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RESUMEN

La MCP (Muerte Celular Programada) inducida por G418 se caracteriza por la
liberacion de calcio intracelular de los reservorios. Aunque el fenotipo MCP de los
trofozoitos se reduce por el inhibidor de las cisteinas proteinasas E-64, no se han
detectado caspasas tipicas en el parésito. Estos resultados sugieren fuertemente
que otras proteasas dependientes de Ca?*, como la calpaina, podrian estar
involucradas en la MCP. Por otro lado, un analisis protebmico permitié la
identificacion de 15 proteinas expresadas diferencialmente durante la MCP inducida
por G418 en trofozoitos de E. histolytica; en particular, la grainina 2 se detecto en
las primeras etapas de la MCP, pero desaparecio después de 9 h de incubacién con
G418. Por lo tanto, calpaina y grainina 2 probablemente funcionan como factores
pro-apoptéticos y anti-apoptoticos, respectivamente. Interesantemente, en otros
sistemas, la calpaina y proteinas similares a la grainina 2 han sido involucradas en

la apoptosis.

En este trabajo, se analizé la expresion a nivel de mRNA y de proteina de calpaina
y grainina 2 durante la MCP inducida por G418. También se utilizaron siRNA’s para
evaluar el efecto de la caida en la expresidon de ambos genes en la MCP. Los
resultados mostraron que el gen de calpaina se sobreexpresé a las 1.5 h de la
induccion de MCP, mientras que la proteina aumenté a las 9 h y se localiz6
principalmente alrededor del nucleo de las amibas. El silenciamiento de calpaina
provocd una reduccion significativa de la tasa de muerte celular, asi como en la
fragmentacién del DNA a las 9 h de MCP. Por su parte, el gen de grainina 2 se
sobreexpreso a los 30 min de induccion de la MCP, mientras que la proteina se
sobreexpreso 3 h mas tarde y disminuy6 después de 6 h. La proteina se localizé en
vesiculas citoplasmicas y en la membrana plasmatica. El silenciamiento de grainina
2 indujo un discreto aumento de células muertas y de la fragmentacion del DNA a
las 6 h. Los resultados sugieren que la calpaina podria estar involucrada en la fase
ejecutora de la MCP. Mientras que el bajo efecto en el fenotipo de MCP al silenciar
la grainina 2, sugiere que probablemente hay otras proteinas secuestradoras de

calcio que pueden desempeiiar funciones similares en la fase inicial de este evento.

Vi



ABSTRACT

The programmed cell death (PCD) induced by G418 is characterized by the release
of intracellular calcium from reservoirs. Although the PCD phenotype of trophozoites
Is reduced by the cysteine proteinases inhibitor E-64, no typical caspases have been
detected in the parasite. These results strongly suggest that other Ca?*-dependent
proteases, such as calpain, could be involved in the PCD. On the other hand, a
proteomic analysis allowed the identification of 15 proteins differentially expressed
during PCD induced by G418 in E. histolytica trophozoites; grainin 2 was detected
in early stages of PCD, but it disappears after 9 h of incubation with G418. Thus,
calpain-like and grainin 2 probably function as pro-apoptotic and anti-apoptotic
factors, respectively. Interestingly, in other systems calpain and proteins related to
grainin 2 have been involved in apoptosis.

In this work, the expression at the level of mMRNA and protein of calpain and grainin
2 was analyzed during PCD induced by G418. siRNAs were also used to evaluate
the effect of the fall in the expression of both genes in the PCD. The results showed
that the calpain gene was overexpressed at 1.5 h of the PCD induction, while the
protein increased at 9 h and was located mainly around the core of the amoebas.
The silencing of calpain caused a significant reduction in the rate of cell death, as
well as DNA fragmentation at 9 h of MCP. On the other hand, the grainin 2 gene was
overexpressed 30 min after induction of the PCD, while the protein was
overexpressed 3 h later and decreased after 6 h. The protein was located in
cytoplasmic vesicles and in the plasma membrane. The silencing of grainin 2

induced a slight increase in dead cells and DNA fragmentation at 6 h.

The results suggest that calpain could be involved in the execution phase of the
PCD. While the low effect on the PCD phenotype in silencing the grainin 2, suggests
that there are probably other calcium-sequestering proteins that can perform similar

functions in the initial phase of this event.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son una de las causas de morbilidad mas importantes
a nivel mundial, las cuales reflejan deficiencias sanitarias caracteristicas de areas
pobres donde priva el hacinamiento y el mal manejo de las aguas y de las excretas
(Torgerson, et al., 2015). La amebiasis representa la tercera enfermedad parasitaria a
nivel mundial y en México, al ser endémica, constituye un problema de salud publica
muy importante (Conde-Bonfil 1992; WHO 1997).

Entamoeba histolytica, es el agente causal de la amebiasis. Este protozoario reside y
se multiplica en el intestino grueso causando en la mayoria de los casos una infeccién
asintomatica en el lumen del intestino. Sin embargo, la infeccion con este
microorganismo también puede ocasionar diferentes manifestaciones clinicas, que
incluyen la diarrea y la disenteria (Pineda y Perdomo, 2015). Ocasionalmente este
pardsito penetra la mucosa intestinal, y genera una colitis ulcerativa o bien se disemina
hacia otros 6rganos como el pulmén y el cerebro aunque, el érgano principal, después
del intestino, es el higado, donde induce la formacion de abscesos (Tillack 2007; Baxt
2008) .

1.1. Historia

E. histolytica fue descrito por Rosel Van Rosenhof desde el siglo XVII y XVIII, siendo
Lésch quien describié la disenteria amebiana en San Petersburgo, Rusia (Bernal-
Redondo 2001). En 1875 Ldsch descubrié en un campesino de 24 afios que sufria de
disenteria, unos microorganismos moviles que poseian ecto y endoplasma y
contenian globulos rojos. El investigador inoculé cuatro perros por via rectal y oral con
las heces del paciente y logré reproducir en uno de ellos la disenteria, con
ulceraciones en la mucosa intestinal y amibas en el exudado. El paciente enfermé y
murio a los 7 meses y la necropsia demostré numerosas y extensas ulceraciones de
la mucosa del colon, donde de nuevo observd los microorganismos. No obstante,

estos hallazgos, el autor no consideré a la amiba como agente etiolégico, sino como



un coadyuvante mecénico que impedia la curacién de las lesiones originales por otro

agente causal (Jackson, Gathiram, et al., 1995).

Koch en 1833, revisando necropsias en una epidemia de colera, demostro la
presencia de las amebas en la submucosa de la pared intestinal, en los capilares
cercanos a la pared de los abscesos hepaticos y en el exudado de lesiones del higado.
Los hallazgos de Koch fueron confirmados por Karttulis (1885-1887), al demostrar la
presencia de amibas en 150 necropsias de cosas de disenteria. A este autor se le
considera el primero en afirmar que la amiba era el agente etiologico de la disenteria
tropical y que el absceso del higado era una secuela de la disenteria experimental.
Councilman y Lafleur (1891), consideraron la disenteria como una entidad clinica
caracterizada por lesiones asociadas a la amiba. Usaron por primera vez las
expresiones disenteria amibiana, absceso amibiano del higado y propusieron para el
agente causal el nombre de Amoeba dysenteriae. Heuber en 1903, hizo la descripcion
de los quistes de esta amiba y Schaudinn de los trofozoitos, este asigné el nombre de
Entamoeba histolytica por su capacidad de lisar tejido y producir Ulceras intestinales
(Bernal-Redondo 2001); este autor diferencié dos especies: E. histolytica o amiba
patbgena y Entamoeba coli o no patégena. Para mostrar esta diferencia de
patogenicidad ingirié quistes y sufri6 como consecuencia dos crisis disentéricas, lo
que para muchos fue la causa de su temprana muerte. Posteriormente, se adopto el

nombre genérico Entamoeba, que habia sido propuesto desde el siglo pasado.

Los trabajos definitivos sobre la patogenicidad de E. histolytica, fueron realizados en
1913 por Musgrave y Clegg y por Walker y Sellards, quienes suministraron quistes de
E. histolytica y quistes de E. coli a voluntarios sanos y obtuvieron la disenteria solo

aguellos que ingirieron E. histolytica.

En 1914 se realizaron los trabajos inmunoldgicos por Izar quien preparé antigenos
acuosos de E. histolytica a partir de materias fecales y obtuvo reacciones positivas de
fijacion del complemento. En 1924 Boeck y Drbohlav lograron cultivar con éxito E.
histolytica en un medio artificial con base de huevo, que contenia la flora microbiana
de las materias fecales. Con este tipo de cultivo Craig, en 1927, prepard un antigeno
con fines diagnosticos para fijacion del complemento.



En 1925 Brumpt, mediante experimentos en gatos y en humanos, diferencié una
amiba patégena, Entamoeba dysenteriae, equivalente a E. histolytica (Pimenta,
Diamond, et al., 2002) y una no patdégena, Entamoeba dispar. Diamond en 1961
obtuvo por primera vez un cultivo axénico, es decir, libre de bacterias, el cual ha sido
utilizado para preparar antigenos con alto grado de pureza para diversas reacciones
serologicas. En 1993, Diamond y Clark, re-describieron la existencia de dos especies
diferentes: E. histolytica, patdogena y E. dispar, no patdgena, morfologicamente

iguales, pero con diferencias inmunolégicas, bioquimicas y genéticas (Botero, 1994).

1.2. Ciclo Biolégico

El ciclo de vida de E. histolytica se desarrolla a través de una alternancia de
crecimiento trofozoitico y de la formacion periddica de quistes (Calzado, Verde et al.
2007). Esto comienza después de la ingestion de un quiste no movil, por el huésped
humano. La forma movil del parasito o trofozoito surge después de la digestion de la
pared del quiste durante el paso a través del intestino delgado y coloniza el intestino
grueso, donde prolifera, mientras se alimentan de la flora bacteriana residente. Para
completar el ciclo de vida, los trofozoitos se desarrollan en quistes tetra-nucleados y
pasan hacia el ambiente exterior con las heces del huésped. E. histolytica puede existir
como un comensal en el intestino del ser humano, o causar disenteria o abscesos
extraintestinales. La proliferacion de los trofozoitos en la luz del intestino se produce
en un ambiente polixénico donde coexiste con diferentes especies de bacterias
anaerobias y micro-aerdfilas. En contraste, durante la invasion del epitelio intestinal o
en las lesiones extraintestinales como abscesos hepéaticos, las amibas proliferan en

un ambiente libre de otros microorganismos (Mukherjee, Clark, et al., 2008).

1.3. Morfologia

La divisidbn metaquistica en el ciclo de vida de E. histolytica forma un quiste maduro
siendo una amiba metaquistica, con cuatro nucleos quisticos. Cada amiba
metaquistica produce finalmente ocho amibas por una serie de divisiones nucleares y
citoplasmaticas. Cada nucleo quistico se divide, resultando que ocho nucleos son

producidos, que se separan y forman ocho amibas (Dutta, 1960).



1.3.1. Trofozoito

El trofozoito o forma mdvil, es extraordinariamente pleomaérfico. Se multiplica por fision
binaria y es muy sensible al jugo gastrico y a los agentes externos. Su habitat
comprende la luz y la pared del colon y especificamente el ciego y el recto (Pumarola
1991). Su tamafio es muy variable y oscila entre 10 y 60 um. Las formas mas
pequefias corresponden a las no invasivas y se encuentran habitualmente en los
casos asintomaticos (Tanyuksel, 2003). Los de mayor tamafio son las formas
invasivas, que a diferencia de los anteriores no aparecen en la luz intestinal y poseen

en el endoplasma restos celulares o hematies (Tanyuksel, 2003).

El trofozoito presenta una membrana citoplasmica dividida en dos porciones: una
externa llamada ectoplasma y una porcién interna denominada endoplasma (Petri,
1993). La parte periférica del trofozoito, recibe el nombre de ectoplasma, es hialina,
transparente, retractil y casi sin granulaciones (Pumarola 1991). Los pseud6podos son
prolongaciones del ectoplasma y proporcionan una movilidad al parasito de
aproximadamente 50 uN/s (Romero, 1993). El endoplasma tiene una estructura
granular fina y en las formas mayores, abundantes vesiculas y vacuolas, que
contienen restos celulares y hematies intactos o en vias de degradacién, pero no

bacterias (Pumarola, 1991).

El ndcleo es esférico con un acumulo de cromatina pequefa y puntiforme en el centro,
encerrados en una capsula llamados cariosoma o endosoma (Petri 1993). También
presenta cromatina adherida a la cara interna de la membrana nuclear, distribuida en

forma mas o menos homogénea (Romero, 1993).

El trofozoito se nutre por fagocitosis a expensas de los tejidos disueltos y hematies; y
se ayuda de los pseudopodos. Al microscopio electronico no se detecta aparato de
golgi, microtubulos, mitocondrias, ni reticulo endoplasmico rugoso (Pumarola, 1991).
Si las condiciones del medio ambiente no son propicias, el trofozoito empieza a
cambiar de forma, deja de emitir pseudopodos, el ectoplasma y el endoplasma ya no

se diferencian, de manera que casi desaparece el primero, se pierde la forma irregular



y se hace esférico, al tiempo que aparece una pared gruesa llamada pared quisitica
(Petri, 1993). También se expulsa al exterior todo el contenido de las vacuolas y
empieza a formar material de reserva como vacuolas de glucégeno y barras
cromatoidales. ElI cambio de trofozoito concluye con la formacién de un quiste
(Romero, 1993).

1.3.2. Prequiste

En el estado prequistico, el trofozoito tiene aproximadamente el mismo tamafio que el
quiste. El citoplasma contiene inclusiones de restos celulares, pero usualmente
contiene depasitos difusos de glucégeno y ocasionalmente cuerpos cromatoides. Los
cuerpos cromatoides estan compuestos de ribosomas; sin embargo, su papel
funcional es incierto. La forma prequistica es uninucleada y el nlcleo es agrandado,

el cual contiene un cariosoma (Pumarola, 1991).

1.3.3. Quiste

El quiste o elemento infectante es redondo u oval y de 10-25 um de tamafio. Posee
una pared lisa de 0.6 um y es resistente al jugo gastrico, factores ambientales externos
y cifras habituales de cloro del agua (entre 0,5y 0,2 mg/l) (Pumarola, 1991). Posee de
1 a 4 ndcleos, segun la fase de maduracion. Los quistes jévenes tienen 1 o0 2 nucleos,
algunos cuerpos cromaticos y vacuolas de glucogeno. Cuando el quiste madura,
posee 4 nlcleos y desaparecen los cuerpos cromaticos. Solo los quistes maduros son
infecciosos. Los cuerpos cromaticos contienen principalmente acidos nucleicos y

fosfatos (Pumarola, 1991).

1.3.4. Metaquiste

Durante el proceso de desenquistamiento, la amiba contiene 4 ndcleos que son muy
activos. La amiba tetra-nucleada escapa de la pared del quiste a través de un poro

pequefio (Aguilar-Diaz, 2010). Afuera del quiste, los ndcleos de la amiba tetra-



nucleada comienzan a separarse de alrededor del citoplasma y someterse a la divisién
para formar ocho trofozoitos metaquisticos uninucleados (Luna-Nacar, et al., 2016).
Los trofozoitos resultantes son siempre mas pequefios que los trofozoitos presentes
en el intestino de una persona infectada (Tanyuksel, 2003). Los trofozoitos
metaquisticos siguen alimentandose y creciendo para colonizar el intestino (Bruckner,
1992).

1.4. Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud report6 que E. histolytica causa
aproximadamente 50 millones de casos y 100, 000 muertes (Gaucher, 2002) al afio,
principalmente en el centro y sur de América, Africa y la India, asi como una
considerable morbilidad manifestada como caracteristicas clinicas intestinales o

extraintestinales invasoras (Walsh, 1986).

La gran mayoria de las infecciones son adquiridas en paises en desarrollo; por
ejemplo, en un estudio realizado en un barrio pobre de la zona urbana de Dhaka,
Bangladesh se observo que el 39% de los nifios con amibiasis presentaban una nueva

infeccion por E. histolytica durante un estudio de un afo (Haque, 2006).

A nivel mundial, la amebiasis es la tercera causa mas comun de muerte debido a una
infeccion parasitaria, después de la malaria y la esquistosomiasis. (Tanyuksel, 2003).
Las infecciones por amebiasis son endémicas en la mayoria de las zonas con climas
templados y tropicales en paises en desarrollo (Sakata, et al., 2001). La prevalencia
de la amebiasis varia en los distintos paises dependiendo de las condiciones
socioeconémicas (Tanyuksel, 2003). En los paises industrializados, la amebiasis se
produce en relaciones sexuales en hombres homosexuales, inmigrantes, turistas que
viajan a zonas endémicas de infeccidn y en individuos inmunodeficientes, VIH
positivos (Watanabe, et al., 2011). La prevalencia global de la infeccion por E.
histolytica en los paises industrializados, como los Estados Unidos, se ha estimado
alrededor de un 4% por afio a pesar de la presencia de algunos grupos de alto riesgo
(Gunther, et al., 2011). Los estudios epidemioldgicos han demostrado que el bajo nivel



socioeconémico y las condiciones insalubres son factores significativos de riesgo
(Tanyuksel, 2003). Ademas, las personas de edad temprana que viven en paises en
desarrollo tienen un mayor riesgo que aquellas que estan en regiones desarrolladas
(Fleming, et al., 2015). Por ejemplo, en México, 11% de la poblacion estudiada de 5 a
9 afios fueron positivos para la infeccion, siendo el porcentaje superior en las nifias
(9,34%) (Caballero-Salcedo, et al., 1994). Investigaciones sero-epidemioldgicas de la
amebiasis en algunas zonas tropicales de Meéxico indican que, mientras que la
prevalencia de anticuerpos anti-amebianos es relativamente baja en zonas donde la
transmision de la epidemia no se ha informado, durante las epidemias una tasa de
incidencia del 50% es comun, llegando a 80% en caso de epidemia (Choudhuri, 1991).
En los paises desarrollados como ltalia, Japon, y Estados Unidos, la prevalencia de
la infeccion por Entamoeba es entre el 4 y 21% en los hombres que practican sexo
oral-anal con otros hombres, pero la mayoria de las infecciones se deben a la especie

no invasiva, E. dispar, que no requiere tratamiento (Tanyuksel, 2003).

