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RESUMEN

La unién de los trofozoitos del parésito Entamoeba histolytica a fibronectina
(FN) se lleva a cabo a través de un receptor membranal. La unién induce una
reorganizacion del citoesqueleto de actina para formar placas de adhesién y mudiltiples
bocas endociticas. El evento intracelular que responde a la sefal externa que es la
fibronectina y que lleva a este rearreglo especifico de los filamentos de actina, no ha
sido caracterizado completamente. Evidencias preliminares indican que la movilizacién
del Ca**i es un factor importante para la adhesién de la amiba a la FN. El calcio es
un segundo mensajero que regula el funcionamiento de muchas proteinas en la celula

entre las que se incluyen las del citoesqueleto.

En el presente trabajo se muestran datos que indican la participacién de una
proteina cinasa C (PKC) en lareorganizacidn del citoesqueleto observado en las amibas
como respuesta a su adhesioén a la fibronectina.

Los ésteres de forbol (PMA), activadores directos de la PKC, provocaron un
rearreglo del citoesqueleto de actina en numerosas bocas endociticas y placas de
adhesién asi como un aumento en los niveles de actina-F en las amibas.

La actividad de la PKC presente en la amiba se midié mediante la fosforilacién
del péptido Ac-MBP, que es un sustrato altamente especifico para la PKC. La
actividad fue inhibida por un péptido sintético de la regién de pseudosustrato de la
enzima, asi como por H7, inhibidor especifico de la PKC. Ademds, se demostrd que
en respuesta a la activacién de PKC por PMA y por FN, se induce en los trofozoitos
un aumento en la fosforilacién de proteinas citosélicas y de proteinas de membrana.

Esta fosforilacién es inhibida por H7.



INTRODUCCION

L] S

Entan‘;ola'ﬁa };igraiyrica es el pérté‘sitol béas:iih!te'de Iéi. amiBi‘aSi‘s_“éﬁ Ios huménos.
Las amibas, en su forma de trofozoito, son células invasoras capaces de penetrar en
la mucosa intestinal y producir Ulceras y lesiones necréticas principalmente en el
higado (Pérez-Tamayo et al, 1990). -~ La amibiasis se presenta mas frecuentemente
en paises que carecen de un desarrollo econémico y social adecuado, aunque también
se presenta en paises altamente desarrollados. Dentro de los paises con alto indice
de infeccion estéan: India, México, Egipto, Turquiay China. Este pardsito infecta cada
ano a aproximadamente 500 millones de personas en todo el mundo causando la
muerte a unas 50 000 (Guarner, 1990).

La amibiasis es una enfermedad adquirida por la ruta fecal-oral asociada a la
contaminacion del agua vy de los alimentos. En la mayoria de los portadores
asintomaticos, E. histolytica reside como comensal mientras que en un pequeio
porcentaje (portadores sintomaticos), los trofozoitos invaden la mucosa del colon e
incluso pueden diseminarse hasta el higado provocando el absceso hepético amibiano
(infeccién extraintestinal) (Ravdin et al, 1982). La amibiasis puede ser crénica,
subaguda y aguda. La forma crénica se presenta en individuos cuyo intestino grueso
ha sido colonizado por las amibas pero que no presentan sintomas de la enfermedad.
La forma subaguda se presenta como disenteria y diarrea. Y por Gltimo, la forma
aguda con apendicitis y colitis amibiana que tiene un alto indice de mortalidad
(Sepulveda, 1982).

Las primeras manifestaciones de la amibiasis se remontan a muchos afos atras.
En 1828, es cuando el médico inglés James Annesley publica dos volimenes acerca
de la naturaleza, causa y tratamiento de varias enfermedades en la India, entre ellas
se describe por primera vez la disenteria con abceso hepatico. En México, hacia fines

del siglo XVII, aparecen las primeras referencias acerca del abceso hepético y su
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tratamiento. No es sino hasta 1875 cuando Fedor Aleksandrovich Losh publica un
articulo acerca del desarrollo masivo de amibas en el intestino de en un paciente con
disenteria en St. Petesburgo, Rusia. El hace las primeras descripciones del parasito
y lo denomina Ameba coli. Hacia 1886, Roberto Koch demuestra la presencia de
amibas en varios pacientes en Egipto, es el primero en evidenciar al parasito mediante
tinciones. William Councilman y Henry LaFleur definen a la amibiasis como una
entidad patolégica causada por el microorganismo llamado Amoeba dysenteriae,
nombre que pensaban mas apropiado que el de Losch. Hacia 1893, dos
investigadores alemanes, Quincke y Ross, demuestran la existencia de amibas
diferentes a E. dysenteriae incapaces de fagocitar eritrocitos y de prod ucir-lesiones en
los tejidos. Esta especie corresponde a las amibas que ahora se denominan
Entamoeba coli. En 1903, Schaudinn llama a este pardsito Entamoeba histolytica
debido a su capacidad para destruir y causar dano a los tejidos del huésped logrando
diferenciar dos formas de amibas que infectan a los humanos: £. co/i que se presenta
como un comensal y £. histolytica que en la mayoria de los casos se asocia con la
enfermedad invasiva. Estos estudio hechos por Schaudinn, dieron lugar al

descubrimiento de otras especies de amibas (Guarner, 1990).

Por muchos afnos se hicieron intentos para establecer el cultivo de las amibas
en un medio monoxénico para facilitar su estudio. En 1925, William Boeck reporta
el primer medio de cultivo para este paréasito. Sin embargo, se trataba de un medio
polixénico, en donde las amibas crecian en presencia de la flora bacteriana humana.
Diamond en 1961, es el primero en reportar un cultivo axénico de Entamoeba
histolytica. La habilidad de mantenerlo "in vitro", es critica para la manipulacion

experimental, y ha perimitido obtener un mejor conocimiento del mismo.



CLASIFICACION

Esquema de clasificacién segun Levine, et al., 1980.

E. histolytica pertenece al reino Protozoa, caracterizado por animales eucariénticos
unicelulares que miden entre 1 y 500 ym. Phylum Sarcomastigophora, el subphylum
Sarcodina con motilidad dependiente de pseuddpodos, la superclase Rhizopoda, clase
Lobosea, orden Amoebida, familia Entamoebidae, génera Entamoeba y especie

histolytica.

CARACTERISTICAS GENERALES

Entamoeba histolytica es al parecer uno de los organismos eucariénticos mas
primitivos (Meza, 1992 y Hasegawa M et al,1993). Los trofozoitos presentan una
disposicion citoplasmica sencilla que carece de un citoesqueleto estructurado. La
organizacion estructural asi como las caracteristicas bioquimicas del citoesqueleto en
la amiba audn no han sido claramente establecidas, sin embargo existen evidencias de
la presencia de microtdbulos nucleares y actina organizada en diferentes tipos de
agregados. Esta proteina se identificé por técnicas de inmunofluorescencia indirecta
utilizando anticuerpos antiactina - (Sabanero y Meza, 1982) y después se caracterizé

bioquimicamente {Meza et al, 1983).

Estos organismos carecen de un sistema de membranas equivalente al complejo
de Golgi y al reticulo endoplasmico de los eucariontes superiores, de mitocondrias,
lisosomas primarios y secundarios asi como de nucleolo (Albach et al, 1977). En
cuanto a su metabolismo, E. histolytica es aerobio facultativo con enzimas
glucoliticas inusuales, que se han encontrado solamente en ciertas bacterias. Los
carbohidratos son su fuente principal de energia, carece de citocromos y del ciclo del

acido citrico. El ciclo de vida consta de 4 estadios: trofozoito, prequiste, quiste y
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metaquiste. El trofozoito o forma mdévil es una célula dindmica y pleomérfica, se

'reproduce por fisiébn binaria y se enquistan produciendo quistes tetranucleados
después de dos divisiones nucleares sucesivas de quistes uminucleados. De cada
quiste emerge una amiba metaquistica tetranucleada que a su vez produce ocho
trofozoitos uninucleados. Se mueve por medio de pseudépodos ectopldsmicos
llamados lobopodios. El didmetro de estas células varia de'10 a 60 ym con un
promedio de 25 ym (Martinez-Palomo, 1986).

PATOLOGIA DE LA AMIBIASIS

La caracteristica biol6gica mas sobresaliente de E. histolytica es su capacidad
para destruir casi todos los tejidos del cuerpo humano. La mucosa intestinal y el
higado son los mas afectados aunque en menor grado también produce lesiones en

el cerebro y piel (Pérez-Tamayo et al, 1990).

Mucho se ha trabajado en torno a determinar los factores celulares que
determinan la virulencia del paréasito. Se han identificado factores involucrados en el
efecto litico de, este protozoario sobre las células de mamifero. Sin embargo, el
proceso mediante el cuél la amiba invade y dafa a los tejidos es complejo y
multifactorial. Primeramente se requiere de un contacto intimo entre los trofozoitos
y la mucosa intestinal mediado por moléculas especificas presentes en el parésito. Se
han descrito varias lectinas localizadas en la superficie de la amiba que aparentemente
intervienen en el contacto trofozoito-célula blanco. La lectina de 170 kDa por
ejemplo, con especificidad por N-acetil galactosamina, media la adhesién de
trofozoitos a células de ovario de hamster (Ravdin et al, 1985). La lectina de 220 kDa
con especificidad por oligémeros de N-acetil glucosamina, también se piensa que
participa en los eventos iniciales de contacto con la célula blanco. Anticuerpos
hechos contra estas glicoproteinas, inhiben la adhesidon de los trofozoitos a eritrocitos

y a células en cultivo evitando parcialmente la citofagocitosis y la lisis celular (Ravdin



et al, 1986).

