h showed formation of

autophagic vacuoles (av)
containing cytoplasmic material
and mitochondria (arrows). ¢
Apparent fibrillar material
appeared inside the vacuoles at
12 h (asterisk). Bars 2 pm

shown), suggesting that this protein is labile when detected
using this method.

The antibodies generated against the recombinant protein
were employed to analyze localization of the native Atg§8 pro-
tein in N. gruberi trophozoites induced with rapamycin. No
protein was observed in non-induced trophozoites (Fig. 5a),
whereas a positive signal was found in vacuoles present in the
cytoplasm at 9 and 12 h in more than 80 % of the induced
amoebae (Figs. Sc and d). Positivity for Atg8 was not

a
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Fig. 2 Multiple alignments of the Atg8 protein from N. gruberi against
other organisms. a Atg8 protein sequences from different organisms were
compared against N. gruberi Atg8. The highly conserved glycine
(arrowhead) is present in all organisms, as are other fully conserved
amino acids (asterisks). Strongly conserved (colons) and weakly

observed at earlier (3 h) or later (24 h) times of rapamycin
induction (Figs. 5b and e).

Immunolocalization of the Atg8 protein
during encystation in N. gruberi

To evaluate whether the autophagy process is involved in
N. gruberi encystation, we assessed Atg8 protein during
cyst formation by immunolocalization. Cysts were

>gi|284092542|gb|EFC46184.1| atg8 [Naegleria gruberi]

Tubulin binding site

Atg7 binding site

UBQ superfamily

>gi|6319393|re]NP_009475.1| atgB |Saccharomyces cerevisiae]

Tubulin binding site

Atg7 binding site

UBQ superfamily

162 bits (410}, Expect = %¢-57, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 77/116 (66%), Positives = 92/116 (79%), Gaps = 0/116 (0%)

Identity

70/110 (74%)
117 777116 (66%)
122 67/110(61%)
17 64/116 (55%)
121 61/116 (53%)
113 37/104(36%)
129 33/115(29%)

conserved (dots) amino acids were also identified. b Alignment of Atg8
from N. gruberi against Atg8 from S. cerevisiae showed similar domains.
¢ The percentages of identity of all sequences are shown. This
comparative analysis was performed using the NgAtg8 protein
sequence as the query

@ Springer



308

Parasitol Res (2017) 116:303-312

3.5 4

2.5 4

Relative expression of arg8

0.5 A

0 0.5 1 3 9 12 18
Time (h)

Fig.3 Overexpression of the atg8 gene in N. gruberi trophozoites incubated
with rapamycin. Relative expression of azg8 mRNA in N. gruberi was
evaluated by qRT-PCR. In rapamycin-treated trophozoites, atg8 showed a
non-significant increase at 0.5 and 1 h. However, a significant increase was
observed at 3, 9, and 12 h; the highest expression compared with the control
was found at 9 h. (Asterisk) p <0.05 vs. control group (time 0 h)

obtained at 15 days of induction, presenting typical mor-
phology with an evident double-wall (Fig. 6a). The cysts
were stained with 1 % calcofluor white dye (Fig. 6b) as
confirmation. For the NgAtg8 immunolocalization assays,
we evaluated different time periods of encystation (0, 5,
10, and 15 days). Compared with negative control tropho-
zoites, the most intensive label (FITC) was observed at
5 days post-induction (Figs. 6¢ and d). However, the
amoebae showed a decrease in the Atg8 signal at 10 days

a b

i
"&;h
-
=
$

(Fig. 6e), which disappeared at 15 days, a time when the
cysts are completely formed (Fig. 6f).

Discussion

Autophagy has been described as participating in different
mechanisms such as cellular growth, starvation, and
programmed cell death as well as during cell differentiation,
including encystation (Levine and Yuan 2005; Moon et al.
2009; Picazarri et al. 2008; Picazarri et al. 2015; Tsujimoto
and Shimizu 2005). The participation of autophagy during
encystation has been reported in the free-living amoeba
A. castellanii and in the amphibian parasite E. invadens
(Duszenko et al. 2011; Picazarri et al. 2008; Picazarri et al.
2015; Tekinay et al. 2006). In addition, cytoplasmic structures
similar to autophagy vacuoles have been observed by ultra-
structural analysis during treatment of N. gruberi and
N. fowleri with amphotericin B (Schuster and Rechthand
1975). More recently, the complete autophagic machinery
predicted in the genome of N. gruberi has been described by
in silico studies (Brennand et al. 2011). However, experimental
characterization of this mechanism has not yet been reported for
this amoeba. In the present work, we designed for the first time
experiments to investigate the autophagy mechanism in
N. gruberi by inhibiting the serine/threonine kinase TOR using
rapamycin, which is able to induce autophagy by blocking the
TORCI complex (Diaz-Troya et al. 2008; Dumont et al. 1990;
Foster and Toschi 2009; Heitman et al. 1991; Jung et al. 2010).

c 8
§§
<

18 kDa

Fig. 4 Production of antibodies against the recombinant N. gruberi Atg8
protein. The full-length gene coding for the NgAtg8 protein was ampli-
fied and cloned into the pET/100 directional TOPO expression vector.
The construct was introduced into E. coli BL21 star (DE3) to produce the
recombinant NgAtg8 protein. a Induction of the recombinant protein was
examined by 15 % SDS-PAGE stained with Coomassie blue. Atg8 was
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observed at 18 kDa. b The recombinant protein was purified and identi-
fied by WB using monoclonal anti-his6x tag antibodies. The purified
recombinant protein was employed to generate specific polyclonal anti-
NgAtg8 antibodies. ¢ WB of the purified recombinant NgAtg8 protein
using anti-NgAtg8 antibodies. d WB of the purified recombinant using
pre-immune serum
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Fig. 5 Immunolocalization of the Atg8 protein in N. gruberi rapamycin-
induced trophozoites. Antibodies against recombinant Atg8 were
employed to analyze the cellular localization of native Atg8 in trophozo-
ites induced with rapamycin. a Amoeba control, the Atg8 protein signal

One of the most important changes observed during
autophagy is the formation of vacuoles that contain cytoplas-
mic material to be degraded by the lysosomal pathway, as
described in S. cerevisiae (Nakatogawa et al. 2009). Based
on TEM in Tritrichomonas foetus, it was reported that
hydrogenosomes are located inside vacuoles in the autophagic
process during starvation (Benchimol 1999). These reports are
in accordance with the results for N. gruberi, in which we
observed the formation of vacuoles containing evident cyto-
plasmic material and even complete mitochondria.

