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lll. RESUMEN

La amibiasis es una enfermedad parasitaria infecciosa del tracto gastrointestinal
causada por la contaminacion con quistes del protozoario parasito Entamoeba
histolytica. Esta parasitosis presenta una distribucion mundial afectando principalmente
a paises donde las condiciones socioeconémicas e higiénicas son deficientes. El ion
calcio es una molécula de sefalizacion importante considerada como un segundo
mensajero, este ion es utilizado por las células eucariotas y controla diversas funciones
celulares entre las cuales se encuentran la contraccion muscular, division celular,
diferenciacion, transcripcion de genes, secrecion de hormonas y permeabilidad a los
iones sodio y potasio. Diversos trabajos muestran la importancia del calcio en E.
histolytica. Donde se ha demostrado que el ion esté involucrado en el crecimiento y la
virulencia in vitro de E. histolytica. Ademas, el utilizar antagonistas del calcio e
inhibidores de calmodulina, tiene como resultado una alteracion del enquistamiento en
E. invadens, lo cual nos indica que el ion no solo es importante en la virulencia
amibiana, sino también en el ciclo de vida del parasito. Sin embargo, poco se sabe
sobre las proteinas que estan involucradas en la regulacién del ion calcio en E.
histolytica. En nuestro trabajo de maestria se encontraron ocho secuencias génicas
gue podrian codificar para ATPasas de calcio. Una de ellas (EHI_027710)
filogenéticamente se agrup6 con ATPasas de calcio de reticulo endoplasmico, present6
los dominios de ATPasa de calcio y una posible secuencia de retencién para reticulo
endoplasmico HDDL, similar a la secuencia de retencién reportada en Saccharomyces
cerevisiae (HDEL). Al realizar ensayos de virulencia in vitro con Trofozoitos con
Tapsigargina se observo un decremento del 39% en eficiencia de adhesion, un 58% en
citopatogenicidad y un 45% en eritrofagocitosis. Para localizar subcelularmente a
EhSERCA se hicieron anticuerpos especificos contra un péptido de la proteina. En
Western blot se detectd una proteina de aproximadamente 115 kDa y en la
inmunolocalizacion la proteina se encontré delimitando estructuras de tipo vacuolar.

En este trabajo logramos identificar la ATPasa de calcio del tipo de SERCA en
E. invadens (EiISERCA). Esta bomba de calcio al igual que EhnSERCA, contiene todos
los dominios involucrados en el transporte de calcio, incluso en el extremo del carboxilo
terminal cuenta con una posible secuencia de retencion para reticulo endoplasmico
(HEDL). Para conocer la ubicacion celular de esta proteina se utilizo el anticuerpo de
conejo anti-EhSERCA y se encontré que esta bomba de calcio al igual que EhSERCA

se localiza en un sistema vesicular que conforma el reticulo endopldsmico en la amiba.



El calcio tiene un papel importante en la biologia del parasito, por lo tanto resultaba
interesante el estudiar la importancia de esta ATPasa de calcio en el enquistamiento de
E. invadens. Se encontrd que esta proteina se relocaliza a la membrana plasmatica del
parasito. Después, se utilizaron Tapsigargina y acido ciclopiazonico, farmacos que
inhiben SERCA de manera especifica. Al analizar el efecto de los farmacos se
demostré que ambos son capaces de inhibir el enquistamiento de manera significativa,
ademas de que aquellos quisten que se forman muestran una formacion anormal, lo
que indica que SERCA es una molécula importante en la biologia de la amiba, la cual
se podria postular como una molécula blanco para el desarrollo de nuevos farmacos

anti-amibianos.



V. SUMMARY

Amoebiasis is an infectious parasitic disease of the gastrointestinal tract caused by
contamination with parasite protozoan cysts Entamoeba histolytica. This parasitosis
has a worldwide distribution mainly affecting countries where socioeconomic and
hygienic conditions are poor. Calcium ion is an important signaling molecule
regarded as a second messenger, this ion is used by eukaryotic cells and controls
several cell functions among which are muscle contraction, cell division,
differentiation, gene transcription, secretion of hormones and permeability to sodium
and potassium ions. Several studies show the importance of calcium in E. histolytica,
where it has been shown that the ion is involved in the in vitro growth and virulence
of the parasite. Moreover, using calcium channel blockers and calmodulin inhibitors,
results in an alteration of E. invadens encystment, which indicates that the ion is not
only important in amebic virulence, but also in the life cycle of the parasite. However,
little is known about proteins that are involved in calcium regulation in E. histolytica.
In our MSc work, we found eight E. histolytica gene sequences that could encode for
calcium ATPases. One of them (EHI_027710) was phylogenetically grouped with
sarcoendoplasmic reticulum calcium ATPases (SERCA). This protein showed all the
calcium ATPases domains with a HDDL sequence at the carboxyl terminus, which is
similar to the endoplasmic reticulum retention sequence reported in Saccharomyces
cerevisiae (HDEL).To determine the role of the possible EnSERCA in the amoeba
virulence, trophozoites were treated with Thapsigargin a SERCA specific blocker and
virulence in vitro assays were conducted, observing a decrease of 39% in the
adhesion efficiency, 58% in cytopathogenicity, and 45% in erythrophagocytosis.
Western blot assays with the specific antibodies against ERSERCA detected a 115
kDa protein and immunolocalization showed that the protein delimits vacuolar-like

structures near to the cell nucleus.

In this work we identified a SERCA-type calcium ATPase in E. invadens
(EISERCA). This calcium pump contains all the domains involved in calcium
transport, even it has a possible retention sequence for endoplasmic reticulum
(HEDL). For the cellular location of this protein the anti-rabbit EASERCA antibody
was used and we found that this calcium pump like EhSERCA is located in a

vesicular system comprising the endoplasmic reticulum in the amoeba. Calcium

\%



plays an important role in the biology of the parasite, so it was interesting to study
the importance of the calcium ATPase on E. Invadens encystment and we found that
this protein is relocated to the plasma membrane of the parasite. Then Thapsigargin
and cyclopiazonic acid, drugs that specifically inhibit SERCA were used. When we
analyze the effect of the drugs, we demonstrated that both drugs are able to inhibit
significantly the encystment, besides those formed cysts exhibit an abnormal
formation, indicating that SERCA is an important molecule in the amoeba biology
which could be postulated as a target molecule for the development of new anti-

amebic drugs.

Vi



1. ANTECEDENTES GENERALES
1.1. AMIBIASIS

La amibiasis es una enfermedad parasitaria infecciosa del tracto gastrointestinal
causada por protozoario parasito Entamoeba histolytica y es trasmitida por la
contaminacion de alimentos con los quistes del pardsito. La amibiasis presenta una
distribucién mundial, sin embargo, afecta principalmente a paises en vias de desarrollo,
donde las condiciones socioeconémicas e higiénicas son deficientes (Barron et al.,
2008). Esta parasitosis afecta principalmente el colon y al penetrar la mucosa del
intestino puede ocasionar colitis 0 abscesos, principalmente en higado, seguido por
cerebro, pulmoén y piel (Blessmann et al.,, 2002). Las personas infectadas con E.
histolytica pueden dividirse en dos grupos de acuerdo a las manifestaciones clinicas;
asintoméaticos y sintomaticos que representan un 90 y 10% de los casos. A nivel
intestinal los individuos sintomaticos presentan un cuadro clinico de disenteria
amibiana, rectocolitis aguda o colitis no disentérica crénica; mientras que a nivel
extraintestinal se presenta el absceso hepético amibiano, el absceso cerebral y
enfermedad genitourinaria (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000). Se estima
gue al afio se infectan a nivel mundial 500 millones de personas y mueren entre 40,000
y 110,000 por complicaciones; asi, la amibiasis es considerada la tercera parasitosis
causante de mortalidad mundial después de la malaria y la esquistosomiasis (Buss et

al., 2008; Lopez et al., 2008).

1.2 HISTORIA
Desde hace mucho tiempo se describieron cuadros clinicos semejantes a los
gue se presentan en una amibiasis; como ejemplo se encuentra la descripcion hecha

por Celso e Hipocrates en el 300 AC, quienes observaron a un paciente que padecia



de fiebre y diarrea muco-sanguinolenta. Al observar el cuadro clinico de esta
enfermedad, decidieron llamarle “flujo de vientre” (Pinilla et al., 2008). En 1855, Lambal
estudio el caso de un nifio con disenteria, al analizar la materia fecal del nifio se
percatd de la presencia de un protozoo que emitia pseuddpodos. Sin embargo, Lambal
no logr6 observar mas de dicho microorganismo. En 1873 Friedrich Loschen mejor
conocido como Losch, descubrié microorganismos moviles en las heces disentéricas
de un campesino de 24 afios. Estos microorganismos poseian ecto y endoplasma,
ademas de glébulos rojos en su interior. Losch logré reproducir la enfermedad en
perros, los cuales inoculaba con heces del campesino y de estos logré obtener amibas,
ademas de observar ulceraciones en la mucosa intestinal; no obstante el hallazgo més
importante en su trabajo fue obtener las amibas al realizar la autopsia al campesino,
encontrando que estas causaban ulceraciones en la mucosa del colon (Pinilla et al.,
2008). En 1886, Koch estudio casos de disenteria en los cuales encontrd a la amiba en
lesiones hepdticas, hallazgos que fueron confirmados ese mismo afio por Esteban
Kartulis, al demostrar la presencia de amibas en 150 autopsias de pacientes con
disenteria (Pinilla et al., 2008). Kartulis es considerado el primero en afirmar que la
amiba es el agente causal de la disenteria y que el absceso hepatico es secuela de la
disenteria (Botero y Restrepo, 1998; Pinilla et al., 2008). En 1901, Councilman y Lafleur
al estudiar 14 casos de disenteria, lograron describir meticulosamente las lesiones
intestinales provocadas por la amiba y pudieron discernir claramente una disenteria
amibiana de una bacterial, ademas de acufiar el término de “disenteria amibiana” y
“absceso hepatico” (Ravdin, 1988). En 1894, Quincke y Roos al experimentar con
gatos encontraron que estos se pueden infectar con E. histolytica de forma oral o
rectal, siempre y cuando sean infectados con quistes, es aqui por primera vez que se

empieza a hablar del quiste como la forma infectiva (Cox, 2002). En 1903, Heuber hizo



la descripcion de los quistes de la amiba y Schaudinn la del trofozoito, ademés esté
ultimo diferencié dos especies: Endamoeba histolytica 0 amiba patégena y Endamoeba
coli o amiba no patdgena. Schaudinn pretendiéo demostrar la diferencia en cuanto a la
patogenicidad de estas amibas ingiriendo quistes, lo que desafortunadamente le causé
dos crisis disentéricas, las cuales al parecer fueron la causa de su temprana muerte
(Pinilla et al., 2008). Diez afios mas tarde, Musgrave, Clegg, Walker y Sellards
realizaron estudios de patogenicidad en individuos sanos que ingirieron quistes de E.
histolytica y de E. coli. Solo aquellos que ingirieron quistes de E. histolytica presentaron
disenteria, demostrando asi el importante papel de los quistes en la transmision de la
enfermedad (Pinilla et al., 2008). En ese mismo afio, Dobell describe el ciclo de vida de
la amiba y en 1925 Brumpt, con base en la presencia de individuos sintométicos y
asintoméaticos propuso la existencia de dos especies distintas de la amiba, una
patdbgena y una no patdégena, sin embargo, ambas eran morfolégicamente iguales
(Botero & Restrepo, 1998; Gillespie & Pearson, 2001). Los medios de -cultivo
desarrollados a lo largo de la historia han facilitado el estudio de la amibiasis, entre
estos podemos encontrar el medio desarrollado por Boeck y Drbohlav, en el cual la
amiba era cultivada en presencia de bacterias hasta que se logré hacer el primer
cultivo monoxénico el cual fue realizado por Cleaveland y Sanders en 1930, pero no
fue hasta 1961, que Diamond obtuvo el primer cultivo axénico de E. histolytica (Clark &
Diamond, 2002). En 1978, Sargeaunt logré diferenciar la variante patogénica de E.
histolytica de la no patogénica, mediante la aplicacién de técnicas isoenzimaticas, y en
1993, es el mismo Diamond quien demostrd0 que en realidad se trataba de dos
especies diferentes correspondientes a E. histolytica para la amiba patogénica y E.
dispar para no patogénica (Clark & Diamond, 2002). Como consecuencia de esto, la

OMS en 1997, decide recomendar que se diferencien las dos especies para efectos de



diagndstico y tratamiento, en caso de que el diagnéstico se llevase a cabo mediante
microscopia optica, este se reportaria como E. histolytica/dispar (Clark & Diamond,

2002; Gémez et al., 2007).

1.3 BIOLOGIA DE E. histolytica

E. histolytica es un protozoario no flagelado que se encuentra en el phylum
Rhizopoda, género Entamoeba. En esta ultima, ademas de E. histolytica también se
encuentran otras especies que infectan al humano, como son: E. dispar, E. gingivalis y
E. moshkovskii, sin embargo, podemos encontrar especies como E. coli, E. hartmanni,
E. invadens y E. polecki, las cuales no infectan al humano (Southwick, 2007; Ximénez

et al., 2007).

1.3.1 MORFOLOGIA

La amiba E. histolytica se encuentra en la naturaleza principalmente en dos
estadios: la forma maovil conocida como trofozoito y la forma infectiva conocida como
quiste. El trofozoito coloniza la mucosa intestinal del colon, donde se multiplica por
fision binaria (Ximénez et al., 2007). Esta forma movil mide de 20 a 40 ym y emite un
pseuddépodo amplio (digitiforme), hialino y transparente, el cual se proyecta al exterior
de la célula y presenta una apariencia granulosa (Ximénez et al., 2007). La traccion
gue ejerce el pseudopodo sobre la célula es indispensable para el desplazamiento de
la amiba. Una caracteristica distintiva de este estadio es que en general se encuentra
un solo nucleo, el cual cuenta con un solo cariosoma central compacto (Botero &
Restrepo, 1998; Gémez et al., 2007). El siguiente estadio es la fase infectiva no movil
conocida como quiste, el cual presenta una estructura redondeada de 10 a 15 uym y en

su interior alberga de 1 a 4 ndcleos segun la maduracion. El quiste presenta una pared



gruesa compuesta de quitina de un grosor de 125 a 150 nm, cuya funcién es brindar
resistencia cuando el parasito se encuentra fuera del conducto intestinal del huésped
(Gillespie & Pearson, 2001; Southwick, 2007).

