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RESUMEN

La NETosis es una modalidad de muerte celular programada llevada a cabo por los
neutrofilos, la cual involucra una serie de pasos secuenciales, desde la deteccion del
patdégeno hasta la liberacion de DNA cargado de proteinas antimicrobianas que atrapa a
los microorganismos y los mata. EI componente méas importante en la via de sefializacion
celular que lleva a la NETosis es la generacion central de especies reactivas de oxigenos
(ROS), independientes o dependientes de la NADPH oxidasa (NOX2). Previamente,
nuestro grupo de laboratorio reporté que la NETosis en neutréfilos humanos inducida por
el parasito protozoario intestinal Entamoeba histolytica, agente causal de la amibiasis, es
independiente de la generacidn de especies reactivas de oxigeno provenientes de NOX2,
pero es dependiente de la viabilidad de los trofozoitos. Ya que las ROS son necesarias
para la NETosis, en este trabajo se exploré la posibilidad de que éstas provengan de los
propios trofozoitos de E. histolytica. La cuantificacion de NET se realiz6 mediante el uso
del colorante fluorescente de DNA SYTOX® Green en presencia de diversos inhibidores y
pepenadores selectivos de ROS. Se encontré que la ausencia de ROS en los neutréfilos
durante la NETosis inducida por los trofozoitos, se debe al hecho de que los trofozoitos
de E. histolytica inhiben activamente el estallido respiratorio en los neutréfilos de una
manera dosis-dependiente, bloqueando la produccion de ROS a partir de proporciones de
trofozoitos mayores a 1:50 (trofozoito:neutrofilo), sin que esto afectara la NETosis. Las
ROS mitocondriales tampoco fueron necesarias, ya que el pepenador mitocondrial
mitoTEMPO no afectd el proceso. Sorprendentemente, los trofozoitos mostraron
abundante produccién basal de ROS, y trofozoitos deficientes en ROS obtenidas
mediante pretratamiento con pirocatecol, mostraron menor capacidad de activar la
NETosis. Al evaluar la interaccion temprana entre el trofozoito y el neutrdéfilo, se detecté la
presencia de mieloperoxidasa (MPQO) en la superficie celular de los trofozoitos a tan solo 5
minutos después de la interaccion con los neutréfilos y, ademas, se encontré que el
luminol y el isoluminol (pepenador intracelular y extracelular de ROS derivados de MPO,
respectivamente) redujeron la cantidad de NET desencadenada por los trofozoitos. Estos
datos sugirieron que las ROS generadas por los trofozoitos podrian liberarse al medio
extracelular y procesarse por la MPO presente en su superficie durante el contacto con
los neutrdfilos, transfiriendo el producto al interior de los neutréfilos, donde son necesarias
para que la NETosis ocurra. Con la finalidad de determinar como se transfieren las ROS
del trofozoito al neutréfilo, se evalu6 la capacidad de los trofozoitos de liberar vesiculas
extracelulares (EV) que contengan ROS. Mediante el uso del Nanosight, se demostré que
los trofozoitos liberan EV de diferente tamafio, incluyendo vesiculas del tamafio de
exosomas, las cuales transportan ROS. Finalmente, la incorporacion de EV del trofozoito
conteniendo ROS al interior de los neutréfilos humanos se demostré por microscopia
confocal.



ABSTRACT

NETosis is a type of programed cell death that take place in neutrophils, it is realized
through sequential steps, since pathogen detection till DNA release. Reactive oxygen
species (ROS) are essential for NETosis signaling pathway and they are generated
dependent or independent from NADPH oxidase. Previously, our working group reported
that NETosis induced by Entamoeba histolytica (causal agent of amoebiasis) occurred
independently of ROS from NOX2, nevertheless, it depends on trophozoite viability. Due
to ROS are necessaries for NETosis, in this work it was explored the possibility that
trophozoites were the ROS source involved in the process. NETs were quantified using
DNA fluorescence stain SYTOX® Green in the presence of inhibitors or ROS scavengers.
It was found that E. histolytica trophozoites suppressed the respiratory burst into
neutrophils in a dose-dependent manner (this phenomenon was observed from a ratio of
1:50). Mitochondrial ROS were not necessary either because the mitoTEMPO scavenger
did not affect the process. Surprisingly, amoebas showed abundant basal ROS
production, and ROS-deficient amoebas obtained by pretreatment with pyrocatechol
showed less ability to induce NETosis. Evaluating the early interaction between amoeba
and neutrophils, the presence of MPO was detected on the cell surface of trophozoites as
early as 5 minutes after interaction with neutrophils, and luminol and isoluminol,
(intracellular and extracellular MPO-derived ROS scavengers, respectively) reduced the
NETs amount triggered by amoebas. These data suggested that ROS generated by
trophozoites could be released into the extracellular medium and processed by MPO
present on their surface, transferring the product into neutrophils, where they are required
for trophozoite-induced NETosis. To determine how ROS are transferred from the amoeba
to neutrophil, the ability of amoebas to release ROS-containing extracellular vesicles (EVS)
was evaluated. Using Nanosight, it was shown that amoebas release EVs of different
sizes, including exosome-sized vesicles, which carry ROS. Finally, the incorporation of
ROS-containing amoeba EV into human neutrophils was demonstrated by confocal
microscopy.



1. INTRODUCCION
1.1 Generalidades del Neutréfilo

Los neutréfilos pertenecen al grupo de los leucocitos polimorfonucleares y son los
glébulos blancos mas abundantes en la sangre periférica de los mamiferos. La
produccion de neutréfilos es de 10! células al dia aproximadamente y cuentan
con una vida media corta estimada en 6-8 h dentro de la circulacion, sin embargo,
su produccion puede aumentar hasta en 10 veces mas y su vida puede
extenderse hasta en 7 dias cuando hay una respuesta inflamatoria (Rosales,
2018; Lawrence-Burn et al.,, 2021). Pertenecen al grupo de los leucocitos
polimorfonucleares junto con los basofilos y eosindfilos, esto debido a las multiples

lobulaciones (3-4) que presenta su ndcleo.

Los neutrofilos se producen en la médula ésea a partir de las células troncales
hematopoyéticas en un proceso conocido como granulopoyesis 0 neutropoyesis
(Malengier-Devlies et al., 2021) en el que se generan una serie de precursores:
progenitor de macrofagos y neutrofilos, mieloblasto, promielocito, mielocito,
metamielocito, neutréfilo en banda y neutréfilo segmentado (Lawrence et al.,
2018). Este proceso dura poco mas de 10 dias y se regulan mediante la presencia
de citocinas y factores de crecimiento como la interleucina 3 (IL-3), el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) y el factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-SCF) (Fiedler y Brunner, 2012). Un
punto clave de este proceso de maduracion es la produccion de diferentes
granulos citoplasmaticos que le permitirAn a este leucocito cumplir con sus
funciones inmunitarias al alcanzar su estadio final (Figura 1). Los granulos
azurofilos son los primeros en producirse y se caracterizan por su contenido rico
en enzimas antimicrobianas como la elastasa del neutrofilo (NE), lisozima (LIZ),
mieloperoxidasa (MPO), catepsina G (CG) y arginasa-1. Los granulos especificos
se producen en segundo lugar y contienen lactoferrina, LIZ y colagenasa del
neutrofilo (MMP8). Posteriormente inicia la produccion de los granulos de
gelatinasa en los que se encuentra la gelatinasa B, arginasa-1, CD11b y el

flavocitocromo b558. Finalmente, se producen las vesiculas secretorias las cuales



contienen fosfatasa alcalina, factor quimioatrayente, flavocitocromo b558 vy
ATPasa tipo V-H*) (Lawrence et al., 2018).

Mieloblasto Promielocito Mielocito Metamielocito Neutréfilo

Azuréfilos Especificos Gelatinasa Secretorias
Elastasa del neutréfilo  Lactoferrina Gelatinasa B Fosfatasa alcalina
Lisozima Lisozima Arginasa-1 Factor quimioatrayente
Mieloperoxidasa Colagenasa del neutréfilo CD11b ATPasa tipo V-H+
Catepsina G Flavocitocromo b558
Arginasa-1

Figura 1. Granulopoyesis y produccion de proteinas granulares. El proceso de maduracién de los
neutrdfilos se caracteriza por la aparicion secuencial de diferentes tipos de granulos citoplasmaticos, los
cuales difieren en su contenido. Los granulos presentes en un neutr6filo maduro con azurofilicos, especificos,

gelatinasa y vesiculas secretorias. Imagen tomada y modificada de Lawrence et al. (2018).

1.2 Papel del neutréfilo en la defensa del huésped

Los neutréfilos representan la primera linea de defensa por parte de la inmunidad
innata y acuden rapidamente a los sitios de dafio y de entrada de
microorganismos (Mantovani et al., 2011).

Para cumplir sus funciones defensivas, los neutrofilos poseen diferentes
estrategias para combatir y eliminar microorganismos (Figura 2). Son capaces de
liberar sustancias reguladoras del proceso inflamatorio como quimiocinas,
particularmente de la familia CXCL; citocinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina (IL)-1a, IL-1B, IL-7 o IL-16, o bien,
citocinas antiinflamatorias como la IL-1ra, el factor de crecimiento transformante
Bl (TGF-B1l) y TGF-B2 (Tecchio et al., 2014). También realizan el proceso de
fagocitosis para engullir particulas y degradarlas en su interior mediante
mecanismos no oxidativos (enzimas antimicrobianas) y mecanismos oxidativos
asociados a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Pueden

fagocitar particulas opsonizadas y no opsonizadas por la presencia de receptores
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tipo dectina (dectina-1), el receptor para la fraccion 3b del complemento (RC3b) y
receptores para inmunoglobulinas G (RFc-y) (Lee et al., 2003). Estos leucocitos
también pueden liberar el contenido de sus granulos citoplasmaticos mediante
exocitosis en un proceso denominado como desgranulacion llevando al espacio
extracelular enzimas como NE, MPO, catepsina G y péptidos antimicrobianos
como defensinas (Lacy, 2006). Estos procesos son importantes para mantener la
homeostasis del huésped y aunque no son excluyentes, su ocurrencia temporal es
distinta, siendo la fagocitosis el arma de primera linea y la desgranulacion
llevdndose a cabo después. Finalmente, los neutréfilos pueden liberar redes
constituidas de DNA y proteinas antimicrobianas denominadas como NET, las
cuales pueden atrapar e incluso matar microorganismos (Brinkmann et al., 2004).
La estructura y composicion de las NET se explorara como mayor profundidad a

continuacion.

Neutroéfilo

Fagolisosoma T Microorganismo

Microorganismo ~ G Microorganismo

— - . I . Ae ;
: - - ". L] G .' lc‘.' . )
" = C . ' t Redes de DNAy

proteinas o —

NETDSiS antimicrobianas

Fagocitosis . ' " . Contenido granular

Desgranulacion

Figura 2. Estrategias antimicrobianas usadas por el neutr6filo. El neutréfilo puede engullir
microorganismos y atraparlos en cuerpos membranosos llamados fagosomas los cuales se fusionan con los
granulos citoplasmaticos dando origen al fagolisosoma; posteriormente se degradan por mecanismos
oxidativos y no oxidativos. En otros casos pueden liberar por exocitosis el contenido de sus granulos hacia el
espacio extracelular en un mecanismo llamado desgranulacidon. Finalmente, bajo ciertas circunstancias el
neutrdfilo puede liberar su DNA recubierto con proteinas antimicrobianas para atrapar y eliminar

microorganismos.



1.3 Trampas extracelulares del neutroéfilo

Desde 1980 se ha descrito que los neutréfilos activados con 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato, mejor conocido como PMA (un agente mitdgeno)
experimentan una muerte celular, ademas, estas células poseen actividad toxica,
causando la muerte de células cancerosas (linfoblastos formadores de tumor) y la
lisis de globulos rojos en un mecanismo dependiente de la formacion de ROS
(Tsan, 1980; Dallegri et al., 1983; Dallegri et al., 1985). Pasaron 24 afios hasta que
Brinkmann et al. (2004) describieran que el PMA y otros estimulos como la IL-8 o
el lipopolisacarido (LPS) provocan un nuevo tipo de muerte en los neutréfilos
caracterizada por una descondensacion inicial de la cromatina, seguida de la
liberacion de ésta al espacio extracelular. La cromatina liberada esta recubierta
por proteinas provenientes de los granulos citoplasmaticos del neutréfilo y se le
dio el nombre de trampas extracelulares del neutrofilo (NET) por su capacidad de
atrapar microorganismos. En este trabajo también se reporta la actividad
antimicrobiana de las NET que ocasionan la muerte de las bacterias Shigella
flexneri y Staphylococcus aureus y se menciona su potencial para degradar
factores de virulencia (adhesinas). El analisis ultraestructural de las NET indica
gue poseen diferentes niveles de organizacion: en primer lugar, estan formadas
por fibras delgadas de cromatina de un didmetro aproximado de 15 a 17 nm con
dominios globulares méas gruesos de 25 nm aproximadamente (Figura 3). Las
fibras se agregan formando largas hebras (Brinkmann y Zychlinsky, 2012) de DNA
gue al encontrarse hidratadas forman estructuras similares a una nube dentro de

las cuales se atrapan a los microrganismos (Stoiber et al., 2015).

Actualmente sabemos que las NET constan de cromatina decorada con enzimas y
péptidos microbicidas, aunque su potencial antimicrobiano no solo esta ligado a la
presencia de estas moléculas; puesto que el DNA también esta asociado a las
histonas (H1, H2A, H2B y H3) las cuales poseen actividad antimicrobiana por si
mismas o cuando han sufrido cortes proteoliticos. Esto debido a su interaccion con
la membrana de los patégenos formando poros y causando un desequilibrio

osmatico (similar a la accion de los péptidos antimicrobianos) (Neeli y Radic, 2012;



Li et al., 2020). También se ha demostrado que el DNA posee capacidad
microbicida debido a la presencia de los grupos fosfato cargados negativamente,
haciendo que el DNA se comporte como un agente quelante, secuestrando a los
cationes necesarios para la sobrevivencia de los microorganismos (Halverson et
al., 2015).