1.5. Mecanismos de patogenicidad y virulencia

Mucho se ha avanzado en el conocimiento de la biologia de E. histolytica, a partir de
la aparicion de los primeros medios sintéticos para su cultivo y su posterior
perfeccionamiento, sin embargo, el papel de la respuesta inmune en el control de la
enfermedad no esta bien establecido, menos adn el singular comportamiento del
parasito observado por décadas, que con frecuencia actla, como comensal y mas
raramente como invasor. En general, la capacidad patogénica depende entre otras
cosas, de las sustancias toxicas que libera, ya sea enzimas o citotoxinas, de su
asociacion con otras bacterias, y del estado inmunoldgico y nutricional del huésped
(Cornick y Chadee, 2017).

Aungue el término "patogénesis”, definido como los mecanismos implicados en el
inicio, evolucién y resultado final de un proceso patolégico, se refiere tanto a factores
del huésped y del parasito, nos centraremos en los mecanismos parasitarios que

pueden estar relacionados con la amoebiasis invasiva.



1.6. Procesos involucrados en la patogénesis

En la actualidad se han identificado diferentes moléculas asociadas a la virulencia del

parasito (Figura 1) como son las lectinas, las proteasas, las toxinas y las lipasas.

(a) Adherencia (b) Activacion del “programa de virulencia”
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Figura 1. Proceso patogénico en E. histolytica. Extraido y adaptado de Hanley S.
Trends in Parasitology 17:280, 2001.



1.6.1. Adhesién

Para que ocurra la invasion intestinal por los trofozoitos de E. histolytica es necesario
el contacto célula-célula y la adherencia a las células del huésped, mediante
moléculas de superficie del parasito llamadas adhesinas (Canales-Trevino, 1986).
Estas se adhieren a las células epiteliales de la mucosa intestinal y a las células
inflamatorias (Leroy, 2000). Durante este proceso se da una interaccion entre las
lectinas Gal / GalNAc del parasito con glicoproteinas (mucina) que se encuentran en
el moco en la luz intestinal del hospedero, que son ligandos de alta afinidad para la
lectina amibiana (Tanyuksel, 2003). Las lectinas son glicoproteinas, que reaccionan
con los azUcares de las paredes celulares. La lectina Gal/GalNAc facilita la adherencia
a la célula diana (Figura 1), la resistencia al complemento y la citotoxicidad (Haque,
2001).

Las cepas virulentas de E. histolytica contienen varias lectinas, de las cuales dos
lectinas de superficie estan fuertemente relacionadas con la virulencia del parasito. La
lectina de 170 kDa esta unida a la membrana y tiene una especificidad de para los
oligosacaridos de N-acetil glucosamina (GIcNAc), mientras que la lectina de 220 kDa
tiene afinidad por la galactosa y por la N-acetilgalactosamina (Gal / GalNAc). (Meza,
Cazares et al., 1987).

1.6.2. Fagocitosis

La fagocitosis se caracteriza por la ingestion de restos celulares, células vivas,
fragmentos inertes y eritrofagocitosis. Existen mecanismos moleculares muy
especificos donde intervienen proteinas de superficie (Arroyo, 1987), cisteina
proteasas (CPs) (Ankri, 1998) y componentes del citoesqueleto (Nakada, et al., 2009).
La fagocitosis es acompafada por la formacion del fagolisosoma (Stuart, 2005)
dirigido por GTPasas de la familia Rab, que actian como moduladores en la
regulacion de la fusion vesicular con las membranas de la célula blanco (Kuldeep y
Sunando, 2017).



El citoesqueleto de E. histolytica le permite realizar dos funciones importantes
relacionadas con la patogénesis: la locomocion y la fagocitosis. Esto se logra mediante
la polimerizacion de la actina, la cadena pesada de la miosina Il y un conjunto de
proteinas ligadoras de calcio, ademas de otros mecanismos de sefalizacion
intracelular (Meza, 2006). La lectina Gal / GalNac, a través de una serie de cinasas
transmembranales relacionadas, induce cambios estructurales en el trofozoito y en la
célula blanco a través de mecanismos no identificados, para formar una placa de
anclaje (Goldston, et al., 2012). Después, la miosina pesada tipo Il y la actina
interactuan “contrayendo” el trofozoito, que de esta manera avanza. Durante el
proceso de fagocitosis, el reconocimiento de la célula blanco depende nuevamente de
la lectina (Ralston, 2015). Asi, el trofozoito penetra rapidamente por la mucosa y la
submucosa, extendiendo la invasion a capas mas profundas. Las cisteinas proteasas
juegan un papel importante en esta etapa, dado que permiten degradar casi todos los
componentes de la matriz extracelular y su actividad depende de la virulencia del
trofozoito (Que y Reed, 2000). Los principales componentes destruidos por las
proteasas son laminina, colageno tipo | y IV, y fibronectina (Perreault, et al., 1998). A
medida que avanza la invasion, la Ulcera se extiende profundamente en un area mayor
de la submucosa, dado que el tejido subyacente al epitelio intergranular ofrece menor
resistencia, lo que da lugar a las tipicas uUlceras en boton (Romero-Diaz, 2007). Para
obtener el hierro necesario para su supervivencia, el trofozoito procesa los eritrocitos

fagocitados por medio de hemoglobinasas (Romero-Diaz, 2007).

1.6.3. Lisis

La lisis de las células epiteliales ocurre a través de la accion del amebaporo y de la
degradacion de la matriz por accion de cisteina proteasas y otras enzimas liticas
(Carrero, 2007). Varias proteinas que forman el poro amebiano (30, 14 y 5 kDa) se
han descrito. Una proteina amibiana de 30 kD se purificO y se demostré que participa
en la lisis de los eritrocitos insertandose en la bicapa lipidica y creando poros (Leippe,

et al., 1991). Otra proteina de 14 kDa que forma poros fue descrita como la proteina
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que forma el canal ibnico (Leippe, et al., 1991). De éstos, la proteina de 5 kDa, es la
mas importante y principal formadora del amebaporo (Leippe, et al., 1991). Esta
proteina esta compuesta por 77 aminoacidos, incluyendo 6 residuos de cisteina. Al
igual que otros polipéptidos que penetran la membrana, también tiene una
conformacion helicoidal (Leippe, et al., 1992).

Las cisteina proteasas (CPs) se sabe que son importantes para la patogénesis de E.
histolytica al degradar proteinas extracelulares (Singh, et al., 2004). Se han
identificado aproximadamente 20 genes, que codifican para CPs (Bruchhaus, et
al.,2003) y se ha demostrado que la expresion diferencial de estos 20 genes varia
entre E. histolytica y E. dispar, explicando al menos un mecanismo que permite a E.

histolytica invadir al huésped (Stauffer, et al., 2003).

1.6.4. Invasion

Después de la adherencia a la célula huésped a través de la lectina Gal /GalNAc
prosigue un proceso de invasién (Figura 1). Se entiende que la invasividad es la
capacidad de destruir localmente los tejidos colonizados, en este caso depende de la
liberacion de CPs, del amebaporo, de las colagenasas, de las fosfatasas acidas y de

otras enzimas hidroliticas (Espinosa-Cantellano, 2000); (Ackers, 2006).

La invasion es seguida por un proceso de inflamacion agudo que recluta neutrofilos,
células plasmaticas, eosindfilos, macrofagos y linfocitos, los cuales contribuyen al
dafio tisular por liberacion descontrolada de sus productos téxicos (Olivos-Garcia,
2004).

La mucosa es destruida y el parasito se propaga en el tejido, formando una tipica
Ulcera, asociada con diarrea conteniendo moco y sangre (Hughes 2000).
Posteriormente, puede producirse la diseminacion de los trofozoitos a diferentes

organos Yy tejidos (Espinosa-Cantellano, 2000).
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1.7. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune

Durante el curso de la invasion en el colon o la dispersion hacia el higado, los
trofozoitos de E. histolytica estan en continua exposicion con el sistema del
complemento. Los trofozoitos activan la via cldsica y alterna del complemento en la
ausencia de anticuerpos antiamibianos a través de una CP de 56 kDa (Reed, 1990).
Esta CP degrada a las fracciones C3, C4, C5 y C9, evitando asi efectos fisiologicos
de anafilatoxinas C3a, C5a, asi como el incremento de la permeabilidad vascular y la
contraccion del musculo liso; de igual manera generan la supresion de la proliferacion

de las células T, ademas de limitar la quimiotaxis de los neutrofilos (Reed, 1989).

Por otra parte, se ha descrito que la lectina Gal/GalNac inhibe también el ensamblaje
de C8 y C9 del complemento de ataque a la membrana C5b-9, lo que impide la lisis

del parasito mediada por el complemento (Braga, 1992).

Otro mecanismo de evasion de la respuesta inmune usado por E. histolytica, es la
digestion proteolitica de anticuerpos IgA e IgG por proteasas (Kelsall, 1993). Los
anticuerpos IgA se desarrollan durante el episodio de infeccion intestinal, previo y/o
concomitante con el episodio hepatico, es decir invasivo, donde se sintetizan
anticuerpos IgG. Sin embargo, el problema basico que el paciente tiene es que aunque
la cantidad de anticuerpos especificos IgA e IgG contra la amiba aumentan, estos son
por un lado degradados por las proteasas amibianas y por otro removidos de su
superficie. Lo anterior sucede a través del recambio membranal del trofozoito,
mediante la formacion del casquete, se deshace de los anticuerpos unidos a su

membrana, evitando asi su accion (Calderon, 1980).

In vitro e in vivo, algunos parasitos internalizan los complejos inmunes de la membrana
y recuperan su forma y movilidad al cabo de dos horas y ya no se inmovilizan al ser

re-expuestos al suero inmune (Biagi, 1966) (Cole, 1953); (Neal, 1971).

Por otro lado, varios estudios han documentado que la amiba interfiere en la actividad
anti-amibiana de los neutrdfilos, interrumpiendo las actividades de la NADPH oxidasa,
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y resistiendo a través de la peroxirredoxina de 29 kDa (Guerrant, 1981) (Arbo, 1990).
También se ha demostrado in vitro que E. histolytica también puede inducir la
apoptosis de los neutrofilos, siendo este mecanismo un importante evento en la
resoluciéon de la inflamacion y por lo tanto de la sobrevivencia del parasito (Sim, el al
2005). Sim y colaboradores en el 2005, investigaron los aspectos ultraestructurales
de la muerte de neutrofilos provocada por E. histolytica, al incubar neutréfilos humanos
de sangre periférica, en ausencia o presencia de trofozoitos de E. histolytica. Las
evidencias de microscopia electronica de transmision (TEM) mostraron que los
neutréfilos incubados con E. histolytica se observaron con caracteristicas de
apoptosis, tales como la compactacion de la cromatina y condensacion de la envoltura
nuclear. Por el contrario, los neutrofilos incubados en ausencia de la amiba tenian
protuberancias en la superficie celular y heterocromatina nuclear irregular. Estos datos
sugieren que la apoptosis de neutréfilos inducida por E. histolytica contribuye a
prevenir la inflamacién de los tejidos, limitando los dafios en las lesiones donde la
amiba invade (Sim, 2005).

1.8. Muerte celular programada (MCP) o "suicidio celular”.

Los eventos como la division (mitosis), especializacion (diferenciacion) o la muerte
celular son tres opciones para cualquier célula. Para retener una armonia funcional en
la cantidad de células, el equilibrio entre estos procesos es necesario. La muerte
celular se puede realizar por diferentes fendmenos, como la necrosis y la muerte

celular programada (MCP).

La destruccion celular es un proceso habitualmente considerado como terminal, ligado
a la enfermedad y a la muerte del organismo, y descrito generalmente como muerte
por necrosis (ElImore, 2007). Sin embargo, desde hace mas de 40 afios se conoce que
durante el periodo del desarrollo ontogénico, muchas células mueren en beneficio del
propio desarrollo del organismo y que las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas
de este proceso difieren de las de la necrosis. Este diferente mecanismo de muerte

"altruista” esta determinado genéticamente, y se le conoce como muerte celular
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programada o apoptosis (del griego, "el caer de las hojas de un &rbol") (Van Furth,
1998).

Diversas patologias, como cancer, autoinmunidad, neurodegeneracion y las lesiones
pueden ser el resultado de demasiada 0 muy poca muerte celular (Elmore, 2007). Las
formas morfolégicas diversificadas de muerte celular pueden ser atribuido, en parte, a
distintas caracteristicas mecénicas / inmunoldgicas, bioquimicas y eventos

moleculares (Suzanne y Steller, 2013).

Por otro lado, la MCP sirve como una parte integral de las interacciones huésped-
patdogeno desde microorganismos; por ejemplo, el parasito puede secuestrar el
suicidio celular controlando genéticamente el de sus células anfitrionas,
desencadenandolo, retrasandolo o incluso previniéndolo (Saeed, et al., 2017).
Claramente, entender cémo los parasitos y las células anfitrionas se ocupan de la
muerte celular, podria permitirnos manipular profilactica y terapéuticamente ellos en

el proceso infeccioso (Saeed, et al., 2017).

Las caracteristicas principales de la apoptosis son la formacién de protuberancias en
la membrana plasmatica, redondeo y contraccién celular, condensacién de la
cromatina, fragmentacién del nucleo, liberacién de citocromo c de la mitocondria en el
citosol y dentro de los cambios bioquimicos estan la acidificacion del pH intracelular,
la exposicidon de fosfatidil-serina en la superficie celular (sefial de inicio) para
desencadenar fagocitosis y una respuesta anti-inflamatoria, ademas de la escision
proteolitica de varios sustratos intracelulares (He, et al., 2009). Estas caracteristicas
son el resultado de la operacion de un complejo de vias que implican diferentes tipos

de proteinas (Hengartner y Bryant, 2000).

Hay diferentes tipos de sefiales generales que inician la MCP, incluidas: a) las sefales
de estrés intracelular que resultan en permeabilizacién de la membrana mitocondrial,
y b) la presencia de ligandos extracelulares que se integran a los receptores de
muerte, como la estimulacion del receptor Fas o el receptor del TNF (TNFR) con
estimulos apoptoticos, tales como perforina y granzimas (Ewen, et al., 2012). Hay un
entrecruzamiento de las vias mitocondriales y las del receptor de muerte; por ejemplo,

mediante la escision de caspasa-8 de la proteina Bid y el regulador de la muerte
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celular Smac / DIABLO (activador de caspasas derivado de mitocondria secundaria /
proteina de union IAP directa con bajo PI) (Barras, et al., 2011). Durante la apoptosis,
Smac / DIABLO mitocondrial bloquea a los inhibidores de las proteinas de apoptosis
(IAP), rompiendo asi el freno de la MCP y activandola (Barras, et al.,, 2011). En
general, hay dos vias por las cuales las proteasas de la familia caspasa puede ser
activadas: una es la muerte inducida por la sefial, mediada por el receptor de muerte,
y la otra es la inducida por el estrés, mediada por mitocondria (es decir, via

dependiente de la caspasa 9) (Ting-Jun FAN, 2005):

1.8.1. Estimuladores externos de muerte, "Via del receptor de muerte"

Los ligandos extracelulares, como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), la linfotoxina
(TNF-B) o el ligando Fas (FasL) interaccionan proteinas de membrana: receptores
TNF y Fas (CD95) respectivamente. Las proteinas adaptadoras, dominio de muerte
asociado a Fas (FADD) y dominio de muerte asociado a TNFR1 (TRADD) involucran
a las caspasas-8 y -10 a construir el complejo de sefalizacién inductor de muerte
(DISC) en el receptor. De este modo, la activacion rio abajo de la caspasa-3, la cual
acelera la fragmentacion del DNA a través de una cascada de reacciones (Petter y
Krammer, 2003).

1.8.2. Estimuladores internos de muerte, “Via mitocondrial”

El término “especies reactivas de oxigeno” (ROS) tiende a ser utilizado para referirse
al reactivo molecular derivado de moléculas de oxigeno y radicales libres, incluyendo
superoéxido, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo e ion hidroxilo, mientras que las
especies reactivas de nitrogeno incluyen al 6xido nitrico. Las proteinas Bak y Bax,
miembros de la familia Bcl-2, juegan un papel crucial en el exterior mitocondrial y en
la permeabilizacibn de la membrana (MOMP) (Dewson y Kluck, 2009). Se ha
demostrado que las ROS mitocondriales (MROS) desempefian un papel en procesos
celulares, incluyendo diferenciacion, autofagia, adaptacion metabdlica y activacion de

células inmunes, en respuesta a diversos estimulos; por ejemplo, el ligando de
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inmuno-receptores, estimulacion de citocinas e hipoxia (Sena y Chandel, 2012). Los
MROS causan dafio interno y el citocromo C (cyto C) mitocondrial se libera al citosol
y se une al factor de activacion de proteasa apoptoética-1 (Apaf-1) para formar
apoptosoma, que moviliza las caspasas iniciadoras, como pro-caspasa-9 (forma
inactiva) a caspasa-9 (forma activa) resultando en la activacién proteolitica de las
caspasas ejecutoras, como caspasa-3 (Kaushansky, et al., 2013). El resultado final es
la degradacion del inhibidor de la DNasa (I-CAD) activada por caspasa-3, que a su
vez conduce a la degradacién del DNA nuclear por la DNasa activada por caspasa
(Kaushansky, et al., 2013). Estos eventos contribuyen a los cambios caracteristicos
de las células apoptéticas, incluyendo la externalizacién del residuo de fosfatidilserina
(PS) (Begum, et al., 2015).