The induction of autophagy is usually related to an increase
in the number of lysosomes for degradation inside acidic vac-
uoles (Huang and Klionsky 2002; Wang and Klionsky 2003).
When we evaluated intracellular acidification using
LysoTracker RED, rapamycin-treated trophozoites exhibited
an increase in acidic vacuoles; the result was statistically sig-
nificant at 24 h post-induction, reaching a maximum level at
this time, compared with the non-induced control (time 0 h).
However, the fluorescence decreased importantly at 48 h, in-
dicating that the autophagy process might be complete in
N. gruberi trophozoites at this time point.

In this work, the Atg8 protein was explored because it is one
of the most important Atg molecules of autophagy; it is a
ubiquitin-like protein involved in the labeling of autophagic

12h

was absent. ¢, d Rapamycin-treated trophozoites were positive for Atg8 at
9 and 12 h post-induction. The signal was detected in cytoplasmic vesi-
cles (arrows). b, e The Atg8 signal was not observed at 3 and 24 h post-
induction

vacuoles and in actively controlling their formation (Xie et al.
2008a). Indeed, this ubiquitin-like protein is typically employed
as an authentic marker of autophagy (Picazarri et al. 2008). Our
in silico analyses confirmed that N. gruberi possesses a putative
Atg8 protein. The NgAtg8 protein is 118 amino acids long and
presents high identity (29—74 %) with the Atg8 proteins from
different organisms. In addition, specific regions, such as an
Atg7-binding site was also found in NgAtg8. The Atg7 domain
is considered important for Atg8 processing and other func-
tions, and the association of Atg8 with Atg7 has been reported
in D. discoideum, whereby the lack of Atg7 affected autophagy
during starvation in this free-living amoeba (Noda et al. 2011;
Otto et al. 2003). We also found a glycine residue at position
116 of NgAtg8, the putative site where PE is linked by Atg7
and Atg3 (Duszenko et al. 2011; Huang and Klionsky 2002,
Noda et al. 2011; Xie et al. 2008b).

To investigate whether the putative NgAtg8 protein partici-
pates in the autophagy process, first we analyzed the possible
association of rapamycin-induced vacuoles with an increase in
the relative expression of the azg8 transcript. Using qRT-PCR, we
observed overexpression of this gene in rapamycin-treated tro-
phozoites at 3 and 9 h, prior to the formation of the autophagy
vacuoles observed by TEM at 9 and 12 h. These findings suggest
that Atg8 could function in the autophagy process of N. gruberi.
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Fig. 6 Immunolocalization of
Atg8 in N. gruberi trophozoites
induced to encyst. a Cysts were
observed at 15 days after
induction in non-nutritive
medium. An evident double wall
surrounding the cells was
observed. Bars 5 pm. b The cyst
wall was stained using calcofluor
white. Bars 5 um. ¢
Immunolocalization of Atg8 was
evaluated in control trophozoites,
with no signal detected. d, e
During cyst differentiation (pre-
cysts) at 5 and 10 days post-
induction, a positive label was
observed inside the cells
(arrows). f At 15 days, the signal
in the mature cysts had
disappeared. Bars 10 pm

We then amplified the complete sequence of ngatg8 from
N. gruberi trophozoites with the aim of generating a recombi-
nant protein and specific polyclonal antibodies against NgAtg8
for use in immunolocalization assays. Our results showed an
increase in the positive signal for the NgAtg8 protein in
rapamycin-treated trophozoites at 9 and 12 h post-treatment
compared with the controls. NgAtg8 was observed in the cyto-
plasm in small vacuoles. In fact, these structures showed a
remarkable concentration of NgAtg8 signal, which has been
directly related with autophagic vacuole formation (Xie et al.
2008a); thus, we postulate that they could be the pre-
autophagosomal structure (Nakatogawa et al. 2009; Suzuki
et al. 2001; Suzuki and Ohsumi 2010; Xie et al. 2008a).

Our multiple alignment analysis showed that orthologs of
Atg8 are evolutionarily conserved in other parasites such as
1. vaginalis, in which Atg8 was described as participating in
the response to stress conditions of glucose deprivation (Huang
et al. 2014). Some authors have described Atg8 participation
during encystation in E. invadens and A. castellanii (Moon
et al. 2009; Picazarri et al. 2008). Based on these reports, we
evaluated whether autophagy could be activated during cell dif-
ferentiation in N. gruberi. The encystation of this amoeba was

@ Springer
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induced using non-nutritive conditions, as described previously
for N. fowleri (Chavez-Munguia et al. 2011). Our results showed
a positive signal of NgAtg8 in N. gruberi pre-cysts, indicating
that autophagy could be involved during the encystation process.
However, the Atg8 signal decreased when the cysts were
completely formed, similar to the reports of encystation in
A. castellanii and E. invadens, in which the Atg8 protein signal
was diminished at the later stages of encystation (Moon et al.
2009; Picazarri et al. 2008). These data suggest that autophagy is
required during the early stages of cyst formation.