La membrana nuclear de E. histolytica consiste en una capa doble de 120 nm de
grosor, con numerosos poros distribuidos de manera irregular. Estos poros tienen un
diametro de 50 a 65 nm (Kretschmer, 1994; Ravdin, 1988). Una de las caracteristicas
mas importantes del nucleo de E. histolytica es que éste cuenta con cromatina
periférica que estad compuesta principalmente de RNA y que podria ser la region
correspondiente al nucléolo de las células eucariotas, y el endosoma central podria ser
el sitio de condensacion del DNA (Martinez-Palomo, 1986). En el citoplasma de E.
histolytica se encuentra una red de vesiculas, algunas de las cuales podrian
corresponder al reticulo endoplasmico (Teixeira & Huston., 2008) y al aparato de Golgi
(Ghosh et al., 1999). Gran parte del citoplasma se encuentra ocupado por vacuolas
circulares de aproximadamente 0.5 a 9 ym. Mediante técnicas de tincion, bioquimicas y
estructurales se han logrado identificar vacuolas de macro y micropinocitosis,
lisosomas primarios y secundarios, cuerpos residuales, vacuolas autofagicas y
ribosomas, los cuales se observan como cumulos helicoidales con 300 nm de longitud
y 40 nm de diametro (Martinez-Palomo, 1986; Ravdin, 1988). La caracterizacion de la
membrana plasmatica es crucial para poder comprender las interacciones que se
llevan a cabo entre la amiba y el huésped, sin embargo, el estudio de esta membrana
ha sido dificil, ya que se ha tenido que estudiar de manera fraccionada. A traves del
fraccionamiento fue posible conocer la composicion lipidica de la membrana, la cual
difiere de manera cuantitativa y cualitativa de las presentes en mamiferos. Los lipidos
gue componen esta membrana son la fosfatidil-etanolamina, fosfatidilcolina,

fosfatidilserina, fosfatidilinositol y ceramida aminoetilfosfonato, el cual es un lipido poco



comun (Ravdin, 1988). Se piensa que esta composicion de lipidos poco habitual puede
ser la razén de gran plasticidad que presenta el trofozoito, ademas de conferirle

estabilidad (Martinez-Palomo, 1986; Ravdin, 1988).

1.3.2 CICLO DE VIDA

En la figura 1, se esquematiza el ciclo de vida E. histolytica que inicia con la
ingestion de quistes presentes en alimentos y agua contaminados con materia fecal
humana. Los quistes ingeridos no se ven afectados por el pH &acido del estobmago
debido a la pared de quitina que presenta, sin embargo, es reblandecido por los jugos
gastricos y pancreaticos, lo cual permite su desenquistamiento en la region ileo cecal
(Goémez et al., 2007). Durante el desenquistamiento hay una division del citoplasma y
del ndcleo, dando paso a la generacién de ocho nuevos trofozoitos, que después
migran hacia el intestino grueso donde se alojan en las criptas intestinales y se
alimentan de bacterias residentes y restos celulares (Ximénez et al., 2007). Una vez
que los trofozoitos se han localizado en el intestino grueso, éstos se adhieren a la
mucosa intestinal, donde pueden vivir como comensales, sin causar un dafno aparente.
Sin embargo, en algunos casos los trofozoitos invaden el intestino, provocando la
amibiasis intestinal. En ocasiones incluso pueden atravesar la barrera intestinal y
diseminarse a higado, cerebro y pulmdn, donde provocan abscesos. El ciclo de vida de
la amiba se completa cuando el trofozoito enquista a medida que avanza por el colon,

ya que sera eliminado con las heces (Sehgal et al., 1996; Ximénez et al., 2007).

1.4 FACTORES DE VIRULENCIA
El dafio citopatico causado por los trofozoitos de E. histolytica es resultado de un

evento secuencial compuesto de tres pasos fundamentales que son: adhesion, citélisis



o lisis celular y fagocitosis (Espinosa-Cantellano & Martinez-Palomo, 2000). El dafio
citopético es un evento multifactorial ya que son diversas las moléculas que actian
para que este proceso se lleve a cabo, moléculas que se conocen como factores de

virulencia.

1.4.1 LECTINA INHIBIBLE POR RESIDUOS DE GALACTOSA/N-ACETIL-D-
GALACTOSAMINA (Gal/Gal NAc)

La lectina integral de membrana que une residuos de Galactosa/N-acetil-D-
galactosamina (Gal/GalNac) es la lectina mas estudiada debido a su importante papel
en el proceso de adhesion a glicoproteinas de las células del hospedero (Espinosa-
Cantellano & Martinez-Palomo, 2000). Esta lectina es una glicoproteina heterodimérica
de 260 kDa compuesta por una subunidad pesada de 170 kDa (Hgl) y una ligera de 31-
35 kDa (Lgl), ambas unidas por puentes disulfuro (Huston, 2004). La lectina
Gal/GalNAc también estd involucrada en citotoxicidad, fagocitosis, transduccion de
sefiales y evasion del sistema del complemento (Trejos-Suarez & Castafio-Osorio,
2009). Aun no se sabe cémo es que esta lectina modula la virulencia y la endocitosis,
sin embargo, se sabe que al truncar el extremo amino terminal de la Lgl se tiene como
resultado una eritrofagocitosis deficiente (Katz et al., 2002). Se sabe también que la Hgl
tiene un dominio de reconocimiento a carbohidratos (CRD) en la porcion extracelular de
la proteina, y también dos dominios semejantes a integrina en el carboxilo terminal
citoplasmico (Laughlin & Temesvari, 2005). La adicion de galactosa o N-acetil-D-
galactosamina reduce la adherencia de los trofozoitos a monocapas celulares hasta en
un 90%, resultado que indica la especificidad de esta lectina a estos sacaridos y su

importancia en el proceso de adhesion (Laughlin & Temesvari, 2005).. Adicionalmente,



se ha reportado una disminucion de la adhesion de E. histolytica a células CHO que

presentan patrones de glicosilacion alterados (Li et al, 1988).

1.4.2 COMPLEJO EhCPADH

La segunda molécula de adherencia mas estudiada es el complejo proteico
(EhCPADH) de 124 kDa, el cual esta compuesto por una proteina de adhesion
(EhADH112) y una con actividad proteolitica del tipo cisteina (EhCP112) (Garcia-
Rivera et al., 1999). Este complejo se encuentra en membrana plasmatica y vacuolas
citoplasmaticas (Garcia-Rivera et al., 1999). La adhesina EhADH112 presenta tres
posibles dominios transmembranales y con el uso de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra la adhesina se logr6 bloquear la adhesion, la fagocitosis y la
destruccion de monocapas celulares (Arroyo & Orozco., 1987), sugiriendo que este
complejo tiene un papel importante en la virulencia del parésito. Por otro lado,
diferentes estudios han demostrado que al inocular hamsteres con péptidos
recombinantes o con una mezcla del cDNA de la adhesina y de la cisteina proteasa, los
animales presentan una proteccidon parcial contra la amibiasis hepatica (Madriz et al.,

2004; Martinez-L6pez et al., 2004; Martinez et al, 2009).
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Figura 1.- Ciclo de vida de E. histolytica. La infeccion inicia con la ingesta de quistes,
los cuales son capaces de resistir el pH gastrico. En el intestino delgado se da el
desenquistamiento, que consiste en la division del quiste tetraucleado y el citoplasma,
dando origen a ocho trofozoitos. Los trofozoitos se dirigen a intestino grueso para
colonizarlo, ahi se alimentan de bacterias y restos celulares. Finalmente, los trofozoitos
pueden enquistarse y completar el ciclo. Sin embargo, en algunos casos los trofozoitos
invaden el intestino, provocando la amibiasis intestinal. En ocasiones incluso pueden
atravesar la barrera intestinal y diseminarse a higado, cerebro y pulmén, donde
provocan abscesos (CDC, 2009).



1.4.3 LECTINA DE 220 kDa (L220)

Esta proteina que une oligosacaridos de N-acetilglucosamina fue aislada y
purificada de la cepa HM1: IMSS y se localiz6 en la membrana plasmética del parasito
(Rosales-Encinas et al, 1987; Meza et al, 2006). Poco se sabe de la funcion o ligando
extracelular de esta adhesina, sin embargo, se ha visto que es altamente inmunogénica
en ratones, hamsteres y conejos (Rosales-Encinas et al, 1987; Talamas-Rohana &
Meza 1988). En el modelo del raton esta adhesina tiene un efecto inmunomodulador,
ya que cuenta con la capacidad de suprimir o activar la proliferacion de linfocitos T
(Talamas-Rohana et al., 1995). In vitro, la proteina purificada bloquea la adhesion de
los trofozoitos amibianos a monocapas celulares y aglutina eritrocitos humanos
(Rosales-Encinas et al, 1987). De igual manera, anticuerpos dirigidos contra esta
proteina inhiben parcialmente la adhesién a células blanco y la eritrofagocitosis
(Talamas & Meza 1988). Los anticuerpos policlonales dirigidos contra esta lectina
reconocen proteinas del mismo peso en cepas virulentas y no virulentas, mientras que
anticuerpos monoclonales sélo reconocen a la proteina en las cepas patdgenas
HM1.IMSS o HM1:HM38, lo cual sugiere que es posible que exista una isoforma de
esta adhesina, que esta presente Unicamente en las cepas patdgenas de E. histolytica

(Talamas-Rohana & Meza 1988).

1.4.4 PROTEINA RICA EN SERINAS (SREHP)

Esta proteina fue identificada mediante un tamizaje diferencial de cDNA
comparando una cepa patdgena con otra no patdgena (Stanley et al, 1990). Esta
proteina localizada en la membrana del parasito se encuentra modificada con grupos
palmitol y tiene un alto grado de modificaciones postraduccionales, un alto nimero de

residuos de serina y secuencias hidrofilicas repetidas aleatoriamente (Stanley et al,
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1995; Stanley et al, 1995). Los anticuerpos dirigidos contra esta proteina mostraron un
blogueo de la adhesién a monocapas celulares, aunque no se ha logrado identificar el

ligando o la funcién que pudiera tener esta proteina de membrana (Stanley et al, 1995).

1.4.5 AMEBAPORO

El amebaporo es un péptido compuesto por 77 aminoacidos y se conocen las
isoformas A, B y C, las cuales se producen en una proporcién de 35:10:1 (Leippe,
1997). Las tres isoformas del amebaporo pertenecen a la familia de las proteinas del
tipo saposina (SAPLIP), proteinas que se caracterizan por tener un motivo conservado
de residuos de cisteina unidas por tres puentes disulfuro que permiten la interaccion
con lipidos (Hecht et al.,, 2004; Winkelmann et al., 2006). Las tres isoformas del
amebaporo muestran una interesante similitud en cuanto a estructura y funcién con
otros péptidos formadores de poros, en este caso a las lisinas y granuldlisinas de las
células NK y las células T citotéxicas de cerdos (Andersson et al., 1995; Leippe, 1995,
1997).

El amebaporo en la amiba se encuentra en estructuras similares a los lisosomas
de donde puede viajar a fagosomas o ser secretado al medio extracelular donde se
encarga de dafar la membrana de las células blanco (Lynch et al., 1982). El
mecanismo de accion de este péptido consiste en permeabilizar la membrana mediante
su insercion en la bicapa lipidica donde se une a fosfolipidos anidnicos, una vez unido
a los fosfolipidos se dan interacciones entre los mismos péptidos formadores de poros,
es decir, una interaccion peéptido-péptido, interaccion que tiene como resultado la
formacion de una molécula de mayor tamafo, la cual da paso a un flujo anormal de

iones y otras moléculas, en consecuencia se crea un desbalance en el medio
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intracelular trayendo como resultado la muerte celular por choque osmoético (Leippe,

1997; Trejos-Suarez & Castafio-Osorio, 2009).

1.4.6 CISTEINA PROTEASAS

Ademas del amebaporo, otro factor importante en la lisis celular inducida por la
amiba son las cisteina proteasas. A la fecha se han reportado veinte genes que
codifican para cisteina proteasas (EhCP1-EhCP19 y Ehcpl112), pero solo ocho de
estas se han detectado que se expresan in vitro (Trejos-Suarez & Castafio-Osorio,
2009). EnCP1 (27-35 kDa), EhCP2 (35 kDa) y EhCP5 (29kDa) componen el 90% de la
actividad total de las proteasas del tipo cisteina en la amiba (Bruchhaus et al., 2003;
Trejos-Suéarez & Castafio-Osorio, 2009). EhCP1 junto con la EhCP2, 3,5y 112 se han
identificado y localizado en membrana plasmatica, endosomas y en el espacio
extracelular debido a su secrecién (Bruchhaus et al., 2003; Hellberg et al., 2001;
Luaces & Barrett., 1988; Ocadiz et al., 2005; Que et al., 2002). EhCP1, 2, 3 y 112
participan en la destruccién de la matriz extracelular donde degradan fibronectina,
laminina y colageno, lo cual tiene como resultado la separacion entre células facilitando
asi la invasion, ademas se sabe que estas tres proteasas participan en la fagocitosis
(Laughlin & Temesvari, 2005; Ocadiz et al, 2005).

EhCP5 es la proteasa del tipo cisteina mas estudiada en E. histolytica, se sabe
gue esta contribuye a la evasion de la respuesta inmune montada por el hospedero ya
gque es capaz de degradar a IgA, IgG, IL-18 (clave en procesos inflamatorios,
mediadora de la respuesta Thl, activadora de macréfagos y secrecion de IFN) y
subunidades del complemento como C3a y C5a (Kelsall et al., 1993; Que et al., 2003;

Reed et al.,, 1995; Tran et al., 1998). EhCP5 también presenta actividad de enzima
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convertasa de IL-1p3, actividad que podria activar la cascada de las caspasas dentro de
los hepatocitos causando apoptosis (Zhang et al., 2000).

EhCP112 es Unica entre las cisteina proteasas producidas por la amiba ya que
ésta se encuentra formando un complejo con una adhesina EnADH112 y es funcional,
ya que al utilizar un anticuerpo monoclonal contra el complejo se inhibe la adhesion,
fagocitosis y destruccion a células por parte de la amiba (Garcia-Rivera et al., 1999;

Ocadiz et al., 2005).