1.9. Moléculas implicadas en el proceso de apoptosis: efectores intracelulares

La apoptosis es un mecanismo evolutivamente conservado (Shi Y, 2002). Se ha
demostrado que los mecanismos moleculares de la apoptosis dependen
primordialmente de una familia de proteasas que tienen la caracteristica de tener en
Su secuencia una cisteina en el sitio activo, la cual va a romper los enlaces peptidicos
de los residuos de &cido aspartico en las moléculas diana (Hawkins, et al., 2000). Por
eso, las proteinas que inician la apoptosis se denominan caspasas (cisteinil-aspartato

proteasas).

1.9.1. Familia de proteinas Bcl-2

La familia de proteinas Bcl-2 incluye tanto miembros inductores como inhibidores de
apoptosis (Antonsson B, 2001). Los miembros de esta familia se caracterizan por
poseer dominios homologos a Bcl-2 conocidos como dominios BH, los cuales se
enumeran del 1 al 4. Segun la presencia de estos dominios, estas proteinas se dividen
en tres subfamilias: una con miembros de funcién anti-apoptética denominada
subfamilia Bcl-2 que incluye a los miembros Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1 y Al, todos con

los cuatros dominios BH, y dos subfamilias de miembros pro-apoptoticos: la subfamilia
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Bax que incluyen a Bax, Bok y Bak con tres dominios BH y la subfamilia BH3 que
incluye a Bim, Bid, Bmf, Bad, Hrk, PUMA y NOXA que como su nombre lo indica sélo

poseen un dominio BH3 (Becerra, 2009).

1.9.2. Lafamilia de las caspasas

Las caspasas son una familia muy regulada y bien conservada de cisteina proteasas
intracelulares. Las caspasas implicadas en la apoptosis se dividen generalmente en
dos categorias: las caspasas iniciadoras, que incluyen a la caspasa-2, 8, 9y 10, y las
caspasas efectoras, que incluyen a la caspasa-3, 6 y 7. La tercera subfamilia de
caspasas es la de las caspasas procesadoras de citocinas, las cuales son caspasa-
1, 4,5, 12, 13, 14 (Earnshaw W.C, et al., 1999). Una vez que se activa la caspasa
iniciadora, los procesos de caspasas efectoras, rio abajo son responsables de la
apoptosis (Shi Y, 2002). Dado que la sefializacion de apoptosis mediada por caspasas
es irreversible, la activacién de procaspasas y caspasas deben ser reguladas en forma

precisa para prevenir la muerte no deseada de la célula (Lu, 2008).

Se ha descrito que la caspasa-1, que se activa por la ausencia de factores de
crecimiento, hidroliza in vitro a la caspasa-3 y promueve el procesamiento y activacion
de la interleucina-1b (IL-1b), sustancia implicada en la muerte neuronal (Li, M 2000).
En cuanto a la caspasa-2, se sabe que se activa tras su unidon a una molécula
adaptadora que a su vez se une a una parte del complejo de sefializacion del receptor
de factor de necrosis tumoral (TNF). La caspasa activa puede procesar su propio

precursor (Fuentes-Prior, 2004).

La caspasa-9, que en situacién fisioldgica se encuentra en su forma inactiva en el
citosol, se activa tras la salida de citocromo ¢ desde la mitocondria (Liu, X 1996; Zou
H, 1997). Ante un determinado dafio se produce una alteracion en la membrana
mitocondrial que desencadena la salida de citocromo c al citosol. El citocromo ¢ forma
entonces un complejo con el factor activador de proteasa (Apaf-1), dATP vy
procaspasa-9, lo que conduce a la activacion de la caspasa. Una vez activa, la

caspasa-9 puede activar otras caspasas (Rodriguez y Lazebnik, 1999).
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Las caspasas-3, 6 y 7 son las principales responsables de los cambios morfolégicos
y bioquimicos que ocurren en las células apoptéticas (Earnshaw W.C, et al., 1999).
Entre sus sustratos se encuentran un factor responsable de la fragmentacion del DNA
(Martinvalet, et al., 2005). Ademas, las caspasas rompen a la poli ADP-ribosa
polimerasa (PARP), molécula implicada en la maquinaria celular que repara el dafio
en el DNA, activan la via que conduce a la condensacion de la cromatina y participan
en la destruccion de la lamina nuclear y de las proteinas del citoesqueleto
(Ravichandran K.S, 2007).

Si bien la importancia de las caspasas en la apoptosis se ha establecido claramente,
no son el Unico grupo de proteinas celulares involucrado en la regulacion y ejecucion
de la MCP, los estudios han indicado que varios otros tipos de proteasas también
pueden desempefiar un papel en la ejecucion de la apoptosis (Sarastea y Pulkkic,
2000). Las proteasas no caspasa mas estrechamente relacionadas con la apoptosis
son las calpainas (Altznauer, et al.,2004; Wu, J, et al.,2006), catepsinas, granzimas

(Darmon, et al 1995) y el proteasoma (Low, 2006).

1.9.3. Calpainay MCP

Las calpainas son un grupo de cisteina proteasas no lisosémicas dependientes de
Ca?* que se han identificado en casi todos los eucariotas y bacterias, pero no en las
arqueobacterias (Masoumeh, et al., 2018). Entre los 15 miembros de la familia de las
calpainas encontrados en humanos, las calpainas ubicuas 1 y 2 son las mas
intensamente estudiadas (Goll, et al., 2003). Las calpainas han sido involucradas en
diversos procesos fisioldgicos, como proliferacion celular, progresion del ciclo celular
(Glading et al., 2002), transduccion de sefales (Carafoli et al., 1998), migracion
celular, remodelacion citoesquelética (Zhang et al., 2011) y en la regulacion de la
muerte celular (Squier MK et al., 1994; Tagliarino et al., 2001; Harwood et al., 2005).
De hecho, la calpaina fue la primera proteasa identificada en el inicio de la apoptosis
(Squier MK et al., 1994). Varios estudios han destacado notablemente la estrecha
relacion entre estas proteasas y las caspasas. Las calpainas 1 y 2 escinden varios
miembros de la familia de las caspasas, activando las caspasas-3, -7 y -12 e
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inactivando las caspasas-8 y -9 (Chua BT et al., 2000; Nakagawa T y Yuan J, 2000).
Al regular las caspasas, las calpainas pueden controlar indirectamente la apoptosis.
Ademas, en situaciones de afluencia masiva de calcio, transeccion de membrana o
lesién por isquemia / reperfusion, las calpainas ubicuas se activan y a su vez

desencadenan la activacion de la caspasa-3 (Wang, 2000).

Ademas de los eventos morfoldgicos tipicos relacionados con los cambios nucleares
y de membrana, la apoptosis acompafia a una reorganizacion dramatica del
citoesqueleto debido a la protedlisis selectiva de sustratos celulares vitales (Kerr et al.,
1972). Por lo tanto, la proteolisis regulada por calpainas es necesaria para el control
de procesos celulares fundamentales que incluyen la remodelacion del citoesqueleto
y la activacién de cascadas proteoliticas que conducen a la apoptosis (Saido et al.,
1994).

Las calpainas son proteinas heterodiméricas que constan de dos subunidades de 80
y 28 kDa (Croall y Ersfeld, 2007). La subunidad grande en calpainas clasicas consta
de cuatro dominios conservados: una hélice de anclaje N-terminal (Nter), un dominio
central de proteasa catalitica (CysPc) con los dos subdominios PC1y PC2, un dominio
de tipo C2 (C2L) y un dominio de penta EF-hands (PEF).

Las calpainas atipicas o no convencionales se describen como proteinas de tipo
calpaina que solo contienen la firma consenso CysPc con variaciones en la triada
catalitica y no esta presente ningin dominio PEF, también pueden contener dominios

adicionales en combinacién con CysPc (Sorimachi et al. 2010).

Las proteinas de tipo calpaina no clasica se han encontrado principalmente en
invertebrados y eucariotas inferiores. En Trypanosoma sp. y Blastocystis hominis, las
proteinas tipo calpaina se han involucrado en el ciclo de vida, el proceso de
diferenciacion y la regulacién de la MCP (Hertz-Fowler et al., 2001; Yin et al., 2010;
Giese et al., 2008).
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1.10. MCP en parasitos protozoarios

Se ha acumulado una creciente evidencia experimental que sugiere que procesos
similares a la MCP también parecen existir en muchos organismos parasitos
unicelulares, como Plasmodium sp. (Al- Olayan et al., 2002; Chang et al., 2010),
Toxoplasma gondii (Peng et al., 2003), Trichomonas vaginalis (Chose et al., 2002),
Giardia lamblia (Ghosh et al., 2009) y E. histolytica (Villalba et al., 2007). La MCP es
un factor importante para la seleccion clonal, para la evasion de la respuesta inmune
y para controlar la poblacion tamafio de los microorganismos, todos estos procesos
de importancia en el contexto de la patogenia de una enfermedad (Bruchhaus et al.,
2007).

En protozoarios, el patron de eventos de la MCP es similar al observado en las células
de metazoarios, ya que se comparten eventos como la destruccion de la organizacion
estructural normal del nucleo debido al colapso de la cromatina en masas
electrodensas y, en muchos casos, la ruptura del DNA nuclear en fragmentos
oligonucleosomales (Tabla 1). Se considera que la falta de regulacién en la
homeostasis del calcio conlleva a importantes eventos de muerte celular en los
parasitos, ya que la mayoria muere en presencia de concentraciones altas de calcio

MAas que en ausencia de este i6n (Fernandez-Presas, 2000).
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Tabla 1. MCP en diferentes parésitos protozoarios.

PARASITOS PROTOZOARIOS SENAL DE LA MCP
Fragmentacion de DNA
PLASMODIUM SPP. Exposicion de fosfatidilserina

Desintegracion parasitaria
Condensacion de la cromatina
LEISHMANIA SPP. Fragmentacion del DNA
Liberacién de citocromo C
Exposicion de fosfatidilserina
Activacion de proteasas
Fragmentacion del DNA
TRYPANOSOMA CRUZI Condensacion de la cromatina
Pérdida del potencial transmembranal
mitocondrial

Activacion de proteasas
Condensacion de la cromatina
TRICHOMONAS VAGINALIS Fragmentacion del DNA
Cuerpos apoptoticos
Condensacion de la cromatina
GIARDIA LAMBIA Fragmentacion del DNA
Cuerpos apoptoticos
Vacuolizacioén citoplasmaética
Vacuolizacion citoplasmica
BLASTOCYSTIS HOMINIS Fragmentacion del DNA
Contraccion celular
Vacuolizaciéon
DYCTYOSTELIUM DISCOIDEUM Condensacion de la cromatina
Condensacion citoplasmica
Degradacion del DNA
Exposicidn de fosfatidilserina

Condensacion de la cromatina
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E. HISTOLYTICA Fragmentacion del DNA
Incremento de Ca 2* citosolico

Disminucion de K *intracelular

A continuacién, se describen evidencias de la MCP en algunos parésitos:

1.10.1. MCP en Leishmania sp.

Leishmania sp. son parasitos protozoarios miembros del orden Kinetoplastida. Son los
agentes causantes de parasitosis en humanos que pueden conducir, de acuerdo a la
especie, desde lesiones mucocutdneas hasta infeccién visceral generalizada (de
Morais, et al., 2015). La forma promastigote del parasito, flagelado y extracelular,
reside en el intestino medio del insecto vector, la hembra de fleb6tomo (Phlebotomus).
Se diferencia de una proliferacion prociclica no infecciosa a promastigotes
metaciclicos infecciosos que no se dividen. Después de la picadura por el mosquito,
el parasito infecta a los macrofagos del huésped mamifero y se diferencia en
amastigotes que pueden sobrevivir y dividirse en los fagolisosomas de los macréfagos
(Zangger, et al., 2002).

La carencia de nutrientes es uno de los factores que activan la MCP de Leishmania
sp. (Lee, et al., 2002). Los cultivos estacionarios de promastigotes (en el intestino del
insecto) y amastigotes (en los vertebrados) de diferentes especies de Leishmania
mostraron un patron de fragmentacion del DNA en multiples tamafios
oligonucleosomales, siendo esta consistentemente mas fuerte en los promastigotes
de L. donovani que los amastigotes, sugiriendo que los promastigotes son mas
susceptibles a la fragmentacion del DNA que los amastigotes, resultado de la falta de

nutrientes (Lee, et al., 2002).

Ademas, hay estudios que evidencian la MCP en respuesta a las drogas. Lee y
colaboradores (2002), demostraron que durante la MCP de L. donovani inducida con

pentostam o anfotericina B, se presento la fragmentacion del DNA en el ndcleo, la
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externalizacién de fosfatidilserina, la disminucion del potencial de membrana, asi
como la probable activacion de caspasas. Como ya se ha mencionado, la
fosfatidilserina (PS) es una proteina que se localiza en la superficie de las células
apoptoticas, éstas, son reconocidas por fagocitos vecinos participando en eliminacion
de la inflamacion (Fadok, et al., 2001). Una caracteristica ventajosa del proceso y que
resulta un concepto interesante es que la apoptosis puede funcionar sin la muerte
(Elmore, 2007). Leishmania spp. es capaz de evadir la actividad de los fagocitos y
ellos mismos establecerse como parasitos intracelulares obligados mediante la
exposicion de PS y la inhibicion de la actividad de los macréfagos, es decir, la
exposicion de PS participa en la internalizacién de amastigotes. El reconocimiento de
PS por los macrofagos induce la secrecion del Factor de crecimiento (TGF-B), la
sintesis de interleucina 10 (IL-10), inhibe la producciéon de NO y aumenta la
susceptibilidad del crecimiento intracelular de Leishmania (Freitas, et al., 2001).

Estudios realizados por Moreira (1995) han demostrado que la muerte de
promastigotes de L. amazonesis se encuentra modulada por iones de calcio, ya que
en los promastigotes sometidos a choque térmico se induce un incremento de tres a
cuatro veces los niveles de calcio. Se ha encontrado, en cerca de 20% de estos
pardsitos, un patron de rompimiento de DNA internucleosomal tipico y caracteristicas
morfologicas sugerentes de MCP (Jiménez-Ruiz, et al., 2010; Basmaciyan, et al.
2018). Las lesiones tipo apoptoéticas observadas en Leishmania sp. son claramente
de origen nuclear y escasamente se observan en los organelos citoplasmicos,
incluyendo el mitocondrién (Moreira, et al., 1995). En la MPC inducida por choque
térmico también se ha observado una separacion extensa entre el cuerpo y la
membrana flagelar, patron distinto al observado en promastigotes, que mueren por
necrosis (Menna-Barreto, et al.,, 2015). Finalmente, se ha sefialado que las
endonucleasas dependientes de Ca?' responsables de la apoptosis actlan
exclusivamente en el ndcleo, lo cual concuerda con el hallazgo de que el mitocondrion
se encuentra intacto cuando las alteraciones nucleares ya son detectadas (Moreira, et
al., 1995).
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Una de las ventajas evolutivas conferidas por la MCP podria incluir la seleccion
constante de los parasitos mas aptos, y la estricta regulacion del ciclo celular y la

diferenciacion celular en respuesta a los cambios ambientales (Chandrima, 2006).

1.10.2. MCP en Trypanosoma sp.

Se ha observado que Trypanosoma cruzi tiene la capacidad de autorregular su
crecimiento. Los epimastigotes de T. Cruzi proliferantes en cultivo, sufren la MCP
masiva durante la diferenciacion de las fases G0/G1, deteniendo a los parasitos en la
fase de tripomastigotes (fase estacionaria de crecimiento) (Debrabant, et al., 2003).
La muerte puede ser prevenida o acelerada mediante la modificacion de las
condiciones de cultivo, sugiriendo que los tripanosomas reciben sefales
extracelulares para la regulacion de su sobrevida y/o diferenciacién (Ameisen, 1995).
La falta de renovacion del medio de cultivo en parasitos crecidos en medio monofasico
puede propiciar que una porcion de epimastigotes se diferencie en tripomastigotes
metaciclicos infectivos, mientras que un namero significativo de epimastigotes muere
(Ameisen, et al., 1995). Los parasitos muertos aparecen como células esféricas con
un largo flagelo y muestran patrones citoplasmicos y nucleares que sugieren

apoptosis, como la fragmentacion del DNA en escalera (Billaut-Mulot, 1994).

La induccién de la MCP por drogas ha sido estudiada en T. cruzi, Deolindo y
colaboradores (2005) determinaron el tipo de muerte inducida a epimastigotes de T.
cruzi por el veneno de Bothrops jararaca, que es una serpiente de la familia Viperidae
(Bochner y Struchiner 2003). El crecimiento del parasito fue inhibido después del
tratamiento con el veneno, observandose que el 50% del crecimiento fue inhibido con
10 mg/ml. Ultraestructuralmente se observo la desorganizacion del cinetoplasto y del
mitocondrion, ademas de la condensacion citoplasmica y la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial. Al aumentar el tiempo de incubacion, la fosfatidilserina se
expuso en la parte externa de la membrana plasmatica, seguido de la activacion de

caspasas, y la fragmentacion del DNA. Estos resultados indican que el estrés inducido
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en los epimastigotes por el veneno, activa un proceso de MCP, similar a la apoptosis

de los metazoos, lo que conduce a los parasitos a la muerte (Deolindo,et al., 2005).