Based on all these results, we conclude that the autophagy
process exists in N. gruberi and that the amoeba possesses an
Atg8 protein (NgAtg8), the expression of which can be
stimulated with rapamycin. In addition, we suggest that
autophagy is involved during cell encystation in this
protozoan, a process that allows N. gruberi to survive under
adverse conditions.
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It has been 50 years since the first case of primary amoebic meningoencephalitis (PAM), an acute
and rapidly fatal disease of the central nervous system (CNS), was reported in Australia. It is now
known that the aetiological agent of PAM is Naegleria fowleri, an amoeba that is commonly known
as ‘the brain-eating amoeba’. N. fowleri infects humans of different ages who are in contact with

water contaminated with this micro-organism. N. fowleri is distributed worldwide and is found
growing in bodies of freshwater in tropical and subtropical environments. The number of PAM
cases has recently increased, and the rate of recovery from PAM has been estimated at only 5 %.
Amphotericin B has been used to treat patients with PAM. However, it is important to note that

there is no specific treatment for PAM. Moreover, this amoeba is considered a neglected micro-
organism. Researchers have exerted great effort to design effective drugs to treat PAM and to
understand the pathogenesis of PAM over the past 50 years, such as its pathology, molecular and
cellular biology, diagnosis and prevention, and its biological implications, including its pathogenic
genotypes, its distribution and its ecology. Given the rapid progression of PAM and its high
mortality rate, it is important that investigations continue and that researchers collaborate to gain
better understanding of the pathogenesis of this disease and, consequently, to improve the
diagnosis and treatment of this devastating infection of the CNS.

Introduction

Protozoal infections of the central nervous system (CNS) are
major causes of morbidity and mortality worldwide, second
only to HIV infection (Mishra et al., 2009). Recently, diseases
caused by members of the free-living amoebae (FLA) group
have been included in these statistics (Mishra et al., 2009;
WHO, 2009). FLA are protists that are distributed worldwide.
Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp. and Balamuthia man-
drillaris are the most common FLAs with medical implica-
tions; these micro-organisms can produce severe and fatal
infections in the CNS of humans and other mammals
(Rodriguez-Zaragoza, 1994). In this review, we will focus on
the pathogenic behaviour of N. fowleri, which is the

Abbreviations: AmB, amphotericin B; CNS, central nervous system;
CSF, cerebrospinal fluid; FLA, free-living amoeba; FT, flagellation test;
OB, olfactory bulb; PAM, primary amoebic meningoencephalitis.

aetiological agent of primary amoebic meningoencephalitis
(PAM), an acute and fulminant disease of the CNS (Schuster
& Visvesvara, 2004). N. fowleri infections have been reported
in healthy children and young adults who have recently par-
ticipated in swimming activities in water sources contami-
nated with this amoeba (Marciano-Cabral, 1988) and in
developing countries with a lack of control procedures or pre-
ventive information against N. fowleri (Siddiqui & Khan,
2014).

CNS infection by N. fowleri occurs by the amoebae passing
through the nasal cavity, penetrating the olfactory neuroepi-
thelium, migrating through the olfactory nerves (Fig. 1a) and
crossing the cribriform plate until they reach the olfactory
bulbs (OBs) (Martinez et al., 1973; Jarolim et al., 2000; Rojas-
Hernandez et al., 2004).

Once the amoebae reach the brain, they can proliferate and
induce an acute inflammatory reaction (Fig. 1b), leading to
patient death in approximately 1 week (Cervantes-Sandoval

000303 © 2016 The Authors  Printed in Great Britain
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Fig. 1. Schematic representation of N. fowleri infection. (a) Initial stages of PAM. (1) Evasion of innate immune response, (2)

independent-contact cytotoxicity (naegleriapores), (3) adhesion to e

tion to OBs. (b) Late stages of PAM. (6) Contact with olfactory phyla,

pithelial cells, (4) invasion of the neuroepithelium, (5) migra-
(7) amoeba crossing the cribriform plate, (8) N. fowleri pro-

liferation and inflammatory reaction in the OBs, (9) tissue damage (haemorrhage, phagocytosis and protease release).

et al., 2008a). The clinical symptoms consist of several bi-
frontal headaches, neck stiffness, vomiting and coma.
N. fowleri can be isolated from soil, tap water, swimming
pools, freshwater lakes and thermal springs (Marciano-

Cabral, 1988). Pathogenic strains have been isolated from
water at 10-45°C, pond mud at 16 °C and soil at 8°C;
amoebae found in soil have been reported to serve as vec-
tors for other micro-organisms (Tyndall & Domingue,
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1982). The interaction between N. fowleri and humans
occurs accidentally, given that this amoeba is not consid-
ered an obligate parasite. More recently, the infection has
been associated with religious and cultural practices
(Siddiqui & Khan, 2014) and, in some cases, with hygienic
procedures, such as sinus irrigation using contaminated
water (Diaz & Boudreaaux, 2013). When an infection of the
protozoan occurs, it can damage tissues after the invasion
to the CNS. A broad battery of mechanisms, such as pore-
forming proteins, proteases and adhesion-mediating glyco-
proteins, among others, are involved in the pathogenic
mechanisms through which N. fowleri acts (Aldape et al,
1994; Herbst et al., 2002; Serrano-Luna et al., 2007; Shi-
bayama et al., 2013) (Fig. 1a). However, to date, not all of
the biological mechanisms utilized by N. fowleri have been
elucidated, and many studies are required to provide a bet-
ter understanding of its molecular pathogenesis. It is
important to mention that, in the past few years, the death
rate of the reported cases has been greater than 95 %. This
situation may be due to the symptoms and signs of PAM
being similar to those of bacterial or viral meningitis or to
the lack of a timely diagnosis and, therefore, the lack of a
specific and appropriate treatment (Heggie, 2010).