Experimentos en los cuales se utilizan diferentes carbohidratos para. inhibir Ia
adherencia de los trofozoitos a glébulos rojos, sugieren la presencia de varios
receptores para carbohidratos en la superficie de la amiba, particularmente para
residuos de Gal-Gal (galactosamina}, Gal-NAc (n-acetil galactosamina). Los receptores
en la superficie de la amiba median el contacto inicial y la subsecuente destruccién de
las células blanco. En E. histolytica -también se ha descrito una proteina o
"ameboporo™ que funciona a manera de un i6n6foro capaz de insertarse en la
membrana de la célula blanco formando un poro que permite la entrada de Ca** que
a su vez, ocasiona un desequilibrio osmdtico que conduce a la muerte de dicha célula
(Young et al, 1982). Se ha encontrado actividad de hemolisisnas en homogenados
de amibas asi como moléculas presentes en el medio de cultivo semejantes a las
toxinas y que carecen de actividad proteolitica. Se-ha visto que estas moléculas son
capaces de redondear células epiteliales en cultivo al alterar sus uniones comunicantes
(Lushbaugh et al, i979). La presencia de actividades proteoliticas liberadas al medio
0 asociadas a las fracciones de membrana hasta ahora descritas, se proponen también

como uno de los mecanismos citoliticos empleados por la amiba.

Subsecuentemente a la disrupcién de las barreras intestinales provocada por
enzimas y/o productos téxicos, se inicia la invasién a tejidos y 6rganos blanco, dicha
invasion involucra lisis celular y degradacion de proteinas de la matriz extracelular.
Tal es el caso de la colagenasa reportada por Munoz et al., proteina de 141 kDa que
se encuentra unida a la membrana del trofozoito y que se libera en forma de granulos

electrodensos mediante un mecanismo similar a la exocitosis (Mufioz et al, 1982).

Nuestro grupo, ha demostrado que la amiba se adhiere especificamente a la
fibronectina a través de un péptido de 37 kDa que se localiza en la superficie celular
del trofozoito (Talamas-Rohana y Meza, 1988; Vazquez-Prado y Meza, 1992). Este

reconocimiento especifico esta acompanado de la liberacién de proteasas especificas



asi como de una reorganizacion del citoesqueleto de actina de la amiba.

IMPORTANCIA DEL CITOESQUELETO EN EL MECANISMO DE'
INVASION

El contacto inicial del trofozoito con la célula blanco, Ila formacién de
pseudopodos que le permite a la célula moverse y establecer contactos, la
movilizacidn de diferentes moléculas y receptores a lo largo de la membrana asi como
la liberacién de moléculas liticas al medio, requieren de una organizacién citopldsmica
compleja. Es asi como se ha estimado que el citoesqueleto juega también un papel
importante en el mecanismo de lisis dependiente de contacto.

La inhibicién de la adhesién a bajas temperaturas o después de la incubacién
con citocalasina D, (potente inhibidor de la organizacién de los microfilamentos de
actina) son una%qdenc:a de la mportanc:a de una apa;ato contréactil mtacto en las

amibas para que este proceso ocurra (Meza y Franco, 1988).

El citoesqueleto de actina de E. histolytica sufre marcadas modificaciones
cuando el trofozoito se adhiere de manera especifica a la fibronectina y a otras
proteinas de matriz extracelular. La adhesién desencadena una serie de eventos que
dan lugar a la formacién de bocas endociticas y placas de adhesién (Talamés-Rohana
y Meza; Meza y Frifico, 1988). - '

TRANSDUCCION DE SENALES
4 '

Es bien sabido que tanto la fibronectina como otras glicoproteinas de la matriz
extracelular como la colagena y la laminina, promueven la adhesién de células y
regulan procesos tales como la migracién, morfologia, diferenciacién y proliferacion
(Juliano et al, 1993).

Estos contactos célula-superficie pueden desencadenar sefales citoplasmicas
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que llevan a una respuesta bioldgica coordinada. Esto ocurre via interacciones
especificas entre componentes de la matriz- extracélular y receptores celulares,
principalmente de la familia de integrinas; heterodimeros transmembranales
compuestos de dos subunidades, alfa y beta, unidas no covalentemente (Hynes,
1992).

Existen muchos ejemplos. del control. de. procesos que. regulan el
comportamiento celular por adhesién de células a matriz extracelular. En fibroblastos
por ejemplo, la interaccién de las células con la fibronectina genera una senal que
induce un agrupamiento de receptores y la reorganizacién del citoesqueleto en
adhesiones focales asi como un aumento en la fosforilacion en los residuos de la
tirosina de un complejo de prateinas que van de 120 a 130 kDa (Guan et al 1991,
Kornbert et al 1991). En el sistema inmune, la activacién de los linfocitos T aumenta
marcadamente por la adhesion de la célula a la fibronectina o0 a la laminina. Se han
observado cambios en la expresion de genes y/o en la diferenciacién celular durante
la unién de diferentes lineas celulares como hepatocitos, mioblastos y monocitos a
proteinas de matriz extracelular, especificamente fibronectina, coldgena y laminina
(Ben-Ze-ev et al, 1988; Di Persio et al, 1991; Menko et al, 1987 y Sporn et al, 1990).

La adhesién de fibroblastos, células endoteliales y linfocitos a la fibronectina,
produce un aumento en la elevacion del pH citopldsmico que se correlaciona con la
estimulacién de la propagacion celular y del crecimiento (Gingell et al, 1992).

Otro ejemplo de una respuesta compleja iniciada por la adhesion de proteinas
de matriz extracelular en donde se desencadenan senales, es la activacién de
plaguetas. En este proceso se potencia la adhesién que va acompanada de un
aumento en la polimerizacién de actina y cambios en la forma de las plaquetas asi
como en la reorganizacion del citoesqueleto. La adhesion estd también asociada a
cambios en los niveles de segundos mensajeros y en la activacion de proteinas cinasas
(Golden et al, 1990; Lipfert et al, 1992).
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MENSAJEROS INTRACELULARES IMPLICADOS EN LA REGULACION
DEL COMPORTAMIENTO CELULAR.

La unién con gran afinidad de un ligando a su receptor, traduce este evento
extracelular en una serie de sefales intracelulares que alteran el comportamiento de
la célula “blanco”. La mayoria de los moléculas receptoras, pertenecen a una de las
tres grandes clases de receptores celulares de superficie: 1) receptores unidos a
canales iénicos, 2) unidos a proteinas G y 3) cataliticos (Barnard, 1992).

Los receptores unidos a canales idnicos estan involucrados principalmente en
la transduccién de sefales sindpticas mediadas por neurotransmisores que abren o
cierran el canal al cual se unen de una manera transitoria cambiando la permeabilidad
i6nica de la membrana plasmética. Los receptores catalfticos é! Ser activados operan
directamente como enzimas. La mayoria de estos receptores son proteinas
transmembranales con un dominio citopldsmico que funciona como una proteina
cinasa que fosforila a los residuos de la tirosina. Los receptores unidos a proteinas G,
indirectamente activan o inactivan una enzima unida a la membrana plasmética o a un
canal i6bnico. La interaccidon entre el receptor y la enzima o el canal i6dnico esta
mediada por una proteina regulatoria que une GTP, llamada proteina G la cual se
compone de tres polipéptidos: una cadena alfa que une e hidroliza al GTP y activa la
adenilato ciclasa, una cadena beta y otra gamma que anclan a las proteinas Gs a la
cara citoplasmética de la membrana. Los receptores unidos a proteinas G,
generalmente activan una serie de pasos que alteran la concentracion de uno o mas
moléculas involucradas en la transduccién de senales denominadas mensajeros
intracelulares. Estos mensajereos intracelulares alteran a su vez el comportamiento

de otras proteinas celulares.

Entre los segundos mensajeros que han sido implicados en la transduccion de

las sefiales intracelulares, estan el GMPc, AMPc el calcio (Ca**), trifosfato de inositol



(IP3) y el diacilglicerol (DAG) (Cohen, 1992).

El AMPec regula reaccianes intracelulares en togdas las células tanto procariontas
como eucariontas. Muchas hormonas y mediadores quimicos ejercen su accién a
través del control de los niveles de AMPc. Este se ha visto involucrado en la sintesis
y secresidn de harmona tiraidea, secresién de coritsol, hidrélisis de glicégeno y de
triglicéridos entre otros (Cchen, 1992)..

El mecanismo de produccidon de AMPc es el siguiente: cuando un ligando se une
a su receptor, este altera la conformacién de dicho receptar exponiendo un sitio de
unién para la proteina Gs la cual se encuentra como un trimero con una molécula del
GDP unida a la subunidad alfa. La proteina al ser activada por la unién del receptor,
altera su sitio de unién al GDP permitiendo la unién del GTP en su lugar lo que causa
que la subunidad alfa se disocie del complejo exponiendo un sitio de unién para la
adenilato ciclasa que al activarse produce muchas moléculas de AMPc a partir del
ATP.

El AMPc, ejerce sus efectos en las células animales principalmente mediante la
activacion de una proteina cinasa dependiente de AMPc, proteina cinasa A (PKA), la
cudl cataliza la transferencia de un grupo fosfato del ATP a residuos de serina o
treonina de pro'tel’nas en la célula "blanco”. ElI AMPc se une a las subunidades
regulatorias de la enzima ocasionando su disociacion del complejo permitiendo la
activacién de las subunidades cataliticas que ahora se encuentran libres para la

fosforilacién de proteinas (Cohen, 1992).

El GMPc, otro mensajero intracelular, que se genera a partir de la
guanilatociclasa, enzima que al activarse, produce moléculas de GMPca partir del
GMP, también ejerce su funcién principalemente mediante la activacién de una
proteina cinasa especifica demoninada cinasa G (PKG). Esta enzima, a diferencia de
la PKA, tiene un papel mas restringido ya que se localiza predominantemente en

musculo liso y en el cerebelo (Cohen, 1992).
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El calcio, es uno de los segundos mensajeros mas importantes en la
transduccién de senales intracelulares. Este, se une a calmodulina (CaM), una
proteina que funciona como un receptor intracelular mediador de lasmayorfa- deilos
procesos regulados por calcio (Hidaka e Ishikawa, 1992). Esta unién ocasiona un
cambio conformacional en la proteina que le permite activar muchas enzimas
incluyendo un gran numero de proteinas cinasas las cuales se clasifican, segtn la
cantidad de sustratos que fosforilen, en multifuncionales o especificas. Dentro de las
multifuncionales estdn la PKA y la cinasa dependiente de calmodulina o PK Il. En
cuanto a las cinasas que fosforilan un solo sustrato estén la cinasa de la cadena ligera
de la miosina (MLCK), que regula la contraccién muscular, la fosforilasa, que regula
la glicogendlisis y la cinasa del factor de elongacién 2, enzima implicada en la

regulaciéon de la sintesis proteica (Berridge, 1987; Taylor et al, 1992).

