<O OO ATORg
—

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

MECANISMOS MOLECULARES EN LA FORMACION DE
REDES EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS (NETS)
INDUCIDOS POR FE. histolytica Y E. dispar

T F S I S

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Maestro en Ciencias

PRESENTA:

ZAYDA YURLEY FoNseEcaA COBOS

TUTOR PRINCIPAL
Dr. CARLOS ROSALES LEDEZMA

INsTITUTO DE INVESTIGACIONES BioMEDICAS, UNAM

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
DRA. YOLANDA LOPEZ VIDAL
FAcUuLTAD DE MEDICINA, UNAM
DRr. JuLio CESAR CARRERO

InsTITUTO DE INVESTIGACIONES BioMEDICAS, UNAM

Ciudad de México, Noviembre, 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.









Declaracion de autenticidad

Por la presente declaro que, salvo cuando se haga referencia especifica al trabajo
de otras personas, el contenido de esta tesis es original y no se ha presentado total o
parcialmente para su consideracién para cualquier otro titulo o grado en esta o cual-
quier otra Universidad. Esta tesis es resultado de mi propio trabajo y no incluye nada
que sea el resultado de algun trabajo realizado en colaboracién, salvo que se indique
especificamente en el texto.

ZAYDA YURLEY FonsEcA CoBos. CiuDAD DE MEXICO, NOVIEMBRE, 2017

I






Mecanismos moleculares en la formacion de redes extracelulares de

neutrofilos (NETS) inducidos por E. histolytica y E. dispar

Resumen

La amibiasis es una enfermedad infecciosa causada por el parasito protozoario E. histoly-
tica. Existen principalmente dos especies de amibas que pueden colonizar a los humanos:
E. histolytica que es patogénica y E. dispar no patogénica, son indistinguibles al micros-
copio. E. histolytica induce la liberacion de redes extracelulares de neutrofilos (NETS).
Sin embargo los mecanismos moleculares necesarios para que ocurra este proceso son
poco conocidos, y no se ha determinado si E. dispar induce la liberacién de NETs.

En este trabajo se estimularon los neutréfilos con trofozoitos de E. dispar, durante
esta estimulacion no se observo liberacion de NETS, ni degranulacion, ni formacion de
especies reactivas de oxigeno. Por otra parte cuando los neutréfilos fueron estimulados
con trofozoitos de E. histolytica ocurre la liberacién de NETs desde los primeros minutos
de contacto. Las NETs atrapan los trofozoitos de E. histolytica y parecen impedir el mo-
vimiento y propagacién de parésito. Para que los neutrofilos liberen NETS en presencia
de E. histolytica la viabilidad y movilidad de la amiba son requisitos importantes, el
contacto directo entre E. histolytica y los neutréfilos también es fundamental para que
se produzca la liberacién de NETs.

En este trabajo se encontré que la adicién de monosacéridos como manosa y ga-
lactosa en el medio donde interaccionan las dos células inhibe la formacién de NETs,
lo que sugiere la participaciéon de un receptor tipo lectina en el reconocimiento entre
en parasito y el neutréfilo y en la formacion de NETs. Finalmente se establecié que la
via de transduccion de este proceso es Raf/MEK/ERK y la activacion de NF-xB. Otras
moléculas como: PKC, Syk, TAK1, PI3K y p38 no participan en esta via de senalizacion.
También se pudo establecer que la NETs inducidas por E. histolytica son independientes
de la formacién de especies reactivas de oxigeno.
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Molecular mechanism in the formation of Neutrophils extracellular

traps (NETS) induced by Entamoeba histolytica and E. dispar.

Abstract

Amoebiasis is an infectious disease caused by the protozoan parasite E. histolytica.
There are mainly two species of amoebae that can colonize humans: E. histolytica which
is pathogenic and non-pathogenic E. dispar, are indistinguishable under the microscope.
E. histolytica induces the release of extracellular neutrophil networks (NETs). However,
the molecular mechanisms necessary for this process to occur are poorly understood,
and it has not been determined if F. dispar induces the release of NETs.

In this work neutrophils were stimulated with trophozoites of E. dispar, during this
stimulation no release of NETs, no degranulation, or formation of reactive oxygen species
was observed. On the other hand, when the neutrophils were stimulated with tropho-
zoites of E. histolytica the release of NETs occurs from the first minutes of contact. The
NETs trap the trophozoites of F. histolytica and appear to impede parasite movement
and propagation. To release NETs neutrophils in the presence of E. histolytica viability
and mobility are important requirements amoeba, direct contact between E. histolytica
and neutrophils is essential for the release occurs of NETs.

Here was found that the addition of monosaccharides as mannose and galactose in
the medium where they interact both cells inhibits the formation of NETSs, indicating
the participation of a type lectin receptor on the recognition between a parasite and
the neutrophil and the NETs training. Finally, it was established that the transduction
pathway of this process is Raf/MEK /ERK and the activation of NF-xB. Other molecules
such as: PKC, Syk, TAK1, PI3K and p38 do not participate in this signaling pathway.
It could also be established that the NETs induced by E. histolytica are independent of
the formation of reactive oxygen species.
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Capitulo 1

Introduccion

La amibiasis o entamoebosis es una infeccion intestinal generada por el parasito pro-
tozoario Entamoeba histolytica. EL ciclo de vida de la amiba es relativamente simple,
consta de dos estadios: trofozoitos y quistes. La ingestion de los quistes maduros presen-
tes en agua o en comida contaminada puede generar la infeccion y posterior desarrollo
de amibiasis. Al llegar al intestino los quistes liberan a los trofozoitos que es un estadio
en donde la amiba tiene mayor movilidad y capacidad invasiva (60). Esta enfermedad
afecta entre y 50 millones de personas al afo y causa alrededor de 100,000 muertes
anuales (129). En zonas de Suramérica y Africa el porcentaje de infeccion puede llegar
hasta el 50 %. En México la amibiasis aparece entre las primeras 20 causas de morbilidad
ubicandose en sexto puesto (132). La personas que desarrollan la enfermedad invasiva
a nivel intestinal normalmente estan infectadas con E. histolytica ya que los otros tipos
de amibas como E. dispar aunque pueden colonizar no poseen capacidad invasiva y por
tanto no inducen una patologia(92).

La gran actividad destructiva que tiene E. histolylica al entrar en contacto directo
con la células blanco ha inspirado una variedad de enfoques experimentales que tienen
como fin comprender la patogénesis de la amibiasis invasiva. Entonces, es asi que mu-
chos estudios se basan en entender los mecanismos por los cuales este parasito puede
generar la destruccién de tejidos. La capacidad de invasiéon y de infecciéon de E. histoly-
tica estd relacionada con sus factores de virulencia que han sido descritos desde 1975
(60) (66) (41). Entre estos factores se encuentran proteasas, amebaporos, fosfolipasa A,
moléculas de adhesion como la adhesina 112 (EhADH112 ) y la lectina de E. histolytica
que reconoce residuos Galactosa (Gal) y N-Acetil-D-Galactosamina (GalNAc) (41).

El reconocimiento de moléculas glicoconjudadas por parte del trofozoito juega un
papel importante en la interaccién entre el parasito y las células del hospedero y por
tanto en el desarrollo de la patologia. Se ha propuesto a la lectina de E. histolytica
Gal/GalNAc como la molécula involucrada en la adhesion y posterior induccion de li-
sis de las células blanco (101) (66). Al adicionar Gal o GalNAc, la adherencia de E.
histolytica hacia células blanco se inhibe y también la posterior muerte de las células.
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Fsta inhibicién no ocurre con otros aminoacidos o aziicares como manosa o galactosa.
Incluso cuando se aumenta el contacto entre células y trofozoitos de E. histolytica por
centrifugacion, la presencia de Gal y GalNAc impide la lisis de células blanco (99). Ade-
mas células mutadas deficientes de glicosilaciones N u O-terminal son resistentes a la
actividad citolitica de la amiba, mientras células con mayor nimero de glicosilaciones
aumentan su susceptibilidad a la lisis inducida por la amiba (101) (118) (26). Estos
aportes indican que las moléculas glicoconjudadas son necesarias en la adherencia y
capacidad citolitica de la amiba.

Otro enfoque para entender la patogénesis de F. histolytica ha sido tratar de en-
tender el papel del sistema inmunoldgico en la infecciéon por E. histolytica comparada
con una amiba no patogénica como F. dispar. Ambas amibas atraen a los neutrofilos
tanto en modelos in vivo como in vitro (23). E. histolytica puede fagocitar neutrofi-
los y cuando tiene contacto membrana-membrana con los neutréfilos induce la lisis y
la muerte de los mismos (111). Esto no ocurre con E. dispar (54). Ademés la lisis de
neutrofilos por E. histolytica puede aumentar el dafio en el tejido circundante (106)
(15). Asi mismo en biopsias humanas de tejido de colon de pacientes con amibiasis y
en modelos animales se ha observado que en las primeras etapas de infeccién los neu-
tréfilos son las primeras células del sistema inmunologico en llegar y rodear al parasito
impidiendo el contacto del trofozoito con el tejido del huésped. Aquellos neutrofilos que
tienen contacto membrana-membrana con la amiba sufren cambios morfolégicos como
la pérdida de la forma nuclear, hinchamiento del nucleo, la pérdida de los granulos y la
ruptura de la membrana plasmatica. Todos estos cambios se han interpretado durante
muchos afios como lisis del neutrofilo inducido por el parasito. Sin embargo cuando no
hay contacto directo membrana-membrana estos cambios morfologicos en el neutréfilo
no se observan (52) (119) (29) (28). En el mismo tipo de ensayos usando a E. dispar, E.
coli, Acanthamoeba, o E. histolytica inactivada se observa atraccién de los neutroéfilos
hacia el parasito pero no hay cambios morfolégicos que lleven a la lisis de neutréfilo
(66) (40) (66). Otra importante observacion es la disminucion en el efecto en la lisis
de neutrofilo al inhibir el citoesqueleto y restringir la movilidad de E. histolytica (54).
Todos estos reportes en conjunto indican que el efecto de la lisis de neutréfilos sélo
ocurre con la especie patogénica y con la capacidad invasiva de la amiba.

Por otra parte ensayos en que se usan anticuerpos para eliminar los neutrofilos en
cepas de ratones resistentes a la infeccién por E. histolytica, la neutropenia produce la
disminucion parcial de la resistencia innata, lo que sugiere que los neutroéfilos tienen un
papel protector en la infeccion por E. histolytica (9). Esta proteccion esté relacionada
con facilitar la limpieza de amibas en el intestino en las primeras etapas de la infec-
cion (103). Ya que en condiciones de neutropenia el namero de amibas aumenta y se
producen abscesos significativamente mayores y mayor dano hepéatico en comparacion
con el grupo control. En ensayos del mismo tipo se concluye que los neutréfilos parecen
jugar un papel protector en la etapas tempranas de la infecciéon, y ademas que al rodear
la amiba forman una barrera que contiene los abscesos amebianos hepaticos y evitan




propagacion del parasito (109) (124).

Todos los reportes de dano a neutréfilos por F. histolytica, de aumento de citoto-
xicidad en tejido circundante por lisis del neutréfilo, de fagocitosis del neutréfilo por
parte del parédsito y del papel protector de neutrofilos en la primera etapa de infeccion,
no dejan claro cudl es papel de los neutréfilos en la amibiasis.

Los neutroéfilos son la primera linea de defensa del organismo frente a cualquier in-
feccién. En una infeccién o proceso inflamatorio los neutrdéfilos salen de la circulacién
sanguinea y se dirigen al sitio afectado para atacar a los microorganismos (8). Para
combatir las infecciones los neutrofilos utilizan estrategias como la fagocitosis y poste-
rior eliminacién del patégeno internalizado; la degranulacién que implica la liberaciéon
de sustancias antimicrobianas presentes en los granulos; la liberacién de estructuras
fibrilares de acido desoxiribonucleico (ADN) denominadas redes extracelulares de neu-
trofilos (NETs) (21).

Las NETs son estructuras formadas por un esqueleto de ADN que contienen compo-
nentes antimicrobianos provenientes de los granulos de los neutrofilos (122). Las NETs
pueden combatir a los agentes patogenos de dos maneras: actiian como una barrera fisi-
ca que evita la libre propagacion de los microorganismos y favorecen un microambiente
con mayor concentraciéon de sustancias antimicrobianas. Se han descrito dos rutas en
que los neutréfilos pueden liberar NETs. La primera se caracteriza por una muerte ce-
lular lenta la cual se denomina NETosis y ocurre en un periodo de tiempo comprendido
entre 3 y 4 horas. La segunda por una liberacion rapida del ADN, un proceso que puede
ocurrir en los primeros minutos después de estimular los neutrofilos (94).

En la NETosis el primer cambio que sufre el neutrofilo es la pérdida de la forma
lobulada del nicleo, seguido de una ruptura de la membrana nuclear y la liberacién de
la cromatina en su forma no condesada. Cuando las NETs son liberadas al medio extra-
celular se da el rompimiento de la membrana plasmatica (21). La liberacion de NETs
depende en muchos casos de la activacion de NADPH oxidasa y la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (115). Existen diferentes moléculas que tienen la capacidad
de inducir la liberacion de NETs entre las que se encuentran la interleucina-8 (IL-8), li-
popolisacarido (Lipopolisacarido (LPS)) y el forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). El
PMAes un fuerte inductor de NETs que se puede usar como modelo comparativo in
vitro al inducir NETs con otros agentes como microorganismos. La via de traducciéon
de senales para la formacion de NETs por PMA inicia en la activacién de la proteina
cinasa C (PKC), seguido de la activacion del proto-oncogen c-Raf, que posteriormente
activa a MEK y ésta a su vez fosforila a ERK. Esta cascada se conecta con la NADPH
oxidasa que induce la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (por las siglas
en ingles reactive oxygen species) y la posterior liberacion de NETs (por las siglas en
ingles neutrophils extracellular traps) (71). La lista de microorganismos que inducen la
formacion de NETs va en aumento. Se han descrito bacterias, virus, hongos y algunos
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protozoarios. Llas NETs pueden matar o inhibir el crecimiento de una variedad de bacte-
rias Gram-negativas, Gram-positivas y también algunos hongos, parasitos protozoarios
y virus (21) (53) (123) (2).

Hasta el momento, el papel que tienen los neutréfilos en la amibiasis no es del to-
do claro. Sin embargo recientemente se describié que E. histolytica induce la liberacién
NETs, un proceso que ocurre desde los primeros minutos de estimulacion con el parésito
(12) (125). Este reporte cambia la visién de lo reportado durante varios anos. Pero atn
no existen reportes que indiquen que los neutréfilos pueden liberar NETs en presencia
deF. dispar, una amiba morfolégicamente idéntica a E. histolytica pero sin capacidad
invasiva.

Ademas aunque se han identificado diferentes receptores que reconocen patrones
moleculares asociados a microorganismos, no se ha reportado que la interaccién de los
microorganismos con estos receptores esté implicada con la liberaciéon de NETs. Dos
receptores de neutroéfilos se han identificado como directamente inductores de la libera-
cién de NETs: el receptor Fc alfa (6) y el receptor FcyRIIIb (4) (16). Pero ninguno de
estos dos receptores lo hace por una interaccién directa con el microorganismo, sino a
través de anticuerpos.

Muchos de los microrganismos descritos hasta el momento como inductores de NETs
son agentes infecciosos patogénicos. Para ninguno de ellos se ha descrito una via de sena-
lizacion en el neutréfilo que lleve a la formacién de NETs. En este proyecto se pretende
estudiar si E. dispar tiene la capacidad de inducir NETs como lo hace E. histolytica.
De esta manera se podria verificar si células de sistema inmune como los neutréfilos
responden de la misma forma a microorganismos patogénicos que a microorganismos
no patogénicos. Ademés de observar si las NETs atn se producen cuando E. histolyti-
ca pierde su capacidad invasiva al restringir su movilidad y afectar su viabilidad. Los
resultados obtenidos pueden ayudar a responder que componentes de las amibas estan
implicados en la formacion de NETs y quizas se pueda relacionar estos componentes
con los receptores de neutroéfilos que desencadenan la liberaciéon de NETs. También se
pretende verificar si las vias de senalizaciéon reportadas para la formacion de NETs por
PMA son las mismas que se inducen en el neutrofilo E. histolytica y por E. dispar.




