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RESUMEN
Entamoeba histolytica causa amibiasis, una infeccion que mata a 100,000

individuos al afio. Este parasito, ocasionalmente invade la mucosa intestinal,
degradando la matriz extracelular y diseminandose a &rganos
extraintestinales. el citoesqueleto de actina del parasito participa activamente
en la patogénesis de la amibiasis asi como en su comportamiento invasivo. El
metronidazol (MTZ) es el medicamento de eleccion, sin embargo, presenta
multiples efectos secundarios y existe la posibilidad del surgimiento de
resistencia. Nuestro grupo de investigacion demostr6 que el derivado
bencimidazolico Alfa, afecta estructuras ricas en actina del trematodo
Fasciola hepatica. Considerando que la actina es importante en la patogenia
de la amibiasis, el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad de Alfa
sobre el trofozoito de E. histolytica cepa HM1:IMSS y evaluar su efecto sobre
la actina del parasito. Para esto, se incubd al parasito con diferentes
concentraciones de Alfa por 48h a 37 °C, se contaron los parasitos vivos en
cada concentracion y por analisis Probit se calculé la concentracién del
compuesto que inhibe el crecimiento del 50% de parasitos (Clsp), se incluyo
como control positivo al MTZ. Mediante Western blot 1D y 2D de extractos
solubles (ES) de trofozoitos no tratados y tratados con Alfa (lug/mL) y
utilizando el anticuerpo C4 se analiz6 el efecto sobre la actina del parasito. El
mecanismo de accion de Alfa, se analizé mediante el analisis prote6mico de
parasitos tratados con el compuesto, con respecto al control. Ademas, se
evalu6 la eritrofagocitosis de parasitos tratados con diferentes
concentraciones de Alfa y a diferentes tiempos. Como inhibidor de la
fagocitosis se incluy6 a la Citocalasina-D. Los resultados mostraron que Alfa
tuvo una actividad amebicida 1.5 veces mas potente que el MTZ (Cls,=0.023
vs 0.036 de MTZ). Por Western blot 1D se observo el reconocimiento por C4
de una banda de 45 kDa. El analisis densitométrico empleando el programa
Quantity One mostré que el tratamiento con Alfa indujo un incremento no
significativo en los niveles de actina respecto al control. En cuanto al Western
blot 2D, los ES fueron separados por su pl en tiras de gradiente de pH de 4 a
7 y, posteriormente, por su peso molecular y los geles 2D se transfirieron a
PVDF. El anticuerpo C4 detecté 4 isoformas de actina, y mediante el
Programa PDQuest se determiné el pl de las isoformas entre 5.6 y 6.0,
registrando un aumento no significativo en todas ellas respecto al control. El
analisis de los geles 2D, mediante el programa PDQuest, detecté en los ES
tratados la expresiéon diferencial de nueve proteinas con respecto al control,
seis de ellas mostraron un incremento en su expresion y tres un decremento;
la identidad de las proteinas con expresion diferencial se esta actualmente
realizando mediante LC/MS/MS. En relacién a la eritrofagocitosis, no se
observaron cambios significativos respecto al control a los 10, 20 y 30 min de
interaccion de los trofozoitos con eritrocitos humanos. Estos resultados
sugieren que Alfa no afecta significativamente a la actina, ni a la
eritrofagocitosis del parasito.



ABSTRACT

Entamoeba histolytica causes amoebiasis, an infection that kills 100,000
individuals each year. This parasite invades the intestinal mucosa through the
degradation of the extracelular matrix, allowing its dissemination to
extraintestinal organs. The actin cytoskeleton actively participates in the
pathogenesis of amoebiasis as well as in its invasive behavior. Metronidazole
(MTZ) is the drug of choice for the treatment of amoebiasis; however, it
causes severe secondary effects and there is the possibility of the emergence
of drug resistance. Our research group synthesized the benzimidazole
derivative, Alpha, that in a previous study was demonstrated to affect the
actin of the trematode Fasciola hepatica. Considering that actin is important in
the pathogenesis of amoebiasis, the aim of the present study was to evaluate
the amoebicide effect of Alpha and its effect on parasite actin. For this,
trophozoites of E. histolytica strain HM1:IMSS were incubated with different
concentrations of Alpha for 48 h at 37°C, live parasites were counted and the
concentration that inhibits 50% the parasite growth (Clsg) was calculated by
Probit analysis. MTZ was included as positive control. To analyze the effect of
Alpha on the parasite actin, soluble extracts (ES) of parasites untreated or
treated with Alpha (Lug/mL) were analyzed by 1D and 2D Western blot, using
the monoclonal antibody C4. In order to know the mechanism of action of
Alpha, a proteomic analysis of treated parasites was performed. In addition,
the effect of Alpha on phagocytosis of human erythrocytes, at different
concentrations and times was also evaluated. In these assays, Cytochalasin-
D was included as phagocytosis inhibitor. Data obtained showed that Alpha
was 1.5 times more active than MTZ (Clso values of 0.023 ug/mL and 0.036
ug/mL, respectively). By 1D Western blot analysis, C4 recognized a band of
45kDa. Densitometric analysis using QuantityOne software showed that
treatment with Alpha induced a non-significant increase in actin levels in
comparison to control samples. 2D Western blot analysis of SE from non-
treated and treated parasites using C4 antibody detected 4 actin isoforms..
Densitometric analysis by PDQuest software showed a non-significative
increase of actin isoforms in treated parasites and their calculated pl were
between 5.6 and 6.0. The proteomic analysis of SE of treated parasites
revealed the differential expression of nine spots in comparison to control,
from these, six spots showed an increased expression and three had a
decreased in their expression. The identification of the proteins with
differential expression by LC/MS/MS is currently performed. In relation to the
erythrophagocytosis assays, no significative changes were induced by Alpha
at the different concentrations and times evaluated. It can be concluded that
Alpha has not effect on actin cytoskeleton and erythrophagocytosis.



1. INTRODUCCION

1.1 Amibiasis

La amibiasis fue definida en 1997 por la OMS como la infeccion del tracto
gastrointestinal humano por el parasito protozoario Entamoeba histolytica.
(WHO, 1997). Este padecimiento afecta al 10% de la poblacion mundial,
presentando cuadros clinicos diversos tanto intestinales como
extraintestinales. Su prevalencia es mas alta en paises tropicales
subdesarrollados, aunque también se presenta en paises industrializados y

en urbes del circulo polar artico (Olivos-Garcia et al., 2011).

1.2 Entamoeba histolytica

Los protozoarios del género Entamoeba viven como comensales o0 parasitos
de la cavidad oral y el tubo digestivo de una gran variedad de metazoos,
entre los que se incluye al humano (Brusca et al, 2016). Dentro de las
especies parasitas E. histolytica destaca por su impacto en la salud humana
matando a unas 100,000 personas anualmente, lo que coloca a este
microorganismo como la tercera causa de mortalidad por enfermedades
parasitarias en el mundo (Walsh, 1986). El nombre de éste patégeno se
deriva del griego dys: “alteracion”, y enteron: intestino, lo que hace alusion a
la potente actividad citolitica hacia las células de su hospedero, destruyendo
practicamente cualquier tejido y érgano del cuerpo, desde recubrimientos

epiteliales, hasta tejidos duros como cartilago y hueso (Haque et al., 2003;)



1.2.1 Clasificacién taxonémica
Una de las clasificaciones taxonémicas mas aceptadas en la actualidad para
E. histolytica es la siguiente:
Reino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarcodina
Clase: Lobosea
Orden: Amoebida
Familia: Entamoebidae
Género: Entamoeba

Especie: Entamoeba histolytica (Schaudinn,1903)

Este microorganismo se encuentra clasificado dentro del Phylum
Sarcomastigophora que agrupa a organismos que se desplazan por medio de
proyecciones citoplasmaticas denominadas pseud6podos y que se
reproducen mediante fision binaria longitudinal. Contiene algunas amibas
desnudas (es decir, sin tecas) y carentes de flagelos ubicadas en la clase
Lobosea. Por su parte, el orden Amoebida contiene trofozoitos uninucleados
y formas quisticas uni o plurinucleadas, con algunas especies parasitas
englobadas dentro de la familia Entamoebidae. Esta ultima contiene al
género Entamoeba, cuyos representantes se caracterizan por poseer un
ndcleo vesicular (con poca cromatina) que contiene un pequefio cariosoma
central rodeado por un complejo de nucleoproteinas que se localiza en la
lamina interna de la membrana nuclear y que recibe el nombre de cromatina

periférica (Roberts y Janovy 2007).



1.2.2 Morfologia

E. histolytica presenta dos estadios principales durante su ciclo de vida: el
trofozoito, responsable de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, y el
quiste, estructura de resistencia inmévil que constituye ademas la forma

infectiva del parasito (Sepulveda y Martinez-Palomo, 1984).

1.2.3 Trofozoito

El trofozoito es la forma vegetativa movil, proliferativa e invasiva que habita
en la mucosa y la luz del colon y el ciego del intestino grueso, donde se
divide mediante fision binaria longitudinal y se alimenta de moco, eritrocitos,
bacterias, enterocitos y detritos intestinales. Es pleomdérfico, por lo que sus
dimensiones varian entre 15 y 60 uym (Bogitsh, 1998). Su examen bajo el
microscopio de luz revela una célula cuyo citoplasma se encuentra dividido
en dos zonas perfectamente distinguibles: una region externa hialina vy
retractil denominada ectoplasma, y una region interna llamada endoplasma
(Fig 1c). En el ectoplasma se realizan funciones digestivas, como la
incorporacion de liquidos por pinocitosis, y de elementos sélidos por
fagocitosis. Por ello, en esa zona se encuentran concentradas las proteinas
del citoesqueleto actina y miosina que contribuyen a formar los pseudépodos
digitiformes responsables de que se lleve a cabo la fagocitosis y el
movimiento progresivo (algunas veces explosivo) del parasito (Martinez-

Palomo, 1993).

Por su parte, el endoplasma contiene una gran cantidad de inclusiones,

vacuolas y todos los organelos amibianos, lo que le da a esta zona del



citoplasma un aspecto granulado (Fig. 1)(Martinez-Palomo, 1988). Contiene
un nucleo esférico de 5 a 7 ym de diametro en cuyo interior hay cromosomas
lineales con ploidia variable. Su divisién se realiza sin disgregacién de la
membrana nuclear, por lo que la condensacién de los cromosomas durante la

division celular no es evidente (Edman et al.,1990).

Mediante microscopia electronica y confocal se ha observado que E.
histolytica carece de mitocondrias, pero presenta un reducto mitocondrial
llamado mitosoma. Poseé un reticulo endoplasmico continuo, con forma de
tubos pequenios rellenos de material electrodenso. El aparato de Golgi
también esta presente y su morfologia se asemeja a un conjunto de sacos
aplanados con luz reducida (Chavez-Munguia et al., 2000; Texiera y Hustos,
2008). El endoplasma consta también de ribosomas, lisosomas y una gran
cantidad de particulas de glucdgeno, por lo que E. histolytica genera ATP
mediante glucdlisis y fermentacion de los carbohidratos obtenidos del

ambiente anaerdbico del colon (Saavedra et al., 2005).

Figura 1. Caracteristicas morfolgicas del trofozoito de E. histolytica. A) representacién esquematica
de un trofozoito donde se sefialan sus partes principales. B) trofozoito tefiido con colorante de Gémori
en el cual se aprecian el nucleo y eritrocitos fagocitados en el citoplasma. C) Trofozoitos en campo
claro donde se aprecian las dos zonas citoplasmaticas principales: el ectoplasma hialino y el
endoplasma con aspecto de “vidrio molido”. A) tomada de Roberts y Janovy, 2007, B) tomada de Ash y
Orihel, 2007,C) por el autor.



