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RESUMEN

Debido a que actualmente se ha reportado la presencia de dos especies de amibas
del género Entamoeba morfolégicamente indistinguibles entre si a través de microscopia
de luz, y ubicadas en el intestino (E. histolytica y E. dispar); se ha considerado el posible
riesgo de la existencia de ambas especies en un mismo episodio de amibiasis y la posibilidad
de que una de ellas pueda dominar a otra en cultivo, condiciones que aun no se han
estudiado a profundidad. Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue observar los cambios
estructurales en la morfologia de E. histolytica y E. dispar cuando éstas se encuentran
interactuando en un co-cultivo, asi como analizar el comportamiento patogénico de esta
interaccion durante la formacién de absceso hepdtico amibiano, y de esta manera

enriquecer el conocimiento en cuanto a esta enfermedad.

Para lograr este objetivo, inicialmente se realizé la estandarizacién de un medio en
el que ambas pudiesen crecer y co-existir, para posteriormente realizar una interaccion
entre ambas y visualizar caracteristicas morfoldgicas por microscopia electrénica de barrido
(MEB). Los resultados de MEB sugirieron la coexistencia de E. histolytica y de E. dispar
dentro de la interaccién, con base en la presencia de filopodios (E. dispar) y lamelopodios
(E. histolytica). Posteriormente, por microscopia confocal se observé la estructuracién de
actina y la expresién del receptor a fibronectina (correspondiente a la subunidad intermedia
de la lectina Gal/GalNAc), empleando un anticuerpo monoclonal especifico para este
receptor (3C10), encontrando un aumento de la presencia de este receptor en los

trofozoitos de E. dispar que se encontraban en co-cultivo con E. histolytica;

Por otra parte, debido al aumento de la presencia del receptor a fibronectina
observado en los trofozoitos de E. dispar, se realizé un analisis bioinformatico de las
subunidades que componen la lectina Gal/Gal/NAc en ambas especies. Los resultados
mostraron que a pesar de que los motivos CXXC concuerdan en posicidn y presencia entre
la subunidad intermedia (Igl1) de E. histolytica, la proteina con repeticiones de furina y la
subunidad parcial intermedia 1 de E. dispar, ninguna reporté un empalme estructural

representativo en el modelado tridimensional, por lo que se sugiere que ésta sea la razén



por la que el receptor a fibronectina de E. dispar se observa menos expresado en

condiciones axénicas.

Finalmente, en el estudio “in vivo” de produccidn de absceso hepdtico se encontrd
un aumento en la proporcién de la lesion de absceso hepatico, asi como evidente dafio
histoldgico en el grupo de interaccién de ambas especies, esto fue observado a los 7 dias
post-inoculacién de los hamsteres mediante la via intrahepatica. Estos resultados sugieren
que la interaccion entre estas dos especies podria influir en el incremento de virulencia de
alguna o de ambas especies (E. dispar y E. histolytica) para la produccidon de absceso

hepatico.



ABSTRACT

Due to the fact the presence of two species of amoebae of the genus Entamoeba
morphologically indistinguishable from each other through light microscopy, and located in
the intestine (E. histolytica and E. dispar); The possible risk of the existence of both species
in the same episode of amoebiasis and the possibility that one of them may dominate
another in cultivation has been considered, conditions that have not yet been studied in
depth. Therefore, the objective of this work was to observe the structural changes in the
morphology of E. histolytica and E. dispar when they are interacting in a co-culture, as well
as to analyze the pathogenic behavior of this interaction during abscess formation amoebic
liver, and in this way enrich the knowledge regarding this disease. To achieve this objective,
initially the standardization of a medium in which both could grow and co-exist was carried
out, to later carry out an interaction between both and visualize morphological
characteristics by scanning electron microscopy (SEM). The SEM results suggested the
coexistence of E. histolytica and E. dispar within the interaction, based on the presence of
filopodia (E. dispar) and lamelopodia (E. histolytica). Subsequently, by confocal microscopy,
the structuring of actin and the expression of the fibronectin receptor (corresponding to
the intermediate subunit of the lectin Gal / GalNAc) was observed, using a monoclonal
antibody specific for this receptor (3C10), finding an increase in the presence of of this
receptor in the trophozoites of E. dispar that were in co-culture with E. histolytica. On the
other hand, due to the increased presence of the fibronectin receptor observed in the
trophozoites of E. dispar, a bioinformatic analysis of the subunits that make up the Gal / Gal
/ NAc lectin was performed in both species. The results showed that although the CXXC
motifs agree in position and presence between the intermediate subunit (Igl1l) of E.
histolytica, the protein with furin repeats and the intermediate partial subunit 1 of E. dispar,
neither reported a structural splice. representative in three-dimensional modeling, which is
why it is suggested that this is the reason why the fibronectin receptor of E. dispar is
observed less expressed under axenic conditions. Finally, in the “in vivo” study of liver
abscess production, an increase in the proportion of liver abscess lesions was found, as well

as evident histological damage in the interaction group of both species, this was observed
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7 days after -inoculation of hamsters through the intrahepatic route. These results suggest
that the interaction between these two species could influence the increase in virulence of

one or both species (E. dispar and E. histolytica) for the production of liver abscess.
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Capitulo |

ANTECEDENTES

Amibiasis

La amibiasis humana es una enfermedad parasitaria causada por el protozoo
patégeno Entamoeba histolytica, el cual se encuentra ampliamente distribuido en todo el
mundo, y es responsable de la amibiasis intestinal invasiva y absceso hepatico amibiano

(OMS, OPS 1997; Soares y col. 2019).

Existen cuatro formas clinicas de la amibiasis intestinal invasiva: la disenteria o
diarrea sanguinolenta, colitis fulminante, apendicitis amibiana y ameboma de colon, las
cuales regularmente se presentan de forma aguda. En particular los sindromes disentéricos
y diarreicos figuran en el 90% de los casos de amebiasis intestinal invasiva (Espinosa-

Cantellano y Martinez-Palomo 2000).

En la actualidad, la amibiasis representa una de las causas de muerte mas
importantes debido a infecciones parasitarias, reportando cerca de 50 millones de casos y
aproximadamente 100,000 muertes anuales (OMS, OPS 1997), razén por la que esta
enfermedad representa un importante desafio en salud publica en todo el mundo, y
principalmente en paises en vias de desarrollo (Anonymus 1997). Adicionalmente, esta
infeccion se reporta con una importante prevalencia en trépicos y subtrdpicos, debido a
que generalmente en estas zonas existe una higiene y sanidad deficiente (OMS, OPS 1997).
En México, se reporta una prevalencia de hasta el 42% en algunas areas rurales (Alvarado-
Esquivel, Sanchez-Anguiano, y Hernandez-Tinoco 2015; Shirley, Watanabe, y Moonah

2019).

Sin embargo, la infeccidn por amibiasis suele ser complicada de cuantificar en paises
en desarrollo, debido a que ciertos factores como el disefio del estudio, tamano de muestra,

la regidon geografica, el compromiso de los sintomas y sensibilidad del método de

12



diagndstico son elementos clave en la deteccion e informe de la enfermedad (Shirley y col.

2018).

El diagndstico clinico de amebiasis intestinal invasiva aun en la actualidad esta
basado en la caracterizacion microscépica mediante frotis rectales o examen
coproparasitolégico en heces evacuadas recientemente; desafortunadamente el
diagndstico suele presentar la dificultad de no contar con las herramientas necesarias para

la discriminacién de la especie causante de la amibiasis.

No obstante, a pesar de la relevancia médica de la amibiasis, aun existe una
sobreestimacion de la incidencia de esta infeccidn, ya que las estimaciones reportadas cada
afio podrian presentar un grado importante de sesgo, debido a la inclusidn de la especie
Entamoeba dispar, una amiba morfoldgicamente idéntica pero conocida como un comensal

no invasivo (OMS, OPS 1997).

Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar

Por mucho tiempo E. histolytica y E. dispar se conceptualizaron como un mismo
organismo, esto a causa de las similitudes morfoldgicas entre ellas; sin embargo, fue Emile
Brump en 1925, quién propuso la existencia de dos especies morfolégicamente idénticas,
E. histolytica, una especie patégena capaz de causar infecciones, tanto sintomaticas como
asintomaticas, y la especie no patogénica E. dispar, una amiba morfolégicamente
indistinguible a la antes mencionada (Chacin-Bonilla 2010; Clark 1995) Esta teoria fue
retomada mas tarde por Sargeaunt en 1978, al separar a ambas especies como distintas a
través de electroforesis de isoenzimas (Sargeaunt, Williams, y Grene 1978). Finalmente, fue
mediante biologia molecular y estudios bioquimicos que se logré la identificacién precisa
de ambas especies del género Entamoeba, mediante el analisis del ADN genémico (Tannich
y col. 1989) quedando separadas en dos especies en 1993 por Diamond y Clark (Diamond y
Clark 1993).
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El protozoo E. histolytica reside principalmente en la luz del colon donde se
multiplica y posteriormente altera su morfologia hasta diferenciarse en quistes (forma de
resistencia al medio ambiente), los cuales son eliminados en las heces y son los principales
responsables de la transmisién de la infeccidn; adicionalmente E. histolytica es capaz de
invadir la mucosa intestinal produciendo infecciones sintomaticas y asintomaticas. E.
histolytica puede diseminarse a otros érganos, produciendo infecciones extraintestinales,
entre éstas, la mas relevante es el absceso hepatico amibiano, aunque también se ha
reportado que puede causar infecciones genitourinarias, respiratorias, cardiacas vy

cerebrales (Martinez-Palomo 1987).

Conrespecto a E. dispar, ésta es una amiba morfoldgicamente similar a E. histolytica,
que igualmente habita en el intestino humano, la cual como se menciond anteriormente
fue reconocida como una especie independiente en 1993, y se considera un parasito no
invasivo del intestino. En 1997, la OMS retomdé dicha situaciéon para ejercer la
recomendacion del desarrollo y aplicacion de métodos mas adecuados para el diagndstico
especifico de la infeccién (OMS, OPS 1997). E. dispar muestra una alta prevalencia mundial,
e incluso, en informes sobre ciertas regiones especificas, la prevalencia es mayor a la
reportada para E. histolytica (Calegar y col. 2016; Rojas y col. 2016; Soares y col. 2019). No
obstante en afos recientes, numerosas publicaciones, han reportado un importante papel
patogénico para E. dispar, observando repetidamente su capacidad para producir lesiones
en el modelo animal, asi como un dafo tisular en condiciones experimentales, siendo capaz
de inducir sintomas intestinales y extraintestinales en el ser humano (A. Costa y col. 2006;
C. Costa y col. 2010; Dolabella y col. 2012; Rojas y col. 2016; Soares y col. 2019; Ximénez y
col. 2010). Aunado a esto, con frecuencia se ha relacionado su presencia con infecciones
asintomaticas, por lo que su patogenicidad contintda siendo un tema inconcluso (Silva-

Oliveira y col. 2015; Ximénez y col. 2010).

En cuanto a la virulencia de estas especies, se han realizado numerosos estudios en
relacion a la comprensién de su patogénesis, principalmente en el caso de la especie
patégena por excelencia, E. histolytica (Chavez-Munguia, Tsutsumi, y Martinez-Palomo

2006; Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo 2000; Martinez-Palomo 1983; Ravdin 1995;

14



Talamas-Lara y col. 2014, 2020; Trejos-Suarez y Castafio-Osorio 2009), donde se ha
observado que la virulencia depende fundamentalmente de la capacidad infecciosa; dentro
de este proceso se conocen distintos factores de virulencia caracteristicos de E. histolytica,
como la adhesion, la citélisis y la fagocitosis, que intervienen para permitir la invasiéon
(Trejos-Suarez y Castano-Osorio 2009). Sin embargo, a pesar de la caracterizacion de E.
dispar como un organismo comensal no invasivo, esta especie comparte los mismos
factores de virulencia, aun cuando el grado de dafio pueda ser variable (Talamas-Lara y col.

2014).

Factores de virulencia

Adhesion

La adhesién es uno de los procesos mas importantes en la amibiasis, ya que es una
caracteristica previa para desencadenar procesos bioldgicos importantes relacionados a la
progresion de la enfermedad. Es el primer paso para la colonizacion e invasion, para lo cual,
inicialmente debe provocarse una pérdida del moco (Espinosa-Cantellano y Martinez-
Palomo 2000) debido a que la capa de mucina que recubre el epitelio del colon ejerce la
funcién de barrera evitando la unién de E. histolytica a las células diana. No obstante, las
mucinas son altamente glicosiladas, y por lo tanto E. histolytica aprovecha sus enzimas con
actividad de glucosidasa, galactosidasa, manosidasa, fucosidasa, xilosidasa y N- acetil-D-
galactosaminidasa, para alterar esta barrera (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo 2000)

y permitir la invasion.

La adherencia de los trofozoitos del género Entamoeba esta mediada por diferentes
moléculas con las que el parasito cuenta, tales como enzimas proteoliticas (proteasas
neutras y colagenasas) (Tanyuksel y Petri 2003), cisteinproteasas, lectinas y ameboporos.
Estas moléculas contribuyen a ejercer una accién citolitica determinante para la produccién
de lesiones invasivas tempranas y ulceracion intestinal (McCoy, Mann, y Petri 1994).
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En cuanto a las lectinas involucradas en este proceso, una de las mas conocidas y de
importancia en este trabajo es la lectina Gal/GalNac. Mediante esta lectina se produce
principalmente la adhesion del trofozoito a la célula diana, a través de la union a los residuos

terminales Gal/GalNac de las glicoproteinas (Frederick JR 2005).

La lectina Gal/GalNac se considera una proteina multifuncional, que tiene un papel
critico e importante en la patogenicidad del parasito (Tanyuksel y Petri 2003), y se compone
de tres subunidades, una subunidad pesada de 170 kDa (Hgl) codificada por una familia de
cinco genes hgl (Ramakrishnan y col. 1996), una intermedia (Igl) codificada por dos genes
(Kato y col. 2017) y finalmente una subunidad ligera de 31-35 kDa (Lgl) codificada por una
familia de 3 genes localizados en seis loci (Ramakrishnan y col. 1996), siendo esta ultima, la
subunidad involucrada en regular la adherencia del pardsito (Espinosa-Cantellano y
Martinez-Palomo 2000; Laughlin y Temesvari 2005; Tachibana y col. 2004). Asimismo,
estudios realizados en relacidon con esta lectina han demostrado una actividad importante
involucrada en la citotoxicidad del patégeno y en la evasién de la respuesta inmune.
Ademas, participa en la formacién de una antigenicidad cruzada al ser estructuralmente
similar a CD59, el cual al unirse al componente C8 y C9 del complemento inhibe la formacion

del complejo de ataque a la membrana (McCoy, Mann, y Petri 1994).

Por otra parte, en E. histolytica se han reportado proteinas con capacidad de unirse
a fibronectina (FN), componente de la matriz extracelular (Talamas-Rohana y Meza 1988;
Vazquez-Prado y Meza 1992). Una de ellas es una proteina de 37 kDa y la otra es una
proteina de membrana de 140 kDa; esta ultima se reporté como una molécula con similitud
antigénica con la subunidad B del receptor clasico para fibronectina en mamiferos, conocido
como la integrina a5B1 (Flores-Robles y col. 2003; Nagae y col. 2012; Schaffner, Ray, y
Dontenwill 2013; Talamas-Rohana, Hernandez--Ramirez, y Rosales-Encina 1994) A esta
molécula amibiana se le denomind B1EAFNR tipo integrina, y se reportdé que posee un 99%
de homologia con la subunidad Igll e Igl2 de la lectina Gal/GalNAc(Hernandez-Ramirez y
col. 2007; Sengupta y col. 2009), de modo que al inhibirse mediante un anticuerpo
monoclonal especifico (3C10) mostré una importante inhibicidon de la adhesidn a proteinas

de la matriz extracelular (Sengupta y col. 2001, 2009). Sin embargo, utilizando el anticuerpo
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monoclonal 3C10 no fue posible identificar a esta proteina en las especies E. invadens y E.

dispar (Sengupta y col. 2009).