Capitulo 2

Marco tedrico

Amibiasis

La amibiasis es un patologia causada por la infeccion del parasito protozoario Enta-
moeba histolytica que es capaz de invadir la mucosa del intestino grueso e invadir otros
6rganos, como higado, pulmones o incluso cerebro formando abscesos, microémbolos
o infartos. Esta infeccién es la causante de 100,000 muertes en el ano en el mundo,
ubicadndose en segundo lugar de mortalidad por parésitos protozoarios y siendo supe-
rado tnicamente por la malaria. Dependiendo del érgano infectado las manifestaciones
clinicas pueden ser intestinales o extraintestinales. Las manifestaciones clinicas de ami-
biasis intestinal incluyen: disenteria o diarrea con sangre, colitis fulminantes, apendicitis
amebiana y ameboma del colon. La disenteria es el sintoma que se presenta en el 90 %
de los casos de amibiasis intestinal (41). Aunque E. histolytica puede invadir diferentes
6rganos, la amibiasis extraintestinal mas comun es la hepética, la cual resulta de la mi-
graciéon de los trofozoitos desde el colon hasta el higado a través del sistema vena porta.
La amibiasis hepatica es 10 veces mas comtn en adultos que en nifios y tres veces méas
comun en hombres que en mujeres (41) (60).

El proceso de invasiéon de E. histolytica es muy complejo, va desde la expresion de
proteinas que le permite adherirse al epitelio, hasta la liberacién de proteinas que de-
gradan la matriz extracelular y producen cit6lisis de células epiteliales para finalmente
penetrar dentro de la mucosa, este proceso requiere basicamente de tres etapas: la co-
lonizacién, la disrupcion de la mucosa y la citolisis (118) (11)

Ciclo de vida de la amiba

EL ciclo de vida de la ameba es relativamente simple, consta de dos estadios: tro-
fozoitos y quistes. La ingestion de los quistes maduros, presentes en agua o en comida
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contaminada, puede generar la infeccidon y posterior desarrollo de amibiasis. Al llegar al
intestino, los quistes liberan a los trofozoitos que es un estadio en donde la amiba tiene
mayor movilidad y son los que poseen la capacidad invasiva en la mucosa intestinal pu-
diendo llegar al higado u otros 6rganos y formar abscesos. Finalmente cuando la amiba
es excretada del individuo lo hace en el estadio de quiste y el ciclo de infeccion puede
iniciar de nuevo (60) (Fig. 2.1).

El quiste tiene 4 nucleos claramente definidos cuando estd maduro y sélo uno en
estado inmaduro. Cuando la exquistacién ocurre, cada quiste puede producir 8 trofozoi-
tos. Los quistes son resistentes a la desecacién en el suelo y pueden sobrevivir durante
varias semanas en ambientes hiumedos o en el agua (134).

Quiste %
a

Trofozoito =

Division celular

Quiste
inmaduro
k %

Quiste

Figura 2.1: Ciclo de vida de la amiba

Epidemiologia

E. histolytica causa a nivel mundial aproximadamente 100 000 muertes al afio (or-
ganizacion mundial salud), colocdndose en el segundo lugar dentro de las parasitosis
que causan mas muertes a nivel mundial, superada inicamente por la malaria (130).




2.4 Tipos de entamoeba

Esta infeccién es bastante comin en paises en desarrollo, dreas altamente endémicas
para E. histolytica incluyen a India, el oeste y sur de Africa y ciertas regiones de Sur y
Centro América en donde mas del 50 % de las poblaciones de alto riesgo pueden estar
infectadas (10).

Actualmente en México, la amebiasis es una de las 20 principales causas de enferme-
dad, ubicédndose en el sexto lugar (133). Esta cifra puede ser similar en otros paises en
desarrollo, donde esta enfermedad es una de las principales causas de mortalidad (114).
Los valores de amebiasis entre los anos 2002 a 2006 fueron de 1128.8 a 615.85/ 100,000
habitantes por ano. Como en otros paises en desarrollo, la poblacion mas afectada son
los menores de 15 anos de edad, con un aumento notable en ninos de 5 a 9 anos (133)

El reporte més reciente de seroepidemiologia contra FE. histolytica realizado en las 32
entidades federales de la Republica Mexicana mostro que el 8,41 % de los participares
habian sufrido la infeccién. Estos resultados indicaron que la amebiasis es endémica en
Meéxico. La exposicién al contacto infeccioso con F. histolytica se produjo a todas las
edades, con mayor frecuencia en la edad escolar (25).

Tipos de entamoeba

A lo largo de tiempo, se ha observado que no todas las personas que adquirian el
parésito desarrollaban sintomas de esta infeccién indicando que el parésito variaba de
virulencia. Fue hasta 1925 cuando Emile Brumpt propuso que exist{an dos especies de
amiba, una capaz de generar la enfermedad y la otra que nunca podia inducir la enfer-
medad y a esta dltima se le lamo Entamoeba dispar. Después de esta época se avanzd
en estudios bioquimicos, inmunologicos y genéticos hasta que en 1993 se realizé6 una
descripcion formal de Entamoeba histolytica separandola como especie de Entamoeba
dispar y diferencidndose a la primera como una especie patogénica y a la segunda como
otra especie no patogénica (34).

Principalmente son tres especies las que mas causan infecciéon en humanos: E. his-
tolytica, E. dispar, E. moshkowskii.

E. histolytica

Es la especie patogénica dentro de las entamoeba. Esta amiba puede vivir en el
intestino grueso o invadir la mucosa intestinal causando dafios e invadiendo otros 6r-
ganos. El 6rgano méas afectado es el higado particularmente el 16bulo derecho que es la
zona mas cercana a la vena porta por donde viajan los trofozoitos. Los abscesos en 6rga-
nos diferentes al higado son extremadamente raros y con altas tasas de mortalidad (134).
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La patogenicidad de E. histolytica se atribuye a ciertas caracteristicas como la ca-
pacidad de fagocitar bacterias, algunas células y restos celulares, que utilizan como
alimento; la capacidad de resistir al sistema de complemento; la expresién de adhesinas,
de proteasas de cisteina y serina, de fosfolipasa, de proteinas formadoras de poros o
amebaporos y de colagenas; y a su actividad litica (41). Durante el proceso de invasiéon
de la amiba multiples citocinas proinflamatorias y quimioatrayentes son liberadas por
las células epiteliales, 1o que puede iniciar una respuesta inflamatoria (96).

E. dispar

E. dispar es microscépicamente indistinguible de E. Histolytica, pero es genética-
mente diferente y aunque tiene la capacidad de colonizar el intestino no tiene potencial
invasivo. Esta especie de amiba que es muy cercana a E. histolytica tiene importantes
implicaciones en la epidemiologia de la amibiasis ya que muchas infecciones asintomé-
ticas podrian atribuirse a E. dispar. Se estima que aproximadamente 10 % de poblacion
mundial puede estar contagiada de E. dispar/E. histolytica, aunque la prevalencia de F.
dispar es mayor. Una de las diferencias mas importantes de esta amiba comparada con
E. histolytica es que mientras en E. histolytica se han identificado més de 40 genes que
codifican proteasas de cisteina en E. dispar s6lo se han identificado 8 que se expresan
moderadamente en cultivo. E. dispar codifica genes homologos a los genes que expre-
san las proteasas de cisteina 1 y 4 (EACP1 a EACP4) de E. Histolytica. Sin embargo
los genes homélogos de E. histolytica para EhCP1 y EhCP5 estén ausentes en especies
no patogénicas (64). Ademés la expresion de proteasas de cisteina en E. dispar es mas
baja que en E. mstolytica. La actividad de proteasas de cisteina de E. histolytica es
entre 10 y 1000 veces mayor que la de K. dispar, lo cual podria explicar diferencia de
patogenicidad entre estas dos especies (107). Al comparar algunas caracteristicas de los
fagosomas, como maduracién por acidificacién, reclutamiento de hidrolasas y degrada-
cién de contenido fagosomal, entre E. histolytica y E. dispar se encontré que la cantidad
de fagosomas en E. histolytica es superior. Los fagosomas tienen mayor contenido fago-
somal y la acidificacién en més eficiente que en los fagosomas de E. dispar. Por tanto
la degradacion del contenido de fagosomas es mas réapida en F. histolytica que en F
dispar. Ademas la acidificacion es importante para la activacién de muchas proteasas
y otros factores de virulencia de E. histolytica como la fosfolipasa y las lisozimas (107)
(37) (34).

E. moshkowskit

E. moshkowskii fue reconocida por primera vez como una amiba de vida libre en
1941, esta presente en humanos, es morfolégicamente igual aF. dispary a E. histolytica,
y es comin en individuos de ciudades desarrolladas y altamente industrializadas (95). F.
moshkowskii no es patogénica y a diferencia de las dos amibas anteriores, este protozoo
no es comensal. Tiene pocas caracteristicas que la diferencian de los demaés. Entre estas
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caractefsticas se tiene que E. moshkowskis es osmotolerante y puede crecer a temperatura
ambiente (7). E. moshkowskii también puede crecer en un rango de temperaturas entre
4y 40 grados Celsius, con pocos nutrimentos en el medio y puede adaptarse a cultivos
hipoténicos y desarrollar vacuolas contractiles (61).

Amibas de vida libre

Acanthamoeba: es la amiba mas comin de vida libre, es un protozoo oportunista
que vive en el suelo y en el agua. Acanthamoeba también se ha aislado de algunos vege-
tales y algunos animales. Este parasito puede causar algunas enfermedades en humanos
especialmente inmunodeprimidos como encefalitis granulomatosa amebiana y querati-
tis. Este parasito soporta un alto rango de osmolaridad, salinidad, pH y temperatura (7).

Las especies de Acanthamoeba que puede causar infecciéon en humanos son: A. caste-
lHanii, A. polyphaga, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. healyi, A. astronyzis, A. lugdunensis
y A. divionensis. Se les llamo Acanthamoeba debido a la presencia de finas estructuras
parecidas a espinas (117). Ademas de E. histolytica, E. dispary E. moshkowskii, se han
descrito otras especies de amibas que pueden infectar humanos. Estas incluyen E. coli,
E. hartmanni, y E. ¢gingivalis. También se ha reportado a FE. polecki y a E. chattoni en
infecciones humanas, aunque este tipo de amibas normalmente estén asociadas a cerdos
y primates no humanos (7).

Factores de virulencia de E. histolytica

Los principales factores que contribuyen a la destruccién celular por parte de F.
histolytica son (fig. 2.2):

La lectina Gal/GalNAc: es una proteina multimérica de 260 kDa localizada en
la membrana celular sobre balsas lipidicas de E. histolytica (73). La lectina Gal/Gal-
NAc es un heterodimero compuesto de una subunidad pesada de 170 kDa cuya regién
extracelular reconoce especificamente residuos de galactosa y N-acetil-galactosamina. A
la subunidad pesada se encuentra ligada una subunidad ligera de 31-35 kDa por medio
de puentes disulfuro. Esta subunidad ligera es responsable de mediar la adherencia (74).

Esta lectina media la unién a células blanco mediante residuos de galactosa y N-
acetil-galactosamina y es fundamental para la adherencia y citotoxicidad. La lectina
purificada genera dano en los hepatocitos por contacto directo. Esto se ve reflejado en
cambios morfolégicos caracterizados por la presencia de niicleos picnoticos que muestran
el fenémeno apoptotico (89). Por otra parte las células que no expresan residuos de ga-
lactosa o N-acetil-galactosamina son resistentes a la lisis por contacto con E. histolytica.
Lo mismo ocurre al inhibir esta lectina en la amiba. El parasito se vuelve incapaz de
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adherirse y causar citotoxicidad en otras células (126).

Durante el proceso de invasién, la lectina es una molécula importante para establecer
el contacto directo con la mucina y ejercer potencial patégeno sobre células hospederas.
Ya que la capa de mucina que recubre el epitelio estd principalmente formada por gli-
coproteinas (83), la lectina reconoce los residuos glicosilados de la mucina y ademas de
mediar la adherencia contrarresta la resistencia que imponen las cargas negativas de la
mucosa que genera resistencia al trofozoito (50).

Se ha demostrado que al poner galactosa (Gal) o N-acetyl-D- galactosamina (GalNAc)
en el medio se inhibe la adherencia y posterior muerte de células blanco (celulas CHO)
por contacto con E. histolytica. Esta inhibicién no ocurre con otros azucares como xi-
losa, manosa o glucosa, incluso cuando se aumenta el contacto por centrifugaciéon. En
presencia de Gal y GalNAc se impide la lisis de células blanco por E. histolytica (100)
(99). Por tanto, se concluye que las moléculas glicoconjudadas son necesarias para la
adherencia y la capacidad citolitica de la amiba. Ademas las células CHO mutantes
deficientes de glicosilaciones N u O-terminal son resistentes a la actividad citolitica de
la amiba, mientras que células con mayor ntimero de glicosilaciones aumentan la sus-
ceptibilidad a la lisis inducida por la amiba (101).

Proteinas formadoras de poros: también llamadas amebaporos. El amebaporo
es un péptido formado por 77 aminodcidos, almacenado en las vesiculas de las amibas y
es transportado al fagosoma o secretado al espacio extracelular donde puede incorporar-
se a membranas de bacterias o células hospederas(74). Esta enzima proteolitica facilita
la invasiéon de tejidos, permeabiliza la membrana y se inserta sobre la bicapa lipidica
de la membrana de la célula diana para asi formar canales que difunden agua, iones y
pequenas moléculas generando cambios en el medio interno de la célula y finalmente la
lisis por choque osmotico (78). Una funciéon muy importante de este tipo de proteinas
es eliminar las bacterias ingeridas dentro de las vacuolas fagociticas .

Proteasas de cisteina (Proteasas de cisteina (CP)): Estas enzimas acttian so-
bre varios sustratos del hospedero. Las proteasas de cisteina son las mayores proteinas
extracelulares que degradan la matriz extracelular durante la invasién en el intestino
(70). Estas proteasas pueden estar presentes en la membrana plasmaética, en las vesi-
culas o pueden ser secretadas directamente al espacio extracelular. En E. histolytica se
han identificado 6 tipos de estas proteasas (Proteasas de cisteina de Entamoeba histoly-
tica (EhCP) 1,2,3,4,5 y 112) . Hay fuerte evidencia indicando que EhCP 1, 2 y 3 tienen
como funcién principal la degradacién de proteinas que componen la matriz extrace-
lular y facilitan la fagocitosis a través del reclutamiento de vesiculas fagociticas (74).
EhCP 2 también acttia sobre la Proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) y la
Proteina quimioatrayente de monocitos-4 (MCP-4) reduciendo la migraciéon de monoci-
tos y eosinofilos (49). EhCP 1 y 2 se localizan principalmente en la membrana celular
mientras que EhCP 3 se localiza principalmente en el citoplasma, favoreciendo la eri-
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2.5 Factores de virulencia de E. histolytica

trofagocitosis. La presencia de genes homélogos en E. dispar y la localizacién de esta
proteasa conduce a la hipotesis que esta enzima puede estar asociada con la digestion
de nutrimentos més que a la virulencia (107).

La proteasa EhCP 5 esta unida a la membrana y esta relacionada con funciones tanto
de invasion como de evasion del complemento y del sistema inmune (64). EhCP 5 tienen
la capacidad de adherirse a inmunoglobulinas G (Inmunoglobulina G (IgG)), inmuno-
globulinas A (Inmunoglobulina A (IgA)), y componentes de complemento Componente
3 del complemento (C3) y Componente 5 del complemento (C5) (96). Ademés E. his-
tolytica puede bloquear la respuesta inflamatoria del hospedero por la inactivacion de
IL-18 (96). Esta proteasa no esta codificada en E. dispar (131).