Se han descrito mas de 330 proteinas asociadas a las NET que provienen tanto
de los granulos citoplasméticos como del ndcleo y del citoplasma, siendo de
particular importancia aquellas relacionadas con funciones antimicrobianas como
la NE, MPO, catepsina G, azurocidina, proteinasa 3, lisozima y catelicidinas
(Petretto et al., 2019). El origen del DNA que conforma a las NET también puede
variar dependiendo del estimulo que induce su liberacion pudiendo provenir del
ndcleo en la mayoria de los casos, o pueden estar formadas por DNA mitocondrial
(Yousefi et al., 2009; Mcllroy et al., 2014).

Histonas

Figura 3. Estructura de las NET. A) Microscopia electronica de barrido de alta resolucion de NETs: con
cabezas de flecha se indican las fibras delgadas de DNA de aproximadamente 17 nm de diametro y con
flechas se muestran los dominios globulares de aproximadamente 50 nm de diametro. La barra de escala
equivale a 1000 nm; B) Esquema de un dominio globular de las NET en donde se muestra el DNA, histonas y
las proteinas antimicrobianas asociadas. Iméagenes tomadas y modificadas de Brinkmann et al. (2004) y
Sgrensen y Borregaard (2016).

1.4 Liberacion de NET y NETosis

La nomenclatura para nombrar a la liberacién de DNA por parte del neutréfilo en
respuesta a estimulos patoldgicos ha cambiado y actualmente se acepta que la
formacion de NET que implica la muerte del neutrofilo se denomina como NETosis

(Steinberg y Grinstein, 2007). Sin embargo, cuando el neutrdéfilo expulsa las redes
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de DNA sin comprometer su vialidad, esta se denomina liberacion de NET
(Yousefi et al., 2009). Por lo tanto, el término “NETosis vital” seria contradictorio y
entraria en desuso puesto que el sufijo ptosis se utiliza para indicar un tipo de

muerte celular.

La NETosis se diferencia de la apoptosis debido a que no hay exposicion de la
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana citoplasmatica, el DNA
permanece integro sin fragmentarse ni tampoco hay formacién de cuerpos
residuales, ademas, es un mecanismo independiente de la via de las caspasas
(Fuchs et al., 2007).

1.5 Mecanismo general de la NETosis
1.5.1 Estimulos inductores de NETosis

El estudio de las NET se ha realizado utilizando estimulos de poca relevancia
bioldgica para realizar la caracterizacion del proceso. Entre ellos figuran el PMA 'y
los ionoforos de calcio A23187 y ionomicina (Brinkmann et al., 2004; Douda et al.,
2015). Sin embargo, se ha reportado una gran variedad de microorganismos
patdbgenos inductores de NETosis como: bacterias Gram positivas como
Staphylococcus aureus (Speziale y Pietrocola, 2021) y Streptococcus pneumoniae
(Beiter et al., 2006); Gram negativas como Shigella flexneri (Brinkmann et al.,
2004); hongos filamentosos y levaduriformes como algunas especies de
Aspergillus (McCormick et al., 2010) y Candida albicans (Urban et al., 2006);
protozoarios parasitos como Leishmania amanzonensis (Guimardes-Costa et al.,
2009), Trypanosoma cruzi (Sousa-Rocha et al., 2015) y Toxoplasma gondii (Abi-
Abdallah et al., 2012). Se ha demostrado que algunos componentes de la cubierta
de patdégenos también funcionan como inductores de la formacion de NETS,
teniendo como ejemplo el lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram negativas
(Brinkmann et al., 2004) y la lipopeptidoglicana (LPG) de Leishmania (Guimaraes-
Costa et al., 2009). De igual forma, algunos estados fisiopatoldgicos llevan a la
formacion de NET ligados a la liberacion de DAMP y alarminas, tal es el caso de
los pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES), preeclampsia e inflamacion
estéril (Mutua y Gershwin, 2021).



1.5.2 Receptores implicados en la liberacion de NETs inducida por

patdégenos

Actualmente, se han identificado diferentes receptores relacionados con la
NETosis inducida por microorganismos patdgenos. Diferentes miembros de los
receptores tipo Toll (TLR) se han implicado en la liberacion de NET, por ejemplo,
Juneau et al. (2011) mostraron la disminucién en la inducciébn de NET en
neutrofilos deficientes de la expresion de TLR4 al estimularse con la bacteria
Gram negativa Haemophilus influenzae (muerta por calor) al compararlo con la
induccion sobre neutréfilos que expresan el TLR4 de forma normal. Cacciotto et
al., (2016) describieron que Mycoplasma agalactiae induce NETosis a través de un
mecanismo dependiente de la estimulacion via TLR2. En este sentido, la
estimulaciéon de los receptores TLR2 y TLR4 se relacionan con la NETosis
inducida por diferentes patdogenos como: la proteina F del virus sincicial
respiratorio (Funchal et al., 2015); las hifas y conidios del hongo Fonseca pedrosoi
(Breda et al., 2020); los tripomastigotes y el antigeno soluble de Trypanosoma
cruzi (Sousa-Rocha et al., 2015), asi como la bacteria Gram positiva

Streptococcus suis serotipo 2 (Ma et al., 2018).

Por otro lado, los receptores tipo dectina también se relacionan con la liberacion
de NET, sobre todo por su importancia en la determinacion del tamafio de los
patdgenos, lo cual puede llevar a la liberacion selectiva de NET cuando el
neutréfilo detecta a un patdégeno de gran tamafio como bacterias agregadas o
formas filamentosas de Candida albicans a través del receptor dectina-1 (Branzk
et al., 2014). En caso de que el patdgeno se detecte como “pequefio” el neutrofilo
optara por la fagocitosis del microorganismo (bacterias disgregadas y formas
levaduriformes). Ademas, los receptores para inmunoglobulinas también se han
relacionado con la liberacion de NET, tal es el caso del receptor FcyRIlIb cuyo
entrecruzamiento lleva la NETosis de neutréfilos humanos (Aleman et al., 2016).



1.5.2 Participacion de las ROS en la liberacion de las NET
1.5.2.1 NETosis dependiente de NOX2

Fuchs et al. (2007) describieron por primera vez que durante la NETosis inducida
con PMA en neutrofilos humanos ocurre el ensamble y activacion del complejo
NADPH oxidasa (NOX2) con una subsecuente produccion ROS. Este estudio
también demostré que la inhibiciébn de esta enzima utilizando difenilenio yodonio
(DPI) fue suficiente para detener la NETosis, por lo que se llegé a la conclusion de
que la liberacion de redes depende de la produccion de ROS por NOX2. Estas
observaciones se corroboraron utilizando neutréfilos provenientes de pacientes
con enfermedad granulomatosa crénica (CGD) los cuales presentan una mutacién
en alguna de las subunidades que conforman a NOX2 (gp91Phox, p22rhox  pg7Phox,
p47Pox o p47rhox) interfiriendo con la produccion de ROS. Los neutréfilos aislados
a partir de estos pacientes fueron incapaces de formar NET al ser estimulados con
Aspergillus fumigatus (Bianchi et al., 2009), mientras que los neutréfilos
provenientes de pacientes sin esta alteracion produjeron redes frente a este

hongo.

La evidencia anterior se corroboré por distintos reportes que muestran la
participacion de las ROS provenientes de NOX2 en la produccién de NET. Parker
et al. (2012) observaron que los neutréfilos tratados con DPI fueron incapaces de
producir NETs al ser estimulados con PMA, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa
y Escherichia coli. De igual forma, Kenny et al. (2017) realizaron una extensa
caracterizacion de la NETosis inducida por diferentes estimulos encontrando que
el pirocatecol (un pepenador de ROS) reduce la formacion de NET cuando los

neutrdfilos son estimulados con PMA o con la levadura C. albicans.

El papel que desempefan las ROS provenientes de NOX2 durante la produccién
de NET cada vez queda mas claro y actualmente se entiende que participa en la
descondensacion de la cromatina, lo cual ocurre antes de la liberacion del DNA al
espacio extracelular. Las ROS generadas por NOX2 actuan sobre la NE, la cual
forma parte de un complejo multienzimatico localizado en la membrana de los

granulos azurdfilos llamado azurosoma, el cual estda formado también por
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azurocidina (AzZU), CG, MPO, lisozima, proteinasa 3 y lactotransferrina. La
presencia de ROS causa la disociacion de la NE, CG y AZU del complejo, las
cuales llegan al citoplasma y en esta localizacion la NE degrada los filamentos de
actina del citoesqueleto, arrestando al neutréfilo en este sitio. Posteriormente, se
transloca hacia el nacleo (aproximadamente a los 60 min después del estimulo) en
donde actua sobre las histonas degradandolas con su actividad proteolitica
generando de esta forma una relajacion de la cromatina (Papayannopoulos et al.,
2010; Metzler et al., 2014). La MPO se transloca posteriormente (2 h después de
iniciado el proceso de NETosis) y favorece la descondensacion de la cromatina en

un mecanismo independiente de su actividad enzimatica.
1.5.2.2 NETosis independiente de NOX2
1.5.2.2.1 Participacién de PAD4

Otros mecanismos de NETosis han demostrado ser independientes de las ROS
producidas por NOX2, en los que la descondensacion de la cromatina ocurre por
otros mecanismos. El modelo implica a la peptidilarnininadesiminasa 4 (PAD4),
una enzima presente en el nucleo de los granulocitos, la cual actia sobre las
histonas H2A, H3 y H4 presentes en el nucleo del nucleosoma y modifica sus
colas transformando los residuos de arginina en citrulina (pasando de tener una
carga positiva a tener una carga neutra) (Rohrbach et al., 2012). Su papel en la
NETosis se describié por primera vez por Wang et al. (2009) demostrando que en
células de la linea HL-60 (diferenciadas al linaje granulocitico) tratadas con
ionoforos de calcio ocurre la citrulinacion de histonas, descondensacion de
cromatina y formacion de NET. Este hallazgo se corroboré posteriormente por Li et
al. (2010) quienes observaron que los neutrdfilos aislados de ratones con una
mutacion nula en el gen que codifica para la enzima PAD4 son incapaces de
liberar NET al ser estimulados con LPS, PMA o peréxido de hidrégeno. Debido a
que la actividad de esta enzima es dependiente de su unién a iones Ca?*, se ha
propuesto que el flujo descontrolado de Ca?* al interior de la célula causado por

iono6foros asi como proteinas formadoras de poros (microbianas o inmunes),



provocan una hiperactividad de PAD4 desembocando en la liberacién NET en un

proceso denominado como hipercitrulinacion leucotéxica (Konig y Andrade, 2016).
1.5.2.2.2 Otros mecanismos independientes de las ROS de NOX2

Otros trabajos han tratado de comprobar si las especies reactivas del nitrégeno
(NRS) también son inductoras de NET. Los neutrofilos humanos expresan de
forma constitutiva la sintetasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) la cual genera
oxido nitrico, que puede actuar como molécula sefializadora en diferentes
procesos (Cedergren et al., 2003). Se ha demostrado que los neutrofilos tratados
con donadores de Oxido nitrico como el nitroprusiato de sodio o la S-nitroso-N-
acetil-D,L-penicilamina (SNAP) liberan NET (Patel et al., 2010). Este hallazgo lo
replic6 Manda-Handzlik et al.,, (2019) quienes también demostraron que la
estimulacién con peroxinitrito es suficiente para llevar a los neutréfilos a NETosis,
sin embrago, este mecanismo también depende de la generacibn de ROS por
NOX2.

Finalmente, C. albicans es capaz de inducir NETosis en neutrofilos provenientes
de pacientes con enfermedad granulomatosa crénica (CGD) los cuales carecen de
NOX2 funcional, esto debido a que este microorganismo produce ROS durante el
dimorfismo de la levadura en micelio. Estas ROS pueden permear en el neutréfilo
y activar la sefializacion necesaria para liberar NET (Kenny et al., 2017). Esto se
corrobora con otros estudios que muestran que la mera adicion de &cido
hipocloroso o hipoclorito de sodio es suficiente para inducir NETosis (Palmer et al.,
2012; Akong-Moore et al., 2012).
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Figura 4. Fuentes de ROS involucradas en el proceso de NETosis. Se han implicado diferentes fuentes de
ROS que participan en el proceso de liberacion de las NET. La primera fuente descrita fue el complejo NOX2
cuyo ensamble es inducido por patdgenos como Staphylococcus aureus o moléculas sintéticas como el PMA.
Los iono6foros de calcio como la ionomicina o el A23187 también inducen la generacion de ROS desde la
cadena de transporte de electrones en la mitocondria. También se ha observado que los generadores de
oxido nitrico como el nitroprusiato de sodio o la S-nitroso-Nacetil penicilamida inducen la liberacion de NET.
Finalmente, la fuente de ROS también puede ser exdégena, pues el peréxido de hidrégeno adicionado de
forma intencional o liberado por Candida albicans llevan a la liberacién de NET.

1.6 Generalidades de Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es un protozoario parasito causante de la amibiasis, una
enfermedad principalmente intestinal con alta prevalencia en paises en vias de
desarrollo (Shirley et al., 2018). Presenta dos estadios dentro de su ciclo de vida:
el trofozoito y el quiste. El trofozoito es la forma metabdlicamente activa y movil,
presentan un tamafo de 10-60 ym de diametro y se desplaza unidireccionalmente
mediante la emisién de pseuddpodos. Tiene un nucleo circular con un cariosoma
central y la cromatina se distribuye de forma homogeénea en la periferia; el

endoplasma presenta numerosas vacuolas alimenticias las cuales pueden
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contener bacterias o eritrocitos (Tanyuksel y Petri, 2003). Este se encuentra
rodeado por el ectoplasma hialino, el cual no presenta vacuolas y a partir de €l se
emite el pseudopodo. En el extremo posterior del organismo se encuentra el
uroide, que contiene el motor de actina/miosina, el cual impulsa al trofozoito hacia
adelante. Los quistes son la forma infectante, tienen forma esférica y miden de 10-
15 pum de didmetro. Los quistes maduros tienen 4 nucleos con las mismas
caracteristicas que los presentes en los trofozoitos. Pueden presentar estructuras
en forma de bastén con extremos romos llamadas cuerpos cromatoides, ademas,
pueden presentar inclusiones de glucogeno los cuales son mas comunes en
quistes inmaduros binucleados. Este parasito carece de mitocondrias, pero en
cambio, posee mitosomas que no realizan la respiracion celular (Santos y Nozaki,
2022).