Al comparar las lectinas Gal/GalNac de E. histolytica y de E. dispar, éstas resultan un
poco parecidas entre si (Kato y col. 2017; Tachibana y col. 2007). Sin embargo, se ha
observado en el caso de E. dispar, la presencia de dos genes de subunidades pesadas y
cuatro de subunidades ligeras (Pillai y col. 1997), a diferencia de E. histoytica que presenta
cinco y tres genes respectivamente (Ramakrishnan y col. 1996). A pesar de ello, en
experimentos “in vitro” E. dispar presenta una menor capacidad adherente y citotdxica
hacia células diana comparada con la que expresa E. histolytica (Dodson y col. 1997; Petriy

col. 1989; Tanyuksel y Petri 2003).

Otras lectinas involucradas en este proceso son la lectina de 220 KDa (Meza y col.
1987; Rosales-Encina y col. 1987; Villalobos-Gémez y col. 2018), una adhesina de 112 KDa
involucrada en la adhesidn de células epiteliales y eritrocitos, ademas de un lipofosfoglicano

de superficie (Stanley, Huizenga, y Li 1992).

La baja expresidn de lectinas en E. dispar, en comparacion con E. histolytica, podria

relacionarse con el comportamiento menos invasivo de esta especie (Kato y col. 2017).

Citdlisis

Una vez que se ha llevado a cabo el proceso de adhesién, se da lugar a un evento
citolitico mediante la liberacion de proteasas presentes en E. histolytica que le
proporcionan la capacidad de degradar la matriz extracelular e invadir tejido. Estas
proteasas son principalmente cistein proteasas, las cuales participan activamente en la
degradacion de componentes de la matriz extracelular, mucina, y componentes del sistema
inmune como el complemento e inmunoglobulinas (Que y Reed 2000; Serrano-Luna y col.

2013). Una de las cistein proteasas mas estudiadas es la EhCP112, la cual es una molécula
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gue posee la capacidad de romper las monocapas celulares, asi como de digerir proteinas

de la matriz extracelular y a la hemoglobina (Ocadiz y col. 2005).

Adicionalmente, durante este evento, y tras el contacto con la célula blanco, se
secretan proteinas conocidas como ameboporos, que consisten en péptidos que se insertan
en la membrana celular de células eucariotas y bacterias fagocitadas, formando canales
idnicos, ocasionando la lisis celular como consecuencia del choque osmético (Espinosa-
Cantellano y Martinez-Palomo 2000; Nickel y col. 1999; Tanyuksel y Petri 2003). El
ameboporo de E. histolytica es un péptido inductor de canales del cual se conoce existen
tres isoformas A, By C, que en conjunto son capaces de eliminar bacterias ingeridas dentro
de vacuolas digestivas, asi como la induccidn de lisis celular tanto de células epiteliales como

de leucocitos (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo 2000; Leippe y col. 1994).

Con respecto a E. dispar, Unicamente se ha identificado un péptido homdlogo al
ameboporo A de E. histolytica, el cual exhibe una menor actividad citolitica especifica y se

atribuye a una hélice anfipatica acortada (Nickel y col. 1999).

Fagocitosis

Una vez que las células blanco se han lisado parcialmente, el parasito comienza a
interiorizar y digerir los restos celulares a través de la fagocitosis (Laughlin y Temesvari
2005; Mitra y col. 2005). Esta habilidad de ingerir y eliminar células blanco se ha asociado
con el grado de virulencia de las amibas (Galvdn-Moroyoqui y col. 2008). Este es un proceso
complejo, que involucra necesariamente al citoesqueleto de actina y su dindmica, asi como
proteinas de union a actina (ABP), proteinas de andamiaje y activacion de vias sefializacion

en la célula (Agarwal y col. 2019; G Bailey y col. 1987; Okada y col. 2005).

Durante la invasidon al epitelio intestinal, la destruccién de vasos sanguineos

promueve el sangrado tipico del cuadro clinico, facilitando y promoviendo a su vez la
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fagocitosis tanto de gldébulos rojos como de células del sistema inmune (Tanyuksel y Petri

2003).

Con respecto a E. histolytica, numerosos estudios han reportado a la fagocitosis
como un factor importante para la absorcion de nutrientes y virulencia (Mansuri,
Bhattacharya, y Bhattacharya 2014), proceso en el cual se ha identificado a la lectina
Gal/GalNac como un receptor fundamental de la célula blanco, previo a la fagocitosis (Petri,
Haque, y Mann 2002). En cuanto a E. dispar, estudios realizados por Espinosa Cantellano vy
col. (1998), demostraron una fagocitosis menos evidente, situacién retomada por Talamds-
Lara y col., donde se reporté una diferencia en cuanto a la capacidad fagocitica entre estas
dos especies, ademas de una diferencia significativa en la produccién de especies reactivas
de oxigeno notoriamente mayor en E. histolytica en contraste con E. dispar (Talamds-Lara
y col. 2014). No, obstante Tsutsumiy col. demostraron que el indice de eritrofagocitosis no
necesariamente es un factor que represente una correlacién directa con el tamaiio de los
abscesos hepdaticos producidos; esto observado entre distintas lineas de trofozoitos de E.

histolytica visto en un modelo experimental (Tsutsumi vy col. 1992).

Sin embargo, la capacidad de E. dispar para ocasionar dafio intestinal en condiciones
experimentales, ha indicado que algunas cepas tienen un potencial patégeno considerable
cuando éstas se encuentran en presencia de bacterias; a pesar de ello, este potencial
patégeno no se ha asociado con una enfermedad invasiva en el humano (Dolabella y col.

2012; Shibayama y col. 2007; Soares y col. 2019; Ximénez y col. 2010).

Infecciones mixtas reportadas / prevalencia

Seguln la organizacién mundial de la salud, se estima que E. histolytica y E. dispar son
responsables de infectar aproximadamente al 12% de la poblacién en el mundo (OMS, OPS
1997), formando parte de las infecciones mas frecuentes, representando al 1% de las

infecciones a nivel mundial (Silva-Oliveira y col. 2015).
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Pese a la capacidad de realizar la distincién de E. histolytica mediante métodos
moleculares, la prevalencia reportada en esta enfermedad continda siendo deficiente,
imprecisa y sobreestimada, debido a la presencia de la especie no patdgena E. dispar, lo
cual es resultado del empleo inapropiado de herramientas de vigilancia y diagndstico
(Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo 2000). Sin embargo, las encuestas
epidemioldgicas indican que la mayor parte de los individuos asintomaticos que presentan
una infeccién por alguna de estas especies, se encuentran colonizados naturalmente por E.
dispar (Gomes y col. 1999; Haque, Duggal, y Ali 2002), mientras que, en algunas regiones
particulares, pacientes asintomaticos o con episodios diarreicos también reportan una alta
incidencia de E. histolytica (Rojas y col. 2016). Es por esta razéon que estudios
epidemioldgicos se han dedicado a correlacionar a estas especies y sus subpoblaciones con
el conjunto de las diversas formas clinicas que pueden presentarse durante el curso de la
amibiasis: infecciones causadas por E. histolytica sintomdticas (amibiasis intestinal o
extraintestinal), o asintomaticas, infecciones asintomaticas provocadas por E. dispar, y
finalmente, infecciones mixtas asintomaticas ocasionadas por E. histolytica y E. dispar (Silva-

Oliveiray col. 2015).

En este Ultimo punto, resulta relevante hacer énfasis en la posibilidad de la presencia
de ambas especies en un mismo episodio de amibiasis, ya que se sabe que la coinfeccién
con otros patégenos intestinales es una situacién que se presenta con frecuencia.
Numerosos estudios han reportado el efecto sinérgico de este tipo de asociacidon inter-
especie. Concretamente, se ha reportado la interaccion entre E. histolytica y otros
patégenos, como bacterias. Fernandez-Lopéz y col., (2019) describieron un efecto sinérgico
durante la infeccién provocada por E. histolytica, al encontrarse interactuado con una cepa
enteropatdogena de Escherichia coli, aumentando la produccién de citocinas
proinflamatorias y observando la produccién de lesiones graves en un modelo “in vivo”
(Fernandez-Ldpez y col. 2019). Otro ejemplo relevante en este contexto, fue reportado por
Galvan-Moroyoki y col. (2008), quienes reportaron un aumento en la virulencia de E.
histolytica (cepa HMI:IMSS) debido a la presencia de enterobacterias patdégenas como

Shigella dysenteriae y E. coli, mostrando un aumento en su actividad de cistein proteinasa,
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asi como en la expresién de la Lectina Gal/GalNac; en este punto, los autores propusieron
que el contacto de las bacterias con células epiteliales, propicio las susceptibilidad de éstas

al daio producido por E. histolytica (Galvan-Moroyoqui y col. 2008).

En el caso de E. dispar, diversos grupos de investigacion han reportado la
potenciacidn de su virulencia al interactuar con otros organismos; un ejemplo es el estudio
realizado por Shibayama y col. (2007), donde se reporté el efecto patoldgico de una cepa
de E. dispar, la cual se encontraba interactuando con bacterias intestinales comunes,
manifestando un comportamiento patégeno, que demostrd un episodio de amibiasis en un
paciente brasilefio sintomadtico no disentérico (Dolabella y col. 2012; Shibayama y col.
2007). Otro ejemplo importante, es el estudio realizado por Costa y col. (2006) donde se
describié que la interaccion entre E. dispar y Critidia fasciculata en un cultivo monoxénico
mostré una menor virulencia de E. dispar en comparacion con en el cultivo axénico de la

misma (A. Costa y col. 2006).

Con todos estos ejemplos, es claro que las interacciones entre patdgenos
representan un factor crucial dentro del curso y desarrollo de la enfermedad. No obstante,
a pesar de haberse registrado en numerosas ocasiones la existencia de infecciones mixtas
por E. histolytica y E. dispar (Al-Hindi y col. 2005; Calegar y col. 2016; Ximénez y col. 2009,
2010), son pocos los estudios realizados en relacidn a este suceso; a diferencia del grupo de
Pysova y col. (2009), quienes retomaron la importancia de la interaccion entre las dos
especies mas frecuentemente reportadas en la amibiasis, resaltando la dificultad y riesgo
de que una especie de Entamoeba supere a otra en cultivos xénicos durante el diagndstico.
Ellos examinaron la persistencia de cada especie en cocultivos “in vitro” conformados por
diferentes aislados de E. histolytica y E. dispar, y finalmente encontraron que dentro de
cultivos mixtos, E. dispar es capaz de superar rapidamente al nimero de trofozoitos de E.
histolytica, proponiendo la posibilidad de que este evento pueda ocurrir en cultivos

primarios e “in vivo” (Pysova y col. 2009).

Sin embargo, aun se desconoce los mecanismos celulares que se desencadenan

como resultado de la interaccidon mixta entre E. histolytica y E. dispar y sus efectos a nivel
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morfolégico, sobre la expresidn del receptor a FN, a la capacidad de reestructuracion de

actina y las consecuencias patoldgicas tanto “in vitro” como “in vivo”.

Absceso hepatico amibiano

El absceso hepatico amibiano es la complicacion mas frecuente y grave de la
amibiasis intestinal invasiva, producida por el parasito E. histolytica, la cual es resultado de
la invasién del higado por amibas que ingresan a través del sistema portal (Tsutsumi y col.

1984).

La variedad de sintomas clinicos presentados durante la formacion del absceso
hepatico amibiano incluyen pérdida de peso, fiebre, dolor abdominal en el cuadrante
superior derecho y hepatomegalia. El diagndstico se basa en estos sintomas principalmente,
ademas del empleo de imagenes radioldgicas y la serologia como material de apoyo. Sin
embargo, la confirmacién de dicho diagndstico es posible a través de la deteccién por PCR
del ADN de E. histolytica, presente en el liquido del absceso obtenido mediante puncién

(Zurauskas y McBride 2001).

No obstante, el uso de modelos roedores ha sido fundamental para entender Ila
patogenia del absceso hepatico amibiano, asi como el impacto de distintas moléculas y

mecanismos ejercidos por el parasito en el humano (Campos-Rodriguez y col. 2016).

El modelo animal que se ha usado ampliamente para el estudio de esta enfermedad
es el hamster dorado (Mesocricetus auratus), ya que éste es capaz de presentar una
necrosis similar a la observada en abscesos hepaticos amibianos en el humano. En este
modelo ha sido posible reportar tres fases consecutivas durante la infeccién: la inflamacion
aguda, la formacién de granulomas y la necrosis que progresa gradualmente (Tsutsumi y

col. 1984).

Las lesiones observadas durante dicha amibiasis extraintestinal, son provocadas por

el dafio que causan los productos que secretan los trofozoitos y subsecuentemente, los
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productos liberados a través de la respuesta inmune inflamatoria (Campos-Rodriguez y col.

2016; Costa C, Brito y Gomes 2010; C. Costa y col. 2010).

Se tiene un amplio conocimiento acerca de la importancia de los factores de
virulencia durante una infeccién amibiana y la invasién extraintestinal, sin embargo,
diversos grupos de trabajo han sugerido el papel fundamental de la respuesta inmune del
huésped en la produccion de lesiones, particularmente se ha reportado que la lisis masiva
de neutrodfilos provocada por amibas agudiza el dafo tisular (Olivos-Garcia y col. 2004;
Tsutsumiy col. 1984), asi como las lesiones del huésped que son provocadas principalmente
por la respuesta inmune durante la fase aguda y crénica del absceso hepatico amibiano

(Olivos-Garcia y col. 2004).

Durante el contacto con neutrdfilos, los receptores de lectina son capaces de
promover la expresién de receptor para el fragmento iC3b del complemento, cuya
interaccion con este provoca la desgranulacién de los neutréfilos, los cuales pueden
activarse al encontrarse con la molécula de lipopéptidofosfoglicano proveniente de E.
histolytica, y una vez activados experimentar un aumento en la expresién de superdxido
(O2°), debido al estallido oxidativo; aunado a este suceso se presenta un aumento de la
enzima éxido nitrico sintetasa (iNOS), aumentando la concentracién de dxido nitrico en el
entorno. También la enzima superéxido dismutasa (SOD) metaboliza el O, para la
produccién de un agente oxidante, el perdxido de hidrégeno (H.0;), empleado para
producir acido hipocloroso (HOCI) mediante la enzima mieloperoxidasa (MPO). Todas estas
sustancias liberadas durante la reaccidn inflamatoria, propician la formacién de lesiones en

el huésped (Campos-Rodriguez y col. 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Interaccion entre E. histolytica y neutréfilos. Tomado de Campos-Rodriguez y col.

2016

Adicionalmente, algunos grupos de investigacion cuyos estudios se realizaron en
modelos animales, han destacado la importancia de la respuesta inmune innata, al reportar
la eliminacién de amibas virulentas a pocas horas de serinoculadas, lo cual se atribuye sobre
todo, a la resistencia a la invasién propiciada por una respuesta inmune innata eficaz (

Tsutsumi y Shibayama 2006).