El trifosfato de inositol, es otro mensajero intracelular que proviene de la
hidrolisis del fosfatidil inositol bifosfato (PIP2), el cudl es generado a partir de la
fosforilacién del fosfatidil inositol (Pl) en donde se genera PIP y PIP2. A pesar de que
tanto el Pl como el PIP y el PIP2 pueden ser hidrolizados como respuesta a una sefial
extracelular, es el PIP2 el que juega el papel mas critico.

La serie de eventos que unen senales extracelulares a respuestas intracelulares
via hidrélisis de PIP2, comienzan con la unién de un ligando a su receptor en la
membrana plasmatica; el receptor a su vez, activa a una proteina G (Gp) la cuél activa
a la fosfolipasa C que en menos de un segundo, hidroliza el PIP2 para generar
trifosfato de inositol y diacilgliceroi. Neurotransmisores, factores de crecimiento,
hormonas, entre otros, son algunos de los estimulos que generan toda esta serie de
eventos intracelulares después de que se unen a su receptor.

El IP3, es una molécula pequena, soluble que libera calcio de reservorios
internos. La unién de IP3 a un receptor en la cara citopldsmica del compartimento
intracelular, abre canales de calcio en su membrana. Es asi como este mensajero
provoca que aumente la concentracién del Ca*™* en el citosol. Cuando el estimulo es

finalmente eliminado, el calcio que entra al citoplasma es rapidamente bombeado hacia
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afuera de la célula para ser reemplazado for un influjo a través de la membrana
plasmética. ElIP3, también puede ser desfosforilado y consecuentemente inactivado
por alguna fosfatasa especifica. .No todo el IP3 es desfosforilado, parte es.fosfariladg
para formar IP4 que participa en respuestas mas lentas y mas prolongadas en las
células (Berridge, 1987).

El diacilglicerol es el otro segundo mensajero producto también de la hidrélisis
de PIP2 (Cohen 1992). EI DAG juega dos papeles importantes: a) puede ser
hidrolizado para liberar acido araquiddnico, el cual, puede ser usado en la sintesis de
prostaglandinas o leucotrienos por ejemplo, compuestos reguladores de varias
respuestas fisioldégicas; o puede activar a la proteina cinasa C (PKC), una enzima que
participa en la regulacién de muchas funciones celulares (Nishizuka, 1984; Hug y
Sarre, 1993).

<g<g <<< 88 <2<Cf< 88
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PKrn/\Ka

Cuatro de los principales sistemas de sefiales que operan en células
eucariénticas. PKm (proteinas cinasas multifuncionales), PKe (proteinas

cinasas especificas).



12

PROTEINA CINASA C

TR R

Entre las diferentes cinasas, la PKC juega un papel fundamental en la
transduccién de sefales transmembranales de muchos agonistas extracelulares
(Nishizuka, 1986). Esta enzima es especialmente abundante en cerebro (Kuo et al
1980, Nishizuka, 1988) y se ha visto implicada en procesos tales como adhesién
(Dicorletto et al, 1989; Symington et al, 1989), fagocitosis (Zheleznyak y Brown,
1992), locomocién (Roos et al, 1987), regulacién de la transcripcién (Messina y
Weinstock, 1992), proliferacién y diferenciacién (Clemens et al, 1992) asi como en
la reorganizacién de citoesqueleto (Howard y Wang, 1987; Derventzi et al, 1992) por
citar algunos ejemplos. En presencia de fosfolipidos &cidos, principalmente
fosfaditilserina (PS), y a concentraciones fisiolégicas de calcio, el DAG activa a la PKC

a nivel de membrana plasmética (Bazzi y Nelsestuen, 1988).

Mediante la purificacion de la enzima asi como por clonacién del gen
correspondiente, se pudo determinar que la PKC forma parte de una familia de
isoenzimas (Nishizuka, 1989; Asaoka, 1992); las cuales, muestran expresion
diferencial en tejidos asi como una localizacién intracelular especifica. Actualmente
hay 10 subespecies de la PKC en tejidos de mamifero. Se han agrupado en tres
clases: cPKC, nPKC y aPKC. Cada uno de los miembros de esta familia dependen de
PS pero muestran marcadas diferencias en cuanto a los requerimientos de Ca** para
su activaciéon (Takai et al 1979, Hannun et al, 1986; Akita et al, 1990 y Leibersperger
et al, 1991).

Mediante el andlisis de su secuencia (Sando, 1992), se demostré que existen
cuatro regiones homdlogas entre las diferentes isoenzimas que se denominaron
regiones constantes (C1-C4) las cuéles estdn separados por regiones variables V1-V5,

Mediante digestién proteolitica con calpaina y tripsina se generan dos fragmentos: el
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fragmento carboxilo terminal o catalitico que contiene las regiones C3 y C4 y el
fragmento ammo termlnal o regulatono que contuene las reg:ones Gl y C2. La C3

involucrada en el reconacimiento del sustrato. La. C2, es el sitiQ de unién a Ca**

mientras que la C1 contiene una secuencia similar a la secuencia de fosforilacién para
muchos sustratos, excepto que una alanina reemplaza a una serina fosforilable 0 auna
treonina. Se propone que esta regién sirve como autoinhibitoria 0 pseudosustrato.
Péptidos sintéticos con esta secuencia inhiben a la PKC, mientras que péptidos en
donde la alanina es reemplazada por una serina, sirven como sustratos (Yasuda,
1990).

MODELOS DE ACTIVACIONDEPKC... ...... .-,

£y .

- . . ) § & g

Se han propuesto duferentes modelos basados en ensayos pnncspalemnte
bioquimicos y algunos baoflswos para explicar la actwamén de la PKC (Sando, 1992;
Zidovetzki and Lester, 1992). La mayoriade los datos provenientes de sistemas "
vitro” e "in vivo", sugieren que la PKC se activa cuando se asocia a la membrana. La
cinasa es activada cuando se produce DAG en la membrana por accién de una
fosfolipasa C. Esta enzima hidroliza fosfoinositidos para generar DAG vy
fosfoinositoles. El DAG liberado se une al dominio regulatorio de la PKC lo que
provoca un aumento de afinidad de la enzima por Ca*™* y en presencia de fosfolipidos
acidos, especialmente fosfatidilserina se logra su activacion. Experimentos hechos por
Castagna, demostraron que el DAG requerid6 pdra la activacién de la PKC, podia ser
sustituido por ésteres de forbol, especialmente por el 12-13 forbol miristato acetato,
el cudl activa de manera directa a la PKC cuando se une a la regién C1 regulatoria de
la enzima. La PKC es activada de forma transitoria y su actividad se termina cuando
el DAG es fosforilado por alguna cinasa especifica o es hidrolizado en la posicién sn-2
(Castagna et al, 1982).

Segun el modelo propuesto por Bell y colaboradores, el Ca**, conjuntamente
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con PS, son suficientes para inducir una translocacién de la enzima del citosol a la

membrana. Posterlormente el Ca+ * y el DAG son necesarios para formar un complejo

i8-C t‘w;tnmwmamr

enzima (Bell, 1 986)

: i 3 e B BB )

La PKC se inserta en el dominio hidrofébico de la membrana estabilizando su
conformacién. En este estado se propone que hay dos puntos de interaccién de la
proteina con los fosfolipidos de la membrana: la regién entre las dos regiones ricas en
cisteinas y la regién C2 de la regi6én regulatoria. Inicialmente, la enzima se encuentra
en un estado "no expuesto” en donde el sitio de unién al sustrato no esta disponible.
La produccién de DAG en respuesta a un estimulo biolégico, induce una perturbacién
en la bicapa lipidica, aumentando la fluidez de la membrana lo que permitird una mejor
penetracién de Ia reglén que se encuentra entre Ia reglén C1 rica en crstemas. Esto
induce un "desdoblamlento de la enzima. La EKC adquiere una conformac:tén mas
estable y "abierta” ocasmnando que la reglé}?de pseudosustrato se mueva del sitio
activo. Esta secuencia se une directamente a las cabezas de PS lo que se piensa
ayuda a mantener esta conformacion "abierta de la enzima"”. Laregion C2 ahora esté

mas expuesta para que pueda unir més calcio y el sustrato puede ahora interaccionar

libremente con la regidn catalitica C4 de la enzima para ser fosforilado (Sando, 1992).

Existen otros modelos donde se propone la activacién de la PKC por diferentes
mecanismos : la PKC en estado soluble, se puede activar en ausencia de fosfolipidos
por acidos grasos en solucidén (Chen, 1992). Sin embargo, el mecanismo para este
tipo de activaciébn ha sido muy controvertido. En otro modelo, se habla de la
interaccién de proteinas que se unen a la PKC y que le permiten unirse a la membrana
(Gopalakrishna R et al, 1986). Dichas proteinas se supone que pueden servir para
dirigir a la PKC hacia sitios especificos como a contactos focales (Jaken et al, 1989)
o a la membrana nuclear (Leach et al, 1989). En el modelo de activacién por
fosforilacion, se propone que la PKC se autofosforila lo que ocasiona un aumento en
la actividad de la enzima al disminuir su Ka por Ca** (Newton, 1987). Se propone

que la autofosforilacién tiene que ver con la regulacién de la enzima, aumenta la
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afinidad de esta por ciertos cofactores asi como por ciertos sustratos. Los sitios

propuestos de autofosforilacién se encuentran en los residuos de serina de la regién

- -

catalitico del regulador. Finalmente se ha hablado de un modelo de activacién por
protedlisis (Pontremolis et al, 1990). Estudios "in vitro" han demostrado la activacién
de la PKC por esta via en donde se elimina el dominio autoinhibitorio o pseudosustrato
por una endoproteasa permitiendo asi el acceso de diferentes sustratos al sitio C4 de

la region catalitica de la PKC donde podran ser fosforilados.