1.2.4 Quiste

El quiste es el estadio infeccioso responsable de la transmision de la
enfermedad. Son estructuras unicelulares esféricas u ovoides con un tamafio
de 10 a 20 pm de didmetro con una cubierta quistica constituida
principalmente por el polisacarido quitina y glicoproteinas, que le confieren
gran resistencia a las condiciones adversas que prevalecen fuera del
hospedero y al contacto con los jugos gastricos (Aguilar-Diaz et al., 2011). Es
resistente por semanas si la temperatura ambiente es menor a 34 °C y es
muy resistente a las concentraciones de cloro que se emplean en el agua
potable (Radvin, 1988). Son inmdviles, pueden ser uni o binucleados cuando
son inmaduros (prequistes) y tetranucleados cuando son maduros e
infecciosos (Eichinger, 2001). En los prequistes se observan con frecuencia
cuerpos cromatoides alargados con extremos redondeados constituidos de
agregados ribosomales, y abundantes vacuolas que constituyen reservas de
glucogeno, el cual se va consumiendo conforme el quiste madura. Este
proceso de maduracion se realiza mediante division esquizogonica, en la
cual, se llevan a cabo varias rondas de divisibn nuclear sin division

citoplasmatica, lo que explica su naturaleza multinucleada (Fig. 2)

Figura 2. Quiste de E. histolytica. A) detalles morfolégicos de un quiste maduro tetranucleado. B)
Quistes en diferentes estados de maduracion. Se observan quistes uni y binucleados tefiidos con
colorante de Gomori. C) Quiste maduro tetranucleado tefiido con colorante de Gomori. A tomada de
Roberts y Janovy, 2007. B y C tomadas de Ash y Orihel, 2007



1.2.5 Ciclo de vida

El ciclo de vida de E. histolytica es monoxénico. Las principales fuentes de
infeccion son el agua y alimentos contaminados con quistes tetranucleados
del parasito (Fig 3a)(Stanley, 2003). Cuando éstos quistes son ingeridos,
alcanzan el estbmago donde el pH acido y las enzimas hidroliticas del jugo
gastrico reblandecen la pared de quitina. Cuando los quistes alcanzan el
duodeno, comienzan con el desenquistamiento en el ileon (Fig. 3b). De cada
quiste emerge un trofozoito metaciclico tetranuclado que experimenta una
rapida division nuclear y citoplasmica, originando ocho trofozoitos
uninucleados pequefios (8um) denominados amébulas metaquisticas. Estas
amébulas migran al colon ascendente, donde se alimentan y crecen hasta
alcanzar el tamafio de un trofozoito tipico (Fig. 3c)(Bruckner, 1992). En éste
punto, el ciclo de vida puede seguir dos rutas: la intestinal y la extraintestinal.
El resultado de la infeccion lo determinardn varios factores atribuibles al
hospedero (estado nutricional, microbiota, factores de histocompatibilidad) y a
la cepa de E. histolytica de que se trate (Gilchrist et al., 2015; Marie y Petri,
2014). En la mayoria de las infecciones los trofozoitos se limitan a la fase
luminal, en la cual, persisten en el tracto gastrointestinal desplazandose
activamente mientras se alimentan de moco, detritos celulares, bacterias y
enterocitos, lo que resultara en una infeccién asintomatica (Fig 3d)(McCoy et
al, 1994; Stanley, 2003). Cuando las amibas alcanzan el colon descendente,
las condiciones ambientales se vuelven mas hostiles. El pH se incrementa, el
medio se deshidrata y aparecen células efectoras de la respuesta
inmunoldgica del hospedero. Para protegerse, los trofozoitos comienzan el

proceso de diferenciacién a quiste, activando mecanismos moleculares poco



conocidos hasta el momento (Aguilar-Diaz et al., 2010). El ciclo de vida se
completa cuando los prequistes maduran y son excretados al medio en las
heces, contaminando alimentos y agua para consumo humano (Fig.3e)

(Radvin, 1988).

Figura 3. Ciclo biolégico de E. histolytica. a) Los quistes son ingeridos en agua y alimentos
contaminados. b) Los quistes son activados y ocurre el desenquistamiento c) Los trofozoitos crecen y
migran al intestino grueso. d) Los trofozoitos proliferan y se alimentan en el intestino. e) Ocurre el
proceso de enquistamiento y la maduracion de los quistes hasta que éstos son excretados junto con las
heces del hospedero. f) Los trofozoitos invaden la mucosa intestinal y migran a &rganos
extraintestinales como higado, pulmén y cerebro. Figura hecha por el autor.

En algunos casos, la adhesién de los trofozoitos a la mucosa colonica
provocara la lisis del epitelio intestinal mediada por el contacto del parésito

con los enterocitos, iniciando la invasion tisular. Esto provoca los sintomas de



disenteria. En este punto, los trofozoitos pueden alcanzar el peritoneo, o
bien, los vasos sanguineos, diseminandose a diversos tejidos y 6érganos,
siendo el mas frecuente el higado, causando AHA (Fig 3f) (Stanley, 2003;

Haque et al, 2003).

1.2.6 Formas clinicas

Desde el punto de vista clinico, la amibiasis intestinal se clasifica en cuatro
tipos: disenteria amibiana, colitis fulminante, ameboma y apendicitis
amibiana; mientras que la amibiasis extraintestinal se clasifica de acuerdo al
organo afectado: hepética (AHA), pulmonar, cerebral, etc (Alcantara et al

2008).

La disenteria amibiana se caracteriza por dolor célico moderado y
evacuaciones diarreicas escasas (dos a cuatro evacuaciones al dia), con
abundante material liquido y coagulos mucosanguinolentos. Por otra parte,
en la colitis fulminante se presentan veinte 0 mas evacuaciones al dia
formadas casi exclusivamente por sangre. Hay dolor al evacuar, tenesmo,
dolor abdominal que se exacerba con la palpacion, deshidratacién, astenia,
mareos y fiebre (Tay-Zavala et al.,, 2010). El ameboma es una masa
pseudotumoral formada cuando el organismo reacciona de manera
exagerada contra el parasito y forma tejido de granulacion que obstruye
parcialmente el colon. Se presenta acompaiado de diarrea
mucosanguinolenta, dolor abdominal y una masa palpable. Por ultimo, en la

apendicitis amibiana el parasito produce lesiones necroticas que conducen a
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la formacién de Ulceras. Lo anterior genera una respuesta inflamatoria de

grado y consecuencias variables (Becerril, 2011)(Fig 4-a,b).

Como ya se ha mencionado, la amibiasis extraintestinal se produce cuando
los trofozoitos se desplazan hacia otros érganos, siendo el higado el mas
frecuentemente afectado. EI AHA se produce por la llegada de grandes
cantidades de amibas al higado a través de ulceraciones intestinales,
diseminandose por via mesentérica al sistema portal, estableciéndose en
cualquier parte del higado aunque es mas frecuente la infestacion del 16bulo
derecho. (Becerril, 2011; Radvin, 2000). Cuando los trofozoitos llegan al
parénquima hepatico, comienzan la lisis de neutrdfilos. Los mediadores
liberados provocan la lisis de los hepatocitos, extendiendo el dafio a las
células hepaticas distantes, lo que origina pequefias lesiones redondas u
ovales que al fusionarse forman una cavidad, con dimensiones que van de
los 5-15 cm de diametro (Fig 4-c). En el interior de éstos abscesos es posible
encontrar hepatocitos muertos, eritrocitos y células de la respuesta inmune
inflamatoria mezcladas con tejido conjuntivo, mientras que los trofozoitos se
encuentran en los bordes del absceso, entre el tejido hepatico sano y el
necrosado (Rodriguez-Perez 2013; Alcantara, 2008). Los pacientes
presentan hepatomegalia y dolor agudo intenso en la regién hepéatica y el
hipocondrio derecho, el cual irradia hacia el hombro y escapula del mismo
lado; también hay tos seca y dolor pleural, anorexia, astenia y fiebre. Si no es
diagnosticado y tratado a tiempo con farmacos eficientes, el absceso
hepatico se complica debido a que los parasitos pueden alcanzar la cavidad

peritoneal, el estbmago y los intestinos, pudiendo incluso invadir la piel. Otra
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complicacion que puede presentarse es una nueva diseminacién hematoégena
hacia pulmén, vaso, corazén y cerebro, con consecuencias casi siempre

fatales (Tay-Zavala et al., 2010).

Figura 4. Caracteristicas patolégicas de la amibiasis intestinal (A-B) y extraintestinal (C-D). A),
fragmento de intestino extraido de un paciente que presentaba colitis fulminante donde se observan
lesiones nodulares con centro necrotico. B), ullcera intestinal con forma de “cuello de botella”
caracteristica de las lesiones producidas por E. histolytica en la mucosa intestinal. C), fotografia donde
se muestran dos abscesos en el I6bulo derecho y uno més en l6ébulo izquierdo del higado de un
paciente con AHA. D), tomografia axial computarizada donde se observan abscesos en ambos |l6bulos
hepaticos. A, tomada de Espinoza-Castellano, 2000; B, tomada de
http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/amibiasis.html; C y D, tomadas de
Haque et al., 2003.

1.2.7 Epidemiologia

Hace 20 afios la OMS reportd que la amibiasis tenia una prevalencia anual
de 500 millones de casos, una morbilidad de 50 millones y una mortalidad de
entre 40,000 y 100,000 personas (WHO, 1997). Histdricamente, estas cifras
han servido como referencia para el estudio de la amibiasis, sin embargo,

podrian estar sobreestimando la frecuencia real de la infeccion por E.
12



histolytica debido a que fueron calculadas antes de la aplicaciéon de las
herramientas moleculares que permitieron reconocer a E. dispar como una
especie diferente de E. histolytica (Diamond y Clark., 1993). A este respecto,
otras especies morfolégicamente indistinguibles de E. histolytica/E. dispar
han sido recientemente asociadas a casos de colitis en Asia y, al igual que E.
dispar, sélo pueden diferenciarse de E. histolytica mediante la amplificaciéon
de fragmentos de los genes de la subunidad pequefia de ARNr mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Haque et al.,, 1998). Dichas
especies son E. moshkovskii y E. bangladeshi; la primera capaz de provocar
disenteria en nifios y modelos experimentales de amibiasis en roedores, y la
segunda descubierta en muestras de heces diarreicas que contenian quistes
amibianos (Shimokawa et al., 2012; Royer et al., 2012). Por su parte, E.
dispar que siempre se ha considerado una especie avirulenta, fue encontrada
en casos de AHA en México, y en casos de colitis en Brasil, donde los
trofozoitos fueron aislados y se comprobd su potencial virulento en un modelo
experimental de AHA (Dolabella et al., 2012; Shibayama et al.,, 2007,
Ximénez, 2010). Por lo anterior, la epidemiologia de la amibiasis se esta
redefiniendo mediante técnicas moleculares que permiten la diferenciacion

entre las diversas especies de Entamoeba.

Aunque E. histolytica tiene distribucibn cosmopolita, son los paises
subdesarrollados con clima tropical y condiciones sanitarias deficientes los de
mayor endemia, particularmente México, la India, Tailandia, Bangladesh,
Sudafrica y algunos paises de Centro y Sudamérica. (Ximénez et al., 2007;

2009). Debido a los movimientos migratorios hacia y desde paises
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endémicos, este parasito también se encuentra en paises industrializados,
aunque su prevalencia es baja y el modo de transmision puede variar como lo
gue ocurre en algunas partes de Australia y Japén entre hombres
homosexuales, donde se ha comprobado que la infeccion puede transmitirse
por contacto sexual (Hung et al., 2012). En Estados Unidos, se reportan
prevalencias que van del 1 al 2%, en tanto que en Alemania un estudio
prospectivo demostré que solo un 0.3% de la poblacion presentaba una
infeccion activa por E. histolytica (Romero-Cabello, 2007; Weinke et al.,

1990).

En México, se han determinado cifras de infeccion por E. histolytica de un
14% (Ximenéz, 2006). Antes de 1994 se atendian en el Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) casi medio millon de casos de amibiasis intestinal y
2,500 de AHA. Ese mismo afo, la Encuesta Nacional Seroepidemiolégica
reportd 8.41% de seropositividad al parédsito, indicando un indice
relativamente alto de infecciébn invasiva. (Caballero-Salcedo, 1994).
Actualmente, el numero de casos y la incidencia de amibiasis intestinal y
extraintestinal ha ido disminuyendo, sin embargo, esta parasitosis continla
siendo un grave problema de salud publica, ocupando el sexto lugar como
causa de morbilidad a nivel nacional (Fig. 5). Hasta la semana 52 de 2016 el
Boletin de Vigilancia Epidemioldgica reportdé 218,090 casos de amibiasis
intestinal distribuidos principalmente en los estados de Chiapas, Guerrero,
Estado de México, Hidalgo, Ciudad de México, Veracruz, Tabasco y Yucatan.
En cuanto al AHA, se registraron hasta la misma fecha 586 casos

principalmente en Sinaloa, Jalisco, Chiapas, Coahuila, Colima, y Zacatecas.
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La mortalidad estimada por AHA se estima en 50 a 90 casos por afio, siendo
mas frecuentes en hombres que en mujeres en una relacion de 3 a 1

(CENAVECE, 2016).