Taxonomy

The classification system for protozoal unicellular eukary-
otes developed by Levine et al. (1980) was based primarily
on ultrastructural studies. The new system for classifying
unicellular eukaryotes utilizes modern data obtained using
morphological approaches, biochemical-pathway analysis
and molecular phylogeny (Adl et al., 2005). In this classifi-
cation system, Naegleria spp. are included in the paraphy-
letic supergroup Excavata (Simpson, 2003; Cavalier-Smith
et al., 2015), in the group Heterolobosea (Adl et al., 2005)
and the family Vahlkampfiidae (De Jonckheere, 2004; Adl
et al., 2005). The N. fowleri genome is not yet available;
however, some studies aimed at classifying Naegleria spp.
have been performed, particularly focussing on their molec-
ular and genetic characteristics. The origin and evolution of
Naegleria have been evaluated: this genus includes more
than 40 species, but N. fowleri is the only species that is

Fig. 2. Different cell stages of N. fowleri. (a) Typical morphology
of N. fowleri trophozoites in axenic culture. (b) Flagellar form
induced by isotonic saline solution for 2 h. The flagella (arrows)
are evident. (c) Cyst induced by 1323 Page's amoeba saline solu-
tion. The cyst wall was stained with calcofluor white reagent. The
images were obtained with a Nikon Eclipse 80i microscope. Mag-
nifcation, x60.

known to infect and cause disease in humans (De Jonck-
heere, 2011). The most accepted system for the identifica-
tion of N. fowleri species was created by De Jonckheere
(2011). This molecular typing system, which is based on the
sequences of internal transcribed spacers (ITS1) and 5.8S
rDNA, revealed the existence of at least eight different geno-
types of N. fowleri. These genotypes are unevenly distributed
on different continents: there are three genotypes (I, II and
III) in America, seven genotypes (II, III, IV, V, VI, VII and
VIII) in Europe, one genotype (V) in Oceania and two
genotypes (II and III) in Asia. Of these eight genotypes,
only four have been identified in patients (types I, II, III
and V) (De Jonckheere, 2011, 2014). Recent findings
regarding the molecular machinery and biochemical path-
ways of Naegleria gruberi could provide important informa-
tion that will allow phylogenic reorganization of members
of the Naegleria genus (Fritz-Laylin et al., 2010, 2011).

Ecology and morphology

Members of the genus Naegleria are distributed worldwide
in soil and water (De Jonckheere, 2012) and have been iso-
lated from fresh and warm-water lakes, streams, spas,
heated but non-chlorinated swimming pools, hot springs,
hydrotherapy and remedial pools, aquaria, sewage and even
the nasal passages and throats of healthy individuals
(Rodriguez-Zaragoza, 1994; Trabelsi et al, 2012). This
amoeba has also been isolated from various animals, includ-
ing reptiles, amphibians and fishes (Dykova et al., 2001;
Pantchev & Tappe, 2011). However, this micro-organism
has not been recovered from seawater, suggesting its sensi-
tivity to elevated osmolarity. The vertical distribution of N.
fowleri in water has been correlated with the presence of
cyanobacteria and eubacteria; therefore, it is possible that
the natural function of Naegleria genus is regulating bacter-
ial populations (Kyle & Noblet, 1985). Additionally, the
distribution of Naegleria has been associated with the con-
centrations of manganese and iron in the water column
(Kyle & Noblet, 1985; Martinez-Castillo et al., 2015). N.
fowleri is thermophilic and can survive temperatures of up
to 45°C (Kyle & Noblet, 1987). Therefore, these amoebae
proliferate mainly during the summer months, when the
environmental temperature is likely to be high (Sifuentes
etal.,2014).

The length of trophozoites is approximately 15-25 pm. In
an axenic culture, cytoplasmic lobopodia, which are used
for locomotion, are present (Fig. 2a). In addition, these
organisms have cytoplasmic projections called food cups
that allow them to phagocytose bacteria, yeast, erythrocytes
and cellular debris (Fig. 3) (Scaglia et al., 1991).

Ultrastructural morphology of trophozoites revealed the
typical features of eukaryotic cells (Schuster, 1963). Ances-
tral proteins related to centrioles have recently been identi-
fied (Fritz-Laylin & Cande, 2010). The cytoplasmic
membrane is approximately 10 nm thick. The cytoplasm
contains a large number of free ribosomes, along with ribo-
somes that are associated with the membranes that form
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Fig. 3. Scanning electron microscopy of N. fowleri trophozoites
interacted with erythrocytes. Three phagocytic mouths are seen
(arrows), red blood cells (e). Jeol (JSM-6510LV) microscopy. Bar,
5 pm.

the rough endoplasmic reticulum. The cytoplasm also con-
tains a smooth endoplasmic reticulum. Other membranes
that are associated with a large number of vesicles and are
organized similarly to the Golgi apparatus have been identi-
fied. In addition, abundant vacuoles of different sizes, either
empty or containing different types of materials, have been
observed. The mitochondria of these micro-organisms have
a characteristic curved ‘dumb-bell’ shape. Lysosomes have
also been identified using histochemical staining for acid
phosphatases (Feldman, 1977). The presence of contractile
vacuoles has been reported in several species of Naegleria
(Chavez-Munguia et al., 2009).

The most evident organelle is the nucleus because of its
conspicuous nucleolus (Fig. 4). The nucleus has a double
membrane and a large number of pores, and the outer

Fig. 4. Transmission electron microscopy. Ultrastructural mor-
phology of N. fowleri. Trophozoite cultured in Bacto-casitone
medium shows a normal nucleus (N) with a prominent nucleolus
(arrowhead). The integrity of the cytoplasmic membrane (arrows)
is also observed, and multiple normal mitochondria (M) and
vacuoles (V) are shown. EM-910 Zeiss. Bar, 1 pm.

nuclear membrane has associated ribosomes. When N.
fowleri trophozoites are incubated in solutions free of
nutrients (saline solution), they can differentiate into transi-
tional flagellates that cannot divide or feed (Fig. 2b). This
flagellate differentiation involves a change in the cell shape
from the pleomorphic trophozoites to a pear-shaped form
with a pair or more flagella at the distal end.