EhCP112 es una proteasa de cisteina recientemente identificada sélo en E. histolyti-
ca, v se encuentra asociada con la adhesina EhADH112 formando el Complejo de Adhe-
sina y proteasa de cisteina de Entamoeba histolytica (EnCPADH112) (74). El complejo
EhCPADH112 esté localizado en la membrana celular y en los fagosomas y participa
principalmente en la adhesion (104). Esta adhesina es una glicoproteina involucrada en
la funcion fagocitica de la amiba (48).

Fosfatasas acidas: estas fosfatasas pueden estar sobre la membrana de la ami-
ba Proteasa acida de membrana (MAP) o ser secretadas hacia el espacio extracelular
Proteasa acida secretada (SAP). Aunque el mecanismo de accién de estas fosfatasas
aun no esta bien descrito, se ha postulado que acttian sobre fosfoproteinas de la células
del huésped involucradas en la adhesién o sobre residuos fosforilados de tirosina que
regulan este proceso y esto lleva a la pérdida en la organizacion de las fibras de actina
(3). Se sabe que estas fosfatasas tienen actividad sobre fosfotirosinas, lo que concuerda
con la disminucién en la fosforilacion de tirosina en las células hospederas después de
la exposicion a trofozoitos de E. histolytica (74).

Lectina 220 KDa (L220) y Proteina rica en serina (SREHP): Ademas de las
moléculas nombradas existen otras dos que han sido estudiadas como candidatos para
el desarrollo de vacunas. Estas son las proteinas de membrana de 220 kDa (1.220) y la
proteina rica en serina (SREHP).

= [.220 esta localizada en la membrana plasmatica. Aunque se sabe poco de su
funcién o de los ligados que reconoce, se sabe que es un receptor tipo lectina y es
altamente inmunogénica.

= Proteina rica en serina (SREHP): Se sabe poco sobre el rol fisiologico y el ligando
de esta proteinas. Sin embargo, se ha demostrado que SREHP participa en la
adhesion por las células diana.
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Figura 2.2: Principales factores de virulencia de E. histolytica. Imagen tomada y modifi-

cada de Laughlin, R et al. (74)
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2.6 Respuesta inmune a amibiasis

Respuesta inmune a amibiasis

Cuando E. histolytica atraviesa la mucosa intestinal e invade el epitelio, la respuesta
inmune se activa en el anfitrién. Primero el parésito se adhiere a a la capa de mucina
del colon a través de la lectina Gal/GalNAc. Después de colonizar, la amiba empieza
a destruir componentes de la matriz extracelular. Durante este proceso la amiba puede
estar interactuando directa o indirectamente con el sistema inmunoldgico induciendo la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias, la formacién de anticuerpos, y la atraccién de
neutréfilos y macrofagos.

Liberacion de citocinas

Cuando E. histolytica inicia el proceso de invasiéon la células epiteliales responden
con la secrecion de citocinas pro-inflamatorias como interleucina-la (IL-1ar), IL-15,
IL-6, factor de necrosis tumoral alfa (I'NF-«), interferon gamma (IFN-v), Ligando de
quimiocina (CXCL)1, CCL2, CCL3, CCL5), Factor estimulante de colonias de granu-
locitos y monocitos (GM-CSF) (38) (108) y quimiocinas como Interleucina-8 (IL-8). La
liberacién de estas citocinas puede rapidamente reclutar y activar neutréfilos y macro-
fagos, cuando los neutrofilos y macrofagos son activados por IFN-y o TNF-« tienen
actividad amebicida debido a la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (49)
(29) (33).

Por otra parte durante la fase inicial de infeccion por E. histolytica la lectina Gal/-
GalNAc se une a Receptor tipo toll (TLR)-2, TLR-4 de células de la mucosa del colon
activando la senalizacién clasica de estos receptores. La estimulacion de TLR-2 y TLR-4
activa NF-xB y libera mas citocinas inflamatorias entre las cuales se encuentran 1L-17,
IL-6, 1L-8, IL-12, IFN-v v TNF-a que pueden atraer méas neutréfilos. Esta respuesta
inmune no se observa con E. Dispar (46) (14).

A diferencia de E. dispar, E. histolytica tiene la capacidad de fagocitar bacterias y
también algunas células del hospedero de las que se alimenta. Este proceso limita la
respuesta inflamatoria que tenga el hospedero ya que al fagocitar los restos celulares la
amiba evita que todo el contenido intracelular se libere y por tanto se restringe la res-
puesta inflamatoria. Esto favorece que el protozoo establezca una infeccién permanente
antes de despertar una respuesta inmune (75).

Produccién de anticuerpos

Los trofozoitos de E. histolytica inducen la liberaciéon de anticuerpos tipo inmuno-
globulina A (IgA) principalmente en compartimientos asociados con la mucosa. In vitro
este tipo de anticuerpos inhibe la adherencia de la amiba a monocapas de células epi-
teliales. Las IgA también, al reconocer diferentes antigenos de membrana en la amiba,
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reducen la actividad proteolitica y pueden inducir actividad amebicida (107).

En la mucosa intestinal las inmunoglobulinas intestinales son el mayor componente
en el mecanismo de defensa (87). La presencia de anticuerpos IgA especificos contra
lectina Gal/GalNAc en las heces de nifios en Bangladesh susceptibles a infeccion de F.
histolytica se correlacionaron con una reducciéon de las tasas de re-infeccién hasta del
86 %. Resultados similares se obtuvieron en pacientes que se habfan recuperado de un
absceso de amibas en el higado mostrando que estos pacientes habian desarrollado una
respuesta inmune y mantenian una memoria inmunolégica (59)(58).

Anticuerpos especificos [gG contra amibas también se han reportado en mas del
95% de pacientes con amibiasis 0o aun en pacientes asintométicos contagiados con E.
histolytica , aunque todavia no es claro cuél es el papel de proteccién de estos anticuer-
pos. Otro dato importante es que més del 80 % de pacientes con amibiasis expresan
anticuerpos contra proteasas de cisteina de las amibas (107).

Funcién de macréfagos

Los macroéfagos tienen actividad amebicida después de ser estimulados con TNF«
o IFN~ y pueden matar amibas por la liberacion de 6xido nitrico (85) (79). Ademas el
ADN de E. histolytica puede activar a los macrofagos via TLR9 y la lectina Gal/Gal-
NAc de E. histolytica regula positivamente la expresion de TLR2 por por medio de la
activacion de NF-xkB (67).

Atracciéon y papel de neutroéfilos

La inoculacién con trofozoitos de E. histolytica en hamsters, es un modelo amplia-
mente utilizado para estudiar que ocurre durante la infeccion de E. histolytica ya que
después de una hora de inoculacion el parasito llega ampliamente hasta los l6bulos hepéa-
ticos. Se ha observado que en las primeras horas después de la inoculacién, el trofozoito
genera la atraccion de neutroéfilos. Estos neutréfilos forman una o dos capas alrededor de
los trofozoitos (fig.2.3a y 2.3b). Después de tres horas son multiples los focos en donde se
observa un trofozoitos rodeado por cientos de neutrofilos (fig.2.3¢) y unas pocas células
mononucleares. Después de 6 horas de inoculacion la cantidad de neutréfilos y de mono-
citos infiltrados aumenta considerablemente (fig 2.3d). Las amibas se ven rodeadas de
neutroéfilos y aquellos que tienen contacto directo con la membrana del trofozoitos se ven
lisados y con su nicleo lobulado y componentes del citoplasma son indistinguibles (fig.
2.3e). Todo este exudado necrotico de neutrofilos impiden el contacto directo del trofo-
zoftos con células del hospedero y evitan la propagacién del parédsito. En resumen en las
primeras etapas (1 - 48 horas) de invasion de trofozoitos de E. histolytica en higado, hay
una alta infiltracién de neutréfilos que se ven lisados al tener contacto con el protozoo
(27) (28) (120). Por otra parte la inoculacion en hamster con trofozoitos deE. dispar
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produce infiltrados de neutrofilos en menor cantidad que F. histolyticay son visibles has-
ta siete dias después de la inoculacion (40) (119). En una etapa maés tardia (3 a 7 dias)
y una vez que ya se han formado infiltrados de neutréfilos y hay lisados de estas células,
empieza a aumentar la cantidad de macréfagos que se localizan en la periferia de los
infiltrados. Finalmente, en una dltima etapa aumenta la cantidad de linfocitos (29) (88).

Por otra parte los trofozoitos previamente fijados, inactivados con calor o por pH
aunque fueron rodeados por neutréfilos en un menor porcentaje, éstos no son lisados.
En todos los ensayos realizados es poco comun ver que los trofozoitos tuvieron contacto
directo con células hepaticas (120) (28) (119).

(d) (e)

Figura 2.3: Atraccion de neutroéfilos hacia E. histolytica en modelos animales inducidos
por la inoculacion de trofozoitos de E. histolytica. a y b) 1 h despues de la inoculacion,
c) 3 h después de la inoculacion, d) 6 h después de la inoculacion y e) 6 h después de

inoculacién a un mayor aumento. Imagen tomada de TSUTSUMI et al. 1984 (120).
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Asi mismo en biopsias humanas de pacientes sintoméaticos se han encontrado re-
sultados similares a los obtenidos en modelos animales. Los trofozoitos se encuentran
rodeados de neutroéfilos y no se evidencia contacto directo de E. histolytica con célu-
las epiteliales del colon. También se observa que en zonas donde estan presentes E.
histolytica y neutréfilos hay una firme adhesion célula-célula y esto causa la lisis de
los neutrofilos. En estas biopsias (fig. 2.4a) se ve que las amibas son atrapadas en el
exudado necrético lo que posiblemente impide la propagaciéon del parasito y el contacto
con las tejido del colon y es visible que zonas donde hay mayor cantidad de trofozoitos
también aumenta el ntiimero de neutrofilos (fig 2.4b). También se ha reportado que los
neutroéfilos que son fagocitados por E. histolytica se sin membrana nuclear y con algunos
residuos de cromatina aunque todavia se mantiene la membrana celular completa (52).

(a) (b)

Figura 2.4: Biopsias de epitelio del colon de pacientes con amibiasis. a) Amibas rodeadas
de exudado necrotico de células inflamatorias (flecha), b) seccion de la periferia del colon
con mayor contenido de amibas y mayor nimero de células inflamatoria. Imagen tomada

de GRIFFIN JOE L. 1972. (52)

Por otra parte en modelos in vivo usando algunas cepas de ratén resistentes a la
infeccion por E. histolytica se encontrd que al realizar la eliminacion de neutroéfilos con
el uso de anticuerpos monoclonales, los ratones eran menos resistentes a una invasién
por E. histolytica. En estos ensayos se encontré que los neutrofilos facilitan la rédpida
limpieza del parésito en el intestino, impiden que aumente el nimero de amibas en
el intestino y evitan que haya una rapida formacion de granulomas (103) (65). Por
tanto en este tipo de ensayos se encontrd que los neutréfilos tienen un papel protector
fundamental en las primeras etapas de la infeccién y evitan el dano hepatico también
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en las primeras etapas de la infeccion (9).

Neutroéfilos

Los neutréfilos denominados asi por su tendencia a retener colorantes neutros o tam-
bién denominados células Polimorfonucleares (PMN) son globulos blancos (leucocitos)
que constituyen aproximadamente el 60 % de todos los leucocitos (82). Los neutrofilos
son liberados de la médula dsea al torrente sanguineo y en ausencia de infeccién éstos
viven entre 6 v 8 horas. Durante una infeccién o proceso inflamatorio, los neutréfilos son
dirigidos por citocinas hacia el sitio afectado para atacar a los microorganismos, siendo
de esta manera la primera linea de defensa del organismo frente a una infeccion (8).
Los neutrofilos son granulocitos que por definicion contienen granulos en su citosol que
contienen principalmente moléculas con actividad antimicrobiana (8). Para combatir las
infecciones los neutrofilos utilizan tres estrategias diferentes: la fagocitosis y posterior
eliminacién del patégeno internalizado; degranulaciéon que implica la liberacién de sus-
tancias antimicrobianas y la liberaciéon de estructuras fibrilares de ADN denominadas
redes extracelulares de neutrofilos (NETs)(21).

Estrategias antimicrobianas de los neutroéfilos

Degranulacién

Los neutroéfilos también son nombrados granulocitos por los granulos que contiene
en su interior, se han descrito tres tipos de granulos en los neutrofilos (42):

Granulos primarios o Azuroéfilos: Son los primeros en formarse durante la ma-
duracion del neutrofilo. Contienen Mieloperoxidasa (MPO), catepsina G, defensinas,
lisozimas, Proteina bactericida incrementadora de la permeabilidad (BPI), elastasa y
proteinasa 3.

Granulos secundarios o especificos: estos granulos se forman después de los
primarios. Contienen lactoferrina, lisozimas y lipocalina asociada con la Lipocalina aso-
ciada con la gelatinasa de neutrofilos (NGAL)

Granulos terciarios: son los dltimos en formarse y los mas pequenos. Estos gra-
nulos almacenan metaloproteasas como la gelatinasa y la leucolisina.

Hay un cuarto tipo de estructuras que son las vesiculas secretoras y son comunmen-
te consideradas dentro de la familia de los granulos. Sin embrago no se forman desde
el aparato de Golgi, sino que son formadas por endocitosis en la etapa final de la ma-
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duracion, por tal razon contienen proteinas provenientes del plasma como albumina (18).

Cuando los neutrofilos son activados los granulos son movilizados y se fusionan
con la membrana celular liberando su contenido al medio extracelular. Los diferentes
tipos de granulos son movilizados de forma diferente dependiendo del estimulo. Los
granulos primarios son los mas dificiles de mover, seguidos de los granulos secundarios,
después los granulos terciarios y finalmente las vesiculas secretoras. La expulsion de
estas proteinas contenidas en los granulos puede matar a los microorganismos por las
mismas propiedades antimicrobianas de las proteinas expulsadas (8).

Fagocitosis

Este es el principal mecanismo para remover patégenos y restos celulares. Es un
proceso mediado por receptores celulares, en donde la particula puede ser detectada
por receptores que reconocen Patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP)
o reconocer opsoninas. Las opsoninas son moléculas del organismo que se unen a la
superficie de microorganismos para, que sean ficilmente detectados por las células fago-
citicas. Después de ser reconocida por los respectivos receptores celulares, la particula
es internalizada desde la membrana celular hacia una vesicula llamada fagosoma (121).
En esta etapa el fagosoma naciente es relativamente benigno con el microorganismo,
adquiere sus propiedades letales sélo después de un proceso de maduracion. El proceso
de maduraciéon ocurre después de la fusién del fagosoma con los granulos del neutréfilo,
simultaneamente se ensambla el complejo NADPH oxidasa en la membrana fagosomal
lo que favorece la produccién de especies reactivas de oxigeno. De esta forma se crea un
ambiente toxico para la mayoria de los microorganismos (77).

NETs

En el 2004 el grupo de Brinkman y Zychlinsky fue el primero en reportar la libera-
cion de redes extracelulares de neutréfilos NETs. Las NETSs son estructuras compuestas
de cromatina sobre la cuales hay histonas y proteinas antimicrobianas provenientes de
los granulos del neutrofilo y del citoplasma. Algunas de las proteinas antimicrobianas
descritas en las NETs son: proteina bactericida incrementadora de la permeabilidad
BPI, mieloperoxidasa (MPO), catepsina G, lactoferrina, gelatinasa, Proteina de reco-
nocimiento de peptidoglicanos (PGRP)s, calprotectina, elastasa y proteinasa 3 (21).
Ademas la misma cromatina e histonas tienen actividad antimicrobiana intrinseca (57)
(75).