Figura 5. Casos de amibiasis intestinal reportados por el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica hasta el afio 2016. A pesar de la baja observada en el nimero de casos, la amibiasis
continla siendo una causa importante de morbilidad a nivel nacional. Fuente:
http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/dgae/

1.2.8 Patogenia

La patogénesis de E. histolytica es compleja y depende de una interaccién
dinamica entre factores atribuibles tanto al hospedero como al parasito. En
relacion al hospedero, se ha reportado que la presencia del alelo DBQI*0601
del MHC de clase Il est4d asociada con resistencia a la infeccién por E.
histolytica en una poblacién de nifios en Bangladesh (Duggal et al., 2010).
Por el contrario, el alelo HLA-DR3 y el complotipo SCO01 se ha relacionado
con mayor frecuencia de AHA en una poblacion de nifios mexicanos (Pérez-

Rodriguez et al., 1990).
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Por otra parte, se ha observado que el efecto citotéxico de E. histolytica se
modifica debido a la especie bacteriana que coexiste con el parasito en el
intestino (Padilla-Vaca et al.,, 1999). Mediante experimentos in vitro se
demostrdé que la incubacion simultanea de E. histolytica con las bacterias
enteropatdgenas Escherichia coli enterohemorragica y Shigella dysenteriae
aumenta la adherencia y la citotoxicidad del parasito hacia monocapas de

células MDCK (Galvén et al., 2008).

Dentro de los mecanismos propios de E. histolytica, la patogenicidad se
atribuye a la expresion de factores de virulencia que participan en procesos
de adherencia, citotoxicidad, protedlisis de la matriz extracelular (MEC) y en
la motilidad de los trofozoitos entre la MEC y los tejidos humanos. La
amibiasis invasiva requiere que los trofozoitos se adhieran a la mucosa vy al
epitelio intestinal, lo que se logra mediante lectinas de superficie, de las
cuales, la lectina Gal/GalNAc es la mas estudiada (Fig 6B). Esta molécula
reconoce determinantes de galactosa (Gal) y N-acetil-D-galactosamina
(Gal/NAc) presentes en la mucina y en las células epiteliales del hospedero
(Mann, 2002; Petri et al., 2002). La union a la mucosa provoca la secrecion
de hidrolasas y glucosidasas que degradan la mucina colonica, permitiendo el
contacto directo de los parasitos con el epitelio. Una vez adheridas, las
amibas desencadenan efectos citotoxicos dependientes del contacto con las
células blanco, como el aumento subito en la concentracion de Ca*
intracelular, apoptosis, fragmentacion del ADN, pérdida de la integridad de la

membrana celular, y la exposicibn en ésta de fosfatidilserina (PS) y
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colectinas, que desempefian una funcion importante en la fagocitosis por

parte del parasito (Christy y Petri, 2011).

Figura 6. Patogenia de la amibiasis invasiva. A) Los trofozoitos se adhieren a la mucosa intestinal por
medio de lectinas de superficie. B) esquema de la lectina Gal/GalNAc de E. histolytica, constituida por
tres subunidades diferentes. Se muestra el reconocimiento de Gal y Gal/NAc por medio del dominio
CRD contenido en la subunidad HGL de la molécula. C) la unién del parasito a la mucosa promueve la
secrecion de enzimas que degradan la matriz de la mucosa, al tiempo que promueven la secrecion de
moco por parte de las células caliciformes. D) El adelgazamiento de la mucosa permite el contacto de
los trofozoitos con el epitelio, lo que resulta en su lisis y en la liberacién de citosinas proinflamatorias
por parte de los enterocitos, atrayendo neutréfilos al sitio de invasion. Abreviaturas: CRD: dominio de
reconocimiento a carbohidratos, HGL: subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc, IGL: subunidad
intermedia, LGL: subunidad ligera. (Tomado y modificado de Chelsie y Petri., 2014).

E. histolytica también provoca lisis epitelial mediante la secrecion de
amibaporos y proteasas de cisteina (PC’s), Los primeros son péptidos
pequefios (5-30 kDa) que forman canales i6nicos en la membrana de las
células blanco a través de los cuales escapan iones como Na* y K* (Leippe et
al., 1991, 2005). Por su parte, las CP’s son enzimas que llevan a cabo la
protedlisis de componentes de la MEC, como colagena, elastina, fibrinégeno,

laminina y fibronectina (FN), provocando la descamacion descontrolada del
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epitelio y la membrana basal sobre la cual se apoyan los enterocitos (Que y
Reed, 2000; y 2014). Los productos de degradacion resultantes pueden ser
quimioatrayentes que estimulan el movimiento del parasito (Guillén, 1996).
Se ha demostrado que la interaccidn entre los trofozoitos y componentes de
MEC como FN y sus fragmentos proteoliticos resulta en la formacion de
estructuras ricas en actina, que se forman en el sitio de contacto con el
sustrato (Talamas et al., 1994). En este punto, tanto la fagocitosis como la
motilidad de los trofozoitos entre la MEC son vitales en el desarrollo de la
patogenia (Labruyere et al., 2006). Ambos fendmenos dependen del
funcionamiento correcto del citoesqueleto amibiano por lo que a continuacion,

se realizara una descripcion detallada de los elementos que lo constituyen.

1.3 Citoesqueleto de Entamoeba histolytica.

Como se mencion6 anteriormente, la invasion tisular y la fagocitosis de E.
histolytica dependen de la accion coordinada del citoesqueleto. A pesar de
gue los trofozoitos son células moviles y realizan la fagocitosis de manera
eficiente, sus componentes citoesqueléticos son relativamente simples. El
citoesqueleto de éste parasito consta Unicamente de dos elementos
principales: microtibulos y microfilamentos (Meza et al., 2006). Analisis
gendmicos sefialan la carencia de proteinas pertenecientes a los filamentos
intermedios (Clark et al., 2007). Los microtubulos de E. histolytica estan
constituidos por heterodimeros de tubulinas a y B, cuyos genes codifican
proteinas altamente divergentes (Roy y Lohia, 2004; Sanchez et al., 1994).
Un tercer tipo de tubulina, la tubulina-y, participa en el ensamble de los

microtubulos durante la divisién celular (Gomez-Conde et al.,, 2004). La
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ubicacion de éstas estructuras en E. histolytica es principalmente
intranuclear, y la regulacién de su ensamble y desensamble es desconocida

(Vayssié et al., 2004).

Por su parte, la actina es el componente efector principal del citoesqueleto
en este protozoario. Es una proteina de 376 aa con un peso molecular de 45
kDa y un punto isoeléctrico de 5.4 (Meza et al., 1982). Presenta un residuo
inusual de lisina cercano a su extremo N-terminal que podria tener funciones
reguladoras pues se ha comprobado que puede ser acetilado, lo que afecta la
motilidad y la virulencia del parasito in vitro (Huber et al., 1987; Lopez-
Contreras et al., 2013). A la fecha, se han encontrado 8 genes de actina en el
genoma de E. histolytica, sin embargo, sélo se han hallado 5 isoformas que
se expresan preferentemente en el estadio de trofozoito, cuando éste
interacciona con proteinas de la MEC. (Clark et al., 2007; Luna-N&car et al.,
2016; Rios et al., 2008). Al igual que en otros eucariontes, ésta proteina se
encuentra en forma de actina monomérica o globular (actina-G), que
polimeriza para formar microfilamentos de 7nm de diametro (actina-F) que
son en realidad dos filamentos entrelazados no ramificados que
experimentan un rapido y constante ciclo de polimerizacidon/despolimerizacion
a medida que el parasito cambia de forma en respuesta a estimulos externos.
En el inicio de la polimerizacién (también Illamado “nucleaciéon”) los
monomeros de actina-G forman dimeros y trimeros orientados en la misma
direccién, lo que le confiere polaridad a los microfilamentos que crecen
mediante la adicion de mondémeros de actina a ambos extremos del

microfilamento, sin embargo, el extremo + se elonga a mayor velocidad que
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el extremo de crecimiento lento denominado extremo - (Mitchinson y Cramer,
1996). Esta transicion se facilita cuando se hidroliza ATP durante el

ensamblaje de los filamentos (Fig. 7).

Figura 7. Estructura de un mondémero y un microfilamento de actina. A) monémero de actina
constituido por dos dominios globulares separados por una hedidura con un nucleétido (ATP o ADP) en
el centro de la molécula. B) Disposicién de los mondmeros en un microfilamento (Tomado de Alberts et
al., 2010).

A pesar de su simplicidad estructural, la actina puede formar estructuras
complejas gracias a la participacion de las “proteinas de union a actina”
(ABP’s, del inglés: actin binding proteins). Estas proteinas contribuyen con la
nucleacion y en la formacion de haces y redes que pueden unirse a otras
proteinas en el citoplasma o a proteinas y lipidos presentes en la membrana
plasmatica y en membranas vesiculares (Bailey et al., 1985; Cunningham et

al., 1992) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. ABP’s que participan en la dinamica del citoesqueleto de actina de E.

histolytica

Proteina Funcion Localizacion Referencia

Complejo de 7 proteinas

que nuclea y polimeriza

filamentos de actina. Hon et al., 2010

. - Marion et al., 2005

ARP2/3 Complejo asociado a Citoplasmatica Mujamder, 2008

procesos de formacién Lohia et al., 2008

del fagosoma.

Proteina de unién que

nuclea y  polimeriza

filamentos Pseudopodos

p ' Marion et al., 2005
Forminas Participan en la fagosomas, ensamble Majumder y Lohia et al
S . microtubular dentro del v
nucleacion de la actina . 2008
o ) ndcleo
uniéndose directamente
a la proteina
. - Citoplasmaética. Se

Proteina de union - a enriquece en las copas

EhCaBP1 calcio que favorece la fagociticas Sahoo, 2004

nucleacién de
microfilamentos

y
pseudopodos durante la
eritrofagocitosis.

Bailey et al., 1985

a-actininaly 2

Proteinas de unién a

ca®  que entrelazan
microfilamentos para
formar haces

contractiles.

Interactdan con el
dominio intracelular de la
lectina Gal/GalNAc, por
lo que podrian estar

implicadas en el
mecanismo  infeccioso
del paréasito

Citoplasmaética.
Translocada a la
membranas vesiculares

Virel et al., 2007
Virel y Beckman, 2006
Addario et al., 2011

Separa los filamentos de
actina  uniéndose  al
extremo + , dando lugar

Gelsolina a filamentos pequefios Citoplasmatica Shafer et al., 1996
capaces de llevar a cabo
la nucleacion
Se une a los filamentos
- de actina-ADP . -
Cofilina favoreciendo U Citoplasmatica Rosenblatt et al., 1997
desensamblaje.
) Pseud(_)podos €M Binder et al., 1995
Entrecruza filamentos, | extension. Se enriquece . .
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Ademas de las ABP’s, se ha comprobado mediante experimentos in vitro que
diferentes isoactinas estan asociadas a diversos tipos de estructuras como
haces, redes, fibras de estrés, puntos de actina, anillos y bocas fagociticas, lo
gue sugiere que el citoesqueleto de E. histolytica puede formar dominios
intracelulares con diferentes propiedades funcionales (Fig. 8). Estos
rearreglos se dan en respuesta a un estimulo externo, como cuando los
trofozoitos interactian con proteinas de la MEC y células blanco (Bailey et

al., 1985; Talamés y Rios., 2000).

La primera evidencia de la existencia de receptores para proteinas de MEC
en E. histolytica provino de experimentos donde la FN y sus fragmentos
proteoliticos se utilizaron como sustratos para la adhesion, demostrando la
existencia de una proteina de 37 kDa que se une al dominio amino terminal
de la FN (Talamés y Meza, 1988). Cuando los trofozoitos se unen a esta
proteina se activan mecanismos regulatorios que dependen de moléculas de
sefalizacion como GTPasas, y ABP’s, lo que se traduce en la expresion de
diferentes isoactinas y en la secrecién de PC’s, necesarias para llevar a cabo
la adhesién, degradacion y locomocion observado durante el proceso
invasivo realizado por E. histolytica (Guillén, 1996; Meza, 2000; Rios et al.,

2008).
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Figura 8. Estructuras de actina formadas durante la interaccion de trofozoitos de E. histolytica con FN.
a) puntos de actina, b) fibras de estrés, c) bocas fagociticas, d) anillos. El parasito puede combinar
éstas estructuras como se muestra en e) donde se aprecia un trofozoito con fibras de estrés y puntos
de actina en el sitio de interaccion con fibronectina. Los trofozoitos fueron tefiidos con faloidina
rodaminada (Modificado de Rios et al., 2008).