The mature flagellar apparatus has the canonical 9+2 struc-
ture and is surrounded by a cytoplasmic membrane sheet
(Patterson et al., 1981; Fritz-Laylin & Cande, 2010). Finally,
the resistant form of N. fowleri, the cyst, is usually spherical,
smooth, double walled and refractive, and measures
approximately 20 um in diameter (Fig. 2¢); the wall is com-
posed mainly of polysaccharides (Chavez-Munguia et al,
2009; Lee et al., 2014). The cysts contain pores that are
sealed by a thin mucoid layer. During the early stages of cyst
formation, elongated mitochondria and an endoplasmic
reticulum with widened cisterns are also observed. The
material of the cyst wall is synthesized and packaged by the
rough endoplasmic reticulum. Once the cyst is mature, its
nucleus and nucleolus are less pronounced than they were
during the trophozoite stage (Marciano-Cabral, 1988;
Chévez-Munguia et al., 2009, 2011).

Epidemiology

The amoeboflagellate N. fowleri has attracted attention
because PAM is a rapidly fatal disease. The number of
reports worldwide is unclear; some authors have reported
235 cases (De Jonckheere, 2011), whereas others have
reported 300 cases (Trabelsi et al., 2012). Unfortunately,
only a few epidemiological studies have focussed on deter-
mining its geographic distribution (De Jonckheere, 2011,
2014).

The first case of PAM was reported in 1965 in southern
Australia, where the patient died of an unknown acute pyo-
genic meningitis (Fowler & Carter, 1965). Three more
patients with a similar medical history were also mentioned.
The authors described the presence of amoebic forms dis-
tinct from Entamoeba histolytica and similar to FLA (Fowler
& Carter, 1965). Although the aetiological agent was not
identified by autopsy, later, the scientific community con-
sidered that N. fowleri was the aetiological agent (Carter,
1969; Carter et al,, 1981; Marciano-Cabral, 1988). After
these reports, many cases of PAM were reported in different
countries, such as the USA (Butt et al., 1968; Marciano-
Cabral & Cabral, 2007; Yoder et al., 2010), Australia (Fowler
& Carter, 1965; Norton et al., 2010) and the Czech Republic
(Cerva & Novak, 1968). A retrospective study of PAM
showed that approximately 16 cases were identified using
histological samples between 1962 and 1968 (Cerva &
Novak, 1968; Cerva et al., 1968; Cerva, 1969).

In 1982, 108 cases were reported in different countries of
Europe, Africa, Oceania and America (John, 1982). Almost all
of the cases have been mainly reported from the USA and
Europe; however, the disease has spread to all of the
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continents except Antarctica (Valenzuela et al., 1984; Lares-
Villa et al, 1993; Cogo et al, 2004; Cubero-Menéndez &
Cubero-Rego, 2004; Hara & Fukuma, 2005; Jaffar-Bandjee
et al., 2005; De Jonckheere, 2011; Siddiqui & Khan, 2014).
The first case in Mexico was reported in 1989 in Baja Califor-
nia (Lépez-Corella et al., 1989). Since then, more than 30
cases of PAM have been reported in this country (Valenzuela
et al., 1984; Lopez-Corella et al., 1989; Lares-Villa et al., 1993;
Lares-Villa, 2001; Lares-Villa & Hernandez-Pena, 2010).

Recently, several clinical cases of PAM have been reported
in Pakistan. These cases were not related to recreational
swimming but rather to performing ablutions (Shakoor
et al., 2011). In other work, it was reported that 38 % of
domestic water samples were positive for pathogenic FLA,
of which 30 % contained Acanthamoeba spp. and only 8 %
had N. fowleri (Yousuf et al., 2013). Although many PAM
cases have been reported in the literature, the incidence of
this disease is considered to be underestimated (De Jonck-
heere, 2011). It is important to note that the epidemiologi-
cal information consists mainly of clinical and research
reports. Therefore, it is believed that more specific and com-
plete epidemiological studies are necessary to determine the
rate of N. fowleri infection.

Pathogenesis

N. fowleri causes PAM, an acute, severe and fatal disease in
humans. To understand the interplay between the amoeba
and its host, several in vivo studies have been conducted (Mar-
tinez et al., 1971, 1973; Jarolim et al., 2000; Rojas-Herndndez
et al.,, 2004; Cervantes-Sandoval et al., 2008a), in which the
mouse is the most common animal model used to study the
different stages of PAM. The process of N. fowleri invasion
through the neuroepithelium was described in 1973. Trans-
mission electron microscopic studies showed that N. fowleri
trophozoites cross through the intercellular junctions of sus-
tentacular cells to reach the olfactory nerve plexus, moving
through the mesaxonal spaces of the Schwann cells. This inva-
sion occurs without causing an inflammatory reaction
(Martinez et al., 1971, 1973). Investigations of the early stages
of PAM demonstrated that 1 h after instillation of the amoe-
bae, they interacted with the mucus present in the nasal cavity
and that, at 6 h post-inoculation, the trophozoites were sur-
rounded by an acute inflammatory reaction, mainly consisting
of neutrophils (Cervantes-Sandoval et al, 2008a); however,
this innate response appeared to be insufficient to eliminate
N. fowleri. Then, at 12h post-inoculation, the amoebae
attached to and penetrated the olfactory neuroepithelium
(Rojas-Hernandez et al., 2004; Cervantes-Sandoval et al.,
2008a; Shibayama et al., 2013). Furthermore, at 30 h post-
infection, trophozoites were found in the cribriform plate,
and at 48-72 h post-infection, amoebae reached the OBs
without causing an inflammatory reaction (Jarolim et al.,
2000; Rojas-Hernandez et al., 2004). At 102 h post-infection,
a severe inflammatory focus consisting of eosinophils and
neutrophils was observed, and the number of trophozoites in
the OBs was increased. Finally, during the later stages of

infection (5-7 days), extensive areas of lytic necrosis and
haemorrhaging were observed, and red blood cells were found
within the amoebae, suggesting that erythrophagocytosis had
occurred (Rivera-Aguilar et al., 2000) (Fig. 5).