Vg e P

Region regulatoria | Regién c-atalitiba ;
oy ey
Vi Ci V2 C2 V3 C3 V4 C4 Cs5

= H~—1—HF——1—
PH :ATF’:

e

PSS

19-35

NH2

CQOOH

75-78

Regiones de PKC. Se muestran los sitios variables (v) y constantes (c) de la enzima
asi como los de unién a calcio (Ca++), a ATR, al sustrato, a ésteres de forbol (PH)
y la regién de pseudosustrato (PSS).
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CITOESQUELETO DE ACTINA Y PKC

complicada red de microfilamentos cuya organizacién es regulada por un gran nimero
de proteinas que se unen a la actina (Hartwig y Kwiatkowski, 1991). El estado fisico
de la actina en una célula es regulado por tres ciclos reversibles. Primeramente, la
actina monomérica (G), se polimeriza para formar actina filamentosa (F) la cual se
despolimeriza para generar nuevamente monémeros de actina. El ciclo es regulado por
diferentes clases de proteinas entre las que se encuentran: la profilina, que
"secuestra” los mondémeros de actina, la vellosina que controla la nucleacién del
filamento, la fragmina que bloquea el sitio barbado del filamento o extremo positivo
que es por donde crece al filamento y la gelsoling, que .cotta el filamente (Weeds y
Sutherland, 1993). En segundo lugar, la actina-F puede ser entrecruzada por
proteinas como la fimbrina, a-ggtinina yla ABP-J’ZO para fo_rmarA estructuras de gran
complejidad como redes y haces Por dltimo, estas eStr'LJc:turas son ancladas a la
membrana de forma reversible por proteinas tales como la miosina | y vinculina
(Weeds et al, 1992).

La formacién de fibras de tensién, placas de adhesion, contactos focales asi
como lamelopodios y filopodios, son el resultado de la modulacién especifica de la
organizacion de los microfilamentos. Estos cambios en el citoesqueleto de actina
ocurren en respuesta a numerosos procesos biolégicos como son la adhesién,
movimiento, secresion, mitogénesis y morfogénesis. Sin embargo, las vias de
transduccidén de sefales que llevan a esta estructuracion especifica de la actina, aun
no han sido bien esclarecidas. ‘

La funcién de casi 70 proteinas que unen actina estan reguladas por segundos
mensajeros como el Ca**, lipidos y proteinas cinasas, entre las que se encuentra la
PKC (Anderem, 1992). Enrespuesta a un estimulo extracelular, esta enzima fosforila
proteinas como profilina (Hansson, 1988), vinculina y filamina (Kawamoto, 1984) lo

que permite la modulaciéon dindmica del citoesqueleto.
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Los ésteres de forbol, activadores directos de la PKC (Castagna et al, 1982) han
sido ampliamente utilizados para el estudio de la funcién de la PKC en diferentes lineas
colinres: 3 - '

celular es la reorganizacion del citoesqueleto de actina, En neutréfilos por ejemplo,el

forbol miristato acetato (PMA), estimula muchas funciones que incluyen: exocitosis,
pinocitosis (Hoult et al, 1985 ), cambios en la forma (Keller et al, 1987), movimiento
(Roos et al, 1987), asi como un aumento en la adhesién (White et al, 1974) y en la
polimerizacién de actina. El contenido relativo de actina asociada al citoesqueleto
aumenta después de la estimulacién con PMA, ocasiondndose ademdas una
reorganizaciéon de estos filamentos (Sheterline et al, 1986; Howard et. al, 1987).
También se ha demostrado la presencia de la PKC en zonas especializadas de contacto
o adhesiones focales lJaken et al, 1989), y recnentemente se ha demostrado su
participacioén en la formac:dn de dichas estructuras {Woods et al, 1992)

Es asi como se ha propuesto que la PKC juega un papel |mp0rtante en la

modulacién de la organizacion del citoesqueleto en muchas h'neas celulares.

En Entamoeba histolytica, la adhesién de trofozoitos ala FN, lleva a un cambio
en la organizacion del citoesqueleto de actina, se forman estructuras tales como bocas
endociticas y placas de adhesion. Esta reestructuracion de los filamentos de actina
va acompainada de un aumento en la polimerizacién de actina-F (Manning, datos no
publicados) y de una movilizacién de Ca**' (Carbajal et al, 1993, manuscrito en
preparacion). Es asi como se ha sugerido que el contacto de la amiba con proteinas
de matriz extracelular, como fibronectina, llava a un proceso de "activacién"” que se
identifica por la reorganizacién del citoesqueleto y la secrecién de proteasas, ambos
procesos encaminados a facilitar la invasién de los tejidos del huesped. Ya que los
eventos a nivel intracelular involucrados en la respuesta del trofozoito a la presencia
de la FN aun no han sido determinados, surgi6 el interés de investigar si una PKC esté
participando en la transduccién de senales que llevan a este rearreglo tan especifico

del citoesqueleto.
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OBJETIVO

Identificacién de una actividad de PKC en trofozoitos de E. histolytica, como uno de
los elementos en la transduccién de sefales asociada a la unién de las células a

fibronectina.

METAS ESPECIFICAS

Analizar la reorganizacion del CSK de actina en respuesta a la activacién con

fibronectina y esteres de forbol (PMA).
Determinar el efecto de los ésteres de forbol sobre la polimerizacion de actina.
Detectar la actividad de la PKC en extractos totales de E. histolytica.

Evaluar el efecto de la fibronectina y ésteres de forbol sobre la fosforilacion de

proteinas de amiba.
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MATERIALY METODOS

CULTIVO CELULAR.- Se utilizaron trofozoitos de £. histolytica cepa HMI-IMSS
crecidos axenicamente a 37°C en medio TYI-S-33 preparado segtn Diamond (1978).
Las células se cosecharon en la fase logaritmica de crecimiento (48 hrs) y de aqui se

procedid a tratarlas segun requeria el experimento.

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO TYI-S-33.- Medio de cultivo axénico BIS-33
descrito por Diamond en 1978 a excepcitn de Biosate que se sustituyé por Biotriptasa
(Bioxon, México) y suero fetal bovino (Microlab, Méxicco). Medio Basal: Biotriptasa
30g, Dextrosa 10 g, NaCl, 2 g, KH,PO, 0.6 g, K,HPO, 1.0 g, L-cisteina 1.0 g, Acido
ascorbico 0.2 g, Citrato férrico 0.0236 g, agua bidestilada 820 ml.. Se ajust6 el pH
a 6.8 con NaOH y se esteriliz6 15 minutos a 15 Ibs/pulg®>. Complemento del medio:
Suero fetal bovino descomplementado al 14% del volumen final del medio basal,
mezcla de vitaminas al 10% del volumen final del suero (In vitro, México). La

concentracidon final es: suero 13%(v/v), vitaminas 3%/(v/v).

SOLUCIONES.- Amortiguador Salino de Fosfatos (PBS).- NaCl 8 g, KCI 0.2 g, Na,HPO,
1.15 g y KH,PO,, H,0 cbp 1 It. pH 7.3.

Amortiguador de muestra 10x.- Trizma-base 0.15 g, SDS 20% 2.5 ml, glicerol 2 g,
pironina 2 mg. H,0 cbp 10 ml. pH 8.3

Buffer de lisis.- Tris 560 mM, NaCl 0.15 mM, MnCl, 1.0 mM vy los siguientes
inhibidores de proteasas: PMSF 0.1 mM, pHMB 5.0 mM, y NEM 10 mM.

Buffer de extraccién.- Tris 20 mM, pH 7.5, EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, Tritén X-

100 0.5% vy los inhibidores de proteasas antes mencionados.
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Buffer A.- Tris 20 mM, pH 7.5, EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, B-mercaptoetanol 10
mM, NaCl 0.2 M.

Solucion Amortiguadora Electroforética.- Tris 0.025 M, pH 8.3, glicina 0.192 M y
SDS 0.1%

Solucién Lipfdica 10x.- 100 uM forbol 12-miristato 13-acetato (PMAY), fosfatidil serina
2.8 mg/ml y micelas de Tritén X-100.

Solucién sustrato 5x.- Ac-MBP(4-14) 250 yM, ATP 100 yuM , CaCl, 5 mM, MgCl, 100
mM, Tris pH 7.5 20 mM. o

Solucién inhibidora 5x.- PKC(19-36) 100 yM , Tris pH 7.5 20 mM.

DROGAS.- El H7 y el PMA fueron adquiridas en SIGMA. El solvente utilizado para el
H7 fue agua bidestilada estéril. Para el PMA se utiliz6 etanol al 100%

OBTENCION DE FIBRONECTINA PLASMATICA HUMANA. .- La fibronectina usada se
obtuvo de plasma humano al que se le anadié, PMSF 0.1 mM y se guardé a -20°C
hasta su uso. Para iniciar su purificacién, el plasma se descongelé en bafo Maria y
se centrifugé a 16300 x g durante 30 min. El sobrenadante se diluyé 1:2 en PBS
conteniendo PMSF 0.1 mM y se pasé por una columna de gelatina-sefarosa
preequilibrada con PBS, pH 7.5. Se lav6é con PBS hasta que no hubo proteinas
detectable a 280 nm saliendo por la columna, luego con urea 1M en PBS y se eluyd
con PBS pH 7.5 conteniendo urea 4 M, se colectaron las fracciones de 4 ml. Para el
célculo de la concentracién de fibronectina se consideré un coeficiente de extincién
de 1.28 (D.O. 280 nm) para 1 mg/ml (Pierschbacher et al, 1981).

PREPARACION DE FRACCION SOLUBLE E INSOLUBLE A TRITON-X100.- Las células
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se desprendieron por agitacion fuerte de las botellas de cultivo y se centrifugaron a
250 x g durante 5 minutos. La pastilla se lavd tres veces con PBS en frfo también
mediante centrifugacién a la misma velocidad y tiempo.