1.5 Entamoeba invadens COMO MODELO DE ENQUISTAMIENTO

Como se menciono anteriormente el ciclo de vida del género Entamoeba en
protozoarios parasitos que pertenecen al género Entamoeba comprende dos estadios:
el primero se conoce como quiste. Este estadio no solo ayuda al parasito a sobrevivir
en condiciones adversas que supone el medio ambiente, sino que también es la forma
gue produce la infeccion. Una vez que el quiste ha sido ingerido por el hospedero, este
tiene que llegar al intestino donde se lleva a cabo el desenquistamiento y se libera la
forma movil del parasito, el cual es el segundo estadio del parasito y es conocido como
trofozoito (GOmez et al., 2007). El estudi6 de las proteinas especificas de ambos
estadios asi como aquellas que estan involucradas en el cambio de estadio es de vital
importancia para comprender la biologia del parasito. E. histolytica es un parasito de
gran importancia clinica y numerosas son las proteinas de este parasito que han sido
estudiadas en la fase de trofozoito, sin embargo, estudiar las proteinas que participan
en los procesos de diferenciacion quiste-trofozoito y trofozoito-quiste resulta un
problema, ya que en el caso de E. histolytica aun no se ha logrado inducir el

enquistamiento de manera in vitro.
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E. invadens es el agente causal de la amibiasis en reptiles, enfermedad que
tiene una tasa de mortalidad de casi el 100% (McConnachie, 1969). Este parasito es
genética y morfolégicamente similar a E. histolytica, pero a diferencia de éste, en E.
invadens ya se ha logrado llevar a cabo el enquistamiento de manera in vitro, mismo
gue por su alta eficiencia y relativa facilidad se ha aceptado como un modelo de
estudio valido para el enquistamiento en el género Entamoeba (Ganguly & Lohia, 2001;

Lépez-Romero & Villagbmez-Castro, 1993).

1.6 HOMEOSTASIS DEL ION CALCIO

El i6bn calcio es una molécula de sefializacién importante considerada como un
segundo mensajero (Moreno & Docampo; 2003), este idn es utilizado por las células
eucariotas y controla diversas funciones celulares entre las cuales se encuentran la
contraccion muscular, division celular, diferenciacion, transcripcion de genes, secrecion
de hormonas y permeabilidad a los iones sodio y potasio (Meza et al., 2006; Welling,
2009).

La célula puede elevar los niveles de calcio citoplasmatico para activar
diferentes funciones celulares mediante la obtencion del i6n de manera extracelular o
mediante su liberacion de organelos de almacenaje como el reticulo endoplasmico
(Diaz, 2003). La obtencion de calcio extracelular es llevada a cabo por canales i6nicos,
los cuales son controlados por diversos mecanismos como cambios de voltaje, union a
ligando o por la misma liberacién de calcio intracelular. Estos mecanismos permiten la
apertura del canal y el paso de los iones a través de los mismos (Aidley & Stanfield,
1996).

El aumento en la concentracion de calcio intracelular también es regulada

mediante la liberacién del i6n del reticulo endoplasmico, liberacién que es resultado de
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un proceso de sefalizacion que consiste en la activacion de la fosfolipasa C (PLCy1),
enzima que hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) y produce diacilglicerol
(DAG) e inositol 3-fosfato (IP3), este ultimo se une a su receptor en el reticulo
endoplasmico y conduce a la liberacion de calcio al citosol (Nowycky & Thomas, 2002).
Los canales del reticulo endoplasmico activados por rianodina también conducen a la
liberacion del calcio (Higgins et al., 2006).

El calcio, a diferencia de otras moléculas de sefalizacibn, no puede ser
degradado, por lo tanto una vez que el calcio citoplasmatico alcanza un nivel umbral
para llevar a cabo diversos procesos de sefializacion, se activan diferentes
mecanismos dirigidos a disminuir la concentracion de calcio intracelular a su nivel basal
(Diaz, 2003). Entre estos mecanismos reguladores se encuentra la actividad de
diferentes ATPasas de calcio, cuya funcion es expulsar de la célula o atrapar en
organelos intracelulares el exceso de calcio citoplasmico con el fin de regular la
concentracion normal del ion (Clapham, 2007). En la membrana plasmética, la ATPasa
de calcio (PMCA, del inglés plasma membrane calcium ATPase) funciona como una
bomba, ya que se encarga de expulsar al i6bn al espacio extracelular, mientras que la
ATPasa de calcio del reticulo endoplasmico (SERCA, del inglés sarcoendoplasmic
reticulum calcium ATPase) se encarga de capturar calcio, ya que como se menciono
anteriormente, este organelo es un lugar de almacenaje del i6bn (Benaim, 2004).

Para que estos procesos de regulacion se activen, es necesario que existan
sensores que verifiquen la concentracion de calcio intracelular, un ejemplo de esto es
la proteina de 17 kDa conocida como calmodulina. La calmodulina contiene un dominio
conocido como EF-hand, que le permite unir calcio (Diaz, 2003). Otro ejemplo es la
molécula de interaccion estromal 1 (STIM1), la cual es una proteina de 90 kDa, que

funciona como sensor de calcio en el reticulo endoplasmico y al igual que la
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calmodulina contiene un dominio EF-hand que le permite unir calcio (Fahrner et al.,

2009).

1.6.1 CANALES IONICOS

Los canales idnicos son proteinas integrales de membrana que permiten el paso
de una gran cantidad de iones (1x10'%'%jones/seq) especificos por difusiéon pasiva,
condicién que los diferencia de los transportadores o bombas, los cuales sélo pueden
pasar uno 0 muy pocos iones (Feranchak, 2003; Jentsch et al., 2004). Los canales
iGnicos presentan caracteristicas funcionales comunes, como son: un poro acuoso por
el cual los iones son capaces de pasar un filtro de selectividad que permite discriminar
entre los tipos de iones como sodio, potasio, calcio y cloro; y una compuerta con la cual
el canal puede cerrarse o abrirse al flujo de iones (Hille, 2002). Para que estos canales
permitan el flujo de iones a través de ellos, es necesario que cambien de su forma
cerrada a su forma abierta, cambio que es controlado por diferentes sefiales como el
voltaje, union de ligandos, concentracion de calcio intracelular o neurotransmisores
extracelulares como el &cido gamma-aminobutirico (GABA), modificaciones post-
traduccionales como la fosforilacion y factores microambientales como los niveles de
ATP y el pH (Hille, 2002; Jentsch et al., 2004).

La funcion de los canales i6nicos es mantener la homeostasis electroquimica en
los diferentes compartimentos intracelulares mediante la regulacion del flujo de cargas
a través de las membranas biologicas como consecuencia del movimiento de carga
eléctrica, acarreada por distintas especies ionicas que producen cambios en el
potencial de membrana (Hille, 2002). Los canales idnicos se encuentran en la
membrana celular de los organismos (Guda et al.,, 2007). Se sabe que los canales

participan en infinidad de funciones biologicas. A nivel celular controlan el volumen, la

16



proliferacion y la sefializacion. En células excitables como las neuronas, los canales
iGnicos se encargan de transmitir los impulsos eléctricos con el fin de excitar a las
células, excitacion que conduce a la transduccion sensorial, el aprendizaje y la
memoria (Feranchak, 2003). A nivel gastrointestinal los canales iénicos contribuyen en
la motilidad del intestino, el balance de agua y sal, en la secrecién pancreética y la
digestion, entre otras (Feranchak, 2003). Los canales i6nicos también son importantes
en el sistema inmune, ya que mediante vias de sefalizacién activadas por cambios en
los niveles de los iones, conducen a la proliferacién de linfocitos T (Cahalan & Chandy,
1997; Cahalan et al., 2001). Procesos como la mitosis y la secrecion de hormonas
también son regulados por canales iénicos (Ponce & Cereijido, 2000).

Los canales dependientes de voltaje son aquellos donde un cambio en el
potencial eléctrico de membrana induce al canal a abrirse, permitiendo asi el flujo de
iones a través de él (Aidley & Stanfield, 1996). Otro mecanismo es el de los canales
dependientes de ligando, donde un neurotransmisor u hormona interacciona con el
receptor del canal, lo que crea un cambio en el potencial de membrana y en la
conformacién del canal (Collingridge et al., 2009). Si el ligando actua directamente con
el receptor del canal, este es un mecanismo ionotropico, mientras que el metabotrépico
activa al canal de manera indirecta, ya que el neurotransmisor se une a un receptor no
asociado al canal, sin embargo, activa redes de sefializacion que culminan en la

fosforilacion del canal y la apertura del mismo (Aidley & Stanfield, 1996; Hille, 2002).

1.6.2 CANALES DE CALCIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE (VGCCs)
Todas las células excitables expresan canales de calcio dependientes de voltaje,
los cuales traducen la actividad eléctrica a sefiales bioquimicas. La despolarizacion de

la membrana trae como resultado la apertura de los canales permitiendo asi una rapida
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entrada del calcio, el cual regula procesos como la liberacion de neurotransmisores y
neuropéptidos, excitabilidad neuronal y plasticidad, entre otros (Cao, 2006).

Los canales de calcio dependientes de voltaje son los mas estudiados y se
clasifican con base en su cinética y propiedades farmacoldgicas en canales L, T, N, P,
Q y R (Catterall, 2000). Los canales del tipo L son encontrados en tejido cardiaco, son
dependientes de dihidropiridinas (DHP). Los tipo P, N, T, Q y R se expresan en
cerebro, los P y N son dependientes de w-conotoxina, mientras que los T no dependen
de ningun agonista (Ponce & Cereijido, 2000). Los canales del tipo L son los mejor
caracterizados y consisten en las subunidades denominadas a1 (190 kDa), el
heterodimero unido por puentes disulfuro a2d (170 kDa), B (55 kDa) y y (33 kDa),
donde la subunidad de 200 aminoacidos a1 es las mas importante, ya que forma el
poro, expresa el filtro de selectividad y el sensor de voltaje, ademas de que contiene el
sitio de unién para agonistas y antagonistas de los canales de calcio (Catterall, 2000;

Welling, 2009).

1.6.3 CANALES DE CALCIO REGULADOS POR DEPOSITOS INTRACELULARES
(SOCCS)

Otros canales involucrados en la regulacion del calcio intracelular son los
canales de calcio regulados por depositos intracelulares (SOCCs). De estos, los mejor
caracterizados son los canales activados por liberacion de calcio (CRAC), los cuales
fueron descritos por primera vez en células T de humano, donde son requeridos para la
respuesta a antigenos, para proliferacién y secrecién de citocinas (Frischauf et al.,
2008; Guo & Huang., 2008). La busqueda de los componentes moleculares de estos
canales trajo como resultado el hallazgo de dos moléculas clave, que son STIM1 y

Orail (Fahrner et al., 2009). STIM1 inicialmente se caracteriz6 como una fosfoproteina,
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la cual cuenta con un dominio transmembranal simple, un dominio N-terminal que se
compacta en el lumen del reticulo endoplasmico, un dominio C-terminal que se
extiende hacia al citosol, ademas de un dominio EF-Hand que junto con el dominio
SAM permiten la union del calcio a STIM1 y un dominio de N-glicosilacion el cual al ser
N-glicosilado permite la relocalizaciéon de STIM1 a membrana plasmatica (Frischauf et
al 2008; Varnai et al., 2009). STIM1 funciona como sensor de calcio en el reticulo
endopldsmico, cuando el calcio se encuentra en bajas concentraciones en este
organelo, STIM1 es capaz de relocalizarse en membrana plasmatica donde activa a
Orail, activacion que permite una corriente de calcio conocida como Icrac (Fahrner et
al 2009). Orail es una proteina de membrana plasmatica con cuatro fragmentos
transmembranales, los cuales son esenciales como unidades formadoras de poros de
los CRAC, estos fragmentos son subunidades de Orail que se ensamblan entre si para
formar el canal; cada subunidad es importante para la activacién de este mecanismo,
ya que mutaciones en cualquiera de las subunidades tiene como resultado una baja
corriente de iones calcio (Frischauf, 2008).

Los receptores de potencial transitorio (TRP) también son canales de calcio
regulados por depdsitos intracelulares. Estos canales de tipo TRP tienen diferentes
papeles en vertebrados e invertebrados, entre ellos la transduccion visual, el gusto,
deteccion de feromonas y recepcion térmica, entre otros (Liu & Liman, 2003). Los TRP
son canales i6nicos selectivos para los cationes de calcio y magnesio, estos se
encuentran en membrana y presentan estructuras similares a los canales dependientes
de voltaje de potasio, sodio y cloro, ya que los canales TRP presentan 6 fragmentos
transmembranales y los extremos amino y carboxilo terminal son intracelulares (Huang,

2004). Estos canales son agrupados en base a su secuencia de aminoéacidos y
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similitud estructural, dividiéndolos asi en las familias TRPA, TRPC, TRPM, TRPML,
TRPN, TRPP y TRPV (Huang, 2004., Ramsey et al., 2006).

Los canales TRP pueden ser activados por receptores, ligandos o por activacion
directa. La activacion por receptores es llevada por receptores acoplados a proteinas G
y por receptores de tirosina cinasas que activan a la PLC, la cual modula la activacion
de los TRP, esto mediante tres vias que son: la hidrélisis del PIP2, la produccion de
DAG, o la produccion de IP3 (Ramsey et al., 2006). La activacion por ligando se puede
dar por pequefias moléculas de origen exdgeno, incluyendo compuestos sintéticos y
productos naturales (capsaicina, icilina, 2-aminoethoxydifenilborato); por lipidos
enddgenos o por productos del metabolismo de los lipidos (DAG, IP3, eicosanoides);
por nucledtidos puricos y sus metabolitos (adenosin difosforibosa, BNAD); o por iones
inorganicos como el calcio y el magnesio (Ramsey et al., 2006). La activacién directa
es dada por estimulos mecénicos, acoplamiento conformacional a receptores IP3 y por
fosforilaciéon del canal, sin embargo, aun es poco lo que se sabe de este tipo de

activacion (Ramsey et al., 2006).

1.6.4 BOMBAS DE CALCIO

En la célula se encuentra tres familias de ATPasas capaces de bombear calcio:
las ATPasas de calcio de membrana plasmatica (PMCA), las ATPasas de calcio de
reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA) y las residentes del aparato de Golgi, también
conocidas como ATPasas de calcio de vias secretoras (SPCA o PMR1) (Diaz, 2003;
Rudolph et al., 1989).

