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RESUMEN

La virulencia de Entamoeba histolytica es un proceso multifactorial, en el que
estan involucrados factores tanto del hospedero como de la amiba. Entre los
factores del parasito se encuentran los amebaporos, las cistein proteasas y la
lectina; sin embargo, no se descarta la participacion de otras moléculas. Algunas
de estas moléculas candidatas son las esfingomielinasas (SMasas), enzimas que
catalizan la hidrolisis de esfingomielina (SM) produciendo ceramida, la cual esta
involucrada en diferentes procesos celulares como proliferacidén celular, apoptosis
y lisis celular. En el grupo de trabajo se ha reportado que el genoma de E.
histolytica posee tres genes que codifican para SMasas neutras, los cuales se
expresan y producen proteinas con actividad enzimatica. El objetivo del presente
es el analisis funcional de las SMasas neutras, para lo cual se obtuvieron
trofozoitos transfectantes para silenciar o sobreexpresar los genes que codifican
para dichas enzimas. Se encontré que la actividad de SMasa neutra disminuye
con el silenciamiento de los genes y aumenta con su sobrexpresion, lo que
permitié evaluar su participacion en la virulencia del parasito. La nSMasa3 esta
asociada con la muerte vy lisis celular, mientras que la nSMasa1 y nSMasaZ2 con la
destruccion de monocapas celulares. Mediante ensayos de inmunodeteccion vy
microscopia confocal se encontrdé que estas proteinas estan asociadas
principalmente a la membrana plasmatica, lo que sugiere que el efecto citotdxico y
citolitico es dependiente de contacto. La actividad de nSMasa aumenté en amibas
expuestas a H20, o choque térmico, sin embargo, las cepas sobre-expresantes no
mostraron cambios en su actividad. Esta es la primera vez que se demuestra la
participacion de las nSMasas en la virulencia de E. histolytica, principalmente de la
EhnSM3.
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1. Introduccién

1.1. Amibiasis: epidemiologia, diagnéstico y tratamiento

Entamoeba histolytica es el agente causal de la amebiasis humana. Entre las
manifestaciones clinicas de esta patologia se incluyen diarrea, disenteria y
absceso hepatico. Aproximadamente 50 millones de personas se ven afectadas
por este parasito causando cerca de 100 000 muertes anualmente (World Health
Organization, 1997). Recientemente, se ha estimado que el numero de muertes es
de 55,500 cada afno (Turkeltaub et al., 2015). La incidencia de esta infeccion se
encuentra estrechamente relacionada al hacinamiento y la pobreza, las cuales
contribuyen a condiciones sanitarias inadecuadas, favoreciendo la transmision
directa fecal-oral de amibas de una persona a otra. En nuestro pais la amibiasis
intestinal se encuentra entre las veinte principales causas de enfermedad Nacional,
las poblaciones mas afectadas son al sur del pais (Chiapas y Oaxaca, con
incidencias superiores a 17 000 casos reportados en 2016), mientras que los
niveles mas bajos se registran en el norte del pais (Baja California y Baja
California Sur con un promedio de 1500 reportes en el mismo afno (Direccidon
General de Epidemiologia, 2016).

La infeccion inicia con la ingestidn de quistes de E. histolytica a partir de alimentos
contaminados con materia fecal. El parasito se desenquista en la porcion terminal
del intestino delgado produciendo trofozoitos que pasan al intestino grueso y
logran adherirse a las mucinas del colon y de ese modo colonizan el intestino
grueso, facilitando en algunos casos su migracion a otros organos (Haque, R. et
al., 2003). El periodo de incubacion es de 1 a 6 semanas después de la exposicion
inicial y es mas corto en infecciones severas. Desde el punto de vista clinico la
infeccion con E. histolytica puede ser asintomatica o puede causar disenteria o
enfermedad extraintestinal (colitis necrosante aguda, apendicitis amibiana,
megacolon toxico, ameboma del colon y ulceracion perianal con potencial
formacion de una fistula (Sepulveda and Trevifio-Garcia Manzo, 1986; Martinez-
Palomo, 1990; Haque, R. et al., 2003).
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El diagnostico de la infeccion se realiza mediante la observaciéon de muestras
fecales al microscopio; sin embargo, debido a la existencia de especies de
Entamoeba no patdégenas que son morfolégicamente indistinguibles de las
patdgenas, esta tarea resulta complicada. Por esta razén se ha hecho uso de
métodos serologicos como el ELISA, y en la ultima década se han aplicado
experimentalmente procedimientos basados en la biologia molecular que permiten
distinguir de una manera mas precisa las diferentes especies de Entamoeba. La
técnica de amplificacion de DNA por PCR es la mas usada en laboratorios de
investigacion por su alta sensibilidad y especificidad (Tanyuksel et al., 2003; Nair
et al., 2015), basadas en la amplificacién de secuencias especificas del gen que
codifica para el rRNA de la subunidad 18S (Katzwinkel-Wladarsch et al., 1994).
Sin embargo, el analisis de rutina en los laboratorios clinicos de nuestro pais sigue
estando basado en la microscopia.

Los medicamentos empleados para el tratamiento de la amibiasis se dividen en
luminales, como el yodoquinol y el teclozan, tisulares, como secnidazol y ornidazol
y mixtos como el metronidazol (Gémez et al., 2007). El tratamiento de la infeccion
varia de acuerdo al tipo de infeccidn, si es invasiva o no invasiva. La terapia para
la infecciones no invasivas puede ser tratado con paromomicina, mientras que los
nitroimidazoles, particularmente el metronidazol, son el pilar de la terapia para
amebiasis invasiva (Haque, R. et al., 2003). En la ultima década se ha utilizado
clinicamente a la nitazoxanida, un nuevo farmaco de amplio espectro (Adagu et
al., 2002; Cedillo-Rivera et al., 2002). En los ultimos afios se ha implementado el
uso terapéutico de dicho compuesto que tiene accion en contra de protozoarios,
helmintos y bacterias (Rossignol et al., 2001: Bobak, 2006).

1.2. Entamoeba histolytica
1.2.1. Morfologia y Biologia
E. histolytica pertenece a la superclase de protozoarios formadores de
pseudopodos Rhizopoda en el subfilum Sarcodina. Este protozoario es capaz de

penetrar la mucosa intestinal y distribuirse a través del sistema sanguineo a otros
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organos, dando lugar a lesiones extraintestinales, principalmente abscesos
hepaticos (Martinez-Palomo and Espinosa Cantellano, 1998). Posee dos estadios
morfologicos: el trofozoito, que representa la forma vegetativa y el quiste que es la
forma de resistencia. El quiste (Figura 1B), mide de 10 a 16 ym de diametro,
presenta cuatro nucleos, el cariosoma es pequefio, compacto y usualmente con
localizacion central, y en el citoplasma pueden presentarse cuerpos cromatoides
alargados. Los quistes pueden sobrevivir durante semanas en el suelo o en el
agua, que son las principales fuentes de infeccion. Cuando los quistes llegan al
intestino, comienza la division citoplasmica y nuclear, para dar como resultado la
generacion de trofozoitos (Diamond and Clark, 1993). El trofozoito, la forma mdvil
del parasito (Figura 1A), puede residir en el intestino del humano v,
ocasionalmente, invadir la mucosa intestinal, penetrandola e invadiéndola. Tienen
un diametro de 15 a 20 ym y es activamente movil debido a sus seuddpodos, su
nucleo presenta un cariosoma central pequefio y compacto, cromatina periférica
con granulos uniformes, su citoplasma es fino y granular. Los trofozoitos tienen la

capacidad de colonizar la mucosa intestinal (Gonzalez-Vazquez et al., 2012).

g
A

-
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T

Figura 1. Formas celulares de E. histolytica. A. Trofozoito tefido con MIF,
observado con microscopia de campo claro. (Figura proporcionada por Dr. Anaya
Velazquez); B. Quiste tefido con hematoxilina de Mayer, microscopia de luz.
(http://www.k-state.edu/parasitology/546tutorials/ProtQuery39).
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El ciclo de vida del parasito comienza por la ingesta de quistes los cuales se
encuentran en alimentos y agua contaminados con heces. La pared de los quistes
es disuelta en el tracto gastrointestinal superior y el parasito se desenquista en la
porcion terminal el ileon, liberando un trofozoito cuadrinucleado el cual se
multiplica por fision binaria. Los trofozoitos viven en el lumen del intestino grueso
en interaccién con componentes de la microbiota intestinal residente. Después de
algunos ciclos de divisidn, algunos de los trofozoitos se diferencian a quistes y son

excretados en la materia fecal (Martinez-Palomo, 1982).

1.2.2. Genoma de Entamoeba histolytica
E. histolytica posee un cariotipo complejo, en metafase se han descrito de 30 a 50
cromosomas, cuyo tamano varia entre los diferentes aislados, lo cual se ha
sugerido que se debe a cambios en los numeros de genes para tRNA repetidos en
tandem. Es un organismo poliploide (4N o mas) (Petri Jr, 2002) con un contenido
de G-C del 24.2% en su material genético, 28% en regiones codificantes y solo
16% en la tercera posicion de los codones, lo que indica su uso preferencial
(Loftus et al., 2005). ElI contenido de DNA total es de 0.5 pg por célula,
concentrado en el nucleo (Martinez-Palomo and Espinosa Cantellano, 1998),
aunque se reporté la presencia de DNA citoplasmatico en una estructura
denominada EhkO (Orozco et al., 1997). El tamafo del genoma haploide es menor
a 20 Mb. Posee DNA circular extracromosomal, en el que esta contenido rDNA
ademas de otros genes cuya funcion es desconocida. A diferencia de otros
eucariotas unicelulares, el rDNA esta contenido exclusivamente en las moléculas
de DNA extracromosomal (Martinez-Palomo and Espinosa Cantellano, 1998). La
secuencia del genoma completo, predice 8,201 genes con un tamano promedio de
1.17 Kb que comprenden el 49% del genoma (Loftus et al., 2005; Lorenzi et al.,
2010). Los intrones se encuentran en el 24.4% de los genes y en promedio miden
74.1 pb (Lorenzi et al., 2010). Los RNA mensajeros contienen regiones que no se
traducen (UTRs), que suelen ser de 5 a 21 bases y de 14 a 61 bases en las

regiones 5 y 3’, respectivamente. Al realizar el analisis de los genes de este
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organismo, se encontré que el 31.8% de las proteinas codificadas no tenia
homdlogos en las bases de datos. También, algunos de ellos, correspondientes a
enzimas metabdlicas, tienen su origen mas probable en una transferencia lateral

de genes bacterianos (Loftus et al., 2005).