1.6.1 Ciclo de vida

La infeccién por E. histolytica ocurre por la ingestion de quistes maduros
tetranucleados, presentes en alimentos o0 agua contaminada con materia fecal de
una persona infectada. El desenquistamiento ocurre en el intestino delgado en
donde cada nucleo se divide por fision binaria y se liberan 8 trofozoitos de
pequefio tamafio (amébulas) las cuales comienzan a migrar hacia el intestino
grueso y se reproduciran mediante fision binaria. El enquistamiento se produce
aparentemente por la desecacién del parasito durante su trayecto en el intestino
(Carrero et al., 2020). Tanto el trofozoito como el quiste son eliminados en las
heces, pero el quiste se protege con una pared de quitina que lo recubre y puede
sobrevivir en el medio ambiente por dias 0 semanas, mientras que los trofozoitos
mueren rapidamente fuera del cuerpo y su ingestion no produce la enfermedad ya
gue no sobreviven a la accién de los jugos gastricos. En algunos pacientes los
trofozoitos invaden la mucosa intestinal, alcanzan el torrente sanguineo y de alli
llegan a localizaciones extraintestinales como higado, pulmones y cerebro. La
transmision también puede ocurrir a través de la exposicidbn con materia fecal

durante el contacto sexual (oroanal o anogenital).
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Figura 5. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. A) La infeccién se adquiere por via oral B) en donde se
encuentra el quiste maduro tetranucleado (forma infectante). C) El quiste libera a los trofozoitos (fase
vegetativa) los cuales se desplazan hasta el intestino grueso. D) Los trofozoitos se alimentan de las bacterias
intestinales y si perforan la mucosa intestinal se alimentan de glébulos rojos. E) Los trofozoitos se dividen por
fisién binaria y algunos se transforman en quistes. F) Durante los episodios de diarrea los trofozoitos y quistes
se expulsan en las heces, pero solo los quistes pueden infectar a otros individuos. G) En algunos casos la
infeccion es extraintestinal por diseminacién hematica hacia higado, pulmones o cerebro. Imagen elaborada

en BioRender.com.

1.6.2 Patogenia

La lesion inicial ocurre en el colon, principalmente en el colon sigmoideo o en el
ciego. El transito intestinal lento en estas localizaciones parece ser un factor
importante en la invasion de la mucosa debido a que el trofozoito tiene un lapso
mayor para establecer contacto con la mucosa y por permitir cambios en la luz del
intestino que permiten la invasion al tejido (Baxty Singh, 2008). Los trofozoitos se
adhieren a la capa de moco del intestino gracias a la presencia de la lectina de
uniébn a Gal/GalNac que tiene como blancos los residuos de N-acetil-D-
galactosamina. Una vez adheridos, los trofozoitos pueden lisar a las células
epiteliales de la mucosa intestinal, lo cual se ha relacionado con la presencia de

diferentes enzimas como la sialidasa, N-acetilgalactosamidasa y la N-
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acetilglucosaminidasa, las cuales les permiten a los trofozoitos romper la capa de
moco Yy llegar al epitelio (Cornick y Chadee, 2017). La muerte por contacto
desencadenada por el trofozoito se ha relacionado con otros factores de virulencia
como la proteasa de cisteina y al ameboporo (un péptido formador de poros en la
célula blanco). La ulcera inicial es superficial y puede desencadenar una invasion
a la capa submucosa y muscularis hasta desarrollarse la lesidon crénica en forma
de cuello de botella (Thibeaux et al., 2013). Si los trofozoitos logran el acceso a los
vasos sanguineos o linfaticos puede ocurrir su diseminacion a otras localizaciones,

principalmente higado en donde se desarrolla el absceso amebiano.
1.6.3 Manifestaciones clinicas

Cerca del 90% de las infecciones por este parasito se cursan de forma
asintomatica y la aparicion se sintomas esta ligada a factores como la edad,
malnutricion, alcoholismo, embarazo o el uso de corticoesteroides (Baxt y Singh,
2008).

La amibiasis intestinal cursa con una variedad de sintomas que van desde una
diarrea leve hasta disenteria severa acompafiada de dolor abdominal. La
presencia de fiebre es poco frecuente y la mayoria de los sintomas son
inespecificos, por lo que debe de hacerse el diagnéstico diferencial contemplando
otras enfermedades infecciosas intestinales como salmonelosis, infeccion por
Campylobacter sp. o las variantes enterohemorragicas de Escherichia coli. Las
complicaciones son poco frecuentes, pero pueden incluir megacolon toxico, colitis
necrotizante y ulceracion perianal fistulizada (Ortiz-Castillo et al., 2012). El
absceso hepético amibiano es la forma mas comun de amebiasis extraintestinal y
se caracteriza por fiebre constante y dolor en el cuadrante superior derecho del
abdomen. Esta entidad clinica se ha asociado con un 89% de mortalidad (Torre y
Kershenobich, 2002).
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1.6.4 Respuesta inmune en la amibiasis
1.6.4.1 Inmunidad innata

El acido estomacal es la primera barrera a la que se enfrenta E. histolytica una vez
qgue ha ingresado en el ser humano. Si bien los trofozoitos son destruidos en el
estdmago por accion del 4cido gastrico, los quistes son resistentes a él y pueden
continuar su trayecto (Nakada-Tsukui y Nozaki, 2016). La capa de moco del
intestino es otra barrera que puede evitar la colonizacion por parte del parasito
debido a que esta tiene como principal constituyente a la mucina, una
glicoproteina que se une e inhibe a la lectina de Gal/GalNac; sin embargo, los
trofozoitos poseen proteasas y glicosidasas que les permiten penetrar esta capa y
colonizar la mucosa intestinal. Las células del epitelio intestinal una vez que entran
en contacto con E. histolytica secretan IL-8, la cual recluta a células del sistema
inmune. Los primeros en acudir son los neutrdéfilos los cuales han demostrado
tener actividad amebicida al ser estimulados con INF-y, TNF-a o LPS. La principal
actividad amebicida atribuible al neutréfilo es la produccion de ROS y su

desgranulacion.

Los macréfagos también juegan un papel importante en la defensa contra este
pardsito ya que se activan por el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patdégenos, especialmente el lipopeptidofosfoglicano (LPPG) via TLR2
y TLR4 produciendo citocinas proinflamatorias, ademas, producen Oxido nitrico,
del cual se ha comprobado su actividad amebicida (Maldonado-Bernal et al.,
2005).

1.6.4.1.1 Papel del neutrofilo en la amibiasis

En modelos animales de absceso hepatico amibiano se han encontrado neutréfilos
en el higado tan solo 30 min después de haberse administrado los trofozoitos via
intrapotal (Campos-Rodriguez et al., 2016). La abundancia relativa de estas
células durante el proceso inflamatorio en la formacion del absceso hepatico
amibiano (AHA) ha sido estimada en un 78% a las 3 horas después de la

induccion (Shibayama et al., 1998). De acuerdo con este estudio, en este periodo
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los neutréfilos rodean a los trofozoitos manteniendo un estrecho contacto; los
trofozoitos no muestran aparentes sefiales de dafio e incluso se observan
neutrofilos dentro de vacuolas fagociticas en el citoplasma de los trofozoitos.
Después de 6 h se observa que los neutréfilos carecen de granulos en su

citoplasma y contienen vacuolas que contienen restos de membrana y detritus.

Algunas evidencias apuntan a que los neutroéfilos tienen un papel protector durante
las amibiasis. Los neutréfilos activados con INF-y han demostrado tener actividad
amebicida in vitro y este efecto se ve potenciado cuando se pretratan con INF-y y
TNF-a en conjunto (Denis y Chadee, 1989). En un modelo murino, a los animales
se les redujeron los neutréfilos con un anticuerpo monoclonal contra RB68C5,
después de la induccion del AHA (inyectando trofozoitos directamente en la vena
porta), los ratones con neutréfilos reducidos mostraron abscesos de mayor tamafio
comparado con el grupo control (Seydely Stanley, 1997). Sin embargo, también
existe evidencia que apunta a que los neutrdfilos podrian estar jugando un papel
importante en el dafio durante la amibiasis, Tsutsumi et al. (1984) observaron que
durante la formacion del AHA en héamster, los trofozoitos no establecian
interacciones frecuentes con los hepatocitos, por lo que atribuyeron a que el dafio
causado por el trofozoito no era por un mecanismo litico directo, y en su lugar,
este era causado por la acumulacion y posterior lisis de leucocitos (incluyendo

neutroéfilos).
1.6.4.2 Inmunidad adaptativa

En el suero de personas que padecen amibiasis se detecté la presencia de
anticuerpos de la clase IgG dirigidos contra la Gal/GalNac lectina de este parasito.
Aln mas importante, se ha demostrado la presencia de anticuerpos de la clase
IgA en la saliva y las heces de algunas de ellas comprobandose un efecto
protector debido a la menor incidencia que tiende a presentar reinfecciones con
respecto a pacientes que carecen de estos anticuerpos (Carrero et al, 1994;
Haque et al., 2001). La inmunidad celular también es un factor determinante en la
resolucion de la infeccion pues la aparicion de un perfil Th2 esta asociado al

mantenimiento de la infeccion, mientras que un perfil Thl se asocia con la
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resolucion de la enfermedad en modelos experimentales al potenciar la actividad
antimicrobiana de macréfagos (Guo et al., 2008). La participacion del perfil Th17
es indeterminado debido a que existe evidencia de que la produccién de IL-17
ayuda a la resolucién de la infeccion, lo cual se contrapone con otro reporte que
sugiere que la presencia de IL-17A contribuye a la persistencia de los trofozoitos
(Guo et al., 2011; Deloer et al., 2017).

2. ANTECEDENTES

El papel del neutrofilo durante la infeccion por E. histolytica aun no esta
completamente definido. Este leucocito, es el primero en aparecer en los
infiltrados inflamatorios amibianos y parece coadyuvar a la proteccion en modelos
neutropénicos (Asgharpour et al., 2005), pero también parece ser responsable de
la patologia en modelos inmunosuprimidos segun nuestras observaciones (Olivos-
Garcia et al., 2007).

Nuestro grupo de trabajo realizé la primera descripcion de la NETosis inducida por
los trofozoitos de E. histolytica encontrandose que estas redes se liberan tan solo
5 min después de la interaccion neutréfilo-trofozoito, siempre y cuando el parasito
se encuentre viable, ya que los trofozoitos fijados con formaldehido no indujeron
NET, mientras que el extracto total de los trofozoitos solo indujo escasamente su
formacion (Avila et al., 2016). En estas redes se evidencio la presencia de
catelicidina y se determiné que los trofozoitos tratados con NET inducidas por
PMA no disminuyeron su viabilidad ni perdieron su capacidad para inducir

abscesos hepaticos en un modelo de hamster dorado.

Como continuacion de este trabajo, se determind que el proceso de NETosis
inducido por los trofozoitos de E. histolytica depende de la actividad de proteasas
de serina y se asocio con la migracion de la NE al nucleo (Diaz-Godinez et al.,
2018). Sin embargo, la formacion de NET fue independiente de la generacion de
ROS derivadas de NOX2 debido a que la inhibicibn de este complejo con

apocinina no afecté la liberacion de NET; es mas, no se detectd aumento en la
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generacion de ROS por parte de los neutréfilos después de interactuar con los
trofozoitos. La inhibicion de la enzima PAD4 con GSK484 tampoco afectd la
NETosis inducida por los trofozoitos sugiriendo que no participa en este
mecanismo, sin embargo, la quelacion del calcio extracelular redujo
significativamente la cantidad de DNA liberado y se detectd la presencia de
proteinas citrulinadas en las NET. Bajo esta linea, demostramos que las amibas
promueven la internalizacion de calcio en los neutréfilos durante su interaccion y
que el proceso de NETosis inducido por los trofozoitos requiere la activacion de la
via Raf/MEK/ERK (Fonseca et al, 2018).

Recientemente, describimos que Entamoeba dispar, una amiba no patégena
emparentada con E. histolytica, no induce la liberacién de NET en neutrdéfilos
humanos (Fonseca et al.,, 2019; Diaz-Godinez et al., 2020). En este trabajo
también se observo que la liberacién temprana de DNA Unicamente ocurre en los
neutrofilos que estan en contacto directo con los trofozoitos de E. histolytica y que
el tratamiento de estos leucocitos con carbohidratos que poseen un hidroxilo axial
en la posicién 4 son eficientes para reducir o inhibir la NETosis, sugiriendo que

una molécula tipo lectina puede estar mediando el fenémeno.

3. JUSTIFICACION

Los diversos trabajos realizados para comprender la NETosis indican que existen
multiples mecanismos para llevar a cabo la liberacion de las NET dependiente del
estimulo empleado, pero todos ellos parecen depender de la generacién de ROS.
Los mecanismos de NETosis bien caracterizados son pocos y los estudios se han
centrado en analizar este fenédmeno inducido por agentes simples como el PMA o
los ionéforos de calcio y no por patdogenos completos. Los trofozoitos de E.
histolytica parecen inducir NETosis por una via no convencional, ya que todos
nuestros estudios sugieren que es independiente de las ROS provenientes de
NOX2 del neutrofilo; sin embargo, se requieren mas estudios para poder
garantizar que este mecanismo ocurre con o sin la presencia de ROS, o quiza de

alguna otra fuente, interna como la mitocondria de los neutrofilos, o externa al
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neutréfilo, como el propio trofozoito. Por otra parte, ain no existe evidencia de la
formacion de NET por el trofozoito in vivo, y por ende su papel en proteccién o

patologia durante la amibiasis se desconoce.