Las PMCA se encargan de expulsar calcio citoplasmatico con el fin de mantener
la concentracion normal del ion. La masa molecular de las PMCA es de

aproximadamente 138 kDa, poseen diez fragmentos transmembranales y presenta un
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sitio de fosforilacion por ATP, ademas de un sitio de union al ATP; ambos sitios son
caracteristicos de las bombas del tipo “P”, definidas asi por la formacion de un
intermediario fosforilado (aspartil-fosfato) durante el ciclo catalitico (Strehler et al.,
2007). Estas bombas expulsan una molécula de calcio por cada molécula de ATP
hidrolizada (Benaim, 2004) y en el humano existen las isoformas PMCAL, 2, 3y 4,
todas codificadas por genes diferentes (Strehler et al., 2007).

Las ATPasas de calcio del tipo de SERCA son proteinas intracelulares que se
encargan de introducir calcio al reticulo endopladsmico mediante la hidrélisis de ATP. La
salida del i6n almacenado en el reticulo endoplasmico es regulada por receptores de
rianodina e IP3 que se encuentran acoplados a canales de calcio (Higgins et al., 2006).
Las ATPasas de calcio del tipo de SERCA tienen una masa molecular de entre 109 y
115 kDa, éstas al igual que las PMCA pertenecen a la familia de las ATPasas del tipo
“P”, sin embargo, esta ATPasa es capaz de transportar dos moléculas de calcio por
cada molécula de ATP hidrolizada (Benaim, 2004). En el humano las SERCA
presentan diez fragmentos transmembranales y existen las isoformas SERCA1L, 2y 3
(Martin et al., 2002).

La primer ATPasa de calcio de Golgi reportada fue la de Saccharomyces
cerevisiae, nombrada como PMR1 (Rudolph et al., 1989). Conforme se ha avanzado en
el estudio de este tipo de ATPasa de calcio se han encontrado homélogos de esta
proteina en diferentes organismos. En el humano esta proteina se conoce como
ATPasa de calcio de vias secretoras (SPCA, del inglés secretory pathway calcium
ATPase) (Benaim, 2004; Mitchell et al., 2004; Raeymaekers, 2002). Se sabe que esta
ATPasa atrapa calcio, el cual se utiliza para llevar a cabo procesos de transporte intra-
Golgi, transporte entre Golgi y reticulo endoplasmico y para la fusibn de endosomas

(Vanoevelen et al., 2005).
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Otros componentes implicados en la regulacibn del calcio son los
intercambiadores de sodio/calcio (NCX) y los intercambiadores sodio/calcio-potasio
(NCKX) (Dong et al., 2006).

Los NCX pertenecen a la superfamilia de antitransportadores catidn/cation, las
cuales son proteinas localizadas en la membrana plasmética que tienen como funcion
la extrusion del calcio de la célula para mantener la homeostasis del i6n, sin embargo,
en ocasiones estas proteinas pueden operar de modo reverso y causar un influjo de
calcio (Diaz, 2003). La bomba realiza el intercambio de los iones en una relacién de 1 a
3, es decir, una molécula de calcio por tres moléculas de sodio, este intercambio de
iones utiliza la energia almacenada en el gradiente electroquimico del sodio, cuenta
con 9 fragmentos transmembranales y en el humano existen tres isoformas NCX1, 2 y
3 (Blaustein & Lederer, 1999; Diaz, 2003).

Las NCKX al igual que las NCX se localizan en membrana plasmatica y llevan a
cabo la misma funcién, sin embargo, las NCKX son proteinas de cotransporte, que
expulsan una molécula de calcio y una de potasio por cada cuatro moléculas de sodio
gue entran. Las NCKX tienen 11 fragmentos transmembranales y en el humano existen

las isoformas NCKX1, 2, 3, 4, 5y 6 (Altimimi & Schnetkamp, 2007).

2. ANTECEDENTES DIRECTOS

2.1 IMPORTANCIA DEL CALCIO EN Entamoeba

El ion calcio es utilizado en la sefializacion celular en practicamente todos los

seres vivos, incluyendo protozoarios parasitos del humano como Trypanosoma cruzi, T.

brucei, Leishmania spp, Plasmodium spp, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium parvum,
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Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis (Moreno & Docampo,
2003).

Especificamente en E. histolytica, para que el proceso citopatolégico comience,
es necesario que la amiba se adhiera a la célula blanco, adhesion que puede ser
inhibida por bloqueadores de canales de calcio como el Verapamil y el Bepridil (Ravdin
et al., 1982). Estos mismos bloqueadores son capaces de inhibir tanto el crecimiento
como el enquistamiento de la amiba (Makioka et al., 2001). Ademas, el uso de estos
bloqueadores de canales de sodio y calcio inhiben la lisis celular (Ravdin et al., 1982).
Por otra parte, el calcio también induce en la amiba la exocitosis de vesiculas acidas
(Ravdin et al., 1988), las cuales pueden contener cisteina proteasas (Que & Reed,
2000), que, como se menciond antes, son factores de virulencia importantes para la
amiba, ya que degradan componentes de matriz extracelular (Trejos-Suarez &
Castafo-Osorio, 2009).

En los trofozoitos de E. histolytica se ha encontrado una proteina similar a
calreticulina (Gonzélez et al., 2002) una proteina que une calcio residente de reticulo
endoplasmico en otros organismos. También se sabe que el inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) y el inositol 1,3,4,5-tetrafosfato (IP4) promueven la liberacion de calcio de
depdsitos intracelulares presentes en la amiba (Raha et al, 1994, 1995). Ademas se ha
reportado que la Tapsigargina, un bloqueador especifico de SERCA es capaz de
provocar una liberacion de calcio en la amiba (Carbajal et al., 1996). En conjunto estos
resultados sugieren que es posible que la amiba aunque no posee un reticulo
endoplasmico bien desarrollado presenta estructuras similares al reticulo endoplasmico
gue funcionen como depdésitos del ion (Raha et al., 1994; Raha et al., 1995).

La liberacion de calcio en el citoplasma de los trofozoitos trae como resultado la

activacion de diversas cinasas y proteinas unidoras de calcio (CaBPs). De estas
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Ultimas se conocen dos isoformas: EhCaBPl y EhCaBP2. EhCaBPl se une
directamente a actina (Talamas-Rohana & Meza; 1988), la inhibicion de EhCaBP1 tiene
como resultado una baja proliferacion de la amiba, una deficiente eritrofagocitosis y una
baja activacion de cinasas enddgenas, cinasas que pueden estar involucradas en
procesos de sefalizacion que inducen la formacion del fagosoma (Jain et al., 2008;
Sahoo et al., 2004). La segunda isoforma es la EhCaBP2, una proteina monomeérica de
15 kDa, que al igual que la EnCaBP1, presenta cuatro dominios que unen calcio (EF-
hand) (Chakrabarty et al., 2004). Ambas proteinas son funcionalmente diferentes, ya
gue difieren en los sitios de union y en las cinasas que activan (Chakrabarty et al.,
2004).

El calcio también esta involucrado en la regulacién transcripcional de E.
histolytica. URE3-BP es un factor de transcripcion que se une al motivo URE3 y que es
regulado por calcio, este factor modula la expresion genética de al menos un factor de
virulencia, la subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc (hgl5) (Gilchrist et al., 2008).
In vitro, la adicién de calcio inhibe la union de URE3-BP a la secuencia URE3 y por
tanto modifica la expresion de hgl5 y posiblemente otros de los factores de virulencia
(Gilchrist et al., 2008).

A pesar de la importancia de la sefalizacion por calcio en la biologia de
Entamoeba, hasta el momento no se han estudiado las moléculas involucradas en

regular la concentracion intracelular del ion.

2.2 CANALES IONICOS EN Entamoeba
En E. histolytica s6lo se ha reportado la secuencia de dos canales ionicos,
correspondientes a canales de cloro (EhCIC-A y EhCIC-B) (Salas-Casas et al., 2006).

Andlisis filogenéticos muestran que estos canales codificados por la amiba pertenecen
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a la familia de canales de cloro de membrana plasmatica, lo cual fue confirmado para
EhCIC-A mediante el uso de anticuerpos especificos, los cuales localizaron al canal en
la membrana plasmatica de la amiba (Salas-Casas et al., 2006). Mediante ensayos
electrofisioldégicos en ovocitos de Xenopus laevis que expresaban el canal de cloro de
la amiba se mostré que el canal tiene especificidad por el i6n cloro y que este canal
esta implicado en la regulacion del pH y del volumen celular (Salas-Casas et al., 2006).

Hasta hoy no se sabe con claridad como es que E. histolytica regula su
concentracion intracelular de calcio. Se ha reportado una ATPasa de calcio de 1086
aminoacidos (Ghosh et al., 2000), la cual por analisis in silico muestra dominios
conservados de las ATPasas de calcio del tipo PMCA vy filogenéticamente guarda
relacion con PMCAs encontradas en otros organismos como Trypanosoma cruzi y
Dictyostelium discoideum. En ese estudio los trofozoitos se transfectaron con un
plasmido que expresa esta PMCA fusionada a un repetido de quitinasa en el extremo
C-terminal. Al utilizar anticuerpos contra la quitinasa, esta proteina quimérica se
localiz6 en vacuolas cercanas a la periferia de la amiba y no en la membrana
plasmatica (Ghosh et al., 2000). Sin embargo, hasta la fecha no se han realizado
estudios funcionales que permitan conocer el papel de esta u otras ATPasas en la
homeostasis del calcio de E. histolytica y en diversos procesos celulares como
motilidad, enquistamiento o patogenicidad en este parasito.

En nuestro trabajo de tesis de maestria (Martinez Higuera, 2010) se detecto
mediante analisis in silico varias secuencias génicas que codifican para proteinas que
presentan los dominios tipicos de ATPasas de calcio. Analisis filogenéticos sugirieron
gue tres de estas se relacionan con miembros de la familia de PMCA, una con

miembros de SPCA y una mas se agrupo con ATPasas de calcio de reticulo
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endoplasmico, ademés de que experimentalmente se demostré que todos esos genes
se transcribian en los trofozoitos de Entamoeba histolytica.

Con el fin de conocer la participacion de la posible ATPasa del tipo de SERCA
(ERSERCA) en la virulencia amibiana, se trataron trofozoitos con Tapsigargina el cual
es un bloqueador especifico de SERCA y se realizaron ensayos de virulencia in vitro,
en los cuales se observé un decremento del 39% en eficiencia de adhesion, un 58% en
citopatogenicidad y un 45% en eritrofagocitosis, pero el efecto en esas actividades solo
se obtuvo cuando los trofozoitos se incubaron con la droga durante periodos cortos (5
min); pero a mayor tiempo, esas actividades eran similares a las mostradas por los
trofozoitos control (Martinez-Higuera, 2010). De cualquier manera esos ensayos
sugirieron un posible papel de EhSERCA en la virulencia de E. histolytica.

Para localizar subcelularmente a la posible EnSERCA, se seleccion6 un péptido
especifico de esta proteina, el cual se sintetizd y se utilizé para obtener anticuerpos
especificos contra la posible EhSERCA. Al realizar la inmunodeteccién con los
anticuerpos especificos en ensayos de Western blot se detecté una proteina de
aproximadamente 115 kDa y en la inmunolocalizacion mediante microscopia confocal,
la proteina se encontré delimitando estructuras de tipo vacuolar cercanas al nucleo
(Martinez-Higuera, 2010). Sin embargo, hasta el momento no se tiene una idea clara

del papel funcional de esta proteina en la biologia del parasito.
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3 JUSTIFICACION

El estudio de ATPasas de calcio en parasitos del genero Entamoeba es
importante, ya que en numerosos organismos se ha demostrado que estas moléculas
participan en la homeostasis del calcio, el cual participa en numerosas vias de
sefializacion que en la amiba podrian inducir desde la activaciéon de los diversos

factores de virulencia hasta mecanismos de diferenciacion trofozoito-quiste.

4 HIPOTESIS

E. histolytica y E. invadens cuentan con ATPasas de calcio del tipo de SERCA,
fundamentales para la homeostasis y regulacién de la concentracion intracelular del
calcio y que tienen un papel importante en el proceso patogénico y en la diferenciacion

de estos parasitos.

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar y caracterizar funcionalmente la proteina EnRSERCA en la virulencia in
vitro de Entamoeba histolytica y EISERCA en el enquistameinto de Entamoeba

invadens.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Identificar en E. invadens la ATPasa de calcio del tipo de SERCA (EiISERCA)
2.- Localizar subceluarmente a EnSERCA y EISERCA

3.- Estudiar la participacion de EnSERCA en la virulencia in vitro de E. histolytica

4.- Analizar la participacion de EISERCA en el proceso de enquistamiento
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 CULTIVO CELULAR DE E. histolytica Y E. invadens

Trofozoitos de E. histolytica de la clona A (cepa HM1-IMSS) (Orozco et al.,
1983) y trofozoitos de E. invadens (cepa IP1) se cultivaron en tubos de vidrio de 125
mm con tapa de rosca estériles a 37 °C en medio axénico TYI suplementado con 20 %
de suero bovino, 3 % de mezcla de vitaminas de Diamond, 0.25 Ul de penicilina 'y 35
pg/ml de estreptomicina (Diamond 1978). Para resembrar las células, los tubos con
trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento se incubaron en hielo por 5-10 min para
despegarlas de las paredes del tubo. Entonces, una porcion del cultivo se inoculé en
medio fresco. Para cosechar los trofozoitos, después de enfriar los cultivos, estos se

centrifugaron a 360 x g por 7 min a 4 °C.

6.2 ENQUISTAMIENTO DE E. invadens

Trofozoitos de E. invadens en fase logaritmica de crecimiento se resuspendieron
en medio LG frio (TYI sin glucosa). Una vez resuspendidos se tom6 una alicuota para
hacer el conteo de viabilidad por medio de la técnica de exclusion de azul de tripano.
Posteriormente, las células se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron a una
concentracion final de 1x10’ amibas/ml. Posteriormente, 0.75 ml de esta suspension
se pasaron a un tubo con 14.25 ml de medio LG diluido al 47%. La concentracion final

del suero fue de 5%.

6.3 TINCION CON CALCOFLUOR
Los quistes obtenidos se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 1 h a 28°C.

Después se realizaron tres lavados con PBS y las muestras se incubaron con
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calcofluor al 0.02% (1 mg en 10ml de PBS). Después las muestras se lavaron con PBS

y se fijaron para ser observadas al microscopio de fluorescencia.