1.4 Regulacion del citoesqueleto de actina de Entamoeba histolytica.

Miembros de la subfamilia de Rho de las proteinas de unién a GTP de bajo
peso molecular (EhRho, ROCK-2, Rac y Cdc42) estimulan la polimerizacion
de la actina del parasito. Estas proteinas transmiten sefiales provenientes de
los receptores presentes en la membrana de los trofozoitos hacia las

proteinas del citoesqueleto, regulando su remodelacion (Hall, 1994). Cuando
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los trofozoitos del parasito son incubados con FN, la cinasa EhRho activa a la
cinasa de serina/treonina ROCK-2, resultando en una cascada de
sefializacion que involucra a otras cinasas como LIMK y a las ABP’s ABP-120
y cofilina, que actlan sobre la actina de la amiba (Guillen et al., 1998; Rios et
al., 2008). Por su parte, Rac y Cdc42 estimulan a proteinas pertenecientes a
la familia WASP que activan al complejo ARP 2/3 activando el proceso de
ramificacion de los microfilamentos para formar filopodios (Franco-Barraza et

al., 2006).

1.5 Fagocitosis en E. histolytica.

Como en otros eucariontes, la fagocitosis en E. histolytica es un proceso
ordenado que inicia con el reconocimiento de los ligandos fagocitables por
receptores especificos expresados en la superficie del parasito. Este
acoplamiento inicia rutas de sefializacion intracelulares que culminan en el
remodelamiento del citoesqueleto amibiano. De los receptores de E.
histolytica que participan en la fagocitosis, la lectina Gal/GalNAc reconoce
s6lo a una fraccion de blancos ingeribles, ya que su inhibicibn competitiva
con Gal no interrumpe la fagocitosis de células de ovario de hamster chino
(CHO) (Radvin y Guerrant, 1981). E. histolytica también posee receptores
acoplados a proteinas G (EhGPCR) que estan intimamente ligados en la
formacion de copas fagociticas durante la eritrofagocitosis (Rodriguez et al.,
2000; Picazarri et al., 2005). Por su parte, Baxt y cols (2010) encontraron que
la proteasa romboide (EhROM1) de E. histolytica puede regular la ingestion
de células muertas, debido a que la mala transcripcion de su gen disminuye

la fagocitosis de células CHO en apoptosis. Otras proteinas que podrian
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funcionar como receptores durante la fagocitosis son SREHP y KERP1 que
reconocen FS y proteinas adaptadoras como colectinas y C1q expuestas en
la membrana de las células apoptéticas (Huston et al., 2003; Texeira et al.,
2008); y algunos miembros de la familia de cinasas transmembranales
(TMK), como TMK-39, que regula la fagocitosis de células muertas, asi como
la iniciacion del reordenamiento del citoesqueleto de actina a través de la
fosforilacién de varias cinasas citoplasmaticas como PI3P, PI3K, EhC2PK y
EhCaBP1 (Jaumouillé et al., 2011).

El trafico vesicular es regulado por un grupo de entre 40 a 45 GTPasas Rab
(Saito-Nakano et al., 2001; Temesvari et al., 1999). Las mas estudiadas son
EhRab5 y EhRab7 que modulan la fusién vesicular con la membrana de la
célula blanco, y participan también en la formacién de un compartimento
llamado vacuola prefagosomal durante la eritrofagocitosis. Estas proteinas
tienen diferentes localizaciones dentro del parasito. EhRab5 modula el
transporte de PC’s al interior del fagosoma, mientras que EhRab7 participa
en el transporte de hidrolasas, localizandose en vesiculas que experimentan
fusion heterdloga con los lisosomas (Nakada-Tsukui et al., 2005; Okada et
al., 2005; Saito-Nakano et al., 2004).

El extraordinario pleomorfismo de los trofozoitos amibianos en conjuncion
con la fagocitosis resulta en la destruccion tisular, y la invasién de érganos
extraintestinales como el higado y, a menos que los parasitos sean
eliminados con farmacos eficientes, continuardn su migracion extraintestinal
poniendo en riesgo la vida del enfermo. Debido a su importancia en la
biologia del parasito, y en el desarrollo de la patogenia, la actina podria

utilizarse como blanco terapéutico.
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1.6 Tratamiento de la amibiasis

Desde hace mas de 50 afios la quimioterapia ha sido el método mas

econOmico y eficaz para el control de la amibiasis. El objetivo principal de

ésta es la erradicacion de los parasitos en su localizacion intestinal y

extraintestinal sin que se presenten efectos secundarios indeseables. Para

ello, se disponen de farmacos antiamibianos con accion en diferentes niveles

tisulares. En el cuadro 2 se resumen los mecanismos de acciéon asi como

algunas caracteristicas importantes de éstos farmacos.

Cuadro 2. Caracteristicas esenciales de los farmacos empleados en el tratamiento
de la amibiasis intestinal, extraintestinal y asintomatica.

Farmaco/

Dosis (adultos)

Mecanismo de

Efectos

Tinidazol

NO,
\\S’/

=N

-Oral: 800mg, 3 veces

al dia/5 dias.

estructura quimica accion secundarios
Metronidazol

-oral: 750mg/ kg, 3

veces al dia/7-10 dias.
Activado en .

) Sabor metalico en la
organismos
] boca, nausea,

anaerobios por

reduccion del grupo
5-nitro. El farmaco
activado dana el DNA

del parasito

vomito, diarrea,
cefalea, vertigo.
Teratogénico y

carcinogénico

Dehidroemetina

-Oral 2g/dia/3 dias.

Inhibe la sintesis de

proteinas

Diarrea, nausea,
vomito, debilidad
muscular,
hipotensién, dolor
precordial,
taquicardia y

disrritmia cardiaca
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Paromomicina
-oral, 25-35mg/Kg/3
veces al dia/7 dias. . . . , L.
Inhibe la sintesis de | Nausea, vomito,
proteinas calambres, diarrea.
Furoato de diloxanida
-500mg/3 veces al
dia/10 dias. . .
Desconocido Flatulencia
Nitazoxanida
Q
)\ N0 Cefalena, nausea,
“ M o S/\g -oral, 500 mg/12h/3 Inhibicién de la vomito, dafio al
dias. . . L.
N/[%N piruvato-ferredoxin- | nervio optico y
" oxido reductasa. neuropatia
periférica.

En la infeccion intestinal asintomatica se emplean medicamentos como
furoato de diloxanida y paromomicina que actian solamente contra los
trofozoitos presentes en la luz intestinal (Apt et al., 2013). Para la infeccion
intestinal invasiva puede emplearse la nitazoxanida con buenos resultados,
aunque aun se evalta su uso en AHA (Rossignol et al., 2007). En casos de
colitis severas y AHA, se administra por via subcutanea la dehidroemetina,
sin embargo, este alcaloide es relativamente toxico y debe utilizarse con
precaucion y monitoreo cardiolégico permanente (Apt et al., 2013). Para la
infeccion intestinal sintomatica y extraintestinal se utilizan farmacos de accién
mixta (es decir, tanto luminal como tisular) como el MTZ el cual es, desde

hace mas de 40 afos, el medicamento de eleccion para el control de la
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amibiasis (Astelbauer et al., 2011; Lofmark et al., 2010). Otro nitroimidazol, el
tinidazol es similar al MTZ por su mecanismo de accién y por sus efectos
adversos. Como se aprecia en la tabla 2, todos los medicamentos provocan
efectos secundarios variados y frecuentes por lo que algunos (como la
emetina) se han descontinuado en ciertos paises como en México, mientras
gue el tinidazol no se comercializa en los Estados Unidos (Tay-Zavala et al.,
2010). Este inconveniente, aunado a que los diferentes regimenes
guimioterapéuticos son muy largos, provoca que muchas personas
abandonen de manera prematura el tratamiento lo que es alarmante ya que
ésta accién conduce a problemas de falla terapéutica, en la cual, los
parasitos no son completamente eliminados y prevalecen en el hospedero,
qguien continda diseminando quistes infectivos en su medio (Bansal et al.,
2006). Esto es particularmente frecuente en el caso del MTZ por presentar el

mayor numero de efectos secundarios.

1.7 Mecanismo de accion del MTZ.

Como se menciond anteriormente, el MTZ es el farmaco de eleccion para el
tratamiento de la amibiasis intestinal y extraintestinal. Este farmaco suele
administrarse por via oral y se distribuye rapidamente por los tejidos,
alcanzando concentraciones elevadas en los liquidos organicos incluido el
liquido cefalorraquideo (Rang et al., 2011). Este medicamento entra como un
pro-farmaco inactivo por difusion pasiva al interior de los trofozoitos donde
compite con las enzimas ferredoxina y flavodoxina como un aceptor de
electrones por parte de la enzima piruvato-ferredoxin oxidorreductasa (PFOR)

(Wassmann, et al., 1999). La activacion de esta droga ocurre en el citosol del
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parasito donde un electron es transferido al grupo nitro del farmaco, lo que
origina un nitro-radical toxico llamado N-(2-hidroxietil). Esta reaccion se ve
favorecida en condiciones anaerdbicas como las que se encuentran en el
microhdbitat intestinal, ya que la carencia de oxigeno impide que el nitro-
radical toxico se oxide y el farmaco pierda su efectividad (Upcroft y Upcroft.,
2001). Una vez activado, el MTZ dafia a los parésitos al interactuar con su
ADN, oxidandolo y liberando fosfato de timidina el cual induce la
desestabilizacion y la pérdida de la estructura de doble hélice de la molécula,
lo que impide la reparacién y sintesis posterior del material genético,
provocando la muerte de los trofozoitos (Raether et al., 2003; Samuelson,

1999).

1.7.1 Efectos secundarios del MTZ

El MTZ es bien tolerado, sin embargo, frecuentemente se presentan
reacciones adversas severas que provocan malestar en los pacientes
guienes tienden a abandonar de manera prematura el tratamiento (Rediguieri
et al., 2011). Los efectos secundarios mas comunes son del tipo
gastrointestinal: ndusea, vomito, diarrea, dolor estomacal y constipacion.
También se han reportado alteraciones del sistema nervioso central como
falta de coordinacion, vértigo, cefalea, ataxia y neuropatias sensoriales (Rang
et al., 2011). Estos efectos secundarios son consecuencia de su mecanismo
de accion, el cual, a pesar de ser selectivo hacia los patbgenos anaerdbicos,
puede alterar en algunas ocasiones la estructura tridimensional del ADN de

las células del hospedero, provocando aductos en el ADN, asi como
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sustitucion de pares de bases y rompimientos de la doble cadena

(Samuelson, 1999).

1.7.2 Teratogenicidad y carcinogenicidad del MTZ

El MTZ atraviesa con facilidad la barrera placentaria, y ha demostrado ser
teratogénico y embriogénico en roedores y conejos (Mudry et al., 2001; Eland
et al, 2000). No se ha demostrado teratogenicidad en humanos, sin embargo,
no se recomienda su uso durante el primer trimestre del embarazo (Williams

et al., 2000).

El MTZ es mutagénico en sistemas bacterianos, donde induce sustituciones
de pares de bases en el ADN (Trinh et al., 1998). Datos recientes, han
demostrado que el MTZ y sus metabolitos hidroxilados tienen la capacidad de
inducir dafio al ADN en linfocitos humanos mediante rompimientos de la
cadena de ADN vy aberraciones cromosOmicas (Dobias et al., 1994;
Menéndez et al.,, 2002). Por otra parte, el MTZ ha mostrado actividad
carcinogénica en animales de experimentacion produciendo linfomas, cancer
pulmonar, fioroadenomas mamarios y adenocarcinomas (Ostrosky-Wegman
et al., 1994). Al respecto, ya ha sido prohibido para su uso veterinario en

Alemania (Elizondo et al., 1996).

1.7.3 Sensibilidad al MTZ por diferentes aislados de E. histolytica.
Existen reportes de casos aislados de AHA donde se ha presentado
disminucién de la susceptibilidad de E. histolytica al tratamiento con MTZ, sin

gue ello demuestre el surgimiento de resistencia a este farmaco, sin
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embargo, un pequefio porcentaje de amibas podrian volverse resistentes
debido al abuso del MTZ como antiparasitario. Reportes experimentales han
mostrado que es posible inducir in vitro el fendbmeno de la resistencia al
farmaco cuando los trofozoitos de la cepa virulenta HM1:IMSS son expuestos
gradualmente a concentraciones subletales de MTZ (Samarawickrema et al.,
1997). Al respecto, Agadu y cols (2002) demostraron que la concentracion
inhibitoria 50 (Clsg) del MTZ fue de 18.47 yM para la mayoria de los aislados
susceptibles de E. histolytica, estableciendo ademas un valor de 30uM como
punto de corte para considerar como resistente a un aislado (Wasmann et al.,

1999).