La importancia de identificar los mecanismos moleculares asociados a la
formacion de NET por los trofozoitos estriba en el hecho de que podriamos
identificar blancos a través de los cuales esta NETosis puede inhibirse, y, por
ende, podriamos evaluar la participacibn de este mecanismo de la inmunidad
innata durante el desarrollo de la amibiasis, tanto intestinal como extraintestinal,
en modelos animales de infeccion. Esto es sumamente importante en el campo de
la amibiasis, ya que podria contribuir a dilucidar el verdadero papel del neutréfilo
durante la enfermedad, lo que, a su vez, podria tener impacto en el control de
ésta.

4. HIPOTESIS

Las ROS generadas por los trofozoitos de E. histolytica participan en la NETosis

inducida por los trofozoitos.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar si la formacion de NET en respuesta a trofozoitos de Entamoeba
histolytica requiere la presencia de ROS de origen diferente a NOX2 o si es
independiente de ROS.

5.2 Objetivos particulares

1) Verificar que la NETosis inducida por E. histolytica es independiente de las ROS
derivadas de NOX2.

2) Determinar si la NETosis inducida por los trofozoitos depende de su viabilidad.
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3) Determinar la participacion de las ROS mitocondriales en la NETosis inducida

por los trofozoitos.

4) Determinar si hay produccién de ROS por los trofozoitos de E. histolytica en

cultivo.

5) En caso de que los trofozoitos produzcan ROS, estudiar la transferencia de

ROS hacia los neutrdfilos.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diagrama general de trabajo

El trabajo experimental se desarrollé de acuerdo con el esquema mostrado en la

Figura 6.

Dependencia de la NETosis inducida por Entamoeba histolytica
2 ROS de origen diferente a NOX 2

Verificar la independencia de ROS
generadas en el neutrdfilo

:

}

Cuantificar las ROS en el
neutrdfilo durante la
interaccion con los trofozoitos

Inhibir la produccion de ROS de
diferentes fuentes en el neutréfilo

Determinar la participacion de las
ROS de los trofozoitos

Cuantificar ROS en trofozoitos
muertos

Reducir las ROS producidas en

—-{ Inhibicion de NOX2

‘ trofozoitos viables

—»{ Inhibicién de MPO

Inducir NETosis con amibas

|

reducidas en ROS

—>< Inhibicién de ROS mitocondriales ‘

Figura 6. Diagrama general de trabajo.

6.2 Trofozoitos de Entamoeba histolytica

Determinar la transferencia de
ROS por medio de vesiculas
extracelulares

Obtener vesiculas extracelulares a
partir de trofozoitos

las vesiculas extracelulares

Cuantificar las ROS presentes en

por medio de las vesiculas
extracelulares

Observar la transferencia de ROS

Se utilizd6 la cepa de Entamoeba histolytica HM1:IMSS. Los trofozoitos se

cultivaron axénicamente en medio TYI-S-33 suplementado con vitaminas Diamond
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en solucién de Tween (Merck) y 15% de suero bovino de adulto (Microlab). Los
trofozoitos se incubaron durante 72 h a 37°C hasta alcanzar la fase logaritmica de
crecimiento. El cultivo se coloco en hielo durante 10 min, el contenido se repartio
en tubos Falcon de 15 ml y se centrifugaron a 1,400 rpm durante 5 min. El medio
se decanto, se hicieron lavados adicionando 5 mL de PBS pH 7.4 (PBS) al tubo, el
boton se resuspendié y se centrifugé a 1,400 rpm durante 5 min (3 lavados
totales). Cada boton se resuspendid en PBS para realizar la cuenta de los
trofozoitos en cdmara de Neubauer. Para algunos experimentos los trofozoitos se
fijaron con formaldehido (Merck) al 3.5% en PBS durante 20 min o se inactivaron
por calor incubandolas a 56°C durante 30 min. En ambos casos, los trofozoitos se

lavaron con PBS tres veces antes de su uso.
6.3 Purificacién de los neutréfilos

Este trabajo se realiz6 de acuerdo con la aprobacién y recomendaciones del
comité de ética para estudios en humanos del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM (FMED/CI/RGG/013/01/2008). Se obtuvo sangre total a partir
de donadores considerados sanos, mayores de edad, con previo consentimiento
informado firmado por escrito y los neutréfilos se aislaron de acuerdo con Garcia-
Garcia et al. (2013). Para ello, se colocaron 10 ml de sangre en un tubo
conteniendo 0.25 mL de heparina (1,000 U/mL; Inepar) y 2 ml de Dextran (Merck)
al 6% en PBS. El tubo se mezcld por inversion y se dejo sedimentar durante 40
min a temperatura ambiente. El plasma rico en leucocitos se estratific6 en un tubo
conteniendo 5 ml de Ficoll-Paque® (General-Electric) y se centrifugd a 1,400 rpm
durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se elimind y los glébulos rojos se lisaron
adicionando 10 ml de solucién hipoténica fria (NaCl 30 mM, HEPES 20 mM, BSA
1%), se agitdé por 1 min, posteriormente se adicionaron 10 ml de solucién
hipertonica fria (NaCl 270 mM, HEPES 20 mM, BSA 1%) y se centrifug6 a 1,400
rpom durante 5 min. El sobrenadante se eliming, la pastilla se resuspendio en 15 ml
de PBS (se tomé6 una alicuota para hacer el conteo de células en cadmara de

Neubauer) y la suspension de neutréfilos se coloco en bafio de hielo hasta su uso.
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6.4 Cuantificacién de las NET inducidas con trofozoitos de E. histolytica

Para la cuantificacion de NET se tomaron 5 x 10° neutréfilos y se centrifugaron a
4,000 rpm durante 2 min y se resuspendieron en 500 pl de medio RPMI-1640
(Biological Industries) suplementado con 5% de suero bovino fetal (FBS; Gibco) y
adicionado con SYTOX® Green (500 nM; Invitrogen) el cual es un colorante que
se une al DNA emitiendo fluorescencia verde cuya intensidad depende de la
concentracion de DNA, ademas, es incapaz de penetrar en células viables, por lo
que unicamente se une al DNA extracelular o al DNA de células que tienen
dafiada su membrana citoplasmatica. Se tomd una alicuota de 100 pl a partir de la
suspension celular (1 x 10° neutréfilos) y se colocé en una placa de 96 pozos
(Corning). La placa se dejé sedimentar durante 20 min a 37°C y los neutrdéfilos se
estimularon con 1 x 102, 2 x 103, 5 x 10% o 1 x 10* trofozoitos de E. histolytica
(proporciones de trofozoito:neutrofilo de 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10,
respectivamente). En otros experimentos los neutréfilos se estimularon con 5 x 103
trofozoitos fijados con formaldehido o inactivados por calor. Los cocultivos se
incubaron a 37°C y la fluorescencia se midi6 durante 4 h desde el fondo de los
pozos usando un espectrofluorémetro Synergy HTX (BioTek) con un filtro de
excitacion de 485 nm y uno de emision de 528 nm. Como controles positivos de
NETosis se utilizé acetato miristato de forbol a 50 nM (PMA; Merck) y el ion6foro
de calcio A23187 a 10 uM (Merck). Los experimentos se realizaron 3 veces por

triplicado.
6.5 Tratamiento de los neutréfilos con los inhibidores

Para determinar el papel que tiene NOX2 en la NETosis inducida por los
trofozoitos, los neutréfilos (5 x 10° se resuspendieron en 500 pl de PBS
adicionado con el inhibidor apocinina (400 uM; Merck) o con el vehiculo DMSO
(0.1%) y se pretrataron durante 30 min a 4°C. Las células se centrifugaron a 4,000
rpm durante 2 min, se resuspendieron en 500 pl de medio RPMI 1640 adicionado
con apocinina o el vehiculo a las mismas concentraciones y la cuantificacion de la

NETosis se realizé como se indico en el apartado 6.4.
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La participacion de otras fuentes de ROS provenientes del neutrofilo se determind
de la siguiente manera. Los neutré6filos (5 x 10°) se resuspendieron en 500 pl de
PBS adicionado de los siguientes inhibidores o pepenadores por separado:
pirocatecol (200 pM), catalasa (200 Ul/ml), luminol (50, 100 y 200 puM), isoluminol
(50, 100 y 200 pM), mitoTEMPO (400 uM) o dinitrofenol (DNP, 200 pM). Como
control negativo se utilizaron los respectivos vehiculos: DMSO (0.1%) para el
pirocatecol, luminol, isoluminol, mitoTEMPO y DNP; asi como agua para la
catalasa (todos los reactivos fueron suministrados por Merck). Los neutrofilos se
pretrataron durante 30 min a 4°C. Las células se centrifugaron a 4,00 rpm durante
2 min, se resuspendieron en 500 pl de medio RPMI 1640 adicionado con el
respectivo inhibidor o el vehiculo a las mismas concentraciones y la cuantificacion

de la NETosis se realizé como se indico en el apartado 6.4.
6.6 Inmunofluorescencia de las NET

Para visualizar las NET, se colocaron 2 x 10° neutréfilos resuspendidos en 100 uL
de medio RPMI-FBS 5% sobre cubreobjetos circulares pretratados con una
solucion de poli-L-lisina (Merck), se dejaron sedimentar por 20 min a temperatura
ambiente y se estimularon con 1 x 10* trofozoitos (viables, fijados o inactivados) o
con los controles positivos PMA (20 nM) y A23187 (10 uM). Los cultivos se
incubaron durante 4 h a 37°C y se fijaron con formaldehido (concentracién final
3.7%) por 20 min. El fijador se lavé con PBS (3 lavados de 5 min) y a cada pozo
se le adicionaron 100 pl de Triton X-100 (BioRad) al 0.1% en PBS durante 10 min.
El detergente se lavé con PBS y se adicionaron 100 ul de solucion de bloqueo
(BSA 1%-Glicina 22.52mg/mL-Tween 20 0.1% en PBS) por 30 min a temperatura
ambiente. Se retird la solucion de bloquedé y se adicionaron 100 pl de los
anticuerpos primarios contra los constituyentes de las NET: anti-NE (Santa Cruz
Biotechnology), anti-MPO (Abcam) o anti-histona acetilada H4 (abcam) diluidos
1:100 en PBS-Tween 0.1%-BSA 1% y se dejaron incubar por 1 h a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se eliminé el anticuerpo primario
correspondiente y los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS frio por 5 min,

posteriormente, se adicionaron 100 uL del anticuerpo secundario chivo anti-raton
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acoplado a FITC (Sigma-Aldrich; para la deteccién de NE y MPO) o del anticuerpo
chivo anti-conejo acoplado a TRITC (ZyMax; para la deteccion de la histona
acetilada H4) diluidos 1:50 en PBS-Tween 0.1%-BSA 1%. La incubacion se realizé
por 1 h a temperatura ambiente, los cubreobjetos se lavaron con PBS y se les
adicionaron 100 pl de DAPI 5 ug/mL en PBS el cual se dej6 incubar por 15 min.
Los pozos se lavaron una vez mas y la preparacion se montdé con FluoroShield.
Las muestras se observaron con un microscopio de fluorescencia (Olympus BX51)

y las im&genes se procesaron utilizando el software ImageJ.
6.7 Cuantificacion de ROS intracelulares en los neutréfilos

La generacion de ROS se determind usando el indicador 2’,7’-diacetato de
diclorofluoresceina (H.DCFDA). Para ello, 5 x 10° neutréfilos se resuspendieron en
500 pl de PBS adicionado con H2DCFDA (10 pM) (Merck) y se incubaron por 30
min a 37°C en obscuridad. Una vez finalizada la incubacion, las células se
centrifugaron a 4,000 rpm durante 2 min y se resuspendieron en 500 yl de medio
RPMI-1640 suplementado con FBS al 5%. Posteriormente, 100 pl de la
suspension (1 x 10° neutréfilos) se transfirieron a una placa de 96 pozos y
después de una sedimentacién de 20 min a 37°C, las células se estimularon con 1
x 103, 2 x 10% o 5 x 10° trofozoitos viables de E. histolytica (proporciones
trofozoito:neutréfilo 1:100, 1:50 y 1:20, respectivamente). La intensidad de la
fluorescencia después de una incubacion de 1 h a 37°C desde el fondo del pozo
utilizando un espectrofluorometro Synergy HTX con un filtro de excitacion de 485
nm y uno de emisién de 528 nm. Como controles positivos de la produccion de
ROS se utiliz6 PMA (50 nM) y A23187 (10 uM). Los experimentos se realizaron 3

veces por triplicado.
6.8 Cuantificacion de ROS mitocondriales en los neutroéfilos

Los neutréfilos (5 x 10°) se resuspendieron en 500 pl de PBS adicionado con
MitoSOX™ Red (10 uM) y se incubaron durante 30 min a 4°C. Después de este
tiempo las células se centrifugaron a 4,000 rpm durante 2 min, se resuspendieron
en 500 pl de medio RPMI-1640 suplementado con 5% de FBS y 100 pl de la

suspension se transfirieron a una placa de 96 pozos. Las células se estimularon
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con 1 x 103, 2 x 103, 5x 102 0 1 x 10* trofozoitos de E. histolytica (proporciones de
trofozoito:neutrofilo de 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10, respectivamente) y la
fluorescencia se leyé desde el fondo del pozo utilizando un espectrofluorometro
Synergy HTX con un filtro de excitacién de 485 nm y uno de emisién de 580 nm.
Como controles positivos de la produccién de ROS mitocondriales se utilizé PMA

(50 nM) y A23187 (10 uM). Los experimentos se realizaron 3 veces por triplicado.
6.9 Cuantificacion de ROS en los trofozoitos de E. histolytica

Se determind la produccién de ROS en trofozoitos de E. histolytica viables, fijados
con formaldehido o inactivados con calor. Para ello se tomaron 5 x 10° trofozoitos
y se resuspendieron en 500 pl de PBS adicionado con H2DCFDA (100 pM). Los
trofozoitos se incubaron por 1 h a 37°C y posteriormente se centrifugaron a 4,000
rom durante 2 min. Después de desechar el sobrenadante, los trofozoitos se
resuspendieron en 500 pl de medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y
100 pl de la suspensién se transfirieron a una placa de 96 pozos. Las células se
sedimentaron durante 10 min a 37°C y la fluorescencia se ley6 desde el fondo del
pozo utilizando un espectrofluorometro Synergy HTX con un filtro de excitacion de

485 nm y uno de emision de 528 nm.