En las NETs la presencia de histonas sobre estas estructuras indica que el mayor
componente es cromatina nuclear y no mitocondrial. Este tipo de estrategia antimicro-
biana permite crear un microambiente concentrado en proteinas antimicrobianas sobre
el cual va a quedar atrapado el microrganismo lo que al mismo tiempo va a impedir su
propagacion (102) (135).
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En el proceso de formacién de NETs, las células mueren por un proceso de muerte
programada diferente a la apoptosis o a la necrosis, y por tanto el proceso se ha de-
nominado NEtosis (21). En la NETosis no se observan los cambios morfologicos tipicos
de la apoptosis, como las burbujas de membrana, la exposicién de fosfatidilserina en la
membrana externa, o la fragmentacion del ADN en el ntcleo. Tampoco se observa la ac-
tivacion de caspasas. Los cambios morfolégicos observados son primero la pérdida de la
forma lobulada del nucleo, la heterocromatina y eucromatina se homogenizan, seguido
de la ruptura de la membrana nuclear, mientras los organelos citoplasmicos permane-
cen intactos y finalmente después de unas 3 horas ocurre la ruptura de la membrana
extracelular y la liberacion de las NETs (21) (32).

La NETosis con una duracién de 2-4 h, es el modelo mejor descrito, comienza con
la activacién de neutroéfilos por estimulos como el PMA. Esto conduce a la activacion
del complejo de NADPH oxidasa (NOX) a través de una via de sefial que involucra
a la proteina kinasa C (PKC) y la activacion de la via Raf / MEK / ERK (56), asi
como el aumento de Cat™ citosolico. El Cat™ actiia como cofactor para la Peptidil
arginasa desaminasa (PAD4), una enzima nuclear que promueve la citrulacion de las
histonas, modificando asi los aminoacidos para permitir la descondensacién de la cro-
matina promoviendo la pérdida de las cargas positivas necesarias para la interacciéon de
las histonas con el ADN (128). Ademés la formacion de NETs depende de la elastasa y
la mieloperoxidasa transportadas desde los granulos hasta el nacleo (90). Originalmente
se reportd que la produccién de especies reactivas de oxigeno era indispensable para la
liberacion de NETs (44); sin embargo esta visién ha venido cambiando (81)(20).

Se han descrito numerosos microorganismos que pueden inducirla liberacion de
NETs, entre los cuales se encuentran bacterias como Staphylococcus aureus, Strepto-
coccus pyogenes,Streptococcuspneumoniae, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Mycobacterium tuberculosis; hongos como Aspergillius fumigatus, Candida albicans; y
protozoos como Plamodium falciforma, Plasmodium falciparum, Eimeria bovis y Leish-
mania spp (21) (97) (17) (22)(123) (55). Tozoplasma gondii también tiene la capacidad
de inducir NETs y se ha encontrado evidencia que la via de senalizaciéon para este
parasito es Raf/MEK/ERK (1). Ademas se ha encontrado que Leishmania donovari,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus v Candida albicans tienen la capaci-
dad de liberar NETs en un proceso independiente de la activaciéon de NADPH oxidasa
(45) (86) (24) (94).

Liberacion de NETs por E. histolytica

Recientemente se reporté que E. histolytica puede inducir la liberaciéon de NETs
(12) (125) . Las NETSs no afectan significativamente la viabilidad ni el crecimiento de los
trofozoitos de E. histolytica. También se reporté que el lipopeptidofosfoglicano (LPPG),
un componente de membrana de los trofozoitos, induce NETs desde los primeros minutos
de estimulacion (12). Ademas se observo que los trofozoitos de E. histolytica que no
quedan atrapados en las NETs pueden fagocitar neutrofilos (125).
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Capitulo 3

Hipotesis

Los neutréfilos estimulados con E. dispar liberan NETSs.

La viabilidad y movilidad de la amiba son factores determinantes en la formacién
de NETs.

La formacion de NETs inducidas por amibas implica la participaciéon de lectinas.

El mecanismo de formacién de estas NETs inducidas por E. histolytica v E. dispar
es similar a la via de transduccién descrita para PMA.

Objetivo general

Determinar los mecanismos moleculares necesarios para que los neutrdéfilos liberen
NETs en presencia de E. histolytica y de E. dispar.

Objetivos especificos

Determinar si E. dispar induce la formacion de NETSs.

Determinar si E. histolytica fijada induce la formacién de NETs.

Ver si la movilidad de E. histolytica es importante en la formacion de NETs.
Probar si la adicién de azucares al medio interfiere en la formacién de NETs.

Ver la formacion de NETS inducidas por E. histolytica en presencia de varios
inhibidores de moléculas implicadas en vias de senalizacién del neutréfilo.

Determinar via de senalizacion en la formacién de NETs inducidas por E. histoly-
tica y E. dispar.
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Capitulo 4

Metodologia

Purificacion de neutroéfilos

Los neutréfilos se obtienen a partir de muestra de sangre de personas sanas. Se
obtiene una muestra de 10 ml de sangre periférica fresca, a la cual se le adiciona una
disolucion de DEXTRAN (6 %) y heparina. El DEXTRAN favorece la aglutinacion
de los eritrocitos los cuales sedimentan. Con esto se forman dos fases. Una es plasma
con los leucocitos y la otra es el sedimentado de eritrocitos. A partir del plasma los
neutréfilos son separados por gradiente de densidad usando Ficoll-Paque. El plasma
rico en neutroéfilos se adiciona suavemente sobre el Ficoll-Paque formando dos capas y
esto se centrifuga a 516 x g por 20 minutos a 4 °C. El botén obtenido es sometido a
un choque hipoténico para lisar los eritrocitos que permanecieron alli. Finalmente los
neutrofilos son resuspendidos en Solucion buffer de fosfato (PBS) (47).

Cultivo de amibas

Los trofozoitos de E. histolytica cepa HM-1:IMSS y E. dispar cepa SAW760 son de
cultivos axenicos (35). Las amibas usadas se crecieron en medio TYI-S-33 durante 72
horas de cultivo, y fueron donadas por el Doctor Julio Cesar Carrero del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

Cuantificacion de NETs por estimulaciéon con E. histolytica
y E. dispar
Los neutrofilos fueron resuspendidos en medio RPMI 1640 suplementado y con SY-

TOX GREEN a una concentraciéon de 500 nM. Luego fueron pretratados con distintos
inhibidores: inhibidor de PKC convencionales (GO6976 1uM); inhibidor de NADPH
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4. METODOLOGIA

oxidasa (DPI 10 pM); inhibidor de Raf (GW5074 100 pM), inhibidor de MEK (U0126
50 pM), inhibidor de IKK (Bay 11-7082 5 pM); inhibidor de PI3K (wortmannin 50
nM); inhibidor de Syk (Piceatanol 50 puM, iSyk 1 puM), inhibidor de p38MAPK (SB
203580 200 nM); inhibidor de TAK-1 (LLZ 1640-2 10 nM) o sin inhibidor durante 30
minutos en hielo. Los neutroéfilos fueron luego transferidos a una placa de 96 pozos y
se incubaron 20 minutos a 37°C para que se adhirieran al fondo de la placa. Poste-
riormente los neutréfilos fueron estimulados con FE. histolytica, E. histolytica fijada, E.
histolytica pretratada con citocalasina B (1.2 mg/ml), E. dispar o PMA (20 nM). El
SYTOX GREEN es un colorante especifico para ADN que emite florescencia al unirse
con el ADN. La medicién de fluorescencia se realiz6 durante 4 horas a 37 °C, realizando
lecturas cada 5 minutos en un lector de placas (Bio-tek synergy HT).

Degranulacién de neutréfilos en presencia de E. dispar y E.
histolytica

La degranulacién de los neutréfilos en presencia de E. dispar y E. histolytica fue
medida por la actividad enzimatica de la mieloperoxidasa (MPO) presente en el medio
donde los neutrofilos fueron tratados con E. dispar o E. histolytica. Los neutroéfilos fueron
previamente tratados con citocalasina B, posteriormente se incubaron en presencia de
E. dispar, E. histolytica o N-formilmetionil-leucil-fenilalanina (fMLF) 10 uM, durante
15 y 45 minutos. Después de estos tiempos, el sobrenadante se recolecté y en él se midio6
la actividad enzimatica de la MPO. Se adicion6 o-dianisidina (sustrato de la MPO) a
una concentraciéon final de 2 mM y HyO4 7,5 mM. El cambio de coloracién por oxidacién
del sustrato indica la presencia de MPO. La absorbancia del medio fue medida en un
lector de placas a una longitud de onda de 410 nm.

Microscopia de fluorescencia de NETs

Los neutrofilos resuspendidos en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand island NY USA),
fueron pretratados con distintos inhibidores (DPI, GO6976, GW5074, PD98056, U0126,
BAY 117082, wortmannin, Piceatanol, SB 203580 y LLZ 1640-2) o sin inhibidor durante
30 minutos en hielo. Posteriormente los neutrofilos fueron transferidos a una placa de
24 pozos y estimulados con E. histolytica, E. dispar o PMA durante 4 horas a 37 °C
y 5% de CO,. Después de transcurridas las 4 horas las células fueron fijadas con
Paraformaldehido (PFA) al 1% toda la noche. El fijador fue removido y las células
fueron tenidas con el colorante 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) especifico para ADN
vy permeable a las membranas celulares. La placa fue observada en un microscopio
invertido de fluorescencia Olympus IX-70.
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4.6 Toma de videos

Toma de videos

Los neutrofilos fueron resuspendidos en medio RPMI 1640 suplementado (suero fetal
bovino al 5%) y con SYTOX GREEN a una concentracion de 500 nM. Al medio se le
adicion6 azucares (galactosa, manosa, glucosa) a una concentracion de 222 mM. Luego,
los neutrofilos fueron transferidos a una placa de 24 pozos y se incubaron 20 minutos
a 37°C y 5% de CO2 para que se adhirieran al fondo de la placa. Posteriormente
los neutrofilos fueron estimulados con E. histolytica, E. histolytica fijada, E. histolytica
pretratada con citocalasina B (1,2 mg/ml). Las células se observaron en un microscopio
de fluorescencia invertido Olympus IX-70(Center Valley, PA). Imagenes de las células se
capturaron con una camara (Evolution VF Color Cooled MediaCybernetics) usando el
programa QCapture Pro 6.0 (Qimaging surrey, BC Canada) .Las im4genes se capturaron
cada 30 segundos hasta completar 150 minutos. Las imagenes tomadas son en campo
claro con fluorescencia.

Medicién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Cinética de fluorescencia

Para estos ensayos se us6 un Kit de Abcam (ab113851) para deteccion de especies
reactivas de oxigeno , usando como marcador fluorescente el compuesto diacetato de
2, 7’-diclofluoresceina (DCFDA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
los neutrofilos fueron pretratados con el colorante DCFDA a una concentracion de 15 p
M durante 30 minutos en oscuridad a 37 °C. Posteriormente los neutroéfilos se lavaron,
se transfirieron a una placa de 96 pozos, se incubaron durante 20 minutos a 36 °C
v luego se estimularon con E. histolytica,E. dispar o PMA. La fluorescencia se midio

continuamente durante un periodo de 2 horas en un lector de placas (Bio-tek synergy
HT).

Citometria de flujo

Los neutrofilos fueron pretratados con el colorante fluorescente 123-dihidrorodamina
(DHR 123) a una concentracion de 10 M durante 30 minutos a 37°C en la oscuridad.
Luego, los neutrofilos fueron estimulados con E. histolytica o PMA durante 1 hora
y posteriormente fijados con 1% PFA. Finalmente se midi6 la fluorescencia usando
citometria de flujo (BD FACSCalibur).

Microscopia de fluorescencia

Los neutrofilos fueron pretratados con el colorante fluorescente Dihidroetidium (DHE)
a una concentracion de 10 pM durante 30 minutos a 37 °C en oscuridad. Posteriormente
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4. METODOLOGIA

las neutréfilos fueron lavados y transferidos a una placa de 24 pozos. Luego los neutro-
filos fueron estimulados con E. histolytica o PMA durante 1 hora a 37°C y 5% de COs.
Finalmente se tomaron imagenes de fluorescencia en microscopio invertido.

Western blot

Los neutrofilos se resuspendieron en 100 pl de PBS y luego se estimularon con F.
histolytica durante 1, 2, 5, 10 y 15 minutos. Posteriormente se centrifugaron, se retir6
el sobrenadante y se congelaron inmediatamente. El botén se resuspendié en buffer de
lisis (150 mM NaCl, 5 mM acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 50 mM HEPES,
0.5% desoxicolato de sodio, 1% Nonidet P-40, pH 7,4) con inhibidores de proteasas
(Complete Protease Inhibitor Cocktail) segin especificaciones del proveedore inhibido-
res de fosfatasas Thermo Scientific Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail) , durante 20
minutos en hielo. El lisado se centrifugo a 13000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante
se separ6 en un tubo limpio y luego se mezcld con tampén de carga (tampon Tris base
50 mM pH 6.8, SDS 6 %, Glicerol 30 %, Azul de bromofenol 0,04 %). Las proteinas en
el lisado celular se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsul-
fato sodico (SDS-PAGE) al 10%. Las proteinas fueron transferidas a una membrana
de fluoruro de polivinilideno (PVDF). La transferencia se realiz6 a 500 mV durante 1
hora. Luego la membrana fue bloqueada en una disolucion de leche al 5% en solucion
salina tamponada con Tris (10 mM pH 7,5) y Tween-20 (0.1 %) (TTBS), durante 1 hora
a temperatura ambiente. Después de esto, la membrana se incubé con el anticuerpo
primario correspondiente durante 1 noche a 4°C. Al siguiente dia, la membrana se lavé
seis veces con T'TBS y luego se le adiciond el anticuerpo secundario correspondiente. La
membrana se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, la membrana
se lavo seis veces con TTBS y finalmente se reveld usando el reactivo de luminiscen-
cia (EMD Millipore Sustrato de HRP quimioluminiscente Western Immobilon (ECL))
y exponiendo la membrana a una pelicula fotogréafica (pelicula radiografica sensible al
azul, Marca Juama S.A.)

En otros ensayos del mismo tipo los neutréfilos se fueron previamente tratados con
diferentes inhibidores: inhibidor de Raf (GW5074 100 M), inhibidor de MEK (U0126 75
uM), inhibidor de IKK (Bay 11-7082 5 M) durante 30 minutos en hielo o sin inhibidor
y luego se estimularon con E. histolytica durante 2 y 5 minutos. Estas muestras se usaron
para realizar los respectivos Western blot.