6.4 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES DE TROFOZOITOS

Para la obtencion de las proteinas de los trofozoitos, 3x10° células se
cosecharon enfriando en hielo de 5 a 10 min, los trofozoitos se lavaron dos veces con
PBS pH 6.8 y se centrifugaran a 360 x g durante 7 min a 4°C. Posteriormente a las
células se les afiadi6 el inhibidor de proteasas “complete” (Roche) relacion v/v. Las se
congelaron en N2 liquido y se descongelaron a temperatura ambiente de forma alterna
y se mezclaron con vortex. Finalmente, los extractos se centrifugaron a 10 000 x ¢

durante 15 min a 4°C y los sobrenadantes se guardaron a -20°C hasta su uso.

6.5 EXTRACCION DE PROTEINAS DE QUISTES

Los quistes de E. invadens se resuspendieron en 200 pl de amortiguador de
lisis (50 mM Tris-Hcl pH 7.2, 150 mM NacCl, inhibidor de proteasas complete v/v
(Roche) y triton-X100 al 2%, se sometieron a sonicacién durante 5 seg por 5 seg de
descanso durante 10 min a 4°C. Entonces las muestras se centrifugaron a 10 000 x ¢

durante 20 min a 4°C y se guardaron a -20°C hasta su uso.

6.6 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

La separacion de proteinas por electroforesis se realiz0 en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Para ello, el gel separador se
preparé con los siguientes reactivos: acrilamida 10%, Bis-acrilamida 0.9%, Tris-HCI 1.5
M (pH 8.8), SDS al 0.1%. PSA (persulfato de amonio) 0.1% y 0.15% de TEMED;

mientras que el gel concentrador se prepar6 con acrilamida 29%, Bis-acrilamida 0.9%,
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Tris-HCI 0.5% M (pH 6.8), SDS al 0.1%, PSA 0.1% y 0.15% de TEMED; como
amortiguador de corrida se utilizo una solucion de Tris 0.25 M y glicina 1.9 My 0.1% de
SDS. La electroforesis se llevé a cabo manteniendo un voltaje constante de 110 V (25
miliamperios) por 60 min. Después de la separacion de las proteinas en los geles de
poliacrilamida, estos se tifleron durante 20 min con azul de Coomassie al 0.05% en
metanol al 50% y acido acético al 10% a temperatura ambiente y en agitacién. Para
destefiir los geles, éstos se incubaron en una solucién de metanol al 5% y acido acético
al 7% en agitacion, hasta que las bandas de las proteinas aparecieron azules sobre un

fondo transparente.

6.7 WESTERN BLOT

Después de la separacion electroforética, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. El gel y la membrana de nitrocelulosa con un poro de
0.45 pm (Millipore) se equilibraron por 40 min en una solucion amortiguadora de
transferencia (Tris 48 mM; glicina 39 mM pH 8.3 y metanol al 20 %). Entonces, se
realizd6 un emparedado de la siguiente manera: primero se colocé la unidad de
transferencia (BioRad) en una bandeja con la solucibn amortiguadora, después se
colocd un cojinete de fibra “Scotch Brite” y después dos capas de papel filtro,
previamente humedecidos en la soluciébn amortiguadora, sobre el papel filtro se colocé
el gel hacia al catodo y sobre de este el papel de nitrocelulosa pero hacia el anodo.
Posteriormente, se colocé otro pedazo de papel filtro, encima otro cojinete de fibra. Por
altimo, la unidad se cerré y se coloco en la camara de transferencia (BioRad), la cual
contenia la solucién amortiguadora de transferencia. La transferencia se realizo a 100
V durante 2 h, la corriente inicial fue de 0.2 mA y se incrementé lentamente hasta 0.7

mA. Cuando la transferencia termind, el gel se tifi6 con azul de Coomassie para
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verificar la eficiencia de la transferencia, mientras que la membrana de nitrocelulosa se
incubd en agitacion durante toda la noche a 4 °C con PBS-Tween 20 al 0.5 % (Sigma)
con leche descremada al 3 % (BioRad) (PBS-Tween-leche), para bloquear las uniones
inespecificas. Después, las membranas se incubaron a 4 °C en agitacion durante todo
la noche con el primer anticuerpo (policlonal anti-EhSERCA) (Martinez-Higuera, 2010)
diluido 1:1000 en PBS-Tween-leche. Posteriormente, el exceso de anticuerpo se
elimino lavando la membrana de 3 a 4 veces con PBS-Tween por 5 min a temperatura
ambiente. Después, la membrana de nitrocelulosa se incubé por 4 h a temperatura
ambiente con el segundo anticuerpo (anti IgG de ratdn acoplado a peroxidasa) (Zymed)
en una dilucion de 1:10000 diluido en PBS-Tween-leche. Las membranas se lavaron
por 5 min a temperatura ambiente, dos veces con solucién amortiguadora de fosfatos
20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM y por ultimo se lavé con solucién amortiguadora de
fosfatos 50 mM. Finalmente, las membranas se lavaron y revelaron por
quimioluminiscencia (ECL Plus, Amersham), de acuerdo al protocolo del fabricante.
Como control de carga se utlizd6 un anticuerpo un anticuerpo contra actina
(amablemente proporcionado por el Dr. Manuel Hernandez Hernandez el

Departamento de Biologia Celular del CINVESTAV-IPN).

6.8. INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

Los trofozoitos de E. histolytica y E. invadens se despegaron de las cajas de
cultivo por enfriamiento en hielo y se vertieron 1x10° trofozoitos a cajas de seis pozos
(2 ml/pozo) (Costar) a las cuales previamente se les colocé un cubreobjetos estéril. Las
células se incubaron por 1 h a 37°C para permitir la adherencia de las amibas al
cubreobjetos. Posteriormente las muestras se fijaron con paraformaldehido al 4%

incubando a 37°C por 40 min y se lavaron con PBS (pH 7.4). Después, se
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permeabilizaron con PBS-Triton X-100 al 0.5%, incubando a 37°C por 40 min y se
lavaron dos veces con PBS (pH 7.4). Los sitios de union inespecificos se bloquearon
con albumina al 1% y se incubaron por 1 h a 37°C.

Para la localizacion de EnSERCA e EISERCA se agreg6 el anticuerpo policlonal
de conejo anti-EhSERCA a una dilucion 1:50 en PBS y se incubd por 1 h a 37°C.
Después se lavdo con PBS hasta eliminar el exceso de anticuerpo primario, para
después, agregar el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con FITC
(ZYMED) a una dilucion de 1:200 por 1 h a 37°C. Para la localizacion de EnSERCA y
calreticulina (EhCRT), después de realizar la incubacion de los anticuerpos primario y
secundario para localizar ERSERCA. Las muestras se incubaron con el anticuerpo anti-
calreticulina hecho en ratén (Gonzalez et al, 2011) a una dilucion 1:50 en PBS y
posteriormente el anticuerpo secundario anti-igG de ratén acoplado a rodamina
(Zymed) a una dilucién 1:200 por 1 h a 37°C. Finalmente se volvi6 a lavar hasta
eliminar el exceso de anticuerpo secundario.

Los quistes fueron procesados en suspension y fijados con paraformaldehido al
4% durante 1 h a 28°C, después se transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 ml para
posteriormente ser empastillados por centrifugacion. Entonces, las muestras se
resuspendieron en 200 pl y se realizaron tres ciclos de congelacion/descongelacion.
Después, los quistes se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.2% (1ml) durante 5 min
a temperatura ambiente en agitacion suave. Terminado este tiempo, las muestras se
lavaron durante 1 min con PBS. Entonces, para bloguear los sitios inespecificos se
utilizo suero fetal bovino al 10% en PBS (1ml) por 1 h a temperatura ambiente en
agitacion suave. Posteriormente, se dieron tres lavaos de 1 min con PBS. Después, las

células se incubaron con anticuerpo anti-EhSERCA durante 12 h a 4°C en agitacion
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suave y posteriormente con el anticuerpo secundario (anti-ratén acoplado a rodamina)
diluido 1:100 durante 1 h a 37°C.

En todos los casos, los nucleos se tifieron durante 15 min a temperatura
ambiente con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (400mM) (Sigma). El montaje de las
muestras se realizo utilizando 7 pl del medio de montaje para fluorescencia
VECTASHIELD (VECTOR Laboratories, Inc. H-1000). Finalmente, las muestras fueron
examinadas en un microscopio de epifluorescencia y en un microscopio confocal

LSM700 (Zeiss). Se realizaron 15 cortes Opticos con un grosor de 1 uym.

6.9. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los ensayos de microscopia electrénica se llevaron a cabo utilizando la
metodologia reportada por Segovia-Gamboa et al (2011). Los trofozoitos de E.
histolytica se fijaron con paraformaldehido al 4% y 0.1% de glutaraldehido en medio
DMEM libre de suero por 1 h a temperatura ambiente. Las muestras fueron embebidas
en la resina LR White (London Resin Company Ltd) y polimerizadas bajo UV a 4°C
durante toda la noche. Se obtuvieron los cortes de 60 nm y se montaron en rejillas de
niquel cubiertas con formal-polivinil (Electron Microscopy Sciences). Después las
muestras se incubaron con los anticuerpos de conejo anti-EhSERCA y anticuerpos de
raton anti-EhCRT. Alternativamente, las muestras se incubaron con los anticuerpos de
conejo anti-EhSERCA y anticuerpos de raton dirigidos contra la ATPasa de calcio del
tipo SPCA de E. histolytica (EhPMR1). Todos los anticuerpos se utilizaron en una
dilucion 1:20. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron cabra anti-conejo acoplado
a particulas de oro de 30 nm y cabra anti-raton acoplado a particulas de oro de 15 nm

(Ted Pella Inc), ambos anticuerpos se utilizaron a una dilucion 1:60. El inmunomarcaje
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se llevé a cabo a temperatura ambiente. Finalmente las muestras se analizaron por
microscopia electrénica de transmision en el microscopio Jeol JEM-1011.

En el caso de los quistes, estos fueron fijados en glutaraldehido al 2.5% (v/v) en
amortiguador de cacodilato de sodio (0.1M pH 7.2) por 1 h. Después, los quistes fueron
post-fijados por 60 min con tetraéxido de osmio al 1% en el mismo amortiguador.
Después de que las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de
etanol y oxido de propileno, los quistes fueron embebidos en resina epoxy
(Polysciences) y polimerizados a 60 °C for 24 h. Los cortes fueron contrastados con
acetato de uranilo y citrato de plomo antes de ser examinados por microscopia

electronica de transmision en el microscopio Jeol JEM-1011.

6.10. TRATAMIENTO CON BLOQUEADORES ESPECIFICOS DE ATPasas DE
CALCIO DEL TIPO DE SERCA

Trofozoitos de E. histolytica e E. invadens crecidos en medio TYl o de E.
invadens en el medio de enquistamiento se incubaron en presencia de Tapsigargina 50
nm (TG) (Sigma) o con acido ciclopiazonico (CPA) (Sigma) a diferentes
concentraciones disueltos en Dimetilsulfoxido (DMSO) durante diferentes tiempos.
Como control de vehiculo, los trofozoitos se incubaron solo en presencia de DMSO.

Para las curvas de viabilidad los trofozoitos no tratados o los trofozoitos tratados
durante 24, 48 y 72 h con DMSO, CPA y TG, se enfriaron en hielo y se centrifugaron a
360 x g por 7 min a 4 °C. Una vez empastillados los trofozoitos se contaron en una
camara de Neubauer y la viabilidad se determiné utilizando la técnica de exclusion de
azul de tripano. Para los ensayos de virulencia in vitro de E. histolytica los trofozoitos

se incubaron con las drogas 5, 10 y 15 min antes de realizar dichos ensayos.
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Para analizar el efecto de los bloqueadores en el enquistamiento, los trofozoitos
se incubaron en medio LG, como se menciono anteriormente, dividiéndose en cuatro
muestras, amibas sin tratar, amibas tratadas con DMSO (control del vehiculo), amibas
tratadas con TG y amibas tratadas con CPA. Después de 72 h los quistes formados en

cada condicién se contaron en una camara de Neubauer.

6. 11. CULTIVO DE CELULAS MDCK

Las células de la linea MDCK (células de rifiobn de perro Madin-Darby) se
cultivaron en medio de Eagle, suplementado con 10% de suero de ternera y
antibidticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 U/ml). Las células se sembraron
a altas densidades en botellas de cultivo de 75 cm? (Falcon) y en multicAmaras Linbro
(Linbro) y se incubaron a 37°C en atmosfera de COz y aire (5:95%). Las células se

utilizaron cuando las monocapas presentaron confluencia.

6.12. EFECTO CITOPATICO

Para medir el efecto citopéatico sobre las células en cultivo, los trofozoitos se
ajustaron a una concentraciéon 1x10° trofozoitos/ml en medio TYI sin suero. Después,
monocapas celulares de la linea MDCK cultivadas en multicamaras Linbro se
incubaron durante 1 h a 37°C con 1 ml de la suspension de trofozoitos sin tratar o
tratados con CPA disuelto en DMSO o solo con DMSO. Al término de este tiempo, las
multicamaras se incubaron durante 10 min a 4°C para despegar las amibas. Las
multicamaras se lavaron tres veces con PBS y se determind la destruccion de la
monocapa. Para ello, las células aun presentes en las multicAmaras se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% en PBS, se lavaron tres veces con PBS y se tifieron durante 10

min con azul de metileno al 0.1% con solucion amortiguadora de boratos 0.1 M (pH
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8.7). Posteriormente, las muestras se lavaron tres veces con PBS, el colorante
absorbido por las células fue extraido con 1 ml de HCI 0.1 M y la absorbancia se leyo6 a
660 nm. El 100% de destruccidén se tomé de los valores registrados de las monocapas
que estuvieron en contacto con los trofozoitos tratados con el vehiculo (DMSO),
mientras que el 0% se tomoO de las capas que no estuvieron en contacto con los

trofozoitos.