6.10 Reduccion de las ROS en los trofozoitos de E. histolytica y su efecto en
la NETosis

Los trofozoitos (5 x 10°) se resuspendieron en 500 pl de PBS adicionado con los
siguientes pepenadores de ROS: pirocatecol (50, 100 y 200 uM), luminol (50, 100
y 200 uM) o el vehiculo DMSO (0.1%). Los trofozoitos se incubaron durante 30
min a 37°C, se adicion6 H.DCFDA (100 uM) y las células se incubaron por 30 min
mas. Posteriormente, la fluorescencia se determiné como esta indicado en el
punto 6.9. En algunos experimentos seleccionados estos trofozoitos tratados para
la disminucién de ROS utilizando pirocatecol se fijaron con formaldehido (3.5%) y
se contratifieron utilizando DAPI (5 pg/ml). Las células se lavaron 3 veces
utilizando PBS, después del ultimo lavado se resuspendieron en 50 ul de

FluoroShield® y una alicuota de 20 ul se monté para ser observada con un
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microscopio de fluorescencia (Olympus BX51). Las im&genes se procesaron

utilizando el software ImageJ.

En otros experimentos, los trofozoitos (5 x 10°) se resuspendieron en 500 pl de
PBS y se trataron con los pepenadores pirocatecol (50, 100 y 200 uM), luminol
(50, 100 y 200 uM) o el vehiculo DMSO (0.1%) y se incubaron durante 1 h a 37°C.
Los tofozoitos se centrifugaron a 4,000 rpm durante 2 min, se resuspendieron en
500 pl de PBS vy se utilizaron como estimulo para cuantificar NET como se indic6
en el punto 6.4.

6.11 Deteccion de la actividad de MPO

Los neutréfilos (5 x 10°% se centrifugaron a 4,000 rpm durante 2 min y se
resuspendieron en 500 pl de medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y
luminol (200 puM) o isoluminol (200 pM). Posteriormente, se tomaron 100 pl de la
suspension (1 x 10°) y se colocaron en una placa de 96 pozos. Los neutréfilos se
sedimentaron por 20 min a 37°C y se estimularon con 1 x 103, 2 x 103,5x 1030 1
x 10% trofozoitos de E. histolytica (proporciones de trofozoito:neutréfilo de 1:100,
1:50, 1:20 y 1:10, respectivamente). Los cocultivos se incubaron a 37°C durante 4
h y la emisién de luz se ley6 cada 5 min desde el fondo del pozo usando un
espectrofluorometro Synergy HTX. EI PMA (50 nM) y el A23187 (10 uM) se

utilizaron como controles positivos.

6.12 Aislamiento y caracterizacion de vesiculas extracelulares de E.

histolytica

Para realizar el aislamiento de las vesiculas extracelulares (EV) se tomaron 7.5 x
10° trofozoitos y se centrifugaron a 1,400 rpm durante 5 min. Posteriormente, el
boton de células se lavd 3 veces con PBS pH 7.4 e inmediatamente se
resuspendieron en 3 ml de medio RPMI-1640 libre de suero. La suspension celular
se coloco en una placa de 24 pozos y se incubd durante 1 h a 37°C. Después de
la incubacion se recolectd el sobrenadante y se coloco en un tubo conico para
centrifugarse a 1,400 rpm durante 5 min. Se tomaron 2.5 ml del sobrenadante libre

de células y se filtr6 a través de una membrana con diametro de poro de 0.22 pum
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(Corning). Las EV se purificaron usando el reactivo Total Exosome Isolation (from
cell culture media; Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
EV obtenidas se resuspendieron en PBS pH 7.4 filtrado y se determind la
concentracion de proteina usando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). El
tamafio de las EV se determin6 en el equipo Nanosight NS3000 (Malvern

Panalytical) por triplicado.
6.13 Microscopia electronica de transmision de las EV

Las EV obtenidas se procesaron para microscopia electronica de transmision
como se reportd anteriormente (Ramirez-Ricardo et al, 2021). Se suspendieron las
EV (~ 10 mg) en 100 ml de PBS estéril, de los cuales se adsorbieron 30 ml
durante 5 minutos en rejillas de cobre recubiertas de carbén con malla formvar
(0.3%) a temperatura ambiente. Las rejillas se tifieron con solucion de acetato de
uranilo (2%) durante 30 segundos y se elimino el exceso de liquido. Las rejillas se
secaron al aire y se analizaron a 80 kV utilizando un microscopio electrénico de
transmision JEM 1400 (JEOL) equipado con una camara digital Veleta (Olympus
SIS).

6.14 Tincion de lipidos de las EV y su interaccion con los neutréfilos

Para la tincién de lipidos de las EV se mezcld un volumen de 10 ul de suspension
de EV provenientes de los trofozoitos con 3 pl de colorante fluorescente DiO
(Thermo Fisher) (dilucion 1:10 en PBS pH 7.4) y se incubdé durante 5 min a
temperatura ambiente. Después de este tiempo, se colocaron 1.5 pl de las EV
tefiidas en una cama de agarosa de bajo punto de fusion al 1.5% (BioRad; 3 mm
de espesor) y se cubrieron con un cubreobjetos. En otros experimentos disefiados
para evaluar la interaccion entre las EV de los trofozitos y los neutréfilos humanos,
se tomaron 10 pg de EV teiidas con Dil (Thermo Fisher) y se agregaron a 100 pl
de medio RPMI-1640 que contenia 2 x 10° neutréfilos humanos. Las células se
incubaron durante 10 min y luego se fijaron con formaldehido (3.5%) durante 20
min. Después de la fijacion, las células se lavaron 3 veces con PBS, se tifieron con
DAPI (5 pg/ml) y se resuspendieron en 50 ul de Fluroshield™ (Merck). Las EV se

visualizaron utilizando un microscopio confocal Nikon A1R+ para fotografias y
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videos. Las imagenes se amplificaron utilizando el software de visualizacion de
elementos NIS (Nikon).

6.15 Transferencia de ROS mediada por EV

Para determinar la transferencia de ROS mediada por las EV, se tomé un volumen
de EV equivalente a 10 pug de proteina y se le adicion6 H.DCFDA 10 uM. La
suspensioén se incubd a 37°C durante 30 min en la oscuridad. Las EV marcadas se
adicionaron a un cultivo de 2 x 10° neutréfilos en 100 pl de medio RPMI-1614 libre
de suero y se incubaron durante 30 min a 37°C en oscuridad. El cultivo se fij6 con
formaldehido 3.5% durante 20 min y posteriormente se realizaron 3 lavados con
PBS. Se realiz6 una contratincion con Hoechst (5 pg/ml) y las células se
resuspendieron en 50 pl de FluoroshieldTM (Merk). Las muestras se montaron

para su observacion en un microscopio confocal Nikon A1R+.
6.16 Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media * la desviacion estandar, la existencia de
significancia estadistica se determind con las pruebas t de Student, U de Mann-
Withney o ANOVA de una via con una prueba de Tukey post hoc. Un valor de p <

0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.

7. RESULTADOS

7.1. Los trofozoitos de E. histolytica inducen NETosis de una forma dosis

dependiente

La liberacion de NET se evalu6 utlizando diferentes proporciones de
trofozoito:neutrofilo. Como se observa en la Figura 7A, los trofozoitos inducen la
liberacion de NET en una forma dosis dependiente utilizando las proporciones
1:100 a 1:20. La cantidad maxima de DNA liberado se detect6é usando una
proporcion 1:20 debido a que no se observaron diferencias significativas con
respecto a la proporcion 1:10 ni respecto a los controles de PMA y A23187. La

liberacion de NET se confirmé mediante la deteccion de MPO por
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inmunofluorescencia. En la figura 7B se aprecia que los neutrofilos no estimulados
poseen su nucleo condensado y multilobulado, mientras que los controles
positivos de PMA y A23187 inducen la descondensacion nuclear y la liberacion de
fiboras de DNA que colocalizan con la MPO. Por otro lado, los trofozoitos de E.
histolytica inducen NET nubosas con una distribucion heterogénea de la MPO.
Para garantizar que las estructuras observadas correspondieran a NET, también
se realiz6 la deteccion de NE y de la histona H4 acetilada observando que ambos
marcadores colocalizan con el DNA liberado como respuesta a los trofozoitos
(Figura 7C).
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Figura 7. E. histolytica induce NETosis en neutr6filos humanos de una forma dosis dependiente. (A)
Los neutréfilos humanos (1 x 10%) se cultivaron con los trofozoitos de E. histolytica en las proporciones
trofozoito:neutrdfilo 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10 en medio RPMI-1640 adicionado con FBS (5%) y SYTOX®Green.
El PMA (50 nM) y el A23187 (10 pM) se usaron como controles positivos. La fluorescencia se ley6 a las 4 h de
incubacién. La cantidad de NET esta expresada en unidades de fluorescencia relativa (UFR). * p <0.05, ** p <
0.001, # p < 0.001 respecto al valor de fluorescencia del control. (B) Los neutréfilos (2 x 10°%) se estimularon
con PMA (50 nM), A23187 (10 uM) o trofozoitos de E. histolytica (1 x 10%) durante 4 h. Después de la fijacion,
las células se marcaron utilizando un anticuerpo primario anti-MPO seguido de un anticuerpo secundario anti-
raton acoplado a FITC. El DNA fue contratefiido con DAPI. Los recuadros del extremo derecho son
amplificaciones de las superposiciones en donde se aprecian con mayor detalle los nucleos condensados de
los neutrofilos control (cabeza de flecha roja), los ndcleos descondensados en los tratamientos (cabezas de
flecha moradas) y las hebras de DNA extracelular (flechas blancas). Las imagenes se obtuvieron usando un
aumento de 40x. La barra de escala corresponde a 100 um. (C) Los neutréfilos (2 x 10%) se cocultivaron con
trofozoitos de E. histolytica (1 x 10%) durante 4 h. Las células se fijaron y la inmunofluorescencia se realiz6
usando los anticuerpos primarios anti-NE y anti-histona H4 acetilada seguida de los anticuerpos secundarios
anti-raton FITC (para NE) y anti-conejo TRITC (para la histona). El DNA se tifi6 con DAPI. Las imagenes se

obtuvieron usando un aumento de 100x. La barra de escala corresponde a 50 pm.
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7.2 La NETosis inducida por E. histolytica parece ocurrir de forma

independiente de las ROS generadas por NOX2

Para inhibir la actividad de NOX2 se utiliz6 la apocinina, una molécula que penetra
en las células y se oxida por accion de la MPO formando un homodimero con la
capacidad de evitar el ensamblaje de NOX2 al bloquear la translocacion de la
subunidad p47Ph° hacia las subunidades membranales (Stefanska y Pawliczak,
2008). Como se observa en la figura 8A, la apocinina redujo de manera
significativa la cantidad de NET liberada pro los neutrdfilos estimulados con PMA,
mientras que aquella inducida por el A23187 no se vio afectada, tal y como era
esperado (Figura 8A). Por otro lado, la liberacion de NET inducida por los
trofozoitos no se redujo por accion de la apocinina en ninguna de las proporciones
trofozoito:neutréfilo  utilizadas, sugiriendo que este  proceso  ocurre
independientemente de las ROS generadas por NOX2. Ademas, como se observa
en la figura 8B, el estallido respiratorio de los neutréfilos se suprimio
completamente por los trofozoitos de E. histolytica usando la relacion 1:20,
mientras que se detectd la producciéon de ROS en proporciones menores. Estos
datos sugieren que la cantidad de NET liberada en respuesta a los trofozoitos
ocurre independientemente de la actividad de NOX2 al usar una proporcion
trofozoito:neutroéfilo de 1:20, sin embargo, no se descarta la participacion de las
ROS derivadas de NOX2 al usar proporciones menores debido a que el estallido

respiratorio no es suprimido completamente.
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Figura 8. La NETosis inducida por los trofozoitos parece ocurrir de forma independiente de NOX2. (A)
Los neutréfilos (1 x 10%) se pretrataron con apocinina (400 uM; Apo) o DMSO por 30 min. Las células se
colocaron en medio RPMI-1640 adicionado con 5% de FBS, 500 nM de SYTOX®Green y 400 uM del
inhibidor. Las células se estimularon con PMA (50 nM), A23187 (10 puM) o trofozoitos viables de E. histolytica
(proporciones 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10. La fluorescencia se ley6 a las 4 h. (B) Los neutrdfilos (1 x 10°) se

ROS (FRU)

trataron con H2DCFDA, se transfirieron a medio RPMI-1640 adicionado con 5% de FBS y se estimularon con

PMA (50 nM), A23187 (10 puM) o trofozoitos de E. histolytica en las proporciones 1:100, 1:50 y 1:20. La
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fluorescencia se leyé después de 1 h de incubacion. Las cantidades de NET y ROS se expresan como
unidades de fluorescencia relativa (UFR). Los experimentos se realizaron 3 veces por triplicado. *p < 0.0001,
# p < 0.001 respecto al control.