1.2.3. Virulencia

La patogénesis de la amibiasis esta relacionada con la virulencia de E. histolytica,
la cual es un proceso multifactorial que involucra componentes del parasito y del
huésped. Existen moléculas denominadas factores de virulencia del parasito que
tienen una participacidon directa en la capacidad litica e invasiva de E. histolytica,
mientras que otras pudieran estar involucradas en el crecimiento y sobrevivencia
de las amibas en el hospedero, los cuales se han llamado determinantes de
virulencia (Padilla-Vaca and Anaya-Velazquez, 2010).

1.2.3.1. Factores de virulencia asociados con el hospedero

Sistema inmune. Se ha observado una mayor susceptibilidad a desarrollar esta
infeccion en individuos inmunocomprometidos, lo que sugiere un vinculo entre la
respuesta inmune del hospedero y la expresion de la virulencia del parasito. (Guo
et al., 2009). Bajo estas condiciones, la amiba puede evadir los mecanismos de
defensa del hospedero e invadir células blanco (Gandhi et al., 1986; Marie and
Petri, 2014). Asi mismo, la condicion fisiologica general del hospedero podria ser
importante, ya que en estados de malnutricibn y durante embarazo se ha
mostrado un incremento en la posibilidad del establecimiento de la amibiasis
invasiva (Mirelman, 1988; Verkerke et al., 2012).

Mucinas. La barrera de mucina, formada predominantemente por glicoproteinas
mucilaginosas (Cone, 2009), es la primera capa de defensa que bloquea la
adherencia a los trofozoitos y la citotoxicidad sobre el epitelio intestinal (Marie and
Petri, 2014). Por otro lado, uno de los papeles mas importantes de las proteinas
mucilaginosas pudiera ser la regulacién del enquistamiento, ya que en E.
invadens, las mucinas inducen a los trofozoitos a transformarse en quistes
(Eichinger, 2001).
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Microbiota. La microbiota del tracto gastrointestinal constituye un ecosistema
complejo. Se sabe que la virulencia relativa de diferentes cepas de E. histolytica
varia a consecuencia de cambios en las condiciones de su cultivo in vitro
(Diamond, 1983), asi mismo, se ha demostrado que la asociacion de cultivos
axénicos de trofozoitos de E. histolytica con ciertos tipos de bacterias incrementan
su virulencia in vivo (Rosenbaum and Wittner, 1970; Anaya-Velazquez et al., 1985)
e in vitro (Bracha and Mirelman, 1984; Anaya-Velazquez and Padilla-Vaca, 1992).
E. histolytica vive en el intestino grueso en contacto con la microbiota residente, la
cual se ha sugerido que puede modular la expresion patogénica del parasito
(Mirelman, 1988; Shah et al., 2005; Variyam, 2007) o alterar la microbiota del
huésped (Marie and Petri, 2014). La asociacion de amibas con bacterias
especificas puede modular la virulencia amibiana y la expresion de genes (Padilla-
Vaca et al., 1999).

Se ha demostrado que existe una expresion diferencial de genes que codifican
para enzimas metabdlicas, proteinas ribosomales, factores de Vvirulencia,
citoesqueleto y trafico vesicular, relacionada con la interaccion amiba-bacteria
(Mendoza-Macias et al., 2009).

1.2.3.2. Factores de virulencia asociados con el parasito
Lectina Gal/GalNAc. La adhesion del parasito a la mucina, células epiteliales y a
bacterias, ocurre principalmente a través de una lectina que une residuos de
galactosa y N-acetilgalactosamina, presentes en las glicoproteinas de las células
blanco y que es muy abundante en la superficie del trofozoito (Frederick and Petri,
2005). Ademas de las funciones en adhesion, se ha sugerido que esta lectina
participa en la evasion del parasito a la lisis por el complejo de ataque a
membrana del complemento (Braga et al., 1992). Asi mismo, se ha considerado
que esta involucrada en el sefalamiento intracelular durante el evento citolitico, a
través del dominio citoplasmatico de la subunidad pesada (Vines et al., 1998).

Esta proteina polimérica también participa en senales de transduccion y en la
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evasion del sistema del complemento del huésped (Laughlin and Temesvari,
2005).

Amebaporo. El amebaporo de E. histolytica es un péptido formador de canales
compuesto por 77 aminoacidos (Leippe et al., 1994; Bracha et al., 2002). Existen
tres isoformas principales denominadas amebaporo A, B y C, las cuales estan
presentes en una relacién 35:10:1, respectivamente, siendo el amebaporo C el
mas efectivo, mientras que el amebaporo A no es tan eficiente en la lisis de

eritrocitos in vitro (Leippe et al., 1992).

Cistein proteasas. Son las proteasas mas abundantes a las que se les ha
implicado en la patogenicidad de los trofozoitos de E. histolytica (Keene et al.,
1990). Estan presentes en el citoplasma de la célula y enriquecidas en las
membranas internas (Lushbaugh et al., 1985; Luaces and Barrett, 1988).
Participan en la destruccion de tejidos, degradacion de componentes de la matrix
extracelular, fibronectina, laminina y colageno, asi como en la disrupcion de
uniones celulares, que facilitan la invasion del parasito (Espinosa-Cantellano and
Martinez-Palomo, 2000; Padilla-Vaca and Anaya-Velazquez, 2010).

Con respecto a la presencia de otras actividades proteoliticas en las amibas, se ha
reportado una nueva serin proteasa homologa a los elementos representativos de
la familia S28 del clan SC capaz de generar péptidos activos, la cual podria
participar en el proceso patogénico de E. histolytica (Barrios-Ceballos et al., 2005)

1.2.3.3. Determinantes de virulencia

Como se mencion6 anteriormente, el ambiente intestinal constituye un factor
importante para el desarrollo de la patogenicidad del parasito. Dentro de este
entorno existen bajos niveles de oxigeno, sin embargo, durante la invasion de los
tejidos, los trofozoitos se exponen a un ambiente cada vez mas oxigenado. La
amiba contiene enzimas fermentativas que reducen el oxigeno a peréxido de

hidrégeno sin la ganancia o pérdida neta de energia. Estas enzimas de
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fermentacion incluyen la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa (POF) (Vayssie et
al., 2004) y la ferredoxina (Snow et al., 2008; Lotter et al., 2006; Moran et al.,
2002). Se ha propuesto la participacion de estas moléculas y otras como
lipofosfoglicanos, fosfolipasas y esfingomielinasas en el proceso patogénico de E.
histolytica. Todas estas moléculas han sido propuestas como participantes en la
proteccion del parasito durante el proceso de invasion del huésped. Sin embargo,
no se sabe si estan directamente relacionadas con el proceso de patogenicidad,
por lo que es necesario profundizar mas en su estudio para definirlos como
factores o determinantes de virulencia. (Padilla-Vaca and Anaya-Velazquez,
2010).

Durante la infeccidn el patdgeno necesita adaptarse a la respuesta y entorno
especificos de los diferentes tejidos, por ejemplo, citoquinas, ROS vy retos
mecanicos, tales como cruzar barreras biolégicas. La microbiota, la disponibilidad
de oxigeno, la glucosa y el hierro representan importantes parametros que afectan
el proceso de infeccion intestinal de E. histolytica. La finalidad del parasito es
sobrevivir durante la infeccidn, esencialmente al responder rapidamente a los
cambios en el microambiente dentro del intestino, la sangre y el higado, activando
un programa de expresion de diversos genes en respuesta al estrés oxidativo,
generado por la respuesta inflamatoria del hospedero y los factores del sistema

inmunoldgico (Faust and Guillen, 2012).

2.3Esfingolipidos
2.3.1 Metabolismo de esfingolipidos y su papel en procesos biolégicos
Los esfingolipidos son los lipidos de membrana que incluyen en su estructura las
denominadas bases esfingoides, conocidas también como bases de cadena larga
o esfingosinas (Pruett et al., 2008). El grupo de los esfingolipidos se encuentran
distribuidas esencialmente en todos los animales, plantas, en algunos organismos
procariotes y en virus, como componentes de membranas, lipoproteinas y otras
estructuras biologicas importantes, ademas de sus importantes funciones
estructurales en las células eucaridticas (Futerman and Hannun, 2004). Participan
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en la transduccién de sefales por medio de la formacion de estructuras
membranales denominadas balsas lipidicas (rafts) (Degroote et al., 2004; Dickson
et al., 2006), y en el transporte intracelular de membranas. Regulan procesos de
muerte y proliferacion celular, diferenciacion, envejecimiento, inflamacion y

transformacioén (Zheng et al., 2006: Zeidan and Hannun, 2007).

2.3.2 Esfingomielinasas

Las esfingomielinasas (SMasas), son enzimas importantes en el metabolismo de
lipidos y son la principal via de produccion de ceramida, un lipido bioactivo
involucrado en diversos procesos celulares (Ogretmen and Hannun, 2004; Hannun
and Obeid, 2011). La ceramida es el centro del metabolismo de los esfingolipidos
y se puede sintetizar mediante tres vias principalmente, biosintesis de novo a
partir de serina y palmitoil CoA, mediante la hidrélisis de la esfingomielina o
mediante la via de reciclaje o de salvamento de la esfingosina libre (Patwardhan et
al., 2016). Se ha descrito que la ceramida puede participar en proliferacion celular,
apoptosis, envejecimiento celular y respuesta a estrés en células de mamiferos, y
podria estar involucrada en el enquistamiento, ciclo celular y virulencia de algunos
parasitos (Hannun and Obeid, 2008).

2.3.21 Clasificaciéon de las esfingomielinasas
Las esfingomilinasas se clasifican en funcién de su pH 6ptimo de actividad, por lo
que pueden ser acidas, neutras y alcalinas (Hannun and Obeid, 2008).

Las SMasas acidas (aSMasas) son enzimas capaces de hidrolizar esfingomielina,
con un pH o6ptimo de actividad de alrededor de 5. La ausencia de esta enzima en
humanos es la responsable del desorden neurolégico conocido como sindrome de
Niemann-Pick, siendo la mejor caracterizada de estas enzimas. En mamiferos, las
aSMasas se presentan en dos formas, una lisosomal y otra secretada, ambas
codificadas por el mismo gen, y se ha descrito que la primera no es dependiente

2+ . r . . . . . r .
de Zn , mientras que la ultima es activada por concentraciones fisiologicas del

mismo ion (Marchesini and Hannun, 2004; Jenkins et al., 2009).
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Las SMasas de tipo neutro (nSMasas), presentan un pH 6ptimo de actividad
cercano a 7, y se han descrito en mamiferos, tanto dependientes de Mg o Mn?*
cuya localizacién es membranal, asi como enzimas no dependientes de Mg®*
localizadas en el citosol. Las primeras han sido involucradas en la transduccion de
sefales mediada por ceramida en respuesta a citocinas y estrés oxidativo,
asociando estas actividades con interrupcion del crecimiento y apoptosis
(Marchesini and Hannun, 2004; Hannun and Obeid, 2008; Shamseddine et al.,
2015).