Ensayos de viabilidad de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica fueron lavados y resuspendidos en medio RPMI
1640. En el medio se anadi6 diferentes inhibidores (DPI, GW5074, U0125, BAY 11-
7082) o azucares (manosa, galactosa y glucosa 220 mM). Los trofozoitos se incubaron a
37 °C. Durante la primera hora se tom6 una alicuota de suspensiéon de amibas cada 15

24



4.9 Ensayos de viabilidad de E. histolytica

minutos y ésta se mezcld con azul tripano en una relacién 1:1. Posteriormente se conté
en microscopio las células tenidas y sin tenir.
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Capitulo 5

Resultados

Formacion de NETs inducidas por Entamoeba histolytica

Al exponer los neutroéfilos a E. histolytica, en presencia del colorante Sytox Green, se
observo un aumento de fluorescencia que corresponde a ADN liberado. Los neutréfilos
que no fueron estimulados no liberaron ADN, mientras los neutroéfilos que se estimularon
con PMA empezaron a liberar NETs después de dos horas de estimulaciéon. Por otra
parte cuanto los neutrdfilos son estimulados con E. histolytica se liberan NETs desde
los primeros minutos de estimulacién y alcanza su méximo valor después de dos horas.
E. histolytica en ausencia de neutréfilos no emite fluorescencia durante el tiempo de
medicion (Fig. 5.1) .
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5.1 Formacién de NETs inducidas por Entamoeba histolytica
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Figura 5.1: Formacion de NETs inducidas por Entamoeba histolytica. Neutroéfilos en pre-
sencia de estimulo durante 4 horas a 37 °C en medio RPMI y SYTOX GREEN (500 nM).
Los neutrofilos no se estimularon, se estimularon PMA (20 nM) o con trofozoitos viables

de Entamoeba histolytica. Relacion de amibas: neutréfilos fue de 1:20. (n=3)

En Imigenes tomadas por microscopia en campo claro y fluorescencia, después de
4 horas de estimulacién y realizando la tincion de ADN con DAPI, se observa que
los neutrofilos sin estimular no formaron NETs, no estdn aglomerados y mantienen su
nucleo compacto (Fig. 5.2a). Los neutrofilos estimulados con PMA formaron NETs como
ya estd descrito (Fig. 5.2b). Cuando los neutroéfilos son estimulados con los trofozoitos
de E. histolytica se forma una red de ADN sobre la cual quedan pegadas las amibas,
las cuales permanecen enteras. (Fig. 5.2¢). La liberacion de NETs al estimular con E.
histolytica es mucho mas intensa que al estimular con PMA. Estos datos concuerda
con los obtenidos en la cinética de formacion de NETs (Fig. 5.1). Las fibras de ADN
literalmente forman una red sobre la cual las amibas quedan atrapadas. Los trofozoitos
se ven completamente cubiertos de ADN (Fig. 5.2 d-e).
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5. RESULTADOS

Figura 5.2: Microscopia en campo claro y fluorescencia usando tinciéon con DAPI. a) neu-
trofilos sin estimulo. b) neutrofilos estimulados con PMA. ¢, d, y e) neutrdfilos estimulados

con E. Histolytica a aumento de 10 X, 20X y 40X, respectivamente
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5.1 Formacién de NETs inducidas por Entamoeba histolytica

Para ver como se forman las NETs al pasar el tiempo, se tomaron imagenes cada
30 segundos durante dos horas y media. Aqui se muestran algunas de ellas a diferentes
tiempos: 0 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 1 hora y 30 minutos, 2
horas, y 2 horas y 30 minutos. Inmediatamente después de poner las amibas a la placa
donde se encuentran los neutrofilos, se observa que unos pocos neutréfilos rodean a al-
gunas amibas (Fig. 5.3a), 15 minutos después la cantidad de neutrofilos en el campo es
mayor y algunos de los polimorfonucleares que estan sobre las amibas empiezan a liberar
redes (Fig. 5.3b). Cuando transcurre media hora todos los neutrofilos que han tenido
contacto con la amiba liberan NETs, hay algunas amibas que tienen més neutréfilos
alrededor que otras (parte superior izquierda), curiosamente las amibas que tienen més
neutrofilos alrededor son aquellas que mas se han desplazado en el campo (Fig. 5.3¢).
A los 45 minutos la cantidad de NETSs liberadas va en aumento. Las amibas que se han
desplazado han arrastrado con ellas a los neutrdéfilos que se le han adherido y a las NETs
que éstos han liberado (Fig. 5.3d). Después de una hora la cantidad de NETSs sigue au-
mentando y se observan a todas las amibas cubiertas de ADN (Fig. 5.3e). Una hora y
media mas tarde sigue en aumento la cantidad de NETs y se ve mas ADN liberado de
los neutrofilos adheridos a las amibas que méas se han desplazado (Fig. 5.3f). A las dos
horas hay bastantes NETs, y los neutréfilos que no tuvieron contacto con las amibas
no liberaron NETs (Fig. 5.3g). Después de las dos horas y media ya se ha liberado la
mayor parte de las redes (Fig. 5.3h).

Se tomaron imagenes a un mayor aumento para observar més de cerca cémo era la
liberacién de NETs sobre las amibas. Primero los neutroéfilos se adhieren a la membrana
del trofozoito formando rosetas (Fig. 5.4a). Después los neutroéfilos alrededor de la amiba
empiezan a liberar ADN (Fig. 5.4b-c). Més tarde y muy interesante el ADN liberado
por el neutrofilo empieza a rodear a la amiba que se esté desplazando en el campo (Fig.
5.4d). Luego el ADN que se libera del neutrofilo rodea a toda la amiba como una especie
de pinza que disminuye el desplazamiento del trofozoito (Fig. 5.4e-f).
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5. RESULTADOS

Figura 5.3: Formacion de NETs inducidas por E. histolytica en el tiempo, tincién de ADN
con SYTOX GREEN (500 nM). Aumento 10x. a) 0 minutos (flechas indican la formacion
de rosetas sobre las amibas), b) 15 minutos , ¢) 30 minutos, d) 45 minutos, e) 1 hora, f)
1 hora y 30 minutos, g) 2 horas, h) 2 horas y 30 minutos. (Las fechas indicas la liberacion

de ADN sobre los trofozoitos)
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5.1 Formacién de NETs inducidas por Entamoeba histolytica

Figura 5.4: Formacién de NETs inducidas porE. histolytica diferentes etapas. Tincién de
ADN con SYTOX GREEN (500 nM) y aumento de 40 x. (las fechas muestran la liberacion
de ADN sobre el trofozoito.
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5. RESULTADOS

En imagenes tomadas después de dos horas y media en campo claro y fluorescencia
usando como agente fluorescente SYTOX GREEN, muestran de nuevo como el ADN se
libera de los neutrofilos envuelve a las amibas, algunas amibas se ven completamente cu-
biertas de ADN, mientras las amibas que no tienen neutrofilos adheridos a su membrana
no tienen ADN sobre su superficie (Fig. 5.5 ).

(b)

Figura 5.5: Formacion de NETs inducidas por E. histolytica en diferentes etapas. Tin-
cion de ADN con SYTOX GREEN (500 nM) y aumento de 40 x. (las fechas muestran la

liberacién de ADN sobre el trofozoito

Respuesta de neutroéfilos a E. dispar

Entamoeba dispar no induce la liberacién de NETs

La estimulacion de neutrofilos con E. dispar no indujo la liberacion de NETs (Fig.
5.6). La curva de fluorescencia que indica ADN liberado se superpone con la curva de
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5.2 Respuesta de neutréfilos a E. dispar

neutrofilos que no fueron estimulados (Fig. 5.6). Al estimular los neutrofilos al mismo
tiempo con los dos tipos de amibas (E. histolytica y E. dispar) no hay disminucion en
la intensidad de fluorescencia comparada con los neutrofilos estimulados s6lo con E.
histolytica. Por otra parte E. dispar no emite fluorescencia durante el tiempo que se
llevo a cabo el experimento (Fig. 5.6).
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Figura 5.6: Formacion de NETs inducidas por Entamoeba dispar. Neutréfilos en presencia
de estimulo durante 4 horas a 36 °C en medio RPMI y SYTOX GREEN (500 nM). Los
neutrofilos no se estimularon, se estimularon PMA (20 nM), con trofozoitos viables de E.
histolytica, con trofozoitos viables de E. dispar o en conjuntos con trofozoitos de E. dispar

y E. histolytica. Relacion de amibas: neutrofilos fue de 1:20. (n=3).

Los neutréfilos estimulados con E. dispar no presentan cambios visibles en su mor-
fologia, conservan su ntcleo lobulado (Fig. 5.7a). Aunque algunos neutréfilos se ven
adheridos a la membrana del trofozoito de E. dispar tampoco se observan cambios en
la forma lobulada del nicleo estos neutréfilos (Fig. 5.7b). Por otra parte cuando los
neutrofilos son estimulados con las dos especies de amibas al mismo tiempo se observan
NETs y a las amibas atrapadas sobre estas redes (Fig. 5.7c). E. dispar no induce NETs
v no afecta a las NETs inducidas por E. histolytica.
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5. RESULTADOS

()

Figura 5.7: Microscopia en campo claro y fluorescencia usando tincion con DAPI. Neutro-
filos estimulados con E. dispar a un aumento de 20X (a) y 40X (b). Neutrofilos estimulados

con E. Histolytica junto con E. dispar, a un aumento de 10x (c).
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5.2 Respuesta de neutréfilos a E. dispar

E. dispar no induce la formacién de especies reactivas de oxigeno

Los neutrofilos sin estimulo no generaron especies reactivas de oxigeno (ROS). Los
neutroéfilos estimulados PMA inducen réapidamente la produccion de ROS, a partir de
10 minutos de estimulacion (Fig. 5.8). Mientras que la estimulacion con E. dispar no
indujo la produccion de ROS (Fig. 5.8). Las amibas solas tampoco generan ROS. Las
curvas de neutréfilos sin estimulo, F. dispar y neutréfilos estimulados con E. dispar se
traslapan (Fig. 5.8).
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Figura 5.8: Formaciéon de ROS en presencia de E. dispar usando como marcador fluores-

cente DCFDA 15 uM

E. dispar no induce degranulacién en los neutréfilos

Los neutrofilos no liberan NETs al ser estimulados con E. dispar por tanto se midid
si los neutréfilos podian degranular en presencia de esta amiba con base en la activi-
dad de la mieloperoxidasa (MPO) liberada. Se midié la absorbancia de los neutroéfilos
sin estimulo, neutroéfilos tratados con tritén x-100, neutréfilos estimulados con el pépti-
do N-formilmetionil-leucil-fenilalanina (fMLF), neutrofilos tratados con E. histolytica y
neutréfilos tratados con FE. dispar. El porcentaje de degranulacién se calcul6 teniendo
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5. RESULTADOS

en cuenta la absorbancia del estimulo y de los neutroéfilos tratados con triton x-100
(ecuacion 5.1). El péptido fMLF produce la liberacion de granulos que aumenta con el
tiempo de estimulacion como esta reportado (127), E. histolytica genera la liberacion
de MPO que aumenta con el tiempo de estimulacién, sin embargo es probable que la
cantidad de MPO detectada provenga de las NETs liberadas por la estimulaciéon de la
E. histolytica. E. dispar no produce la degranulacion de los neutrofilos (tabla 5.1 y Fig.
5.9).

Absorbancia % de Degranulacién

Tiempo 15 minutos | 45 minutos | 15 minutos | 45 minutos
Medio 0,050 £ 0,003 | 0,050 £ 0,005 - -
Triton x-100 (1%) | 0,151 4+ 0,005 | 0,276 + 0,008 - -

- 0,054 £ 0,002 | 0,079 £ 0,004 | 3,96 £ 0,90 | 12,83 £ 0,22

fMLF 0,138 £ 0,011 | 0,265 £ 0,032 | 87,12 £ 2,85 | 95,13 £ 1,12

E. dispar 0,057 £ 0,007 | 0,086 £ 0,005 | 6,9 £ 1,90 | 15,92 £ 0,25

E. histolytica 0,136 +£ 0,014 | 0,258 £ 0,002 | 86 £ 3,58 | 92,03 £ 0,19

Cuadro 5.1: Degranulacién de neutroéfilos en presencia de E. dispar, E. histolytica y fMLF

Absorbancia (estimulo)-Absorbancia (medio)

D lacion =
#Degranulacion Absorbancia (Triton X-100)-Absorbancia (medio)

x 100. (5.1)
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5.3 La viabilidad es importante en la formacion de NETs
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Figura 5.9: Porcentaje de degranulaciéon de neutroéfilos en presencia de E. dispar, E.

histolytica y fMLF.

La viabilidad es importante en la formacién de NETs

Cuando los neutroéfilos se estimulan con amibas previamente fijadas no se producen
NETs. Tampoco se liberan NETs cuando los neutréfilos son estimulados con un homo-
genado de E. histolytica, ni con el medio de cultivo donde crecio el trofozoito (Fig. 5.10).
Estos hallazgos en donde ni el medio, ni el homogenado de E. histolytica inducen NETs
se complementan con las imagenes NETs inducidas por el trofozoito viable en la cuales
se mostro que el primer paso la liberacion de NETs es el contacto membrana-membrana
entre E. histolytica y el neutroéfilo (Fig. 5.5). Es necesario que el trofozoito este viable
para inducir la liberacion de NETs.
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Figura 5.10: Formacion de NETs en presencia de: PMA E. histolyticaviable, homogenado
de E. histolytica, E. histolytica fijada y medio en donde crecio E. histolytica. 4 horas de

estimulo. n=3

En las NETs inducidas por trofozoitos viables de F. histolyticase ve el ADN forman-
do una red sobre la cual queda atrapada la amiba (Fig. 5.11). Cuando los neutréfilos
son incubados con E. histolytica fijada no se observa ADN disperso, por el contrario los
neutrofilos conservan su ntucleo lobulado, aun cuando estan en contacto con la mem-
brana del trofozoito (Fig. 5.11b). En estas imagenes se ve que los neutrofilos rodean al
trofozoito fijado formando estructuras tipo rosetas, sin embargo no hay cambios morfo-
logicos en los neutrofilos (Fig. 5.11c¢). El homogenado de E. histolytica y el medio donde
se cultivaron las amibas tampoco alter6 la morfologia de los neutréfilos, estos neutrofilos
mantienen su nicleo lobulado (fig. 5.11d-e).

Se crearon videos de los neutréfilos incubados con E. histolytica previamente fijada.
Las imagenes se capturaron cada 30 segundos durante dos horas y media. Las imégenes
mostradas corresponden a: 0 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 1
hora y media, 2 horas, y 2 horas y media (Fig. 5.12). En esta secuencia de imagenes no
se observan cambios significativos en el tiempo, ni liberacién de NETs. S6lo después de
1 hora y media hay algunas células que exhiben fluorescencia, pero estos ensayos fueron
realizados a temperatura ambiente y por tanto es normal que ocurra esto. Sin embargo
no hay liberacion de ADN alrededor de las amibas fijadas.
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Figura 5.11: Microscopia en campo claro y fluorescencia usando tincién con DAPI. a)
neutrofilos estimulados con E. histolytica viable, b y c¢) neutréfilos estimulados con E.
histolytica fijada a un aumento de 20X Y 40X. d) neutrofilos estimulados con homogenado

de E. histolytica. e) neutrofilos estimulados con medio donde crecié E. histolytica
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5. RESULTADOS

Figura 5.12: Formacion de NETs inducidas por E. histolytica fijada, tincion de ADN con
SYTOX GREEN (500 nM). Aumento 10x. a) 0 minutos, b) 15 minutos, ¢) 30 minutos, d)
45 minutos, e) 1 hora, f) 1 hora y 30 minutos, g) 2 horas, h) 2 horas y 30 minutos
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5.4 La movilidad de la amiba es determinante en la formacién de NETs

La movilidad de la amiba es determinante en la formacion

de NETs

Cuando los neutrofilos son estimulados con E. histolytica pretratada con citocalasina
B para inhibir la polimerizaciéon de actina y por tanto cambios en el citoesqueleto, la
cantidad de NETs disminuye significativamente en comparacién los neutréfilos estimu-
lados con los trofozoitos sin citocalasina B (Fig. 5.13). La viabilidad de la amiba no se
afectada con el pretratamiento con citocalasina (Fig. 5.13).
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Figura 5.13: Formacién de NETs en presencia de trofozoitos pretratados con citocalasina
b (1,3 mg/ml). a) Cuantificacion de NETs después de 4 horas de estimulacion. b) Viabilidad
de E. histolytica pretratada con citocalasina B (1,3 mg/ml)

Las iméagenes de fluorescencia de neutrofilos estimulados con E. histolytica pretra-
tada con citocalasina B muestran un poco de ADN difuso en algunas zonas del campo
que posiblemente corresponden a NETs (Fig. 5.14a). Sin embargo la mayor proporciéon
de neutréfilos mantienen su ntucleo compacto, incluso los neutréfilos que rodean a las
amibas conservan la forma lobulada del nucleo (Fig. 5.14b).
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(a) (b)