Por otro lado, el tratamiento de T. cruzi con el antibi6tico geneticina (G418) indujo la
muerte celular de epimastigotes mostrando una localizacién selectiva del factor de
alargamiento 1-a en el nucleo de los parasitos muertos (Billaut-Mulot, et al., 1996),

sugiriendo la participacion de este factor en la regulacion genética de la MCP.

1.10.3. Regulacion de la MCP en parasitos.

Aungue algunos genes que podrian estar involucrados en el proceso de MCP han sido
identificados, las vias operativas en estos microorganismos unicelulares no estan
disponibles a detalle y estan saliendo lentamente a la luz a través del estudio de varios
modelos que usan diferentes agentes apoptogénicos.

Una caspasa 3-like ha sido identificada en B. hominis (Nasirudeen y Tan, 2004) y en
Plasmodium berghei, P. falciparum, Leishmania major, Trypanosoma brucei y
Trypanosoma cruzi han sido identificadas algunas metacaspasas, cisteina proteases
estructuralmente relacionadas a las caspasas (Le Chat et al., 2007; Meslin et al., 2007,
Helms et al., 2006; Kosec et al., 2006). En L. major y T. brucei una endonucleasa G,
gue es similar a loa de eucariotas superiores, se libera de las mitocondrias cuando se
desencadena la muerte celular, lo que sugiere un funcion pro-apoptotica (Gannavaram
et al., 2008). La sobreexpresion del factor de alargamiento 1-alfa, encontrado en T.
cruzi, ha sido sugerido que participa en la regulacion de los genes involucrados en el
control de la muerte celular (Billaut et al., 1996; Ouassi, 2003). Por otra parte,
homologos a prohibitina y a RACK han sido encontrados en T. brucei e identificadas
como reguladores tardios de la apoptosis (Welburn y Murphy, 1998). Por otro lado, la
sobreexpresion de la superoxido dismutasa de hierro en T. cruzi (Piacenza et al.,
2007), la peroxirredoxina y la centrina en L. donovani (Harder et al., 2006;
Selvapandiyan et al., 2004), asi como sir-2 en varias especies de Leishamania, ha
sugerido esas proteinas tienen actividades anti-apoptoéticas (Vergnes et al., 2002,
2005).
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Interesantemente, en Trypanosoma sp. y Blastocystis hominis, las proteinas tipo
calpaina estan involucradas en el ciclo de vida, en el proceso de diferenciacion y en
la regulacion de la MCP (Hertz-Fowler et al., 2001; Yin et al., 2010; Giese et al., 2008).

1.11. ANTECEDENTES

Un fenbmeno importante en el proceso de fisiopatogénesis de E. histolytica es la
induccion de la MCP a una variedad de células del huésped (Stauffer, 2003),
incluyendo los leucocitos (Berninghausen 1997), los macréfagos y las células
hepéticas (Seydel 1998). La MPC de las células blanco estd mediada por mecanismos
dependientes de contacto a través de la interaccién de la lectina Gal/GalNac del
parasito y del receptor presente en la superficie de las células del huésped
(Bruchhaus, et al., 2007), permitiendo el establecimiento del patégeno y la infeccion,

asi como la evasion a la respuesta inmune.

Reportes de nuestro grupo y de otros autores, demostraron que la MCP en E.
histolytica es inducida in vitro por el aminoglucésido G418, por especies reactivas de
oxido nitrico, por perdoxido de hidrogeno (Villalba et al., 2007; Ramos et al., 2007,

Ghosh et al., 2010) y por resveratrol (Pais-Morales et al., 2016).

La induccién de la MCP por G418 se caracteriza morfoldgicamente por la reduccién
del tamafno del trofozoito, la contraccion del citoplasma, la condensacion y
fragmentacion de cromatina, mientras que la membrana celular se mantiene integra
(Villalba, 2007). Estas perturbaciones son concomitantes con cambios bioquimicos
especificos, como la sobreproduccion de ROS, un aumento de calcio citosoélico, una
disminucién de la concentracion intracelular de potasio y una reduccion del pH
intracelular (Villalba, 2007).

Posteriormente, nuestro grupo demostré que la MCP de E. histolytica es un proceso
gue involucra la expresion de genes anti-apoptéticos en fases tempranas de la
induccion del fendmeno, seguido por la expresién de genes pro-apoptoticos en fases

intermediarias, que dan lugar a proteinas efectoras y/o proteinas especificas de la
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fase de ejecucibn que modulan los cambios bioquimicos, morfolégicos vy
ultraestructurales que marcan y promueven la MCP anteriormente mencionados
(Sanchez, et al., 2010)

Mediante cDNA-AFLP se buscaron genes putativos que podrian ser expresados
diferencialmente durante la fase inicial de la MCP inducida por G418, usando RT Q-
PCR se evaluaron los patrones de expresion de los genes encontrados (Sanchez et
al., 2010). En ese estudio las graininas, mostraron un patron de regulacién positiva al
comienzo de MCP (Sanchez et al., 2010). Teniendo en cuenta resultados anteriores
en los que se caracteriza el fendmeno por un aumento temprano de calcio citosélico
(Villalba et al., 2007), el hecho de que la expresion de graininas aumentara a los 30
minutos sugiere fuertemente que los trofozoitos estan activando mecanismos

moleculares que intentan recapturar el calcio citosalico libre.

Recientemente, en un modelo experimental in vivo se analizo la expresion diferencial
global de genes implicados en la MCP de E. histolytica mediante microarreglos de
expresion. Bajo estas condiciones, la expresion de 39 genes de E. histolityca
disminuyé a partir de los 30 min de interaccién con las células inflamatorias y ain méas
a los 90 min (Pérez et al.,2019). Algunos de estos genes se relacionan con
mecanismos anti-apoptoéticos, como las graininas, comprobando los resultados del
trabajo de Sanchez et al (2010).

Por otro lado, el analisis proteémico de la MCP en E. histolytica in vitro, nos permitio
elucidar y conocer la expresion de algunas proteinas diferenciales en las distintas
fases de la MCP inducida por G418.
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Tabla 2. Proteinas diferenciales obtenidas de los perfiles proteémicos de trofozoitos
de E. histolytica inducidos a MCP con G418, identificadas por MALDI TOF-TOF.

ID

XP_001914456

XP_001913546

XP_649500

XP_650357

XP_650356

AAA29085

XP_648054

AAA29086

P31018

XP_654419

XP_655596

XP_652300

AAB49653

PROTEINA IDENTIFICADA
Alcohol deshidrogenasa
Malato deshidrogenasa
Adenilato cinasa
Grainina 2

Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa

Actina

Actina

Actina

Factor de elongacion 1-alpha
Coronina

Aminoacil-histidina dipeptidasa
Alcohol deshidrogenasa

Piruvato: ferredoxina

oxidoreductasa

En esos ensayos se observaron 12 puntos diferenciales que fueron analizados por

huella peptidica y MADI TOF-TOF con la finalidad de identificar las proteinas que

estan participando en el proceso de apoptosis. Dentro de estas proteinas identificadas
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encontramos enzimas importantes en la via metabdlica de la amiba, como el alcohol

deshidrogenasa (Tabla 2).

Por otro lado, una de las consecuencias de la activacion del proceso de muerte celular
consiste en la fragmentacion y debilitamiento de las principales estructuras celulares,
como componentes del citoesqueleto (Elmore, 2007). La protedlisis de estos
constituyentes probablemente contribuye al redondeamiento y retraccion de la célula
gue es observado en los estados tempranos de la apoptosis (Taylor, et al., 2008). Este
mismo fendmeno fue observado en la morfologia de la amiba al entrar en apoptosis a
partir de las 6 h de incubacién con G418, siendo este evento muy evidente a las 12 h
(Villalba et al., 2007). Proteinas del citoesqueleto como actina y coronina fueron
identificadas como proteinas de expresion diferencial en el analisis proteémico
relizado por nosotros, lo que confirma su papel fundamental en la motilidad de los

trofozoitos (Tabla 2).

De manera muy interesante, en ese trabajo se identificé a grainina 2 como una
proteina que aparece notablemente desde las primeras fases hasta las 6 h de
induccion a MCP, mientras que a las 9 h de apoptosis dejé de expresarse (Tabla 2).
Recordemos que grainina 2 también fue detectada con expresién diferencial durante
la MCP mediante RT-PCR (Sanchez, 2010). En dicho trabajo el andlisis de expresion
global detect6 la sobreexpresion de las graininas 1 y 2. Con estos resultados se tiene
evidencia de la induccion del gen y podemos mencionar que dicha induccion
claramente conduce a la sintesis de la proteina grainina 2. Por su patrén de expresion,
esta proteina participa en el fenomeno de MCP de trofozoitos de E. histolytica durante
tiempos tempranos, hasta las 6 h de apoptosis, correlacionando con el fenotipo
bioquimico de la MCP, producto de la liberacion del calcio intracelular (Villalba, 2007)
y el fenotipo morfolégico, ya que mediante microscopia electronica se observoé algunas
caracteristicas de apoptosis, como despolarizacion de la membrana, formacion de
vacuolas y agregados de glicogeno a partir de las 9 h (Villalba, 2007). Dichos hallazgos
sugieren fuertemente que la proteina grainina 2 participa como factor anti-apoptotico
en la MCP. Andlisis tipo Blast y alineamientos con otras proteinas demuestran
homologia de grainina 2 con las calmodulinas (CaM) de otros protozoarios como T.

brucei y T. gondii (Sanchez, 2010) (Tabla 3). Esas calmodulinas juegan un papel
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importante en la MCP, activando mecanismos moleculares que disparan la
recapturacion de calcio citosélico, es decir, una respuesta compensatoria para

disminuir el calcio intracelular libre (Sanchez, et al., 2010).

Tabla 3. Porcentajes de homologia e identidad de grainina 1 y 2 de Entamoeba
histolytica contra calmodulina de T. brucei y T. gondi. Tomado de Sanchez in

Experimental Parasitology, 2010.

Protein Accesion Protein Accesion e-value H{%) 11{%a)
number number
Grainin-1 EHI_167300 CaM X56511 3e-08 43 26
E. histolytica T. brucei
Grainin=2 EH1_167310 CaM K56511 3e-08 41 25
E. histolytica T brucei
Grainin-1 EHI_147300 CaM Y08373 2e-06 42 23
E. histolytica T. gonclii
Grainin-2 EHI_167310 CaM Y8373 4:-08 41 24
E_histolytica T. gondii

Por otra parte, las caspasas 0 metacaspasas no se han identificado en E. histolytica,
aunqgue este parasito contiene una gran cantidad de cisteina proteasas que pueden
asumir la funcién de las caspasas, ya que el uso de E-64, el cual es un inhibidor
especifico de cisteina proteasas, disminuyé drasticamente la MCP (Villalba et al.,
2007). En ameba, varios tipos de cisteina proteasas se han identificado, las cuales
pueden ser activadas por ligando, metales o iones (Marumo et al., 2014; Tillak et al.,
2007; Clark et al., 2007). Considerando que después de la induccion de la MCP, la
liberacién de calcio es concomitante con la sintesis especifica de proteinas de novo

(Sanchez et al., 2010), se investigo la participacion proteasas tipo calpaina en la MCP.
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Como se menciond anteriormente, las calpainas atipicas o0 no convencionales se
describen como proteinas que contienen solo una firma de consenso CysPc con
variaciones en la triada catalitica (Sorimachi et al., 2010). La investigacion por
homologia dentro del genoma de E. histolytica revelo la presencia en este parasito de
proteina de tipo calpaina atipica (calpaina-like) que contiene el dominio consenso
CysPc y un dominio LIM adicional (Loftus et al., 2005; Zhao et al., 2012). EI dominio
CysPc presenta la triada catalitica con los aminoacidos cisteina, histidina y
asparagina, ademas de dos sitios de union a calcio, lo cual define un mecanismo
ancestral de activacién por calcio para la mayoria de las isoformas de calpaina,
incluyendo los que carecen de los dominios EF-hands (Moldoveanu et al., 2002). El
dominio LIM es un dominio vinculante de zinc que mediar la interaccién proteina-

proteina (Michelsen, et al., 1993).

Para determinar la relevancia de esta calpaina-like en la MCP inducida por G418 en
E. histolytica se evalud la expresion de esta proteasa mediante RT-PCR y Western
blot en trofozoitos tratados con este farmaco. En estos experimentos se observo un
aumento en la expresion de calpaina desde las 3 h de incubacién con G418, iniciando
el marcaje de la amiba hacia la apoptosis. Ademas, se observé mediante ensayos de
TUNEL una disminucién de la fragmentacion del DNA al utilizar el inhibidor de calpaina
Z-Leu-Leu-Leu-al (Sanchez et al., 2015).

En resumen, hemos mencionado a dos proteinas que pudieran participar en el
mecanismo de la MCP en E. histolytica; conocer el papel de ellas dentro de este
evento seria una aportacion importante para entender mejor la fisiopatogénesis de la
amebiasis y para entender como se activan los mecanismos moleculares de dicho

fendmeno.
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2. JUSTIFICACION

En conjunto, nuestros antecedentes sugieren fuertemente que las proteinas grainina-
2 y calpaina-like podrian estar involucradas en el fendmeno de la MCP en E.

histolytica.

Por lo tanto, conocer el papel de estas proteinas en la apoptosis podria ser importante
para determinar los mecanismos moleculares en este proceso en la amiba. Lo anterior
aportaria una ventaja en el desarrollo de estrategias que contribuirian a generar
farmacos o terapias efectivas basadas en la activacion de la muerte celular

programada de E. histolytica.
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3. HIPOTESIS

Se ha demostrado que se enciende un programa genético al aumentar las
concentraciones de calcio citosolico tras haber inducido la MCP con G418 en E.
histolytica. Por lo tanto, el gen grainina-2 se expresaria en tiempos tempranos,
mientras que el gen calpaina-like incrementaria su expresion en fases tardias de la
MCP.

Al silenciar el gen grainina-2 se acelerara el proceso de MCP vy el parastito mostrara
un fenotipo mas evidente de apoptosis; por otro lado, al silenciar el gen calpaina-like
los cambios fenotipicos asociados al proceso de apoptosis disminuiran o se abatiran
y el progreso de la apoptosis se alentara. De esta manera, grainina-2 y calpaina

acturarian como proteinas anti-apoptotica y pro-apoptotica, respectivamente.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el papel de grainina 2 y calpaina en la via de MCP in vitro, inducida
por G418 en E. histolytica.

Objetivos Especificos

Identificar in silico los dominios conservados y estructuras 3D de grainina-2 y
calpaina-like.

Analizar los cambios en la expresion de los genes y proteinas de grainina-2 y
calpaina-like en la MCP in vitro inducida con G418.

Localizar subcelularmente las proteinas durante la MCP inducida con G418.
Analizar el efecto del silenciamiento de grainina-2 y calpaina-like en la MCP en
E. histolytica.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Trofozoitos sin G418

Identificacion de dominios

y estructuras proteicas

Generacion de
anticuerpos

Silenciamiento de
calpainay
grainina 2

Entamoeba histolytica CA
(HM1:1MSS)

WB
a-calpaina
a-grainina 2

Andlisis del
silenciamiento en
la MCP in vitro.

Trofozoitos con G418 (0, 0.5,
1.5,3,6y9h)

TUNEL
Viabilidad
celular
(Citometria)




6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Cultivo celular

Trofozoitos de E. histolytica de la clona A (Orozco, Guarneros et al. 1983), que es una
clona virulenta de la cepa HM1-IMSS, se cultivaron axénicamente a 37 °C en medio
TYI-33 (Diamond, Harlow et al. 1978) suplementado con 15% de suero bovino
inactivado por calentamiento a 56 °C durante 30 min, 3% de una mezcla de vitaminas
de Diamon (KC Biologica, USA.), 40 ul de penicilina/ml (Lakeside) y 57 pl/ml de
estreptomicina (Lakeside). Una vez cultivados, los parasitos se cosecharan al alcanzar

la fase logaritmica de crecimiento.

6.2. Induccién de la apoptosis con G418

Una vez observados los cultivos confluentes, se indujo a MCP con G418 (10 pg/ml) a
diferentes tiempos de exposicion con el antibiotico: 0.5, 1.5, 3, 6 y 9 h. Posteriormente,

los trofozoitos se cosecharon para los diferentes experimentos.

6.3. Andlisis in silico de grainina-2 y calpaina-like de E. histolytica

La secuencia de las proteinas grainina-2 y calpaina-like de E. histolytica
(XP_650357.1 y XP_657312.1, respectivamente) se obtuvieron de la base de datos
de NCBI ( ) y se analizaron en la base de datos SMART

(smart.embl-heidelberg.de/), en el cual se predicen dominios y residuos funcionales en

la arquitectura de la proteina, esto se analiza por homologia con otras proteinas, Por
otro lado, las estructuras 3D hipotéticas fueron predicha por el programa I-TASSER
(prediccion de estructura de proteinas y funciones)
. El programa UCSF CHIMERA

se usO para comparar la estructura terciaria de

graininia-2 con la estructura terciaria de PCDP6 de L. major, mientras que la estructura
de calpaina-like fue comparada con la estructura terciaria de calpaina-1 de H. sapiens
(AAH08751) y las herramientas de software PyMOL ( utilizado para

visualizar los dominios conservados de grainina-2 tanto como de calpaina-like
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(Sanchez et al., 2015). La similitud de las proteinas incluidas en nuestro estudio se
comparé con los homélogos de proteinas disponibles con bases de datos no

redundantes como el programa BLASTP de NCBI.