[] Inductores

[] Productos genéticos

() Lipidos bioactivos
Radiacion UV

Quimioterapia [7] Respuestas biologicas
Choque térmico

@ sitios blanco
Envejecimiento celular
Apoptosis

SMasa 4 CDasa
Esfingomielina | ——> Ce a — m

ramid
- — Esfingosina
Ceramida cinasa l [ Ceramida sintasa l I sintasa

Supervivencia celular
Proliferacion celular

Figura 2. Metabolismo de esfingolipidos y su papel en procesos biolégicos.
La via de sefializacién esfingolipida se compone de esfingomielina, ceramida, y
esfingosina, que se interconvierten mediante enzimas metabdlicas o por diversos
estimulos. Estos metabolitos interactian con fosfatasas, cinasas, proteinas G
acopladas a receptores, entre otras, las cuales desencadenan cascadas que
culminan en respuestas celulares especificas. Esfingosina-1-fosfato (S1P),
ceramida-1-fosfato (C1P), esfingomielinasa (SMasa), ceramidasa (CDasa).
Adaptado de (Hannun and Obeid, 2008; Chan et al., 2017).
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Las nSMasas se activan por las citocinas TNF-alfa e interleucina (IL)-1. Se han
visto inducidas durante el envejecimiento en hepatocitos de raton y se ha
determinado que pueden modular al menos en parte los efectos de TNF-alfa en la
migracion y adhesion celular. Los mecanismos involucrados en la activacion de las
nSMasas no se han definido aun, pero se ha visto que el TNF-alfa induce la
translocaciéon de la enzima a la membrana plasmatica en un mecanismo
dependiente de MAPK (Clarke et al., 2007, 2011). En bacterias se han descrito
como enzimas relacionadas con procesos de virulencia (Oda et al., 2012; Doll et
al., 2013; Flores-Diaz et al., 2016).

Las SMasas de tipo alcalino son las menos estudiadas, y a diferencia de las
nSMasas y aSMasas se distribuyen exclusivamente en la mucosa intestinal,
requiriendo sales biliares para su actividad. Se sugiere que puedan llevar a cabo
un papel fisioldgico en la digestion de la SM en la dieta, ademas se ha reportado
un posible papel en la proteccion contra la inflamacion y la tumorigénesis del colon
(Marchesini and Hannun, 2004; Wu et al., 2006).

2.3.2.2 Funciones de las esfingomielinasas

Se ha reportado actividad de esfingomielinasa en bacterias como Bacillus cereus,
Staphylococcus, Mycobacterium, Helicobacter, Chlamydia, Pseudomonas Yy
Leptospira, en estos microorganismos se ha visto que las nSMasas actuan como
factores de virulencia (Oda et al., 2012; Doll et al., 2013; Flores-Diaz et al., 2016).

Sin embargo, poco se conoce acerca de la funcion de SMasas en parasitos.
Leishmania major posee un gen que codifica para una nSMasa que comparte
varias regiones estructurales con las nSMasas de mamiferos, entre ellas algunas
esenciales para la catalisis tales como los sitios de unién a Mg®* y posibles
regiones intramembranales en el extremo C-terminal. A pesar de que L. major no
sintetiza esfingomielina, posee actividad de SMasa neutra que es necesaria para
la proliferacion del parasito y su patogénesis (Zhang et al., 2009). De manera
similar, existe un gen de nSMasa en Trypanosoma brucei, el cual comparte
similitudes en su secuencia con otros organismos, la inhibicidn de la expresion de

este gen interviene de manera negativa en la ruta de sintesis de las glicoproteinas
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variables de superficie (VSG), las cuales constituyen un mecanismo de proteccion
del parasito y afectan el trafico de las vias endocitica y secretora de T. brucei
(Young and Smith, 2010; Fernandes et al., 2011; Walker et al., 2013).

Giardia lamblia, sintetiza SMasas codificadas por los genes gsmaseB y gsmase3b
durante su enquistamiento para hidrolizar esfingomielina y generar ceramida
adicional, la cual no es sintetizada de novo por el parasito (Hernandez et al., 2008;
Mendez et al., 2015). Plasmodium falciparum es el parasito intraeritrocitario
responsable de la malaria y posee actividad de nSMasa asociada a la membrana,
la cual es dependiente de Mg?* y fosfolipidos aniénicos (Hanada et al., 2000). Se
ha sugerido que la ceramida en este parasito participa en la modulacién de la
progresion del ciclo celular (Hanada et al., 2002), posiblemente relacionado con la
participacion de fosfolipasas durante la etapa de merozoito (Burda et al., 2015).

T. vaginalis posee actividad de SMasa, asociada principalmente a la fraccion
membranal, esta actividad aumenta con respecto al tiempo y presenta dos picos
de actividad a pH 5.5 y 7.5. La adicién de Mn** a la mezcla de reaccién aumenta

1.97 veces su actividad basal (Gonzalez-Salazar et al., 2013).
2.3.2.3 Esfingomielinasas en E. histolytica

En E. histolytica los fosfolipidos representan el 60-70% del total de lipidos (Sawyer
et al., 1967), a pesar de ser incapaz de sintetizar acidos grasos, conserva la
capacidad de sintetizar una variedad de fosfolipidos (Loftus et al., 2005). El
genoma de E. histolytica ha revelado genes relacionados con el metabolismo de
fosfolipidos (Loftus et al., 2005) y esta reportado que las amibas sintetizan
esfingolipidos como esfingomielina, ceramida-inositol fosfato y ceramida
etanolamida fosfato (Aley, Scott, and Cohn, 1980; McLaughlin and Aley, 1985). E.
invadens es un parasito relacionado con E. histolytica que ha sido ampliamente
estudiado como modelo para el enquistamiento amibiano y posee varios
metabolitos intermediarios de la sintesis de esfingomielina que son importantes

para la proliferacion celular (Cerbon et al., 2009). E. histolytica presenta en su
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membrana estructuras ricas en esfingomielina, llamadas balsas lipidicas, que
estan asociadas con la adhesién a células blanco y pinocitosis (Laughlin and
Temesvari, 2005; Mittal et al., 2008).

En E. histolytica se ha reportado la expresion diferencial de un gen (EHI_067710)
que codifica para una SMasa neutra en respuesta a choque térmico (MacFarlane
et al., 2005). E. dispar, la amiba no patégena, asi como E. histolytica Rhaman, la
cepa avirulenta, muestran una disminucion en la expresion de este mismo gen
(MacFarlane and Singh, 2006). En el grupo de trabajo se describié que E.
histolytica posee 3 genes para SMasas neutras y 6 para SMasas acidas, los
cuales se expresan en condiciones basales. Una de las SMasas neutras de E.
histolytica ya ha sido parcialmente caracterizada (Mendoza-Macias et al., 2010).
Se detectd actividad de SMasa en fracciones celulares de E. histolytica (Mendoza-
Macias et al., 2010; Vargas-Villarreal et al., 2010). Ademas, se encontro que las
proteinas recombinantes neutras presentan actividad de SMasa, la cual es
estimulada por Mn?* e inhibida por Zn?* (Mendoza-Macias et al., 2010; Gonzalez
Rios, 2011). El silenciamiento epigenético de los genes ehnsm1, ehnsm2 y
ehnsm3 en E. histolytica, resulta en la disminucion o desaparicion del transcrito y
de las proteinas correspondientes, el resultado de este silenciamiento total o
parcial de los genes que codifican para nSMasas en E. histolytica, afecta su
regulacion de ROS vy la viabilidad celular de manera diferencial (Mendoza-Macias
et al., 2010; Mendoza Macias, 2010).

Dentro del grupo de trabajo se reporta que los trofozoitos de E. histolytica secretan
espontaneamente SMasa &cida, la cual es inhibida por el Co** y estimulada por
Mg**, asi como por agentes perturbadores de la membrana plasmatica como la
estreptolisina y la saponina, y por agentes inductores de estrés oxidativo como
peroxido de hidrégeno o el choque térmico (Ramirez-Montiel, 2015).

2.4 Respuesta al estrés oxidativo
En células de mamifero, diversos estimulos por estrés, como peroxido de

hidrégeno, luz ultravioleta, radiacion ionizante, choque térmico, union de
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receptores para muerte celular y agentes quimioterapéuticos (como platino,
paclitaxel e inhibidores de la deacetilasa de histonas) activan a las SMasas,
involucrando a estas enzimas en la transduccion de sefales via ceramida (Zeidan
et al., 2008). Aunque el mecanismo involucrado en la activacion de las SMasas
esta pobremente definido, se ha reportado que responden a especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno (Castillo et al., 2007) y a la activacion por PKC9, la cual esta
implicada en la mediacion de efectos de luz UV (Zeidan and Hannun, 2007). La
expresion de la nSMasa-2 de raton en E. coli demostré que esta enzima es
sensible a reacciones oxido-reduccion y es principalmente activada durante estrés
oxidativo (Dotson et al., 2015).

Algunos de los inductores de estrés relacionados con las esfingomielinasas que se
han descrito en la literatura son el tetracloruro de carbono (Ichi et al., 2009), éxido
nitrico (Tornquist et al., 1999), peroxido de hidrégeno (Dotson et al., 2015), choque
térmico (Yabu et al., 2015) y radiacion ultravioleta (Jaffrezou et al., 2001; Magnoni

et al., 2002).

Peréxido de hidrégeno. El H,O, es una molécula que puede difundirse por las
membranas. Su peligrosidad radica en su capacidad de formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) tales como los radicales hidroxilo y superéxido. El
peréxido de hidrégeno y sus productos, poseen una capacidad significativa para el
dano celular asociados con diferentes procesos biologicos.(Goldkorn et al., 1998;
Halliwell and Gutteridge, 2006, 1984), sin embargo la célula ha desarrollado
sistemas de eliminacion de esta molécula, siendo la catalasa y la glutation
peroxidasa los exponentes mas eficaces (Hassan and Fridovich, 1979).

En células de mamifero, se ha reportado la relacion entre apoptosis y la activacidon
de nSMasa por accion del H,O2, mediante la generacion de ceramida por hidrélisis
de la esfingomielina (Goldkorn et al., 1998; Jana and Pahan, 2007, 2004). En E.
histolytica se ha reportado que el estrés oxidativo generado por H,O,, también
puede desencadenar la apoptosis en las cepas 200:NIH y HM1:IMSS (Ghosh et al.,
2010).
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Radiacion UV. La radiacion UV causa diferentes efectos bioldgicos en diversos
tipos celulares, los efectos de la radiacion sobre las células dependen
principalmente de dos parametros, la dosis y la longitud de onda.

Las células de mamifero responden a la irradiacion UV mediante la activacion de
una compleja red que implica la estimulacion de las serin-treonin y tirosin cinasas,
implicados en el crecimiento celular y la apoptosis. Esta via esta regulada bajo dos
tipos principales de mediadores: especies reactivas de oxigeno y mensajeros
lipidicos, incluyendo diacilglicerol, acido araquidonico, acido fosfatidico, vy
ceramida (Schieven et al., 1993; Eller et al., 1996; Komatsu et al., 2001) .