6.13. ERITROFAGOCITOSIS

Los trofozoitos de E. histolytica se ajustaran a 1x10° trofozoitos/ml en medio TYI
sin suero. Después, 0.4 ml de esta suspensién se incubaron con 0.4 ml de una
suspension de eritrocitos humanos (1x108 eritrocitos/ml) durante 5, 10 y 15 min a 37°C.
Al término de cada tiempo se agregaron 10 ml de agua bidestilada y se incubaron por 5
min a temperatura ambiente para lisar los eritrocitos no ingeridos. Los trofozoitos se
recuperaron por centrifugacion durante 5 min a 360 x g y el sobrenadante se desecho.
Una vez que se tenia la pastilla se agregé 1 ml de acido férmico (Sigma). Finalmente
las muestran se leyeron en un espectrofotometro a una absorbancia de 400nm,

longitud de onda a la cual se detecta el grupo hemo de los eritrocitos.
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7. RESULTADOS

7.1 IDENTIFICACION IN SILICO DE EiSERCA

La ATPasa de calcio del tipo SERCA esta involucrada en diversos procesos
celulares, incluyendo motilidad, diferenciacion, contraccion, transcripcion, etc. (Papp et
al., 2004). En trofozoitos parasitos la inhibicion de esta bomba por farmacos
especificos tiene como resultado la alteracion de diversos procesos biolégicos como
en el ciclo de vida de Giardia lamblia and Eimeria tenella (Reiner et al., 2003, del
Cacho et al., 2010).

Anteriormente identificamos la presencia de una ATPasa de calcio del tipo de
SERCA en E. histolytica (Martinez-Higuera, 2010), la cual mediante su funcion de
regular la concentracion citoplasmatica de calcio, podria participar en diversos
procesos celulares del parasito, incluyendo la virulencia y ciclo de vida. Sin embargo,
hasta el momento no se ha determinado el papel de SERCA en la biologia de este
parasito. Por otra parte, al dia de hoy no se ha logrado inducir el enquistamiento in vitro
de E. histolytica. Por esta razén es que se utiliza a E. invadens para estudiar el proceso
de enquistamiento, ya que en esta especie del género Entamoeba se ha logrado
inducir el enquistamiento en condiciones in vitro de manera satisfactoria (Avron et al,
1986; Bailey & Rengypian, 1980; Vazquez de Lara-Cisneros & Arroyo-Begovich, 1984),
por lo tanto este parasito de reptiles nos resulta Gtil para estudiar el papel de la bomba
SERCA en el enquistamiento de Entamoeba.

Primero para identificar a la proteina SERCA en E. invadens se llevo a cabo un

BLAST en la base de datos del genoma de este parasito (http://www.amoebadb.org),

usando la secuencia de EhSERCA como sonda. Mediante esta estrategia logramos

encontrar seis proteinas que podrian codificar para ATPasas de calcio (EIN_498880,

37


http://www.amoebadb.org/

EIN_406410, EIN_376430, EIN_170510, EIN_409700, EIN_08177). En particular la
secuencia EIN_081770 consta de 1137 aminoacidos y muestra una identidad del 72%
y una homologia del 84% con a EhRSERCA. Ademas este polipéptido contiene diversos
dominios que resultan indispensables para la actividad de una ATPasa de calcio, los
dominios de fosforilacion y de defosforilacion, el sitio de union el nucle6tido y el dominio
Hinge, los dominios de cation ATPasa N y C, el dominio E1-E2 y el dominio de
hidrolasa (Fig. 2). Ademas esta proteina contiene la mayoria de los aminoacidos de los
motivos | y Il de unién a calcio presentes en SERCA de mamiferos (Fig. 2). Estos
resultados apoyan nuestra hipétesis de que esta proteina codifica para una ATPasa del
tipo de SERCA en E. invadens (EiISERCA). Interesantemente, este polipéptido
presenta en el carboxilo terminal la secuencia HEDL (Fig. 2), la cual es similar a la
secuencia de retencion para reticulo endoplasmico de S. cerevisiae (HDEL) y a la
secuencia encontrada en el carboxilo terminal de EhSERCA, sugiriendo que el
polipéptido EIN_081770 se localiza en el reticulo endoplasmico del parasito y

consecuentemente que se trata de una ATPasa de calcio del tipo de SERCA.
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Cation ATPase N
STGNYMPTEGHYYDVDIPTTLOTFRTDLKTGLPAHEVOSRRENYGTNELPKPPKKNIFKMPWTQLTDFIVMILIVGTIISLGIQEWIAAGMLT LVIV
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DRKNIAFMSTNVVKGRGIGVVWATGKVTEIGKISSELNKKIDKTMPLKRKLSALGKWLVLIACVLCLFVWVALIVTWLFIKNGKMDWDDTESVIKIGL
IIII I II Phosphorilation site

SLA\t’&V*PEG LVAVWTITMSLGVSRMSKHNVIIRNLPVVEGLGSVTTIC ‘DKTGT | TQGRMTMTEIRQGLNVYSFKTIEKKLVKYNSIGAEIEQLPTD
Nucleotide binding

CDELLKVCAICNNSSTKENDNGKMEMIGDPTEIALFVVAETLGVTKSGYTKSGYSFVTEVPFDSDRKRMSVLYKNAQNMG FVYAKGALESILTLC

Hydrolase
KENYDHKPLDANNLKEIETOMDEMAVAGSRVLACAIRTINLNEHNITEDNNTEIEKDLTFVGLVGIVDPPRNESAMAVKALKAAGINVRIITGDH
Hinge motif
PKTAGAIAKQIGVIEEDEDADQFVMTGSELFGITEKKLSERDPFPSVFARVSPEDKLKVVKALKRRGEVVAM IE DGVN DlPAI KSANIGISMGSGT
{4 i
DLTKQSADIVLLDDNFYNIVATIKEGRRVYDNILKFVMYLLSANSSEIWTMMICVACGQAPPESAIMILWANLVVDIPPSICLGLDPPSMNIMERK
I

Cation ATPase C v
PRNPNDGIFNWEKKALLVLFQGFLMAFLAVCAYFATLYIKPLREFGHYTLPDGLTDEEPNKSRTLAFIGLSVVQLVHAFISKSMTNMTINRDLLRNKT

LLIGIFISIVLLVCGCYIPYVNDILEQYPLNWLDWLICVMVVVHETICETIKWILRITKKKENKAMLFHEDL

Possible ER retention
peptide

Figura 2.- Caracterizacion in silico de EISERCA. El alineamiento de EiISERCA con
SERCA la de Oryctolagus cuniculus nos permitié identificar los dominios involucrados
en el transporte del calcio. Las cajas indican los dominios de fosforilacion y de
defosforilacion, el sitio de unién del nucle6tido y el dominio Hinge. Las secuencias
subrayadas muestran los dominios de cation ATPasa N, el dominio E1-E2, el dominio
de hidrolasa y el dominio de cation ATPasa C. Los sitios que unen calcio estan
marcados por flechas como | y Il. En el extremo carboxilo se marca una posible
secuencia de retencion para reticulo endoplasmico.
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7.2 INMUNODETECCION DE EiSERCA

El anticuerpo anti-EhSERCA esta dirigido contra una secuencia de 16
aminoacidos, localizada en la posicion 959-974 (MSNIMERKPRDPNSNI) de la proteina
EhSERCA (Martinez Higuera, 2010) Al analizar la secuencia de EISERCA encontramos
que el epitopo que reconoce el anticuerpo esta presente en EISERCA en la misma
posicion que EhSERCA (959-974),aunque con pequefas diferencias (Fig 3A), sin
embargo, aun cuando no todos los aminoécidos estan conservados, el nimero de
aminoacidos conservados son los suficientes para sugerir el reconocimiento de
EiSERCA por el anticuerpo anti-EhSERCA.

Esta hipétesis se comprob6 al llevar a cabo ensayos de Western blot en
extractos de E. invadens, donde observamos el reconocimiento de una sola banda
proteica de aproximadamente 115 kDa (Fig 3B). El peso molecular estimado a partir de
la secuencia de aminoacidos de EISERCA es de 127 kDa, por lo que el reconocimiento
de una proteina de menor tamafio puede deberse a modificaciones postraduccionales
de esta proteina, aunque no se puede descartar una degradacion parcial ocasionada
durante el proceso de extraccion de proteinas. Interesantemente, EARSERCA también
tiene un peso molecular estimado de 127 kDa, pero el anticuerpo en su contra
reconoce un polipéptido de 115 kDa (Martinez Higuera, 2010), sugiriendo una

modificacion postraduccional similar en EnSERCA y EISERCA.

7.3 LOCALIZACION SUBCELULAR DE EhSERCA Y EiSERCA

En ensayos anteriores de inmunolocalizacién se observé a EhSERCA en una
estructura similar a red vesicular continua (Martinez Higuera, 2010). Sin embargo, era
necesario confirmar la localizacion de estas proteinas. Para ello se realizaron ensayos

de co-localizacion utilizando un anticuerpo contra una proteina residente de reticulo
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endoplasmico como es el caso de calreticulina (EhCRT) (Gonzélez et al., 2011). Al
realizar estos ensayos mediante microscopia confocal se encontré que EhCRT al igual
gue EhSERCA se localizan en una red de vesiculas continuas en trofozoitos de E.
histolytica (Fig. 4 a-d). Esta red se ha sugerido que corresponde al reticulo
endoplasmico de la amiba (Teixeira and Huston, 2008). Al analizar el porcentaje de co-
localizacion, encontramos que ambas proteinas co-localizan en un 14% (Fig. 4e).

La co-localizacion de EhSERCA y EhCRT se comprobé mediante
inmunomicroscopia electronica, donde EhSERCA se encontr0 asociada a las
membrana de algunas vesiculas (Fig 5b), mientras que EhCRT se detecté en el
interior de las mismas vesiculas (Fig 5c), corroborando que la proteina de interés
corresponde a una ATPasa de calcio de reticulo endoplasmico (SERCA).

En nuestro laboratorio también obtuvimos anticuerpos contra una ATPasa de
calcio de Golgi, mejor conocida como PMR1 o SPCA (EhPMR1). Al no haber organelos
definidos en E. histolytica nos preguntamos si las vesiculas que contiene a EnSERCA
(reticulo endoplasmico) contienen también a EhPMR1 y funcionar a la vez como
aparato de Golgi, o bien si esas ATPasas tienen una localizacién diferente. Al realizar
los ensayos de colocalizacion mediante inmunomicroscopia electronica encontramos
gue las dos ATPasas de E. histolytica no estan presentes en las mismas vesiculas (Fig
6¢). Estos resultados indican que ambas proteinas se localizan en sistemas vesiculares
independientes que llevan a cabo funciones diferentes. Estos resultados sugieren que
EhSERCA y EhPMR1 podrian ser utilizados como marcadores de reticulo
endoplasmico y de Golgi, respectivamente en E. histolytica.

Por otra parte, los ensayos de inmunofluorescencia en trofozoitos de E.
invadens utilizando los anticuerpos anti-EhSERCA, mostraron que la distribucion

celular de EISERCA es similar a la encontrada para EASERCA en E. histolytica, ya que
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también se localiz6 en estructuras del tipo vesicular y co-localiza con calreticulina
(Figura 7), sugiriendo fuertemente que la proteina EISERCA también se localiza en el

reticulo endoplasmico de E. invadens.
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A 380 974
E.imadens MNIMERKFPRNPNDGI

E. histolytica SNIMERKPRDPNSNI

115

Figura 3.- Inmunodeteccion de EISERCA. A. Identificacion del epitope reconocido
por el anticuerpo anti EhRSERCA en EiISERCA. La secuencia del péptido de EnSERCA
gue fue utilizado para obtener anticuerpos especificos se aline6 con EiISERCA. Los
nameros indican la posicién del péptido en las proteinas. B. Western blot. Extractos
proteicos de trofozoitos E. invadens fueron separados por SDS-PAGE y después
transferidos a nitrocelulosa, para posteriormente ser incubadas con suero preinmune o
con el anticuerpo anti-EhSERCA y con un anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa. Finalmente, el reconocimiento del anticuerpo fue revelado mediante
qguimioluminiscencia Linea 1, suero preinmune. Linea 2 anti EnSERCA.
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Figura 4.- Localizacion subcelular de EhSERCA mediante microscopia
confocal. Trofozoitos de E. histolytica fueron fijados, permeabilizados e incubados
con anticuerpos de conejo contra EhSERCA y anticuerpos de ratén contra EhCRT.
Después, se incubaron con anticuerpos secundarios anti IgG de conejo acoplados a
fluoresceina (verde) y anti-IgG de raton acoplados a rodamina. Finalmente, las
muestras fueron observadas mediante microscopia confocal. a. Control negativo
usando suero preinmune. b. Contraste de fase del control. c. Canal verde mostrando

la localizacion de EnSERCA. d. Canal rojo mostrando la localizacion de calreticulina.
e. Co-localizacion. f. Contraste de fase de la co-localizacion.
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Figura 5.- Localizacién de EhSERCA por inmunomicroscopia electrénica. Cortes
de trofozoitos fueron incubados con anticuerpos anti-EhSERCA y anti-EhCRT después
se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes, mismos que se
encontraban acoplados a particulas de oro de diferente tamafio: 30nm para anti-conejo
(para localizar EhSERCA) y 15nm (para localizar EhCRT). Las muestras fueron
analizadas por microscopia electrénica de transmisién. A. Control sin anticuerpo
primario. B. Inmunomarcaje de EhSERCA. C. Inmunomarcaje de EnSERCA y EhCRT.
Las flechas indican la localizacion de EhSERCA, mientras que las cabezas de flecha
indican la localizacién de EhCRT.
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Figura 6.- Localizacibn de EhSERCA con EhPMR1 por inmunomicroscopia
electrénica. Cortes de trofozoitos fueron incubados con anticuerpos anti-EhSERCA y
anti-EhPMR1 después se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes,
mismos que se encontraban acoplados a particulas de oro de diferente tamafio: 30nm
para anti-conejo (para localizar EhSERCA) y 15nm para anti-ratén (para localizar
EhPMR1). Las muestras fueron analizadas por microscopia electronica de transmision.
a. Control sin anticuerpo primario. b. Inmunomarcaje de EnPMRL1. c. Inmunomarcaje de
EhSERCA y EhPMRL. Las flechas indican la localizacion de EhnSERCA, mientras que
las cabezas de flecha indican la localizacion de EnPMRL1.