En consecuencia, la formacidn de abscesos hepaticos parecen ser el resultado de la
reaccion inflamatoria fundamentalmente inducida por el sistema inmune sin prescindir de
las moléculas liberadas por los trofozoitos durante la invasién (Campos-Rodriguez y col.

2016).

Citoesqueleto

El citoesqueleto es una estructura celular tridimensional necesaria para todas las

células eucariotas. Se compone de diversas proteinas que ocupan el espacio citoplasmatico
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y cumple la funcién de dar forma, soporte, dindmica y capacidad de movimiento a las
células. Fundamentalmente esta constituido por tres tipos de filamentos: microfilamentos,
filamentos intermedios y microtubulos (Figura 2). Los microtubulos se encuentran
organizados de manera individual en forma de cilindros huecos y estan constituidos por
subunidades de tubulina. Estas estructuras se encuentran unidas a un centro organizador
de microtubulos (centrosoma) o distribuidos en el citoplasma, desempefiando diferentes
funciones como el transporte, formar parte de cilios y flagelos y en la participacidn distintiva
durante la division celular (Alberts y col. 2009). Hasta la fecha, no se han visualizado
microtubulos citoplasmaticos en E. histolytica, sin embargo, si se han caracterizado dentro
del nucleo en el proceso de divisién utilizando varias técnicas de microscopia (Arguello C,

Valenzuela B 1992).

Los filamentos intermedios por lo general tienen un didmetro de 10 nm y se forman
por subunidades de proteinas, que varian segun el tejido en el que se localicen. Existen
varios tipos de filamentos intermedios como los de queratina, los neurofilamentos y los
filamentos de vimentina (Alberts y col. 2014) A pesar de ser un elemento fundamental en
el citoesqueleto eucaridtico, este tipo de filamentos intermedios no se han encontrado en

E. histolytica.

Los microfilamentos son polimeros lineales de actina que en conjunto con un gran
numero de proteinas asociadas y de unién a actina constituyen el citoesqueleto de actina.
Estas estructuras flexibles de 5-9 nm de didmetro se encuentran organizadas en haces o
redes de filamentos por dentro de la membrana plasmatica en el citoplasma, o en la porcién
citoplasmica de las uniones celulares. Sus funciones son proporcionar movimiento, forma,

estructura y division a la célula (Alberts y col. 2009).
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Figura 2. Tipos de filamentos en el citoesqueleto. Tomado de Alberts y col., 2014

Actina

La actina es una proteina polimerizante de filamentos citoesqueléticos conocida por
su funcién en la produccion de fuerzas que impulsan las protuberancias de la membrana
celular en el borde de las células, como lamelopodios y filopodios (Blanchoin y col. 2013;

Fujiwara y col. 2018).

Es la proteina mas abundante en todos los tipos celulares y se encuentra altamente
conservada en la escala evolutiva (Sheterline, Clayton, y Sparrow 1995). Estd compuesta de
375 aminoacidos con un peso molecular de aproximadamente 43 kDa vy constituye
alrededor del 15% de las proteinas totales en las células eucariotas (Sutherland 1995). La
restructuracion de filamentos de actina induce la locomocién lenta en células eucariotas, el

cual es caracteristico de amibas y las células animales (Pollard y Cooper 2009).

Existen dos tipos de actina, la actina globular (actina-G) y la actina filamentosa
(actina-F) la cual es la forma polimérica de la actina-G. La actina se autorregula cuando los
niveles de actina-G son bajos debido a la formacion de actina dimérica (Lyubimova y

Bershadsky 1997).
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Para que pueda llevarse a cabo la polimerizacién de la actina-G se necesitan diversas
condiciones como temperatura, presion, proteinas de unién a actina (ABP, por sus siglas en
inglés), concentracidon de sales, concentracion de actina-G, ATP y ADP, entre otras,
polimerizdndose espontdaneamente en filamentos largos y estables con una disposicidn de
subunidades en una Unica hélice helicoidal de doble cadena con giro dextrégiro (actina-F),
que se constituye de 13 mondmeros de actina-G por cada 6 vueltas, con un angulo de
rotacién de 166°; y esta estructura se repite con exactitud por cada 6 vueltas (Dominguez y

Holmes, 2011).

Durante el inicio de la polimerizacion, esta se suscita lentamente, debido a la
estabilidad de los oligémeros pequefios (Pollard y Cooper 2009), sin embargo, este proceso
se acelera una vez formados los filamentos; la molécula de actina se estructura en dos
dominios principales, interno y externo, y dentro de éstos se encuentra situada una
molécula de ATP, la cual probablemente se hidroliza debido a un reordenamiento en la
estructura que ocurre alrededor del nucleétido provocado por un cambio conformacional

de actina-G a actina-F (Fujiwara y col. 2018; Manich y col. 2018).

Igualmente, el mondmero de actina se divide en 4 subdominios, este polipéptido se
enrolla a si mismo desde el extremo amino en el subdominio 1 hasta el 2, 3y 4y
nuevamente en el extremo carboxilo al subdominio 1 (Dominguez y Holmes, 2011) (Figura

3).

27



Figura 3. Molécula de actina. Tomado de Pollard y Earnshaw., Cell Biology, WB Saunders,

2007.

Los filamentos de actina son polimeros polares que, debido a su estructura, cuentan
con dos extremos dindmicamente distintos conocidos como extremos barbados y extremos
puntiagudos. Dentro del filamento de actina el extremo barbado es el que cuenta con mas
dindmica y puede alargarse 10 veces mas rapido que el extremo puntiagudo. Considerando
qgue las concentraciones de mondmeros celulares pueden llegar a 300 uM, los extremos
barbados pueden llegar a ensamblarse con una velocidad de 3,000 subunidades / s,

(Blanchoin y col. 2013).

La etapa de nucleacién limita termodindmicamente la cinética de los filamentos de
actina, en cuanto son formados los trimeros, estos se prolongan en funcion de la cantidad
disponible de mondmeros de actina y la polimerizacion de ellos que se lleva a cabo en los
extremos del filamento es sucesiva a la hidrdlisis del ATP y a la disociacion de fosfato. Esta
molécula de ATP se encuentra unida a las subunidades de actina en el interior de los
filamentos. Asimismo, los mondmeros de actina pueden unirse a cationes divalentes (Ca*?,
Mg*?) y dependiendo del catién que se una puede afectarse la dindmica de polimerizacion.
En condiciones fisiolégicas, los mondmeros de actina estan cargados con Mg-ATP

(Blanchoin y col. 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Elongacidén de filamentos de actina. Tomado de Fujiwara y col. 2018

Los filamentos de actina son polimeros semiflexibles que, en conjunto con miosina,
tienen la capacidad de actuar como amortiguadores de choque, ejerciendo o resistiendo a
alguna fuerza en su ambiente celular, con el propdsito de modular sus propiedades

mecanicas.

Dichos filamentos pueden organizarse en diferentes estructuras que originan una
variedad de redes celulares y haces paralelos en lamelopodios y filopodios respectivamente

o hasta estructuras antiparalelas como fibras contractiles (Blanchoin y col., 2013) (Figura 5).

Con el propésito de adaptarse a su entorno, todas las células tienen la capacidad de
moverse a través de espacios pequenos, llevar a cabo la endocitosis, exocitosis y dividirse.
Para que todos estos cambios puedan ocurrir, las células tienen la capacidad de ensamblar
distintas proteinas como actina y ABP que dan origen a filamentos de diferentes tipos

(Fujiwara y col. 2018).
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Figura 5. Diferentes estructuras producidas por filamentos de actina. Tomado de

Blanchoin y col., 2013.

Citoesqueleto de actina de Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar

La movilidad de E. histolytica depende del citoesqueleto, el cual estd conformado
principalmente por actina. Se ha observado esta proteina concentrada no solo por debajo
de la membrana plasmatica, sino también en estructuras especializadas como
pseuddpodos, bocas fagociticas y asociada a varias proteinas de unioén a actina (miosina IB,
profilina, paxilina a-actinina y ARP2/3) (Talamas-Lara y col. 2020). La movilidad de este
parasito involucra tres procesos: a) extensién de pseuddpodos, b) unién a la superficie
mediante una placa adhesiva (principalmente a fibronectina) y c) desplazamiento del resto

de la célula hacia la superficie (Tanyuksel y Petri 2003).

La primera vez que la actina fue reconocida en trofozoitos de E. histolytica fue
mediante inmunofluorescencia a través del empleo de anticuerpos heterdlogos formulados
contra actina de musculo esquelético (Humano y conejo) (Aus Kettis y Lindman 1977;
Sabanero 1982; Meza y col., 1983). Uno de los primeros grupos en aislar y caracterizar la

actina de E. histolytica fue el de Meza y cols., quienes decoraron filamentos de actina
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mediante meromiosina pesada, que se une a falotoxina para inducir actividad ATPasa de
miosina de forma similar a la producida por la actina del musculo esquelético de conejo, sin
embargo, esta actina en particular no mostré una afinidad por DNasa | (Meza y col., 1983).
Mds tarde, Vazquez y col., (1995) reportaron el uso de Faloidina rodamina, como un
marcador especifico para actina polimerizada (Vazquez y col., 1995) el cual resulté de gran
utilidad para identificar la formacién de estructuras especializadas en el citoesqueleto de
trofozoitos cultivados (Bailey y col. 1987; Bailey 1992), ya que la sintesis de actina esta
vinculada con los cambios de forma de las células, el metabolismo y las respuestas a las
sefiales externas. Desde 1985, se demostré que la interaccién de los trofozoitos de E.
histolytica con las células blanco lograba una rapida polimerizacién de la actina en sitios de
contacto. Sin embargo, la actina polimerizada en E. histolytica sélo se habia mostrado como
un acumulo en un extremo del trofozoito (Sabanero y Meza 1982). No fue hasta que se
utilizé el modelo de interaccion de los trofozitos con la fibronectina, una proteina de matriz
extracelular, que se demostré la formacion de filamentos de actina y otras estructuras en
estas células (Talamas-Rohana y Rios 2000) Asi mismo, la interaccidon con fibronectina
conduce a la secrecidon de proteasas que degradan este sustrato, e inducen el
reordenamiento de la actina del parasito en "placas de adhesidon” (Talamas-Rohana y Meza
1988). Talamas-Lara y col., (2015) demostraron mediante Western blot que E. dispar posee
una mayor cantidad de actina-G en la fraccién soluble y actina-F en la fraccidn insoluble en

comparacion con E. histolytica.

La organizacion del citoesqueleto de actina se encuentra regulada por el ensamble
y desensamble de los filamentos de actina, incitada por estimulos externos, como la
adhesién a la matriz extracelular o a las células vecinas, o bien por factores de crecimiento
y citocinas. Los cambios rapidos en la estructura de microfilamentos en respuesta a tales
estimulos son posibles debido a una gran cantidad de actina no polimerizada que coexiste

en la célula con la actina polimerizada (Meza, 2000).

Finalmente, estudios recientes reportan diferencias morfoldgicas importantes
durante el cultivo “in vitro” de E. histolytica y E. dispar, ya que se ha demostrado la

formacioén visible de diferentes estructuras especializadas en cada una de ellas; las cuales
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guardan una relacién especie especifica. La mds relevante entre éstas, es la formacion de
lamelopodios en E. histolytica y numerosos filopodios en cultivos confluentes de E. dispar
lo cual es concordante con el patron de polimerizacidn de actina cortical en esta especie

(Pérez-Gonzalez 2020; Talamds-Lara y col. 2020).
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Capitulo Il

JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La amibiasis es la tercera causa de muerte por parasitosis a nivel mundial después
de la malaria y la esquistosomiasis, por lo cual, esta enfermedad resulta relevante desde el
punto de vista de la salud publica. A la fecha el diagndstico para la amibiasis es complicado
debido a la presencia de dos entidades del género Entamoeba, que se caracterizan por
alojarse en el colon, Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar. A pesar de que éstas se
encuentran interactuando en el intestino, y que pueden ser causantes de episodios
amibianos sintomaticos, aun se desconoce la relacién inter-especie que presentan entre
ellas. Por lo tanto, un estudio detallado de los eventos estructurales y consecuencias
patoldgicas resultado de la interaccidén entre ambas especies ayudara a comprender mejor

la patogénesis de la amibiasis.
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Capitulo lll

HIPOTESIS

La presencia de E. histolytica y E. dispar dentro de un mismo ambiente en el que ambas
puedan coexistir, provoca una alteracion en su morfologia, asi como un aumento en la

virulencia al ser inoculadas en un modelo “in vivo”.

OBJETIVOS

General

Observar los cambios morfoldgicos en la interaccidn entre E. histolytica y E. dispar y analizar

la formacién del absceso hepatico.
Particulares

1. Analizar el efecto de la interaccion entre E.  histolytica 'y

E. dispar a nivel morfolégico.

2. Realizar un analisis bioinformatico comparativo de la lectina Gal/GalNAc presente

en E. histolytica y E. dispar.

3. Analizar la formacién del absceso hepatico producido por la interacciéon entre E.

histolytica y E. dispar.
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Capitulo IV

MATERIALES Y METODOS

Andlisis bioinformatico de la proteina de 140 kDa receptor a fibronectina (lectina
Gal/GalNAc).

Se utilizaron distintas bases de datos (KEGG, NCBI, EuPathDB, AmoebaDB) para la
obtencion de secuencias de la lectina Gal/GalNAc de E. histolytica y E. dispar.
Posteriormente se realizé la obtencidn de funcién molecular el servidor Uniprot, para el
analisis de la via de interaccion molecular, se buscaron las proteinas de ambas especies en
el servidor KEGG. La prediccidon de estructuras terciarias se realizé mediante el servidor
RaptorX y USCF Chimera, y para la comparacion de éstas se empleé el software USCF

Chimera, a partir de estructuras obtenidas en formato PDB.

Las secuencias obtenidas de E. histolytica y E. dispar fueron alineadas mediante los
programas Muscle y Needle. Asimismo, finalmente, la prediccién de los interactomas se

realizé mediante el servidor STRING 2.0.

Cultivo de trofozoitos de Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar

Trofozoitos de E. histolytica (cepa HM1: IMSS) y de E. dispar (cepa SAW 760 RR clona
A) en fase logaritmica de crecimiento, se cultivaron en condiciones axénicas a 37 °C durante
3 dias en tubos de borosilicato estériles de 16 x 125 mm, conteniendo medio TYI-S-33 para
E. histolytica, LY| para E. dispar y medio TYI-S-33/LYI (50:50) para cultivos en interaccion,
suplementado con 10% de suero bovino adulto previamente inactivado por calor a 56 °C
durante 30 min, 2% de la mezcla de vitaminas de Diamond y 1% de penicilina y

estreptomicina.
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Estandarizacion de medio de cultivo adecuado y curva de crecimiento

Se analizé el crecimiento de trofozoitos de E. histolytica y E. dispar empleando
100,000 amibas como indculo inicial. Los cultivos se realizaron con medio LYl y la mezcla

50:50 de medio TYI/LYI por duplicado.

Posteriormente se monitored el crecimiento a las 24, 48 y 72 h por conteos en
camara de Neubauer para determinar el medio de cultivo adecuado para el crecimiento
Optimo de la interaccién de ambas especies para posteriormente llevar a cabo los siguientes

experimentos.

Cultivo de trofozoitos de la interaccidon de Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar

Se tomaron 50,000 trofozoitos de E. histolytica y de E. dispar en fase logaritmica de
crecimiento, los cuales se cultivaron juntos con un inéculo inicial de 100,000 mil trofozoitos

totales en medio TYI/LYI (50:50), en las mismas condiciones antes mencionadas.