6.4. Generacion de anticuerpos contra grainina-2 y calpaina-like

6.4.1. Disefio de los péptidos

Las secuencias de aminodcidos de las proteinas grainina-2 y calpaina-like se
analizaron mediante el programa (

) para la prediccidén de epitopos en secuencias de antigenos.
Se eligieron las secuencias de aminoacidos de mayor antigenicidad, posteriormente
se uso el programa Protein Hydrophobicity Plots
( ) con el fin de caracterizan su
caracter hidrofébico, el cual es util en la prediccion de dominios que abarcan la
membrana, los posibles sitios antigénicos y regiones que probablemente estan
expuestos en la superficie de la proteina. Las secuencias elegidas fueron probadas
mediante BLAST en el genoma de la ameba para ver la especificidad. El polipéptido
KREEIDNAEFDKFVNL de grainina-2 situado en las posiciones 192-207 vy el
polipéptido de calpaina-like CCEWKGKWRDDDPAWT ubicado en las posiciones 230-
246, se sintetizaron acoplados a la etigueta KLH (hemocianina de lapa de ojo de
cerradura) para aumentar su inmunogenicidad (GL Biochem).

6.4.2. Inmunizacion.

Para la inmunizacion se utilizaron ratones BALB/c, la inoculacion de los péptidos fue
por via subcutanea e intramuscular utilizando 50 pg del polipéptido emulsionado en
adyuvante Titer-Max Gold (1: 1) (Sigma). Luego, los animales se inmunizaron con dos
dosis mas de 100 ug del polipéptido suspendido en el mismo adyuvante a intervalos
de 15 dias, seguido de sangrado para obtener el suero. El suero preinmune se obtuvo

antes de la primera inmunizacion.
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Los sueros anti-grainina-2 y anti-calpaina-like se obtuvieron por puncién cardiaca 10
dias después de la ultima inmunizacion. Para obtener el suero la sangre se dejo media
hora a 37 °C posteriormente se centrifugé a 300 xg por 5 min, después de esto, el
suero final se repartié en alicuotas que se almacenaron a -20 °C hasta su uso. La

alicuota en empleo se guardo6 a 4 °C.

El protocolo experimental fue aprobado por el comité institucional para el cuidado de
animales, siguiendo la norma mexicana para el cuidado y uso de animale (NOM-062-
Z00-1999).

6.5. Obtencion de proteinas totales

Para la obtenciéon de proteinas totales, los trofozoitos (2 x 107) sin tratamiento o
tratados con 10 pug / ml de G418 durante 0,5, 1,5, 3, 6 y 9 h se cosecharon y se lavaron
dos veces con PBS (137 mM NacCl, 2.7 KCI, 10 mM Na2HPO4 1.8 mM KH2POa4) a pH
6.8 frio y se centrifugaron a 500 xg durante 5 min a 4°C. Posteriormente, para la
extraccion de proteinas totales, a la pastilla se le agregaron 300 ul de amortiguador
de lisis RIPA 1X (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
1% desoxicolato de sodio, 1% NP-40), mas un coctel de inhibidores de proteasas (IP-
1X) (Tris-HCI pH 7.4, 1X Complete Protease inhibitors (Roche), 1mM PMSF, 10 uM
leupeptina, 25 mM N-etilmaleimida, 2.5 mM PHMB, 5 uM E-64, 1 mM Nas3VO4, 50 mM
NaF, 5 mM iodacetamida), las células se lisaron de manera hipotonica durante 20
minutos a 4 ° y se agitaron utilizando vortex durante 10 seg cada 5 minutos.

Finalmente, los extractos amibianos se guardaron a -70 °C hasta su uso.

6.6. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacidbn de proteinas se realizd6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para ello, el gel
separador se preparardé 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 preparar6 con acrilamida 29%, Bis-
acrilamida 0.9%, Tris-HCI 0.5% M (pH 6.8), SDS al 0.1%, PSA 0.1% y 0.15% de
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TEMED; como amortiguador de corrida se utilizé una solucién de Tris 0.25 M, glicina
1.9 My 0.1% de SDS. La electroforesis se llevdo a cabo manteniendo un voltaje
constante de 80 V por 2 h. Después de la separacion de las proteinas en los geles de
poliacrilamida, éstos se tifieron durante 20 min con azul de Coomassie al 0.05% en
metanol al 50% y &cido acético al 10% a temperatura ambiente y en agitacion. Para
destenir los geles, se incubaron en agitacion, en una solucién de metanol al 5% y
acido aceético al 7% 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 transferieron a membranas
de nitrocelulosa con un poro de 0.45 um (Millipore). El gel y la membrana de
nitrocelulosa se equilibraron por 15 min en la solucion amortiguadora de transferencia
(0.25 M Tris-HCI, 1.9 M glicina pH 8.3 y metanol al 20 %). Entonces, se realizd un
emparedado de la siguiente manera: primero se colocé la unidad de transferencia
(BioRad) en una bandeja con la solucion amortiguadora, después se un cojinete de
fibra “Scotch Brite” y después una capa de papel filtro, previamente humedecidos en
la solucion amortiguadora. Sobre el papel filtro se colocé el gel hacia al catodo y sobre
de este el papel de nitrocelulosa (hacia el anodo). Posteriormente, se colocé otro
pedazo de papel filtro y encima otro cojinete de fibra. Por ultimo, la unidad se cerro y
se instal6 en la camara de transferencia (BioRad), la cual contenia la solucion
amortiguadora de transferencia. La transferencia se realizara a 250 mA durante 2 hy
cuando terming, el gel se tifid con azul de Coomassie para verificar la eficiencia de la
transferencia, mientras que la membrana de nitrocelulosa se incub6 a 37 °C en
agitacion por 2 h con PBS-Tween 20 al 0.5 % (Sigma) con leche descremada al 5 %
(BioRad) (PBS-Tween-leche), o toda la noche para bloquear las uniones inespecificas.
Después, las membranas se incubaron a 4 °C en agitacion durante toda la noche con
el primer anticuerpo (a-grainina-2 y/o a-calpaina-like) y como control de carga, las
mismas membranas se incubaron con el anticuerpo a-GAPDH. Posteriormente, el
exceso de anticuerpo se elimind lavando las membranas cinco veces con PBS-Tween

por 10 min a temperatura ambiente. Después, la membrana de nitrocelulosa se incubé
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por 2 h a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios (a-lgG de conejo, a-
IgG de ratén acoplados a peroxidasa) en la dilucion recomendada por el proveedor en
PBS-Tween al 0.05%. Posteriormente, las membranas se lavaron cinco veces por 10
min a temperatura ambiente con PBS-Tween al 0.05%. Finalmente, el reconocimiento
del complejo antigeno-anticuerpo se revel6 por quimioluminiscencia (ECL Plus,

Amersham), de acuerdo al protocolo del fabricante.

6.8. Inmunofluorescenciay microscopia confocal

Después de los tratamientos con G418, los trofozoitos (1 x 10°) se colocaron en
portaobjetos durante aproximadamente 20 min a 37 °C, se fijaron y se permeabilizaron
con metanol al 100% durante 5 min. Los sitios de unién no especificos se bloquearon
con suero de caballo al 1% durante 1 h a 37 ° C. Los portaobjetos con los trofozoitos
previamente bloqueados se incubaron durante la noche a 4 ° C con los anticuerpos a-
grainina-2 o a-calpaina-like (1:40), se enjuagaron con PBS tres veces, se incubaron
con un anticuerpo secundario anti-ratdbn conjugado con Alexa 488 (1: 400) durante 1
h a temperatura ambiente, y se enjuag6é nuevamente tres veces con PBS. Los nucleos
se tifleron con 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (0.1 pg/ml), y se observaron
muestras en un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM 700) utilizando el software ZEN
2009. Se eligieron aproximadamente 10 amebas al azar de cada muestra, la
fluorescencia de cada ameba se representé como el valor medio de intensidad de 25
secciones ¢pticas desde la parte superior a la inferior de cada celda. Las imagenes

fueron representativas de tres experimentos independientes.

6.9. Obtencion de RNA total

Para medir la expresion del mRNA, primero se extrajo el RNA total de los trofozoitos
sin tratamiento y los trofozoitos expuestos a diferentes tiempos (anteriormente
mencionados) con G418. Para ello, 4x10° trofozoitos se empastillaron centrifugando
a 700 x g durante 10 min. Inmediatamente después, las células se lisaron afiadiendo
1 ml de Trizol (invitrogen) mezclando cuidadosamente. La mezcla se incubd a

temperatura ambiente durante 10 min y se realiz0 la extraccion de RNA agregando

40



200 pl de cloroformo por cada ml de Trizol. La mezcla se agité vigorosamente por
inversion durante 30 sy se incubo a temperatura ambiente durante 10 min: Entonces,
se centrifugd a 18 000 x g durante 15 min a 4°C, se recuper¢ la fase superior, la cual
se transfirid a un tubo nuevo. A esta mezcla se le adicion6é 0.5 ml de isopropanol frio
por ml de Trizol, se agitd suavemente por inversion y se incub6 10 min a temperatura
ambiente. Enseguida se centrifugd a 1 500 x g durante 10 min a 4°C, obteniendo una
pastilla gelatinosa, la cual se lavo una vez con etanol 75%, preparado con agua tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC). La muestra se centrifugd a 7 000 x g durante 5 min a
4°C y la pastilla de RNA se secé a temperatura ambiente. Finalmente, el RNA de la

pastilla se resuspendié en 30 pl de agua tratada con DEPC (agua DEPC).

6.10. Electroforesis en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes

El andlisis de la integridad y pureza del RNA obtenido se realiz6 mediante
electroforesis de geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes, debido a que la
molécula de RNA esta sujeta a formar extensas estructuras secundarias, lo cual afecta
a su migracion en los geles. Asi, se prepararon geles desnaturalizantes al 1.5% en 25
ml, para esto, 0.375 g de agarosa se disolvié en 18.5 ml de agua DEPC, la mezcla se
fundié por ebullicion y se dej6 enfriar hasta 40°C. En ese momento se le adicionaron
2.5 ml de MOPS 10X (0.2 M MOPS, 50 mM acetato de sodio, 1 mM EDTA-Naz pH
7.0) y 4.4 ml de formaldehido al 38%. Enseguida la mezcla se vertié en el molde para
geles. Por otra parte, a la muestra de RNA (50 ng) se le agregaron 5 pl de
amortiguador de desnaturalizacion (12.5 pl de formamida, 2.5 pl de MOPS 10X, 8 ul
de formaldehido) y se incubd a 65°C por 10 min. Inmediatamente, se colocé la muestra
en hielo durante 2 min, luego se adicionaron 2 pl de amortiguador de carga (30%
glicerol, 0.25% azul de bromofenol) y se colocaron las muestras en el gel. La
electroforesis se llevo a cabo a 50 V por 30 min. Finalmente, los geles se tifieron con

bromuro de etidio (1ug/mL) y se analizaron en un transiluminador con luz ultravioleta.
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6.11. gRT-PCR

6.11.1. Sintesis de cDNA

RNA total (5 pug) se incub6 con 10 U (1 pl) de DNasa libre de RNasa (Roche) aforando
a 7 pl con agua DEPC. La reaccion se incub6 a 37°C por 15 min, enseguida se
adicion6 1 ul de 25 mM EDTA y se incubd a 65°C por 10 min. Posteriormente, se
realizé la sintesis de cDNA agregando 1 ul de oligo dT (invitrogen), la reaccion se
afor6 a 12 pl con agua DEPC y se incubd a 70°C durante 10 min e inmediatamente la
muestra se colocé en hielo. Posteriormente, la muestra se centrifugd a 10,000 x g por
1 min, se afadiéeron 4 ul de “First buffer” (invitrogen), 2 ul de DTT, 1 yl de dNTPs 10
mM, y se incubd a 42°C por 4 min. A continuacién, se afiadio 1 ul de la transcriptasa
reversa SuperScript Il (invitrogen) y se incub6 a 42°C por 60 min. Al término de este
tiempo, las muestras se centrifugaron por 1 min a 10,000 x g y luego se incubaron a
70°C durante 15 min. Finalmente, el cDNA se traté con 2 pul de RNasa libre de DNasa

(20 mg/ml, Invitrogen) y se incub6 a 37°C durante 20 min.

6.11.2. Amplificacion

Para la amplificacién se utilizaron 50 ng de cDNA; 10 pl de cada uno de los
oligonucledtidos sentido y antisentido; 10 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP), 50 mM de MgClz; 1.25 U de la enzima tag polimerasa recombinante
(Invitrogen) y agua bidestilada para completar un volumen final 50 pl. La amplificacion
se realiz6 utilizando el termociclador SelectCycler (SelectBioproducts). Finalmente, los
amplicones se analizaron en geles de agarosa al 2% en TBE 1X (90 mM Tris-HCI pH
8.0, 2 mM EDTA).

Para los ensayos de qRT-PCR, los cebadores especificos para los genes de grainina-
2 (XM_645265.2) y calpaina-like (XM_652220.1) fueron disefiados por Primer Express
Software para Real-Time PCR version 3.0 (Applied Biosystems), (para grainina-2:
cebador sentido: 5- GAAAGCTAAATTCCCAGGAGGAAT-3"; antisentido: 5'-
CAAAGAATCCAATTGATCCTGACATAT-3’; para calpaina-like: cebador sentido: 5°-
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GTTTCAATATATATATACACACACACTACGTG-3'; antisentido: 5-
AAAGTCTCTCCAGAATCACCTCCA-3"). Como control interno, utilizamos cebadores
especificos para el gen GAPDH (XM_651327.2, XM_645264.2 y XM_649267.2)
(sentido 5"-CCGTCCACAGACAATTCGAA-3;

antisentido: 5 TTGAGCTGGATCTCTTTCAGCTT-3"). Las reacciones se realizaron en
el sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems)
mediante el monitoreo del aumento en tiempo real de la fluorescencia utilizando la
mezcla maestra de PCR SYBR green (Applied Biosystems). La cuantificacion relativa
se calculé utilizando el método de 224€T (Livak y Schmittgen, 2001). Se analizaron
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de genes entre trofozoitos
no inducidos e inducidos por MCP mediante comparaciones de las medias de tres
réplicas biolégicas independientes por triplicado utilizando la prueba de Tukey con el
software estadistico GraphPad Prism versién 6.0.

6.12. Silenciamiento por RNA interferente (SiRNA)

El silenciamiento de grainina-2 y calpaina se realiz6 mediante el uso de secuencias
de doble cadena de RNA pequefos que actian como RNA interferente (SiRNA). Los
siRNA se incorporaron a los trofozoitos por el método de “soaking” (Ocadiz-Ruiz et al,
2013). Para ello, mediante el andlisis in silico de las secuencias del RNAm de grainina-
2y calpaina-like mediante el programa en linea Target Finder
( ) se obtuvieron candidatos
potenciales de RNA de interferencia (SIRNA) para cada gen considerando los

siguientes criterios:

1) secuencias de 21 a 25 nucleétidos complementarias al RNA blanco; 2) secuencias
con aproximadamente 50% de G/C; y 3) al extremo 3’ del siRNA de le anadieron dos
residuos de uridinas. La especificidad de las secuencias se analizé6 mediante BLAST
de nucleétidos en NCBI ( ).

La secuencia de siRNA especifica del RNAm de grainina-2 correcponde a los
nucledtidos 83-108 (sentido: 5- AUCCAAAUCUCAAGUUCCAAUGGUG -3
antisentido: 5- CCAUUGGAACUUGAGAUUUGGAUdTAT -3°), mientras que para
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calpaina-like  corresponde a los nucledtidos  6-31  (sentido: 5'-
UACUGACGAUGAAUUUCCAGCUGAA -3 antisentido: 5'-
UUCAGCUGGAAAUUCAUCGUCAGUA -3 "), estas secuencias fueron sintetizadas
(Ambion). Como control se utilizd un RNA de doble cadena conteniendo una
secuencia no relacionada (NRS, sentido: 5'- CAAGCUGACCCUGAAGUUCITAT-3";
antisentido: 5- GAACUUCAGGGUCAGCUUGATdT-3"), la cual corresponde a la
proteina verde fluorescente y que no presenta homologia con ninguna secuencia

codificante de E. histolytica.

La internalizacién de las secuencias siRNA por trofozoitos se llevé a cabo mediante
el método de “soaking” como se describié anteriormente (Ocadiz-Ruiz et al., 2013).
Brevemente, los trofozoitos (1 x 10°) recolectados de cultivos confluentes al 90% se
inocularon en matraces de plastico de cultivo de 25 ml (Corning) que contenian medio
TYI-S-33 y se incubaron a 37 ° C durante 24 h. Luego, se agregaron a los cultivos los
siRNA (50 nM) y se incubaron a 37 ° C durante 24 h. Para analizar la disminucién en
la expresion de los genes y proteinas de grainina-2 y calpina-like, llevamos a cabo

ensayos de gRT-PCR y Werstern blot (descritas anteriormente), respectivamente.

6.13. Ensayos de marcaje de dUTP mediado por la desoxinucleotidiltransferasa
terminal (TUNEL)

Los trofozoitos inducidos a la MCP se fijaron con formaldehido al 4% durante 2 horas
a 4 ° C. Después de lavar las muestras dos veces con PBS pH 6.8 las muestras se
permeabilizaron con 0.1% de Tritdbn X-100 y 0.1% de citrato de sodio por 1 h, luego se
agregaron 50 pl de la mezcla de reaccion TUNEL (Roche) y se incubaron durante 60
min a 37 ° C en una atmésfera humidificada en la oscuridad. Luego, las muestras se
enjuagaron cuatro veces con PBS. Los nlcleos se contrastaron con DAPI y las
preparaciones se montaron con VECTASHIELD (Laboratorios Vector). Las muestras
se observaron a través de un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM 700) utilizando el
software ZEN 2009. Como control positivo, los trofozoitos se trataron con 20 mg / ml
de DNasa | (Invitrogen) durante 30 min y los trofozoitos no tratados se utilizaron como

control negativo.
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6.14. Citometeia de Flujo

Para determinar el efecto del silenciamiento génico de grainina-2 y calpaina-like sobre
la viabilidad de los trofozoitos sometidos a MCP con G418, las células se tifieron con
yoduro de propidio (Pl) y se analizaron mediante citometria de flujo. Brevemente,
después de 24 h de tratamiento con los siRNAs, los trofozoitos se incubaron durante
9y 6 h con G418; luego, las células se suspendieron en 1 ml de PBS y se incubaron
durante 5 minutos en hielo en la oscuridad con 1 mg/ ml de PI (Invitrogen). Finalmente,
se examind la fluorescencia en un analizador de células BD LSRFortessa (BD

Biosciences).
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7. RESULTADOS

Mucho se ha avanzado en el conocimiento de la biologia de E. histolytica, sin
embargo, el papel de la respuesta inmune en el control de la enfermedad no esta bien
establecido, menos aun el singular comportamiento del parasito que con frecuencia

actia, como comensal y mas raramente como invasor.