Figura 5.14: Iméagenes de fluorescencia de neutroéfilos estimulados con E. histolytica pre-
tratados con citocalasina b(1,3 mg/ml), tincion de ADN con DAPI. a) aumento 10 x, b)

aumento 20x

Aqui se muestran algunas fotografias que pertenecen a los videos tomados durante
2 horas y 30 minutos. Estas imégenes corresponden a diferentes tiempos: 0 minutos,
15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 1 hora y 30 minutos, 2 horas, y 2 horas
y 30 minutos de neutréfilos estimulados con K. histolytica previamente tratada con ci-
tocalasina B (Fig. 5.15). Desde el primer momento es que se adicionan las amibas a
la placa de neutréfilos se ve algunos neutrofilos rodeando a la amiba (Fig. 5.15a). A
los 15 minutos, mas neutroéfilos migran hacia las amibas formando rosetas (Fig.5.15b).
Después de 30 minutos, mas rosetas se han formado en el campo y es clara la migra-
cién de los neutréfilos hacia las amibas, algunas amibas se han desplazado un poco
mostrando en el campo, lo que indica que la inhibicién del movimiento no es completa
(Fig. 5.15¢). Cuando han pasado 45 minutos algunas amibas siguen desplazandose por
el campo arrastrando a los neutréfilos adheridos a ellas (Fig. 5.15d). Después de una
hora, curiosamente, las amibas que pudieron desplazarse por el campo son las que mas
neutrofilos tienen adheridos a ellas pero no se han liberado NETs en estos neutréfilos
(Fig. 5.15¢). A la hora y media muchos neutrofilos rodean a las amibas que atun conser-
van movilidad (Fig. 5.15f). Las imagenes de dos hora y dos horas y media muestra la
liberacion de ADN de algunos de los neutréfilos que estaba en contacto con amibas y
durante todo el ensayo se observaron las rosetas sin liberacion de NETs (Fig. 5.15g-h).
En resumen los neutrdéfilos son atraidos por las amibas e interactuan con la membrana
de la misma pero la liberacién de NETs disminuye drasticamente.
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5.4 La movilidad de la amiba es determinante en la formacién de NETs

Figura 5.15: Formacion de NETs inducidas por E. histolytica pretratada con citocalasina,
tincion de ADN con SYTOX GREEN (500 nM). Aumento 10x. a) 0 minutos, b) 15 minutos,
¢) 30 minutos, d) 45 minutos, e) 1 hora, f) 1 hora y 30 minutos, g) 2 horas, h) 2 horas y
30 minutos. (Las flechas muestran a aquellas amibas que se desplazaron por el campo y

tienen méas neutrofilos sobre su superficie)
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5. RESULTADOS

Efecto de azucares en la formacion de NETs

Efecto de galactosa

La formacién de NETs inducidas por E. histolytica disminuy6 aproximadamente a
la mitad cuando el medio contenia 110 mM de galactosa (Fig. 20). Con una concentra-
cion de 220 mM de galactosa, la inhibicién de la formacion de NETs fue casi completa
(Fig. 20). La galactosa inhibe la formacién de NETs inducidas por E. histolytica de una
manera dependiente de la concentracion. Curiosamente,las NETs inducidas por PMA
se inhibieron parcialmente por galactosa, pero esta inhibicién no es dependiente de la
concentracion (Fig. 5.16). La viabilidad de los neutréfilos ni de la amiba se afectan por
la adicion de galactosa (Fig.5.16).
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Figura 5.16: Efecto de Galactosa en formacion de NETs. a) Cuantificacion de NETs en

presencia de Galactosa 220 mM y 110 mM. b) viabilidad de E. histolytica en presencia de
galactosa (220 mM).

La morfologia de los neutrofilos no se ve alterada por la adicién de galactosa al me-
dio de incubacién. Cuando los neutroéfilos son estimulados con PMA en un medio que
contiene galactosa las NETs se ven atenuadas. La presencia de galactosa en el medio
inhibe completamente la formacion de NETs inducidas por E. histolytica, no se ve ADN
difuso, y los nucleos de los neutrofilos parecen estar compactos (Fig. 5.17).
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5.5 Efecto de azucares en la formacién de NETs

Para esta condicion también se tomé un video durante dos horas y media. Aquf
se muestran las fotografias correspondientes a los tiempos: 0 minutos, 15 minutos, 30
minutos, 45 minutos, 1 hora, 1 hora y 30 minutos, 2 horas, y dos horas y 30 minutos (Fig.
5.18a-h). Desde el instante en que las amibas se adicionan a la placa donde se encuentra
los neutrofilos, estos empiezan a acercarse al trofozoito (zona superior derecha) (Fig.
5.18a), después de 15 y 30 minutos se observan rosetas formadas por los neutrofilos
alrededor de la amiba pero no hay liberacion de ADN (Fig. 22b-c), luego de 45 minutos
la cantidad de neutroéfilos sobre los trofozoitos es mayor pero no hay liberacion de NETs
(Fig. 5.18d). En la imagenes correspondientes a 1 hora, 1 hora y media, dos horas, y dos
horas y media no se observan cambios significativos (Fig 5.18e-h). Aunque es necesario
resaltar que después de 2 horas y media los trofozoitos se ven rodeados por muchos
neutroéfilos, y la liberaciéon de ADN de los neutréfilos que estan sobre las amibas es
minima (Fig. 5.18h). Otra observacion interesante es que a la amiba sehalada (flecha)
que se desplazd bastante sobre el campo durante el tiempo del ensayo, los neutréfilos
que interaccionaron con esta amiba no se adhirieron a la membrana ni se desplazaron
con el trofozoito como si ocurre en condiciones control (Fig. 5.3). Los datos en conjunto
muestran que la adicién de galactosa en el medio de incubacion inhibe la formacién de
NETs.
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- Galactosa 220 mM

E. histolytica

Figura 5.17: Formacién de NETs en presencia o no de galactosa (220 mM). Neutrofilos

estimulados durante 4 horas con PMA (20 nM) o con E. histolytica
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5.5 Efecto de azucares en la formacién de NETs

Figura 5.18: Formacién de NETs inducidas por E. histolytica en presencia de galactosa
220 mM, tincion de ADN con SYTOX GREEN (500 nM). Aumento 10x. a) 0 minutos, b)
15 minutos, ¢) 30 minutos, d) 45 minutos, e) 1 hora, f) 1 hora y 30 minutos, g) 2 horas, h)
2 horas y 30 minutos (la flecha muestra a la amiba que més se desplazo en el campo. Los

neutroéfilos no se le adhirieron)
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5. RESULTADOS

Efecto de manosa

La formaciéon de NETs inducida por E. histolytica no se inhibe en presencia de 110
mM de manosa (Fig. 5.19). A 220 mM de manosa se observo una inhibicion parcial
(alrededor de 30 %) en la liberacion de NETs (Fig. 5.19). Curiosamente, la presencia de
manosa inhibe completamente las NETs inducidas por PMA de una forma no depen-
diente de la concentracion (Fig.5.19). La adicion de manosa no afecta la viabilidad de
los neutrofilos ni la viabilidad del trofozoito (Fig. 5.19).
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Figura 5.19: Efecto de manosa en formacion de NETs. a) Cuantificacion de NETs en

presencia de Manosa 220 mM y 110 mM. b)viabilidad de E. histolytica en presencia de
Manosa (220 mM).

Cuando los neutrofilos son estimulados con PMA en presencia de manosa (220 mM),
se disminuye drasticamente las NETs, muchos neutroéfilos se ven con su niicleo compacto,
y son pocos los neutrofilos que tienen el ADN disperso. Cuando las células son estimula-
das con E. histolytica en presencia de manosa (220 mM) se puede observar zonas donde
hay ADN disperso y se observan otros neutrofilos con su nucleo compacto (Fig. 5.20).

Se realizaron videos de la formacién de NETs inducidas por E. histolytica en pre-
sencia de manosa (220 mM) durante dos horas y media. Aqui muestran las fotografias
correspondientes a: 0 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 1 hora y 30
minutos, 2 horas, y dos horas y 30 minutos (Fig. 5.21). En esta secuencia de imégenes se
observa que hay atracciéon de neutrofilos hacia las amibas, y formacion de roseta. Aun-
que hay liberacion de ADN sobre las amibas esta liberacién es més lenta y en menor
proporcion en comparacion con las condiciones control (Fig. 5.3)
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- Manosa 220 mM

E. histolytica

’ 200 um

Figura 5.20: Formacion de NETs en presencia o no de manosa (220 mM). Neutrofilos

estimulados durante 4 horas con PMA (20 nM) o con E. histolytica
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5. RESULTADOS

Figura 5.21: Formacién de NETs inducidas por E. histolytica en presencia de manosa 220
mM, tincién de ADN con SYTOX GREEN (500 nM). Aumento 10x. a) 0 minutos, b) 15
minutos, ¢) 30 minutos, d) 45 minutos, e) 1 hora, f) 1 hora y 30 minutos, g) 2 horas, h) 2

horas y 30 minutos (las flechas muestras ADN liberado sobre algunos trofozoitos)
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5.5 Efecto de azucares en la formacién de NETs

Efecto de Glucosa

En presencia de Glucosa (220 mM), se observa una inhibicién de hasta el 50 %
de las NETs inducidas por E. histolytica, sin embargo, los controles de neutrofilos sin
estimulo en presencia de Glucosa (220mM y 110 mM) muestran un alto aumento de
fluorescencia. Teniendo en cuenta que el marcador fluorescente es SYTOX GREEN es
posible interpretar este aumento en la fluorescencia como una perdida de viabilidad
de los neutrofilos producida por la presencia de altos niveles de glucosa en el medio.
Por tanto la disminucién en liberacion de NETs inducidas por E. histolytica es una
consecuencia en la perdida de viabilidad del neutréfilo (Fig. 5.22a) . La adicion de
Glucosa no afecta la viabilidad del trofozoito (Fig. 5.22b)
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Figura 5.22: Efecto de glucosa en formacion de NETs. a) Cuantificacion de NETs en
presencia de glucosa 220 mM y 110 mM. b)viabilidad de E. histolytica en presencia de
glucosa (220 mM).
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5. RESULTADOS

NETs inducidas por E. histolytica son independiente de la

formacion de ROS.

El DPI inhibe formacién de NETs inducidas por E. histolytica

Al pretratar a los neutréfilos con cloruro de difenil-iodonio (DPI), un inhibidor de
la NADPH oxidasa y después estimularlos con E. histolytica o con PMA, se observa la
disminucion de NETs con PMA como ya esta reportado. Ademés se observa la dismi-
nucién de las NETs inducidas con E. histolytica. Esta disminucién es evidente después
de los 60 minutos de incubacién, y después de los 100 minutos no hay aumento en la
liberacion de NETs en presencia del inhibidor (Fig. 5.23a). Las pruebas de viabilidad
de E. histolytica en presencia de DPI revelan que después de 60 minutos sélo queda el
60 % de amibas vivas y después de 100 minutos casi todos los trofozoitos han muerto
por la presencia del inhibidor (Fig. 5.23b).
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Figura 5.23: Formacion de NETs en presencia de DPI (10 uM). a)Cinética de formacion de
NETs usando SYTOX GREEN como marcador fluorescente. b) viabilidad de E. histolytica
en presencia de DPT (10 M)

Cuando los neutréfilos son estimulados con PMA en presencia de DPI hay una
fuerte inhibicién de las NETs, el ntcleo de los neutréfilos se ve compacto. Mientras que
la estimulacién de los PMNs con E. histolytica en presencia de DPIL, induce la liberacién
de ADN se ve atenuado la cantidad de ADN liberado. (Fig.5.24).
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5.6 NETs inducidas por E. histolytica son independiente de la formacién de ROS.

] DPI 10 uM

E. histolytica

Figura 5.24: Iméagenes de NETs en presencia de DPI, tincién con DAPI. Neutrofilos

estimulaciéon con PMA o con E. histolytica en presencia de DPI.
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E. histolytica no induce especies reactivas de oxigeno en el neutroéfilo.

Se midieron especies reactivas de oxigeno utilizando tres metodologias diferentes:

Cinética de fluorescencia en microplaca: Se midi6 la fluorescencia emitida mar-
cando a las células con DCFDA un compuesto que emite fluorescencia cuando se oxida.
El control con PMA mostré una rapida formaciéon de ROS después de los 20 minutos
de estimulacion (Fig.5.25). Cuando los neutroéfilos son estimulados con E. histolytica no
hay aumento en la fluorescencia emitida y la sefial es la misma que la de los neutroéfilos

que no recibieron estimulo. E. histolytica no emite fluorescencia bajo estas condiciones
(Fig. 5.25).

4 |—@—PMN

—X%— E. histolytica

Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Tiempo (minutos)

Figura 5.25: Cinética de formacion de ROS en neutrdfilos inducidas por E. histolytica.

Marcador fluorescente DCFDA 15 pM

Citometria de flujo: los neutrofilos fueron marcados con DHR 123 123 (dihidro-
rodamina 123) (Fig 5.26). Cuando los neutréfilos son estimulados con PMA hay un
aumento de fluorescencia indicativo de la formacion de ROS (Fig. 5.26) Al contrario, al
incubar los neutroéfilos con E. histolytica no se observa ningiin aumento de fluorescencia,
lo cual refleja que no se producen ROS (fig. 5.26).
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5.6 NETs inducidas por E. histolytica son independiente de la formacién de ROS.
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Figura 5.26: Histogramas de citometria de fljo de formaciéon de ROS en neutroéfilos indu-

cidas por E. histolytica. Marcador fluorescente DHR 123 123 (15 M)

Microscopia de fluorescencia: los neutréfilos fueron teniidos con dihidroetidium
(DHE). Este compuesto emite fluorescencia cuando reacciona con ROS. Por tanto las
células que producen ROS son ficilmente visibles con un microscopio de fluorescencia.
Los neutrofilos sin estimulo emiten muy poca fluorescencia casi imperceptible (Fig.
5.27a), mientras que los neutrofilos que fueron estimulados con PMA se ven todos
fluorescentes (Fig.5.27b). Por otra parte, cuando la estimulacion es con E. histolytica no
se ven neutrofilos fluorescentes (Fig. 5.27c). Los resultados en conjunto y mediante el
uso de tres metodologias distintas demuestran que E. histolytica no induce la formacion
de ROS en el neutrofilo.
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5. RESULTADOS

Figura 5.27: Microscopia de fluorescencia y campo claro, usando como marcador fluores-
cente DHE 15 pM. a) Células sin estimulo, b) células estimulados con PMA, ¢) neutroéfilos

estimulados con E. histolytica.

Via de senalizacion

Para establecer cudles son las moléculas que participan en la via de senalizacién de
las NETs inducidas por E. histolytica, se usaron inhibidores especificos de PKC, Raf,
MEK, NF-kB y NADPH oxidasa. Estas moléculas participan en la via de senalizacion
descrita en la formacion de NETs inducidas por PMA. Se sabe que PMA activa PKC,
y ésta a su vez activa la via Raf-MEK-ERK para inducir la formacién de NETs (8).
También se ha reportado que PMA induce la activacion del factor nuclear NF-xB y éste
participa en la formacion de NETs (72).
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5.7 Via de senalizacion

PKC no participa en la formacién de NETs inducida por E. histolytica.

El estimulo clasico para formacion de NETs es el PMA. Este compuesto es un ac-
tivador de la proteina cinasa C (PKC). Para probar si la activacion de los neutrofilos
para producir NETs inducida por E. histolytica también requiere de PKC, se us6 dos
inhibidores de PKC. G56976, un inhibidor de las isoformas convencionales y G66983,
inhibidor de las isoformas convencionales y atipicas. Cuando los neutréfilos son estimu-
lados con E. histolytica, la presencia de los inhibidores G66976 y G66983 no afecta la
formacion de NETs (Fig. 5.28).