Cuantificacion de amibas en camara de Neubauer

Las amibas se recolectaron de los tubos de cultivo y se incubaron en hielo durante 5
min, se centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 min y se resuspendieron en la cantidad
necesaria de medio de cultivo sin suero para obtener la cantidad de trofozoitos deseados
por mililitro. Se colocaron 10 ul de esta suspensién en la cdmara de Neubauer y se realizd
el conteo del nimero de células en los cuatro cuadrantes ubicados en las esquinas, se
obtuvo un promedio, se multiplicé por 10,000 (factor de dilucidon de la camara) y por el
volumen del tubo en donde crecieron las amibas.

X+X4X4X _

. X
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X x 10,000 x volumen de medio en tubo = # de Amibas

g

Procesamiento de cubreobjetos y cajas Petri

Los cubreobjetos y cajas Petri se lavaron con agua y jabdén para eliminar cualquier
residuo de grasa que pudiera interferir en la observacion. Una vez secos y limpios se
colocaron en cajas Petri de 3.5 cm. Los cubreobjetos y cajas Petri se secaron y se
esterilizaron por irradiacidn con luz ultravioleta durante toda la noche y se almacenaron a

4°C.

Purificacion de fibronectina

La fibronectina fue purificada tomando inicialmente plasma humano fresco (en 5%
de EDTA) mediante el método de cromatografia de afinidad con gelatina-sepharosa
(Ruoslahtiy col. 1982). El plasma se diluyd en urea 4 My se dializé contra NaCl 0.15 M, Tris-
HCI 0.05 M pH 7.4. La concentracidén de la fibronectina fue determinada empleando el
coeficiente de extincién de 1.28 mg/ml cm, a 280 nm. Finalmente se almacend a 4 °C hasta

SuU uso.
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Procesamiento de cubreobjetos con fibronectina

Los cubreobjetos se lavaron con agua y jabdn para eliminar residuos de grasa que
pudieran afectar la observacion. Una vez secos y limpios se colocaron en cajas de Petri de
3.5 cm. A los cubreobjetos que llevarian el sustrato bioldgico, se les agregaron 100 ug de
fibronectina. Se secaron al aire, y se esterilizaron por irradiacion mediante luz ultravioleta

durante toda la noche.

Procesamiento de muestras para microscopia electrénica de barrido

Trofozoitos previamente adheridos (en cubreobjetos limpios y estériles conteniendo
300 mil trofozoitos para cada una de las especies de amibas y para la interaccién) se fijaron
con glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M durante 1 h.
Después de lavar con el mismo amortiguador, la muestra se deshidraté en concentraciones
crecientes de etanol (50, 70, 90 y 100 %) por 10 min cada una. Las muestras se secaron a
punto critico con CO; y se metalizaron con oro para cubrirlas. Finalmente se realizé la

observacion en el microscopio electronico de barrido (Jeol JSM-7100-F).

Se observaron un total de 300 amibas en cada condicién cuantificando el nimero de
estructuras (filopodios y lamelopodios) observadas en ellas. Finalmente, estas fueron
empleadas para obtener un porcentaje de presencia de cada estructura tomando como

100% el niumero total de amibas analizadas (300).

Inmunofluorescencia

Vybrant Dio

Unicamente trofozoitos de E. dispar (para ser diferenciados de E. histolytica) se

resuspendieron a una densidad de 1 x 10° / ml en el medio de cultivo sin suero y
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posteriormente se afiadieron 5 pl de la solucién de marcaje de células Vybrant Dio cell
labeling (Thermo Fisher Scientific, Molecular Probes, V22886, EEUU), pipeteando
suavemente, la suspensidn se incubd durante 25 minutos a 37 °C; pasado este tiempo el
tubo eppendorf se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos, posteriormente se retiro el
sobrenadantey las células fueron resuspendidas suavemente en medio atemperado (37 °C),
se repitié dos veces mds el lavado con medio para eliminar los residuos de la solucion de
marcaje que no se incorporo a las células. Una vez marcados los trofozoitos de E. dispar, se
utilizaron para ser mezclados con trofozoitos de E. histolytica y poder diferenciar, por

inmunofluorescencia, a las dos especies durante la interaccién.

Anticuerpo monoclonal 3C10

La tincidon de inmunofluorescencia se realizé en 3 x 10° trofozoitos para cada una de
las especies e interaccion. Posteriormente las células se fijaron en paraformaldehido al 4%
en solucién buffer de fosfatos (PBS) durante 1 hora a 37 °C. Una vez fijados, la muestra se
lavd tres veces con PBS. Posteriormente se bloqued con suero bovino al 10% en PBS durante
1 hora (37 °C), y se lavo tres veces mds con PBS. Las muestras se incubaron con 1.5 pug / ml
de anticuerpo monoclonal 3C10 en PBS durante 1 h a 37 °C. Después del lavado, las células
se incubaron con IgG de cabra anti IgG de ratén conjugado con Alexa Fluor 647 (1:100,

Thermo Fisher Scientific, Molecular Probes, EEUU) durante 1 hora a temperatura ambiente.

Re-estructuracion de actina.

Previamente fijados los trofozoitos y posterior al marcaje con Dio cell labeling y
3C10, se anadieron 50 ul de faloidina rodaminada (No.Cat. R415, Invitrogen, dilucién 1:50)
durante 30 min a 37 °C en camara humeda, y enseguida se lavaron tres veces con PBS.

Adicionalmente se anadieron 100 pl de Hoechst (dilucidon 1:1000) durante 30 minutos a

39



temperatura ambiente. Las muestras se montaron en portaobjetos con 10 pl de Vecta
Shield (Vector Laboratories, EE. UU.), y se sellaron los bordes con barniz transparente para
preservar la humedad de la muestra. Las preparaciones se guardaron a -20 °C bajo

proteccion de luz hasta llevar las muestras al microscopio confocal ZEISS LSM 700.

Determinacion de la intensidad de fluorescencia

El procesamiento de las imdgenes obtenidas por microscopia confocal para medir la
intensidad de fluorescencia, fue realizado empleando el software Zen Blue Edition,
utilizando una imagen de foco extendido que vincula un conjunto de imagenes obtenidas
en los diferentes cortes dpticos. Para ello se delimitaron 300 amibas de cada grupo de
estudio para cuantificar la intensidad de fluorescencia del anticuerpo 3C10, Vybrant Dio
Cell, y la actina polimerizada. Finalmente fueron recopilados los datos para realizar el

analisis estadistico (ANOVA de una via P=0.05).

Analisis y monitoreo de formacidn de absceso hepatico producido por la
inoculacién/interaccion de E. dispar y E. histolytica en un modelo “in vivo”

Se realizaron experimentos con animales proporcionados por la Unidad de
Produccidn y Experimentacién Animal (UPEAL-CINVESTAV) siguiendo las especificaciones
de la Norma Nacional Mexicana (NOM-062-Z00-1999) version de la guia para el cuidado y
uso de animales de laboratorio 2011. Se utilizaron cuatro grupos de 5 hamsteres machos
Mesocricetus auratus de 60 dias de edad, con un peso entre 80-100 g con previo ayuno de

un minimo de 12 horas para su utilizacién.

La inoculacién de los trofozoitos de E. histolytica y de E. dispar (1 x 10°), y de E.
histolytica/E. dispar (5 x 10° de cada especie) colectados en fase logaritmica y resuspendidos

en medio fresco sin suero, se realizé en el I6bulo hepdatico izquierdo. Todos los protocolos
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experimentales se realizaron de acuerdo con las pautas para el uso humano de animales de

laboratorio aprobados por autoridades locales.

La eutanasia y extraccién del drgano fue realizada a los 7 dias post-inoculacién; una
vez extraido, tanto el 6rgano como la seccion de lesidn fueron pesados para obtener el

porcentaje de lesion.

Andlisis histopatolégico

Siete dias posteriores a la inoculacién, los cuatro grupos de animales fueron
sacrificados por medio de la inyeccidn intraperitoneal de Pentobarbital/PBS pH 7 (dil 1:10).
Posterior a ello, se procedié a remover el higado, con previa puncidon cardiaca para
extraccion de sangre. Los |ébulos izquierdos de los higados fueron fijados en 10% de
formaldehido amortiguado pH 7.2. Después de procesar en alcohol y xileno, fragmentos
representativas del tejido fueron incluidas en parafina, y se obtuvieron cortes de 4 um de
espesor para ser procesadas por la técnica de tincién con hematoxilina y eosina (H&E)

(Fernandez-Lépez y col. 2019; Tsutsumi y Shibayama 2006).

Analisis estadisticos

Se utilizé el sofware IBM SPSS Statistics 20 para los andlisis estadisticos: t- student,
ANOVA de un factor, tuckey, tamhame, utilizando un valor de significancia de 0.05 para

todas ellas.
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Capitulo V

RESULTADOS
Diferencias en la formacién de estructuras especializadas entre especies

Para el monitoreo de la morfologia ocasionada por la interaccién entre E. histolytica
y E. dispar a nivel estructural, se realizd la cuantificacidn de estructuras por grupos de
aproximadamente 200 trofozoitos por condicién, para analizar el patréon de formacién
diferencial de cada especie. Se tomaron en cuenta dos estructuras: lamelopodios y

filopodios (sefialados con flechas).

Una vez realizada esta cuantificacién, los valores obtenidos de cada grupo fueron
representados mediante porcentaje tanto en condiciones de vidrio como en fibronectina.

Los datos y las imagenes observadas se muestran en las Figuras 6y 7.

Los valores obtenidos para cada uno de los grupos se muestran a continuacién en la

Figura 8.
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VIDRIO

E. dispar E. histolytica Interaccion

Lamelopodios

Filopodios

Comparacion de estructuras entre
E.h. y E. d. en vidrio

-
T

B Lamelopodios
Em Filopodios

w
(=]
|

Presencia (%)
N
o
1

10—
0 -
S > PR
2 o X
& & &
@. 0@\ \Q}
< =
Condicion

Figura 6. (A) Ejemplos de estructuras de interés observadas en cada grupo en condiciones

de vidrio. (B) Comparacion de la frecuencia de cada estructura observada por grupo.
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FIBRONECTINA
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Figura 7. (A) Ejemplos de estructuras de interés observadas en cada grupo en condiciones

de fibronectina. (B) Comparacion de la frecuencia de cada estructura observada por grupo
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FIBRONECTINA

Lamelopodios  Filopodios Lamelopodios  Filopodios
E. histolytica 16.34% 2.94% E. histolytica 30.5% 2.1%
E. dispar 2.35% 7.64% E. dispar 8.47% 20.33%
Interaccién 14.9% 7.28% Interaccidn 43% 12.33%

Figura 8. Porcentajes de la cuantificacion de filopodios y lamelopodios presentes en los grupos E.
histolytica, E. dispar e Interaccion en condiciones de vidrio y fibronectina; el porcentaje

representa el numero de trofozoitos que presentan la estructura con respecto al total. N=200.

Evaluacién de la expresidn de anticuerpo 3C10 en Entamoeba histolytica y Entamoeba
dispar.

Trabajos previos han reportado la importancia del proceso de adhesiéon en la
amibiasis durante la invasidn, evento en el que se encuentran involucradas diversas
lectinas; entre ellas, la lectina Gal/GalNac (Petri, Haque, y Mann 2002), la cual se compone
de tres subunidades: Hgl, Lgl e Igl. Esta ultima subunidad estd identificada como el receptor
a fibronectina tipo integrina B1 en E. histolytica (B1EhFNR), receptor no reconocido en las

especies E. dispar, E. invadens y Laredo (Sengupta y col. 2009).

Tomando en cuenta esta informacion, se decidié emplear el anticuerpo monoclonal
3C10 especifico para este receptor (Sengupta y col. 2009), con el fin de observar la
presencia/ausencia de este componente en E. histolytica y E. dispar respectivamente asi

como en la interaccion.

Adicionalmente, se realizd un marcaje celular con la soluciéon Vybrant Dio Cell,
Unicamente en trofozoitos de E. dispar y previo a la interaccion con E. histolytica, a fin de
diferenciar los trofozoitos de cada especie una vez realizada la interaccion. Este mismo
proceso fue realizado Unicamente en trofozoitos de E. dispar que posteriormente serian

empleados en muestras en contacto con fibronectina.
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Finalmente se realizé un analisis cuantitativo del promedio de la intensidad de
fluorescencia correspondiente a la presencia del anticuerpo 3C10 emitida por pixel de 300

trofozoitos de cada grupo mediante el software Zen Blue Edition.

Los resultados mostraron una clara luminiscencia del receptor a fibronectina en el
caso de E. histolytica (color blanco), y una marca menos abundante en E. dispar.
Particularmente dentro del grupo de interaccion se observd una poblacién con marca
homogénea del anticuerpo 3C10 en todos los trofozoitos observados, incluyendo
trofozoitos marcados con la solucidon de tefiido Vybrant Dio Cell, correspondientes a la
especie E. dispar (Figura 9A; Flechas blancas). Dicho marcaje fue observado tanto en la

membrana celular de los trofozoitos, como en vesiculas en el interior de éstos (color verde).

Asi mismo, en las muestras que fueron tratadas con fibronectina, se observé el
mismo fenédmeno. En el grupo control de E. histolytica se observé un marcaje visible del
anticuerpo 3C10 observado en la membrana plasmatica de cada uno de los trofozoitos, asi
como en vesiculas bien delimitadas por este anticuerpo, observadas dentro del citoplasma;
La intensidad de la marca fue mds evidente en presencia de FN en comparacién con la

condicién de vidrio.

Caso contrario con el grupo control de E. dispar, el cual mostré una presencia difusa
del anticuerpo 3C10 a pesar de encontrarse en contacto con el sustrato antes mencionado.
Adicionalmente, en el grupo de interaccidn en contacto con fibronectina fue apreciada la
presencia del marcaje del receptor a Fibronectina tanto en la membrana plasmatica como
en el citoplasma de todos los trofozoitos observados en el campo, incluyendo trofozoitos
marcados con el reactivo Vybrant Dio cell (color verde) correspondientes a E. dispar, que
ademds de mostrar una notable presencia del receptor a fibronectina (color blanco),
también se observaron con un incremento de tamafio incluso mas que algunos trofozoitos

de E. histolytica (Figura 9B; flechas blancas).

Asimismo, se realizd la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
correspondiente a la marca del anticuerpo 3C10 (dirigido al receptor a fibronectina) en

donde se reportd una evidente diferencia de la expresion entre los tres grupos de estudio
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en condiciones de vidrio; obteniendo una diferencia significativa (P<0.001) en la expresion
del receptor a fibronectina en el grupo de E. dispar con respecto a los grupos E. histolytica
e Interaccion; asimismo también se observo diferencia significativa entre estos dos ultimos
grupos (P<0.001), siendo el grupo control de E. histolytica el que presentd una
cuantificacién mas alta de la presencia de este receptor, no obstante se sugiere que el grupo
de interaccidn alcanzé una homogeneidad de intensidad de fluorescencia para llegar a un

equilibrio en la expresion de este receptor en ambas especies. (Figura 10A).

Dentro de la cuantificacion realizada a los grupos de estudio en la condicién de
fibronectina, nuevamente se reportd una mayor intensidad en el grupo control E. histolytica
en comparacién con los otros grupos, no obstante, el grupo de interaccidon reporté un
notable aumento en la cuantificacién de la presencia de este receptor en contraste con la
condicidn de vidrio, debido a que los niveles de intensidad de fluorescencia se reportaron
casi tan altos con lo reportado por el grupo control E. histolytica siendo tal que entre estos
dos grupos no se reporté una diferencia estadisticamente significativa (condicion

fibronectina); Figura 10B.