1.7.4 Mecanismos de resistencia al MTZ en E. histolytica.

Los modelos experimentales de resistencia al MTZ en E. histolytica han
demostrado que, a diferencia de lo descrito previamente en otros
protozoarios como Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis, la resistencia
al MTZ en amibas no se debe ni a la disminucién en la expresion de la
enzima PFOR ni a la sobre-expresion de glicoproteinas-P encargadas de la
expulsion del farmaco al exterior de los trofozoitos, sino a un incremento de
tres a cinco veces mayor en la expresion de las enzimas antioxidantes
superoéxido dismutasa (fe-SOD) y peroxirredoxina, asi como a un decremento
en la expresion de las enzimas flavin reductasa y ferredoxina (Bansal et al.,
2006). El papel de fe-SOD y la peroxirredoxina se confirmé mediante la
transfeccion episomal de éstas enzimas en aislados del parasito susceptibles
al MTZ, lo que resulté en la disminucion en la susceptibilidad a dicho farmaco

(Wasmann et al., 1999).
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1.8 Desarrollo de nuevos derivados bencimidazolicos con actividad
antiparasitaria.

Considerando la problematica que existe en el tratamiento de la amibiasis
intestinal y extraintestinal y el riesgo latente del surgimiento de resistencia al
MTZ, es de gran importancia contar con nuevas alternativas para el
tratamiento de esta parasitosis a corto y mediano plazo. A este respecto, los
bencimidazoles (BCM) (Fig. 9), son compuestos heterociclicos muy
importantes en la quimica medicinal gracias a su versatilidad, bajo costo, baja
toxicidad y a su amplio espectro de actividad biolégica (antihelmintica,
antiprotozoaria, antioxidante, antibacteriana, antifingica, anticancerigena,
antiinflamatoria, antihipertensiva, antiulcerosa, insecticida y antialérgica)

(Gurvinder et al., 2013).
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Figura 9. Estructura basica del nicleo bencimidazdlico. La estructura de este tipo de farmacos consiste
en un sistema aromatico formado por la unién de un anillo bencénico unido a un grupo imidazol en sus
posiciones 4y 5.

Desde inicios de la década de 1960 los BCM se han empleado en el
tratamiento de las helmintiasis en humanos, sin embargo, estudios recientes
han demostrado que diversas modificaciones estructurales efectuadas en las
posiciones R1, R2, R3 y R4 del anillo bencimidazélico pueden dar como
resultado compuestos con actividad antiparasitaria mas amplia. Con el interés
de contar con nuevas alternativas en el tratamiento de las parasitosis,

incluyendo a la amibiasis, el Departamento de Farmacia de la Facultad de
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Quimica de la UNAM ha disefiado y sintetizado nuevos compuestos a partir
de modificaciones estructurales al nucleo bencimidazélico, algunos con
actividad contra parasitos protozoarios como G. lamblia, T, vaginalis,
Leishmania mexicana, Trypanosoma brucei y a E. histolytica. (Navarrete-
Vazquez et al., 2001; Valdez et al., 2002; Valdéz-Padilla et al., 2009; Diaz-
Chiger et al., 2012;).

Dentro de los compuestos sintetizados hasta ahora, destaca el

5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1Hbencimidazol, denominado como

compuesto Alfa (Fig. 10). Este compuesto fue disefiado como un bioiséstero
del triclabendazol (TCBZ) con el objetivo inicial de obtener un compuesto con
actividad fasciolicida contra cepas del trematodo Fasciola hepatica

resistentes al TCBZ.

(Do
ha e dhen
H ci N
H
Triclabendazol Compuesto Alfa

Figura 10. Disefio del compuesto Alfa a partir del TCBZ por reemplazo bioisostérico. La sustitucion de
los dos atomos de cloro en posiciones 5 y 6 por un anillo benceno produjo un compuesto con
propiedades fisicoquimicas y biolégicas similares al TCBZ. (Tomado de Hernandez-Campos, 2014).

Al evaluar la actividad fasciolicida in vitro de Alfa contra metacercarias de F.
hepética resistentes al TCBZ, se determin6 que Alfa es 100% efectivo a una
concentracion de 9.09 mg/mL (Vera, 1991). En estudios in vivo, el compuesto
fue efectivo contra todas las fases de desarrollo del trematodo, y se
determiné la dosis de 15 mg/kg como la sugerida para ensayos posteriores
en ovinos, donde Alfa fue igualmente efectivo contra todas las fases de
desarrollo de la Fasciola (Ibarra-Velarde et al., 1997; Fernandez-Rivera et al.,
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2002). En bovinos se determiné que la dosis méxima tolerada es 15 veces la

dosis efectiva (Vera et al., 2006).

1.8.1 Analisis por microscopia electronica de barrido (MEB) de los
cambios inducidos por Alfa en adultos de F. hepatica.

Es ampliamente aceptado que los BCM tienen afinidad por la 8 -tubulina,
inhibiendo su polimerizacion. Estudios in silico mostraron que para poder
interaccionar con la B-tubulina, los BCM requieren un atomo de hidrégeno en
la posicion 1, y un grupo metoxicarbonilamino en posiciéon 2 (Robinson et al,
2004). Las modificaciones estructurales realizadas en el compuesto Alfa
pudieran cambiar su blanco proteico, en consecuencia, Alfa podria
interactuar con proteinas distintas a la tubulina, como se ha demostrado con
anterioridad para otros derivados bencimidazdlicos (Valdez et al., 2002).

A este respecto, cuando se analizdé el efecto a nivel ultraestructural del
compuesto Alfa sobre adultos de F. hepética (Fig. 11), se observé dafio
progresivo sobre el tegumento, particularmente sobre las espinas presentes
en la cuticula (Rivera et al., 2004). Cabe resaltar que estas estructuras estén

constituidas casi en su totalidad por actina (Stitt, 1992).

Figura 11. Micrografias de barrido de adultos de F. hepética extraidos de borregos tratados con Alfa a
10 mg/Kg a las 6, 12 y 24 h (A, B, C, respectivamente), evidenciando el dafio a las espinas y al
tegumento. A) se observan protuberancias en la superficie ventral (flecha). B) desorden estructural de
los margenes laterales. C) pérdida de las espinas con exposicion de la lAmina basal. S= espina; SS=
espina dorsal. (modificado de Rivera et al., 2004).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La quimioterapia de la amibiasis se basa principalmente en el uso del MTZ.
Sin embargo, en la amibiasis extra-intestinal su efectividad se reduce, y por
los efectos secundarios severos que éste ocasiona, hay abandono del
tratamiento y falla terapéutica. Ademas, in vitro se han obtenido cepas
resistentes al metronidazol, lo que sugiere la posibilidad del surgimiento de
resistencia a este farmaco. Por lo anterior, es necesario desarrollar nuevos
amebicidas, y la actina del parasito constituye un blanco terapéutico de gran
interés.

Por otro lado, se cuenta con el compuesto Alfa que afecta a las espinas de
la cuticula del adulto de F. hepatica, estructuras ricas en actina. Tomando en
cuenta estas evidencias, es de interés evaluar la actividad amebicida del

compuesto Alfa y su efecto sobre el citoesqueleto de actina de E. histolytica.

3. HIPOTESIS
El compuesto Alfa tendrd actividad amebicida, afectando la expresion de la

actina del parasito y la eritrofagocitosis de los trofozoitos de E. histolytica.

4. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del compuesto Alfa sobre el trofozoito de E. histolytica y la

actina del parasito.

4.1 Objetivos particulares
» Determinar la actividad del compuesto Alfa sobre los trofozoitos de E.

histolytica (Clsp).
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e Analizar el efecto del compuesto Alfa sobre la expresion de la actina y
sus isoformas en trofozoitos de E. histolytica.
* Analizar el efecto del compuesto Alfa en la eritrofagocitosis de los

trofozoitos.

5. METODOLOGIA

La estrategia experimental se presenta en el siguiente diagrama de flujo:

5.1 Cultivo axénico de trofozoitos de Entamoeba histolytica.
1 X 10* trofozoitos de la cepa HM1-IMSS se cultivaron axénicamente a 37°C
durante 48h en medio TYI-S-33 suplementado con 3% de vitaminas y suero

de ternera al 10% inactivado previamente a 56°C por 30 min. Antes de la
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realizacion de los experimentos, se verificd la viabilidad de los trofozoitos
mediante el método de exclusién de azul Tripano. Sélo se emplearon los

cultivos que presentaron una viabilidad superior al 90% (Cedillo et al., 2002).

5.2 Determinacion de la actividad amebicida de Alfa

La actividad del compuesto Alfa contra los trofozoitos de E. histolytica se
determind mediante el método descrito por Cedillo y Mufioz (2002). Se
colocaron 6 x 103 trofozoitos en tubos eppendorf con medio de cultivo con
Alfa a concentraciones de 0.005, 0.01, 0.05, 0,1 y 0,5 yg/mL preparadas a
partir de un stock de Alfa a 5mg/mL diluido en DMSO. Los tubos se
incubaron por 48h a 37°C, incluyendo un control negativo libre del
compuesto. Transcurrido el tiempo de incubacién se realiz6 el conteo de los
trofozoitos en una camara de Neubauer y se calculé el numero de trofozoitos
muertos respecto al control negativo. La Clsp fue calculada mediante el
analisis Probit y se comparé con la del MTZ a las mismas concentraciones.

Se realizaron dos experimentos independientes por triplicado.

5.3 Obtencion de extracto soluble (ES) de trofozoitos tratados y no
tratados con compuesto Alfa.

Se incubaron 1X10* trofozoitos de E. histolytica en 30 tubos de vidrio de 8
mL durante 48 h a 37° C conformando dos lotes de 15 tubos c/u: el de
parasitos tratados con Alfa (1ug/mL) y el lote de no tratados. Después de la
incubacion, los tubos se colocaron en hielo durante 10 min y se centrifugaron
a 150 x g por 10 min para retirar el medio de cultivo. Los botones de amibas

se lavaron tres veces con PBS estéril y se transfirieron por separado a tubos

37



eppendorf donde se les retird el PBS y se adiciond inhibidores de proteasas
(15 pL de Complete —Roche- , TLCK-HCI 100 mM, TPCK 100 mM y 10uM de
E-64 -Sigma-). Las muestras se incubaron durante 5 min en hielo.
Posteriormente, se agregaron 50 uL de amortiguador de lisis (urea 7M,
tiourea 2M, CHAPS 4%, DTT 40 mM) y se agitaron durante 10 segundos en
vortex. Los ES resultantes fueron aclarados mediante centrifugacion a 13,000
X g durante 20 minutos, se tomé el sobrenadante y se transfiri6 a tubos

eppendorf nuevos para posteriormente determinar su concentracion.

5.4 Cuantificacién de los extractos solubles de los trofozoitos

La cuantificacion de proteina total de los ES se realiz6 con el kit comercial 2-
D Quant (GE Healthcare) cuyo principio se basa en la unién especifica de
iones de cobre a las proteinas previamente precipitadas, y la medicion
espectrofotométrica del cobre restante en solucion. Se preparé por triplicado
una curva estandar utilizando la solucién patron de albumina a 2pug/mL

incluida en el kit.

Cuadro 3. Curva estandar de albumina sérica bovina.

NUm. de tubo 1 2 3 4 5

Vol. BSA (uL) 0 25 5 7.5 10

Concentraciéon

de BSA (ug)

La cuantificacion de los extractos también se hizo por triplicado. Se transfirid
1uL de cada muestra a tubos eppendorf y se agregaron 100 uL de solucién

precipitante 'y 100 pL de solucidn co-precipitante. Posteriormente, se
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centrifugaron todos los tubos a 13,000 x g por 5 minutos a 4°C y se descartd
el sobrenadante. Se afiadieron 20uL de solucion de cobre y 80 uL de agua
desionizada. Finalmente, se afiadieron 200 uL de reactivo de color y se dej6
reposar durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad. El contenido
de los tubos se transfirié a una placa de poliestireno de 96 pozos, midiendo la
absorbancia en un espectrofotbmetro para microplacas a 480 nm. La
concentracion de proteinas se obtuvo mediante el método de regresion lineal

con base en la curva patrén obtenida.

5.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para verificar la integridad y la cuantificacion de las proteinas contenidas en
los extractos, se realizd la separacion de éstas en condiciones reductoras con
2-B-mercaptoetanol y SDS al 10% de acuerdo a lo indicado por Laemmli
(1970). Se tomaron 30ug de proteina total y se les afiadi6 amortiguador de
muestra (Tris-HCI 0.5M pH 6.8, glicerol, SDS al 10%, 2-3-mercaptoetanol al
0.05% v/v y azul de bromofenol al 0.05% p/v) en proporcién 1:1. Cada
muestra se cargd en geles de gradiente de poliacrilamida NUPAGE 4-12% en
una camara de electroforesis XCell Sure Lock con amortiguador de
electroforesis NUPAGE MES SDS 1X (MES 50 mM, Tris Base 50mM, SDS
0.1%, EDTA 1mM, pH7.3) y se corrié a 200 Volts constantes durante 45 min.
Se empled un marcador de peso molecular con rango entre 225 y 10 KDa
(Prestained SDS-PAGE Broad Range de PROMEGA). Los geles se tifieron
90 min. con azul de Coomassie G-250 al 0.06% y se destifieron con una

solucién de metanol al 50% y acido acético al 10%.
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5.6 Inmunoelectrotransferencia de los ES de paréasitos tratados o no
tratados con Alfa.