El paquete celular se resuspendié en buffer de lisis frio. Se dejé en hielo durante
30 minutos hasta la lisis completa de las células. Se centrifugd en una microfuga
durante 30 minutos a 4°C. Se obtuvo un sobrenadante (fraccién solub.le} y una
pastilla (fraccnﬁn msoiuble a tritén X-100 o catoesqueleto} El sobrenadante se
precipité con acetonaa - 20°C durante 2 hrs para después centrifugarse a -4°C durante
15 min. Las pastillas obtenidas tanto de la fraccién soluble y la insoluble o de
citoesqueleto (CSK), se solubilizaron en buffer de muestra 2X vol/vol. Se hirvieron
durante 5 minutos, se les adiciond f-mercaptoetanol para tener una concentracuén

final de 5% y se hirvieron durante 5min.

PREPARACION DE EXTRACTOS TOTALES.- Después de 2 lavados con PBS, la pastilla
de trofozoitos se resuspendié en buffer de extraccidon frio y se mantuvieron en hielo
durante 30 minutos. Posteriormente los extractos se sonicaron en un homogenizador
durante 1 minuto. Para eltrnmar ios restos celulares el extracto se centrifugd en una
microcentrifuga durante 2 mmutos a 4°C vy el sobrenadante se recuperé
manteniendose en hielo hasta ser utilizado. Al mismo tiempo se tomo una alicuota

para determinar la cantidad de proteina.

DETERMINACION DE PROTEINAS.- La cuantificacién de proteinas se hizo por el

método de Lowry (1951). Se utilizé albumina de suero de bovino como estandar.

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS.- Se utilizaron geles de
poliacrilamida SDS al 10% Se hicieron las electroforesis segtin el método de Laemmili
(1970).

Las concentraciones finales de los geles fueron: Gel concentrador: acrilamida
5%, bis-acrilamida 0.8%, tris 0.125 M pH 6.8, SDS 0.1%. Gel separador: acrilamida
10%, bis-acrilamida 0.8%, Tris 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1% Se adiciono a la mezcia
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persulfato de amonio al 12.5% y temed al 10% para catalizar la polimerizacién del gel.

Los geles se corrieron a temperatura ambiente en solucién amortiguadora
electroforética, se tifieron con el colorante azul de Coomassie-R durante 2 hrs y se
destifneron con agua-metanol-acido acético a una proporcién 5:4:1.

Posteriormente los geles se secaron y se autoradiografiaron utilizandose placas
X-OMAT Kodak.

ACTIVIDAD DE PKC EN EXTRACTOS AMIBIANOS.- La actividad de la PKC en los
extractos amibianos se determind mediante un sistema de fosforilacién "in vitro" en
donde se midi6 la incorporacién de a32p de ATP marcado a un péptido sintético de
proteina basica de mielina (AC-MBP) que es un sustrato altamente especifico de
proteina cinasa C . La especificidad de la PKC se confirmé utilizando un péptido
sintético que actia como un potente inhibidor de la regién de pseudosustrato
localizada en el dominio regulatorio de la PKC (GIBCO BRL 1993).

La mezcla de reaccién en donde se determind la actividad de PKC consistié en
lo siguiente: 10 ul de extracto total obtenido de 13.5 millones de células (2mg/ml de
proteina), 2.5 ul de solucién lipidica 10X, 5 yl de la solucién inhibidora 5X, 5 ul de la
solucién sustrafo 5X, H,0 y buffer A hasta completar un volumen total de 25 ul.

Se prepararon los tubos con la mezcla de reaccién y aquellos que tenian el
inhibidor, se preincubaron 20 minutos a temperatura ambiente. Hasta el final se
agrego la solucién sustrato con la cudl se inicié la reaccién a 30°C. A los 5 minutos,
se tomaron alicuotas de 12 ul y se colocaron en papeles de fosfocelulosa los cuales
se lavaron 2 veces con acido fosférico H,PO, al 1% (100 ml/muestra). Se hicieron 2
dltimos lavados con agua bidestilada y se contd la cantidad de 32-P incorporado en

un contador de centelleo liquido.

TINCION DEL CITOESQUELETO DE ACTINA DE LOS TROFOZOITOS.-Las tinciones se
realizaron con faloidina conjugada a rodamina (Molecular Probes USA). La faloidina

rodaminada se utiliza para marcar filamentos de actina (actina-F) ya sean estos
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grandes o pequenos, ya que se asocia especificamente a actina entrecruzada y
protege a los microfilamentos de la despolimerizacién. A diferencia de los anticuerpos
antiactina no se une a actina G. ‘ ‘

Los trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento y previamente lavados con
PBS, fueron tratados con el PMA a una concentracién de 1M durante 20 minutos.
Lo mismo se hizo con las células control, se preincubaron 20 minutos con el vehiculo
unicamente. Posteriormente, se colocaron en cubreobjetos previamente preparados
con o sin fibronectina a una concentracién de 28ug/ml y se incubaron a 37°C durante
10 min; una vez que las células se adhirieron, se lavaron los cubreobjetos con PBS a
37 °C. Las amibas se fijaron con formaldehido al 3.7% durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se lavaron nuevamente los cut;reobjetos con PBS y se
procedié a permeabilizar las células con acetona al 99.9% de pureza a -20°C durante
3 minutos. Las preparaciones se secaron al aire y se les agregé 50ul de faloidina
rodaminada previamente evaporada y resuspendida en PBS, dejdndose en una cdmara
himeda por 20 minutos a temperatura ambiente, después se lavaron los cubreobjetos
con PBS y se montaron con glicerol-PBS (9:1) pH 8.0.

Las células que fueron tratadas con el PMA a una concentracién de 1 uM, se
preincubaron con la droga durante 20 minutos antes de ser colocadas en los
cubreobjetos. Lo mismo se hizo con las células control, se preincubaron 20 minutos
con el vehiculo unicamente. Posteriormente se procesaron como se indicé
anteriormente.

Las preparaciones se observaron en un microscopio Zeiss estadndar con equipo
de epifluorescencia y se fotografiaron con pelicula Kodak-Tri-X Pan y Ektachrome asa
400. |

ENSAYO NBD-FALACIDINA.- Para medir el efecto del PMA sobre la polimerizacién de
actina G, se utiliz6 el ensayo de NBD-Falacidina. Este ensayo estd basado en la
especificidad de la unién de la falacidina, anédlogo fluorescente de la falotoxina
faloidina a actina-F y en la solubilidad de ésta toxina en metanol (Howard y Oresajo,
1985).
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Las células fueron previamente lavadas con PBS, la pastilla obtenida de la
centrifugacién a 250 x g durante 5 minutos se resuspendié nuevamente en PBS pH
7.2 previamente filtrado. 1x10° células/ml fueron tratadas durante 20 minutos con el
PMA a 1uM y con H7 (inhibidor especifico de la PKC) a 100 yM antes de ser
incubados con el PMA a 1 yM. Los controles se incubaron en PBS durante el mismo
tiempo. Posteriormente, las células se fijaron con glutaraldehido al 2.5% durante 20
minutos. A los 5 minutos de fijacion, se adicioné tritén X-100 al 1% Se lavaron las
amibas 3 veces con PBS y a 1x10° células se les adicion6é la NBD-falacidina
previamente evaporada y resuspendida en PBS. Se hicieron incubaciones
(protegiéndose de la luz) durante 20 minutos a temperatura ambiente en agitacién
constante. Las células se centrifugaron en una microfuga. Para la extraccién de la
actina-F, a la pastilla se le adicion6é 400ul de metanol para espectrofluorometria
(Photorex) y se agitd con vortex hasta macerarse. La extraccién se procedid
protegiéndose de la luz durante una 1hr al término de la cudl se centrifugaron
nuevamente las células y el sobrenadante se recuperd para ser leido en un
espectrofluorémetro a una longitud de onda de 465 nm (excitacién) y 535 nm
(emisién). Los valores obtenidos se expresaron en unidades de fluorescencia relativa
(RFI).

FOSFORILACION "IN VIVO" de E. histolytica.- El patrén de proteinas fosforiladas de
amiba asi como sus niveles de fosforilacién en respuesta a la activacién o inhibicién
de la PKC, se determinaron mediante el marcaje metabdlico de los trofozoitos con
ortofosfato radioactivo (32-P) (Amersham).

13.5 millones de células adheridas a botellas de plastico, fueron
cuidadosamente lavadas con medio sin suero previamente dializado contra 150 mM
de NaCl y 50 mM de tris-HCI, pH 6.8. Se dej6 el tapete celular en presencia de este
medio carente de fosfatos durante 20 mi'nutos. Posteriormente las células fueron
cargadas con el ortofosfato 200 uxCi / ml de medio durante 1 hr. Después, se
recuperaron por agitacién fuerte de las botellas para desprender completamente a

todas las células. Se centrifugaron por 5 minutos a 250 x g y se resuspendieron
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2x10°% amibas en 1ml del mismo medio. Las células se preincubaron en suspensién
con las drogas durante 20 min. Los diferentes tratamientos fueron: Control, PMA ,
H7 +PMA, FNy H7 + FN. Al término de los tiempos de incubacién, los trofozoitos se
lavaron 3 veces con PBS a 4°C. Las pastillas se lisaron con buffer de homogenizacién,
dejandose en hielo durante 30 minutos para después obtener la fraccién soluble y la
fraccion de CSK o insoluble a Triton X-100.

Se tomaron alicuotas de cada fraccibn para precipitarse con 4&cido
tricloroacético al 10% y se contaron en un contador de centelleo liquido para
determinar la cantidad de fésforo radioactivo incorporado a cada fraccién. Las
fracciones tanto solubles como del CSK obtenidas de cada tratamiento, se analizaron
en geles de poliacrilamida al 10% El patrén de proteinas fosforiladas se determiné
mediante autoradiografias de los geles de poliacrilamida en donde se separaron
electroforéticamente las proteinas de los extractos celulares de los trofozoitos

marcados con el ortofosfato.
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RESULTADOS

REORGANIZACION DEL CSK POR PMA.