Mechanisms of pathogenicity

One of the first events that occurs during pathogen inva-
sion is adhesion. Much effort has been exerted to identify
the specific adhesion molecules of N. fowleri. For example,
an integrin-like protein of 60 kDa was found in its outer
membrane (Han et al., 2004). Recently, the capacity of N.
fowleri to bind to extracellular proteins, such as collagen
type I, fibronectin and laminin-I, was evaluated. Interest-
ingly, the authors demonstrated that N. fowleri and Naegle-
ria lovaniensis (a non-pathogenic amoeba) expressed a
differential pattern of adhesion (Jamerson et al., 2012).
Another in vitro study demonstrated the differential carbo-
hydrate expression of N. fowleri and N. gruberi (Cervantes-
Sandoval et al., 2010). These findings were supported by
those of Carrasco-Yepez et al. (2013), who reported that
mannose residues are essential for N. fowleri to adhere to
mouse nasal mucosa.

Proteases play crucial roles in parasite biology and patho-
genesis. Although N. fowleri is not considered a strict para-
site, proteases are involved in PAM progression. One of
the first reports of its protease activity was published by
Martinez et al. (1971), in which the authors proposed that
‘the destruction and lysis of the olfactory epithelium may
occur from yet-to-be-defined cytolytic substances pro-
duced by amoebae’. Another report describing the secre-
tion of proteolytic enzymes was published by Chang
(1979). Herein, the author reported that pathogenic Nae-
gleria degraded sphingomyelin that was attributed to its
phospholipolytic enzymes. Three years later, phospholi-
pases were identified in amoebic secretion products (Hys-
mith & Franson, 1982). During the same year, studies of
isoenzyme expression revealed the presence of phosphatase
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Fig. 5. Histopathology of the OBs infected with N. fowleri
(mouse model). (a) Sections of OBs 6 days after instillation with
the amoebae (arrows). Trophozoites appear to be ingested eryth-
rocytes (arrowheads); lytic necrosis is also seen (N). Magnifica-
tion, x40. (b) Important inflammatory reaction is observed (IR).
Amoebae are observed inside the inflammation areas (arrow-
heads). Magnification, x 60.
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and leucine aminopeptidase (De Jonckheere, 1982). The
first isolated and partially characterized protease released
by N. fowleri is a member of the cysteine protease family.
This protease, which has an MW of 30 kDa, has a cyto-
pathic effect on BHK cells. This degradative effect was
abrogated by Z-Phe-Ala fluoromethyl ketone, an irrevers-
ible cysteine protease inhibitor (Aldape et al., 1994). Other
important proteolytic proteins include the naegleriapores
A and B (N-A and N-B), which are toxic to human cells.
During the biochemical processing of N-A and N-B, the
participation of cysteine proteases was essential (Herbst
et al., 2002).

In 2004, two groups of researchers demonstrated the presence
of cysteine proteolytic activities in both total crude extracts
and the secretion products of N. fowleri using gelatin zymo-
grams. However, the specific substrate was not identified, and
it was not possible to correlate these activities with PAM
development (Mat Amin, 2004; Tiewcharoen et al., 2004).
Another study showed the presence of a differential pattern of
degradation between N. fowleri and N. gruberi in total crude
extracts and in the conditioned medium. The authors found
mainly cysteine proteases and small amounts of serine pro-
teases in N. fowleri (Serrano-Luna et al., 2007). The same
group demonstrated a mucinase activity in total crude extracts
of N. fowleri (Cervantes-Sandoval et al., 2008b). Recently,
cathepsin B and cathepsin-B-like cysteine proteases have been
cloned and purified. These proteases can degrade a variety of
human substrates, such as IgA, IgG, IgM, collagen, fibronec-
tin, haemoglobin and albumin (Lee et al., 2014). Considering
all of these findings, the proteases of N. fowleri might be excel-
lent targets of chemotherapeutic agents directed against this
pathogen (Klemba & Goldberg, 2002; Sajid & McKerrow,
2002; McKerrow et al., 2008).

Other important pathogenic mechanisms that are associ-
ated with the capacity of N. fowleri to invade the CNS are
the active locomotion (Fulton, 1977) and phagocytosis of
various host cells, including erythrocytes, microglial and
neuroblastoma cells (Marciano-Cabral & John, 1983;
Alonso & Zubiaur, 1985). Recently, Nf-actin was associated
with phagocytosis (Lee et al., 2007). This protein was local-
ized mainly in phagosome-cup structures (amoebostomes)
and in the cytoplasm and pseudopodia during phagocytosis
(Sohn et al, 2010). Similarly, contact-independent lysis
triggered by N. fowleri trophozoites has been reported (Kim
et al., 2008b). This lysis was performed in a non-contact
system, and the results showed morphological changes,
such as cell membrane destruction and a reduction in the
number of human microglial cells, due to the secretion of
N. fowleri proteins. Moreover, a significant increase in the
percentage of apoptotic cells (16 %) was observed in the
non-contact system compared with that in N. fowleri lysates
(Kim et al., 2008b). Another important molecule described
is Nf-cHSP70: the biological roles of this protein are not
clear, but it is thought that it may protect amoebae from
environmental damage, particularly that caused by high
temperatures. Likewise, Nf-cHSP70 has been associated
with the pathogenicity and proliferation of N. fowleri (Song

et al., 2007, 2008). Additionally, N. fowleri utilizes mechan-
isms to evade the immune response, such as capping forma-
tion, and this strategy is sufficient for evading
immunoglobulins (IgA and IgG) (Shibayama et al., 2003).
N. fowleri can also avoid complement-mediated lysis, a
property that has been associated with the presence of a
‘CD59-like’ molecule (Ferrante & Thong, 1979). All of the
molecules and mechanisms described above have been cor-
related with the capacity of N. fowleri to produce damage.
Investigations of this amoeba conducted by different groups
throughout the world can contribute to a better under-
standing of the physiopathology of PAM and improve the
management and treatment of this devastating CNS
infection.