La inmunoelectrotransferencia de los ES se realiz6 en geles de gradiente
NuPage de 4 a 12%. Se tomaron 30ug de proteina de los parasitos control o
tratados con Alfa y se realizd el corrimiento electroforético descrito en el
inciso 5.5. Los geles se equilibraron 1h en amortiguador de transferencia (Tris
0.025M, glicina 0.192M metanol al 20% v/v) y se transfirieron a membranas
de PVDF en una cdmara Mini Trans-Blot Electroforetic Cell (Bio Rad) a 100
Volts durante 1h. Posteriormente, la membrana se bloqued con ABS al 3%
por 12 h a 4°C con agitacion constante. Las membranas se cortaron en tiras
de 5 mm y se incubaron 12 h por separado con el anticuerpo C4 (AbCAM) en
dilucion 1:2000 en PBS a 4°C. Paralelamente, se realiz6 Ila
inmunoelectrotransferencia de la actina de musculo de conejo donada por el
Dr. Javier Ambrosio Hernandez (Facultad de Medicina, UNAM), que se utilizd
como control de reactividad del anticuerpo C4. Se realizaron 3 lavados de 5
min con PBS y se incubdé 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario Goat Anti Mouse HRP (AbCam) en dilucion 1:2000. El revelado se
realizé con 4-cloro-1-naftol en presencia de H,O, durante 20 seg. La reaccién
se detuvo con agua destilada. Las imagenes se capturaron con un
fotodocumentador ChemiDoc XRS (Bio-Rad) y se realizé un analisis
densitométrico con el programa Quantity One 4.6.3 (Bio-Rad). Se realizaron
dos experimentos independientes y se llevd a cabo una prueba de t-Student
(p<0.05) con el programa GraphPad Prism 6.0e para determinar si hubo o no

diferencias significativas respecto al ES de trofozoitos sin tratamiento.
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5.7 Inmunoelectrotranferencia 2D de ES de parasitos tratados o no
tratados con Alfa.

Para verificar el efecto del compuesto Alfa sobre las isoformas de actina se
realizé la inmunoelectrotranferencia 2D de los ES de trofozoitos tratados y no
tratados con Alfa. Para ello, se realizé el isoelectroenfoque y la electroforesis
en las condiciones previamente descritas, excepto que la cantidad de
proteina utilizada fue de 100 ug. Terminada la separacién de las proteinas,
los geles fueron incubados 1 h a 4°C en amortiguador de transferencia y se
transfirieron a membranas de PVDF en una camara Mini Trans-Blot
Electroforetic Cell (Bio-Rad) a 100 Volts durante 1h. Las membranas se
bloquearon toda la noche con ABS al 3% con agitacion a 4°C. Luego del
bloqueo, las membranas se lavaron 3 veces con PBS estéril y se agrego el
anticuerpo C4 en dilucién 1:2000 por 12 h, en tanto que el anticuerpo
secundario se incubd por 1 h a 37°C en dilucion 1:2000. El revelado se
realizé con 4-cloro-1-naftol en presencia de H,O, durante 20 seg. La reaccion
se detuvo con agua destilada. Las imagenes se documentaron en el
fotodocumentador ChemiDoc y se analizaron con el programa PD Quest

v8.0.1 (Bio-Rad).

5.8 Analisis proteémico 2D del ES de trofozoitos tratados y no tratados
con Alfa.

Para separar a las proteinas en una primera dimension, se sometio a los ES
a un isoelectroenfoque utilizando tiras IPG Strip de 7 cm (Bio-Rad) con un
gradiente de pH de 4-7 para obtener una buena separacién de las isoactinas.

Las tiras se hidrataron durante 16h dentro de la IPG Box (GE Healthcare) con
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120 ug de los ES contenidos en 125 uL de amortiguador de hidratacion
DeStreak (GE Healthcare) al cual se le afiadido 0.7 yL de una solucién de
anfolitos 3-10 (Bio-Rad). Después de la hidratacion, se realizd el
isoelectroenfoque con un equipo Ettan IPGPhor 3 (GE Healthcare)
programando el protocolo de acuerdo al tipo de tira. Después del
isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron durante 15 min en amortiguador
de SDS | (Tris-HCI 75mM pH 8.8, Urea 6M, glicerol al 29.3%, SDS 2%, azul
de bromofenol al 0.002% y 50 mg de DTT) y posteriormente 15 min mas en
amortiguador de SDS Il (Tris-HCI 75mM pH 8.8, Urea 6M, glicerol al 29.3%,
SDS 2%, azul de bromofenol al 0.002% y 125 mg de iodacetamida).
Posteriormente, las tiras se colocaron sobre geles de gradiente NuPage 4-
12% y se cubrieron con agarosa al 0.5%. Se colocé el marcador de peso
molecular con rango de 209 a 7 kDa (Prestained Broad Range de Bio-Rad) y
se realizd la separacion de las proteinas en doble dimension a 200 Volts
durante 45 min. Los geles se tifileron con azul de Coomassie al 0.06%
durante 90 min con agitacion constante y se destifieron con una solucién de

metanol al 50%, acido acético al 10% hasta la visualizacion de los spots.

5.9 Analisis comparativo de los mapas protedmicos con el programa PD
Quest.

Los mapas protedmicos obtenidos se compararon con el software PD Quest
v8.0.1 (Bio-Rad). Se cred un gel maestro a partir de las dos réplicas de las
muestras control y tratadas con el bencimidazol. Mediante este analisis se
estim6 el niumero de puntos, el peso molecular, el pl y la intensidad en

pixeles de las proteinas, seleccionando aquellos puntos que presentaron
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expresion diferencial respecto al control. Para la identificacion de las
protéinas de interés, los spots se mandaron a secuenciar por LC/MS/MS a la
Universidad Complutense de Madrid, Espafa. Mientras se obtiene la
identificacion de las proteinas con expresion diferencial y con el objetivo de
obtener una aproximacién de qué proteinas se pudiera tratar, se realizo la
comparacion visual de los mapas prote6micos con el proteoma reportado por
Tolstrup. (2007). Se comparé el peso molecular, el pl y la abundancia relativa

de cada proteina.

5.10 Ensayo de eritrofagocitosis

La eritrofagocitosis se realizO mediante la evaluacion microscopica del
namero de eritrocitos ingeridos por los trofozoitos, y mediante la
determinacion espectrofotomeétrica de la hemoglobina contenida dentro de los
trofozoitos. Para el primer experimento se incubaron 1X10* trofozoitos con
Alfa (0.023-1pg/mL) durante 48 h a 37°C en placas de cultivo de 96 pozos.
Posteriormente, se descartdé el medio de cultivo y agregé medio nuevo sin
suero y con eritrocitos humanos en proporcion 1:100 (trofozoitos:eritrocitos),
permitiéndo la interaccién de los parasitos con los eritrocitos durante 10, 20 y
30 min. Al finalizar la interaccion, se agreg6 agua destilada fria para despegar
a los parasitos de los pozos y para lisar a los eritrocitos no ingeridos. Las
muestras se centrifugaron por separado y se fijaron con glutaraldehido al
2.5% por 30 min. Para facilitar la visualizacion de los eritrocitos ingeridos,
éstos se tifieron mediante el método de Novikoff (1972), agregando 1mL de
Tris-HCI 1M pH 9.8 con H;O, al 0.001% v/v, y 3'3-diaminobencidina

(0.2mg/mL) durante 30 min. Se contd el nUmero de eritrocitos fagocitados en
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100 trofozoitos y se calculé el indice fagocitico (porcentaje de parasitos que
habian ingerido eritrocitos multiplicado por el nUmero promedio de eritrocitos
ingeridos por amiba). Como controles se utilizaron trofozoitos incubados en
DMSO al 0.1% por 48h, y con Citocalasina-D (CD) 10uM, agregada al inicio
de los experimentos.

Para el ensayo espectrofotométrico, los parasitos tratados con Alfa e
incubados con eritrocitos bajo las condiciones descritas previamente fueron
centrifugados por separado. Se descartd el sobrenadante y se agregaron 100
pl &cido férmico concentrado para lisar a los trofozoitos. Se determiné la D.O.
a 405 nm en un espectrofotbmetro para microplacas. Los experimentos se
realizaron 2 veces por triplicado y se realizé una prueba de ANOVA (P <
0.001) con el programa GraphPad Prism para determinar diferencias
significativas entre los tratamientos. Los resultados fueron expresados como

promedio = DS.

6. RESULTADOS

6.1 Actividad amebicida del compuesto Alfay MTZ.

En el cuadro 4 se muestra la actividad amebicida de Alfa contra los
trofozoitos de E. histolytica pre-incubados durante 48h a diferentes
concentraciones del compuesto. Como control positivo, se emple6é MTZ a la
misma concentracién. EI compuesto Alfa fue ligeramente mas potente (1.5

veces) que el MTZ.

44



Cuadro 4. Actividad amebicida del compuesto Alfay MTZ

. Promedio Clso Intervalo de
Compuesto Clso (Mg/mL) (Mg/mL) confianza

0.024

Alfa 0.023 0.021-0.024
0.022
0.040

MTZ 0.036 0.032-0.041
0.032

*dos ensayos por triplicado

6.2 Obtencién de ES de parasitos tratados y no tratados con Alfa
Las proteinas fueron obtenidas mediante lisis de las amibas tratadas y no
tratadas con Alfa y su concentracion se obtuvo mediante cuantificacion con el

kit 2D-Quant. Los resultados se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Concentracion de proteinas de las

muestras
Concentracion de
Muestra )
proteinas (ug/pL)
Control 6.65
Alfa 6.71

6.3 Analisis electroforético de los extractos obtenidos de parésitos
control y tratados con Alfay reconocimiento de actina por el anticuerpo

CA4.

Para verificar la integridad de los ES, se tomaron 30ug de cada muestra y se
corrieron en geles de gradiente de 4 a 12% en condiciones reductoras. De

manera general, se puede apreciar la integridad de las muestras (Fig. 12A).
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Con el objetivo de realizar un analisis cuantitativo de las bandas de ambos
ES, se realiz6 un andlisis densitométrico con el programa Quantity One, el
cual revel6 la presencia de aproximadamente 21 bandas tanto en los
extractos tratados como no tratados con Alfa. Como se muestra en la figura
12B, a cada banda se le determiné su intensidad en pixeles (eje vertical) y su

peso molecular aproximado.

Figura 12. Perfiles electroforéticos de los ES de trofozoitos tratados y no tratados con el compuesto
Alfa. A) La tincion con azul de Coomassie revel6 la integridad de las proteinas. B) El andlisis
densitométrico muestra que la cantidad de proteina corrida en ambas muestras fue muy similar. (Rojo:
marcador de peso molecular con los valores indicados en kDa, verde: ES control, naranja: ES tratado
con Alfa (1pg/mL).

El efecto de Alfa sobre la actina de los trofozoitos de la amiba se analiz6 en
1D mediante Western Blot con el anticuerpo C4 que reconoce actina. En la
figura 13A se muestra el reconocimiento de actina en los ES de los parasitos
control y tratados con Alfa. Con el fin de tener datos cuantitativos del
reconocimiento del anticuerpo en ambos ES, se realizé el andlisis cuantitativo

con el programa Quantity One. En ambos extractos el anticuerpo C4
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reconocio una banda con un peso aproximado de 45 kDa, siendo mas intensa
en la muestra tratada con Alfa (Fig 13B). C4 también reconocio a la actina
purificada de musculo de conejo. No hubo diferencias significativas entre el

extracto control y Alfa.

Figura 13. A) Reconocimiento de actina en ES de trofozoitos control (C), tratados con Alfa (a) y control
de actina de musculo de conejo purificada (Ac). En ambos ES el anticuerpo C4 reconoci6 una banda
con un peso aproximado de 45 kDa, siendo mas intensa en la muestra tratada con Alfa. B) Andlisis
densitométrico donde se muestra el promedio de pixeles de dos muestras independientes. Los valores
representan el promedio * la desviacion estandar (DS) de dos experimentos independientes.