Como se puede ver en la figura 1, el citoesqueleto de los trofozoitos tratados
con PMA mostré un rearreglo especifico de la actina entrecruzada formando las
estructuras que se conocen como bocas endociticas y placas de adhesién de tamano
y numero variable. Esta estructuracion tan especifica del citoesqueleto en respuesta
al PMA, es muy semejante a la que se ha observado cuando las células se adhieren
a la FN (Talamés-Rohana y Meza, 1988). Las células control, aquellas que se
adhirieron a vidrio en ausencia de ésteres de forbol, mostraron un patrén de tincién
de la actina difuso y carente de un rearreglo especifico en forma de placas, aunque
se observé la condensacién de actina en algunas de las bocas endociticas que se

llegaron a formar.

EFECTO DEL PMA EN LA POLIMERIZACION DE ACTINA G.

Para demostrar si esta reorganizacién tan especifica del citoesqueleto de actina
en la amiba por activacién de la PKC se refleja en un aumento en la polimerizacién de
actina, se utilizé el ensayo de NBD-falacidina. En la figura 2, se muestran los
resultados que indican un aumento del 26% en el contenido de actina-F en relacién
a los trofozoitos no tratados como respuesta a la activacién de las células con PMA.
El aumento en las concentraciones de actina-F producido por el PMA, se revirtié hasta
los niveles basales cuando las células antes de ser tratadas con el PMA fueron

preincubadas con un inhibidor especifico de la PKC, el H7.
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C

Figura 1.— Actina reorganizada de Entamoeba histolytica
visualizada con faloidina rodaminada. Trofozoitos adheridos
a cubreobjetos previamente cubiertos con FN (A), preincubados
a 370C con 1 uM de PMA durante 20 minutos y adheridos a vi—
drio (B). Trofozoitos adheridos a vidrio (C). Las placas de adhe—
sion y bocas endociticas se indican con flechas. 1800X.
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Figura 2.— Efecto del PMA y H7 sobre la polimerizacién de
actina de Entamoeba histolytica. Trofozoitos de amiba fueron
expuestos a 1 uM de PMA y a 100 uM de H7 antes de ser
incubados con 1 uM de PMA RY; células control . El conte—

nido de actina—F se determind a los 20 minutos. Resultados ex—
presados como contenido relativo de actina—F (RFI).
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ACTIVIDAD DE PKC EN EXTRACTOS DE E. histolytica.

Mediante la fosforilacién "in vitro" de un péptido sintético de proteina béasica
de la mielina que es un sustrato altamente especifico de la PKC, se pudo medir la
actividad de la PKC en los extractos amibianos. En la figura 3, se muestra la actividad
de la PKC cuando ésta es estimulada directamente por PMA en presencia de PS,
lipidos, MgCl y CaCl, cofactores escenciales para la activacién de PKC de células de
mamiferos. Se puede observar una clara estimulacién de esta cinasa en un 21% sobre
los niveles basales de fosforilacién (ACT). La actividad de la enzima fue inhibida por
el péptido de la regi6n de pseudosustrato de la PKC. Dicho péptido, inhibi6
completamente la incorporacién de f6sforo en el péptido de PBM actuando ademais

sobre |la actividad basal de la enzima(INH).

También se probé el inhibidor especifico de la PKC, el H7, con la finalidad de
ver su capacidad para inhibir a la PKC de E£. histolytica. En la figura 4, se puede
observar que esta droga es eficaz para inhibir la actividad de la PKC de la misma
manera en que lo hace el péptido sintético (H7). Se muestra que la fosforilacién del
péptido de PBM por PKC, se inhibié en un 100% También se pudo observar, que la

droga no tuvo ningun efecto sobre la fosforilacién basal de proteinas (BASAL).

Con el objeto de determinar si la actividad de la PKC estaba siendo eficazmente
inhibida por el péptido sintético, se procedié a realizar una cinética en donde se
probaron diferentes concentraciones del inhibidor para determinar si el sistema ya
habia llegado a sus niveles de saturacién. En la figura 5, se puede apreciar que ain
a concentraciones de 80 yM, no se observan variaciones en el grado de inhibicién, lo
que nos indica que a una concentracién de 20 yM, la actividad de la PKC presente en

los extractos es inhibida completamente.
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Figura 3.— Actividad "in vitro' de la PKC de Entamoeba
histolytica. Activacion de la PKC por PMA en presencia de PS,
MgCl, y CaCl, y en presencia del péptido inhibidor de la
regién de pseudosustrato de la PKC (19-36) R. Incorporacion
basal de 32—p K.
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EFECTO DE VARIOS ESTIMULOS SOBRE LA FOSFORILACION DE
PROTEINAS EN E. histolytica.

En la figura 6, se muestra el efecto del PMA, H7 y FN sobre la fosforilacién "in
vivo" de proteinas de la amiba. El PMA, asi como la fibronect'ina, aumentaron la
fosforilaciéh de proteinas sobre los niveles basales, en un '155 y 105%
respectivamente.- El H7, tuvo un efecto inhibitorio sobre la fosforiiacidﬁ de proteinas

de aquellas amibas que fueron tratadas con el PMA, siendo esta-irihibicién de un 66%

Al analizar por separado el efecto del PMA so.bre la fosfdrillééié-n de proteinas
tanto de la fraccidn soluble como la de citoesqueleto, se enconfrd que la incorporacién
de 32-p fue mayor en la fraccién de CSK. El PMA aumentd la fosforilacién de
proteinas sobre los niveles basales en ambas fracciones y el H7, fue bapaz de inhibir

esta fosforilacién (figura 7).

Con la finalidad de saber si la fibronectina es una senal que desencadena la via
de activacion de la PKC de la amiba, se analizé el efecto del H7 sobre la fosforilacién
de proteinas inducida por FN. Los resultados que se muestran en la figura 8, indican
que el H7 inhibié en ambas fracciones la fosforilacién de proteinas de las células que
posterior a la preincubacién con esta droga, fueron expuestas a la fibronectina. Es
importante hacer notar que la incorporacién del fésforo raaioactivo también es mayor
en la fraccién de CSK.

El patrén de fosforilacién de proteinas de la fraccién soluble y de CSK obtenido
de los diferentes tratamientos se muestra en las figura 9 y 10 respectivamente. Se
observan diferencias en el grado de fosforilacion de ciertas proteinas entre los
diferentes tratamientos. Se detectaron varias proteinas fosforiladas en la fraccién
soluble, cuyo peso molecular es de 100, 86, 65, 56, 42, 39, 35, 28, 21 y 19 kDa

(figura 8). La fosforilacion de éstas proteinas fue mayor en el carril 6, correspondiente
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a las células que fueron tratadas con el PMA. El aumento en la fosforilacién de dichas
proteinas por accién de la fibronectina no es tan claro (carril 8), sin embargo, en el
carril 7 se muestra como el H7 inhibié la fosforilacién de proteinas de células que
fueron preincubadas con esta droga antes de ser tratadas con la FN. En cuanto a la
fraccidon celular correspondiente al citoesqueleto. (figura 9), se detectaron varias
proteinas fosforiladas de peso molecular de 95, 77, 66, 58, 48, 42 y 31 kDa. En esta
fraccion se aprecia una_mayor incorporacién de 32-P comparado con la fraccién
soluble. Esto corrobora lo encontrado por cuantificacién del 32-P incorporado a la
fracciéon TCA precipitable. Aqui también se puede ver como el PMA aumenta la
fosforilacion de dichas proteinas (carril 6). El efecto in-hibitorio del H7 sobre la
fosforilacion de proteinas, también es claro en esta fraccién (carril 7). Se puede
apreciar ademas la desaparicién de 2 bandas de peso molecular de 30 y 77 kDa al

inactivarse a la PKC con el H7.
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Figura 6.— Efecto del PMA, FN y H7 sobre la fosfori-
lacién de proteinas de Entamoeba histolytica. Los
trofozoitos fueron marcados con 32p durante 1 h a 37
oC, después se incubaron con PMA TuM R XN H7 100uM

+ 1uM PMA y FN a una concentroaon de 28ug/ml
HIIE control B. A los 20 minutos se pard la reaccién
en hielo y se h|C|eron extractos celulares de los cuales se
determind la cantidad de 32p incorporado a las proteinas
(TCA— precipitable) en un contador de centelleo.
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Figura 7.— Efecto del PMA y H7 sobre la fosforilacién
de proteinas de la fraccion soluble y de citoesqueleto
de Entamoeba histolytica. Trofozoitos de amiba fueron
marcados con 32p durante 1 h, se incubaron con PMA
TluM = y H7 100 uM + PMA 1uM B ; control {[II. A
los 20 minutos se pard la reaccién en hielo, se hicieron
extractos celulares de los cuales se obtuvo la fraccién de
citoesqueleto (CSK) y la soluble (SOL) determindandose la
cantidad de 32p (TCA—precipitable) incorporado a cada
fraccidn en un contador de centelleo.
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Figura 8.— Efecto del H7 sobre la fosforilacién de
proteinas de Entamoeba histolytica inducida por FN.
Trofozoitos de amibas fueron marcados con 32p durante

1 h e incubados con 28ug/m! de FN i} v con 100 uM
de H7 + 28ug/ml de FN [ ]; control . A los 20 mi—
nutos se pard la reaccién en hielo, se hicieron extractos
celulares de los cuales se obtuvo la fraccidon de citoesque—
leto (CSK) y la soluble (SOL) determindndose la cantidad de
32p (TCA—precipitable) incorporado a cada fracciéon en un

contador de centelleo.
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Figura 9.— Efecto del PMA, FN y H7 sobre el patrén
de fosforilacion de proteinas de la fraccion soluble
de Entamoeba histolytica. Las células se marcaron con
32—p durante 1 h, se incubaron durante 20 minutos con
PMA 1uM (carril 2 y 6), FN 28ug/ml (carril 4 y8) y H7
100 uM + PMA 28 ug/ml! (carril 3 y 7). Al término de la
reaccion se solubilizaron los trofozoitos y se obtuvo la
fraccion soluble que fue analizada por electroforesis en un
gel al 10%, teAidas con coomasie (panel A) y autorradio—
grafiadas (panel B) para ver el 32p asociado a las pro—
teinas de dicha fraccidn.