160 —
N -
I G66976 (1uM)

011l7222 Goe983 (1uM)

120 -

100 -

80 -

60 —

(NETs (RFU)

40 -

20 -

- PMA E. histolytica
n=3

Figura 5.28: Formacion de NETs estimuladas por PMA o E. histolytica en presencia de
inhibidor de PKC (G0O6976 1 uM, GO6983 1 uM

)

El inhibidor G66976 no afecta la morfologia de los neutrofilos (Fig. 5.29). Cuando
los neutrofilos son estimulados con PMA en presencia de G66976 no hay formaciéon de
NETs y las células mantienen el ADN compactado (Fig. 5.29). Cuando los neutroéfilos
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5. RESULTADOS

pretratados con G66976 son estimulados con FE. histolytica se forman NETs con estruc-
tura similar a las de las condiciones control (Fig. 5.29). Estos resultados sugieren que
PKC no participa en la formaciéon de NETs inducida por E. histolytica.

- GO6976 1 uM

Figura 5.29: Microscopia de fluorescencia, tincion con DAPI . Neutrofilos estimulados en
presencia o ausencia de GO6976. Los neutréfilos fueron estimulados con PMA o con E.

histolytica.
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5.7 Via de senalizacion

Raf participa en la liberaciéon de NETs

La via de senial que lleva a formacién de NETs despues de estimular con PMA in-
volucra al protooncogen c-Raf (56). Cuando los neutrofilos son estimulados con PMA
en presencia de GW5074, un inhibidor especifico de c-Raf, no se forman NETs (Fig.
5.30a), tal y como ya esté reportado (56). Cuando los neutréfilos son pretratados con
GW5074 y estimulados con E. histolytica tampoco hay liberacion de NETs (Fig. 5.30a).
La presencia de este inhibidor no afecta la viabilidad de E. histolytica (Fig. 5.30b).
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] =
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E °\° 204
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E. histolytica 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
n=3 Tiempo (minutos)

(a) (b)
Figura 5.30: a.Formacion de NETS estimuladas por PMA o E. histolytica en presencia del

inhibidor de Raf(GW5074 a 100 pM). b viabilidad de E. histolytica en presencia de GW
5074.

En imégenes de fluorescencia donde se tine el ADN, se puede observar que la mor-
fologia de los nicleos de los neutréfilos no se ve afectada por la presencia del inhibidor
(Fig. 5.31). Las células estimuladas con PMA liberan NETs pero en presencia del inhi-
bidor de Raf, la mayor parte de las células no liberan NETs y se ve claramente que los
nicleos conservan su forma lobulada (Fig. 5.31). En los neutroéfilos estimulados con E.
histolytica v pretratados con el inhibidor aunque se ve un poco de ADN disperso, ya no
se observa la formacion de NETs (Fig. 5.31).
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- GW 5074 100 pM

Dy ® . . o

E. histolytica

Figura 5.31: Microscopia de fluorescencia, tinciéon con DAPI . Neutroéfilos estimulados en
presencia o ausencia de GW 5074 100 uM. Los neutroéfilos fueron estimulados con PMA o

con F. histolytica.

ERK participa en la formaciéon de NETs inducidas por E. histolytica

Después de c-Raf, la via de senal iniciada por PMA para formar NETs involucra
a las cinasas MEK y ERK (56). El inhibidor UO126, especifico para MEK, bloquea
la formacion de NETs inducida por PMA (Fig. 5.32a) tal como esta reportado (56).
De igual manera, la liberacién de NETs inducida por amibas también se bloquea en
presencia del inhibidor de MEK (Fig. 5.32a). El inhibidor no afecta la viabilidad de E.
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5.7 Via de senalizacion

histolytica (Fig. 5.32b).

——
200+ |t
180-{ |[EEEEIU0126 (75 uyM 100 p—_

160

60

140 - § 804
] B
o 1204 S
[i4 & 60
> 100 W
n 1 -
= g0 ©
u D 40
=
-]
>
=2

40+ 20|

T
0 20 40 60 8 100 120 140 160 180

E. histolytica
Tiempo (minutos)

(a) (b)

Figura 5.32: Neutrofilos estimulados en presencia o ausencia de U0126 75 uM. Los neu-
trofilos fueron estimulados con PMA o con E. histolytica. a) cuantificacion de NETs, b)

viabilidad de E. histolytica en presencia del inhibidor.

Los neutrofilos estimulados con PMA liberan NETSs en su forma caracteristica (Fig.
5.33). En presencia del inhibidor de MEK la mayoria de neutrofilos estimulados con
PMA mantienen su nicleo lobulado, aunque hay algunos con el ntcleo hinchado (Fig.
5.33). La NETs inducidas por E. histolytica en presencia del inhibidor se ven atenuadas,
hay ADN disperso en el campo y algunos neutréfilos se ven con su nicleo compacto (fig.
5.33).
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5. RESULTADOS

- U0126 75 M

Figura 5.33: Microscopia de fluorescencia, tinciéon con DAPI . Neutréfilos estimulados en
presencia o ausencia de U0126 75 puM. Los neutroéfilos fueron estimulados con PMA o con

E. histolytica.

La activacion de la cinasa ERK inducida por E. histolytica se determiné por Western
blot de la forma fosforilada (activa) de ERK. Los neutrofilos al entrar en contacto con
las amibas activan ERK en forma rapida, alcanzando un maximo de fosforilaciéon a los
2 minutos (Fig. 5.34). Se observa una fuerte activacion de ERK en los dos primeros
minutos de estimulacion. Después de este tiempo la fosforilacion de ERK disminuye. Lo
que muestra que FE. histolytica activa a ERK en los neutrofilos (fig. 5.34a-b).
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5.7 Via de senalizacion

1 min 2 min 5 min 10 min 15 min

PMN  +  +  + o+ F
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Tiempo de estimulacion (minutos)

(a) (b)

Figura 5.34: Fosforilacion de ERK en neutrofilos estimulados con E. histolytica. a) Wes-

tern blot b) cuantificacién de wester blot.

En presencia del inhibidor de Raf-1, la fosforilaciéon de ERK inducida por E. his-
tolytica se inhibe totalmente (Fig. 5.35). Este resultado indica que la via Raf/MEK esta
siendo activada en los neutrofilos por accion de la estimulacion con E. histolytica (Fig.
5.35).

2 min 2 min 5 min 5 min

-
Y GW5074

PERK/ERK

PMN
E. histolytica - + + + + o : 2min 5min
GW5074 - - + - + Tiempo de estimulo

(a) (b)

Figura 5.35: Fosforilacion de ERK en neutrofilos estimulados con E. histolytica en pre-

sencia de inhibidor de Raf-1 GW5074. a) Western blot b) cuantificacion de wester blot.

En presencia del inhibidor de MEK, la fosforilacién de ERK inducida por E. his-
tolytica se ve fuertemente inhibida (Fig. 5.36). Este resultado sugiere fuertemente que
la via MEK/ERK esta siendo activada en los neutrofilos por accion de la estimulacion
con B. histolytica (Fig. 5.36).




5. RESULTADOS
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Figura 5.36: Fosforilacion de ERK en neutrofilos estimulados con E. histolytica en pre-

sencia de inhibidor de MEK U0126. a) Western blot b) cuantificacién de wester blot.

NF-xB participa en la formacién de NETs inducida por E. histolytica

La formacién de NETs inducida por PMA también involucra la activacion del fac-
tor nuclear NF-xB (72). La cinasa de IkB(IKK) fosforila al inhibidor de NF-xB (1xB),
induciendo su degradaciéon y con esto liberando a NF-xB (13) (69). NF-kxBlibre (ac-
tivado) puede translocarse al nicleo y activar transcripcion de genes (62). El inhibidor
BAY 11-7082 bloquea la accion de IKK y con esto impide la activacion de NF-xB. En
presencia de BAY 11-7082 la formacion de NETs inducida por PMA es bloqueada (Fig.
5.37), tal y como se ha reportado antes (72). De la misma forma la formaciéon de NETs
inducida por E. histolytica que activa el factor nuclear NF-xB (76), produjo una fuerte
inhibicién en las NETs inducidas tanto por PMA como por (fig. 5.37a). La viabilidad
de E. histolytica a no se ve afectada por la presencia de (fig. 5.37b).
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Figura 5.37: Neutrofilos estimulados en presencia o ausencia de BAY 11-7082 5uM. Los
neutrofilos fueron estimulados con PMA o con E. histolytica. a) Cuantificacion de NETSs,

b) viabilidad de E. histolytica en presencia del inhibidor.

Los neutroéfilos estimulados con PMA liberan NETSs, pero en presencia BAY 11-
7082 los neutrofilos estimulados con PMA no liberan NETs y su morfologia es muy
similar a los neutréfilos que no fueron estimulados (Fig. 5.38). Cuando los neutroéfilos
son estimulados con E. histolytica en presencia de BAY 11-7082 se ven los neutrofilos
con su ADN compacto aun estando en contacto con E. histolytica (Fig. 5.38).
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BAY 11-7082 5 uM

E. histolyti

Figura 5.38: Microscopia de fluorescencia, tincion con DAPI . Neutrofilos estimulados en
presencia o ausencia de BAY 11-7082 5uM. Los neutrdéfilos fueron estimulados con PMA o

con F. histolytica.

Ademas, cuando los neutrofilos son estimulados con E. histolytica se presenta una
fuerte fosforilacion del factor nuclear NF-xB, que también refleja activacién de este
factor nuclear. La fosforilacion de NF-xB alcanza un méximo a los 5 minutos de esti-
mulacion (Fig. 5.39).
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Figura 5.39: Fosforilacion de NF-kB en neutrofilos estimulados con E. histolytica. a)

Western blot b) cuantificacion de Western blot.

En presencia del inhibidor BAY 11-7082, la fosforilacion de NF-xB inducida por
E. histolytica también se ve fuertemente inhibida (Fig. 5.40). Estos datos indican que
NF-£B es activada en neutrofilos por la estimulacion con E. histolytica (Fig. 5.40).

- -
V77 BAY 11-7082

2 min 2 min 5 min 5 min

1,04
m "
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PMN . + + + + + o0~ - E. h (2 min) E. h (5 min)
E. histolytica- + + T +
BAY 11-7082 - T3
(a) (b)

Figura 5.40: Fosforilaciéon de NF-xB en neutréfilos estimulados con E. histolytica a en
presencia del inhibidor de IKK BAY 11-7082. a) Western blot b) cuantificacion de western
blot

También en presencia del inhibidor de MEK, U0126, la fosforilacion de NF-xB in-
ducida por E. histolytica se ve fuertemente inhibida (Fig. 5.41). Estos datos indican que

NF-xB activada en neutréfilos por la estimulacién con E. histolytica es dependiente de
la activacion de MEK/ERK (Fig. 5.41).




5. RESULTADOS

. -
N U0125 (75 uM)

2 min 2 min 5 min 5 min

el
!

NF-kB p50/ERK
S
h

o
@
!

PMN + + + + + oo 2 min 5 min
E. histolytica - T + + +
U0126 - - T + H
(a) (b)

Figura 5.41: Fosforilaciéon de NF-xB en neutrofilos estimulados con E. histolytica en
presencia del inhibidor de IKK MEK U0126. a) Western blot b) cuantificaciéon de wester
blot

[2-integrinas y Syk no participan en la liberacién de NETs inducida
por E. histolytica.

Se ha reportado que las 2-integrinas (CD18) estan involucradas en la interaccion
entre E. histolytica y los neutrofilos (112) y que Syk es requerido en la via de senalizacion
de las S-integrinas (84). Al tratar a los neutrofilos con el anticuerpo monoclonal 1B4,
que es especifico contra la cadena (52 de las integrinas, no se observo disminucién en la
formacion de NETs inducidas por E. histolytica (Fig. 5.42). El hecho de que el bloqueo
de las integrinas con el anticuerpo IB4, no inhiba la formaciéon de NETs sugiere que
las integrinas 52 no participan en este caso para la activacion de NETosis. De igual
manera, en presencia de un inhibidor especifico para Syk (iSyk) tampoco se observo
inhibicién en la formacion de NETs inducida por E. histolytica (Fig. 5.42). Los datos
muestran que ni CD18 ni Syk estan involucrados en la formacién de NETs inducidos
por E. histolytica(Fig. 5.43 Y Fig. 5.44).
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Figura 5.42: Cuantificacion de NETs inducidas por PMA o E. histolytica realizan-
do tincién con SYTOX GREEN. a) Cuantificacion de NETs en presencia de mAb IB4,
b)Cuntificacionde NETs en presencia de inhibidor iSyk 1 uM).
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PMA

E. histolytica

Figura 5.43: Microscopia de fluorescencia, tinciéon con DAPI . Neutrofilos estimulados en
presencia o ausencia de iSyk 1 gM. Los neutrdéfilos fueron estimulados con PMA o con E.

histolytica

70



5.7 Via de senalizacion

- IB4 (10 pg/ml

PMA

E. histolytica

Figura 5.44: Microscopia de fluorescencia, tincion con DAPT . Neutréfilos estimulados en
presencia o ausencia de anticuerpo anti CD18 (IB4). Los neutrofilos fueron estimulados con

PMA o con E. histolytica

TAK-1, PI3K y p38 MAPK no son requeridos en la formacion de NETs
inducida por E. histolytica.

Los neutrofilos también pueden formar NETs cuando son inducidos a través del re-
ceptor de anticuerpos FcyRIIIb (4). En la via de senal que este receptor activa para
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5. RESULTADOS

inducir NETs la cinasa TAK1 participa . Para probar si esta cinasa también pudiera
participar en la via de sefial que activan las amibas para formar NETs, los neutréfilos
se trataron con un inhibidor especifico de TAK1. El inhibidor LLZ 1640-2-2 bloquea a
TAK1 e inhibe la formacion de NETs inducida por el receptor FeyRIIIb (Fig. 5.45). Al
contrario, en presencia de este inhibidor la formacién de NETs inducida por E. histoly-
tica no fue inhibida (Fig. 5.45).

Adicionalmente, probamos si las moléculas de senial PI3K y p38 MAPK pudieran
participar en la formaciéon de NETs inducida por E. histolytica. Para esto se usaron
los inhibidores Wortmannin y SB 203580, que bloquean especificamente a PI3K y a
p38 MAPK, respectivamente. En presencia de estos inhibidores no hubo disminucién
significativa en la formacién de NETs inducida por las amibas (Fig. 5.45). Estos datos
sugieren que ninguna de estas moleculas participa en la formacién de NETs inducida
por E. histolytica (Figs. 5.45,5.46, 5.47, 5.48).
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Figura 5.45: Cuantificaciéon de NETs inducidas por PMA o E. histolytica realizando
tincion con SYTOX GREEN. a) Cuantificacion de NETs en presencia de inhibidor de TAK-
1 (LLZ 1640-2), b) Cuantificaciones NETs en presencia de inhibidor de PI3K (wormanina),
¢) Cuantificacion de NETs en presencia de inhibidor de P38 MAP (SB 203580).
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- LLZ 1640-2 10 nM

PMA

E. histolytica

Figura 5.46: Microscopia de fluorescencia, tincion con DAPI . Neutrofilos estimulados en
presencia o ausencia dellz 1640-2 10 nM. Los neutrofilos fueron estimulados con PMA o

con E. histolytica
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- Wormanina (50 nM)

E. histolytica

Figura 5.47: Microscopia de fluorescencia, tinciéon con DAPI . Neutroéfilos estimulados en
presencia o ausencia de wormanina 50nM. Los neutroéfilos fueron estimulados con PMA o

con E. histolytica
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- SB 203580 200 nM

E. histolytica

Figura 5.48: Microscopia de fluorescencia, tincion con DAPI . Neutrofilos estimulados en
presencia o ausencia de Sb 202191 0,2 uM. Los neutréfilos fueron estimulados con PMA o

con E. histolytica
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Capitulo 6

Discusion

En este trabajo se confirmé que E. histolytica induce NETs (12) (125) y se encontrd
ademds que el mecanismo de formacién de NETs es diferente al que induce el PMA.
Cuando los neutréfilos se activan con amibas, las NETs se liberan mucho mas rapido. El
proceso comienza desde los primeros minutos de estimulacién y después de dos horas ya
han liberado la maxima cantidad de NETs (Fig. 5.1). A diferencia de esto, la estimula-
cion con PMA induce la liberacién de NETs hasta después de dos horas de estimulacién
(21)(Fig 5.1). La cuantificacion de las NETs y las imagenes tomadas muestran que los
neutroéfilos estimulados con el parasito liberan mayor cantidad de NETs que el PMA que
es conocido por ser un fuerte inductor de NETs (21). Durante mucho tiempo el papel
de los neutroéfilos en la infeccién por E. histolytica era poco claro. Sin embargo con los
resultados en este trabajo es posible reinterpretar todos aquellos reportes en modelos
in vivo e in vitro que afirmaban que E. histolytica causaba la lisis de los neutréfilo
al entrar en contacto con el parédsito (54) (29) (66) (120). Hoy podemos estar seguros
que el fenémeno que realmente ocurre es la liberacién de NETs inducidas por el parasito.