Existen reportes que muestran la activacion y relocalizacion de una SMasa acida,
en respuesta a la radiacion de luz UV-C, hacia la cara exterior de la membrana,
permitiendo de esta manera una mayor generacion de ceramida desencadenando
procesos apoptoticos, respuesta no observada con radiacion UV-A. (Grether-Beck
et al., 2000).

Choque térmico. Las células crecen de manera 6ptima dentro de un intervalo de
temperatura relativamente estrecho, sin embargo pueden tolerar desviaciones
moderadas, algunos de los cuales inciden en la estructura y funcion de la célula, a
través de rapidas adaptaciones fisiologicas (Verghese et al., 2012), empleadas
como mecanismos de adaptacion celular para proteger a las células contra el
estrés ambiental y fisiologico (Kalmar and Greensmith, 2009), bajo la regulacion
principal de proteinas de la familia de las MAP cinasas, JNK, ERK y p38 (Kim et
al., 2007).

Existen reportes que muestran la relacion de este mecanismo regulador con la
activacion de esfingomielinasas, en células HL-60, los niveles de ceramida son
incrementados mediante la activacion de una nSMasa en respuesta a choque
térmico (Kondo et al., 2000), de igual forma se ha reportado una proteina de
choque térmico (Hsp60) como regulador de la actividad de la nSMasaZ2 de cerebro
de bovino (Ahn et al., 2013).

I QFB Luz Yolanda Urquieta Ramirez 16]



Universidad de Guanajuato
Division de Ciencias Naturales y Exactas
Departamento de Biologia

En E. histolytica se ha reportado la expresion diferencial de un gen (EHI_067710)
que codifica para una SMasa neutra en respuesta a choque térmico (MacFarlane
et al., 2005), cuya expresion se ve disminuida en E. dispar, la amiba no patégena,
asi como en E. histolytica Rhaman, la cepa avirulenta, (Macfarlane and Singh,
2006).

2.5 Modificaciones postraduccionales

Fosforilacion. En células de mamifero se describio una ruta en cascada
responsable de regular diferentes procesos celulares, la cual esta regida por
mecanismos de fosforilaciéon principalmente (Hunter, 1995; Marshall, 1995;
Mustelin et al., 2002). A la par de esta ruta, se describié otra denominada STAT
(Traductor de sefales y activador de la transcripcidn), el cual es un factor
encargado directamente de la activacion de las tirosin cinasas. Sin embargo poco
se sabe acerca de estos dos mecanismos en células de eucariotes primitivos
(Schemarova, 2006).

En 2010 se reporté que la nSMasa2 de mamifero es una fosfoproteina, cuyo nivel
de fosforilacion es modulado por el estrés oxidativo (Filosto et al., 2010), por
accion de una fosfatasa dependiente de calcio, fosfatasa de calcineurina (CAN),
que actua como un interruptor de encendido y apagado para la fosforilacion de la
nSMasa2 en presencia o ausencia de estrés oxidativo. Esta nSMasa posee cinco
residuos de serina que se sabe son los encargados de regular su nivel de
expresion de forma post-traduccional (Filosto et al., 2012).

Palmitoilaciéon. La lipidacion de proteinas, dividida en cuatro categorias
principales: prenilacion, glipiacidon, colesteroilacién y acilacion, son modificaciones
covalentes que sufren algunas proteinas por accion de lipidos, proporcionando
hidrofobicidad suficiente que permite la asociacion de la proteina a membranas
celulares, la modulacién de interacciones proteina-proteina, estabilizacion de su
estructura asi como regulacion de su actividad (Charron et al., 2009).

La palmitoilacion, una subcategoria de la acilacion, funciona principalmente en
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proteinas de anclaje a membranas y dominios sub-membranales enriquecidas de
esfingolipidos y colesterol, denominadas balsas lipidicas. Este mecanismo se ha
visto relacionado también en el trafico de proteinas de la via secretora a la
membrana plasmatica, en la regulacion de la actividad de proteinas asi como en la
modulacién de la transcripcion de genes de proteinas mitocondriales (Charron et
al., 2009; Corvi et al., 2011). Recientemente, se ha demostrado la nSMasa2 de
mamifero posee dos sitios de palmitoilacion, residuos de cisteina, uno se
encuentra entre los dos segmentos hidréfobos, y el segundo situado en el centro
de la region catalitica de la proteina. Se ha demostrado que esta modificacion
postraduccional es la responsable de regular su localizacién en membrana (Tani
and Hannun, 2007).
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2. JUSTIFICACION

Las esfingomielinasas son enzimas involucradas en diferentes procesos celulares
relacionados con la proliferacién celular, apoptosis y lisis celular. El analisis del
genoma de E. histolytica reveld la presencia de tres genes que codifican para
SMasas neutras, los cuales se expresan y producen proteinas con actividad
enzimatica, la cual es estimulada por estrés oxidativo. Por lo que es de interés
dilucidar la funcién de las esfingomielinasas en E. histolytica y su participacion en

la patobiologia y metabolismo de este parasito.

3. OBJETIVOS
3.1.General

Determinar la funcion de las esfingomielinasas neutras en E. histolytica

3.2.Especificos

3.2.1. Silenciamiento y sobreexpresion de genes que codifican para
nSMasas en trofozoitos de E. histolytica.

3.2.2. Determinar la actividad de nSMasa en cepas transfectantes de E.
histolytica, en condiciones basales y en respuesta a estimulos.

3.2.3. Analizar modificaciones postraduccionales de nSMasas de E.
histolytica.

3.2.4. Analizar la participacion de las nSMasas en la virulencia de E.
histolytica.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Microorganismos utilizados

5.1.1 Cepas de Entamoeba histolytica

En la tabla 1 se muestran las cepas de E. histolytica utilizadas en el presente

trabajo para evaluar la funcién de las nSMasas.

Tabla 1. Cepas de E. histolytica utilizadas en este estudio.

Cepa Caracteristicas Referencia
HM1:IMSS Cepa virulenta, cultivada en condiciones | (Diamond et al., 1978)
axénicas.
G3 Cepa avirulenta silenciada en el gen del | (Bracha et al., 2003)
amebaporo, derivada de la cepa HM1.
HM1-HA Cepa transfectante, que contiene el plasmido (Mendgza Macias,
: : 2010; Saito-Nakano et
acio phex-HA, derivada de la cepa HM1. ’
vacto phex v P al., 2004)
EhnSM1-HA | Cepa transfectante, que sobreexpresa Ila | (Mendoza Macias,
proteina EhnSM3 con etiqueta de HA en el C- | 2010)
terminal, derivada de la cepa HM1.
EhnSM2-HA | Cepa transfectante, que sobreexpresa Ila | (Mendoza Macias,
proteina EhnSM2 con etiqueta de HA en el C- | 2010)
terminal, derivada de la cepa HM1.
EhnSM3-HA | Cepa transfectante, que sobreexpresa Ila | (Mendoza Macias,
proteina EhnSM3 con etiqueta de HA en el C- | 2010)
terminal, derivada de la cepa HM1.
G3-GS Cepa transfectante derivada de la cepa G3. que | (Mendoza Macias,
EhnSM1 tiene silenciado el gen ehnsm1. 2010)
G3-GS Cepa transfectante derivada de la cepa G3 que | (Mendoza Macias,
EhnSM2-3 tiene silenciados los genes ehnsm2 y ehnsm3. | 2010)
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5.2 Medios de cultivo

5.2.1 Medio TYI-S-33 para el cultivo de E. histolytica
3.6% de peptona Biotriptasa (Bioxon), 1.2% dextrosa (Bioxon), 0.24% NaCl,
0.073% KH2PO4, 0.073% K2HPO4, 0.122% cisteina-HCI, 0.122% acido ascorbico,
0.029% citrato férrico de amonio. Disolver todos los componentes en agua
destilada y ajustar a pH de 6.8 (Diamond et al., 1978). El medio completo TYI-S-33
se obtiene adicionando suero vitaminado en relacion 5:1.

* Preparaciéon de vitaminas: Las vitaminas son suplementadas con 1 mL del
suplemento especial de Diamond (SED) 100X por cada 100 mL. El
suplemento es una mezcla de las siguientes soluciones: 4 mg de vitamina
B12 en 1 mL de agua destilada, 3.3 mg de acido- DL 6,8-tiéctico en 4.5 mL
de etanol absoluto y 1.66 g de Tween 80 en 4.5 mL de etanol absoluto. Las
tres soluciones se mezclan para formar el SED 100X, el cual se esteriliza
por filtracion con un sistema Millipore y se almacena a -20°C protegido de la
luz.

* Suero Bovino Adulto: Se utiliza suero comercial (Microlab). Con la
finalidad de inactivar las proteinas el suero es descomplementado por calor,
durante 30 min a 56°C. Se enfria a temperatura ambiente, se adicionan

vitaminas suplementadas a razén 1:10 v/v, y se almacena a 4°C.

5.3 Soluciones de trabajo

5.3.1 Solucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS)
La solucion PBS-A se utilizé para lavar los trofozoitos amibianos, y se preparo a
partir de la disolucion de 0.3981 g fosfato monobasico de potasio (KH2PO4
concentracion final 15 mM), 0.7965 g de fosfato dibasico de potasio (K2HPO4
concentracion final 15 mM) y 5.1135 g de cloruro de sodio (NaCl concentracion

final 175 mM) en agua bidestilada, se ajust6 el pH a 7.2 y se aforé a 500 mL.
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5.3.2 Solucién amortiguadora de lisis para E. histolytica
Para la preparacion de homogenados celulares de E. histolytica. Solucidon de Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, Triton 100X al 1%, inhibidor de proteasas E64 1.4 mM
(SIGMA).

5.3.3 Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10%

Por cada minigel separador al 10 % mezclar 2 mL de agua bidestilada, 1 mL de
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, 50 uL de SDS al 10%, 1.66 mL de acrilamida al 30%, 25 yL
de persulfato de sodio al 10% y 2.5 yL de TEMED. Esta solucion se vierte entre
los dos cristales que forman el minigel. El gel concentrador se adiciona una vez
que solidifica el gel separador el cual contiene 1.525 yL de agua bidestilada, 0.625
ML de Tris-HCI 0.5M pH 6.8, 25 pL de SDS al 10%, 0.325 uL de acrilamida al 30%,
12.5 uL de persulfato de sodio al 10% y 1.25 pL de TEMED. La electroforesis de
proteinas se llevo a cabo de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli, 1970) y la
tincion se efectué con azul de Coomassie R-250 al 0.05% en metanol al 40% y

acido acético al 10%.

5.3.4 Amortiguador de corrida para electroforesis
Se disuelven 30 g de Tris-base en 700 mL de agua destilada (concentracién final
de 0.25 M), se agrega poco a poco 144 g de glicina (concentracion final de 1.9 M)
agitando hasta disolver completamente y 10 g de SDS (concentracion final

34.6mM), la solucion se afora a 1 litro con agua destilada.