Figura 10.— Efecto del PMA, FN y H7 sobre el patron
de fosforilacién de proteinas de la fraccién de CSK
de Entamoeba histolytica. Laos células se marcaron con
32p durante 1 h, se incubaron durante 20 minutos con
PMA 1 uM (carril 2 y 6), FN 28 ug/ml (carril 4 y 8) y H7
00 uM + FN 28 ug/ml (carril 3y7). Al término de la reac—
cién se solubilizaron los trofozoitos y se obtuvo la frac—
cidbn de CSK que fue analizada por electroforesis en un gel
al 10%, tenidas con coomasie (panel A) y autorradiografia—
das (panel B) para ver el 32p asociado a las proteinas de
dicha fraccidin.
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DISCUSION

Las interacciones entre células y proteinas de matriz extracelular como la
fibronectina, afectan muchas propiedades fundamentales de la célula como su forma,
locomocién, crecimiento y diferenciacién (Adams et al, 1989; Juliano y Haskill, 1993).
Sin embargo, aun no es claro como los efectos de esta interaccién son transmitidos
a través de la membrana plasmatica (Gigmond y Aumailley, 1992). Se sabe que una
de las maneras en que la matriz extracelular ejerce su efecto es a través del
citoesqueleto, durante esta interaccién hay una transduccién de sefiales que involucra
segundos mensajeros cuyos efectos sobre el citoesqueleto son mediados por
moléculas como el AMPc, GMPc, inositol trifosfato (IP3) o el diacilglicerol (DG). Estos
mensajeros pueden regular el ensamblaje del citoesqueleto mediante la fosforilacion
de proteinas y mediante procesos dependientes de calcio. Dentro de estos mensajeros
intracelulares se encuentra proteina cinasa C, enzima regulatoria que juega un papel
clave en esta modulacién del citoesqueleto como repuesta de la adhesién celular a

proteinas de matriz extracelular (Woods y Couchman, 1992).

El estudio de la participacidn de la PKC en la regulacién del citoesqueleto asi
como en otros procesos celulares, se ha investigado mediante el uso de ésteres de
forbol, agentes promotores de tumores que activan directamente a la PKC (Blumberg
et al, 1980). Se ha visto que los ésteres de forbol afectan la reorganizacion del
citoesqueleto en muchas células. Cambios en los elementos del citoesqueleto como
actina, calspectina, vimentina y microtibulos se han reportado en giébulos rojos y
fibroblastos por la presencia de estos compuestos (Giese et al, 1990; Lyass et al,
1988 y Correas et al, 1992). Estas drogas también afectan la morfologia, adhesion
y locomocién de células al inducir una reorganizacién de los filamentos de actina y de

los microtubulos (Derventzi et al, 1992).
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MODULACION DEL CSK DE ACTINA POR LA PKC

En E. histolytica al igual que en neutréfilos, el PMA induce un aumento en la
polimerizacién de actina ademas de alterar la organizacién de los filamentos y de la
actina estructurada. Cuando los trofozoitos preincubados con PMA se adhieren a
vidrio, hay un rearreglo de la actina-F para formar placas de adhesién y bocas
endociticas que aparecen en cada célula en forma muy notoria y que pueden
evidenciarse tinendo a las amibas con faloidina rodaminada, droga que se une
especificamenta a actina estrcucturada. Este rearreglo de la actina es muy similar al
que se ha observado cuando los trofozoitos se unen a fibropectina. Estos resultados
sugieren que el contacto del trofozoito con la fibronectina pude estar induciendo una
serie de senales citopldsmicas que conduzcan a la la movilizacién de calcio y por
consecuente a la activaciéon de la PKC, y que la fosforilacién de proteinas asociadas
al CSK por esta cinasa, resulte en el rearreglo especifico de la actina observado en las
células adheridas a FN. La cinasa C tendra entonces una participacién importante en

la modulacién de la organizacion del citoesqueleto de actina de E. histolytica.

Durante la unién de los trofozoitos de amiba a fibronectina se ha observado que
la estructuracién tan especifica del citoesqueleto en placas de adhesion va
acompanada de un aumento de un 40% en la cantidad de actina-F (Manning, datos
no publicados). Las amibas al ser expuestas al PMA también aumentaron su
contenido de actina-F aunque el aumento fue solamente de un 26% Esta diferencia
puede deberse a que la fibronectina puede estar involucrada en la activacién de otros
mensajeros aparte de la PKC que participen en la modulacion del citoesqueleto de
actina. Recientemente, se ha demostrado que durante la unién de los trofozoitos de
amiba a FN, se produce una movilizacién del calcio intracelular (Carbajal y Meza 1993,
manuscrito en preparacion). La movilizacién del calcio, la activacién de la PKC asi
como de otros mensajeros intracelulares, pudieran también estar participando en este

aumento de actina-F en respuesta a la adhesién de los trofozoitos a la FN. En
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neutréfilos por ejemplo, la activacidon de éstas células con el péptido gquimiotactico
fMLP resulta en un aumento en la polimerizacién de actina que va acompaiada de la
activacion de la PKC y de un aumento de calcio intracelular, sin embargo, el
porcentaje de actina polimerizada no puede ser explicado unicamente por la activaciéon
de la PKC y el incremento en el calcio intracelular. Esto también lleva a pensar que
otros mensajeros estan involucradaos en el aumento de actina-F inducido por activacién
con el péptido fMLP (Howard and Wang, 1987). -

En los neutréfilos, el PMA no solamente aumenta la cantidad de actina-F, sino
también induce cambios en la distribucién de estos filamentos como sucede en las
amibas (Roos et al, 1987 y Downey et al 1892).

También se ha sugerido que los ésteres de forbol activan proteinas que unen
GTP, especificamente protefnas ras y rho que se propone estédn involucradas en la
reorganizacién del citoesqueleto asi como en procesos de adhesién. (Narumiya y Morii,
1993). Estas proteinas al ser activadas, llevan en muchos casos a la formacién de
placas de adhesién y a un ensamblaje de los filamentos de actina.

En E. histolytica recientemente se cloné el gen que codifica para la proteina rho
(Lohia y Samuelson, 1993). Esta proteina podria estar directamente involucrada en

la reorganizacién del CSK de la amiba al ser activada por el PMA.

La transduccién de senales via PKC es ampliamente utilizada por diferentes
ligandos, incluyendo factores quimiotacticos en neutréfilos (Howard y Wang, 1987),
trombina en plaquetas (Baldassare et al, 1992) y factores de crecimiento en células
en cultivo (Fields et al, 1990). En todos estos casos también se induce un ensamblaje
de los filamentos de actina como respuesta a la activacién de la PKC.

La fibronectina al parecer, esta involucrada en la transduccién de senales que
llevan a la activaciéon de PKC, sin embargo, no se puede descartar que la FN esté
también involucrada en la produccién de segundos mensajeros que lleven a la
activacion de otras cinasas capaces de modular también al citoesqueleto. Muchas
tipos celulares como es el caso de los fibroblastos, interactian con la FN a través de

receptores de tipo integrina que transmiten senales que llevan a la activaciéon de
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diferentes tirosinas cinasas como la p60v-src,p80v-gag-yes,(Burridge et al, 1988) y
la pp125 ", cinasa localizada en adhesiones focales (zonas especializadas de contacto
entre la célula y la matriz extracelular) (Schaller et al; 1992); estas a su vez, fosforilan
elementos de citoesqueleto y de membrana involucrados en el proceso de adhesion
que lleva a una organizacion del citoesqueleto regulando asi la forma celular y en
general la arquitectura interna de la célula. También se ha descrito la presencia de
treonina-cinasas, como la PKC en adhesiones focales como respuesta de la unién de
fibroblastos 3T3 a fibronectina (Beckerle, 1986; Jaken et al, 1989) y recientemente
se ha demostrado la participacién de esta cinasa en la formacién de dichas estructuras
(Woods y Couchman, 1992). En la amiba, es muy posible que la PKC, se encuentre
asociada al citoesqueleto, especificamente localizada en las zonas de contacto con el
sustrato. La PKC podria ser entonces un comoponente modulador de la formacién
de estructuras, que favorecen el contacto de la amiba con el sustrato, como lo son las
placas de adhesién. Esta modulacién de la estructura del citoesqueleto podria llevarse
a cabo mediante la fosforilacién de proteinas que se unen a actina. Por otro lado, se
ha visto que al ser activada la PKC por ésteres de forbol, provoca un aumento del pH
intracelular, mediado por la activacién del intercambiador Na*/H*, ademas hay una
redistribucién de Ca** mediante la estimulacién de un eflujo de este catién (Kenneth
et el, 1991; Shwartz y Lechene, 1992). En Entamoeba histolytica, estudios hechos
por Carbajal y Meza en 1992 (manuscrito en preparacidn), indican que durante la
adhesién de los trofozoitos a la FN, ademés de una movilizacién de Ca**; hay un
aumento del pH intracelular, posiblemente mediado también por la activacién de un
intercambiador Na*/H*. La existencia de proteinas que se unen a los filamentos de
actina en células cuyas propiedades son reguladas por cambios en las concentraciones
de Ca*"’ intracelular o de pH, han sugerido que estos cationes pueden estar
influenciando el ensamblaje de los filamentos asi como su reorganizacién. Este podria
ser otro mecanismo de modulacién del citoesqueleto de actina en amibas en respuesta

a la activacién de la PKC.
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PKC EN Entamoeba histolytica

Los resultados obtenidos sobre la modulacién del citoesqueleto de actina
mediante ésteres de forbol, sugieren la participacién de la PKC en este proceso. La
presencia de la PKC en E. histolytica ya se habia sugerido en un estudio hecho por
Ravdin y colaboradores en donde se habla de la posible participacién de esta enzima
en la actividad citolitica del parasito (Weikel et al, 1988). ‘Sin embargo, es hasta
ahora cuando se confirma la presencia de la - PKC en la amiba y se evidencia su
participaciéon en la modulacidon dinamica del citoesqueleto de actina.