Durante el desarrollo fisiopatogénico de la amibiasis se ha demostrado que la MCP
juega un papel importante. In vivo, nuestro grupo de investigaciéon demostré en un
modelo de hamster chino que la interaccion entre el hospedero y el parasito se induce
la apoptosis tanto de los neutrofilos como de los trofozoitos (Villalba, et al., 2011), lo
gue sugiere que durante el proceso fisiopatogénico se desarrolla una respuesta del
huésped contra el parasito, con la consecuente activacion de mecanismos de defensa
del mismo. Posteriormente, también demostramos mediante cDNA-AFLPs y RT-PCR
en tiempo real que la MCP inducida por farmacos representa un mecanismo activo
gue involucra la expresion de genes especificos, incluyendo: la glutaminil-tRNA
sintetasa, las subunidades ribosomales 40S y 18S, Sir-2, las graininas 1-2 y la
saponina-like, que en otros sistemas se ha visto que estan implicados en la regulacién
de rutas pro- y anti-apoptéticas (Sanchez, et al., 2010). En la investigacion de
maestria, mediante analisis protedmicos diferenciales se indentifico a grainina-2 como
una proteina con posible papel durante la MCP inducida con G418, debido a que su
expresion se mantenia durante los tiempos 0 h a 6 h, pero a las 9 h de incubacion con
G418 desaparecié (Dominguez, 2012). Posiblemente la degradacion de grainina-2
durante la MCP se debe a la accion de proteinas con un papel en la fase ejecutora de
la apoptosis como la calpaina, la cual es otra proteina que juega un papel importante
en este mecanismo, ya que al usar un inhibidor de esta proteasa (Z-Leu-Leu-Leu-al)
se disminuye la fragmentacion del DNA (Sanchez et al., 2015). En este trabajo
analizamos el papel de grainina-2 y calpaina-like durante la MPC de E. histolytica in

vitro inducida por G418.
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Identificacién de dominios conservados en la arquitectura de proteinas.

Las secuencias de amino&cidos de grainina 2 y calpaina-like se analizaron en la base
de datos SMART, donde se predicen dominios y residuos funcionales en la
arquitectura de las proteinas. Mediante este analisis se encontraron los dominios

importantes para grainina-2 Figura 2) y calpaina-like (Figura 3).

Debido a que Sanchez (2010) reporté que al hacer un alineamiento mediante BLAST
de grainina-2 de E. histolytica con T. gondi y T. brucei existe una homologia del 41%
con calmodulinas, se decidié analizar por SMART a esas calmodulinas y a la grainina-
2. El resultado de dicho analisis mostr6 que las proteinas estan compuestas
practicamente de dominios EF-hands, que son sitios de unién a Ca?*. Grainina-2 tiene
3 dominios EF-hands mientras que las calmodulinas de T gondi y T. brucei tienen 4
(Figura 2). Por otro lado, calpaina-like de E. histolytica es una calpina atipica debido
a que carece de los sitios EF-hands en comparacion con los dominios conservados
de calpaina-1 de humano (Figura 3). La calpaina-like de E. histolytica conserva sélo
el dominio 2, donde se encuentran los aa que conforman la triada catalitica, y ademas
presenta un dominio LIM, que en otras proteinas esté involucrado en interacciones

proteina-proteina (Tran, et al., 2016).
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Figura 2. Dominios en la arquitectura de grainina-2 de E. histolytica. El diagrama
representa los dominios de union a calcio denominados EF-hands los cuales
componen a grainina 2 (panel inferior) al igual que las proteinas descritas como

calmodulina en T. brucei y T. gondii (paneles superiores).
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Figura 3. Dominios en la arquitectura de calpaina-like de E. histolytica. El
diagrama representa los dominios lla y llb caracteristicos de calpainas donde se
encuentra los aminodcidos que conforman la triada catalitica, sefialado en letras rojas
tanto en calpaina-like de E. histolytica (panel inferior) y calpaina-1 de humano (panel
superior), a su vez se resalta con asteriscos dentro el dominio Il los sitios de unién a
calcio conservados evolutivamente en calpaina-like y los sitios EF-hands
representados en verde dentro de calpaina-1. El sitio LIM que puede mediar la
interaccién proteina-proteina en calpaina-like de E. histolytica se representa en

amarillo.

Estructuras 3D hipotéticas de grainina-2 y calpaina-like

La base de datos del programa I-TASSER se usG para predecir la estructura
tridimensional de grainina-2 (XP_650357.1) y calpaina-like (XP_657312.1). I-TASSER
es un método bioinformatico para predecir el modelo de estructura tridimensional de
moléculas de proteinas a partir de secuencias de aminoacidos, el cual detecta
plantillas de estructura del Protein Data Bank mediante una técnica llamada fold
recognition. Al predecir la estructura de grainina-2, I-TASSER utiliz6 como platilla

molde un homélogo de PCDC6 de L. major (1X1Y), esta estructura 3D se comparo
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con grainina-2 de E. histolytica usando el programa CHIMERA UCSF y se obtuvo una
identidad del 25.27%, este porcentaje aumento cuando se decidié solo analizar los
sitios EF-hands de PCDC6 y grainina-2 obteniendo un 34.74% de identidad (Figura
4). Por otro lado I-TASSER us6 el cristal 2ARY previamente reportado en esa base de
datos para construir la estructura 3D de calpain-like de E. histolytica (estructura rosa
de la Figura 5), cabe mencionar que este cristal 0 molde es solo del dominio Il de
calpaina-1 de humano (estructura azul de la Figura 5), el cual también fue utilizado
para construir la proteina completa de calpaina-1, al hacer la comparacién de ambas
proteinas con CHIMERA UCSF se obtuvo una identidad del 30.40%, esta aumento al
analizar solo el dominio donde se encuentra la triada catalitica, obteniendo un 34.88%
(Figura 5).

PDCD6 L. major Grainina 2 E. histolytica Identidad: 25.27 % Identidad: 34.74 %

Figura 4. Estructuras 3D de la proteina grainina-2 de E. histolytica y PDCD6 de
L. major. El diagrama representa las estructuras 3D de PDCD6 de L. major (gris) y la
proteina grainina-2 de E. histolytica (verde), a continuacion, se muestran la
superposicion de los modelos 3D de las proteinas completas, seguido de una
superposicion de solo los aminoacidos que conforman los sitios EF-hands de ambas

proteinas. Los numeros indican el porcentaje de identidad.
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Figura 5. Estructuras 3D de la proteina calpaina-like de E. histolytica y calpaina-
1 de humano. El diagrama representa las estructuras 3D de calpaina 1 humana (azul)
y la proteina calpaina-like de E. histolytica (rosa). Los paneles superiores muestran
los modelos 3D de las calpainas completas. Los paneles inferiores muestran las
estructuras 3D s6lo del dominio Il de ambas calpainas. El panel derecho muestra la
superposicion en las estructuras de calpaina 3D. Los numeros indican el porcentaje
de identidad. Los aminoacidos que forman la triada catalitica de la calpaina estan

representados en amarillo.

Expresion relativa del transcrito grainina-2 y calpaina-like en trofozoitos

tratados y no con G418

Una vez que se analizaron los dominios conservados en la arquitectura de las
proteinas de interés y se predijo la estructura 3D, se procedié a evaluar la expresiéon
de los genes y proteinas de grainina-2 y calpaina-like durante la MCP inducida por
G418. Los niveles de expresion de los genes grainina-2 y calpaina-like durante la MCP
fueron evaluados por RT-gPCR. Los resultados mostraron que durante este evento

hay variacion en la expresion de ambos genes, en el caso de grainina-2 se encontro
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una sobreexpresion, con respecto a laos parésitos control, a las 0.5 h. La expresion

disminuyo paulatinamente en los tiempos subsecuentes, siendo mas evidente a las 6

y 9 h (Figura 6). En el caso del gen de calpaina-like se observé una sobreexpresion,

con respecto a los trofozoitos control, a las 1.5 h, posteriormente se detecté una

disminucién drastica a partir de las 3 h (Figura 7).
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Figura 6. Expresion relativa del transcrito grainina-2 en trofozoitos incubados

con G418. La grafica muestra la expresion relativa del gen grainina-2 en trofozoitos

incubados sin G418 (tiempo 0) o con 10 ug / ml de G418 durante diferentes periodos

de tiempo (0.5, 1.5, 3, 6 y 9 h). * Indica una expresion relativa con diferencias

estadisticamente significativas (p <0.05) con respecto al tiempo 0. Se utilizo como gen

normalizador a gapdh.
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Figura 7. Expresion relativa del transcrito calpaina-like en trofozoitos incubados
con G418. La gréfica muestra la expresion relativa del gen calpaina-like en trofozoitos
incubados sin G418 (tiempo 0) y con 10 ug / ml de G418 durante diferentes periodos
de tiempo (0.5, 1.5, 3, 6 y 9 h). * Indica una expresion relativa con diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05) con respecto al tiempo 0. Se utilizo como gen
normalizador a gapdh.

Expresién y localizacion celular de las proteinas grainina-2 y calpaina-like en los
trofozoitos de E. histolytica icubados con G418

Para analizar la expresion de las proteinas grainina-2 y calpaina-like, primero se
obtuvieron anticuerpos especificos contra ellas. Mediante WB sobre extractos totales
de trofozoitos, los anticuerpos contra grainina-2 detecta una sola banda de 23 kDa
(Figura 8A), mientras que los anticuerpos contra calpaina-like identificaron una unica
banda de 53 kDa (Figura 9A). Esos pesos moleculares corresponden a los esperados
para ambas proteinas. Por otro lado, para conocer la localizacion celular en los
trofozoitos de E. histolytica crecidos bajo condiciones normales se realizaron ensayos

de inmunofluorescencia utilizando los mismos anticuerpos. La proteina grainina-2 se
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localizé en la membrana plasmética y en el citoplasma (Figura 8B), mientras que

calpaina-like solo se encuentr6 a nivel citoplasmatico (Figura 9B).
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Figura 8. Expresién y localizacién de la proteina grainina-2 en trofozoitos. (A)
Los extractos totales de E. histolytica se separaron mediante SDS-PAGE al 10% y se
analizaron mediante ensayos de WB utilizando suero preinmune (PS, carril 2) o
anticuerpos a-grainina-2 (carril 3). En el carril 1 se muestran los marcadores de peso
molecular (FPL-007, compafia Gel). (B) Imagen representativa de la localizacion de
grainina-2 (o—grainina-2) mediante microscopia laser confocal de trofozoitos fijados

con metanol. PS, ensayos usando el suero pre-inmune.
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Figura 9. Expresion y localizacion de la proteina calpaina-like en trofozoitos. (A)
Los extractos totales de E. histolytica se separaron mediante SDS-PAGE al 10% y se
analizaron mediante ensayos de WB utilizando suero preinmune (PS, carril 2) o
anticuerpos a-calpaina-like (carril 3). En el carril 1 se muestran los marcadores de
peso molecular (FPL-007, compafiia Gel). (B) Imagen representativa de la localizacion
de calpaina-like (a—calpaina-like) mediante microscopia laser confocal de trofozoitos

fijados con metanol. PS, ensayos usando el suero pre-inmune.

Expresion y localizacion celular de las proteinas grainina-2 y calpaina-like
durante MCP inducida con G418

La expression de grainina-2 durante MCP se mantuvo de 0 h a 6 h, posteriormente se
observo una disminucion drastica a las 9 h de exposicion con G418 (Figura 10). Al
analizar la inmunolocalizacion de esta proteina durante la MCP se observé una
expresion similar de 0 a 6 h de incubacion con G418 y una disminucion a las 9 h
(Figura 11A, B). Ademas, a partir de las 0.5 h la grainina-2 desaparece de la
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membrana plasmatica y se localiza solamente en el citoplasma en forma de agregados
o cumulos, los cuales son muy evidentes a las 9 h (Figura 11A). Al utilizar Lisotracker
detectamos la co-localizacion de grainina-2 con este marcador de lisosomas (Figura
11A), por lo que podemos sugerir que grainina-2 es enviado a estos compartimentos
celulares para su degradacion.

Por otro lado, la expresién de calpaina-like incrementé de una manera tiempo
dependiente, fué a las 9 h de incubacién con G418 donde se observo la maxima
expresion (aproximadamente 3.5 veces mas, en comparacion con el control) (Figura
12). Ademas, en los ensayos de inmunolocalizacion también se detectdé un aumento
de la fluorescecia a las 9 h de tratamiento con G418 (Figura 13A, B). Curiosamente, a
las 6 y 9 h, la proteina calpaina-like se detectd también en la periferia del nacleo
(Figura 13A).
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Figura 10. Expresion de la proteina grainina-2 durante la MCP inducida por G418.
Expresion de calpaina-like en trofozoitos no tratados (0 h) y tratados con 10 pg / ml
de G418 durante 0.5, 1.5, 3, 6 y 9 h. El grafico muestra el andlisis de densitometria de
los niveles de expresion de grainina-2. El anticuerpo a-GAPDH se utiliz6 como control
interno para la normalizacion de los experimentos. ** Indica los tiempos en que la
expresion relativa de grainina-2 mostré una diferencia estadisticamente significativa
(p <0,01).
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Figura 11. Localizacién celular y expresion de la proteina grainina-2 durante la
MCP. (A) Los trofozoitos se incubaron con G418 a 37 ° C durante los tiempos
indicados. Luego, se incubaron con anticuerpo a-grainina-2 el anticuerpo secundario

y se analizaron por microscopia confocal. DAPI: tincion de nucleos, Merge: co-

58



localizacion de DAPI y grainina-2. (B) El grafico muestra el analisis densitométrico de
la fluorescencia de grainina-2. ** Indica los tiempos en que la fluorescencia de

calpaina-like mostré una diferencia estadisticamente significativa (p <0,01).
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Figura 12. Expresion de la proteina calpaina-like durante la MCP inducida por
G418. Expresion de calpaina-like en trofozoitos no tratados (0 h) y tratados con 10
Mg / ml de G418 durante 0.5, 1.5, 3, 6 y 9 h. El grafico muestra el analisis de
densitometria de los niveles de expresion de calpaina-like. El anticuerpo a-GAPDH se
utilizé como control interno y para la normalizacién de los experimentos. * Indica los
tiempos en que la expresion relativa de calpaina-like mostro una diferencia
estadisticamente significativa (*, **, *** valor de P < 0.05, 0.01 y 0 .001,

respectivamente).
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Figura 13. Localizacion celular y expresiéon de la proteina calpaina-like durante
la MCP. (A) Los trofozoitos se incubaron con G418 a 37 ° C durante los tiempos
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indicados. Luego, se incubaron con anticuerpo a-calpaina-like y el anticuerpo
secundario y se analizaron por microscopia confocal. DAPI: Tincién de nucleos,
Merge: co-localizacion entre DAPI y calpaina-like. (B) El grafico muestra el analisis
densitométrico de la fluorescencia de calpaina-like. * Indica los tiempos en que la
expresion relativa de calpaina-like mostr6 una diferencia estadisticamente significativa
(*, **, *** valor de P < 0.05, 0.01 y 0 .001, respectivamente).