5.3.5 Solucién amortiguadora de transferencia para ensayos de
inmunodeteccion

Se disuelven 3.025 g de Tris base (25 mM) y 14.41 g de glicina (193 mM) en 600

mL de agua bidestilada, se adicionan 200 mL de metanol y la solucién se afora a 1

litro.
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5.3.6 Solucién amortiguadora salina de Tris-Tween (TBS-T) para bloqueo

y lavado de membranas de nitrocelulosa
Esta solucion fue utilizada para preparar solucion de bloqueo y lavado de
membranas. Se prepard a partir de soluciones stock Tris-HCI 1M, pH 8.0 y NaCl
S5M. Se requieren 50 mL de la solucion Tris-HCI 1M pH 8.0 (concentracion final de
50 mM) y 30 mL de NaCl (concentracion final 150 mM) a los cuales se adiciona
0.5 ml de Tween-20 (concentracién final de 0.05%), se agita suavemente hasta

disolver el Tween-20 y se afora con agua bidestilada a un volumen final de 1 litro.

5.3.7 Solucién amortiguadora salina PBS-T para bloqueo y lavado de
membranas de nitrocelulosa

Se utilizé para preparar solucion de bloqueo de membranas y para el lavado de las

mismas. Se preparo pesando 8.766 g de Cloruro de sodio (NaCl 150 mM), 0.7962

g de fosfato monobasico de potasio (KH2PQO4) concentracion final 15 mM), 1.5939

g de fosfato dibasico de potasio (Ko:HPO4) concentracién final 15 mM) y 0.5 mL

Tween-20 (concentracién final de 0.05%), se agita suavemente hasta disolver el

Tween-20 y se afora con agua bidestilada a un volumen final de 1 litro.

5.3.8 Solucién amortiguadora de sales de Hank (HBSS), para diluciones
de H202
La solucién HBSS es necesaria prepararse in situ a partir de la mezcla de las

siguientes soluciones stock:

Solucion A: NaCl 1.343 M; KCI 52.92 mM.
Solucién B: Na,HPO, 24.5 mM; KH,PO, 43.12 mM.

Solucién C: CaCl,127.41 mM.
Solucion D: MgSO, 98.01 mM.
Solucién E: NaHCO, 415.8 mM

Obtener una mezcla homogénea, expresada en %v/v en H,O destilada, en la
siguiente proporcion y en el orden indicado: 10.1% de solucion A, 1.01% de cada

una de las soluciones B,C y D, y finalmente 0.01% de la solucién E.
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Las concentraciones finales de cada compuesto son: NaCl 0.137 M; KCI 5.4 mM;
Na,HPO, 0.25 mM; KH,PO, 0.44 mM; CaCl2 1.3 mM; MgSO, 1 mM; NaHCO, 4.2
mM.

5.3.9 Soluciones de H,0,

Se emplearon diluciones de H,O, en HBSS a diferentes concentraciones (0, 100,
125, 150, 175, 200 yM) a partir de una solucion comercial de H,O, (Kem)
estabilizada al 30% (9.97 M).

5.4 Plasmidos y oligonucleétidos
En la tabla 2 se muestran los plasmidos utilizados en este trabajo para la
obtencion de las cepas silenciadas y las sobreexpresantes. En la tabla 3 se
describen los oligonucleétidos empleados en los ensayos de RT-PCR para
determinar la expresion de los genes asi como para evaluar a las transfectantes

obtenidas por silenciamiento epigenético.

Tabla 2. Plasmidos utilizados para el silenciamiento y sobreexpresion de los
genes que codifican para las proteinas EhnSM1, EhnSM2 y EhnSM3.

Plasmidos Caracteristicas Referencia
pcEhnSM1-HA, Construcciones para expresar las proteinas | (Mendoza
pcEhnSM2-HA, EhnSM1, EhnSM2 y EhnSM3 con etiqueta HA en el | Macias, 2010)
pcEhnSM3-HA N-terminal, en E. histolytica. Para generarlos se

introdujo el marco de lectura del gen ehnsmf1,
ehnsm2 y ehnsm3 entre los sitios Smal y Xhol del
vector phex-HA cortado con las mismas enzimas.

pcEhnSM1-GS, Construcciones disefadas para silenciar los genes | (Mendoza
pcEhnSM2-GS ehnsm1y ehnsm2 de E. histolytica. Se obtuvieron | Macias, 2010)
insertando un fragmento de 400 pb
correspondientes a los nucledtidos 1-400 de los
genes ehnsm1y ehnsm?2 respectivamente, entre los
sitos Stul y Sacl del vector pSAP2-Gunma cortado
con las mismas enzimas.
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen de las proteinas
EhnSM1, EhnSM2 y EhnSM3, y de los genes control utilizados en el presente
estudio.

Oligonucleétido Secuencia 5'é¢'3 Ubicacién en el gen Tamaio del

correspondiente fragmento
(pb)

SM18b-D tcatagaaaaagcaaaacaacaag | 197-220 ehnsm1 517

SM18-R ttctccatcgataacttcactgt 714-692 ehnsm1

SM2-D gtaaggttaagtcaaatcaggaaat | 499-523 ehnsm?2 224

SM7-D agaaatatattcttgttttigacact 419-444 ehnsm3 304

SM27-R tactggttgaatgccatgattatctct 723-697 ehnsm3

GAPDH-D attaaaatatgataccgtccacaga 134-159 ehgapdh 417

GAPDH-R tgagtagcagtagtagcatgaatagtt | 551-521 ehgapdh

5.5 Métodos bioquimicos y celulares

5.5.1 Cultivo de E. histolytica
Los trofozoitos axénicos de E. histolytica HM1:IMSS y G3 fueron cultivados a 36°C
en medio TYI-S-33 en tubos de vidrio de borosilicato. Las amibas transfectantes
fueron cultivadas en las mismas condiciones que las cepas parentales, pero en
presencia de diferentes concentraciones de geneticina (G418) como agente

selectivo en el medio de cultivo.

5.5.2 Preparacion de homogenados totales de E. histolytica para
determinar actividad de SMasa y ensayos de inmunodeteccion.
Obtener el paquete celular de amibas mediante enfriamiento en bafio de agua-
hielo y centrifugacion posterior de trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento
(48 h). Lavar el paquete celular con PBS-A mediante centrifugacién y resuspender
la pastilla a razén de 5X10° células/mL en amortiguador de lisis con inhibidor de
proteasas, E-64 1.4 mM. Cuantificar la concentracion de proteina.

5.5.3 Preparacion de fracciones celulares de E. histolytica para
determinar actividad de SMasa y ensayos de inmunodeteccion.
Posterior a la obtencion de homogenado total anteriormente descrito, lisar en un

homogenizador de vidrio con 20 golpes. Someter el lisado a 3 ciclos de
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congelacion/descongelacion con nitrogeno liquido. Ultracentrifugar a 100,000 x g a
4 °C durante 1 h para separar las fracciones soluble y membranal. Cuantificar la

concentracion de proteina.

5.5.4 Cultivo de células MDCK (Mardin-Darby Canine Kidney)
Células epiteliales de riidn de perro (MDCK) fueron cultivadas en cajas estériles
para cultivo de 25 cm? a 37°C en presencia de CO, al 5%, en medio D- MEM
adicionado con 10% de suero fetal bovino. La monocapa de células epiteliales, se
lavé con PBS estéril y se incub6 a 37 °C durante 30 min con 1 mL de una solucion
de tripsina al 0.05% (Gibco). Se lavaron las células y se adicion6 medio D-MEM
suplementado con suero fetal bovino al 10%. El cultivo se suplementé con 1 U de
insulina (Humulin® L/Lilly) y 0.01 U de bencilpenicilina (Lakeside) por mL de medio
de cultivo. Para los ensayos de destruccion de monocapa, el cultivo de células
MDCK se llevé a cabo en una placa de 24 pozos (Nunclon), utilizando los mismos

parametros descritos anteriormente.

5.5.5 Cuantificacion de proteina
La cuantificacion de proteina se efectud con el kit "DC Protein Assay’(Bio-Rad).
Dicho ensayo es una modificacion del método descrito por Bradford (Bradford,
1976) que permite la determinacién de proteinas en presencia de algunos

detergentes y/o agentes reductores.

5.5.6 Medicion de actividad de nSMasa
La actividad de nSMasa en homogenados totales y fracciones celulares de amibas
se determind mediante un sistema de ensayo micela mixta, descrito por
Weigmann en 1994, (Wiegmann et al., 1994) utilizando como sustrato SM
marcada radioactivamente ["C] (actividad especifica 0.05 Ci/mmol). Para la
actividad de nSMasa, los componentes de la mezcla de reaccion fueron Tris 100
mM, pH 7,5, MgCl, 1 mM, Triton X-100 al 0,2%, 4 mg de esfingomielina, 1,25 uCi
[N-metil-14C] esfingomielina. La mezcla de reaccion fue sonicada, separada en

alicuotas y almacenada a -70°C hasta su uso. A partir de homogenados totales o
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fracciones celulares, se cuantificaron 30 ug de proteina a los cuales, se le
adicionaron 10 pL de la mezcla de reaccion. La mezcla se incubd a 37 'C durante
el tiempo requerido por el experimento y fue detenida adicionando una mezcla de
solventes organicos cloroformo:metanol:agua (1:2:2 v/v/v). Se aplico vortex
vigoroso para permitir la separacion de fases, las cuales fueron separadas y se les
adicion¢ liquido de centelleo para el recuento de la radioactividad en cada una. Se
utilizaron como blancos, muestras que contenian homogenados con proteinas
desnaturalizadas (homogenados incubados durante 30 minutos a 95 °C), las
lecturas de estos blancos fueron restados a las muestras correspondientes. La
actividad de nSMasa fue calculada y expresada como actividad especifica, esto
es, micromoles de esfingomielina hidrolizada por 1 mg de proteina, durante una

hora.
5.5.6 Inmunodeteccién de proteinas con etiqueta HA

Las muestras para analizar se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa siguiendo el protocolo descrito por Towbin en 1979
(Towbin et al., 1979), con algunas modificaciones. La transferencia se realizé con
amortiguador de transferencia a 225 mA durante 75 min, a 4°C. La membrana se
bloquedé con solucién de bloqueo (Difco™ Skim Milk al 5% en TBS-T) a
temperatura ambiente. Se incubd con el anticuerpo primario “mouse anti-HA”
(Molecular Probes) dilucion 1:500, en solucién de bloqueo durante 1 h. Después
se lavd con TBS-T y se incubd con el segundo anticuerpo “goat anti-rabbit IgG
Alkaline phosphatase conjugate” (Molecular Probes) a una dilucion 1:3000. La
membrana se revel6 con sustrato conjugado para fosfatasa alcalina (Bio Rad) de

acuerdo a las indicaciones del fabricante.