Reestructuracion de actina entre especies

Trabajos previos en nuestro laboratorio han reportado que la adhesién de
trofozoitos de E. histolytica al sustrato de la matriz extracelular, fibronectina, es capaz de
desencadenar vias de sefializacidon que ocasionan una reestructuracién del citoesqueleto de

actina originando la degradacion de esta proteina (Talamds-Rohana y Meza 1988).

Anteriormente trabajos realizados por Talamas-Lara y col., 2015, reportan que E.
histolytica presenta una polimerizacién de actina orientada hacia el sustrato al que se
adhiere, esto debido a su caracteristica naturaleza invasiva, mientras que E. dispar muestra
una mayor polimerizacién de actina, sin embargo esta se observa distribuida en el volumen

citoplasmatico; ya que de igual manera, se ha reportado que esta especie posee una menor
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capacidad de adhesion (Talamas-Lara y col. 2020), ademds de la ausencia del receptor a

fibronectina (Sengupta y col. 2009).

Considerando todo lo anterior se realizé un marcaje de la polimerizacién de actina
de cada uno de los grupos anteriormente mencionados (E. histolytica, E. dispar e
Interaccidn) en condiciones de vidrio y fibronectina; nuevamente realizando el marcaje

previo de trofozoitos de E. dispar mediante Vybrant Dio Cell.

Finalmente se realizé un analisis cuantitativo del promedio de la intensidad de
fluorescencia correspondiente a la polimerizacién de actina emitida por pixel de 300

trofozoitos de cada grupo mediante el software Zen Blue Edition.

En condiciones de vidrio fueron observadas diferencias en la organizacién del
citoesqueleto de actina. E. histolytica mostré una polimerizacién de forma definida, en
evidentes estructuras como bocas fagociticas, placas de adhesion, fibras de estrés y puntos
de nucleacién, mientras que E. dispar mostré una polimerizacién principalmente
citoplasmatica. Finalmente, el grupo de Interaccidén evidencié una polimerizacién tanto
citoplasmdtica, como en estructuras especializadas como placas de adhesién (Figura 9A-

Actina polimerizada).

Adicionalmente se realizd la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
correspondiente a la actina polimerizada de cada grupo, en donde se observé una mayor
polimerizacién de actina en el grupo de E. dispar en comparacidon con el grupo de E.
histolytica, reportando una significancia de P<0.001; y una significancia de P<0.01 respecto

E. histolytica con el grupo de interaccion. Datos reportados en la figura 11.

Con respecto a los grupos expuestos a la condicién de fibronectina, fue evidente una
mayor polimerizacidn de actina tanto en el grupo de interaccién, como en el grupo control
E. histolytica, sin embargo, esta se observd con mayor definicidn en estructuras
especializadas orientadas hacia el sustrato; en el grupo de E. dispar nuevamente se observo
una clara polimerizacién de actina de forma citoplasmatica cortical, (Figura 9B-Actina

polimerizada).
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En cuanto a la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia, se observd un
aumento en la polimerizacidn de actina de ambos grupos control, no obstante, el grupo de
interaccidn mostrd una disminucion en la cantidad de actina polimerizada en contraste con

este mismo grupo en la condicién de vidrio; Figura 11.
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E. histolytica

E. dispar

. r

Interaccion

(E.h. + E.d.)

Actina
polimerizada

Figura 9. Grupos control (E. dispar y E. histolytica) y grupo problema (Interaccién) en condiciones
de vidrio (A) fibronectina (B). Se inmunomarcé al B1EAFNR (blanco) con suero anti-B1EhFNR (1:50)
y un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 647 (1: 100). Marcador de membrana
Vybrant Dio cell empleado tGnicamente para la tincion de E. dispar (verde); actina polimerizada
(rojo), nucleos celulares marcados con Hoechst (azul) El grupo problema de Interaccion muestra
trofozoitos marcados con Vybrant Dio Cell que a su vez presentan un evidente inmunomarcaje de

B1EhFNR a diferencia del grupo control (flechas blancas). Barra de escala = 10 um.
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Figura 11. Cuantificacién de intensidad de fluorescencia correspondiente a la polimerizacién de

actina en condiciones de vidrio (A) y fibronectina (B). UA = Unidades arbitrarias.
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Anilisis bioinformatico de la lectina Gal/GalNAc en E. histolytica y sus respectivos
homdlogos en E. dispar.

La Bioinformatica es una herramienta que emplea diferentes técnicas, tanto
computacionales, estadisticas y matematicas para el anadlisis y generacion de datos
biolégicos. A continuacidon, se describe el andlisis “in silico” de las subunidades que

componen la lectina Gal/Gal/NAc.

Subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc (Hgl)

De la base de datos NCBI, se obtuvo la secuencia de esta subunidad identificada en
la especie E. histolytica (Secuencia de referencia NCBI: XP_656181.1), y posteriormente,
mediante el uso de BLAST fueron seleccionadas diversas proteinas candidatas a proteinas
homodlogas en la especie E. dispar; dichas secuencias se analizaron en diferentes programas
online, obteniendo el alineamiento pareado y multiple de las secuencias, identificacidn de
dominios conservados y funcionales, prediccién de estructuras terciarias, asi como el

analisis de interactomas.

Al realizar el BLAST se seleccionaron dos proteinas debido a su porcentaje de
identidad y cobertura de secuencia: una proteina precursora de lectina de superficie de 170
kDa (Secuencia de referencia NCBI: XP_001734535.1), y la subunidad pesada de la lectina
Gal/GalNAc (GenBank: AAB50229.1), ambas en E. dispar.

Posteriormente se realizé un alineamiento pareado en el servidor EMBOSS Needle
entre la secuencia de E. histolytica y su respectivo homélogo en E. dispar, mostrandose el
porcentaje de similitud e identidad de ambas secuencias en la Figura 14 y sus respectivos

alineamientos en las figuras subsecuentes (Fig. 15).
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Organismo Nombre % identidad % similitud
E. dispar Precursor de 88.0% 92.8%
lectina de
superficie de 170
kDa
E. dispar Subunidad pesada 76.0% 80.5%
de la lectina
Gal/GalNAc
Figura 14. Porcentaje de identidad y similitud obtenida a través del servidor EMBOSS
Needle de Hgl de E. dispar con respecto a Hgl de E. histolytica. La identidad es el
porcentaje de coincidencias de los mismos aa entre las dos secuencias alineadas, mientras

que la similitud es el porcentaje de aa que tienen caracteristicas fisicoquimicas similares.
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Figura 15. Alineamiento pareado de las proteinas Hgl en MUSCLE. Cada color representa
una propiedad del aminoacido; rojo: aminoacidos con cadena lateral hidrofébica, azul:

acidos (acido glutamico y acido aspartico), rosa: basicos, y verde: aminoacidos que en la

U0
*

cadena lateral tienen un grupo hidroxilo, sulfhidrilo o amino. El simbolo indica la

“,n

posicion de aminoacidos conservados, indica la conservacion entre grupos de

“n

propiedades muy similares y por ultimo “.” se refiere a la conservacidn entre grupos de

propiedades débilmente similares.

Posteriormente se realizé la prediccion de estructuras terciarias de cada una de las

proteinas para ambas especies (Figura 16).

Figura 16. Prediccion de las estructuras terciarias de la subunidad pesada de la lectina

Gal/GalNAc. a) subunidad pesada de lectina Gal / GalNAc (E. histolytica), b) Precursor de
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lectina de superficie de 170 kDa (E. dispar), c) Subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc
(E. dispar).

Estas secuencias fueron empleadas en un formato PDB para realizar la superposiciéon
de estructuras en el software USCF Chimera. Los resultados reportaron un alineamiento
tridimensional mas adecuado entre la subunidad pesada de lectina Gal / GalNAc E.

histolytica y la subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc E. dispar; Figura 16 b.

Figura 16. Superposicion en USCF Chimera de las Hgl: a) Subunidad pesada de lectina Gal
/ GalNAc -E. histolytica (rojo) y precursor de la lectina de superficie de 170 kDa-E. dispar
(azul), b) Subunidad pesada de lectina Gal / GalNAc E. histolytica (rojo) y Subunidad
pesada de la lectina Gal/GalNAc -E. dispar (azul). En la imagen se observa en color verde

la regidon en donde ambas proteinas se superponen.
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Finalmente, se generd el interactoma de cada una de las proteinas mediante el
programa String 2.0, donde se observd a la subunidad pesada de E. histolytica
interactuando tanto con la subunidad ligera, como con la subunidad intermedia 1y 2 (Fig.
17). Por otro lado, en el interactoma de la subunidad pesada de E. dispar, se observd que
ésta interacciona con proteinas putativas de la subunidad ligera y algunas proteinas con
repetidos tipo furina (Fig. 18). Los repetidos de furina son homologos a la superfamilia de
dominios ricos en cisteina del receptor del factor de crecimiento; la regidn rica en cisteina
similar a la furina se ha encontrado en una variedad de proteinas de eucariotas que estan
involucradas en el mecanismo de transduccién de sefiales por los receptores tirosina
quinasas, que implica la agregacién del receptor (Raz, Schetjer, y Shilo 1991; Wang vy col.

2013; Xu y col. 2015).

Lectina inhibible de galactosa,

/' putativo Subunidad pequefia de
EHI 058330 lectina inhibible por galactosa,
Lectina Igl1 Gal / GalNAc R - putativo
| - EHI_159870
AEHLDUGQE/_\
v

(

EHI_065330
8EH1_035'39“ —_— Subunidad de 35 kDa de lectina

Subunidad ligera de Subunidad de lectina Gal /
lectina Gal / GalNAC {_\EHI_MB?gn / GalNAc Igl2
A

Subunidad de luz de M mag\u_/ inhibible por galactosa; Lectina
adhesina especifica de N gue se une a la galactosa
galactosa, putativa W/
EHI_012270 Subunidad pesada de
- lectina Gal / GalNAc
/ . . .
/ EHI 000260 Proteina que contiene un motivo de
,/ - reconocimiento para ARN
Proteina similar a ‘ o/
P53;putativa /_\EH\_DENZD
& EHI_190440 GTPasa de |la familia Rho; Pertenece
a la superfamilia de las GTPasas
o pequefias de la. familia Rho

Figura 17. Interactoma de la subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc de E. histolytica en

STRING 2.0
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Factor de replicacién C subunidad XP_001741318.1 PertenechaPIa familia

grande, putativo; (EDI_036790A)

@

ﬂxp_om 7394541
| -, Lectina de superficie de 170 kDa,
putativo; (EDI_213670A) {1284 aa)

Subunidad de lectina de 170 kDa

XP 0017345351 inhibible por galactosa,
- putativo; (EDI_123980A)

KP_001740554.1

Subunidad de lectina de 35 kDa inhibible por ><F;' 001 7‘364291 e Subunidad de lectina de 35 kDa inhibible
galactosa, putativo; (EDI_131690A) - y nxp_om 7393264 por galactosa, putativo; (EDI_213170A)
\".( D ¥P_001735718m
5:b;;:dad de 'fﬂina de 35 kDa ‘ A 00'1 L 6 XY Subunidad de lectina de 35 kDa inhibible
inhibible por galactosa, putativo; -0 . XP_001734492.1 por galactosa, putativo; (EDI_131690A)
(EDI_071530A) =X [N\ jﬂ = =
) ? 73

J % 001735489 XP_001735646.1 —— Subunidad de lectina de 35 kDa inhibible por

Proteina que contiene repetidos tipo furina, galactosa, putativo; (EDI_352500A)
putativo; (EDI_244250A) \ /

Figura 18. Interactoma del precursor de la subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc de

E. dispar en STRING 2.0.

Subunidad ligera de la lectina Gal/GalNAc (Lgl)

En cuanto al analisis de la Subunidad ligera de lectina Gal / GalNAc de E. histolytica
(GenBank: EAL52074.1). Al realizar el BLAST se selecciond una proteina debido a su
porcentaje de identidad y cobertura de secuencia: una proteina precursora de la subunidad
de 35 kDa de la lectina de superficie en E. dispar (Secuencia de referencia NCBI:
XP_001739326.1).

Posteriormente se realizd un alineamiento pareado en el servidor EMBOSS Needle
entre la secuencia de E. histolytica y su respectivo homélogo en E. dispar, mostrandose el
porcentaje de similitud e identidad en la Figura 19 y su respectivo alineamiento en la figura

siguiente (Fig. 20).
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Organismo Nombre % identidad % similitud
E. dispar Precursor de 78.3% 85.7%
lectina de
superficie de 35
kDa

Figura 19. Porcentaje de identidad y similitud obtenido a través del servidor EMBOSS
Needle de Lgl de E. dispar con respecto a Lgl de E. histolytica. La identidad es el porcentaje
de coincidencias de los mismos aa entre las dos secuencias alineadas, mientras que la

similitud es el porcentaje de aa que tienen caracteristicas fisicoquimicas similares.

Lgl (E. histolytica) vs Precursor a la lectina de 35 kDa (E. dispar)

subunidad MITLFLLIWySTADTSDGRNQLSEE YFYGMONEN TEF DHDF TSDWN ST IQKF AESGYWFS
KP_BA17I532E.1 MISLFLLISWAFYH ATDSSQG W- ENPHGEYNEQ ANFGE AFDES N ST M) R RESG WF S
dkadkiokiok sx weekxox ckedekkek R seak x ok ok kolokkak e kookkkskk
subunidad AN ENWEAKCE TCCRMIFASOYNYE TQREQF TTODODYEG TTRYWHMDMEF DOK R.SYRFYTIG
KP_BA17I532E.1 ANQENWRAKCETCCRMIFASDHN K THEQF TN ADDYRGDTRYWHDMEF DDK R.SWRTIG
she bk ok ok seksokdokkdokdsobdokk s ook
subunidad NYEQNILLEFLEMGHNELGFFEFAF KM TSFAIFERVHOIRGGAIRGATL ITWEEAPLD
KP_BA17I532E.1 QEQNILLRPLEMGNELQFFEF AP EMYTSFSIPRRYHDIRGG ANRGATL ITWME K APLD
subunidad PG THHNQEF Y Y HFYFTS Y- QN SHQ NEWE DvPREHFYL FFSNNNL O AK SEGEERSTWTG
KP_BA17I532E.1 PG THHQEF W WHPYE TEWLE SE THEWP S SEHFvL PF SSHNLCN’Q Ak SEGQQ RETWTG
I I T T =
subunidad NAHLELAN- S IEAASCYANEFRD IF IFYFA
KP_BA17I532E.1 NAHLTTTSTSQ IEAASCYANERRD IFIPYFA

btk

Figura 20. Alineamiento pareado de las proteinas Lgl en MUSCLE. Cada color representa
una propiedad del aminoacido; rojo: aminoacidos con cadena lateral hidrofdbica, azul:
acidos (acido glutamico y acido aspartico), rosa: basicos, y verde: aminoacidos que en la
cadena lateral tienen un grupo hidroxilo, sulfhidrilo o amino. El simbolo “*” indica la

“w.n

posicion de aminoacidos conservados, indica la conservacion entre grupos de

a“n
.

propiedades muy similares y por ultimo “.” se refiere a la conservacion entre grupos de

propiedades débilmente similares.
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Consecutivamente se realizé la prediccion de estructuras terciarias de las proteinas

en ambas especies (Figura 21).