Silenciamiento del gen de grainina-2 y calpaina-like

Para evaluar el papel de ambas proteinas durante la MCP primeramente se realiz6 el
silenciamiento de las proteinas calpaina-like y grainina-2, para después analizar el
efecto del silenciamiento en el evento de MCP. El silenciamiento de la expresion
génica se realizé a través de siRNAs. Para ello los trofozoitos se incubaron a 37 °C
con 50 nM / ml de siRNA para cada gen durante 16 h y 24 h. Para evaluar el
silenciamiento, primero se realizaron ensayos de gRT-PCR. Los resultados mostraron
una disminucién estadisticamente significativa del 36% a las 24 h en el caso de
grainina-2 (Figura 14A), mientras que el silenciamiento de calpaina-like mostré un
37% Yy 67% después de 16 y 24 h de incubacion con el siRNA, respectivamente (Figura
15A). Como se esperaba, la incubacion con la secuencia no relacionada (NRS)
durante 24 h no afect6 la expresion de los genes de grainina-2 o calpaina-like (Figuras
14Ay 15A). Por Western blot observamos que la expresion de grainina-2 aumenté 0.5
veces mas en trofozoitos control inducidos a MCP por 3 h o en trofozoitos tratados
con la NRS mas 3 h de incubacion con G418, en comparacion con la expresion basal
de los trofozoitos control. Los trofozoitos inducidos a MCP previamente tratados con
la secuencia siRNA de grainina-2, mostraron una disminucion significativa (53%) en
la expresion de la proteina grainina-2 después de 3 h de incubacién con G418 (Figura
14B). Por otro lado, los resultados del Western blot del silenciamiento de calpaina-like
e incubacion por 9 h con G418 mostraron una disminucion significativa del 80% en la
expresion de la proteina calpaina-like, en comparacion con los trofozoitos inducidos a
MCP mediante la incubacién con G418 por 9 h 6 en trofozoitos tratados con la

secuencia siRNA NRS mas la induccion a MCP por 9 h (Figura 15B).
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Figura 14. Silenciamiento de grainina-2. (A) gRT-PCR de la expresion del gen
grainina-2 a partir de trofozoitos incubados con 50 ug / ml de la secuencia siRNA para
grainina-2 de E. histolytica durante 16 y 24 h. Como control, los trofozoitos se
incubaron con una secuencia no relacionada (NRS). El control negativo representa
trofozoitos sin incubacion con secuencias de siRNA. (B) Expresion de la proteina
grainina-2 durante la MCP mediante Western blot. A. Control negativo, trofozoitos no
tratados; B. Trofozoitos incubados 6 h con 10 pg / ml de G418; C, D. Trofozoitos pre-
incubados durante 24 h con la secuencia de siRNA de NRS (C) o para grainina-2 (D)

e incubadas posteriormente por 6 h con 10 pg / ml de G418. El grafico muestra el
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andlisis de densitometria de los niveles de expresion de grainina-2. * Indica la

diferencia estadisticamente significativa (P <0.05).
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Figura 15. Silenciamiento de calpaina-like. (A) gqRT-PCR de la expresion del gen
calpaina-like a partir de trofozoitos incubados con 50 pg / ml de la secuencia siRNA
para calpaina-like de E. histolytica durante 16 y 24 h. Como control, los trofozoitos se
incubaron con una secuencia no relacionada (NRS). El control negativo representa
trofozoitos sin incubacion con secuencias siRNA. (B) WB de la proteina calpaina-like.
A. Control negativo, trofozoitos no tratados; B. Trofozoitos incubados 9 h con 10 ug /
ml de G418; C, D. Trofozoitos pre-incubados durante 24 h con la secuencia de siRNA

de NRS (C) o para calpaina-like (D) e incubadas posteriormente por 9 h con 10 ug /
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ml de G418. El grafico muestra el andlisis de densitometria de los niveles de expresion

de calpaina-like. * Indica la diferencia estadisticamente significativa (P <0.05).

Efecto del silenciamiento de grainina-2 y calpaina-like en la MCP

Los trofozoitos incubados con siRNA de grainina-2 por 24 h y subsecuentemente con
G418 por 6 h fueron analizados mediante ensayos de TUNEL (In Situ Cell Death
Detection Kit, AP). Los resultados mostraron que el silenciamiento del gen de grainina-
2 caus6 un aumento en la fluorescencia para TUNEL comparado con los trofozoitos
control o tratados con siRNA NRS (Figura 16A). Los analisis densitométricos de tres
experimentos independientes mostraron que el silenciamiento de grainina-2 disparé
un aumento de la fluorescencia de aproximadamente 18% en comparacion con los
trofozoitos control o tratados con la NRS (Figura 16B). Consistentemente, el
silenciamiento del gen de grainina-2 aumenté el nimero de trofozoitos muertos al
tratarlos con G418 (Figura 17). En los parésitos control (sin siRNA) incubados por 3y
6 h con G418, la viabilidad celular disminuyé al 75% y 73%, respectivamente, en
comparacién con trofozoitos sin G418 (Figura 17B). Los trofozoitos incubados con la
NRS e inducidos a MCP por 3 y 6 h mostraron porcentajes de viabilidad celular
similares a los trofozoitos control, mientras que los trofozoitos incubados con el siRNA
de grainina-2 e inducidos a MCP por 3 h tuvieron una ligera disminucién en su
viabilidad (70%) (Figura 17B). Esta disminucién en la viabilidad celular fue
estadisticamente significativa a las 6h de tratamiento con G418 (62%) (Figura 17B).
El tratamiento de los trofozoitos con el siRNA para grainina-2 a 100 nM/ml no mostré

un efecto mayor en la viabilidad celular (Anexo 1).

Por otro lado, el silenciamiento del gen de calpaina-like causé una considerable
disminucién en la sefial positiva para el ensayo de TUNEL, comparada con el
tratamiento de solo G418 por 9 h ¢ el tratamiento con NRS por 24 h seguida de la
induccion de MCP por 9 h (Figura 18A). El analisis densitométrico muestra que el
silenciamiento de calpaina-like conllevd a una reducciéon significativa de la
fluorescencia (aproximadamente un 70% en comparacion con los trofozoitos control)

(figura 18B). Concordantemente, el silenciamiento de calpaina-like disminuyo6 el

65



namero de células muertas por el tratamiento con G418 (Figura 19). El andlisis
estadistico indica que la viabilidad celular fue de aproximadamente 88% después de
que los trofozoitos se incubaron con el siRNA de calpaina-like y posteriormente
inducidos a MCP por 9 h con G418, mientras que los trofozoitos tratados s6lo con
G418 por 9 h o con NRS seguido de 9 h de incubaciéon con G418 la viabilidad celular

fue de aproximadamente 67% (Figura 19B).
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Figura 16. Efecto del silenciamiento de grainina-2 en la MCP. (A) Fragmentacion
del DNA en trofozoitos tratados con la secuencia siRNA para grainina-2 después de
la inducciéon a MCP por G418. Analisis de microscopia confocal de trofozoitos que
mostraron la tincion de TUNEL, las muestras se co-tifieron con DAPI. A. Control

negativo, trofozoitos no tratados; B. Control positivo, trofozoitos tratados con 20 pg de
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DNasa | durante 30 minutos; C. Trofozoitos después de una incubacion de 6 h con 10
ug / ml de G418; D, E. Trofozoitos pre-incubados durante 24 h con secuencias SiRNA
de NRS (D) o para grainina-2 (E) y luego de 6 h con 10 pg / ml de G418; (B) Analisis
densitométrico de (A). * Indica diferencia estadisticamente significativa: p <0,05.
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Figura 17. Efecto del silenciamiento de grainina-2 sobre la viabilidad celular de
E. histolytica incubada con G418. (A) Citometria de flujo celular. Control negativo,
trofozoitos no tratados; trofozoitos después de una incubacién de 3 hy 6 h con 10 ug
/ ml de G418; trofozoitos pre-incubados durante 24 h con secuencias siRNA de NRS
o para grainina-2 luego de 3 hy 6 h con 10 ug / ml de G418. B) Andlisis estadistico de
(A). * Indica diferencia estadisticamente significativa: p <0,05.
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Figura 18. Efecto del silenciamiento de calpaina-like en la MCP.

(A) Fragmentaciéon del DNA en trofozoitos tratados con la secuencia siRNA para
calpaina-like después de la induccibn a MCP por G418. Analisis de microscopia
confocal de trofozoitos que muestran la tincion de TUNEL, las muestras se co-tifieron
con DAPI. A. Control negativo, trofozoitos no tratados; B. Control positivo, trofozoitos

tratados con 20 pg de DNasa | durante 30 minutos; C. Trofozoitos después de una
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incubacion de 9 h con 10 pg / ml de G418; D, E. Trofozoitos pre-incubados durante 24
h con secuencias siRNA de NRS (D) o para calpaina-like (E) y luego de 9 h con 10 pg
/ ml de G418; (B) Analisis densitométrico de (A). ** Indica diferencia estadisticamente

significativa: p <0,01.
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Figura 19. Efecto del silenciamiento de calpaina-like sobre la viabilidad celular
de E. histolytica incubada con G418. (A) Citometria de flujo celular. Control
negativo, trofozoitos no tratados; trofozoitos después de una incubacién de 9 h con
10 pg / ml de G418; trofozoitos pre-incubados durante 24 h con secuencias siRNA de
NRS o para calpaina-like luego de 9 h con 10 pug / ml de G418. B) Andlisis estadistico
de (A). * Indica diferencia estadisticamente significativa: p <0,05.
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Interacciones hipotéticas de grainina-2 y calpaina-like.

Se hizo una busqueda de redes de interaccion proteica de grainina-2 y calpaina-like.
Para ello, se analizaron las proteinas en la base de datos STRING 10.5 para crear
una red putativa de proteinas que interactian con estas proteinas. Para hacer la
prediccion, seleccionamos el interactoma en funcién de literatura, experimentos,
bases de datos, co-expresion, vecindad, fusibn de genes y coexistencia. Los
resultados sugirieron que 20 proteinas podrian tener varias interacciones posibles
entre ellas con un valor de p de 1.23e-07 (Figura 20). Este interactoma contiene
proteinas relacionadas con la endocitosis, como las proteinas de trafico vesicular,
proteinas relacionadas con el transporte vacuolar, proteinas con dominios de dedos
de zinc relacionados con la unién al DNA y proteinas con dominios de unién a calcio
con dominios EF-hand, como las graininas-1y -2 (Tabla 4). Debido a este resultado,
grainina-2 con ID: EHI_111720 y calpaina-like con ID: EHI_045290 pudieran estar

interaccionando.
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Figura 20. Redes de interaccién proteica predichas de grainina-2 y calpaina-like
de E. histolytica. El programa de interaccion proteina-proteina STRING 10.5

(https://string-db.org) se usoé para predecir los procesos biolégicos, asi como las redes

interactivas en las que podria estar involucrada las proteinas grainina-2 y calpaina-

like de E. histolytica.


https://string-db.org/

Tabla 4. Proteinas componentes del interactoma predicho de grainina-2 y calpaina-
like de E. histolytica.

ID NOMBRE FUNCION

TRANSCRIPCION

EHI_140990 Repetidos ricos en leucina / e Uni6n a iones metalicos
proteina que contiene el dominio e Actividad de fosfatasa de
2C de fosfatasa fosfoproteina

EHI_167290 Repetidos ricos en leucina / e Unibn a iones metalicos
proteina que contiene el dominio e Actividad de fosfatasa de
2C de fosfatasa fosfoproteina

EHI_081720 Repetidos ricos en leucina / e Mantenimiento de células
proteina que contiene el dominio epiteliales de polaridad apical /
2C de fosfatasa basal.

e Actividad catalitica

e Transduccion de sefales
EHI_178020 Repetidos ricos en leucina / e Actividad catalitica
proteina que contiene el dominio

2C de fosfatasa

EHI_106660 Proteina putativa no e Unién a 4cido nucleico

caracterizada

EHI_102930 Proteina putativa no e Uni6n a &cido nucleico

caracterizada

EHI_119320 Histona desacetilasa e Hidrdlisis de un residuo de acetil-

lisina N6 de una histona para

EHI_004820 Proteina putativa no e Unién a acido nucleico

caracterizada

EHI_183130 Proteina putativa no e Unién a &cido nucleico

caracterizada

producir una histona desacetilada.
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RNA_EHI_102930-1

RNA_EHI_106660-1

PROTEOLISIS

EHI_197020

EHI_045290

Proteina putativa no

caracterizada

Proteina putativa no

caracterizada

Sefial peptidasa, putativa

Calpaina, familia cisteina

proteasa putativa

PROTEINAS DE UNION A CA*2

RNA_EHI_111720-1
EHI_060380
EHI_167300
EHI_120360
EHI_164440
EHI_164430

EHI_060740

EHI_197510

EHI_111720

Grainina-2

Grainina, putativa
Grainina-1

Grainina, putativa
Actinina-like, putativa

Actinina-like, putativa

Proteina que contiene dominio

de unién al calcio EF-hand

Proteina que contiene dominio

de unién al calcio EF-hand

Grainina-2

Unién a acido nucleico

Unién a acido nucleico

Escision de secuencias
hidr6fobas, de sefial N-terminal o
de secuencias lider de proteinas
secretadas y periplasmicas.
Procesamiento del péptido sefal.
Actividad de endopeptidasa tipo
cisteina dependiente del calcio.

Unién de iones metalicos

Unién de iones calcio
Unién de iones calcio
Unién de iones calcio
Unioén de iones calcio
Unién de iones calcio
Unioén de iones calcio

Union de iones calcio

Union de iones metalicos

Unién de iones calcio

Union de iones calcio
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ENDOCITOSIS

EHI_181220

EHI_167710

EHI_165220

EHI_118900

EHI_045320

EHI_169820
EHI_194400

EHI_137860

EHI_131120

Adhesina; Adhesina 112
(EhADH112)

Proteina no caracterizada

putativa

Proteina no caracterizada

putativa

Proteina de transporte vacuolar
VPS4, putativa

Proteina de transporte vacuolar

36, putativa

Proteina de la familia SNF7
Proteina de la familia SNF7

Proteina no caracterizada

putativa

Subunidad EAP30 complejo ELL,

putativa

Ruta de transporte endosomal por

via cuerpos multivesiculares

Proteina no caracterizada

Proteina no caracterizada

Unién a ATP

Unién a ubiquitina

Transporte de proteinas a la
vacuola involucrado en el proceso
catabdlico dependiente de la
ubiquitina a través de la via de
transporte de cuerpos
multivesiculares.

Transporte vacuolar
Transporte vacuolar

Actividad de homodimerizacion de
proteinas

Transporte de proteinas a la
vacuola involucrado en el proceso
catabdlico dependiente de la
ubiquitina a través de la via de
transporte de cuerpos
multivesiculares.

Transporte de proteinas a la
vacuola involucrado en el proceso
catabdlico dependiente de la
ubiquitina a través de la via de
transporte de cuerpos

multivesiculares.
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8. DISCUSION

La muerte celular programada involucra una cascada compleja de eventos
caracterizados por distintos cambios morfologicos y bioquimicos desencadenados por
un grupo de cisteina proteasas (Samali et al., 1999). En los eucariotas, la expresion y
activacion de las cisteina proteasas, como las caspasas, las metacaspasas o la
calpaina, se producen cuando aumenta la concentraciéon de Ca?* citosélico (Elmore,
2007). Las calpainas, enzimas que pertenecen a la familia de las cisteina proteasas
dependientes de calcio, también se han implicado en las vias pro-apoptéticas por la
escision de proteinas asociadas a la apoptosis, como las caspasas 7 (Gafni et al.,
2009), Bax, Bcl-2 (Gao y Dou, 2000), Jun y Fos (Hirai et al., 1991), caspasa 12 y Jnk
(Tan et al., 2006). Varios hallazgos en eucariotas superiores han sugerido un papel
de las calpainas en la fase de ejecucién de PCD. Por ejemplo, se ha descrito que un
inhibidor de las calpainas previene la apoptosis de las células gliales inducida por la
silibinina, un flavonoide polifendlico natural (Jeong et al., 2011). Ademas, se ha
demostrado que la calpaina-2 desempefia un papel crucial en la apoptosis inducida

por peréxido de hidrégeno en las células AR42J pancreaticas (Hiemer et al., 2017).

E. histolytica no tiene caspasas candnicas. Sin embargo, la MCP es inhibida por E-64,
un inhibidor especifico de la cisteina proteasas (Villalba et al., 2007), y la actividad de
calpaina aumenta cuando las especies de 6xido nitrico inducen a los trofozoitos a la
MCP (Nandi et al., 2010).

El ién calcio también desempefia un papel crucial en numerosas funciones celulares,
en la ameba (Bhattacharya, et al., 2006). Las amebas matan a una variedad de células
huésped en una reaccion citolitica rapida y dependiente del contacto en la que se
considera que transfieren moléculas citoliticas a la membrana de la célula diana tras
la exocitosis de granulos (Nickel, et al., 2000). Por lo tanto, las vesiculas granulares
se han visto como equivalentes funcionales de los lisosomas y las vesiculas
citotoxicas de las células eucariotas superiores (Nickel, et al., 2000). En el interior de
los granulos amebianos hay potentes factores hidroliticos como lisozimas,
colagenasas, fosfolipasas, cisteina proteinasas, los amebapores formadoras de poros

y graininas (Jacobs y Leippe , 1995; Serrano, et al ., 1994; Vargas-Villarreal, et al.,
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1998; Nickel, et al., 2000), estas ultimas proteinas se desconoce exactamente su
papel, sin embargo, se ha visto modificada su expresion cuando la MCP es inducida
por G418 en E. histolytica (Sanchez, et al.,2010), posiblemente como el aumento del
calcio citosolico que activa a las proteinas de union al calcio. El i6n calcio también se
ha visto involucrado en la agregacion, la adhesién, la secrecion de proteinas, la

dindmica de la membrana en la endocitosis y la apoptosis (Clapham, 1995).

Por lo tanto, grainina-2 y calpaina-like, proteinas de unién a Ca ?* o activadas por este
ion, pueden desempefar un papel crucial en este proceso de MCP. Al analizar las
secuencias y dominios conservados en la arquitectura de las proteinas de interés, se
encontrd que grainina-2 practicamente esta compuesta por dominios de union a calcio
denominados EF-hands. Tomando en cuenta el reporte de Sanchez et al (2010),
donde al hacer un alineamiento mediante BLAST de grainina-2 se encontré que existe
una homologia del 41 % entre garinina-2 y las calmodulinas de T. gondi y T. brucei,
se decidio analizar a las calmodulinas mediante SMART y se observo que las tres
proteinas comparten fundamentalmente los dominios dominios EF-hands de ahi su
homologia previamente reportada, ademas se conoce que calmodulina esta
relacionada en la recaptura de calcio citosolico en eventos de apoptosis (Sanchez,
2010). Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo al hacer una basqueda de calpaina
por homologia dentro del genoma de la amiba se detectd que existe una proteina que
contiene los aminos que conforman el dominio 2 de calpaina, en el cual estan
presentes los residuos cisteina, histidina y asparagina altamente conservados en la
triada catalitica, caracteristica importante que nos hace sugerir que calpaina podria
desempeiiar funciones similares a las caspasas como enzimas proteoliticas. Las
caspasas rompen a la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP), molécula implicada en la
magquinaria celular que repara el dafio en el DNA, activan la via que conduce a la
condensacion de la cromatina y participan en la destruccion de la lamina nuclear y de
las proteinas del citoesqueleto, se conoce que la apoptosis acompafia a una
reorganizacion dramatica del citoesqueleto debido a la protedlisis selectiva de
sustratos celulares vitales (Kerr et al., 1972). Por lo tanto, la proteolisis regulada por

calpainas es necesaria para el control de procesos celulares fundamentales que
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incluyen la remodelacién del citoesqueleto y la activacion de cascadas proteoliticas

gue conducen a la apoptosis (Saido et al., 1994).