5.5.7 Inmunodeteccion de nSMasas
Se siguio el protocolo utilizado para la inmunodeteccion de proteinas con etiqueta
HA, con las siguientes modificaciones: La membrana se bloqueo6 con solucion de
bloqueo (Amersham al 5% en PBS-T), anticuerpo primario “rabbit anti-nSMasa1” o
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‘rabbit anti-nSMasa2-3”, anticuerpo secundario chivo anti-conejo acoplado a
peroxidasa (Amersham). La membrana se revel6 con sustrato conjugado para

peroxidasa (ECL™

Western Blotting Analysis System Amersham), de acuerdo a
las indicaciones del fabricante, se detectd la sefial en el equipo Image Station

2000R (Kodak).

5.5.8 Induccién de estrés oxidativo con H,0, en trofozoitos de E.
histolytica

Se retir6 el medio TYI-S-33 de los tubos incubados con amibas durante 24 h y se

adicion6 medio de cultivo sin suero (TYI-33) a 36 °C, al que previamente se le

adicion6 H,O2 (concentraciones de 0 a 2 mM). Estos tubos se incubaron a 36 °C

por diferentes tiempos.

5.5.9 Ensayo de inhibicion de la palmitoilacion
Con la finalidad de analizar si la localizacion de las nSMasas se modificaba por
accion del 2-Br palmitoilato, un inhibidor del mecanismo de palmitoilacion, los
trofozoitos en fase exponencial fueron interaccionados con concentraciones de 50
6 100 um de este reactivo preparado en DMSO, el cual fue utilizando como
control. Se incubaron a diferentes periodos de tiempo y posteriormente se
obtuvieron fracciones celulares y los resultados fueron analizados mediante

ensayos de inmunodeteccion.

5.5.10 Separacidon de proteinas fosforiladas y no fosforiladas a partir de
homogenados totales de E. histolytica

Para analizar si las nSMasas de E. histolytica se encontraban o no fosforiladas, se
utilizé el kit para separacion de proteinas fosforiladas y no fosforiladas, Pierce®
Phosphoprotein Enrichment Kit (Thermo scientific), siguiendo las instrucciones de
del fabricante. Brevemente, los trofozoitos en fase de crecimiento exponencial
fueron lavados con HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.0. Las amibas fueron
lisadas en con Lysis/Binding/Wash Buffer (proporcionado por el kit), adicionado
con CHAPS 0.25%, inhibidor de fosfatasas 1X. Los lisados celulares fueron
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centrifugados a 10,000 x g durante 20 minutos a 4°C. Se colect6 el sobrenadante,
se determino la concentracidn de proteina y se adiciono el lisado a las columnas
proporcionadas por el kit, las cuales contienen una resina acoplada a anticuerpos
contra residuos de Ser, Thr y Tyr. Las columnas fueron colocadas en agitacion
durante 30 minutos a 4°C. Posterior a esta incubacion se obtuvieron tres
fracciones. La primera fraccion correspondiente a las proteinas no fosforiladas,
posterior al lavado de la columna se obtuvo la segunda fraccidn que correspondia
a los lavados, finalmente se adicion6 buffer de elucion para obtener las proteinas
fosforiladas. Estas fracciones fueron dializadas y posteriormente liofilizadas para
ser preparadas con buffer de carga y mercaptoetanol para ensayos de SDS-PAGE.

Las muestras fueron finalmente analizadas mediante ensayos de inmunodeteccion.

5.5.11 Inmunolocalizacion mediante microscopia confocal de nSMasas
con etiqueta HA

Los trofozoitos transfectados con las construcciones correspondientes a cada una
de las nSMasas, etiquetadas con HA, fueron crecidos hasta fase exponencial,
para posteriormente cosecharse y lavarse en medio TYI-33-S. Se adicionaron 150
000 amibas por pozo de placas de 24 pozos, los cuales contenian en su interior
cubreobjetos de 9 mm con 500 pL de medio TYI-33-S puestos a 37°C. Las amibas
fueron incubadas durante 1.5 horas a 37°C. Se retiré el medio, posteriormente se
fijaron, se permeabilizaron y se bloquearon con p-formaldehido al 3.7%, Triton
0.1%-metanol y BSA al 1%, respectivamente. Se incubaron durante 1 hora con
anticuerpo anti HA, dilucion 1:300 en solucion BSA 1% en PBS. Con agitacion
constante. Se realizaron lavados con BSA 0.1%, y se adicioné el segundo
anticuerpo acoplado a Alexa-Flour, dilucion 1:1000. Se realizaron lavados con
BSA 0.1%, y finalmente se colocaron las amibas sobre portaobjetos, que contenia
10 yL de medio de montaje. Las muestras fueron observadas en el microscopio

confocal.
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5.5.12 Actividad hemolitica en E. histolytica

Se utilizaron eritrocitos humanos (RBC) conservados en Alsever 1x y lavados una
vez con buffer PIPES-Tris pH 6.8 (importante checar el pH antes de usarlo, de no
tener el pH indicado habra lisis de eritrocitos desde antes del experimento) se
ajusté a una concentracion de 1x10° RBC/mL con buffer PIPES-Tris pH 6.8. Se
ajusto la cantidad necesaria de proteina recombinante, afiadirla a la suspensién de
eritrocitos y amortiguador PIPES-TRIS. Se incubaron a 37°C por 90 minutos y se
determiné la absorbencia de la hemoglobina liberada a 570 nm en un
espectrofotometro.

5.5.13 Efecto citopatico

Para medir la capacidad de las amibas para destruir la monocapa de células
epiteliales MDCK, se cosecharon trofozoitos de E. histolytica en fase exponencial
de las diferentes cepas a evaluar. Se lavaron las células con TYI-33 sin suero y se
colocaron 1 X 10° amibas por pozo conteniendo una monocapa confluente de
células MDCK lavada previamente con medio TYI-33 sin suero. Se afor6 a un
volumen de 1 ml con medio TYI-33 sin suero en cada uno de los pozos. Se incubd
la placa a 37°C durante 30-60 min. Se detuvo la reaccion enfriando la placa
durante 10 min a 4°C, se lavo dos veces con PBS frio para remover a las amibas,
células despegadas y los restos celulares, y se fijaron las células epiteliales
remanentes con formaldehido al 4% en PBS. La placa fue lavada dos veces con
solucion de PBS y se incub6 con solucién de azul de metileno al 0.1%, se lavo con
Tris 50 mM pH 8.0 y se extrajo el colorante incorporado a las células epiteliales
con HCI 0.1 M. Se tomaron lecturas a 655 nm en un lector de microplacas. El
colorante extraido fue proporcional al numero de células que permanecieron
intactas después de la interaccion con los trofozoitos amibianos (Bracha and
Mirelman, 1984).
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5.5.14 Efecto citotéxico
Para medir la viabilidad de las células MDCK, se cosecharon trofozoitos de E.
histolytica en fase exponencial de las diferentes cepas a evaluar. Se lavaron por
separado los trofozoitos y las células MDCK, ajustando concentraciones en medio
TYI-33 a 8 x10° cel/mL y 4x10° cel/mL, respectivamente. Posteriormente, se
colocaron en un mismo tubo Eppendorf, favoreciendo la interaccion mediante
centrifugacion. La mezcla se incubé a 37°C durante 75 minutos. Se eliminé el
sobrenadante después de centrifugar durante 10 segundos a maxima velocidad
para favorecer la precipitacion de las células que fueron finalmente
interaccionadas durante 5 minutos a temperatura ambiente con el fluorocromo
Hoechst 33258. Las células muertas se cuantificaron en un microscopio de
epifluorescencia.

5.6 Métodos de biologia molecular

5.6.1 Extraccidén y precipitaciéon de RNA
Para la obtencion de RNA de E. histolytica, se emple6 el kit Aurum™ Total RNA
(BioRad) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, lisar el
paquete celular de 2 X 10° trofozoitos con de solucion de lisis conteniendo 2-
mercaptoetanol, adicionar etanol al 70% y mezclar vigorosamente. Transferir el
lisado amibiano a una columna conteniendo una matriz de unién de RNA, lavar
con solucion de baja astringencia e incubar con DNasa | durante 1h a temperatura
ambiente. Lavar con soluciones de diferente astringencia y eluir el RNA con
solucion de elucidn previamente calentada a 70°C. Para precipitar el RNA
purificado, adicionar acetato de sodio y mantener a 20°C por 8 horas. Colectar
mediante por centrifugacion durante 15 min a 4°C y lavar el precipitado mediante
centrifugacion con etanol al 75% en agua tratada con DEPC. Secar el precipitado
a temperatura ambiente, transcurridos 10 minutos resuspender en agua tratada
con DEPC. A fin de eliminar estructuras secundarias en el RNA, incubar por 10
minutos a 65°C y colocar inmediatamente en hielo. Resuspender nuevamente y
cuantificar la concentracién de RNA en espectrofotdmetro a 260 nm. Almacenar a
-70°C.
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5.6.2 RT-PCR semicuantitativo
Para la sintesis de la primera cadena de cDNA, se emplearon 3 ug de RNA total,
el cual fue transcrito en forma reversa empleando un oligonucled6tido iniciador
(dNTP) durante 5 min a 65°C y adicionando Transcriptasa Reversa SuperScript Il
RT (Invitrogen) incubando durante 50 min a 42°C. El cDNA se utiliz6 como molde
para la amplificacion por PCR durante 35 ciclos, empleando oligonucleotidos
iniciadores especificos para cada gen de SMasa, asi como para el gen ehgapdh,
utilizado como control de expresién de genes constitutivos. Los productos de la
reaccion de PCR se separaron en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio y
se fotografiaron empleando el sistema KODAK Image Station 2000R. El analisis
densitométrico de las bandas correspondientes a los productos de amplificacion

se realizo con el programa Kodak ID Image Analysis Software.