46



10 ym

1
10 pym

Figura 7.- Localizacién subcelular de EISERCA. Trofozoitos de E. invadens fueron
fijados, permeabilizados e incubados con anticuerpos anti ERSERCA, posteriormente,
se incubd con un anticuerpo secundario acoplado a rodamina. Los nucleos fueron
tefidos con DAPI. Finalmente las células fueron analizadas mediante microscopia
confocal. a, b. Trofozoitos incubados solamente con anticuerpo secundario. c, d.
anticuerpos incubados con anti ERSERCA y anticuerpo secundario.
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7.4 EFECTO DEL ACIDO CICLOPIAZONICO EN LA VIRULENCIA IN VITRO DE E.
histolytica
En el trabajo desarrollado durante la maestria tratamos trofozoitos de E.
histolytica con Tapsigargina (TG), un inhibidor especifico de SERCA y encontramos
gue este farmaco es capaz de alterar la virulencia in vitro por parte del parasito, pero
solo de manera temporal (Martinez Higuera, 2010). Al analizar en EhSERCA la
presencia de los aminoacidos donde se une TG a la SERCA de mamiferos (mejor
conocido como binding pocket o bolsillo de union) (Arnou et al, 2011; KotSubei et al
2013), notamos que no todos los aminoéacidos involucrados se encuentran
conservados. Por esta razén se optd por utilizar otro farmaco que inhibiera a SERCA
de forma especifica. El &cido ciclopiazonico (CPA) es un acido indol tetramérico
producido por Penicillium cyclopium y Aspergillus flavus que al igual que TG es capaz
de inhibir especificamente a SERCA mediante la union del farmaco con la bomba en su
conformacién libre de calcio llamada (E2) (Laporte et al, 2004). Al analizar el bolsillo de
union para CPA en EhSERCA encontramos que la mayoria de los aminoacidos que
forman este bolsillo de unién se encuentran conservados y unos pocos son cambiados,
sin embargo, esos cambios son por aminoacidos del mismo grupo de los residuos
(Tabla 1), sugiriendo una mayor afinidad de CPA a EhSERCA, en comparacion con
TG. Este hallazgo sugeria que podriamos analizar mejor el papel de EhnSERCA en la
virulencia del parasito al bloquear su funcién con CPA.
Antes de llevar a cabo los ensayos de virulencia, fue necesario realizar curvas
de viabilidad de los trofozoitos en presencia del farmaco. En esos ensayos se encontré
gue CPA provoca la muerte en los trofozoitos sélo cuando se utiliza una concentracion

elevada del mismo (60 um), mientras que todas las demas concentraciones probadas
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gue estan por debajo de ésta (0.5, 1 y 10 um) no causaron dafio alguno en la viabilidad
de los trofozoitos (Fig. 8A).

Posteriormente, para conocer el efecto de CPA sobre la fagocitosis de E.
histolytica, se analizé la capacidad de los trofozoitos tratados con CPA (0.5um) para
ingerir eritrocitos humanos. En estos experimentos se hallé que la eritrofagocitosis a los
5y 10 min es menor a la obtenida en los controles, donde a los 10 min de fagocitosis
observamos el mayor grado de inhibicion. Sin embargo, a los 15 min de fagocitosis
parece haber un efecto de recuperacion en la que ya no se puede apreciar diferencia
significativa entre los trofozoitos tratados y los controles (Fig. 8B). Esto sugiere que el
flujo de calcio mediado por EhSERCA tiene un papel importante durante los tiempos
iniciales de la fagocitosis, pero posteriormente, el desbalance de calcio causado por el
blogueo de esta bomba puede ser regulado por otras proteinas implicadas en controlar
la concentracion citoplasmatica del ion.

Por otra parte, el analizar la destruccion de monocapas de células MDCK por los
trofozoitos tratados con CPA, se encontr6 que no hay diferencia significativa entre
trofozoitos tratados y no tratados (Fig. 8C). En este tipo de ensayos, la interaccién de
los trofozoitos con las células blanco se realizo durante 2 h, por lo que si el papel de
EhSERCA en esta actividad es solo en tiempos tempranos, similar a lo sugerido para la

fagocitosis, este no pudo ser detectado.
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Tabla 1.- Anédlisis de los aminoéacidos del bolsillo de union para CPA en

EhSERCA.
CPA binding pocket
SERCA1a EiSERCA
(rabbit) (E. histolytica)
(136 Q257
Fa7 1238
D39 D260
LG 1262
Vb2 V263
LB5 L266
L 98 1289
M1071 N292
L2353 L440
F256 L443
G257 G444
1307 1493
F308 P494
F312 V498

Los aminoacidos conservados se muestran en negritas y los cambios conservados se
encuentran subrayados.
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Figura 8.- Efecto de CPA en la viabilidad y virulencia in vitro en trofozoitos de E.
histolytica. a. Efecto de CPA en la viabilidad. Trofozoitos de E. histolytica fueron
tratados con diferentes concentraciones de acido ciclopiazonico. La vialidad de los
trofozoitos fue determinada después de las 24, 48 y 72 h utilizando la técnica de
exclusion de azul de tripano. Para todos los experimentos se utilizo DMSO como
control del vehiculo. b. Efecto de CPA en la destruccibn de monocapas celulares.
Trofozoitos de E. histolytica se incubaron con CPA durante 5 min. Entonces, los
trofozoitos se lavaron para eliminar el farmaco y se realizaron los ensayos de efecto
citopético sobre monocapas de la linea MDCK. Como 0% de destruccién se utilizé el
valor obtenido de las monocapas de células MDCK que no estuvieron en contacto con
trofozoitos. c. Efecto de CPA en la fagocitosis. Trofozoitos de E. histolytica se
incubaron con CPA durante 5 min. Los trofozoitos se lavaron para eliminar la droga y
se realizaron los ensayos de fagocitosis de eritrocitos humanos. Los eritrocitos
fagocitados en el grupo control se tomé como el 100% de eficiencia. Los resultados se
indican como el promedio de al menos tres experimentos independientes realizados
por triplicado + desviacion estandar. Los asteriscos indican una diferencia significativa
con respecto al control (P<0.05).
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7.5 LOCALIZACION DE EIiSERCA DURANTE EL ENQUISTAMIENTO DE E.
invadens

Para analizar el papel de EiISERCA en el proceso de enquistamiento de E.
invadens, primero analizamos si la localizacion de esta ATPasa sufria algun cambio
durante este proceso de diferenciacion. Para ello, trofozoitos de E. invadens fueron
inducidos al proceso de enquistamiento en medio LG y llevamos a cabo ensayos de
inmunofluorescencia indirecta a diferentes tiempos de induccién (12, 24, 48 y 72 h). Al
analizar las laminillas encontramos que EISERCA se relocaliza a la membrana
plasmatica de los trofozoitos (Fig. 9). Esta relocalizacion se observé en todos los
tiempos de induccién por lo que solo se muestra la localizacion de EISERCA a las 24y
72 h (Fig 10), sin embargo, es remarcable la diferencia en la localizacion de la bomba
entre el trofozoito y quiste (Fig. 9), esta redistribucion sugiere que el transporte de

calcio por la bomba es importante en el proceso de enquistamiento.

7.6 EFECTO DE TG Y CPA EN EL PROCESO DE ENQUISTAMIENTO

Reportes previos indican que el calcio juega un papel importante en el
enquistamiento de E. invadens (Makioka et al., 2001, Makioka et al., 2002) sin
embargo, no se sabe aun cuales son las proteinas involucradas en el flujo de calcio
durante este proceso. Después de un incremento de la concentracion citoplasmatica de
calcio la proteina SERCA tiene como funcion capturar o introducir parte del calcio
excedente del citoplasma al reticulo endoplasmico, el cual es el almacén mas grande
de este ion en la célula. Por lo tanto, es posible que el bloqueo de EiISERCA por
farmacos especificos de cdmo resultado una desregulacion de la homeostasis del ion,
provocando que procesos dependientes de calcio como el enquistamiento se vean

afectados. TG y CPA son inhibidores que muestran una gran especificidad y un gran
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poder de inhibicion sobre SERCA (Michelangeli & East, 2011). Es por esto que el
utilizar ambos inhibidores en el proceso de enquistamiento nos ayudara a dilucidar la
importancia de esta bomba de calcio en este evento. Con el fin de determinar si los
inhibidores podrian unirse a EISERCA se empez6 analizando si esta proteina posee los
aminoécidos que forman el bolsillo de unién a los farmacos, los cuales han sido
descritos para la SERCA de mamiferos (Arnou et al, 2011; KotSubei et al 2013). En el
caso del bolsillo de unién de TG encontramos que de los 18 que lo conforman, solo 3
se encuentran conservados, mientras que 8 muestran cambios conservados (Tabla 2).
Por otro lado en el caso de CPA el bolsillo se compone de 14 amino&cidos, de estos, 9
se encuentran conservados, mientras que los restantes 5 muestran cambios
conservados (Tabla 2). Estos resultados sugieren que EiSERCA podria unir ambos
farmacos, aunque posiblemente TG tenga una afinidad baja por la enzima.
Posteriormente, para estudiar el papel de EISERCA durante el enquistamiento
se utilizaron TG y CPA, sin embargo, primero fue necesario llevar a cabo una curva de
viabilidad de los trofozoitos, con la finalidad de conocer si las concentraciones a utilizar
tendrian un efecto adverso en los trofozoitos. En estos ensayos se observé que
ninguna de las concentraciones del TG utilizadas provocaron dafo alguno en la
viabilidad de los trofozoitos (Fig. 10A), aun en concentraciones 10 veces mas altas a
las utilizadas en células de mamifero. Tampoco se observo efecto en la viabilidad de
los trofozoitos cuando estos se incubaron con DMSO, el cual se utilizo como vehiculo
para el farmaco (Fig. 10A). Por el otro lado al probar el efecto de CPA se encontré que
solo la concentracion mas alta (60 um) es capaz de alterar la viabilidad (Fig. 10B) Una
vez que se determinaron las concentraciones de las drogas que no afectan la viabilidad
de los trofozoitos, se procedio a realizar los ensayos de enquistamiento en presencia

de los farmacos. Los resultados obtenidos muestran que EISERCA participa en el
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proceso de enquistamiento, ya que al utilizar TG se encontrd que el enquistamiento se
inhibe en aproximadamente 50% (Fig. 11A). En el caso de CPA se observd que la
inhibicion del enquistamiento es dependiente de dosis, donde la concentracion mas
baja (0.5 um) mostré un efecto de inhibicién del enquistamiento en aproximadamente
50%, mientras que en la concentracion mas elevada que no causa muerte en los
trofozoitos (10 um), la inhibicion del enquistamiento fue del 95% (Fig. 11B).

Cuando observamos que el numero de quistes disminuia por el efecto de los
inhibidores, nos preguntamos si los pocos quistes formados en estas condiciones
tenian una estructura normal. Para contestar esta pregunta las muestras no tratadas y
las tratadas con DMSO, TG y CPA fueron examinadas mediante microscopia
electrénica de transmision. En estos experimentos encontramos que los quistes
obtenidos en los controles (sin tratamiento e incubados con DMSO) presentaban una
estructura esférica con abundantes vesiculas citoplasméticas (Fig. 12a, b). En
contraste los quites obtenidos después del tratamiento con los inhibidores de SERCA,
aunque presentan una pared en su superficie, mostraron una estructura amorfa y un
namero menor de vesiculas citoplasmaticas (Fig. 12c). Estos resultados indican que la
inhibicion de la bomba de calcio SERCA con bloqueadores especificos tiene como
resultado una disminucion en el namero de quistes formados, ademas de una

formacion anémala del los mismos.
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Figura 9.- Localizacién subcelular de EISERCA durante el enquistamiento.
Trofozoitos de E. invadens fueron sometidos a enquistamiento en medio LG a
diferentes tiempos se tomaron muestras que fueron fijadas, permeabilizadas e
incubadas con el anticuerpo anti-EhSERCA, después, con un anticuerpo secundario
acoplado a rodamina (rojo). Posteriormente, se tifieron nacleos con DAPI (azul) y las
células se observaron por microscopia confocal. a, b. 24 h de enquistamiento. c, d.
72 h de enquistamiento. a, c. Contrate de fases. b, d. Inmunofluorescencia.
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Tabla 2.- Andlisis de los aminoacidos del bolsillo de unién para TG y CPA en

EiSERCA.
TG binding pocket CPA binding pocket
SERCA1a EiSERCA SERCA1a EiSERCA

{rabhbit) (E. invadens) {rabhbit) (E. invadens)
L253 L440 56 Q257
E255 Add2 F57 L258
F256 L4432 D58 D260
(1259 W446 LG 1262
L260 L447 V2 V263
V263 1450 LG5 L266

1267 L454 L95 1289
A306 V492 M101 N292

7G5 L9111 L253 L440
MN7E8 N914 F256 Ld443
V769 5915 G257 G444
V772 1918 1207 493
F776 Mo22 F203 P494
LB23 1974 F312 Y493

1329 Fa75

Fa34 AD80

YE37 L9832

MB35 Vo84

Los aminoacidos conservados se indican en negritas y los cambios conservados se
encuentran subrayados.
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Figura 10.- Efecto de Tapsigargina y acido ciclopiazonico en la viabilidad de E.
invadens. Trofozoitos de E. invadens fueron tratados con diferentes
concentraciones de Tapsigargina o acido ciclopiazonico. La vialidad y el nimero de
trofozoitos fue determinada después de 24, 48 y 72 h utilizando la técnica de
exclusiéon de azul de tripano. Para todos los experimentos se utiliz6 DMSO como
control del vehiculo Los datos representan el promedio y la desviacion estandar de
tres experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican una diferencia
significativa (P <0.005).
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Figura 11.- Efecto de Tapsigargina y acido ciclopiazonico en el enquistamiento
de E. invadens. Trofozoitos de E. invadens fueron inducidos al proceso de
enquistamiento en presencia de TG 0.5 ym (a) o a diferentes concentraciones de
acido ciclopiazonico (b). Después el porcentaje de quistes formados se
determinaron después de la 24 h. Para todos los experimentos se utilizo DMSO
como control del vehiculo. Los datos representan el promedio y la desviacion
estandar de tres experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican una
diferencia significativa (P <0.005).
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Figura 12.- Andlisis estructural de los quistes formados en presencia de TG o
CPA. Trofozoitos de E. invadens fueron inducidos al enquistamiento por 72 h, en
ausencia de la droga (control), en presencia de DMSO (vehiculo) o 0.5 um de los
inhibidores de SERCA. Posteriormente las muestras fueron analizadas por
microscopia electronica de transmision. a. control. b. DMSO. c. TG. d. CPA.
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8. DISCUSION

El ion calcio es una molécula de sefializacién importante considerada como un
segundo mensajero (Moreno & Docampo; 2003), este i6n es utilizado por las células
eucariotas y controla diversas funciones celulares entre las cuales se encuentran la
contraccion muscular, division celular, diferenciacion, transcripcion de genes, secrecion
de hormonas y permeabilidad a los iones sodio y potasio (Meza et al., 2006; Welling,
2009).