7.3 Los trofozoitos muertos no inducen la liberacion de NET y contienen una

escasa cantidad de ROS

En la figura 9A se observa que los trofozoitos muertos por calor o fijjados con
frmaldehido no inducen la liberacion de NET en contraposicion con las amibas
viables en una proporcion trofozoito:neutréfilo de 1:20, las cuales inducen la
liberaciéon de NET en una cantidad similar a los controles positivos PMA y A23187.
Este resultado sugiere que se requiere un producto del metabolismo activo del
trofozoito para la induccion del fenémeno. De este modo se comenz6 a explorar la
posibilidad de que las ROS provenientes de los trofozoitos desencadenaran la
liberacibn de NET. Como se aprecia en la figura 9B, los trofozoitos muertos por
ambas metodologias poseen una disminucion significativa en la cantidad de ROS

detectadas con el indicador H.DCFDA respecto a los trofozoitos viables.
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Figura 9. Los trofozoitos muertos de E. histolytica no inducen NETosis y contienen menos ROS. (A)
Los neutrdfilos (1 x 10°) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y adicionado con
SYTOX®Green (500 nM). Los leucocitos se estimularon con PMA (50 nM), A23187 (10 uM), 5 x 103
trofozoitos viables, fijados o muertos por calor. La fluorescencia se leyé a las 4 h de incubacion. (B) Los
trofozoitos (5 x 10%) viables, fijados o muertos por calor se pretrataron con H.DCFDA por 1 h y posteriormente
se leyd la fluorescencia. Las cantidades de NET y ROS son expresadas como unidades de fluorescencia

relativa (UFR). Los experimentos se realizaron 3 veces por triplicado. *p < 0.0001.
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7.4 El pirocatecol reduce las ROS generadas por los trofozoitos viables

De acuerdo con los resultados anteriores, se decidié disminuir las ROS de los
trofozoitos sin alterar su viabilidad usando pirocatecol. El pirocatecol posee
actividad pepenadora de ROS al reaccionar con peroxido de hidrogeno y radicales
libres oxidandose y formar benzoquinona (Zafar et al., 2016), sin embargo, se
propone que posee otra actividad pepenadora al quelar iones Fe?* impidiendo que
se lleve a cabo la reaccién de Fenton (Perron y Brumaghim, 2009) y reduciendo la
formacion del radical hidroxilo. Las ROS se detectaron utilizando H2DCFDA, un
indicador de ROS el cual atraviesa la membrana citoplasmética y reacciona con
las esterasas intracelulares removiendo sus grupos acetado evitando su salida de
la célula (Ng y Ooi, 2021). Este compuesto emite fluorescencia verde cuando es
oxidado por diversas ROS, pero principalmente por radical hidroxilo, radical
peroxilo, y el anidn peroxinitrito, sin embargo, puede utilizarse para deterctar
perdxido de hidrégeno indirectamente ya que su presencia es necesaria para la
formacion del anion hidroxilo (Murphy et al., 2022). En la Figura 10A se observa
qgue el pretratamiento de los trofozoitos con pirocatecol durante 1.5 h reduce de
manera significativa las ROS detectadas en los trofozoitos de una forma dosis
depediente. Ademas, en la Figura 10B se observa que los trofozoitos expuestos al
H2DCFDA exhiben una fluorescencia verde intensa en condiciones basales (altos
niveles de ROS), mientras que en los trofozoitos tratados con pirocatecol la
fluorescencia se reduce gradualmente de acuerdo con la dosis, incluso, algunos

trofozoitos tratados con pirocatecol 200 uM no exhiben fluorescencia alguna.
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Figura 10. El pirocatecol reduce las ROS generadas por los trofozoitos viables de E. histolytica. Los
trofozoitos se trataron con DMSO o pirocatecol (Pyro) usando las concentraciones de 50, 100 y 200 pM y
después se marcaron con el indicador H2DCFDA. Los trofozoitos se incubaron por una hora adicional y
posteriormente se resuspendieron en medio RPMI-1640 adicionado de FBS al 5%. La fluorescencia de la 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF) se midi6é cada hora durante 4 h (A), o bien, los trofozoitos se fijaron y contratifieron

con DAPI para su observacién microscépica (B); las flechas sefialan a los trofozoitos tratados con pirocatecol
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que ya no emiten fluorescencia. La cantidad de ROS se expersa en unidades de fluorescencia relativa (UFR).
Los experimentos se realizaron tres veces por triplicado. # p < 0.01 respecto al control.

7.5 Los trofozoitos con bajos niveles de ROS inducen una menor liberacién
de NET

Una vez que se demostré que el pirocatecol reduce las ROS producidas por el
trofozoito, se decidio observar el efecto de estos trofozoitos sobre la liberacion de
NET. Se puede observar que los trofozoitos reducidas en ROS inducen una menor
liberacion de NET al compararlas con aquellas que se trataron con el vehiculo
DMSO (Figura 11A) y esta reduccion fue estaditicamente significativa cuando se
us6 una concentracion de pirocatecol de 100 y 200 uM. Ademas, el pirocatecol
presente en el medio inhibié por completo la liberacion de NET inducida por PMA
en todas las concentraciones utilizadas. Sorpresivamente, el pirocatecol a 200 uM
disminuy6 significativamentre la cantidad de NET utilizando A23187, pero
concentraciones menores no tuvieron este efecto. La participacion de las ROS de
los trofozoitos en la liberacion de NET fue mas evidente cuando se utilizaron
menores proporciones de trofozoito:neutréfilo. Como se observa en la figura 11B
los trofozoitos pretratados con pirocatecol indujeron la liberacion de NET de una
forma dosis dependiente en comparacion con los trofozoitos tratados con el
vehiculo DMSO. Incluso, los trofozoitos perdieron su capacidad de inducir la
liberacion de NET en las proporciones 1:50 y 1:100.
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Figura 11. Los trofozoitos reducidos en ROS inducen una menor liberacion de NET. (A) Los neutréfilos
(1 x 10%) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y adicionado con SYTOX®Green
(500 nM) y pirocatecol (Pyro; 50, 100 o 200 puM). Los leucocitos se estimularon con PMA (50 nM), A23187 (10
uM) o 5 x 102 trofozoitos (proporcion 1:100) pretratados con pirocatecol (de acuerdo con la concentracion
presente en el medio). La fluorescencia se leyé a las 4 h de incubacion. (B) Los neutréfilos (1 x 10°%) se
cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y adicionado con SYTOX®Green (500 nM) y
pirocatecol (200 uM). Los leucocitos se estimularon con trofozoitos pretratados con pirocatecol (200 M) o con
el vehiculo DMSO en las proporciones 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10. La fluorescencia se ley6 a las 4 h de
incubacion. La cantidad de NET se expresa como unidades de fluorescencia relativa (UFR). Los experimentos

se realizaron 3 veces por triplicado. *p < 0.01, *p < 0.0001, #p < 0.05 respecto al control.
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7.6 Se detecta actividad de MPO durante la interaccién neutréfilo-trofozoito

La actividad de MPO se ha relacionado con algunos mecanismos de NETosis, fue
por ello por lo que se decidié detectar su actividad durante la interaccion del
neutrofilo con los trofozoitos. La MPO es una enzima tetramérica que produce
acido hipocloroso (HCIO) a patrtir del peroxido de hidrégeno y ion cloruro durante
el estallido oxidativo de los neutréfilos (Van Der Veen et al., 2009). Para detectar
su actividad se utilizé luminol, una molécula que puede oxidarse produciendo luz
(quimioluminiscencia) de forma directa o indirectamente por el HCIO producido por
la MPO, o bien, la MPO puede catalizar su oxidacion utilizando como cosustrato al
anion superoxido. Ademas, Gross et al. (2009) reportaron que su luminiscencia
depende substancialmente de la actividad de MPO en modelos in vitro e in vivo.
Durante el contacto de los neutréfilos con los trofozoitos, se detect6 actividad de
guimioluminiscencia del luminol, que es un indicador indirecto de la actividad de
mieloperoxidasa (MPO) en los neutréfilos por produccion de HCIO, y esta actividad
estuvo presente en todas las proporciones trofozoito:neutrofilo probadas (Figura
12). El patron de actividad fue el mismo independientemente de la cantidad de
trofozoitos: la actividad se incrementa rapidamente durante los primeros minutos
de interacciébn hasta alcanzar un maximo a los 20 min aproximadamente,
posteriormente, decrece gradualmente hasta desaparecer por completo a los 90
min (Figuras 12A-D). El A23187 produjo un efecto similar observandose una
lectura maxima a los 10 min la cual decay6 hasta desaparecer por completo a los
100 min (Figura 12). Por otro lado, al utilizar PMA se indujo una actividad gradual
durante los primeros 20 min alcanzando un valor constante durante 25 min mas,
posteriormente la actividad se incrementé nuevamente hasta alcanzar su valor
maximo a los 100 min para disminuir gradualmente hasta desaparecer a los 200
min (Figura 12F). Finalmente, es importante notar que los trofozoitos no exhiben

actividad de MPO por si mismas (Figura 12G).
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Figura 12. Determinacién de actividad de MPO durante la interaccion de los neutr6filos con los
trofozoitos. Los neutréfilos (1 x 10%) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y
adicionado con luminol (200 pM). Los leucocitos se estimularon con trofozoitos viales de E. histolytica a las
proporciones 1:100 (A), 1:50 (B), 1:20 (C) y 1:10 (D), asi como A23187 (E) y PMA (F). Los trofozoitos solos se
utilizaron como testigo (G). Las lineas negras sélidas representan la actividad de MPO (reportada como
unidades de luminiscencia relativa, LRU) después de la estimulacién y las lineas punteadas representan la
actividad de MPO en ausencia de estimulo (misma linea para todas las gréaficas). Los experimentos se
realizaron 3 veces por triplicado.

7.7 La actividad de MPO es necesaria para la NETosis inducida por E.

histolytica

El luminol también ha sido empleado como un pepenador del HCIO derivado de la
MPO (Gross et al., 2009), por lo que en este trabajo se analizo su efecto sobre la
liberacién de NET. Como se observa en la Figura 13A este compuesto disminuye
la liberacién de NET inducida por el trofozoito de una forma dosis dependiente,
ademas, se observaron resultados similares al utilizar PMA y A23187 como

estimulos. Cuando este experimento se realizd utilizando ahora diferentes
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proporciones trofozoito:neutréfilo, el luminol (200 uM) redujo la liberacién de NET
en las proporciones 1:50, 1:20 y 1:10, sin embargo, no se observaron diferencias

al utilizar la proporcion 1:100 (Figura 13B).

Para confirmar que este efecto se debio a la reduccion del HCIO derivado de MPO
proveniente de los neutrofilos y no de otra ROS derivado del trofozoito, éstos se
pretrataron con luminol durante 1.5 h y después se utilizaron para inducir la
liberacion de NET. Sorpresivamente, se observé una disminucién en la liberacion
de NET similar a la observada en el experimento anterior (Figura 13C). Por esta
razon se determind la produccién de ROS en los trofozoitos pretratados y se
encontré que el luminol incrementa la cantidad de ROS en los trofozoitos (Figura
13D).
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Figura 13. La actividad de MPO se requiere para la NETosis inducida por los trofozoitos de E.
histolytica. (A) Los neutréfilos (1 x 10°) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y
adicionado con SYTOX®Green (500 nM), luminol (Lum, 50, 100 y 200 pM) o el vehiculo DMSO. Los
leucocitos se estimularon con PMA (50 nM), A23187 (10 uM), 5 x 102 trofozoitos viables. La fluorescencia se
leyé a las 4 h de incubacion. (B) Los neutréfilos (1 x 10°) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado
con FBS al 5% y adicionado con SYTOX®Green (500 nM), luminol (200 uM) o el vehiculo DMSO. Los
leucocitos se estimularon con trofozoitos viables en las proporciones 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10. (C) Los
neutréfilos (1 x 10%) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y adicionado con
SYTOX®Green (500 nM), luminol (200 uM) o el vehiculo DMSO. Los leucocitos se estimularon con PMA (50
nM), A23187 (10 uM) o trofozoitos pretratados con luminol (200 uM) en las proporciones 1:100, 1:50, 1:20 y
1:10. La fluorescencia se leyé a las 4 h de incubacion. (D) Los trofozoitos se trataron con el vehiculo DMSO o
con luminol a las concentraciones 50, 100 o 200 uM durante 30 min, posteriormente se adicioné el indicador
H2DCFDA (100 pM). Las células se incubaron por una hora extra y después de este tiempo se transfirieron a
medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 5%. Se tomaron 1 x 10° trofozoitos, se sembraron y se midio la
fluorescencia. Las cantidades de NET y ROS son expresadas como unidades de fluorescencia relativa (UFR).
Los experimentos se realizaron 3 veces por triplicado. *p < 0.01, ** p < 0.001, #p < 0.0001 respecto al control.
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7.8 La MPO se detecta en la superficie de los trofozoitos después de la

interaccién temprana con los neutréfilos

Los resultados anteriores hicieron plantear la posibilidad de que las ROS se
transfieren entre ambas células durante tiempos cortos de interaccion. Debido a
gue las ROS no se detectaron en los neutréfilos estimulados con los trofozoitos en
proporciones 1:20, pero la actividad de MPO se detect6 independientemente de la
proporcion empleada, se explord la posibilidad de que la MPO se transfiriera a los
trofozoitos. En la figura 14 se observa que en los trofozoitos solos no se detecta
MPO mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo especifico contra
esta enzima ni tampoco se detecta autofluorescencia. En cambio, el anticuerpo se
unié a la superficie de los trofozoitos después de 5 min de interaccién con los
neutréfilos y cubrieron completamente a los trofozoitos después de 10 min de
contacto, sugiriendo que la MPO se transfirio rdpidamente desde los neutréfilos

hacia los trofozoitos.
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Figura 14. La MPO se transfiere rapidamente desde los neutréfilos hacia los trofozoitos. (A) Los
neutréfilos (2 x 10%) se cocultivaron con trofozoitos de E. histolytica (1 x 10%) durante 5 o 10 min. Los
trofozoitos solos se utilizaron como control. Después de la fijacion, las células se marcaron utilizando un
anticuerpo primario anti-MPO seguido de un anticuerpo secundario anti-raton acoplado a FITC. El DNA fue
contratefiido con DAPI. La linea punteada marca el contorno de los trofozoitos. Las imagenes se obtuvieron
con un aumento de 100x. La barra de escala equivale a 50 um. Las imagenes que se muestran son
representativas de 3 ensayos.