Por otra parte los videos de la formacién de NETs inducidas por E. histolytica su-
gieren fuertemente que este proceso es dependiente del contacto membrana-membrana
entre F. histolytica y el neutrdéfilo, ya que la liberacion de ADN empieza después de la
interaccion entre las dos células. Los neutroéfilos que no tienen contacto con el parasito
no liberan NETs. Estas observaciones también se correlacionan con los reportes en mo-
delos in vivo e in vitro en los cuales se reporté que sélo el contacto entre las dos células
inducia la lisis del neutrofilo (120) (111) (52).

Se ha descrito en modelos animales que los neutréfilos llegan desde la primera hora
al sitio de infeccion con E. histolytica e inmediatamente rodean al parasito (28)(120).
Aqui mostramos que la liberaciéon de NETs se produce desde los primeros minutos de
estimulacién, lo que indica que desde las primeras etapas de infeccién los neutroéfilos
podrian estar liberando NETs para contener la infeccién por E. histolytica.

En otros reportes se habia mostrado que los neutroéfilos juegan un papel fundamen-
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tal en la defensa contra la amibiasis en las primeras etapas de la infeccion (9) (109)
(109), aunque no estaba claro cual era el mecanismo de proteccion de los neutrofilos
contra esta infeccién. En este trabajo se demuestra que el ADN liberado en las NETs
atrapa a las amibas, posiblemente para impedir que éstas puedan moverse y propagarse
a otros organos. Lo anterior sugiere que la formacién de NETs puede ser el mecanismo
de proteccion de los neutrofilos en la amibiasis. Observaciones similares de biopsias de
pacientes con la infeccién, sugieren que los neutroéfilos al morir protegen de la infeccion.
Aunque en esta interpretacion se ha pensado que el exudado necroético resultante de la
lisis del neutrofilo funcionaba como un muro que contiene al trofozoito (52). También
es probable que las NETs inducidas por el parasito ademas de evitar la propagaciéon del
parésito, impidan el contacto del trofozoito con células de tejido infectado y proteja al
tejido del dano litico que puede causar el parésito. Algunas observaciones en modelos
in vivo sugerfan que la gran infiltracién de neutréfilos a los lugares de infeccién y su
posterior lisis impide el contacto con el tejido invadido del hospedero (52).

Una observacién interesante en las imégenes de este trabajo es que cuando las ami-
bas se desplazan arrastran con ellas a los neutrofilos adheridos y al ADN que éstos han
liberado, en lo que parece ser un intento por liberarse de la red de ADN expulsada por el
neutréfilo. Nuestras imagenes también revelan que el ADN expulsado por el neutréfilo
rodea al parasito formando una especie de pinzas que al parecer disminuye inmedia-
tamente el movimiento de la amiba. La evidencia de que las amibas estén cubiertas
de ADN es un indicativo para afirmar con seguridad que las NETs expulsadas por los
neutrofilos funcionan para disminuir el movimiento de la amiba. Ya que como se report6
antes la viabilidad del parésito se ve poco afectada con las NETs (12). Las NETs juegan
un papel en la defensa contra microorganismos que no son facilmente fagocitados, como
es el caso de E. histolytica, que aunque no se puede fagocitar si es posible impedir su
propagaciéon por medio del mecanismos de las NETs.

Cuando los neutrofilos son estimulados con el medio en que crecieron las amibas,
o con el homegenado de E. histolytica, no hay liberacion de NETs. Este dato confir-
ma que la liberacién de NETs inducidas por E. histolytica es dependiente del contacto
membrana-membrana. La viabilidad de la amiba parece ser un factor indispensable
para liberar NETs ya que las amibas fijadas no tienen la capacidad de inducir NETs
aun cuando las membranas quedan intactas. Cuando los neutrofilos son estimulados
con amibas previamente fijadas, los PMN forman rosetas alrededor de la amiba pero
no hay formacion de NETs. Las imagenes donde se forman rosetas también concuerdan
con los reportes en modelos in vivo que afirman que trofozoitos de E. histolytica fijados
o membranas del parédsito inducen la atraccion de neutroéfilos hacia el sitio donde las
amibas se encuentran (105) (29).

Al exponer los neutroéfilos a E. dispar una amiba morfolégicamente indistinguible
de E. histolytica pero sin capacidad invasiva se observo que ésta no induce NETSs, no
induce degranulacién, no genera formaciéon de ROS ni tampoco afecta la cantidad de
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NETs inducidas por E. histolytica cuando ambas amibas se encuentran juntas. Las imé-
genes tomadas muestran que cuando se ponen las dos especies de amibas éstas quedan
atrapadas sobre una nube de ADN. Muchos reportes epidemioldgicos afirman que algu-
nas infecciones pueden corresponder a una mezcla de los dos tipos de amibas (19). Es
probable entonces que las NETs liberadas en respuesta a E. histolytica también puedan
atrapar a E. dispar y contribuir a la defensa en contra de esta amiba. E. dispar aunque
no es invasiva si es un comensal (34).

Este es el primer trabajo que reporta que FE. dispar no induce NETS, es probable que
este sea un proceso en que la patogenicidad del microorganismo es un factor importante
en la respuesta del sistema inmune y en la liberacién de NETs. Ya se ha reportado que
los neutrofilos pueden discriminar entre diferentes tipos de lipopolisacaridos (LPS) pro-
veniente de fuentes diferentes de bacterias y que s6lo algunos serotipos de LPS activan
la liberacion de NETs (93). Es muy probable que si un microorganismo no representa
riesgo para el anfitrion la respuesta del sistema inmune sea més débil como en el caso de
E. dispar. Esta idea tiene sentido ya que la liberacién de NETs también libera sustancias
inflamatorias que podria producir dano en el anfitrién (68).

No sélo la patogenicidad parece ser una caracteristica importante sino ademés la
capacidad invasiva de microorganismo. Es claro que cuando la amiba pierde la viabili-
dad o se le restringe su movilidad, los neutréfilos no la consideran una amenaza y por
tanto no liberan NETs. Todo esto se correlaciona con ensayos en que las amibas que
son inactivadas por calor, por amebicidas no pueden inducir lisis de neutrofilos (66).
[gualmente las especies no patdgenas tampoco causan la lisis de neutrofilos (66).

Las NETs inducidas con E. histolytica son inhibidas cuando los trofozoitos son pre-
tratados con citocalasina B, un inhibidor de la polimerizacion de actina (116). Los videos
tomados durante dos horas y 30 minutos cuando las amibas son pretratadas con cito-
calasina B indican que no fue posible inhibir completamente la movilidad del parasito.
Este hecho podria ser la razén por la cual la inhibicién de las NETs en presencia de
citocalasina B es parcial y no total. Los datos también demuestran que las amibas con
el citoesqueleto inhibido conservan la actividad quimioatrayente hacia los neutroéfilos.
Ya en estudios anteriores se habia demostrado que el uso de citocalasina B disminuye
la capacidad citolitica de las amibas hacia células blanco como las células CHO y los
mismos neutrofilos (98) (54). Es probable que el mecanismos de accion de la inhibicion
de NETs con el uso de citocalasina B, este relacionado con la disminucién en la capaci-
dad de adhesién entre las amibas y los neutréfilos previniendo el contacto intimo entre
el parasito y el neutrofilo (110) (99).

Cuando se adiciona galactosa al medio en donde los neutréfilos se estimulan con F.
histolytica, la formacion de NETs se inhibe en una forma dependiente de la concentra-
cién de la galactosa. La inhibicion de NETs por adicién de galactosa en el medio indica
que se puede requerir la participacién de receptores tipo lectina en el reconocimiento
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6. DISCUSION

entre el neutréfilo y el parasito y la posterior inducciéon de NETs. Una posible molécula
que puede participar en la uniéon amiba—neutrofilo es la lectina Gal/GalNAc, la cual
es reconocida como ser un factor de virulencia responsable de la actividad citolitica de
la amiba (83) (89) (36) (91). SE ha descrito que esta lectina reconoce exclusivamen-
te residuos de galactosa y de N-acetil-D-galactosamina (101). Sin embrago, un hallazgo
muy importante en este trabajo es que la manosa también inhibe la liberacién de NETS,
aunque en menor proporcién que la galactosa. Estos resultados nos permiten proponer
que algn receptor tipo lectina del neutréfilo puede ser el responsable de la induccion
de NETs inducidas por E. histolytica. Muchos receptores tipo lectina en el neutréfilo
reconocen patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) (136) (30).

Un resultado curioso e inesperado es el hecho de que la formaciéon de NETs indu-
cidas por PMA fue inhibida en presencia de manosa. Los mecanismos por los cuales
este fend6meno ocurre no estdn comprendidos. La viabilidad de los neutréfilos no se ve
comprometida por la presencia de los azucares.

Aqui se demostré que la liberacion de NETs inducida por E. histolytica se inhibe
por el DPI, un inhibidor de la NADPH oxidasa y por tanto de la formaciéon de especies
reacitvas de oxigeno (ROS). Esto inicialmente sugiere que la formacion de NETs provo-
cada por E. histolytica es también dependiente de ROS. Sin embargo, encontramos que
esta inhibiciéon parcial era en realidad a causa de la pérdida de viabilidad de las ami-
bas. Aunque se ha reportado que E. histolytica induce formacion de ROS en neutroéfilos
(113), la produccion de ROS no se evaluo directamente sino que se interpret6 como un
efecto de la apoptosis del neutrofilo inducido por la amiba (113). En este trabajo, con
el uso de tres metodologia diferentes, se demostré que la liberacién de NETs inducidas
por E. histolytica es un proceso independiente de la formaciéon de ROS. Esto ha sido
también reportado para la formacién de NETs inducida por otros microrganismos, como
Leishmania donovani (45), Streptococcus pneumoniae (86) Staphylococcus aureus (94),
Candida albicans(24) .

El receptor del neutréfilo involucrado en el reconocimiento de la amiba y en la in-
duccion de la formacion de NETs se desconoce. Sin embargo, el receptor Dectina 1 es
un candidato interesante. En infecciones con el hongo candida albicans los neutroéfilos
forman NETs en un proceso que es independiente de especies reactivas de oxigeno (24)
(63). Ademads se ha propuesto que el S-glucano de c. albicans es la molécula responsable
de inducir la liberacién de NETs (63). Dadas las similitudes en el proceso de formacion
de NETs inducida por ¢. albicans y E. histolytica pensamos que Dectina 1 es el posible
receptor que el neutrofilo usa para reconocer a la amiba e inducir la formacién de NETs.

La via de senal que induce la formacién de NETs no se conoce completamente.
Para el caso de estimular a los neutrofilos con PMA, un fuerte inductor farmacolégi-
co de NETSs, se ha reportado que PMA activa a PKC y activa la via Raf/MEK/ERK
(51),(56). Aunque esta forma de activacion ha sido muy util para describir el proceso
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de NETosis, la via o vias que son activadas por receptores especificos se desconocen. De
los varios receptores que pueden reconocer microorganismos los TLRs se han propuesto
como posibles iniciadores de NETS, pero esto no ha sido comprobado experimentalmen-
te. Solamente dos receptores en el neutroéfilo has sido identificados como iniciadores de
la formacion de NETs, el FcyRI (6) y el FeyIlIb (4) (16). Para el receptor FeyRIIIb la
via de senal se ha descrito parcialmente (5). En este caso el receptor activa a la cinasa
TAK1 y esta se conecta con la via MEK/ERK. Tal como lo mencionamos antes, el
receptor del neutréfilo que reconoce a la amiba y que lleva a la formacién de NETs no
se conoce, pero aun asi exploramos si la via de senal que se activa por la amiba es la
misma que activa el PMA o la que activa el Fceylllb.

En esta tesis encontramos que la PKC no participa en la formacién de NETs induci-
da por E. histolytica. Este resultado no es del todo sorprendente, ya que también vimos
que la formaciéon de NETs es un proceso independiente de especies reactivas de oxigeno.
Ya se ha reportado que el PMA, a través de PKC, lleva a la activacion de NADPH
oxidasa para generar ROS (43) (80) (31) (39). Entonces, es probable que PKC no se
requiera en el caso de las amibas ya que las NETs se forman independientemente de ROS.

Sin embargo, la via de senal inducida por E. histolytica para formar NETs, comparte
la cascada de Raf/MEK /ERK. En el caso de otro parésito, Tozoplasma gondii, también
se ha reportado que la via de senalizacion Raf/MEK/ERK participa en la formacién de
NETs (1). Entonces parece que varios receptores pueden iniciar senalizacion en forma
diferente, pero todos convergen en la via Raf/MEK/ERK para inducir la formacion de
NETs.

Por otro lado, también se reportd que las NETs inducidas por PMA requieren de la
activacion del factor nuclear NF-xB para formarse (72). El mecanismo por el cual NF-
kB participa en NETosis se desconoce y por tanto el significado de esto es oscuro. En el
caso de la formacion de NETs inducida por el FeyIllb, NF-xB no parece ser importante
(4). En el caso de las amibas el factor nuclear NF-xB es activado y también se requiere
para la formacion de NETs. ; Por qué NF-xkB parece ser necesario en algunos casos y
no en otros para la formacién de NETs? Esta es una pregunta interesante que queda, sin
resolver y que requerird estudios mas detallados en el futuro.
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Capitulo 7

Conclusiones

Los liberacién de NETs inducidas por E. histolytica ocurre desde los primeros
minutos de estimulacién, en este proceso es necesario el contacto membrana-
membrana entre el neutréfilo y el trofozoito.

Los neutréfilos estimulados con E. dispar no liberan NETs, no producen especies
reactivas de oxigeno y no degranulan.

Las NETs inducidas por E. histolytica son dependientes de la viabilidad y la
movilidad del parasito.

La adicién de manosa y galactosa al medio en el cual interaccionas las células
inhibe la formacién de NETs inducidas por E. histolytica.

La formaciéon de NETs inducidas por E. histolytica son independientes de la for-
macion de especies reactivas de oxigeno.

La via de senalizacién en la formacién de NETs inducidas por E. histolytica es
Raf/MEK/ERK y la activacion de NF-xB.

PKC, Syk, PI3-K, TAK-1 y p38 MAP no participan en la via de senalizaciéon para
la formaciéon de NETs inducidas por E. histolytica.
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Capitulo 8

Perspectivas

La formacién de NETs inducidas por E. histolytica en presencia otros monosacari-
dos o polisacéaridos podria ayudar a aclarar que tipo de interaccién ocurre entre el
paréasito y el neutréfilo en la formacion de NETS, v el posible receptor o receptores
involucrados en este proceso.

La adiciéon de manosa inhibe fuertemente la formacion de NETs inducidas por
PMA, es necesario realizar mas ensayo para determinar el mecanismo por el cual
ocurre esta inhibicién.

Los experimentos en este trabajo se realizaron en un modelo in vitro. El estudio
de este fenémeno en modelos in vivo podria dar informaciéon de como las NETs
influyen en la amibiasis.

se determino que NF-x se activa en lo neutréfilos durante la liberacién de NETs
inducidas por E. histolytica, sin embargo aun no se ha establecido como se activa
este factor nuclear.
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