Figura 21. Prediccion de las estructuras terciarias de la subunidad pesada de la lectina
Gal/GalNAc. a) subunidad ligera de lectina Gal / GalNAc (E. histolytica), b) precursor de la

subunidad de 35 kDa de la lectina de superficie (dispar).

Finalmente se realizé la superposicién de estructuras en el software USCF Chimera.
Los resultados demostraron que, a pesar de ser proteinas con un moderado porcentaje de
similitud, dentro de la superposicidn en arreglo tridimensional ambas proteinas no

coinciden a lo largo de la secuencia (Figura 22).
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Figura 22. Superposicion en USCF Chimera de Lgl subunidad pesada de lectina Gal /
GalNAc E. histolytica (rojo) y el precursor de la subunidad de 35 kDa de la lectina de
superficie E. dispar (azul). Se observa en color verde la region en donde ambas proteinas

se superponen.

Por ultimo, se generd el interactoma de las proteinas mediante el programa String
2.0. Se identifico al igual que la subunidad ligera de 35 kDa de E.histolytica (Fig. 23), que el
precursor de la subunidad ligera de 35 kDa de E. dispar, también interactta con la subunidad
pesada de la misma lectina correspondiente a la estructuracién reportada de la lectina
Gal/GalNAc; asimismo se encontré que tiene la capacidad de interactuar con una proteina

que contiene repetidos tipo furina (Fig.24).
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Cisteina proteasa 9; Cisteina
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Cisteina proteasa 8; Cisteina EHI_039610
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Lectina de superficie de 170 kDa
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w EHI. EIDEEIBDU
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EHI_077500
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EHI_151440

R
L

EHI_133900

Cisteina proteinasa,
putativa; Pertenece a la familia
de las peptidasas C1

Subunidad ligera de
lectina Gal / GalNAg

Cisteina proteasa 10; Cisteina proteinasa,
putativa; Pertenece a la familia de las
/ peptidasas C1

EHI_096740

e

Subunidad de adhesina 170kD
especifica de galactosa, putativo

EHI_042370

Lectina Igl1 Gal / GalNAc

Subunidad de 170 kDa de lectina
inhibible por galactosa; Lectina
que se une a la galactosa

Figura 23. Interactoma de la subunidad ligera de la lectina Gal/GalNAc de E. histolytica en

STRING 2.0

Subunidad de lectina de 35 kDa
inhibible por galactosa, putativo

Subunidad de lectina de 35 kDa

Lectina de superficie de 7

170 kDa, putativo;
(EDI_213670)

EDI 213670 EDI_213170

N

EDI_023210 {
=z N\ AL \\
#\7[:\*** “?\\\hsm_mm

inhibible por galactosa, putatlw,__——-' EDI 071530 [

Proteina no caracterizada

N
JEDI 325130*g/ EDI_131690

'm xzxﬁ

A EDI 352500 —

" 5??—?6

Proteina que contiene repetidos tipo

furina, putativo

EDI_016660 —*

Proteina fosfatasa 1L,
putativa; (EDI_016660A)

Subunidad de 35 kDa de
lectina inhibible por
galactosa

Proteina que contiene repetidos tipo furina,
putativo; (EDI_276450A)

Subunidad de 170 kDa de lectina inhibible por
galactosa, putativo

Subunidad de lectina de 35 kDa inhibible por
galactosa, putativo

Subunidad de lectina de 35 kDa
inhibible por galactosa, putativo;
(EDI_352500A)

Figura 24. Interactoma de la subunidad ligera de la lectina Gal/GalNAc de E. dispar en

STRING 2.0
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Subunidad intermedia de la lectina Gal/GalNAc (Igl1 e Igl2)

Subunidad intermedia de la lectina Gal/GalNAc (Igl1)

Una vez localizada la secuencia de la Subunidad Intermedia 1 en E. histolytica
(GenBank: GAT94658.1). Al realizar el BLAST se selecciond una proteina debido a su
porcentaje de identidad y cobertura de secuencia. Se selecciond una proteina que contiene
repetidos tipofurina (Secuencia de referencia NCBI: XP_001736429.1) y la subunidad
intermedia parcial de la lectina inhibible por galactosa 1 (E. dispar) (GenBank: BAF93873.1).

Posteriormente se realizd un alineamiento pareado en el servidor EMBOSS Needle
entre la secuencia de E. histolytica y su respectivo homdlogo en E. dispar, mostrandose los
porcentajes de similitud e identidad en la Figura 25 y sus respectivos alineamientos en las

figuras siguientes (Fig. 26)

Organismo Nombre % identidad % similitud
E. dispar Proteina que 76.5% 87.0%
contiene repetidos
tipo furina
E. dispar Subunidad 75.0% 84.9 %
intermedia parcial
de la lectina
inhibible por

galactosa 1

Figura 25 Porcentaje de identidad y similitud obtenida a través del servidor EMBOSS
Needle de Igll de E. dispar con respecto a Igll parcial y proteina que contiene repetidos
tipo furina de E. histolytica. La identidad es el porcentaje de coincidencias de los mismos
aa entre las dos secuencias alineadas, mientras que la similitud es el porcentaje de aa que

tienen caracteristicas fisicoquimicas similares.
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A proteina que contiene repetidos tipo Furina B subunidad parcial intermedia de la lectina

(E. dispar). inhibible por galactosa 1 (E. dispar).
GAT94658.1 MFILLLFISISLGDYTADKLIGGKEPREAVPHCASYSNGACTSCDTGYELTT- TGNNKTC GAT94658.1 MFILLLFISISLGDYTADKLIGGKEPREAVPHCASYSNGACTSCOTGYELTT- TGNNKTC
XP_00173€429.1 MFIILLFISISLGEYK aukanqepnravpu(asvsncacrscnvﬁvﬂsqossumr( BAF93873.1 - --GEYK um‘Lxrmeppmvpn(asvsuaaascDVGYELssnssuTQ; C

e e e e

GAT34658.1 TLKEDMCK TAFSYYDK TNSTNPK C TYCUNGKE YN TSSHSGNDK CVCKNNYNICESCLLMK GAT34658.1 TLKEDMCK TAF SYYDK TNSTNPKC TYCYNGKEVN TSSHSGNDK CVCKNNYNICESCLLMK
XP_081736429.1 TLKQDICK TTFSYYDNSNASSPKCVYCENGKEANTPPNSNSEKC TCKNGVDNCDTCLSKD BAF93873.1 TLKQDICK TTFSYYDNSNASSPKCVYCENGKEAN TPPNSNSEKC TCKNGYDNCDTCLSKD
e S e e ook 32 okoks Hokohoboks < e+ KK 0K KKK, Kok 2K | 30K KKK ke ke sk

GAT4658.1 D- SKCGECTIIGMSTTVDG - SKLCDNATTEDHAENCYGLLASSTSSK TCDKCFGMYSLOGG GAT94658.1 D- SKCGECTIIGMSTTVDG - SKLCDNATTEDHAENCYGLLASSTSSK TCOK CFGMYSLQGG
XP_001736429.1 SGTY(EE(IIGMSTTHYGSSI’G(DMATTDDNAEH(IGLLASTTSSVT(DV(FGHYTLENG BAF93873.1 SGTKCEECTIGMSTTNTGSSKGCDNATTDDHAENC IGLLASTTSSK T(nx(sawm_sua
P SRR A 3 RoAAAAK s HoRAAK 3 AAAAAAAARAK o s K AR okkbiokiok K ok ok Hokoiotok s AokRokk s ARk Sohok ks s K

GAT94658.1 KCTQKNDKINKCILQVENSCNQCADGYSLSTDKKSCHKFPEHCSKINGNQCL TCHEGYYL GAT4658.1 KCTQKNDK INKCILQVENSCNQCADGYSLSTDKK SCNKFPEHCSKINGNQCL TCMEGYYL
XP_801736429.1 KCTKKNEKISNCILQYVNDCNQCADGYYINAEKK - C TKYPDHC SKMNGNQCSTCMEGYYL BAF93873.1 KCTKKNEKISNCILQVVNDCNQCADGYYINAEKK - CTKYPDHCSKMNGNQCSTCHEGYYL
oicaies dees sk o skl ok ojololololoiol o e ool ks ke Nalofok s sofalolol alolololofolol Aokl s ok s ok s dekokoboR ok otolofolobkok o g kg AoRRoK g oRoRoRoR R AKAOK K

GAT34658.1 SKTDSKCTICTVDNPNNL SEGNECSIYNAEHCTSCNKRCTYSDGVCVKNHCRLFSPTEEN GATH4658.1 SKTDSKC TICTVONPNNL SEGNECSTYNAEHC TSCNKRC TVSDGVCVKNHCRLFSPTEEN
XP_001736429.1 K- - DSKCNVC TIDNPNNL SEGNECSTYNTEHC TSCNKRC TYSGGF C TKNHCRLFSLTEEN BAF93873.1 K- - DSKCNVC TIDNPNNL SEGNECSTYNTEHC TSCNKRC TVSGGFC TKNHCRLFSL TEEN

sneedt Lathonensnssssassnnsbnonaauannone i AR coeenaadh anas AR | 3 ok s HAAAAAAAAAAAAAAN 3 HAAAAAAAAAAAK e HAAAAAAN HoAAO

GAT4658.1 KCTKCDNGYFL TTSG TCSPNLYDGFK TANRTECENGYYLEKDGDKKRCSLCPOPFTECLT  GATS4658.1 KCTKCDNGYFLTTSGTCSPNLYDGFK TANRTECENG Y YL EKDGDKKRCSLCPOPFTECLT
XP_081736429.1 KCAKCDNGYFL TTEGKCSPNLYDGF TTSAK TECQPGYYLEKDGENKRCSLCPDPF TECLT BAF93873.1 KCAKCDIG L TTEGKCSPHL YDGF TTSAKTECGRG 1YL EXDSENKKCSL CPOPFTECLT
ok g Hoooroloforok K lofoloktorolotor e | iokoks lotokololatolok s 3 HokooiotoR okl Aok AARAARAAAK K ARk Ky ook ARk s+ AR A
GAT94658.1 SKTPYPGKLNLRSSHL TSTDGPCKLPGCLLCSDDDTICYKCENGL TLNGTHONFDTESY GAT94658.1 SKTPVPGKLNLRSSHL TSTDGPCKLPGCLLCSDDDTICYKCENGL TLNG THCYNFDTKSY
XP_001736429.1 SKTPVPGKLNIKNSHL TSTIGPCKLPGCL SCSDDDTICYKCENGLTLKG THCYNTIINDY BAF93873.1 SKTPVPGKLNIKNSHL TSTIGPCKL PGCL SCSDDOTICYKCENGL TLKG THCYNTIINDY
Aok s | okootolok soltolotofofolol solooioitorloooioRolbok  oklokobok 3k T e A e A T .
GAT94658.1 LGTSGNNHQUCKMRGYDQYEQYLNAFKASDNTYYCPLKDLYLPYYFSVTKGTSD-NTITT  gaTadess.1 LG TSGNNHQVCKMRG YD YEQYLNAFK ASDNTYYCPLKDLYLFYYF SVTKGTSD- NTITT
XP_B01736429.1 LGISGKNHKYCKMRGYNQFEQYLNAFKASDNTYYCPLTDLFLPYYFNVTKNSKDMSKITI BAF93873.1 LGISGKNHKVCKMRGYNQFEQYLNAFKASDN TYYCPL TDLFLPYYFNVTKNSKDMSKITI
rivgreip bt e et to M g i b indatinbigy i b it crsisblbaviodfe i bisig bl g
GAT94658.1 GCUGQLRNVSNDCECNDKHIPTSIOKASDCYSITTKLPSCERTANGNICTQCPUGSHVGK GATS4658.1 GCUGQLRNVSNDCECNDKHIPTSIDKASDCVSTTTKL PSCERTANGNIC TQCPVGSHUGK
XP_001736429.1 GCYGK SRDVKNDCECEAKYIPTSIDKSSDCYSTATKLPSCERAANENICTQCPVGSHVGS BAF93873.1 GCUGK SROVCNDCECEAKYIP TSTOKSSOCVSTATKL PSCERAANENTC TOCPUGSHGS
Wolcloks kg NI s AR s R SR B o Weok AR s ks AR 3 KRRk s ARk 3 HOK HSRORAAAOAOA AR A
GAT94658.1 DGKCSCGDANYFDKDNVCKKCPASCSSCSYDSSK SKVVCSECYENTQGYTTRNKENECAC GATS4658.1 DGKCSCGDAHYF DK DNVCKK CPASCSSCSYDSSK SKVVCSECYENTOGVTTRNKENECAC
XP_001736429.1 DGKCSCGDGHYFDKDNTCKK CPDSCSSCALDSTKNNVIC TSCYENTQGYT TRDKDKK CAC BAF93873.2 K CSCGDGH DK TCHKCPDSCSCS DSTUMIVICTSCENTHSUTTROKDIKCAC
NI, Woloimioion , Soiiicl ety M e AR AR AN A AARAAAAN 3 K FAAAAAAAAA N 3 iy ok
5‘;‘3;%2-6329 i I’”’gaz“"":gg” ‘S“QL"""““E“flsg“’"Lg‘g"s"g"ﬁg’l"c“TQ( GAT94658.1 INDGYKEGPNAEDKKK SCAQLNNNCKKEGK YEISDGFVTCLDCDDSAYIVG SQUGAC TQC
X % VSNDYKEGPNEEDKKK SCAQLNKNCKNEGKYE ISDGYVTCLDCDNPAYIVG SQISACTOC -
o Tt wernt. Erve oo, ror Ko ron A e] rororen] orre | BAFITIL VSNDYKEGPNEEDKKKSCAQLNKNCKNEGKYEISDGWTCLOCNPAYIVGSRISACTOC
%ngfigé&s i g::::;gigmietgg:‘?m:g:E;Qgg::iﬂg:gz:gt;ﬁ;; EI‘E’S g:: GATS4658.1 SPNAFKDENNKCQLCSTKQSOYGHC ARC SATACITCEDINL ILTGEKP- - - CTVCKDGFY
& . bl e UL b Sl Dyt gl P L el BAF93873.1 SPAAYRA-GNECVLCSTKQAFGHC SSCSATACL TCEDNNL IL TASGSQC TECKDGFY
GAT94658.1 QIENATOGYYCSPCPAKCK TCKYNTTSKKVECUTCTEQRLKDIKAPECACPTGTVQLENG PROGEE Y ZENATOGVYCSPCPAKCKTCRYNTTSKKVECVTCTEGRLKDIXAPECACPTG TVOLENG
XP_081736429.1 KIENPTOGVYCSPCPAKCKTCKYNTPTKKTECL TCTDTTSODIKAPECACPKETVOLENG A ?Isunmmspcmm JORNTATRETECLTC mqnsqon.aps:nm ETQLENG
rrigir it ; o R e N AT TECh T AP
GAT94658.1 TCQSCSDLSKYPGCKK TDSCNVDSRTGF TYATEC SDGF SGRSPYSNC TTCTKSNYYPKEG GATOM€E6.1 TCQSCSDL SKYPGCKKTDSCNVDSRTGF TYATECSDGF SGRSPYSNC TTCTKSNYYPKEG
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Figura 26. Alineamiento pareado de las proteinas Igl1 en MUSCLE. A) Alineamiento de Igl1
de E. histolytica vs Proteina que contiene repetidos tipo furina de E. dispar. B)
Alineamiento de Igl1 de E. histolytica vs Igll parcial E. dispar. Cada color representa una
propiedad del aminoacido; rojo: aminoacidos con cadena lateral hidrofébica, azul: acidos
(acido glutamico y acido aspartico), rosa: basicos, y verde: aminodacidos que en la cadena
lateral tienen un grupo hidroxilo, sulfhidrilo o amino. El simbolo “*” indica la posicion de

ll ”n

aminoacidos conservados, indica la conservacion entre grupos de propiedades muy

ll »

similares y por ultimo se refiere a la conservacion entre grupos de propiedades

débilmente similares.
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Posteriormente se realizé la prediccidn de estructuras terciarias de cada una de las

proteinas para ambas especies (Figura 27).