5.6.3 Lipofeccion de E. histolytica

Basado en el método descrito por Mendoza-Macias (Mendoza-Macias et al.,
2010) con algunas modificaciones. Colocar 3 X 10° trofozoitos de E. histolytica por
pozo en una placa de 24 pozos. Incubar durante 6 h a 37 °C en anaerobiosis.
Diluir 2.5 pg de DNA en 15 yL de medio de transfeccion, y adicionar 7.5 pL de
reactivo Plus Reagent (Invitrogen). Por otra parte, diluir 5 pL de lipofectamina
(Invitrogen) con 40 pL de medio de transfeccion. Homogenizar las dos mezclas e
incubar a temperatura ambiente para la formacion de los liposomas conteniendo el
plasmido de interés. Cubrir los trofozoitos adheridos a la placa con medio de
transfeccion, y adicionar la mezcla con los liposomas. Sellar la placa e incubar
durante 4 horas a 37°C. Transferir los trofozoitos a tubos con 6 mL de TYI-S-33
adicionar 30 ug del antibidtico cefotaxima. 24 horas después, iniciar la seleccion
de los trofozoitos transfectantes mediante la adicion de 5 yg de geneticina (G418)
por mL de medio de cultivo. Cambiar el medio 24 horas después para
establecimiento de cultivos, incrementando la concentracion de G418 cada 3er
pase bajo el siguiente esquema: 10, 20, 30, 40, y 48 pug/mL de G418 (para
silenciamiento) y 10, 15y 30 ug/mL de G418 para sobreexpresion.
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5.7 Analisis estadisticos y bioinformaticos
5.7.1 Analisis bioinformatico de posibles sitios de fosforilaciéon en las
nSMasas

El estudio fue realizado mediante el software en linea NetPhos 2.0 Server.
DISPHOS 1.3 Server, para la localizacion de probables sitios de fosforilacion de
las proteinas EhnSM1, EhnSM2 y EhnSM3. Este servidor predice sitios de
fosforilacion de serina, treonina o tirosina en proteinas eucaridticas. Se realizan
predicciones genéricas y especificas de cinasas Se introdujo la secuencia de
aminoacidos de cada una de las proteinas y mediante el logaritmico del servidor,
éste mostré el numero de sitios probables de fosforilacion asi como su asociacion

aresiduosde T,SoY.

5.7.2 Analisis bioinformaticos de posibles sitios de palmitoilaciéon en las
nSMasas.

El estudio fue realizado mediante el software en linea ®CSS-palm.prediction, con

el objetivo de saber si las nSMasas de E. histolytica poseian residuos relacionados

con la palmitoilacion, y de esta manera analizar mas a fondo este mecanismo por

medio de la accidn de inhibidores de este proceso como el 2-Br palmitoilato .

5.7.3 Anadlisis estadisticos
Para las lecturas de actividad de nSMasa asi como para los resultados de
viabilidad celular se realizaron analisis simples de comparacion entre las

desviaciones estandar de cada una de las muestras.

Para las actividades bioldgicas, los datos se analizaron con el software BIAS
10.12, (GeBioM, Munster, Germany). Como los datos no se distribuyeron
normalmente, la prueba de Kruskal-Wallis se utilizé para todas las diferencias de
grupo. Si el valor p de la prueba de Kruskal-Wallis era p<0.05, se utiliz6 la
comparaciéon Conover-Iman y posteriormente se llevd a cabo la correccion

Bonferroni-Holm. El nivel de significancia fue p<0.05.
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6. Resultados

6.1.Cepas transfectantes de E. histolytica sobreexpresantes y silenciadas
en los genes ehnsm1, ehnsm2 y ehnsm3

Con la finalidad de evaluar la funcion de las nSMasas en E. histolytica se utilizaron
una bateria de cepas transfectadas para sobreexpresar o silenciar las nSMasas
analizadas previamente en el grupo de trabajo (Mendoza Macias, 2010). De
manera general las cepas sobreexpresantes se generaron usando la cepa
HM1:IMMS y el plasmido base phex-HA (Figura 3A). Los genes ehnsm1, ehnsm?2
y ehnsm3 fueron clonados en el plasmido para producir las proteinas EhnSM1-HA,
EhnSM2-HA, y EnnSM3-HA respectivamente, con una etiqueta de hemaglutina, en
la region C-terminal. Mientras que para obtener las cepas silenciadas se utilizo la
cepa G3 de E. histolytica que tiene silenciado el amebaporo (eh-ap-a) y el
plasmido pSAP2Gunma (Figura 4A), el cual contiene un fragmento de 400 pb
(nucledtidos 1-400) de los marcos de lectura para los genes ehnsm1y ehnsm2. La
verificaciéon de la construccion correcta para cada plasmido se realizé6 mediante
PCR y secuenciacion.
En el presente trabajo se evalu6 la produccion de las proteinas etiquetadas
mediante ensayos de inmunodeteccion. Este ensayo se realizé utilizando
anticuerpos policlonales contra las nSMasas y monoclonales anti-HA. El
anticuerpo policlonal anti-nSM1 detecta una proteina de 37 kDa en todas las
cepas evaluadas que corresponde a la nSMasa1 enddgena y una banda adicional
de 42 kDa solamente en la cepa sobreexpresante EhnSM1-HA que corresponde a
la nSMasa1HA exdgena (Figura 3B). El anticuerpo anti nSMasaZ2-3 reconoce a las
proteinas nativas de 38 kDa que corresponden a las nSMasa2 y nSMasag3, estas
bandas se observan tanto en la cepa control como en las tres transfectantes. Se
observa una banda adicional de 43 kDa en las cepas EhnSM2-HA y EhnSM3-HA
que corresponden a las nSMasas etiquetadas exdgenas. La produccion de las
proteinas etiquetadas se corroboré utilizando un anticuerpo monoclonal contra la
etiqueta HA (Figura 3B).
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Para evaluar el silenciamiento de los genes ehnsm1, ehnsm2 y ehnsm3 en las
cepas G3-GS EhnSM1 y G3-GS Ehnsm2-3, obtenidas por Mendoza-Macias 2010,
se determino el nivel de expresion de los genes que codifican para las nSMasas
mediante ensayos de RT-PCR semicuantitativo, empleando oligonucledétidos
especificos para amplificar cada uno de los genes ehnms1, ehnsm2 y ehnsma3.
Para realizar un analisis semicuantitativo, los niveles del transcrito correspondiente
se normalizaron con los niveles de transcrito del gen gapdh utilizado como control
la cepa G3. La Figura 4B muestra una disminucién significativa (alrededor del
90%) en la banda de amplificacion que corresponde al transcrito del gen ehnsm1
de la cepa G3-GS EhnSM1 y un aumento de este transcrito en la cepa G3-GS
EhnSM2-3. La expresion de los genes ehnsm2 y ehnsm3 no presentas cambio
significativo en la cepa EhnSM1. Sin embargo, en la cepa G3-GS EhnSM2-3
existe una disminucion del 50% y 70% de estos, ehnsm2 y ehnsm3
respectivamente. En todos los casos los niveles de expresion del gen gapdh (de
expresion constitutiva) son comparables entre la cepa control y la transfectante

silenciada.

6.2.Determinacion de la actividad de nSMasa en cepas HM1, G3 y
transfectantes.

Con la finalidad de medir la actividad de nSMasa en las transfectantes obtenidas,
se implementd un método directo usando como sustrato a la esfingomielina
marcada radiactivamente en el carbono 3 de la cadena de la esfingomielina. Para
la validacion del método, se utiliz6 como control una nSMasa comercial de Bacillus
cereus, la cual se incluyé como control, y un homogenado total de la cepa silvestre
HM1 de E. histolytica (Figura 5).
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Figura 3. Inmunodeteccién de las nSMasas etiquetadas en las cepas
sobreexpresantes de E. histolytica. A) Mapa del plasmido ehnSM3-pEhex-HA
empleado para la sobreexpresion del gen ehnsm3 en E. histolytica con la etiqueta
HA. Contiene el gen neo flanqueado por las UTRs 5y 3'del gen de actina y
confiere resistencia a neomicina y sus analogos. B) Inmunodeteccién de nSMasas
de E. histolytica de las cepas EhnSM1-HA, EhnSM2-HA y EhnSM3-HA.
Homogenados totales se analizaron por Western blot empleando anticuerpos
producidos contra las proteinas rEhnSM1, rEhnSM3 y contra la etiqueta HA. Las
transfectantes analizadas fueron: EhnSM1-HA, EhnSM2-HA y EhnSM3-HA. Como
control se uso la cepa parental transfectada con el plasmido vacio (HM1-HA). En
todos los casos se tifieron las membranas con rojo de Ponceau y no se
observaron diferencias significativas en la cantidad de proteina para cada
condicion.
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Figura 4. Niveles de expresion de los genes ehnsm1, ehnsm2 y ehnsm3 en
los trofozoitos de E. histolytica de las cepas silenciadas G3-GS EhnSM1 y
G3-GS EhnSM2-3. A) Mapa del plasmido representativo pcEhnSM2-GS empleado
para el silenciamiento del gen ehnsm3 en E. histolytica. B) Analisis de los niveles
de transcrito de los genes ehnsm1, ehnsm2 y ehnsm3 en las cepas G3 (control),
G3-GS EhnSM1 y G3-GS EhnSM2-3 de E. histolytica, mediante RT-PCR
semicuantitativo empleando para la normalizacion el gen gapdh.
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Figura 5. Actividad de nSMasa de E. histolytica (HM1) y B. cereus.
Determinacion de la actividad de SMasa neutra en homogenado total de E.
histolytica y nSMasa comercial de B. cereus, para la validacion de la metodologia
de medicion de actividad de nSMasa empleando como sustrato a la esfingomielina
marcada radiactivamente. Se calculé la actividad de nSMasa como micromoles de
esfingomielina hidrolizada por 1 mg de proteinas totales por hora, expresado como
actividad especifica.

Se evalud el efecto de la concentracion de proteina, tiempo de incubacion vy
presencia de iones sobre la actividad de nSMasa. Para la concentracién de
proteina se analizaron concentraciones de 100 a 400 pg (Figura 6A),
observandose que a partir de 200 pg ya no hay aumento de la actividad. Tres
tiempos de incubacién fueron analizados, 2, 3 y 5 horas (Figura. 6B). Como se
muestra en el grafico la actividad enzimatica se ve afectada por el tiempo de
incubacion, a mayor tiempo de incubacion la actividad enzimatica aumenta, de
acuerdo con este resultado, para el resto de los ensayos el tiempo a evaluarse fue
de 5 horas. Continuando con la estandarizacion de la metodologia, se analizo el
efecto de dos iones Mn?* y Zn?* (Figura. 6C), los cuales fueron reportados en
trabajos previos (Mendoza-Macias et al., 2010). Se observd, en concordancia con
lo reportado por el grupo de trabajo que el Mn?* estimula la actividad,

encontrandose un aumento de 1.5 veces.
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Figura 6. Efecto de la concentracién de sustrato, del tiempo de incubacion y
del manganeso en la actividad de nSMasa en homogenados totales de E.
histolytica (HM1). A. Actividad de nSMasa de la cepa HM1, bajo diferentes
concentraciones de proteina. B. Efecto del tiempo de incubacion a 37°C sobre la
actividad de nSMasa de la cepa HM1. C. Efecto del Mn?* en la actividad de
nSMasa de E. histolytica. Se calculo la actividad de nSMasa como micromoles de
esfingomielina hidrolizada por 1 mg de proteinas totales por hora, expresado como
actividad especifica.
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Se analizé la actividad de nSMasa en las fracciones celulares de la cepa HM1.
Con los datos de este experimento, se pudo observar que aproximadamente el
90% de la actividad de nSMasa en E. histolytica se asocia a la fraccion membranal
(Figura 7).