Por otro lado, contiene un dominio LIM de union a zinc, que puede mediar
interacciones proteina-proteina. Sin embargo, esta proteina no contiene el dominio 4
o los sitios EF-hands, considerdndose como una calpaina-like (Sanchez, 2015), a
pesar de esto, se encontrd que dentro del dominio Il de calpaina-like de E. histolytica
hay dos sitios de unién a calcio ancestralmente conservados (Sanchez, 2015) debido
a que es una proteina dependiente de calcio. Las calpainas presentes en los tejidos
de los vertebrados se han denominado segun la cantidad de Ca+2 que necesitan para
su maxima actividad en p-calpaina (3-50 uM), la m-calpaina (40-800 uM) (Goll et al.,
1992).

En este trabajo con la finalidad de poder construir modelos tridimensionales
procedimos a usar el programa I-TASSER, se tomaron las secuencias proteicas de
grainina-2 y calpaina-like de E. histolytica de manera independiente para ser
comparada con un cluster de moldes, los cuales son cristales de proteinas reportadas
en la base de datos. Dentro del analisis de grainina-2, el programa I-TASSER utilizo
el molde de PDCDG6 de L. major, la cual se ha visto que es una proteina multifunctional,
incluyendo su participacion en la MCP, teniendo un papel anti-apoptotico (Su D, et al.,
2012), que mas adelante se describe. Al hacer el empalme mediante el programa
CHIMERA de PDCD6 y grainina-2 se obtuvo una homologia de 25.27%, dicho
porcentaje aument6 al comparar solo los dominios EF-hands de ambas estructuras
3D resultando un 34.74% de identidad, sugiriendo también una posible identidad
funcional. En el caso de calpaina-like de E. histolytica, el modelo generado por I-
TASSER fue comparado con el dominio-ll de calpaina-1 de Homo sapiens. Dentro de
la estructura 3D sefialamos al dominio Il que contiene los residuos de la triada
catalitica (Cys57, His206 y Asn226) y a pesar de estar filogenéticamente distante de
la calpaina-1 tipica, el dominio Il de calpaina-like de E. histolytica mostré una identidad
del 34,88% con el mismo dominio de la calpaina-1 humana. Existen varios hallazgos
donde calpainas de eucariotes superiores ha sido implicada en la regulacion de vias
de apoptosis, por ejemplo calpaina-1 de humano, la cual es una calpaina tipica (Smith
y Schnellmann, 2012).
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El andlisis de la expresion de los genes grainina-2 y calpaina-like se monitoreo
mediante qRT-PCR y se observé que hay una sobreexpresion del gen grainina-2 a los
30 min en comparacion con el tiempo 0, como previamente lo reporto Sanchez et al.
(2011). Esto concuerda con un incremento de calcio citosdlico de las amibas
expuestas a G418 desde los 20 min (Villalba, 2007). Este aumento de calcio pudiera
estar activando genes que codifiqguen para proteinas de unidon a calcio, como por
ejemplo grainina-2, como un mecanismo de captura de calcio libre y, por lo tanto, un
papel compensatorio a tiempos tempranos de la MCP. Sin embargo, al paso del
tiempo de exposicion a G418 que genera la MCP, grainina-2 disminuye
significativamente a partir de las 3 h y hasta las 9 h. Este resultado correlaciona con
lo encontrado en los analisis protedmicos realizados en los trabajos de maestria
(2013), donde grainina-2 fue una proteina diferencial detectada en perfiles de geles
bi-dimesionales y fue detectada desde tiempos 0 h hasta las 6 h de exposicién con
G418 y es hasta las 9 h cuando la proteina aparentemente desaparece. Podriamos
considerar que la capacidad de sobrevivencia de la amiba disminuye debido a un dafio
irreversible generado por la induccion de G418 a MCP, ya que como se ha reportado
alas 9 h la amiba ya presenta condensacion de la cromatina entre otras caracteristicas
gue definen al evento de MCP (Villalba, 2007).

Por otra parte, el transcrito de calpaina-like disminuye su expresién a los 30 min de
exposicion a G418, mientras que a 1.5 h hay una sobreexpresion del gen calpaina-
like que pudiera también estar relacionada con la activacion de genes que codifican
para proteinas de union a calcio, debido al incremento de calcio citosdlico hasta los
140 min (Villalba, 2007). Sin embargo, a las 3, 6 y 9 h la expresion de calpaina decae,
sugiriendo que la misma sobreexpresién del transcrito a 1.5 h pudiera estar generando
una sobreexpresion de la proteina con actividad pro-apoptotica en la fase media y
ejecutora de la MCP, en concordancia con la actividad enzimatica, la cual muestra una
alta actividad a tiempos largos de induccion a MCP, relacionada con la fragmentacion
del DNA y la muerte de la amiba (Sanchez et al., 2015). Ademas, al colocar un
inhibidor especifico de calpaina, la fragmentacion del DNA disminuye

considerablemente (Sanchéz, 2015).
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Posteriormente, usando anticuerpos especificos, grainina-2 se localizé
aparentemente cerca de la membrana celular y distribuida en el citoplasma
especificamente en granulos. Nickel et al (2000) a partir de granulos de E. histolytica
purificaron a grainina-1 y -2, por lo que nuestros resultados concuerdan al haber
localizado mediante microscopia confocal a grainina-2 en granulos citoplasmaticos.
Mientras que, calpaina-like se localiz6 en el citoplasma, similar a las células de
neuroblastomas donde se ha reportado que calpaina se localiza en el citoplasma
(Matthew et al, 2006). Sin embargo, al inducir la MCP se observé una expresion tiempo
dependiente, donde a las 9 h aparentemente es relocalizada cercana al nucleo. La
regulacion de la protedlisis por calpaina es requerida para el control de procesos
celulares fundamentales incluyendo la remodelacion del citoesqueleto, fusién de
membrana, proliferacion y diferenciacion celular, y la activacibon de cascadas
proteoliticas que dirigen hacia la apoptosis (Saido et al., 1994). Este hecho es
concordante con el resultado aqui reportado ya que calpaina es encontrada en el
citoplasma con una expresién basal, por otro lado, cuando los trofozoitos son
expuestos a G418, calpaina-like aumenta probablemente debido a su papel en el
rearreglo del citoesqueleto durante la apoptosis. Una vez activadas, las calpainas
degradan sustratos membranales, citoplasmicos y nucleares, que dirigen hacia el

rompimiento de la arquitectura celular (Momeni et al., 2011).

Para comprobar el papel de grainina-2 y calpaina-like de E. histolytica en la MPC, su
expresion fue silenciada mediante secuencias de siRNA. Una disminucion del 36% de
la expresion de grainina-2 provocé un aumenté en la fragmentacion del DNA
(aproximadamente un 18%) a las 6 h de induccion a la MCP. De acuerdo con lo
anterior, la viabilidad celular durante esa condicion fue de 62%, mientras que en el
control negativo fue de 73%, es decir, que el sileciamiento de grainina-2 incrementé
en 11% la MPC a las 6 h de incubacion con G418. Debido a que no se observé en los
trofozoitos silenciados para grainina-2 una gran diferencia en el porcentaje de
fragmentacién del DNA y en la viabilidad celular con respecto a los controles,
sugerimos que posiblemente existen otras proteinas amebianas de unién a Ca?* que

juegan un papel similar a grainina-2 en la fase inicial de la MCP.
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Por otra parte, en eucariotes superiores, las calpainas han sido involucradas en la
fragmentacion del DNA via activacion de endonucleasas (Squier and Cohen, 1997;
Villa et al., 1998), y como proteasas efectoras que escinden proteinas celulares
involucradas en la reparacion del DNA. Por ejemplo, tras la activacion, la p-calpaina
humana se traslada al nacleo, donde corta a PARP y a p53 (Tagliarino et al., 2001).
Por otro lado, calpaina es ubicada en el nucleo de Plasmodium falciparum, la cual se
ha asociado con la progresion del ciclo celular (Russo et al., 2009). Por lo tanto, la
observacion de la localizacion de calpaina-like en el &rea perinuclear de los trofozoitos
alas 9 h después de la induccién de MCP sugiere que esta proteasa puede participar
en la activacion posterior de proteinas relacionadas con la fragmentacion del DNA.
Esta hipoétesis esta respaldada por un aumento en la viabilidad de los trofozoitos y por
el blogueo de la fragmentacion del DNA en parasitos inducidos a MCP y tratados con
el inhibidor de calpaina Z-Leu-Leu-Leu-al (Sanchez et al., 2015). En este trabajo, el
silenciamiento de calpaina-like causé una disminucion considerable en la sefial
positiva para TUNEL (aproximadamente un 70% comparada con los controles) a las
9 h de induccion a la MCP por G418. Similarmente, la viabilidad celular a este tiempo
se incrementd aproximadamente un 21% en comparacion con trofozoitos controles.
Estos resultados respaldan la hipotesis de que esta proteasa de cisteina participa en
la fase de ejecucion de la MCP. De manera similar, la reduccion mediada por el
silenciamiento de calpaina-1 en cultivos neuronales sometidos a apoptosis impidi6 la
translocacion del factor inductor de apoptosis (AIF) al nucleo, aumentando asi la
viabilidad celular (Cao et al., 2007; Jeong et al., 2011), y la dismunucién de calpaina-
2 aumento la viabilidad de las células AR42J pancreéticas tratadas con peroxido de

hidrégeno (Hiemer et al., 2017).

Los andlisis de interaccion proteina-proteina permitieron identificar otras proteinas que
posiblemente participan en la MCP de este parasito. Este estudio se inicié analizando
el interactoma putativo utilizando la base de datos String 10.5. Los resultados sugieren
gue al menos 20 proteinas pueden tener varias interacciones posibles entre ellas con
un valor p de 1.23e-07. Las interacciones de grainina-2 y calpaina-like aun no se han

informado en la base de datos de E. histolytica. En este analisis identificamos
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proteinas que participan en la endocitosis, como vps36 y snf7, proteinas de union a
zinc, asi como proteinas que pueden unirse al calcio, incluidos las graininas-1 y -2.
Curiosamente, estudios previos han demostrado un aumento en la expresion de los
genes grainina-1 y -2 a los 30 minutos de la induccion de MCP con G418, lo que
sugiere que estas proteinas podrian actuar como reguladores negativos de este
evento que intentan regular la concentracion de calcio citosélico libre relacionada con
la activacion de la MCP (Sanchez et al., 2010). Este supuesto se debe a que otras
proteinas con motivos EF-hand, como las calmodulinas (CaM) y la protein cinasa
dependiente de la calmodulina (CaMKIV), que interactian con la calpaina son criticas
para mejorar la supervivencia (Strobl et al., 2000). Ademas de CaM (Berchtold y
Villalobo, 2014), otras proteinas de unién a Ca?*, incluidas las calpainas, desempefian
funciones importantes en la transduccion de sefiales que conducen al control de la
proliferacion celular, asi como a la muerte celular (Yinfei, et al., 2011). In vitro, se sabe
que el Ca?* cambia la conformaciéon de la calpaina, lo que afecta su escision y
activacion autocatalitica (Strobl et al., 2000). Ademas, se ha demostrado que la
proteasa calpaina activada por Ca?* es un factor pro-apoptético por su capacidad para
escindir y activar diversas proteinas implicadas en el proceso apoptoético (Momeni,
2011). Curiosamente, practicamente todas las proteinas que se unen a CaM también
son sustratos de calpaina (Wang et al., 1989); por lo tanto, un aumento en el Ca?*
intracelular estimula la protedlisis de las proteinas necesarias para la proliferacion y
viabilidad y desencadena la muerte celular programada (Berridge et al., 2003; Smyth
et al., 2012).

Otras proteinas, como el receptor de androgenos (AR) que se requiere para el
crecimiento de cancer de pristata se escinde por la calpaina en presencia de altas
concentraciones de Ca?*, debido a la liberacién de calpaina del complejo calpaina-
CaM-calpastatina. Ademas, se ha demostrado que la protedlisis de CaMKIV mediada
por calpaina desencadena la apoptosis en neuronas cultivadas (Tremper-Wells y Lou
Vallano, 2005).

Considerando una clasificacidon actualizada de la muerte celular centrada en los
aspectos mecanicistas y esenciales morfoldgicos, bioquimicos y funcionales del

proceso (Galluzzi et al., 2018), podriamos especular que la MCP de E. histolytica esta
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relacionada con la muerte celular dependiente de lisosoma (LDCD). La muerte celular
programada descrita en E. histolytica y la LDCD clasificada por Galluzzi y cols, son
inducidos por estimulos similares, tales como perturbaciones de la homeostasis
intracelular, estrés celular, ROS y desequilibrio en las concentraciones de Ca?*. La
LDCD esta demarcada por la permeabilizacion de las membranas lisosomales (LMP)
y la liberacion de contenidos lisosomicos, incluidas las enzimas proteoliticas de la
familia de las catepsinas al citoplasma (Aits y Jaattela, 2013). Otros desencadenantes
incluyen agentes lisosomotrépicos (por ejemplo, esfingosina) y la activacién de
calpainas (Gomez et al., 2016). Las ROS desempefian un papel causal prominente
en la LMP, no solo por la produccién luminal de radicales hidroxilo impulsada por H20:2
(Kurz et al., 2008), sino también porque las ROS favorecen la activacion de los canales

lisosomales de Ca?* (Sumoza et al., 2011).

En general, los resultados presentados aqui proporcionan una fuerte evidencia de que
grainina-2 y calpaina-like de E. histolytica desempefian un papel importante en la fase
temprana y ejecutora de la MCP. Identificamos aqui in silico, algunas proteinas que
podrian interactuar con grainina-2 y calpaina-like de E. histolytica. De acuerdo con el
interactoma hipotético, estas dos proteinas de interés podrian estar interaccionando
entre si. Los experimentos moleculares y bioguimicos actualmente en progreso nos
permitirdn descubrir nuevos conocimientos sobre los roles lisosémicos y otras vias en

el control de la MCP de E. histolytica.
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9. CONCLUSION

. Grainina-2, contiene 3 dominios EF-hands y su estructura 3D hipotética tiene
mayor similitud con PDCD6 de L. major, y en menor grado con las calmodulinas de T.

gondii y T. brucrei.

. Calpaina-like, pertenece a la familia CP, debido a que conserva el dominio I,
donde se encuentra la triada catalitica y dos sitios de unién a Ca2+. Al carecer de los
dominios EF-hand es considerada una calpaina-like y su estructura 3D hipotética tiene

similitud a la calpaina-1 de humano.

. Debido a que la MCP es un mecanismo genéticamente controlado,
encontramos gue el gen de grainina-2 se sobre-expreso6 a los 30 min, mientras que el

gen de calpaina-like se sobre-expresé hasta los 90 min.

. La proteina grainina-2 se localiza en el citoplasma y cerca de la membrana en
condiciones normales. Al inducir la MCP, se distribuye en el citoplasma para
relocalizarse en vesiculas acidas y disminuye su expresiéon a las 9 h. Por el contrario,
calpaina-like se localiza en el citoplasma durante la MCP, sobreexpresandose de

manera creciente hasta a las 9 h.

. Finalmente, podemos sugerir que grainia-2 tienen un papel anti-apoptotico en
la fase inicial de la MCP, ya que al silenciarla se observo un aumento del 18% en la
fragmentacion del DNA y una disminucién de la viabilidad del 11%. Mientras que
calpaina-like tiene un papel pro-apoptotico en la fase ejecutora de la MCP, ya que al
silenciarla se observé una disminucion del 70% de la fragmentaciéon del DNA y una

recuperacion de la viabilidad celular aproximadamente del 21%.
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10. PRESPECTIVAS

Analizar in silico el interactoma propuesto en este trabajo, especificamente si

grainina-2 y calpaina-like interactian y de qué manera.

Realizar inmunoprecipitaciones con algunas de las proteinas mencionadas en

el interactoma de este trabajo.

Buscar la endonucleasa que pudiera activar calpaina-like y que esté

involucrada en la fragmentacion del DNA durante la MCP inducida por G418.

Buscar que proteinas relacionadas a grainina-2 pudieran tener un papel similar
0 redundate a esta, con la finalidad de silenciar proteinas con papel anti-

apoptotico.

Realizar cepas mutantes en la sobreexpresién de grainina-2 y calpaina-like

para confirmar su papel en la MCP propuesto en este trabajo.

Realizar cepas mutantes con la inhibicion de la expresion y sobreexpresion de
grainina-2 y calpaina-like en un modelo in vivo, con la finalidad de detectar si
ambas proteinas son posibles blancos terapéuticos en contra de la amibiasis

basada en la MCP de E. histolytica.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Efecto del silenciamiento sobre la viabilidad celular, utilizando 100 pg/ml
de siRNA para grainina-2 de E. histolytica.

Data Set 4: 180531_Tube_004 180531_Tube_005 180531_Tube_004
[A] PE-Texas Red-A / SSC-A [A] PE-Texas Red-A / SSC-A [A] PE-Texas Red-A / SSC-A
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All 9.551 95,51 100,00 504,57 All 9.564 95,64 100,00 All 9.551 95,51 100,00
B 2.863 28,63 29,98 1.416,73 B 2.820 28,20 29,49 B 2.833 28,33 29,66

Anexo 2. Articulo publicado: A Calpain-Like Protein Is Involved in the Execution Phase

of Programmed Cell Death of Entamoeba histolytica.