Figura 27. Prediccion de las estructuras terciarias de la subunidad intermedia 1 de la
lectina Gal/GalNAc. a) Subunidad intermedia 1 de lectina Gal / GalNAc (E. histolytica), b)
Proteina que contiene repetidos tipo furina (E. dispar), c) Subunidad intermedia parcial

de la lectina Gal/GalNAc (E. dispar).

Posteriormente se realizd la superposicion de estructuras en el sofware USCF

Chimera (Figura 28).
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Figura 28. Superposicidon en USCF Chimera de las Igl: a) Subunidad intermedia 1 de lectina
Gal / GalNAc E. histolytica (rojo) y proteina que contiene repetidos tipo furina E. dispar
(azul), b) Subunidad intermedia 1 de lectina Gal / GalNAc E. histolytica (rojo) y precursor
de la subunidad intermedia 1 de la lectina Gal/GalNAc -E. dispar (azul). En la imagen se

observa en color verde la region en donde ambas proteinas se superponen.

Finalmente, se generd el interactoma de cada una de las proteinas mediante el
programa String 2.0. Se encontré que la Igll de E. histolytica posee la capacidad de
interactuar con las demas subunidades que conforman a la lectina Gal/GalNAc (Fig. 29),
mientras que en la Igl de E. dispar no se encontrd un interactoma ya reportado, sin
embargo, para el caso de la proteina con repetidos tipo furina si fue posible generar un
interactoma, reportando la capacidad de interactuar tanto con proteinas putativas de la
subunidad pesada, ligera, asi como con otra proteina que contiene repetidos tipo furina

(Fig. 30).
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Subunidad de 170 kDa de lectina inhibible
Proteina no caracterizada « EHI_059870 por galactosa; Lectina que se une a la
galactosa

EHI_133800

Subunidad de lectina Gal / GalNAc
Subunidad de 35 kDa de lectina Subunidad de lectina Gal / GalNAc Igl2

\
inhibible por galactosa; Lectina que s¢ EH|_035590\\ EHI_006980

une a galactosa oy \ . EHI_065320 = Proteina de choque térmico
. P . Sy 6 70, putativo
Subunidad pequefia de lectina
b EHILTSS8T0 = ibible por galactosa, putativo
Lectina de superficie de 170 <« EH|_012270
kDa
Subunidad de adhesina 170kD 045370

2 : 3 EHI_058330 EHI_D46650 Subunidad pesada de lectina Gal /
fica d lactosa, putati y :
especifica de galactosa, putativo 6 6/ ﬂ s i

/

Lectina inhibible de galactosa,
putativo

Figura 29. Interactoma de la subunidad intermedia 1 de la lectina Gal/GalNAc de E.

histolytica en STRING 2.0

Lectina de superficie de 170 kDa,
putativo; (EDI_213670A) Subunidad de lectina de 170 kDa inhibible
por galactosa, putativo; (EDI_123980A)

/

/
Proteina que contiene repetidos tipo me_nm 7345351 / Subunidad de lectina de 35 kDa
furina, putativo; (EDI_276450A) inhibible por galactosa
XP_001740554.1 POL g 4
- putativo; (EDI_071530A)
3 Subunidad de lectina de 35 kDa inhibible por
CZ::L?;’:;;‘(; XP_001739326.1 galactosa, putativo; (EDI_213170A)

XP. 0017402071

o

Proteina que contiene repetldos
tipo furina,
putativo; (EDI_244250A)
{1106 aa)

Proteina no caracterizada

Subunidad de lectina de 35 kDa
inhibible por galactosa, putativo;
(EDI_131690A)

Subunidad de lectina de 35 kDa inhibible
por galactosa, putativo; (EDI_352500A)

Figura 30. Interactoma de la proteina que contiene repetidos tipo furina E. dispar en

STRING 2.0
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Subunidad intermedia de la lectina Gal/GalNAc (Igl2)

Una vez encontradala secuencia de la Subunidad Intermedia 2 en E. histolytica
(GenBank: EAL47008.1). Al realizar el BLAST se selecciond una proteina debido a su
porcentaje de identidad y cobertura de secuencia que contiene repetidos tipo furina
(Secuencia de referencia NCBI: XP_001736429.1) y la subunidad intermedia parcial de la
lectina inhibible por galactosa 2 (E. dispar) (GenBank: BAF93872.1).

Posteriormente se realizd un alineamiento pareado en el servidor EMBOSS Needle
entre la secuencia de E. histolytica y su respectivo homdlogo en E. dispar, mostrandose los
porcentajes de similitud e identidad en la Figura 31 y sus respectivos alineamientos en las

figuras siguientes (Fig. 32).

Organismo Nombre % identidad % similitud
E. dispar Proteina que 75.7 % 86.2 %
contiene repetidos
tipo furina
E. dispar Subunidad 75.7% 86.2 %
intermedia parcial
de la lectina
inhibible por

galactosa 2

Figura 31 Porcentaje de identidad y similitud de Igl2 obtenido a través de EMBOSS Needle
de E. dispar con respecto a Igl2 parcial y proteina que contiene repetidos tipo furina de E.
histolytica. La identidad es el porcentaje de coincidencias de los mismos aa entre las dos
secuencias alineadas, mientras que la similitud es el porcentaje de aa que tienen

caracteristicas fisicoquimicas similares.
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A Proteina que contiene repetidos tipo Furina B Subunidad parcial intermedia de la lectina

(E. dispar). inhibible por galactosa 2 (E. dispar).
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Figura 32. Alineamiento pareado de las proteinas Igl2 en MUSCLE. A) Alineamiento de Igl2
de E. histolytica vs Proteina que contiene repetidos tipo furina E. dispar. B) Alineamiento
de Igl2 de E. histolytica vs Igl2 parcial E. dispar. Cada color representa una propiedad del
aminoacido; rojo: aminodacidos con cadena lateral hidrofdbica, azul: acidos (acido
glutamico y acido aspartico), rosa: basicos, y verde: aminoacidos que en la cadena lateral
tienen un grupo hidroxilo, sulfhidrilo o amino. El simbolo “*” indica la posicion de

ll 14

aminodcidos conservados, indica la conservacion entre grupos de propiedades muy

ll »

similares y por ultimo se refiere a la conservacion entre grupos de propiedades

débilmente similares.
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Posteriormente se realizd la prediccion de estructuras terciarias de cada una de las

proteinas para ambas especies (Fig. 33).

Figura 33. Prediccion de las estructuras terciarias de la subunidad intermedia 2 de la
lectina Gal/GalNAc. a) Subunidad intermedia 2 de lectina Gal / GalNAc (E. histolytica), b)
Proteina que contiene repetidos tipo furina (E. dispar), c) Subunidad intermedia parcial 2

de la lectina Gal/GalNAc (E. dispar).

Posteriormente se realizé la superposicion de estructuras en el sofware USCF Chimera (Fig.

34).
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Figura 34. Superposicion en USCF Chimera de las Igl2: a) Subunidad intermedia 2 de lectina
Gal / GalNAc E. histolytica (rojo) y proteina que contiene repetidos tipo furina E. dispar
(azul), b) Subunidad intermedia 2 de lectina Gal / GalNAc E. histolytica (rojo) y precursor
de la subunidad intermedia 2 de la lectina Gal/GalNAc -E. dispar (azul). En la imagen se

observa en color verde la region en donde ambas proteinas se superponen.

Finalmente, se generd el interactoma de cada una de las proteinas mediante el
programa String 2.0 (Fig. 35). Al analizar los interactomas se encontré que la Igl2 de E.
histolytica presenta una interaccion con Hgl, Lgl e Igl 1 de la lectina Gal/GalNAc; mientras
gue no fue posible encontrar en la base de datos de STRING 2.0 el interactoma de la
subunidad Igl2 en E. dispar, Unicamente se reportd el interactoma de la proteina que
contiene repetidos tipo furina, la cual nuevamente se observé interactuando con Hgl, Lgl y

otra proteina que contiene repetidos tipo furina (Fig. 36).
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Figura 35. Interactoma de la subunidad intermedia 2 de la lectina Gal/GalNAc de E.

histolytica en STRING 2.0
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Figura 36. Interactoma de la proteina que contiene repetidos tipo furina de E. dispar en
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Sin embargo, debido a lo observado durante los experimentos “in vitro” se procedio
a realizar un analisis mas profundo en cuestién a la estructura primaria de la subunidad

intermedia que corresponde al receptor a fibronectina en E. histolytica.

Presencia de motivos CXXC en proteinas homalogas a Ehlgl en E. dispar

Al ser tan parecidas entre si como se vio en las tablas 3 y 4 se procedid a buscar en
las secuencias los conocidos motivos CXXC repetidos en las subunidades Igl 1 e Igl 2 de E.
histolytica, los cuales resultan relevantes dentro del proceso de adhesién celular por parte

del trofozoito (Chengy col. 2001).

Encontrando que, en éstas destaca y concuerda la presencia del motivo CXXC
repetido en la proteina con repetidos de furina, y en las subunidades parciales Igl 1le Igl 2

(Fig.37).
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Figura 37. Motivos CXXC presentes en proteinas Igll (A) e Igl2 (B). A) Las secuencias de
aminodcidos de Igll se alinearon con la proteina con repetidos tipo furina y la subunidad
intermedia parcial 1 de la lectina Gal/GalNAc, ambas de E. dispar, utilizando el servidor
"MUSCLE". B) Las secuencias de aminoacidos de Igl2 se alinearon con la proteina con
repetidos tipo furina y la subunidad intermedia parcial 2 de la lectina Gal/GalNAc, ambas

de E. dispar, utilizando el servidor "MUSCLE". Los motivos CXXC estdn resaltados en gris.
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Analisis macroscépico del dafio hepatico de la interaccion E. histolytica-E. dispar

Los hamsteres inoculados con E. histolytica y E. histolytica-E. dispar (interaccionadas
durante 72 h previas a la inoculacion) mostraron del 10 al 23% de dafio hepdatico a los 7 dias
posteriores a la inoculacidn (pi) (Figura 12A). Tanto el grupo que fue inoculado con medio
(LYI/TYI 50:50) como el grupo inoculado con E. dispar no presentaron una lesién
macroscopica visible, ni similar al desarrollo de absceso hepdtico; caso contrario con
respecto al grupo de animales inoculados Unicamente con trofozoitos de E. histolytica, en
donde se reporté la produccidn de lesiones correspondientes al absceso hepatico amibiano
alrededor del 10- 20%. Dentro del grupo de animales inoculados con E. histolytica-E. dispar
se observé que las lesiones producidas mostraron una morfologia consistente con el
progreso normal de absceso hepdtico amibiano, el cual se reporté similar a lo observado en
el grupo inoculado Unicamente con E. histolytica, también se observaron pequenas lesiones
continuas anatdmicamente irregulares y blanquecinas. El porcentaje de dafio producido por
los grupos E. histolytica y E. histolytica-E. dispar fueron comparables y no presentaron
diferencias estadisticamente significativas, esto a pesar de que el grupo problema contaba
con la mitad de cantidad de trofozoitos patégenos (E. histolytica) y en su lugar lo
complementaban 1 x 10° trofozoitos no patdgenos (E. dispar). Sin embargo, a pesar de no
existir diferencia significativa, el grupo de interaccién mostrd un incremento en dafio del
3% con respecto al de E. histolytica. El porcentaje de las lesiones del dafo hepatico

producido por cada uno de los grupos experimentales se reflejan en la figura 12- Grafica B.

Los animales inoculados con trofozoitos de E. histolytica y E. histolytica-E. dispar mostraron
una disminucién en el aumento de peso corporal a través de los dias, mientras que el peso
corporal de los animales inoculados Unicamente con trofozoitos de E. dispar y medio, no
disminuyeron en su peso corporal al final de los 7 dias pi, sino que mostraron un aumento

de peso corporal similar (Figura 11- Grafica C).
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Figura 12. Lesidon macroscopica en hamsteres. (A) Lesiones macroscépicas observadas en
cada uno de los diferentes grupos 7 dias pi, se observa absceso hepatico inducido por E.
histolytica y E. histolytica + E. dispar (cabezas de flecha) lesiones irregulares observadas
atravesando los lI6bulos del 6rgano (flechas), En el grupo de E. dispar GUnicamente se
observo una pequena inflamacidn en la zona de puncidn (asterisco) y finalmente el grupo
inoculado con medio no se observé ninguna lesion. (B) Porcentaje de lesion macroscépica
en hamsteres; no se observé diferencia significativa en el porcentaje de daino ocasionado
en los higados de animales inoculados solo con E. histolytica y con E. histolytica + E.
dispar. El valor de p se calculé6 mediante la prueba ANOVA ***, p <001. (C) Promedio del
porcentaje de ganancia de peso de los hamsteres (entre los dias 1 a 7 pi) de cada uno de
los grupos. Los animales inoculados con E. histolytica + E. dispar (Interaccidn) inicamente
presentaron cambios en el peso corporal similares a los observados al grupo E.

histolytica.

77



Andlisis histoldgico de la interaccidn E. histolytica-E. dispar durante el desarrollo del
absceso hepatico.

Pese a la evidente diferencia anatémica en el desarrollo de absceso hepatico
amibiano entre grupos, durante el analisis histoldgico resultaron claras las diferencias
histopatoldgicas entre los grupos (Figura 13). Los animales inoculados con E. histolytica y E.
histolytica + E. dispar mostraron focos inflamatorios con una infiltraciéon densa de leucocitos
polimorfonucleares (PMN), hemorragia, granulomas amibianos tipicos de gran tamafio (G),
en fusién compuestos por células epitelioides (CE) en el limite externo y extensas areas
necroticas (cabeza de flecha) o infiltrado inflamatorio (IF) crénico en su interior donde fue
posible observar trofozoitos (Figura 13 Ay B; circulos). Ademas, se observé proliferacién de
los conductos biliares (cruz) y pérdida de la organizacién del parénquima hepatico;
asimismo fue posible observar en el grupo E. histolytica + E. dispar extensas lesiones
perivasculares y cercanos a estas células, macréfagos hipertréficos (Figura 13B-Elipse). No
obstante, el grupo inoculado Unicamente con E. dispar mostrd la presencia de hepatocitos
eosinofilicos (HE) e infiltrado inflamatorio perivascular, indicando sufrimiento hepatico

(Figura 13C-HE).