7.9 La inhibicién de la actividad de MPO extracelular reduce la NETosis

inducida por los trofozoitos

Para determinar si la MPO detectada en la superficie de los trofozoitos esta
involucrada en la NETosis se decidié utilizar isoluminol como pepenador
extracelular, el cual posee un grupo amino que evita su entrada a las células. En
contraste con el luminol, el isoluminol disminuyo la cantidad de NET en todas las
proporciones trofozoito:neutréfilo empleada (1:100, 1:50, 1:20 y 1:10) mostrando
diferencia significativa con su respectivo control (Figura 15). El isoluminol también
redujo la cantidad de NET liberada en respuesta al PMA y A23187, pero tampoco

la redujo completamente.
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Figura 15. La actividad de MPO se requiere para la NETosis inducida por los trofozoitos de E.
histolytica. Los neutréfilos (1 x 10°%) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% vy
adicionado con SYTOX®Green (500 nM), isoluminol (Iso, 200 uM) o el vehiculo DMSO. Los leucocitos se
estimularon con PMA (50 nM), A23187 (10 uM) o trofozoitos viables en relacién 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10. La
fluorescencia se leyé a las 4 h de incubacion. La cantidad de NET esta expresada en unidades de
fluorescencia relativa (UFR). *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001.

7.10 Las ROS de origen mitocondrial no participan en la NETosis inducida

por E. histolytica

También se decidié explorar la posibilidad de que las ROS de origen mitocondrial
participaran en la liberacion de NET inducida por los trofozoitos. Primero se evalu6
la produccion de ROS mitocondriales de los neutrdfilos por pretratamiento con
MitoSOX™Red, el cual tiene un grupo trifenilfosfonio que le permite atravesar las
membranas lipidicas y acumularse en la mitocondria, sumado al grupo
dihidroetidio que es oxidado especificamente por el anién superoxido (Mailloux,
2015). Este compuesto posteriormente se une al DNA mitocondrial emitiendo
fluorescencia de color rojo. Como se esperaba, el PMA no indujo la produccion de
ROS mitocondriales, contraria a la estimulacién con el ion6foro A23187 (Figura
16A). Por otro lado, los trofozoitos indujeron la produccion de ROS mitocondriales
de una forma dosis dependiente (Figura 16A). Para determinar si estas moléculas
eran necesarias para la liberacion de las NET se utlizd6 MitoTEMPO, un
pepenador especifico del anion superoxido. Este compuesto posee el grupo

nitroxido de piperidina con accion antioxidante especifica por el anion superéxido
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y, ademas, también posee el grupo trifenilfosfonio para acumularse en la
mitocondria (Kalyanaraman et al., 2018). Como se observa en la Figura 16B el
MitoTEMPO no produjo una reducciéon de la cantidad de NET liberada en
respuesta al PMA, A23187 ni por ninguna de las proporciones trofozoito:neutréfilo
ensayada. Para verificar estos resultados se utilizé el dinitrofenol (DNP), un agente
desacomplante de la cadena respiratoria mitocondrial, el cual ha demostrado que
reduce la cantidad de peroxido de hidrégeno producido por los complejos
respiratorios (especialmente por el complejo 1) al permitir un paso libre de los
electrones a través de estos (Cadenas, 2018). En la Figura 16C se nota que la
cantidad de NET liberada como respuesta al PMA y A23187 no se vio afectada por
el DNP, sin embargo, la cantidad inducida por el trofozoito se redujo de forma
significativa utilizando las proporciones 1:20 y 1:100. Sin embargo, se observé que
el DNP redujo significativamente las ROS generadas por los trofozoitos (Figura
16D). Estos datos juntos sugieren que las ROS mitocondriales no participan en el

fenébmeno.
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Figura 16. Las ROS mitocondriales no son necesarias para la NETosis inducida por E. histolytica. (A)
Los neutroéfilos (1 x 10%) se marcaron con MitoSOX™Red y se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado
con FBS al 5%. Los leucocitos se estimularon con PMA (50 nM), A23187 (10 uM) o trofozoitos viables en
relacion 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10. La fluorescencia se ley6 a las 2 h de incubacion. (B) Los neutréfilos (1 x 10°)
se pretrataron con MitoTEMPO (400 uM) o DMSO por 30 min, posteriormente, se cultivaron en medio RPMI-
1640 suplementado con FBS al 5% y adicionado con SYTOX®Green (500 nM). Los leucocitos se estimularon
con PMA (50 nM), A23187 (10 uM) o trofozoitos viables en relaciéon 1:100, 1:50, 1:20 y 1:10. La fluorescencia
se leyo a las 4 h de incubacion. (C) Los neutréfilos (1 x 10°) se pretrataron con DNP (200 uM) o DMSO por 30
min, posteriormente, se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 5% y adicionado con
SYTOX®Green (500 nM). Los leucocitos se estimularon con PMA (50 nM), A23187 (10 uM) o trofozoitos
viables en relacion 1:100 y 1:20. La fluorescencia se leyd a las 4 h de incubacion. (D) Los trofozoitos se
trataron con el vehiculo DMSO o con DNP (200 uM) durante 30 min, posteriormente se adicioné el indicador
H2DCFDA (100 pM). Las células se incubaron por una hora extra y después de este tiempo se transfirieron a
medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 5%. Se tomaron 1 x 10° trofozoitos, se sembraron y se midié la

47



fluorescencia. Las cantidades de NET y ROS estan expresadas en unidades de fluorescencia relativa (UFR).
Los experimentos se realizaron 3 veces por triplicado. *p < 0.01, **p < 0.001, # p < 0.001 respecto al control.

7.11 Las EV de los trofozoitos transportan ROS hacia los neutrofilos

humanos

Para tratar de establecer un mecanismo a través del cual las ROS producidas por
los trofozoitos pudieran transportarse hacia los neutréfilos se decidié probar la
participacion de las EV en este proceso. Para ello se utilizé el equipo Nanosight
NS3000 que mide la dispersion de luz dinamica en una solucion a través de un
laser, lo que se traduce en la medicion del tamafio de las nanoparticulas
suspendidas en ella. En la figura 17A se muestra que las EV liberadas por los
trofozoitos de E. histolytica tienen un tamafio heterogéneo que va desde los 50
hasta los 600 nm (Figura 17A), sin embargo, hubo un enriquecimiento de
particulas con un didmetro de 167 nm. Ademas, en el histograma también se
observaron otros picos de particulas de tamafios de 141, 230, 348 y 483 nm. Para
corroborar que estas particulas detectadas en el sobrenadante correspondieran a
EV y no a otro tipo de particulas se realiz6 una microscopia electronica de
transmision. En la Figura 17B se aprecian que las nanoparticulas aisladas tienen
menos de 200 nm de tamafio y que su morfologia es casi esférica con una
hendidura central, lo cual corresponde con descripciones previas de EV
observadas mediante la misma técnica (Jung y Mun, 2018). La identidad de las EV
también fue verificada usando los colorantes DiO y Dil, los cuales son compuestos
lipofilicos que se unen a las bicapas lipidicas emitiendo fluorescencia verde (DiO)
o roja (Dil) (Cheng et al., 2014). Como se observa en la Figura 17C, las particulas
obtenidas a partir de los trofozoitos y tefiidas con DiO emiten fluorescencia verde,
lo cual indica que estan compuestas por membranas lipidicas. La interaccién entre
las EV y los neutrofilos humanos se evidencia en la Figura 17D en donde se
observa que los neutrdfilos cultivados en contacto con las EV tefiidas con Dil
muestran puntos de fluorescencia roja intensa asociados a la membrana
citoplasmatica y también en el citoplasma, indicando que las particulas
interaccionan con la superficie de estas células, pero también son internalizadas.

Este patron de fluorescencia estuvo ausente en los neutrofilos control que se
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trataron con el vehiculo de las EV. Finalmente, la Figura 17E muestra que los
neutrofilos en contacto con las EV marcadas con el indicador de ROS H2DCFDA
exhibieron pequefios puntos de fluorescencia verde detectados en el citoplasma y
este patron estuvo ausente en las células control tratadas Unicamente con el
vehiculo. Esto dltimo corresponde con el patron de interaccion descrito con

anterioridad indicando que las EV que acarrean ROS son internalizadas.
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E Control Neutroéfilos + EV

Figura 17. Las EV producidas por los trofozoitos de E. histolytica transportan ROS hacia los
neutréfilos. Las EV se obtuvieron a partir de 7.5 x 10° trofozoitos cultivados en medio RPMI-1640 libre de
suero. Después de recuperar el sobrenadante libre de células las EV se purificaron usando el reactivo Total
Exosome Isolation (from cell culture media) y se analizaron en el equipo Nanosight NS3000 para determinar el
tamafio a través del histograma (A). (B) Microscopia electrénica de transmision de las EV. La barra de escala
representa 200 nm. (C) Las EV se aislaron a partir del sobrenadante de cultivo de los trofozoitos y se tifieron
con el colorante DiO (dilucién 1:10). Posteriormente la suspension se coloc6 sobre una cama de agarosa de
bajo punto de fusion para su visualizacion. La barra de escala representa 10 um. (D) Las EV provenientes de
los trofozoitos se tifieron con el colorante Dil (dilucién 1:10) y se adicionaron a un cultivo de 2x 10° neutréfilos
humanos. Después e 10 min de interaccion las células se fijaron, se contratifieron con DAPI y se montaron
para su observacion. La barra de escala representa 20 um. (E) Las EV (10 pg de proteina) se marcaron
usando H2DCFDA 10 uM y se pusieron en contacto con 2 x 10° neutrdfilos (Neutréfilos + EV). El cultivo se
incub6é por 30 min en la oscuridad, se contratiid con DAPI, se fij6 y posteriormente se montd para su
observacion al microscopio confocal. Como control se usaron células expuestas al vehiculo. La barra de

escala equivale a 20 pm.

8. DISCUSION

Anteriormente, hemos descrito que la NETosis inducida por E. histolytica ocurre
por un mecanismo no convencional independiente de la actividad de NOX2, pero
también es independiente de la participacion de PAD4 (Avila et al., 2016; Diaz-
Godinez et al., 2018). En este proyecto se realizaron una serie de experimentos
para continuar con la caracterizacion de la NETosis inducida por el trofozoito y asi

determinar la existencia o no de una fuente de ROS.
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En todos nuestros estudios previos de NETosis, los neutréfilos humanos se
coincubaron con los trofozoitos en proporcion 1:20 (Avila et al., 2016; Diaz-
Godinez et al., 2018, Fonseca et al.,, 2018; Fonseca et al., 2019). Aqui se
demostro que esta es la relacion a la cual se obtiene la mayor cantidad de NETs y
que cantidades menores de trofozoitos (proporciones 1:50 y 1:100) también
inducen la liberacion de NET en una forma dosis dependiente. Estos datos
apuntan a que E. histolytica es uno de los parasitos con mayor capacidad de
inducir NET, debido a que otros protozoarios requieren grandes proporciones para
lograrlo, por ejemplo, Toxoplasma gondii ha sido usado en relaciones 1:1,
Trypanosoma cruzi 1:1 y diferentes especies del género Leishmania necesitan
utilizarse en proporciones 10:1 o 1:1 (Guimardes-Costa et al., 2009; Abi-Abdallah
et al., 2012; Rochael et al., 2015; Sousa-Rocha et al., 2015,). En contraposicion,
en este trabajo se observé que 1 trofozoito por cada 100 neutrdéfilos es suficiente
para que se lleve a cabo la NETosis. La razén exacta de este mecanismo requiere
explorarse, pero el tamafio del patbgeno puede estar relacionado pues T. gondii,
T. cruzi y Leishmania no exceden los 30 um, mientras que los trofozoitos de E.
histolytica llegan a alcanzar hasta los 60 um (Carrero et al., 2020). Mientras que
los neutrofilos pueden fagocitar parasitos de talla pequefia como los mencionados
anteriormente (Carlsen et al.,, 2013; Lima et al., 2018), estos leucocitos son
incapaces de fagocitar a los trofozoitos, por el contrario, se han observado a
trofozoitos fagocitando neutrdfilos (Avila et al., 2016). Los neutrofilos
probablemente detectan el tamafio de los patdgenos a través de la sefalizacion
via dectina-1, lo cual les permite decidir entre la realizacion de fagocitosis o la
liberacién de NET por el secuestro de la NE (Branzk et al., 2014). En este sentido,
durante la fagocitosis la NE se lleva al fagolisosoma, mientras que en la NETosis,
esta proteasa se libera al citoplasma y posteriormente al nlcleo para favorecer la
descondensacion del DNA. Esto correlaciona con observaciones previas en las
gue se ha visto que la NE se transloca al nucleo durante la interaccion neutrofilo-
trofozoito (Diaz-Godinez et al., 2018).

Los mecanismos que conducen a la liberacion de NET generalmente se incluyen

en dos grupos: dependientes de NOX2 e independientes de NOX2. Fuchs et al.
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(2007) fueron los primeros en reportar que la inhibicion de NOX2 inhibia la
NETosis usando PMA como estimulo, y diferentes autores han descrito el mismo
efecto utilizando otros estimulos (Johnson et al., 2017; Khan et al., 2018).
Posteriormente, se describio que los ionoforos de calcio también provocan
NETosis, pero sin la participacion de NOX2 (Wang et al., 2009). Anteriormente se
ha reportado que los trofozoitos de E. histolytica provocan NETosis de forma
independiente de NOX2 y PAD4, pues los inhibidores apocinina y GSK484 fallaron
al inhibir o reducir la cantidad de DNA liberado. Incluso, se ha descrito que
proporciones de 1 trofozoito por cada 20 neutréfilos son capaces de suprimir
completamente el estallido respiratorio de los neutrofilos (Diaz-Godinez et al.,
2018; Fonseca et al., 2018). De forma interesante, en este trabajo se aprecié que
cantidades menores de trofozoitos (proporciones 1:50 y 1:100) reducen la
produccién de ROS en los neutrofilos sin inhibirla completamente. De acuerdo con
Zhou et al. (2018), una desregulacion en la entrada de calcio en los neutréfilos
provoca que PAD4 citruline las unidades citoplasmaticas p47°P"x y p67°P"ox de
NOX2, bloqueando su ensamblaje y en Ultima instancia impidiendo la generacion
de ROS. En este contexto, previamente se ha reportado que los trofozoitos
inducen la entrada de calcio (Fonseca et al., 2018) y la citrulinacion de proteinas
(Diaz Godinez et al., 2018) en neutréfilos humanos, lo cual puede ocasionar la
inactivacion de NOX2 observada en las proporciones 1:20. Sin embargo, cuando
una menor cantidad de trofozoitos interacciona con los neutréfilos es posible que
no se lleve a cabo la citrulinacién de todas las subunidades citoplasmaticas y por
ello no se completa la inhibicién, pero futuros estudios son necesarios para

corroborar esta teoria.