Clinical features

The typical symptoms of PAM appear during the first
week after infection with N. fowleri trophozoites. There are
no distinctive clinical features to differentiate PAM from
other types of meningitis. Therefore, it is very important
that physicians obtain a detailed clinical history of the
patients (Jain et al., 2002; Naqi & Azeemuddin, 2013). The
earliest symptoms include severe headache, a high fever
and neck stiffness, followed by anorexia, vomiting, irrita-
bility, photophobia and neurological abnormalities, includ-
ing diplopia, lethargy, seizures and coma. Cranial nerve
palsies may indicate brain oedema (Trabelsi et al., 2012;
Budge et al., 2013). Death occurs between the third and
seventh days after symptom onset (Valenzuela et al., 1984;
Yoder et al, 2012). Autopsies of PAM patients have
revealed brain inflammation with severe tissue damage
throughout the area of invasion, with ulceration of the
olfactory mucosa and necrosis of the olfactory nerves
(Sugita et al., 1999; Visvesvara, 2013). Microscopically, the
OBs were almost completely disorganized by fibrin-puru-
lent exudates and by haemorrhaging from necrotic blood
vessels, and the adjacent frontal cortex exhibited the inva-
sion of a considerable number of amoebae (Hannisch &
Hallagan, 1997).

Diagnosis

To develop an appropriate therapy for the rapidly fatal
PAM, accurate and early diagnosis is necessary because
PAM is often misdiagnosed as was previously mentioned
(Da Rocha-Azevedo et al., 2009). Therefore, it is imperative
to perform a complete and precise clinical history. Phys-
icians should obtain information regarding any recent
patient contact with freshwater, including hot springs, and
data regarding rhinitis, allergies and other diseases of the
upper respiratory tract.

Computed tomography or magnetic resonance imaging
studies of the brains of patients with PAM showed multi-
focal parenchymal lesions, pseudotumoural lesions, men-
ingeal exudates, haemorrhagic infarcts and necrosis in the
brain. In addition, Kidney & Kim (1998) reported oedema
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and hydrocephalus in patients with PAM. However, these
methodologies cannot differentiate among cases of menin-
gitis with different aetiologies. A correct and prompt diag-
nosis can be reached by a microscopic examination of the
cerebrospinal fluid (CSF) to detect motile trophozoites.
The colour of the CSF of a PAM patient may range from
greyish to yellowish-white, and the CSF is sometimes
tinged red due to the presence of a few erythrocytes (250
cells mm ™). However, the red blood cell count increases
during the later stages of the disease (24600 cells mm )
(Visvesvara et al., 2007).

The microscopic examination of the CSF can be supported
by staining using Giemsa, haematoxylin and eosin, periodic
acid-Schiff and Wright stains. However, the Gram stain is
not useful in identifying Naegleria trophozoites (Martinez &
Visvesvara, 1997; CDC, 2013). Under the microscope, N.
fowleri trophozoites exhibit a typical amoeboid form. To cor-
roborate this morphological observation, it is necessary to
perform differential identification using the flagellation test
(FT). To perform the FT, the CSF is incubated in an isotonic
saline solution for 2 h. The FT is a useful tool because other
amoeboid species, such as E. histolytica, Acanthamoeba spp.,
Sapinnia spp. and B. mandrillaris, can also infect the CNS.
Some N. fowleri isolates are poorly flagellated under labora-
tory conditions, causing their misidentification (Behets et al.,
2003). In this case, immunofluorescence techniques or ELI-
SAs using specific antibodies can be used to reach the proper
diagnosis (Martinez & Visvesvara, 1997). Different modalities
of the PCR (real-time, nested and multiplex PCR) can also
be employed in clinical diagnostic and research laboratories.
Sensitive PCR assays to detect the presence of N. fowleri in
clinical and environmental samples with high specificity have
been utilized (Réveiller et al., 2002). A nested-PCR assay has
been developed to detect N. fowleri amoebae in environmen-
tal samples. This method is based on the amplification of a
166 bp fragment of the Mp2CI5 gene, which is related to the
virulence of the amoeba (Réveiller et al, 2002; Maclean
et al., 2004).

Other researchers developed an ITS-based PCR assay that
allows the identification of Naegleria spp. (Pélandakis
et al., 2000; Hara & Fukuma, 2005; Robinson et al., 2006;
Madarova et al., 2010). To improve the clinical diagnosis,
a multiplex real-time PCR assay using probes specific for
18S rRNA has been developed, which allows the simulta-
neous detection of N. fowleri, B. mandrillaris and Acantha-
moeba in the same sample (Qvarnstrom et al., 2009).
However, despite the development of various sensitive
PCR assays, they cannot be widely applied, and most clini-
cal cases are confirmed by post-mortem biopsies employ-
ing haematoxylin and eosin staining (Martinez &
Visvesvara, 1991). Another procedure for identifying N.
fowleri trophozoites is culturing CSF samples in nutritive
agars to obtain axenic cultures of amoebae (Carter, 1970).
More recently, it has been proposed that a diagnosis could
bemade by recovering motile trophozoites from the nasal
cavity by washing it with a saline solution (Baig & Khan,
2015).