Finalmente, en hamsteres inoculados solamente con medio TYI/LYI (50:50) se observé la

constitucién normal del parénquima hepatico sin alteracién evidente (Figura 13D).
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A Grupo control : Inoculacién con E. h. 7dias pi

B Inoculacién con E. h + E. d. (Interaccion) 7 dias pi
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C Grupo control : Inoculacién con E. d. 7 dias pi

Figura 13. Histologia del higado de hamsteres inoculados via intrahepatica con Medio
TYI/LY\, E. dispar, E. histolytica y E. histolytica + E. dispar 7 dias pi. (A) Lesion producida
tras la inoculacién de E. histolytica, se observa al parasito (circulo) dentro del granuloma
inflamatorio rodeado de PMN y granuloma irregular con tejido necrosado (cabeza de

flecha). (B) Lesion producida por la interaccién de E.h + E.d (5x10° trofozoitos de cada
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especie) Granulomas irregulares resultado de la fusién de granulomas inflamatorios y
tejido necrético en su interior (Cabeza de flecha); lesion perivascular con extenso
infiltrado inflamatorio (PMN-IF), macréfagos hipertréficos (Elipse) cercanos a trofozoitos
(circulo) adyacente a vena. (C) Inoculacion con E. dispar; se observan Hepatocitos
eosinofilicos (HE) e infiltrado inflamatorio perivascular (PMN-IF) (D) Inoculacién con
medio; parénquima hepatico sin lesion evidente. Tincidon con hematoxilina-eosina. Escala

micrométrica = 50 um.

81



Capitulo VI

DISCUSION

La infeccién amibiana causada por E. histolytica es un problema de salud publica
(OMS, OPS 1997). La presencia de otra especie de amiba no patégena morfolégicamente
indistinguible E. dispar en la luz del intestino, ha ocasionado la sobreestimacion del agente
responsable de un episodio amibiano (Rojas y col. 2016; Soares y col. 2019) ya que, estudios
recientes han reportado un importante potencial patogénico en E. dispar, esto en
condiciones experimentales, y principalmente cubando esta especie se encuentra en co-
cultivo con alguna otra (Fernandez-Lépez y col. 2019; Soares y col. 2019). Por otra parte, el
riesgo de co-infeccion y la existencia de infecciones mixtas producidas por E. histolytica y E.
dispar se han reportado alrededor del mundo (Acuna-Soto y col. 1993; Al-Hindi y col. 2005;
Khairnar y Parija 2007; Pysova y col. 2009; Rojas y col. 2016).

Reestructuracion de actina entre especies y formacion de estructuras especializadas.

La polimerizacidon de actina durante la colonizacién e invasion de células es un
evento muy importante durante el proceso de adhesién (Manich y col. 2018), al llevarse a
cabo la nucleacién de mondmeros de actina G a fibras de actina F. Esta polimerizacidon
resulta fundamental para el movimiento de la célula, a través de la formacion de diferentes
estructuras especializadas (Blanchoin y col. 2013). A su vez, la organizacién del
citoesqueleto genera una variedad de procesos biolégicos y activacion de vias de
sefializacion, todos ellos incluidos durante la patogénesis de la amibiasis. Por esta razén fue
indispensable realizar un estudio sobre las diferencias morfolédgicas observadas entre E.
histolytica y E. dispar, asi como en la interacciéon de ambas, a través de la reestructuracién
del citoesqueleto de actina. Los resultados de nuestro estudio reportaron diferencias entre
la polimerizacion de actina de cada grupo, sin embargo, en el grupo problema de interaccién
destaca una mayor polimerizacidn de actina con respecto a E. histolytica en condiciones de

vidrio; en condiciones de FN se reduce esta diferencia, lo que sugiere una interaccion
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Optima de ambas especies en un mismo cultivo. Estos resultados correlacionan con el
comportamiento de la polimerizacion de actina de cada especie donde la expresion de
actina es menor en FN, pero aparecen estructuras mas especializadas adheridas hacia el
sustrato (Talamas-Lara y col., 2015). Probablemente esto indique que el cultivo de
interaccion tiene un re-arreglo de citoesqueleto especifico dependiendo del sustrato en el
que esté interaccionando y que la poblacién de amibas mixtas tenga una regulacion
especifica. De igual manera, dentro del analisis morfoldgico, se observé un incremento en
la formacion de lamelopodios y filopodios en mayor porcentaje en la condicién de
interaccion de ambas especies con respecto a cada organismo independiente. Este hallazgo
corresponde con lo reportado en nuestro grupo de trabajo donde la activacién
significativamente mayor de GTPasas pequeiias como Cdc42 en E. dispar y Racl en E.
histolytica activan la via de sefializacién que origina la formacién de filopodios vy
lamelopodios respectivamente. (Talamas-Lara y col. 2020) sugiriendo un equilibrio e
integracién de ambas cepas en un mismo cultivo. Al respecto, es relevante sefialar que
algunas células tumorales humanas procedentes de diversos tipos de cancer han reportado
una expresion elevada de genes pertenecientes a la familia Rho de GTP-asas, dicha
expresion ha sido relacionada con un aumento del fenotipo invasivo y metastdsico de estas
células (Karlsson y col. 2009; Raquel, Haga, y Ridley 2016) lo cual en nuestro modelo de
estudio relaciona con la expresidn de estas estructuras y probablemente sugiera un
incremento en la virulencia de un co-cultivo de E. histolytica con E. dispar debido a que la
presencia de otra especie podria ocasionar un fendmeno de competencia (Gao y col. 2020)

asi como transferencia horizontal (Virolle y col. 2020).

Expresion de la molécula tipo integrina reconocida por el anticuerpo 3C10 en Entamoeba
histolytica y Entamoeba dispar

El grupo control E. histolytica (Figura 9A) presentd una clara marca del anticuerpo
3C10 en la periferia de la membrana, tales observaciones coinciden con lo reportado por
(Sengupta y col. 2001; Tachibana y col. 2007). Ademas fue posible apreciar en este grupo la
presencia del anticuerpo 3C10 con una intensidad ligeramente distinta en vacuolas dentro
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del trofozoito, los cuales corresponden a fagosomas que transportan al receptor a
fibronectina de 140 kDa en el interior, y la cantidad de éste varia durante la maduracién del
fagosoma (Okada y col. 2005); este receptor corresponde a la subunidad intermedia de la
lectina Gal/GalNAc, principalmente a la Igl2 (Talamas-Rohana y col. 1992; Tachibana y col.
2007) que continuamente se recicla del interior de la célula al exterior de la membrana
(Sengupta y col. 2001). Sin embargo, este no fue el Unico grupo que presentd una evidente
presencia de la marca de este anticuerpo. El grupo problema de interaccién en vidrio
también presentd el reconocimiento por parte del anticuerpo contra el receptor a
fibronectina, incluyendo trofozoitos de E. dispar marcados con Vybrant Dio Cell, e incluso
se vio mds acentuado este fendmeno en FN sugiriendo una importante interaccién entre
dicha poblacién donde se sugiere que posiblemente se llevd a cabo una transferencia
horizontal de genes o una competencia de factores de virulencia, como ocurriria con
algunas bacterias, las cuales realizan dicha conjugacién a través del pillis (Virolle y col. 2020).
Otro ejemplo de dicho fenédmeno son las células cancerigenas, las cuales se ha demostrado
que son capaces de externar nanotubos de tunel (TNT) hacia otras células a los cuales se les
atribuyen diversas funciones como comunicacion celular, transferencia intracelular, y en el
caso de células cancerigenas, propagacidon de patdgenos, organelos o particulas virales
(Austefjord, Gerdes, y Wang 2014; X. Wang, Bukoreshtliev, y Gerdes 2012); estas
estructuras ricas en actina (filopodios observados con mayor frecuencia en la interaccion
de ambas especies en sustrato de FN) forman un puente, el cual puede originarse de
distintas maneras; entre ellas, mediante la interaccion filopoidal, ya que pueden derivarse
de la formacion e interaccion de filopodios (Austefjord, Gerdes, y Wang 2014), tal y como
fue observado por Talamas-Lara y col, (2020), quienes observaron una relacién morfoldgica
y diferencias en el comportamiento de E. dispar a través de la activacién de diversas
GTPasas como las GTPasas de la familia Rho, Cdc42 en conjunto con ARP 2/3, dando como
resultado la formaciéon mayoritaria de filopodios al someterse al estimulo de fibronectina
(Pérez-Gonzalez 2020; Talamas-Lara y col. 2020), de la misma manera en la que se observo

durante nuestro estudio, al realizar un analisis morfolégico a través de MEB (Fig. 6y 7).
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Anilisis bioinformatico de la lectina Gal/GalNAc en E. histolytica y sus respectivos
homdlogos en E. dispar.

Al presente, la accesibilidad a las secuencias de proteinas y genomas de E. histolytica
y de E. dispar ha permitido realizar andlisis complejos y ha apoyado de una manera
importante a la comprension acerca de diversos procesos sobre divergencia genética
interaccidon de proteinas y expresion de genes. Particularmente en nuestro estudio se
realizé una comparacion de las proteinas que integran a la lectina Gal/GalNAc tanto en E.
histolytica como en E. dispar, esta comparacion con el fin de profundizar en los mecanismos
de patogenicidad de las amibas y debido también a los resultados mostrados por

miscroscopia confolcal.

Durante el andlisis de cada una de las proteinas en ambas especies fue clara que las
diferencias mas evidentes se observan en la subunidad intermedia, ademas de que como
ya se menciond, esta proteina estd implicada en la adherencia del trofozoito mediante el
receptor a fibronectina. Por lo tanto se decidid enfocarse en el analisis de esta molécula, ya
qgue la capacidad de adhesion es una de las principales diferencias entre E. dispar y E.

histolytica (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo 2000; Talamas-Lara y col. 2015).

La determinacién de la estructura primaria de Igl es importante dentro del
conocimiento de su funcién. Adicionalmente dentro de la interaccidon que se conoce, esta
subunidad interacciona con las subunidades Hgl y Lgl en la membrana plasmatica de E.
histolytica. Esto propone un papel cooperativo en la interaccidon huésped-parasito (Chengy
col. 2001). En nuestro analisis se encontré que la mayoria de los motivos CXXC se
conservaron en las proteinas Ehlgl con respecto a los dos homdlogos analizados en E. dispar,
sugiriendo de esta forma que el pliegue otorgado por este motivo es importante para la
funcion de adhesién (Tachibana y col. 2007); asimismo se sugiere que la proteina con
repetidos de furina podria estar realizando una funcion similar a la de la Igl dentro de la
interaccidon huésped-pardsito, ya que como se observd, en el caso de Igll (Fig 28) no se
reporté una coincidencia representativa en el modelado tridimensional, con la subunidad

intermedia 1 de E. histolytica; se sugiere que esto podria ser una de las razones por las que
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en la adhesion de E. dispar se observe una menor eficiencia que en la de E. histolytica
(Sengupta y col. 2001; Talamads-Lara y col. 2015). Por esta misma razdén asi como la Hgl, la
Igl es una molécula clave para fines de diagndstico (Tachibana y col. 1997) tal cual han
demostrado Tachibana y col., (2004) al emplear una Igl reconocida por sueros de pacientes
con amibiasis (Tachibana y col. 2004) y que por lo tanto se puede considerar como una

interesante candidata para vacuna (Tachibana H, Cheng XJ, Masuda G, Horiki N, y col. 2004).

Analisis de la interaccidn E. histolytica-E. dispar y el dafio hepatico macroscépico.

Debido a lo observado durante el andlisis de la presencia del receptor a fibronectina,
resultd de nuestro interés analizar qué consecuencias podria ocasionar la co-existencia de
E. histolytica y E. dispar en un modelo animal. Los resultados de nuestro estudio mostraron
un hallazgo importante, ya que a pesar de que el grupo de interaccidén contaba con la mitad
de los trofozoitos de la especie patdgena (E. histolytica), el dafio observado fue ligeramente
mayor (3%, aunque sin diferencia estadisticamente significativa) al que se observé
solamente con E. histolytica, siendo esta especie el agente etioldgico de la amibiasis y
organismo responsable de originar la complicacion extraintestinal de absceso hepatico
amibiano. La reduccion en el aumento normal del peso de los animales y el analisis
histolégico de las lesiones hepaticas sugirid una progresion de las lesiones muy similar a la
ocurrida por la presencia del patégeno E. histolytica. Tal y como se ha observado en otros
estudios, en donde la presencia de otro organismo en co-cultivo ocasiona el aumento en la
virulencia y en la gravedad de lesiones producidas al inocular las amibas en el higado de un
modelo animal (Dolabella y col. 2012; Fernandez-Ldopez y col. 2019; Kobayashi y col. 1998).
Este fendmeno sugiere que podria haber sido provocado debido a la co-existencia de ambas
especies dentro del modelo, ya sea por competencia natural, variacion del genotipo
(Ximénez y col. 2010), transferencia intracelular como se ha observado en una variedad de
modelos, células de cancer de mama y otras lineas celulares como PC12,HEK 293, ARPE-19-
etc., a través de filopodios y TNT (Austefjord, Gerdes, y Wang 2014). Esta situacion podria

explicar la presencia de E. dispar en muestras obtenidas de lesiones graves de absceso
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hepatico (Costa y col. 2010; Ximénez y col. 2010; Dolabella y col. 2012; Costa y col. 2010) y
sin duda constituye un primer dato de la importancia de la investigacién de la naturaleza de
las infecciones intestinales mixtas por parte de E. histolytica y E. dispar, asi como la

relevancia de la realizacién de un diagndéstico adecuado para infecciones mixtas.
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Capitulo VI

CONCLUSION

La interaccion de ambas especies en un medio en el que ambas pudiesen coexistir mostroé:

1.

Coexistencia de ambas con base en la presencia de filopodios (E. dispar) y

lamelopodios (E. histolytica).

Aumento en la expresién del B1EAFNR en trofozoitos de E. dispar cuando se
encontraban en interacciéon con E. histolytica (principalmente al interactuar con

fibronectina).

Re-arreglo de localizacién estructural en la polimerizacién de actina en vidrio y en

fibronectina.

La comparacion de cada una de las subunidades de la lectina Gal/GalNAc en E. histolytica 'y

E. dispar mostré que:

1.

La proteina que contiene repetidos de furina de E. dispar a pesar de reportar una
similitud de 87% y una identidad de 76.5%, no coincide en el modelado

tridimensional con la subunidad intermedia 1 de E. histolytica.

En el caso de la subunidad intermedia 2, se reporta 86.2 % de similitud y 75. 7 % de
identidad y coincidencia a lo largo de la secuencia en el modelado tridimensional

entre ambas especies.

Estudios experimentales mas profundos y especificos seran necesarios para
encontrar una respuesta en el comportamiento diferencial del receptor a

fibronectina en ambas especies.

La coexistencia de ambas especies al ser inoculadas intrahepaticamente dentro de un

modelo animal sugiere que:
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1. Lainteraccion entre las dos especies podria influir en el incremento de virulencia de

alguna o ambas especies para la produccidén de absceso hepatico.
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Capitulo VIII

PERSPECTIVAS

1.

Realizar el marcaje genético de cada una de las especies mediante GFP y RFP con el
fin de discernir entre ellas durante la realizacién de experimentos “in vitro” e “in

vivo”.

Realizar una cinética de la curva de crecimiento dentro de las primeras 96 horas de
interaccion, cuantificando la poblacién de cada una de las especies mediante

citometria de flujo.

Realizar un seguimiento de la cinética de la infeccion “in vivo” en hdmsteres a los 1,

3 y 5 dias post-inoculacion.

Reproducir el objetivo “in vivo” aumentando el nimero de hamsteres de cada uno
de los grupos y afiadiendo un grupo control al que Unicamente se le inoculen 5 x 10°

trofozoitos de E. histolytica.

Realizar la cuantificacion de citocinas proinflamatorias en el tejido de la muestra

histolégica.

Realizar estudios bioinformaticos mas profundos acerca de las caracteristicas

estructurales y funcionales del receptor a fibronectina en ambas especies.
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