Anteriormente se ha reportado que los trofozoitos muertos son incapaces de
inducir NETosis (Avila et al., 2016, Fonseca et al., 2018), lo cual se confirmé en
este trabajo. Estos datos sugieren que algun producto de E. histolytica que solo se
genera cuando se encuentra viable es necesario para inducir NET. En este
sentido, las ROS generadas por algunos patégenos se han identificado como
moléculas inductoras de NETosis, independientemente de las ROS generadas por

el neutrofilo (Kenny et al., 2017; Diaz-Godinez et al., 2020). En concordancia con
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esto, nuestro grupo describi6 que Entamoeba dispar, una amiba no patdgena
emparentada estrechamente con E. histolytica, no induce la liberacion de NET v,
ademas, no produce ROS (Fonseca et al., 2020; Diaz-Godinez et al., 2020). Como
la mayoria de los estudios sugieren que todo mecanismo de NETosis es precedido
por la generacion de ROS, en este trabajo se decidio explorar la posibilidad de que
las ROS generadas por los trofozoitos fueran el estimulo desencadenante. Aqui se
verificO que los trofozoitos viables generan una cantidad basal de ROS,
confirmando observaciones previas (Ramos-Marinez et al., 2009), mientras que
los trofozoitos muertos por calor o fijadas con formaldehido contiene una escasa
cantidad de ROS. Aunqgue la muerte celular se asocia con la generacion de ROS
(Ghosh et al.,, 2010), las pequefias cantidades detectadas pueden explicarse
debido a que los estimulos usados causan inactivacion (desnaturalizacion o

entrecruzamiento) de las enzimas necesarias para su formacion.

El pretratamiento de los trofozoitos con pirocatecol, un pepenador de peréxido de
hidrégeno y radicales libres (Bendary et al., 2013; Nagarajan et al., 2020), redujo
las ROS detectado en los trofozoitos viables. El peroxido de hidrégeno, una ROS
de particular importancia en la NETosis, se genera por los trofozoitos como una
respuesta de detoxificacion del oxigeno molecular a través de diversas enzimas
como la NADPH:flavina oxidorreductasa (Eh43), tiorredoxina reductasa (TrxR),
oxidorreductasa dependiente de NADPH (NO1/2) o la Fe-superdxido dismutasa
(FeSOD) (Ramos-Martinez et al., 2009; Olivos-Garcia et al., 2016). La disminucién
de ROS en los trofozoitos por el pretratamiento con pirocatecol impacto
directamente en la NETosis pues se detectdé una menor cantidad de DNA
extracelular. Ademas, la NETosis se inhibi6 por completo cuando se usaron
trofozoitos pretratadas con el pepenador en proporciones menores (1:100 y 1:50).
En concordancia con lo anterior, el pirocatecol inhibié completamente la liberacién
de NET inducida por PMA, la cual depende de peréxido de hidrégeno producido

por los neutrdfilos.

Kenny et al. (2017) propusieron que el perdoxido de hidrogeno producido por

Candida albicans era capaz de llevar a los neutrofilos a la NETosis, lo cual se
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comprobd al utilizar pirocatecol como pepenador de perdxido de hidrogeno e
inhibirse la NETosis inducida por este hongo. Sin embargo, la adicién de catalasa
(que posee alta especificidad por el peroxido de hidrégeno) fallé en la inhibicion de
la NETosis inducida por el trofozoito, contrastando con la inhibicion parcial que se
observo al utilizar el PMA como estimulo (Diaz-Godinez et al., 2021), lo cual se
reporté también con anterioridad (Fuchs et al., 2007; Vorobjeva et al., 2020). Por
ello, se abordd la participacion de la MPO en el proceso debido a que se ha
relacionado con otros mecanismos de NETosis (Kirchner et al.,, 2012),
principalmente con estimulos no fagocitables como lo es el trofozoito (Parker et
al., 2012A, Parker et al., 2012B). Aqui se observo que los trofozoitos promueven la
actividad de MPO después de ponerse en contacto con los neutrofilos, denotado
por un incremento en la cantidad de luz detectada. Es importante notar que la
sefial méxima de la actividad de MPO se detectdé al mismo tiempo que inicia la
liberacion del DNA sugiriendo que puede ser la sefial que inicia el proceso.
Ademas, los trofozoitos no presentaron actividad de MPO detectable al estar solas
en cultivo, por lo que se puede asegurar que la sefial detectada corresponde a la
MPO derivada de los neutrdfilos. Este dato se confirmé al utilizar la propiedad del
luminol para funcionar como un pepenador de HCIO (Bjornsdottir et al., 2015). El
luminol redujo la liberacion de NET en todas las concentraciones probadas (50,
100 y 200 uM) y el pretratamiento de los trofozoitos con este compuesto mostré
resultados similares, sin embargo, el luminol incrementé las ROS generadas por
los trofozoitos. Estos datos indican que la disminucién de la NETosis esta
relacionada con la disminucion de HCIO y no con la disminucién de otras ROS
presentes en el trofozoito. Es interesante notar que el luminol no afect6é la NETosis
inducida en una proporcion trofozoito:neutréfilo de 1:100, lo cual puede sugerir la
existencia de diversos mecanismos para inducir la NETosis de acuerdo con las
condiciones de estudio abordadas, lo cual se ha observado con otros patdogenos
como Leishmania amazonensis y Candida glabrata (Rochael et al., 2015; Johnson
et al., 2017).

En este trabajo también exploramos el papel de las ROS mitocondriales (mitROS)

en la NETosis inducida por el trofozoito. Douda et al. (2015) describieron que las
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mitROS se requieren en la NETosis inducida por los ionéforos de calcio ionomicina
y A23187, lo cual ha sido replicado en otro trabajo (de Sousa et al., 2015). Otros
estimulos biolégicos como formas parasitarias de Leishmania o luz ultravioleta
también requieren la presencia de mitROS (Rochael et al., 2015; Azzouz et al.,
2018). En el presente trabajo se observo por primera vez que los trofozoitos de E.
histolytica inducen la produccién de mitROS sobre los neutrofilos humanos de una
forma dosis dependiente. El mecanismo por el cual ocurre esto es desconocido,
pero se propone que el reconocimiento del lipopeptidofosfoglicano (LPPG) del
trofozoito via TLR2 y TLR4, asi como la entrada descontrolada de calcio generada
por los trofozoitos pudiera estar involucrada como se ha explorado por otros
autores (Brookes et al., 2004). A pesar de la detecciéon de mitROS durante la
NETosis, el uso de mitoTEMPO como pepenador de estas moléculas fall6 en
inhibir el proceso, lo cual sugiere que las mitROS no estan relacionadas. Esto
concuerda, ademas, con el hecho de que el DNP reduce la produccion de NET,
pero no por la disminucion de mitROS, sino por la disminucion de ROS en los

trofozoitos (similar al pirocatecol).

Las observaciones por inmunofluorescencia mostraron que el DNA liberado por los
neutréfilos durante le NETosis inducida por el trofozoito se agrega como NET
nubosas de acuerdo con una clasificacion previa (Daniel et al., 2019). EI DNA
cubrié extensas areas atrapando a los trofozoitos. Las NET observadas difieren
con las observadas en otros estudios (Kaplan et al., 2012; Davidsson et al., 2020;
Manda-Handzlik et al., 2020) pues la distribucién de MPO y NE fue heterogénea,
es decir, estos marcadores no colocalizaron completamente con el DNA, en
contraste las proteinas se observaron como puntos localizados en areas
reducidas, sugiriendo que estas enzimas puedan liberarse por desgranulacion
previo o al mismo tiempo en el que ocurre la NETosis. Esto ayudaria a explicar el

por qué hay una escases de estas proteinas en las NET.

La unién de MPO a los trofozoitos de E. histolytica se describié previamente por
Pacheco-Yépez et al. (Pacheco-Yépez et al., 2011) quienes indicaron que la MPO

purificada interacciona con los trofozoitos produciendo cambios morfologicos y
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pérdida de su viabilidad, lo cual se observé también en los trofozoitos atrapados
en las NET (Fonseca et al.,, 2019). Aqui se observé que la MPO se transfiere
desde los neutrofilos hacia los trofozoitos en tiempos tempranos de interaccion (5
y 10 min) lo cual sugiere un origen exdgeno del HCIO detectado anteriormente. En
el presente trabajo se uso el isoluminol, un isomero hidrofébico del luminol, para
pepenar el acido hipocloroso extracelular (Jancinova et al., 2006). Los resultados
muestran que el isolumino, redujo la liberacién de NET en forma similar al luminol,
indicando que la actividad extracelular de MPO es la responsable de la NETosis.
Esta observacidén concuerda con trabajos anteriores que sustentan que el HCIO o

el ion hipoclorito son suficientes para llevar a los neutrofilos a NETosis.

Las EV representan un grupo heterogéneo de cuerpos membranosos producidos
por practicamente todos los seres vivos, desde bacterias hasta humanos (Bose et
al., 2021; Simon et al., 2018; Rizzo et al., 2020; Liu et al., 2021). Actualmente, se
acepta la existencia de tres tipos de vesiculas extracelulares (EV) segun sus
caracteristicas de tamafo, carga y ruta de secrecion: exosomas (30-150 nm),
microvesiculas (100 nm hasta 1 pm) y cuerpos apoptéticos (500 nm hasta > 5 um)
(Doyle y Wang, 2019). El contenido de las EV incluye una amplia diversidad de
proteinas, diferentes tipos de RNA (mMRNA, tRNA, siRNA, IncRNAs), DNA e
incluso organelos completos (Doyle y Wang, 2019; Veziroglu y Mias, 2020; Yokoi y
Ochiya, 2021). Ademas, poseen moléculas de superficie que también les
proporcionan propiedades funcionales (Burello et al., 2021). Las EV son elementos
importantes de la comunicacion celular ya que median funciones complejas como
crecimiento y proliferacion celular, diferenciaciéon, respuesta a estimulos,
inmunomodulacioén, e incluso procesos patolégicos (Veerman et al., 2019; Zhao et
al., 2021; Hanayama, 2021). Un informe previo sobre las EV de trofozoitos mostro
gue estas estructuras se liberan durante el enquistamiento de los trofozoitos de
Entamoeba invadens y pueden promover el enquistamiento de otros trofozoitos, lo
que sugiere que los trofozoitos pueden transferir informacion utilizando sus EV
(Sharma et al., 2020). Aqui verificamos que los trofozoitos liberan EV mediante su
caracterizacion por tamafo, composicion lipidica y morfologia, sugiriendo que

pueden tratarse de exosomas o microvesiculas, sin embargo, se necesita de la
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identificacion de marcadores especificos para garantizar el tipo de EV que libera
este parasito bajo nuestras condiciones de cultivo. Adicionalmente, observamos
que estas EV transportan ROS en su cargo, y que pueden incorporarse en
neutréfilos humanos transfiriendo estas ROS, pudiendo ser el estimulo necesario
para disparar la NETosis en estos leucocitos. Estas observaciones requieren de
experimentos complementarios que permitan esclarecer contundentemente que
tipo de ROS esta presente en las EV, o bien, que otros mecanismos son

empleados por los trofozoitos para que se lleve a cabo la transferencia de ROS.

9. CONCLUSION

Los resultados obtenidos sugieren que la NETosis desencadenada por los
trofozoitos de E. histolytica ocurre de forma independiente de las ROS generadas
en el interior del neutréfilo, debido a que este parasito es capaz de inhibir el
estallido respiratorio de estos leucocitos sin que la NETosis se vea disminuida.
Ademas, este mecanismo de liberacion de NET depende las ROS generadas por
los trofozoitos puesto que los trofozoitos deficientes en ROS son menos eficientes
para inducir la NETosis y estos ROS pueden transferirse a través de vesiculas
extracelulares. Los datos también apuntan a que la MPO de los neutréfilos se
transfiere de forma temprana a los trofozoitos (probablemente a su superficie) en
donde las ROS del trofozoito, transportadas en EV, se procesan de forma
extracelular por esta enzima, generando probablemente HCIO, el cual una vez
dentro de los neutrofilos lleva a la liberacion de las NET. También resulta
importante mencionar que este mecanismo de NETosis es diferente a otros que
ocurren de forma independiente de la actividad de NOX2, puesto que las ROS de
origen mitocondrial no participan en la liberacion de DNA. Estos hallazgos nos
brindan una mayor aproximaciéon para entender la interaccion del neutrdfilo con el
trofozoito y las implicaciones que estos eventos tiene en la prevalencia o

eliminacion de los trofozoitos durante la infeccion.
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10. PERSPECTIVAS

El analisis de los datos obtenidos en el presente trabajo permite proponer algunos
experimentos futuros que confirmen las propuestas realizadas. Entre ellos

podemos mencionar:
e Determinar de forma especifica la o las ROS producidas por los trofozoitos.

e Obtener trofozoitos mutantes que sean deficientes en la produccién de ROS
(similar a Entamoeba dispar) y observar su efectividad para inducir la
NETosIs.

e Determinar si existen diferentes mecanismos de liberacion de NET

dependiendo de la proporcion trofozoito:neutréfilo empleada.

e Determinar si existen otros mecanismos de transferencia de ROS ademas
de las EV.

e Explorar la participacion de las especies reactivas del nitrégeno en este
proceso de NETosis.

e Verificar la participacion de las ROS mitocondriales en este proceso de
NETosis comprobando que el pepenador MitoTEMPO™ penetra en las
células y que es efectivo para pepenar ROS mitocondriales al enfrentarlo

con un estimulo que las produzca como el A23187.

e Verificar la entrada del MitoSOXRed® en los neutréfilos humanos mediante

microscopia de fluorescencia.
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