6.4 Andlisis en 2D del efecto de Alfa sobre isoformas de actina de E.
histolytica.

Para analizar el efecto del compuesto Alfa sobre las isoactinas del parasito
se realiz6 una inmunoelectroransferencia 2D de los ES con y sin tratamiento,
empleando el anticuerpo monoclonal C4. En la figura 14 se aprecia que el

anticuerpo C4 reconocio 4 spots con pl entre 5.6-6.0 y un peso molecular

aproximado de 45 kDa, que corresponden a isoformas de la actina de la

amiba. Como se aprecia en la figura 14B, se presentdé una mayor
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reconocimiento del anticuerpo C4 por las isoactinas de los parasitos tratados
con el compuesto. El analisis densitométrico se presenta en la figura 14C, el
analisis estadistico revel6 que no existe una diferencia estadisticamente
significativa en el reconocimiento de las isoformas de actina por C4 del

control y del tratado con Alfa.

Figura 14. Reconocimiento de isoactinas en ES control (A) y Alfa (B) por el anticuerpo C4. Se
utilizaron 100 pg de proteina separada por su pl y su peso molecular bajo las mismas condiciones que
los proteomas de trofozoitos. C) Andlisis densitométrico de los spots reconocidos por el anticuerpo C4.

6.5 Andlisis Protedmico 2D de las proteinas contenidas en los ES de

trofozoitos con o sin tratamiento.

En la figura 15 se muestra una réplica biolégica de las proteinas de
trofozoitos con o sin tratamiento. El analisis se realizé con la misma cantidad

de proteina para ambas muestras. Se puede observar que hubo una buena
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separacion de los spots segun muestra la tincibn con azul de Coomassie

G-250. El analisis realizado con el programa PDQuest sefiala la presencia

111 spots en el ES de los parasitos control, y de 112 en los parasitos tratados
con Alfa. Se detectaron 9 spots que presentaban una expresion diferencial
respecto al control, de éstos 6 tuvieron un incremento en su expresion y 3 un
decremento. Para la identificacion de las proteinas con expresion diferencial,
los geles se enviaron a la Unidad de Protedomica de la Universidad
Complutense de Madrid, Espafia. Sin embargo, con el objetivo de inferir la
identidad de los spots de interés presentes en los geles 2D-PAGE se utilizd
como referencia el mapa protedmico obtenido por Tolstrup (2007). Los
autores realizaron la separacion de las proteinas en condiciones similares a
las utilizadas en este trabajo (Fig. 16). La comparacién se realizé con base en
el peso molecular, pl y abundancia relativa de cada proteina. Bajo estos
criterios se llegd a la probable identificacion de 18 proteinas, incluidas las
isoactinas del parasito. Ademas se identificaron 2 proteinas que presentaron
cambios en su expresion debido al tratamiento con el compuesto Alfa. Una
de ellas, la fosfofructocinasa (spot 1), participa en el metabolismo energético
del parasito, mientras que la proteina restante, la subunidad beta de una
proteina de union a GTP (spot 9), participa en procesos de sefializacion

intracelular (Bosch y Siderovsky, 2013; Saavedra et al., 2005) (cuadro 6).
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Figura 15. A) Proteomas de los trofozoitos de E. histolytica tratados y no tratados con compuesto Alfa
a 1lpg/mL. Se observa la expresion diferencial de diferentes proteinas con respecto al control sin
tratamiento. Se sefialan con azul aquellas proteinas que disminuyeron su expresion, y con rojo aquellas
gue aumentaron. B) Aumento de los 9 spots sefialados en A, con los controles a la izquierda, y el
tratamiento con Alfa a la derecha. C) Andlisis densitométrico de los spots seleccionados en cada
condicion, se indica en rojo la densitometria de los spots del ES control y en verde la correspondiente al
tratamiento con Alfa. Los experimentos se realizaron por duplicado (Rojo: control, Verde: Alfa a

1lpg/mL).
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Figura 16. Comparacion de los proteomas de E. histolytica. A) Proteoma del ES control donde se
muestra en rojo la numeracion asignada a cada spot. B) Mapa proteémico de Tolstrup y cols (2007),
donde se muestra la numeracién dada a cada punto. De manera general, se aprecia una similitud con
el proteoma del ES control.
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Cuadro 6. Lista de proteinas identificadas por comparacién de mapas prote6micos

1 . PM No. de acceso L.
Spot Proteina T/E(kDa) pl T/E NCBI Funcion
21 Actina 41.7/47 5.0/5.7 XP_656738
22 Actina 41.7/42 5.0/5.7 XP_656738
23 Actina 33.3/40 5.3/5.5 XP_656610
42.0/39 i
25 Actina 5.2/5.8 XP_656738 Citoesqueleto
) o 16.9/14 XP_657577
87 Cadena ligera de miosina 4.7/4.8 -
. 5.0/5.3 XP_650926
920 Coactosin 16.1/15 -
imerizaci6 5.4/5.5 XP_654122
91 Factor de dequhmenzamon de 15.2/13 _
actina
_ _ 45.4/16 XP_655068 Control
85 Motivo de dedo de zinc 8.5/4.9 - transcripcional
inari i imi 19.7/24 i
a7 Proteina rica en leucina similar a 5.0/5.9 XP 652259 Protelna Qe
BspA - superficie
) 47.7/23 XP_653373
46 Fosfofructocinasa 6.9/4.7
Glucdlisis
75 Piruvato cinasa 36.4/22 6.5/6.5 XP_649089
o 33.9/20 P
79 Proteasa de cisteina 3 6.9/5.7 XP_653254 Protedlisis
24.4/22
76 GTPasa RabK1 5.0/6.6 XP_652298
21.7/21 . )
53 GTPasa RabX28 5.6/5.4 XP_650164 Trafico vesicular
21.7/22
74 GTPasa RabX28 5.6/6.4 XP_650164
45 Subunidad beta dngFr,Ote'”a de 35.0/23 | 7.1/5.2 XP_657050
union a Sefializacion
intracelular
80 Proteina 14-3-3 27.5/20 4.8/4.9 XP_654465
92 Proteina ribosomal L27 15.8/13 10.4/5.5 XP_65438 Sintesis de proteinas

1= de acuerdo a Tolstrup et al., 2007. T=tedrico, E=experimental.
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6.6 Andlisis del efecto de Alfa en la eritrofagocitosis del parasito.

Una caracteristica de la virulencia de las amibas asociado al citoesqueleto
de actina es la eritrofagocitosis. Por ello, se evalu6 el efecto del compuesto
Alfa en la capacidad fagocitica de los parasitos a los 10, 20 y 30 min. En la
figura 17 se presentan algunas imagenes tomadas de la eritrofagocitosis por
los parasitos tratados con Alfa a las concentraciones 0.023, 0.5y 1 ug/mL,
control positivo y parésitos tratados con CD. El examen con el microscopio
Optico mostré de 1 a 4 eritrocitos en el citoplasma de los parasitos tratados

con CD, y de 6 a mas de 20 en los parasitos tratados con DMSO y Alfa.
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Figura 17 Imégenes representativas de los ensayos de eritrofagocitosis. Se muestran los eritrocitos
fagocitados a los 10, 20 y 30 min. de interaccion con trofozoitos pre-incubados 48h con Alfa a
concentraciones de 0.023 — 1 yg/mL. Como controles se emplearon trofozoitos cultivados en medio
TYI-S-33 con DMSO al 0.1% y citocalasina-D (CD) 10uM agregada al inicio de los experimentos. Se
realizaron dos ensayos independientes por triplicado.
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En la Figura 18A se presentan graficados los indices fagociticos calculados
para los parasitos tratados con Alfa a las diferentes concentraciones, control
positivo y CD. Como se puede apreciar, el indice fagocitico aumenté con el
tiempo, sin embargo no se observan diferencias significativas entre el control
y los parésitos tratados a las diferentes concentraciones. Por otro lado, el
indice fagocitico de los parasitos tratados con CD si fue significativamente

diferente con respecto al control (P < 0.001).

Para corroborar los resultados obtenidos por conteo directo, se realizé la
medicién espectrofotométrica de la hemoglobina internalizada por las amibas
a los tiempos de interaccion mencionados. Como se observa en la figura 18B,
los valores de absorbancia a 405 nm se incrementaron en todos los
tratamientos con Alfa y en el control positivo conforme el tiempo de
observacion aumentd, sin mostrar diferencias significativas entre éstos
grupos (P = 0.001). Sélo el control negativo con CD mantuvo valores de
absorbancia constantes, sin incrementos notables de la D.O. en funcion del

tiempo, estadisticamente diferente con respecto al control (P < 0.001).
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Figura 18. A) capacidad fagocitoca. Trofozoitos previamente tratados con Alfa a concentraciones de
0.023-1pg/mL fueron incubados con eritrocitos humanos por 10, 20 y 30 minutos y se analizaron con un
microscopio Optico a 40x. Se calcul6 el indice fagocitico para cada condicién. B) cuantificacion
espectrofotométrica de la hemoglobina internalizada por los trofozoitos. Los parasitos fueron lisados
con acido férmico, se determind su absorbancia a 405 nm. En todos los experimentos se incluyeron
parasitos tratados con DMSO al 0.1% y CD 10uM como controles positivo y negativo, respectivamente.
Los experimentos se realizaron dos veces por triplicado y los resultados fueron expresados como
promedio + DS

7. DISCUSION

La amibiasis continda siendo un problema de salud publica y en su
tratamiento se emplea al MTZ, farmaco que se ha usado desde hace mas de

cuarenta afios durante los cuales se ha reportado falla terapéutica, efectos
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secundarios severos, y la obtencién in vitro de cepas de E. histolytica
resistentes al MTZ (Bansal et al., 2006). Lo anterior refleja la necesidad de
buscar nuevos farmacos para el control de esta enfermedad. Nuestro grupo
de investigacion diseiid y sintetizO con anterioridad el derivado
bencimidazolico Alfa, el cual presentd actividad in vitro e in vivo contra F.
hepatica, afectando a las espinas del trematodo que son ricas en actina (Stitt,
1992). Considerando que el citoesqueleto de actina de la amiba patrticipa de
manera importante en la patogenia de la enfermedad, en este estudio se
investigo la actividad de Alfa contra E. histolytica y su efecto sobre la actina

del parasito.

Los resultados obtenidos demuestran que el compuesto Alfa tuvo actividad
amebicida in vitro, siendo 1.5 veces mas activo que el MTZ. Estudios de
disefio in silico de compuestos amebicidas mostraron que la molécula de Alfa
cumple con los requerimientos estructurales necesarios para presentar
actividad amebicida como es la presencia de un grupo funcional grande en la
posicion 5/6, y un grupo funcional no carbamato con baja densidad
electronica en la posicion 2 del anillo bencimidazdlico, que en el caso de Alfa
corresponde a un grupo metiltio (Lépez-Vallejo et al., 2007). La citotoxicidad
de Alfa en lineas celulares no fue evaluada en este estudio, sin embargo, el
compuesto tuvo en borregos una dosis maxima tolerada 15 veces mas alta

gue la dosis efectiva (Vera et al., 2006).

Con el interés de analizar el efecto de Alfa sobre la actina de E. histolytica,
ES de parésitos tratados con Alfa (1ug/mL) se analizaron mediante Western

blot 1D y 2D empleando el anticuerpo monoclonal C4 que reconoce
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especificamente actina. Los ES obtenidos de parasitos no tratados y tratados
con Alfa se obtuvieron a una buena concentracion y con alto grado de
integridad. El analisis densitométrico de los geles 1D y 2D muestra que la
cantidad de proteina empleada fue muy similar para ambas muestras, por lo
gue las diferencias observadas en los ensayos son atribuibles al tratamiento

con Alfa y no a diferencias en la cantidad de proteina utilizada.

En el ensayo por Western blot 1D, C4 reconoci6 en los ES del control y de
los parasitos tratados con Alfa, bandas de 45 kDa que coinciden con el peso
molecular reportado previamente para la actina de la amiba (Meza et al,
1982). Ademas, se detectd un incremento en el reconocimiento de la actina
de los parasitos tratados con Alfa, aunque este no fue significativamente
diferente con respecto al control. Este incremento en el reconocimiento de
actina también se observo en el Western blot 2D, donde C4 reconocio 4
isoactinas con pesos moleculares de 45 kDa y pl entre 5.6 y 6.0. Cabe
mencionar que bajo las condiciones experimentales de este trabajo se
encontraron cuatro isoformas de actina, a diferencia de lo reportado en
estudios previos donde se observa la expresion de solo dos isoactinas
cuando las amibas son cultivadas en superficies de vidrio (Rios et al., 2008).
Lo anterior sugiere la existencia de estimulos y/o mecanismos de regulaciéon
qgue inducen la expresion de isoactinas en este parasito. Se ha reportado en
la literatura que algunos componentes del suero son capaces de inducir
rapidamente la formacién de estructuras ricas en actina, lo que podria
explicar la presencia de mas isoactinas cuando las amibas se adhieren a
vidrio (Nobes y Hall, 1995; Talamas y Meza, 1988). El uso de anticuerpos

monoclonales dirigidos especificamente contra cada una de las isoactinas, o
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bien, la obtencion de las mismas y su secuenciacion, seran herramientas
necesarias para identificar las isoformas presentes en el parasito o bien,
determinar si las diferencias en el pl de las isoactinas encontradas se debe a

modificaciones post-traduccionales.