Se sabe que la PKC juega un papel muy importante en la regulacién celular
(Hug y Sarre, 1993). Sin embargo, la identificacién de esta enzima habla estado
restringida unicamente a tejidos y 6rganos de mamiferos asi como a otros eucariontes
superiores (Sassa y Miwa, 1992). En un estudio hecho por Ludérus y colaboradores,
se reporta por primera vez la actividad de una PKC en un eucarionte inferior, en
Dictyostelium discoideum. Esta actividad se encontré en los extractos crudos y se
midié mediante la fosforilacién de un péptido sintético (Ludérus, 1989). Mediante
ensayos similares de fosforilacién "in vitro", se pudo detectar la actividad de esta
cinasa en E. histolytica. El sustrato utilizado fue un péptido sintético de proteina
basica de mielina (MBP). Experimentos hechos por Yasuda, et al en 1990,
demuestran que este péptido sintético es un sustrato altamente especifico para la
PKC, no puede ser fosforilado por la PKA, la caseina cinasa tipo | y ll, la PKIl
dependiente de Ca/CaM ni fosforilasa cinasa entre otras. Esta proteina cinasa C, al
igual que las PKC de células de mamifero, pudo ser activada por PMA en presencia de
Ca**, Mg**, y PS. EIMg**, es un cofactor importante para la PKC y para una unién
éptima de los ésteres de forbol al dominio regulatorio de la enzima (Zidoveski y Lester,
1992).

La especificidad de la PKC se confirmé utilizando el péptido inhibidor de la
regién de pseudosustrato de PKC (19-35) que inhibe la autofosforilacién ademas de

ser un potente inhibidor del sustrato de MBP. Este inhibidor estd basado en la regién
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de pseudosustrato comun a las isoenzimas a, Sy y. Laregién de pseudosustrato para
- las isoenzimas &, € y { varia, siendo posible que este inhibidor no reconozca a estas
subespecies. Esto significa que en E. histolytica existe alguna o varias de estas
isoformas de la PKC. En los diferentes tipos celulares generalmente se pueden
encontrar mas de una subespecie de PKC. Los linfocitos T por ejemplo, expresan las
subespecies a, 8 | y y Il y su distribucién intracelular depende del estado de
proliferacién de las células (Nishizuka, 1988). La presencia en E. histolytica de estas
isoformas se propone no sélo por la especificidad del inhibidor, sino por los diferentes
cofactores que se utilizaron para su activacién.. Las cinasas pertenecientes a este
grupo (cPKC) que representan a las clasicas proteinas cinasas C ampliamente
distribuidas en una gran variedad de tejidos, son activadas por Ca**, DAG y PS.
Dicha activacion puede ademds verse aumentada por la presencia de acidos grasos
insaturados vy lisofosfatidilcolina.

Bailey et al en 1987, reportaron que liposomas conteniendo especificamente
diacilglicerol, fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina,
estimulaban la polimerizacién de actina y la fagocitosis en E. histolytica. Ahora que
se sabe de la presencia de PKC en este pardsito, es posible que estos lipidos estimulen
la polimerizacién de actina y la fagocitosis asi como el rearreglo del CSK, mediante la
activacion de la PKC. Durante este proceso, la fibronectina pudiera ser la senal que
lleve a la hidrélisis de PIP2 via PLC que resulta en la producciéon de DAG que a su vez
activa de manera transitoria a la PKC. Otra alternativa es que que la FN induzca la
hidrélisis de PC via PLA2 produciendo FFA y LysoPC capaces de activar de manera
transitoria o sostenida a la PKC. La hidrélisis de PC también podria ser via PLD para

producir DAG involucrado en la activacién prolongada de la PKC.

La PKC de amiba fue activada directamente con PMA en presencia de diferentes
cofactores y también pudo ser inhibida "in vitro" por H7, el cual, es considerado como
un inhibidor altamente especificos de la PKC (Hidaka y Kobayashi, 1992). Inhibe a la
cinasa de manera directa y no mediante la interaccién con otros fosfolipidos o con

calcio como muchos otros inhibidores; compite con el sitio de unién a ATP. Es por
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eso que esta droga ha sido ampliamente utilizada en la evaluacién del papel de esta

cinasa en una gran variedad de lineas celulares.
FOSFORILACION DE PROTEINAS POR FN Y PMA

La fosforilacidn de proteinas por la PKC, es uno de los mecanismos principales
utilizados en la regulacién de muchas’ funciones celulares. Una vez que la PKC ha
sido activada, empieza a fosforilar proteinas especificas para finalmente dar una
respuesta biolégica. Entre los sustratos identificados para la PKC se encuentran: la
miosina | (Swanljung y Collins, 1992), el receptor del factor de crecimiento epidermal
(EGF) (Berridge, 1987; Ido et al, 1987), la cinasa de la cadena ligera de miosina
(MLCK) (Bayley y Ress, 1983) y ciertas integrinas (Shaw et al, 1990) asi como
componentes de membrana y citoesqueleto (Heyworth et al, 1989; Stasek et al,
1992).

La activacién de la PKC de amiba por PMA, asi como por FN, lleva a un
aumento en la fosforilacién de proteinas de la fraccién soluble y en mucho mayor
grado de las proteinas asociadas al citoesqueleto. Esta fosforilacidon disminuye cuando
las células son tratadas con H7, lo que indica que tanto el PMA como la FN, activan
a la PKC. Algunas de las protefinas asociadas a la fraccién de CSK que se fosforilan,
podrian ser proteinas que se unen a la actina directa o indirectamente. Se sabe que
PKC fosforila varias de estas proteinas entre las que se encuentra profilina (Hansson,
1988), vinculina, filamina (Kawamoto et al, 1984) talina (Beckerle, 1990) y caldesmon
(Stasek, 1992). En E. histolytica, recientemente se han identificado varias proteinas
que se unen a actina (Reyes, 1993), las cuales podrian ser candidatos para ser
fosforiladas por la PKC participando asi activamente en la modulaciéon del

citoesqueleto de la amiba.

Durante la activacion de la PKC, esta se transloca a la membrana plasmatica
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para después fosforilar tanto proteinas citosélicas como de membrana. Sin embargo,
con base en los resultados obtenidos sobre la fosforilacién de proteinas, siempre se
detecto una mayor fosforilacién en las protefnas de la fraccién de CSK antes y
después de la activacion de la PKC, lo que indica que existe una fuerte actividad de
cinasas en esa fraccién siendo posible que un gran porcentaje de la enzima este ya
asociada a la membrana donde posteriormente seré activada. Esto ya se ha observado
en fibroblastos 3T3-L1, en células de eritroleucema murino {MEL) y en células murinas
dependientes de interleucina 2 (CTLL-2) ‘en respuesta al factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), al derivado de plaquetas (PDGF) y a interleucina 2 (IL-2)
(Chakravarthy et al, 1992). Esta asociacién de la PKC a la membrana previa a su
activacién, se ha encontrado en células y tejidos metabélicamente activos como el
cerebro o el higado, en donde un alto porcentaje de la enzima estd continuamente
asociada a la fraccién particulada mientras que en células inactivas, o en reposo, la

mayor parte de la actividad se encuentra en el citosol (Nishizuka, 1988).

La fosforilacién de proteinas como respuesta a la activacién de la PKC por PMA
fue ligeramente mayor que la fosforilacién observada por estimulaciéon con FN (figura
9). Esto puede atribuirse a que el PMA provoca una activacién de PKC més
prolongada ya que se metaboliza lentamente, mientras que el activador natural de la
PKC, el DAG se hidroliza rapidamente. La fibronectina pudo haber activado a la PKC
de forma transitoria mediante la produccién de DAG, el cudl al ser rapidamente

metabolizado, no permitié una activacién constante de la PKC.

La PKC al activarse, fosforil6 varias proteinas del citosol y de membrana
presentes en la amiba. Es posible que durante el proceso de fosforilacién por la PKC,
estuvieran activas fosfatasas de tipo treonina-serinacomo la fosfatasa tipo |, Ay lIC,
tres de las mayores fosfatasas presenteé en células eucariénticas (Charbonneau y
Tonks, 1992) lo que impidié que las diferencias en el grado de fosforilacién de
proteinas entre los distintos tratamientos fueran méas evidentes. Desafortunadamente

nada se conoce aun en relacién a la presencia o caracteristicas de fosfatasas en
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amibas. Es importante también considerar la posible presencia de inhibidores
enddégenos de la PKC como los que se reportan en neutréfilos (Balazovich et al, 1992)
capaces de inhibir la fosforilacién de proteinas dependientes de la PKC especialmente
de la fraccién citosélica. Proteasas dependientes de Ca** coma la proteasa tipo Il y
calpaina que se sabe actuan sobre la PKC (Beckerle et al, 1987}, pueden también estar

participando en la degradacién de la cinasa modulando asi su actividad. -

Aunque es clara la presencia de la PKC en E. histolytica asl como . su
participacién en la modulacién de la organizacién del citoesqueto de actina, queda atn
mucho por explorar. Primeramente, serfa interesante determinar mediante anticuerpos
monoclonales, las subespecies presentes en la amiba asi como-su localizacién
intracelular. Determinar también el papel del calcio y otros cofactores necesarios para
su activacién y para la regulacién de su actividad asi como la cascada de eventos
involucrados en la activacion de la cinasa. Otro punto interesante, seria establecer
con precisién cuales son las proteinas que son fosfaoriladas por la PKC no solo con el
fin de entender mejor la participacién de esta enzima en la organizacién del
citoesqueleto de la amiba sino también para analizar su posible participacién en otros

procesos celulares como la division, adhesion y motilidad.
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CONCLUSIONES

LS

La proteina cinasa C, enzima regulatoria que participa en una gran variedad de

procesos celulares, se encuentra presente en los trofozoitos de E. histolytica.

Al igual que la PKC "clasica" de células de mamifero, la PKC amibiana es
activada por ésteres de forbol en presencia de lipidos y calcio e inhibida por H7,

inhibidor altamente especifico de la PKC.

La PKC identificada, participa en la reorganizacién del citoesqueleto de actina

inducida por unién de los trofozoitos a fibronectina.

La PKC fosforila proteinas citosélicas y proteinas asociadas al citoesqueleto
celular en respuesta a la activacion por PMA o fibronectina. El H7 inhibe la

fosforilacion de proteinas y el rearreglo de la actina inducido por fibronectina 6 PMA.
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