Diversos son los trabajos que muestran la importancia del calcio en la amiba. Se
ha demostrado que el ion esta involucrado en el crecimiento y la virulencia in vitro de E.
histolytica (Ravdin & Guerrant, 1981, Ravdin et al., 1980, Ravdin et al., 1985, Carbajal
et al., 1996, Makioka et al., 2001, Jain et al., 2008). Ademas, el utilizar antagonistas del
calcio e inhibidores de calmodulina, tiene como resultado una alteracion del
enquistamiento en E. invadens, lo cual nos indica que el ion no solo es importante en la
virulencia amibiana, sino también en el ciclo de vida del parasito (Makioka et al., 2001,
Makioka et al., 2002).

Poco se sabe sobre las proteinas que estan involucradas en la regulacion del ion
calcio en E. histolytica. Es por esto que en nuestro trabajo de maestria (Martinez-
Higuera, 2010) nos abocamos a buscar proteinas que participaran de manera directa
en la regulacion del ion. Mediante analisis in silico fue posible encontrar una proteina
gue podria funcionar como una SERCA en E. histolytica (EhSERCA) (Martinez-
Higuera, 2010).

La ATPasa de calcio del tipo de SERCA ha sido identificada en otros
protozoarios parasitos.En Trichomonas vaginalis se identifico un gen que codifica para
una proteina que contiene los diferentes dominios funcionales de una SERCA tipica

(TVCAL) (Meade et al., 1997), sin embargo, no se ha descrito la localizacion subcelular
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ni la funcion de dicha proteina en la biologia del parasito. En Leishmania amazonensis
también se reportd un gen que codifica para una ATPasa de calcio del tipo de SERCA
(Lmmaal). Cuando esta bomba se sobreexpresé en L. amazonensis, se observo un
aumento en la virulencia del parasito aumenta, lo que muestra una importante relacion
entre la expresion de SERCA, la regulacion de calcio, sefializacion y virulencia
(Rodriguez et al., 2002). La SERCA de Plasmodium falciparum (PfATP6) es la ATPasa
de calcio mas estudiada en protozoarios parasitos, esto debido a que se ha postulado a
esta proteina como un importante blanco terapéutico contra la malaria (Eckstein-
Ludwig et al., 2003). Estos hallazgos indican que el flujo de calcio mediado por bombas
de calcio del tipo de SERCA es importante para la biologia de protozoarios parasitos y
por lo tanto, sugieren que en Entamoeba SERCA también podria tener un papel
importante en la virulencia o en su ciclo de vida.

Al estudiar las secuencias de EhSERCA y EISERCA encontramos que estas
proteinas contenian los dominios necesarios para llevar a cabo la funcion de una
bomba de calcio. Ademas, estas proteinas también presentaban una posible sefal de
retencion para reticulo endoplasmico, aunque es necesario demostrar
experimentalmente que estas secuencias son en realidad sefial de retencion en el
reticulo endoplasmico. De cualquier manera, los ensayos de inmunolocalizacion nos
permitieron detectar a ambas proteinas en estructuras de tipo vesicular que en E.
histolytica conforman un reticulo endoplasmico. Sin embargo, aun resultaba necesario
confirmar que esta proteina en realidad se encontraba en el reticulo endoplasmico
amibiano. Calreticulina es una proteina ampliamente distribuida en células eucariotas y
gue se encuentra en reticulo endoplasmico, donde ayuda al plegamiento de proteinas y
la regulacion del calcio (Michalak et al, 1999). En E. histolytica ya se ha reportado la

presencia de calreticulina (EhCRT) (Gonzales et al, 2011), la cual co-localiza con la
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proteina disulfuro isomerasa de E. histolytica (EhPDI) (Ramos et al, 2011) proteina que
también es residente de reticulo endopldsmico. Por lo tanto la co-localizacion de
EhSERCA con EhCRT nos confirma que la ATPasa de calcio del tipo de SERCA si se
encuentra en el sistema vesicular que compone al reticulo endopldsmico amibiano. Hay
gue mencionar que tanto el reticulo endoplasmico como el aparato de Golgi en
Entamoeba no se encuentran estructurados como en eucariontes superiores, por lo
gue aun cuando el reticulo endoplasmico del parasito estd conformado por un sistema
vesicular, esto no significa que todas las vesiculas presentes en los trofozoitos forman
parte del reticulo. De hecho, ensayos de localizacion de la proteina amibiana EnPMR1,
gue se relaciona filogenéticamente con la ATPasa de calcio presente en el aparato de
Golgi de otros eucariontes (Martinez-Higuera, 2010), indican que esta proteina se
encuentra también en vesiculas citoplasmicas, pero EhSERCA y EhPMR1 no
colocalizan, lo que sugiere que aun cuando las dos proteinas se encuentran en
vesiculas, estas forman parte de sistemas independientes. Estos resultados también
sugieren que EnSERCA y EhPMR1 podrian ser utilizados como marcadores de reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi respectivamente, en Entamoeba.

Conforme avanzabamos en el estudio de esta proteina mas interrogantes se
nos presentaban, y una de ellas era estudiar la importancia de EnSERCA en la biologia
del parasito, incluyendo su virulencia y su ciclo de vida. Estudiar el papel de la bomba
en trofozoitos no seria problema, pero si el estudiarla en quistes, ya que en E.
histolytica aun no se ha logrado reproducir este fenémeno de manera in vitro. Es por
esto que se opto por buscar el andlogo de SERCA en E. invadens, del cual se cuenta
con una metodologia eficiente para inducir el enquistamiento in vitro. Utilizando la
secuencia aminoacidica de EhSERCA como sonda, fue posible encontrar seis

secuencias que podrian codificar para ATPasas de calcio, pero solo una para el tipo de
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SERCA. Al analizar la SERCA de E. invadens (EISERCA) notamos que al igual que
EhSERCA, esta cuenta con todos los dominios funcionales, incluso con una posible
secuencia de retencion para reticulo endoplasmico similar a la S. cerevisiae (HEDL) y
E. histolytica (HDDL).

Una vez que identificamos una proteina del tipo de SERCA en E. invadens, lo
siguiente era inmunodetectarla y localizarla subcelularmente, para ello contdbamos con
el anticuerpo dirigido contra su homologo en E. histolytica. Aun cuando el anticuerpo no
fue producido contra EISERCA, el utlizar el mismo para inmunodeteccién e
inmunofluorescencias no seria un problema, ya que la secuencia de aminoacidos que
reconoce el anticuerpo es bastante parecida entre ambas amibas, ya que de 14
aminoé&cidos que componen la secuencia, 10 se encuentran conservados. Cuando se
realizé la inmunodeteccion y la localizacion subcelular de EISERCA, obtuvimos
resultados similares a los obtenidos a EhSERCA. Por ejemplo en el caso de la
inmunodeteccion se encontré6 que el anticuerpo reconocia una banda de
aproximadamente 115 kDa, siendo que el peso predicho por la base de datos es de
127 kDa. Sin embargo, al igual que para EhSERCA esta reduccion en el peso de la
proteina puede deberse a modificaciones postraduccionales o una degradacion durante
el proceso de extraccion de proteinas. En la localizacion subcelular encontramos que la
ATPasa se encuentra presente en un sistema vesicular, que como se ha venido
mencionando es el equivalente del reticulo endoplasmico en la amiba.

El descubrimiento de inhibidores potentes y especificos de SERCA, nos ha
permitido analizar la importancia de la bomba en diversos procesos celulares
(Michelangeli & East, 2011). Tapsigargina y acido ciclopiazonico son inhibidores
altamente especificos de SERCA, ambos farmacos son capaces de inhibir a la bomba,

ya que bloquean a SERCA en su estado E2, estado que posee menor afinidad por el

63



calcio (Laporte et al, 2004). En E. histolytica se ha reportado que Tapsigargina es
capaz de elevar la concentracion de calcio en el citoplasma de manera transitoria
(Carbajal et al, 1996). Tomando en cuenta que TG es altamente especifico y que no
ejerce efecto en otra proteina que no sea SERCA (Laporte, 2004), es factible pensar
que el aumento del calcio intracelular provocado por TG en los trofozoitos se debe al
bloqueo de EhSERCA. El efecto el acido ciclopiazonico no ha sido probado en E.
histolytica o en E. invadens, pero si en otro protozoario parasito como P. falciparum
donde se encontrd que el farmaco inhibe a la SERCA (PfATP6), incluso con un poder
mayor que TG (Arnou et al., 2011).

En el trabajo de tesis desarrollado en maestria (Martinez-Higuera, 2010),
encontramos que TG no afecta la viabilidad de la amiba en las concentraciones
probadas. Sin embargo, esta droga es capaz de afectar la virulencia in vitro de E.
histolytica, aunque, el efecto observado fue solo a tiempos tempranos de interaccion
con el farmaco (5 y 10 min), ya que la virulencia in vitro de los trofozoitos incubados
con TG a tiempos mayores (15 min) fue similar a la mostrada por los controles
(Martinez-Higuera, 2010). Lo primero que pensamos fue que tal vez la afinidad del
farmaco por EnSERCA era baja, esto debido a que cuando se analizo el bolsillo de
unidn del farmaco en EhSERCA, encontramos que pocos aminoacidos del bolsillo de
unién se encontraban conservados. EI mismo hallazgo de pocos aminoacidos del
bolsillo de union a TG conservados fue detectado en EISERCA. Interesantemente, el
analisis in silico de la SERCA de T. vaginalis, L. amazonensis y P. falciparum, indican
gue estas proteinas tampoco contienen todos los aminoacidos que conforman el
bolsillo de unién para TG (Lu et al., 1997; Uhlemann et al., 2005). Es probable que por

esta razon PfATP6 tiene una afinidad menor por TG que la SERCA de eucariontes
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superiores (Arnou et al., 2011), misma situacion que podria estar sucediendo en E.
histolytica y E. invadens.

Cuando estudiamos el efecto de TG en el enquistamiento de E. invadens,
observamos que, a pesar de que EiISERCA tiene pocos aminoacidos conservados en el
bolsillo de unién del farmaco, éste es capaz de inhibir el enquistamiento en casi un
50%, ademéas de que los quistes que se llegan a formar muestran una morfologia
anomala, y no asi los tratados con el vehiculo del farmaco (DMSO). Esto nos hace
pensar que el flujo de calcio llevado por la bomba EiSERCA esta involucrado en el
proceso de enquistamiento.

Antes de llevar a cabo ensayos con CPA, se analizd el bolsillo de union de
EhSERCA y EISERCA a esta droga y se encontr6 que estas proteinas presentan un
mayor nimero de aminoacidos conservados con respecto al de SERCA de mamiferos,
lo que sugeria que este farmaco podria tener un efecto mayor que el de TG en la
biologia de Entamoeba. Al realizar los ensayos de eritrofagocitosis y efecto citopatico
en los trofozoitos de E. histolytica, se observé que el tratamiento con la droga no afecté
la virulencia in vitro del parasito, resultado que puede deberse a que tal vez la
concentracion del farmaco utilizada era baja (0.5 ym), sin embargo, esta misma
concentracion fue capaz de inhibir el proceso de enquistamiento en E. invadens en un
50% y conforme la concentracion del farmaco era aumentada, mayor era el porcentaje
de inhibicién en la formacién de quistes, ademas de que aquellos que se formaban
también presentaban una morfologia anormal.

Los resultados obtenidos con ambos farmacos nos hace pensar que tal vez
SERCA en amiba no tiene gran relevancia en la virulencia, sin embargo, para aclarar
esto seria necesario realizar experimentos in vivo, donde se utilicen trofozoitos que

tuviesen silenciado a SERCA o en el caso contrario que sobreexpresen la ATPasa.
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Donde si es claro el efecto de la inhibicion de la bomba TG y CPA es en los ensayos
de enquistamiento. Este efecto puede ser derivado del bloqueo de SERCA, ya que la
inhibicion de la misma resulta en una desregulacién intracelular del calcio. Este
resultado al igual que el obtenido con tratamientos con bloqueadores de canales calcio
(Makioka et al., 2001, 2002), muestran claramente que el calcio participa en el ciclo de
vida del parasito.

En conclusién, en este trabajo logramos identificar una ATPasa de calcio del tipo
de SERCA en E. invadens (EISERCA). Esta bomba de calcio al igual que EhSERCA,
contiene todos los dominios involucrados en el transporte de calcio y se localiza en un
sistema vesicular que conforma el reticulo endopldsmico en la amiba. EISERCA se
relocaliza a membrana plasmatica durante el enquistamiento. Ademas, se demostro
que Tapsigargina y acido ciclopiazonico, no afectan de manera significativa la
virulencia in vitro de E. histolytica, pero alteran el enquistamiento de E. invadens, lo que
indica que SERCA es una molécula importante en la biologia de la amiba, la cual
incluso se podria postular como una molécula blanco para el desarrollo de nuevos

farmacos anti-amibianos.
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9. CONCLUSIONES

E. histolytica y E. invadens, cuentan con una ATPasa de calcio con motivos que
corresponden a SERCA.

E. histolytica y E. invadens se localizan en un sistema vesicular que corresponde al
reticulo endoplasmico amibiano.

Las vesiculas que contienen a EiISERCA se relocalizan hacia la superficie de E.
invadens durante el proceso de enquistamiento.

A las concentraciones analizadas ni TG ni CPA, inhibidores especificos de SERCA,
afectan significativamente la virulencia in vitro de E. histolytica.

TG y CPA inhiben el enquistamiento de E. invadens, sugiriendo que el flujo de calcio
mediado por EiSERCA tiene un papel importante en el ciclo de vida del género

Entamoeba.
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10. PERSPECTIVAS

« Estudiar el efecto del silenciamiento y de la sobreexpresion de SERCA en
trofozoitos de ambas amibas.

* Mutar los dominios funcionales de SERCA y estudiar su repercusion tanto en E.
histolytica como E. invadens.

» Confirmar la posible secuencia de retencion en reticulo en ambas SERCA.

» Estudiar las interacciones que pueda llevar a cabo SERCA con otras proteinas
en condiciones normales y de estrés por calcio.

» Caracterizar farmacolégicamente las bombas EhSERCA y EISERCA con mas
inhibidores especificos.

« Desarrollar un inhibidor especifico de la SERCA amibiana.
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