Treatment

It is important to highlight that an appropriate diagnosis is
the key to choosing an appropriate treatment. However, PAM
is not commonly confirmed during the early stages of infec-
tion, and most people infected with this organism die.
Because of the high mortality rate, more effective drugs are
urgently needed. Drug discovery research has improved since
the first report of PAM (Fowler & Carter, 1965; Carter, 1969;
Rice et al., 2015). In 1969, Carter employed several drugs; he
found that only amphotericin B (AmB) had an amoebicidal
effect in vitro and a protective effect in vivo (Carter, 1969).
Since then, AmB has been employed alone or in combination
with other drugs to the treatment of PAM (Table 1). The
effect of AmB on Naegleria was corroborated by Schuster &
Rechthand (1975). They reported that the effects of AmB dif-
fered depending on the stage of the cultures, observing an
amoebicidal effect during the lag phase and a proliferation-
inhibitory effect during the log phase (Schuster & Rechthand,
1975). It is important to note that the AmB does not specifi-
cally target against N. fowleri. The biochemical mechanism
underlying the effect of AmB involves lysis of the cell mem-
brane, specifically through interaction with sterols in the
membrane, even those of human cells (and more efficiently
through interaction with ergosterol in fungal cells) (Brajtburg
& Bolard, 1996), which is why AmB is considered toxic,
mainly causing renal toxicity. AmB is generally employed at
low concentrations for the treatment of fungal infections.
However, clinical doses in the range 0.25-1.5 mg kg~ day ™'
have been employed to treat PAM (Apley et al., 1970; Poung-
varin & Jariya, 1991; Tiphine et al., 1999).

The first report of clinical cases of humans for whom AmB
was employed to treat PAM appeared in 1970 (Apley et al,
1970). In this report, three cases involving children in Great
Britain were reported. One of the cases was fatal, despite
early diagnosis and treatment, whereas the treatment was
successful for the other two patients. However, one of the
patients was initially diagnosed with a severe sore throat
and was treated with oral penicillin. Subsequently, pyogenic
meningitis was diagnosed, and the treatment was changed
to intravenous administration of AmB at a dose of 0.25-1
mg kg plus sulphadiazine at a dose of 750 mg kg .
Unfortunately, the patient died approximately 2 weeks after
admission. In contrast, the other two patients were treated
with the same regimen of AmB and sulphadiazine but not
with penicillin. They had a complete symptom-free recov-
ery (Apley et al, 1970). Later, AmB was continuously
employed during the treatment of PAM, even when used in
combination with other drugs. In 2002, a 26-year-old
female was diagnosed with PAM and was treated with AmB
at a dosage of 1 mg kg™ " daily, rifampicin at 450 mg kg~
daily and ornidazole at a dosage of 1500 mg day ' until she
recovered completely, which took 3 weeks (Jain et al,
2002). To date, AmB is the antibiotic for which there is the
most clinical evidence of the successful treatment of
humans with PAM. However, only 15 cases of recovery
have been reported worldwide (Apley et al., 1970; Duma
et al., 1971; Anderson & Jamieson, 1972; Brown, 1991;
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Table 1. Clinical reports of PAM associated with AmB treatment

Authors Year Treatment Study
Apley et al. 1970 AmB, sulphadiazine Clinical report
Duma et al. 1971 AmB Clinical report
Anderson & Jamieson 1972 AmB Clinical report
Brown 1991 AmB Clinical report
Poungvarin & Jariya 1991 AmB, rifampicin, ketoconazole Clinical report
Loschiavo et al. 1993 AmB Clinical report
Wang et al. 1993 AmB, rifampicin, chloramphenicol Clinical report
Jain et al. 2002 AmB, rifampicin and ornidazole Clinical report
Vargas-Zepeda et al. 2005 AmB, dexamethasone, fluconazole, rifampicin Clinical report
Yadav et al. 2013 AmB, rifampicin, fluconazole Clinical report
Sood et al. 2014 AmB, rifampicin, fluconazole Clinical report
Sharma et al. 2015 AmB Clinical report
Linam et al. 2015 AmB, rifampin, fluconazole, azithromycin, Clinical report
miltefosine, dexamethasone
Cope et al. 2016 AmB, rifampin, fluconazole, azithromycin, Clinical report
miltefosine, dexamethasone

Poungvarin & Jariya, 1991; Loschiavo et al., 1993; Wang
et al., 1993; Jain et al, 2002; Vargas-Zepeda et al., 2005;
Yadav et al., 2013; Sood et al., 2014; Linam et al., 2015;
Sharma et al., 2015; Cope et al., 2016). Recently, an investi-
gational breast cancer and anti-Leishmania drug, miltefo-
sine (Dorlo et al, 2012; Kaur et al, 2015), has shown
promise when used in combination with other drugs, and a
PAM patient was successfully treated using miltefosine and
hypothermia; however, the patient suffered permanent
brain damage (Cope et al., 2016). Because of the toxicity of
AmB and the low rate of recovery from PAM (5%),
researchers are interested in finding new and more effective
treatments for this disease. Additionally, some adjunctive
therapies have been employed in the treatment of PAM
such as the use of anti-inflammatory agents (e.g. dexameth-
asone) and non-pharmacological procedures like CSF
drainage, hyperosmolar therapy, moderate hyperventilation
and hypothermia (Cope et al., 2016). Some of the studies
aimed at finding novel therapeutic drugs focussed on com-
pounds such as acrolein, isoflavans, rokitomicin, miltefo-
sine/chlorpromazine, corifungin and certain amidino
derivatives that showed amoebicidal effects in Naegleria cul-
tures and conferred protection in a mouse model (Zhang
et al., 1988; Belofsky et al., 2006; Kim et al., 2008a, c¢; Deb-
nath et al., 2012; Rice et al., 2015).

Conclusion

PAM is an acute and fatal disease that has recently become
more common in both developed and underdeveloped
countries. The number of PAM cases may increase due to
global warming, global overpopulation and increased indus-
trial activities. It is urgent that the health community,
including medical and diagnostic laboratory technicians, be
aware of this disease in order to make timely diagnosis that

could save patients’ lives. The knowledge of the biology and
pathogenesis of N. fowleri in the past 50 years could be used
to make faster diagnosis and design new drugs against spe-
cific targets to eliminate the amoeba and increase the sur-
vival of the patients.
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