En el analisis del efecto de Alfa en la actina del parasito mediante Western
blot 1D y 2D, se observé un ligero incremento en la expresion de la proteina,
sin significancia estadistica con respecto al control. Es importante mencionar
en este punto, que en el andlisis protedmico no se detectd un aumento en la
expresion de la actina. Lo anterior pudiera deberse a pequefas diferencias en
la cantidad de anticuerpo C4 agregado a los blots de parasitos tratados o a

diferencias en el tiempo de revelado.

Por otro lado, con la finalidad de conocer el mecanismo de accion del
compuesto Alfa, se realizé el andlisis protedmico de parasitos tratados con el
compuesto. Los mapas protedmicos obtenidos de los parasitos con y sin
tratamiento, mostraron que para ambas condiciones, la separacion
bidimensional fue buena, y es posible visualizar con claridad todos los spots.
Se detectd la expresion diferencial de 9 proteinas en el ES de parasitos
tratados con respecto al control; de éstas, 6 tuvieron un incremento en su
expresion y 3 mas un decremento. Ninguna de las proteinas con expresion
diferencial corresponde por PM y pl a la actina. La secuenciacion e
identificacion de estas proteinas con expresion diferencial esta llevandose a
cabo. Es importante mencionar, que el compuesto Alfa podria estar
afectando proteinas de baja abundancia imposibles de detectar mediante la

tincion con azul de Coomassie, por lo que el futuro podrian emplearse
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colorantes como plata o Sypro Ruby que pueden detectar proteinas en el

orden de nanogramos (Barret et al., 2004).

Mientras tanto, con el objetivo de darnos una idea de qué proteinas se
expresaron diferencialmente, se realiz6 la comparacion visual con el
proteoma obtenido por Tolstrup y cols. (2007), empleando condiciones
similares a las de este trabajo. Los proteomas son semejantes, y se logré en
el proteoma reportado por Tolstrup y cols. (2007) la identificaciéon de dos
proteinas que en el proteoma de los parasitos tratados con Alfa tuvieron un
incremento en su expresion: la fosfofructocinasa (spot 1) y la subunidad 8 de

una proteina de union a GTP (spot 9).

La confirmacién de la identidad de estas 2 proteinas, es de gran
importancia, dado que la fosfofructocinasa participa en la glucolisis
catalizando la fosfoforilacion de glucosa-6-fosfato para formar fructosa 1,6-
bifosfato y difiere con su equivalente en mamiferos, por lo que se considera
un blanco terapéutico (Saavedra et al., 2005). Por otra parte, la subunidad
de la proteina de unién a GTP forma parte de las proteina G triméricas
asociadas a membrana cuya funcién principal es la transmision de sefales
intracelulares a partir de GPCR (Lodish et al., 2013). EI aumento en los
niveles de esta proteina inducido por Alfa puede estar relacionado con el
ligero aumento en la expresiéon de actina, ya que se sabe que las proteinas G
juegan un papel importante en la regulacion del citoesqueleto (Bosh y
Siderosvski, 2013). Mediante la secuenciacion por LC/MS/MS de los spots de
interés y posterior identificacion se corroborara la identidad de las proteinas

encontradas. Ademas, se identificaron otras 16 proteinas compartidas entre
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los dos proteomas que participan en procesos de sefalizacion, metabolismo

energético, citoesqueleto, protedlisis, entre otros.

Por otra parte, en este estudio también se abord6 el posible efecto del
compuesto Alfa en el proceso de eritrofagocitosis, un rasgo virulento
caracteristico de la amibiasis invasiva, que depende de la integridad del
citoesqueleto amibiano. Como se muestra en los resultados, el tratamiento
con el derivado bencimidazolico a concentraciones de 0.023-1ug/mL no
presentd diferencias significativas en la eritrofagocitosis de los trofozoitos en
relacion al control sin tratamiento. El analisis espectrofotométrico del
contenido de hemoglobina resultdé ser una técnica mas sensible que permitio
analizar las muestras tratadas como poblaciones totales, superando las
variaciones individuales en el contenido de eritrocitos obtenidas en el conteo
con microscopio Optico, con desviaciones estandar mas bajas que las

observadas en el calculo del indice eritrofagocitico.

Los estudios de cambios ultraestructurales inducidos en F. hepética por Alfa,
sugerian que el compuesto tenia efecto sobre la actina del parasito, sin
embargo, en el caso de E. histolytica nuestros resultados muestran que Alfa
no afecta al menos de manera importante la expresion de la actina. Debido a
gue la secuencia de la actina de F. hepatica no ha sido reportada, no fue
posible realizar el alineamiento de las secuencias de actina correspondientes

para determinar su porcentaje de identidad.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran que el efecto
amebicida del compuesto Alfa no esta relacionado directamente con la
actina. La secuenciacion e identificacion de las proteinas de la muestra
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tratada con Alfa que mostraron expresion diferencial permitira determinar el

mecanismo de accion de Alfa.

8. CONCLUSIONES

e EI compuesto Alfa presenté actividad amebicida (Clso = 0.023ug/mL)

superior a la del metronidazol (Clsp = 0.036ug/mL).

» El tratamiento con Alfa (1pug/mL) indujo un aumento no significativo en

el reconocimiento de las 4 isoactinas por el anticuerpo C4.

e EI tratamiento con el compuesto Alfa (1ug/mL) indujo la expresion

diferencial de 9 proteinas en relacion a los parasitos sin tratamiento.

» El tratamiento de E. histolytica con el compuesto Alfa (1ug/mL) no

inhibid la eritrofagocitosis de E. histolytica.

e EI efecto amebicida del compuesto Alfa no estd relacionado

directamente con la actina.

9. PERSPECTIVAS

» Espectrometria de masas para determinar la identidad de las proteinas
afectadas en su expresion por el tratamiento con el compuesto Alfa.
e Estudios in silico para determinar la posible union del compuesto Alfa

a las proteinas afectadas en su expresion.
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11. ANEXO
10.1 Medio de cultico TYI-S-33 para Entamoeba histolytica (1000 mL)
(Diamond, 1978).

NacCl 29
KH>PO, lg

K2H PO4 lg
D-(+)-glucosa 10g
Biosate 30g
L-cisteina 1g
L-acido abscérbico 0.2g
Citrato férrico 0.022g
Agua bidestilada 1L

Disolver cada uno de los compuestos en 800 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH
a 7.2 con NaOH 1N. Aforar a 1L con agua bidestilada. Esterilizar por autoclave y
colectar en frascos estériles de 500 mL. Complementar al 10% v/v con suero de
ternera (Microlab) descomplementado (56°C por 30 min), y al 3% v/v con una mezcla
de vitaminas-tween 80 Diamond (Sigma-Aldrich).

10.2 Soluciones
1.PBS 10x (Concentrado)

NacCl 80g
KH2PO4 29
NaH2HPO4 11.5g
KCI 29

Disolver las sales en 800 mL de agua bidestilada. Aforar a 1000 mL y esterilizar por
autoclave.

2.PBS 1x (1000 mL)
Tomar 100 mL de la solucién anterior y agregar 800 mL de agua bidestilada. Ajustar
el pH a 7.4 y aforar a 1000 mL. Esterilizar por autoclave.

3. Inhibidores de proteasas (TPCK, TLCK 1mg/mL)
Pesar 10 mg de TPCK y TLCK. Diluir por separado en 10 mL de metanol. Guardar a
-20°C.

10.3 Soluciones para SDS-PAGE y Western Blot

1. Acrilamida 30%-bis-acrilamida 0.8%

Pesar 29.2g de acrilamida (99.9% de pureza) y 1g de bis-acrilamida. Disolver y
aforar a 100 mL con agua bidestilada. Filtrar con papel Whatman 1 y guardar en
frasco &mbar a 4 °C.

2. Amortiguador del gel separador (tris-base 1.5M, pH 8.8)
Pesar 18.7g de Tris-Base y disolverlos en 85 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH a
8.8 con HCI 1N. Aforar a 100 mL y guardar a 4°C.

3. Amortiguador del gel concentrador (Tris-HCI 0.5M, pH 6.8)
Pesar 6.05g de Tris y disolverlos en 85 mL de agua bidestilada. Ajustar el pH a 6.8
con HCI 1N. Aforar a 100 mL y guardar a 4°C.
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4. Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%
Pesar 10g de SDS y disolverlos en 100 mL con agua bidestilada.

5. Persulfato de amonio al 10%
Pesar 100 mg de persulfato de amonio y disolverlos en 1 mL de agua bidestilada.

6. Amortiguador de muestra 4x

Agua bidestilada 250l
Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 250ul
Glicerol 400ul
SDS 80 mg
Azul de bromofenol 4 mg

2-B-mercaptoetanol 400l

7. Amortiguador para electroforésis 5x (tris-glicina-SDS)

Tris-Base 15.19g
Glicina 949

SDS al 10% 50 mL
Agua bidestilada 900 mL

Disolver todos los componentes y aforar a 1000 mL con agua bidestilada. Guardar a
4°C.

8. Amortiguador de transferencia (Tris 0.025M, glicina 0.192M, Metanol 20%).
Pesar 12.11g de Tris-base y 57.68g de glicina. Diluir en 800 mL de metanol. Aforar a
4L con agua bidestilada. Guardar a 4°C.

9. Azul de Coomassie al 0.06%
Pesar 250 mg de azul de Coomassie R-250 y disolver en 90 mL de metanol al 50%.
Agregar 10 mL de acido acético glacial. Filtrar con papel Whatman 1.

10. Solucién decolorante para geles de acrilamida

Medir 500 mL de metanol absoluto. Afiadir 100 mL de acido acético glacial

Aforar a 1000 mL con agua bidestilada. Guardar en frasco ambar a temperatura
ambiente.

11. Solucién de bloqueo (albimina sérica bovina al 3% en PBS)
Pesar 3g de albumina sérica bovina. Diluir en 90 mL de PBS 1X estéril. Aforar a 100
mL vy refrigerar a 4°C.

12. Amortiguador de trietanolamina.

Pesar 7.5g de NaCl. Medir 2.8 mL de trietanolamina y 17 mL de HCI 1N. Disolver
todos los componentes en 800 mL de agua desionizada. Ajustar el pH a 7.5 y aforar
a 1000 mL.

13. Solucién cromégeno/sustrato para Western Blot.

Diluir una tableta de 4-cloro-1-naftol (Sigma®) en 10 mL de metanol frio. Medir 2 mL
de esta solucién y mezclar con 10 mL de amortiguador de trietanolamina. Agregar
5ul de H,0, al 30%.Proteger de la luz.

10.4 Soluciones para electroforesis en doble dimension (2D-PAGE)

1.Solucion de lisis (1 mL)
Urea 7M 0.42 g/mL
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Tiourea 2M 0.1522 g/mL
CHAPS 4% 0.04%
DTT 10mM 0.0025 g/mL

Disolver todos lo componentes en 1 mL de agua desionizada estéril. Hacer
alicuotas de 250 uL y guardar a -20°C hasta su uso.

2. Solucién de equilibrio (20 mL)

Urea 6M 7.219g
Tris-HCI, 1.5 M pH 8.8 1mL

Glicerol al 30% 6.9 mL

SDS al 10% (w/v) 4.0 mL

Azul de bromofenol 1% (w/v)400uL

Agua desionizada Aforar a 40 mL

10.4 Soluciones para eritrofagocitosis

1. Solucidén salina isoténica 0.9% (1L)
Pesar 9 g de NaCl. Aforar a 1L con agua destilada estéril.

2. Glutaraldehido al 2.5% (100mL)
Agregar 2.5 mL de glutaraldehido a 100 mL de PBS 1X estéril. Agitar y
guardar a temperatura ambiente en frasco ambar.

3. Solucién de para tincién de eritrocitos Tris-HCI 1.5 M (100 mL)
Pesar 18.7g de Tris-Base y disolverlos en 85 mL de agua bidestilada. Ajustar
el pH a 8.8 con HCI 1N. Aforar a 100 mL. Agregar 0.01pL de H,0O, al 30% por
cada 10 mL de solucion al momento de realizar la tincion.
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