4.5
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umoles/mg/h
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Actividad especifica (107)
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Homogenato Total Fraccion membranal Fraccién soluble

Figura 7. Actividad de nSMasa en fracciones celulares de E. histolytica. Se
obtuvieron fracciones celulares, fraccion membranal y fraccidn soluble, de la cepa
HM1 y se determin¢ la actividad de nSMasa presente en cada fraccion. Se calculo
la actividad de nSMasa como micromoles de esfingomielina hidrolizada por 1 mg
de proteinas totales por hora y expresado como actividad especifica.

Posterior a la medicidén de actividad en la cepa silvestre, se analizé la actividad en
las cepas silenciadas y sobreexpresantes en los genes que codifican para las
nSMasas, esto con el objetivo de analizar si las proteinas recombinantes tenian
actividad de nSMasa y si la actividad de nSMasa se ve afectada con el
silenciamiento de los genes. Lisados totales de cada cepa se compararon con la
cepa HM1-HA. Se observd un aumento en la actividad de las tres cepas
sobreexpresantes en comparacion con el control. Por otro lado, las cepas
silenciadas en los genes de nSMasas, presentaron una disminucion en su

actividad con respecto al control (Figura 8). Estos resultados nos muestran por
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una parte que las proteinas recombinantes son activas, y por otro lado se podran
analizar por separado las caracteristicas propias de cada enzima relacionados con

su virulencia y su localizacion.
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Figura 8. Determinacion de actividad de nSMasa en cepas sobreexpresantes
y silenciadas en los genes que codifican para nSMasas de E. histolytica.
Cepas de E. histolytica que sobreexpresan nSMasas recombinantes etiquetadas
con HA (EhnSM1-HA, EhnSM2-HA y EhnSM3-HA). HM1-HA es la cepa parental
que se usO6 como control. Cepas de E. histolytica silenciadas en los genes de
nSMasas, G3-GS EhnSM1 (ehnsm1) y G3-GS EhnSM2-3 (ehnsm2 y ehnsm3). La
cepa parental para el silenciamiento fue la G3. Se calcul6 la actividad de nSMasa
como micromoles de esfingomielina hidrolizada por 1 mg de proteinas totales por
hora y expresado como un porcentaje de los valores del control, el cual presentd
una actividad basal de 9x10'? ymol/mg/h.
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6.3 Efecto del H20, y choque térmico sobre la viabilidad celular y actividad
de nSMasa en Ilas cepas HM1-HA (control) y EhnSM3-HA
(sobreexpresante ehnSM3) de E. histolytica

Se ha reportado que la generacidén de ceramida, principal producto de la hidrélisis

de esfingomielina por SMasas, esta asociada a diferentes estimulos como el

estrés oxidativo generado por H20,, radiacién UV-C y choque térmico, generando
respuestas celulares como apoptosis y proliferacion celular, entre otras (Clarke
and Hannun, 2006). Para determinar el posible papel de las nSMasas en
respuestas a dafno por estrés oxidativo en E. histolytica, se evalud el efecto de

estos agentes sobre la viabilidad y la actividad de nSMasa de las cepas HM1-HA y

EhnSM3-HA, asi como el nivel de expresion de los genes ehnsm1, ehnsm2 y

ehnms3 en estas mismas cepas.

Se evalu6 el efecto de los inductores de estrés oxidativo como lo son el H,O, y

choque térmico en la viabilidad de los trofozoitos de la cepa HM1-HA y EhnSM3-

HA de E. histolytica. Se evaluaron diferentes concentraciones de H>O, (0.2, 0.4,

0.8, 1.2y 1.6 mM) por 30 minutos y se evaluo la viabilidad empleando el colorante

vital azul de tripano. La viabilidad de las amibas tratadas, disminuyé un 13% a

concentraciones superiores a 0.4 mM para la cepa HM1-HA, mientras que la cepa

EhnSM3-HA present6 una disminucion de 10%, la diferencia entre estas cepas se

acentu6 mas a concentraciones de 1.2 mM y 1.6 mM, observandose una

diferencia de 14% entre la cepa HM1 y EhnSM3-HA (Figura 9A).

Por otro lado, se analiz6 la viabilidad de las cepas HM1-HA y EhnSM3-HA de E.

histolytica en respuesta al choque térmico. Comparando ambas cepas a partir de

las 6 horas a 42°C se observa una mayor viabilidad (>12%) de la cepa EhnSM3-

HA con respecto a la cepa control EhnSM3-HA (Figura 9B).

I QFB Luz Yolanda Urquieta Ramirez 42'



Universidad de Guanajuato
Division de Ciencias Naturales y Exactas
Departamento de Biologia

100 —

B HM1-HA
£ = EhnSM3-HA
60
40 W
20
0
0.4 0.8 1.2 1.6

.H202 (mM).
100 — R
- K OHM1-HA
= B EhNSM3-HA
80
60
40 1
20
1]
1] 1 3 4 5 6 8 10
Figura 9. Viabilidad celular de la cepas HM1-HA y EhnSM3-HA en respuesta

Tiempo (horas) a 42°C
a H.O,y choque térmico. A. Trofozoitos de la cepa HM1-HA y EhnSM3-HA de E.
histolytica fueron estimulados durante 30 minutos con concentraciones entre 0.2 y
1.6 mM de H;O,. B. Viabilidad celular de las cepas HM1-HA y EhnSM3-HA en
respuesta al choque térmico. Trofozoitos de la cepa HM1 de E. histolytica fueron
incubados a 42°C a diferentes periodos de tiempo entre 0 y 10 horas. En ambos
casos, se determind su viabilidad mediante la exclusion de azul de tripano.
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6.3.1 Actividad de nSMasa en trofozoitos estimulados con H.0O,.

Con los resultados obtenidos en la seccion anterior, se procedido a analizar el
efecto del H,O, a nivel de actividad enzimatica, trofozoitos de E. histolytica cepas
HM1-HA y EhnSM3-HA, fueron expuestos a 0.4 mM de H>O, durante 30 minutos,
posterior a este tiempo se midio la actividad de nSMasa.

En condicione basales se observo un incremento evidente de la cepa EhnSM3-HA
con respecto a su control HM1-HA. Sin embargo, posterior al estimulo s6lo en la
cepa control existié un incremento alrededor de 5 veces sobre los niveles basales.
Mientras que la cepa EhnSM3-HA no muestra diferencia entre los trofozoitos

tratados y los no tratados (Figura 10).
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Figura 10. Actividad de nSMasa de la cepas HM1-HA y EhnSM3-HA de E.
histolytica en respuesta al peréxido de hidrogeno. A. Determinacion de la
actividad de SMasa de la cepas HM1-HA y EhnSM3-HA en presencia de 0.4 mM
de peroxido de hidrégeno durante 30 minutos.
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6.3.2 Expresion de los genes ehnsm1, ehnsm2 y ehnms3, posterior a la
estimulacion con peréxido de hidrégeno

Para evaluar el efecto del peroxido de hidrogeno sobre la actividad de nSMasa, se
aislé RNA vy se sintetizo cDNA de las células previamente expuestas al H20,, bajo
las mismas condiciones en que se determind la actividad. Se analizé el nivel de
expresion de los genes que codifican para las nSMasas mediante PCR. Para las
amibas expuestas a peroxido de hidrogeno, el analisis por RT-PCR mostré que los
genes ehnsm2 y ehnsm3 incrementan sus niveles de expresion mientras que el
gen ehnsm1 disminuye para la cepa HM1. Por otra parte, la cepa EhnSM3-HA no
presentd cambios significativos en ninguno de los genes (Figura 11).

6.4Localizacion celular de la proteina EhnSM3

Para corroborar la actividad de nSMasas asociada a la fraccidn membranal, se
realizé la inmunodeteccion de las nSMasas en diferentes fracciones celulares de E.
histolytica en las cepas sobreexpresantes y en la HM1-HA usada como control.
Empleando los anticuerpos anti EhnSM1, se detect6 en el homogenado total y en
la fraccion membranal, de todas las cepas evaluadas, una banda de 37 kDa que
corresponde al tamafio reportado para la EhnSM1, y unicamente para la cepa
EhnSM1-HA se observo una segunda banda presente en el homogenado total
como en la fraccibn membranal de aproximadamente 41 kDa, la cual corresponde
a la proteina etiquetada con HA.

Asimismo, con los anticuerpos dirigidos contra la EhnnSM3, se detectdé una doble
banda entre 38-39 kDa, en el homogenado total y en la fraccion membranal, lo que
indica que las EhnSM2 y EhnSM3 se detectan con el anticuerpo anti nSM3 y se
encuentran distribuidas en la fraccion membranal. Una segunda banda de 42 kDa
en la cepa EhnSM2-HA y de 43 kDa en la cepa EhnSM3-HA, son detectadas de
igual forma, estas bandas corresponden a las proteinas recombinantes presentes
en estas cepas.

Finalmente, para corroborar que las bandas entre 41-43 kDa, reconocidas

anteriormente por los anticuerpos contra las nSMasas, corresponden a las

I QFB Luz Yolanda Urquieta Ramirez 45'



Universidad de Guanajuato
Division de Ciencias Naturales y Exactas
Departamento de Biologia

proteinas etiquetadas, se realizaron ensayos de inmunodeteccidn con anticuerpo
monoclonal contra la etiqueta HA. Los datos de este analisis mostraron que las
tres proteinas etiquetadas se localizan en la fraccion membranal (Figura 12).

ehnsmai

ehnsmz2

Figura 11. Efecto del peréxido de hidrégeno en la expresiéon de los genes
ehnsm1, ehnsm2 y ehnsm3. Niveles de mensajero para los genes ehnsmf1,
ehnsm2 y ehnsm3, mediante RT-PCR semicuantitativo empleando para la
normalizacion el gen gadph en los trofozoitos de la cepa HM1-HA y EhnSM3-HA,
estimulados conH»0O, 0.4 mM. Para determinar su localizacién subcelular de la
proteina EhnSM3, se realizaron ensayos de inmunolocalizacion empleando
microscopia confocal de la cepa EhnSM3-HA usando anticuerpos comerciales
dirigidos contra la etiqueta HA. Se observo que la proteina EhnSM3 se localiza en
la membrana plasmatica bajo condiciones basales, confirmando asi los resultados
previamente obtenidos por inmunodeteccion y por la actividad de nSMasa en
fracciones celulares (Figura 13).
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Figura 12. Inmunodeteccién en homogenados totales y fracciones celulares
de nSMasas de E. histolytica en cepas sobreexpresantes. Fracciones celulares
de las cepas sobreexpresantes en los genes ehnsm1 (EhnSM1-HA), ehnsm2
(EhnSM2-HA) y ehnsm3 (EhnSM3-HA), cepa control HM1. A. Inmunodeteccion
utilizando el anticuerpo contra la proteina EhnSM1. B. Inmunodeteccién utilizando
el anticuerpo contra la nSMasa2-3. C. Inmunodeteccion utilizando el anticuerpo
contra la etiqueta HA. HT, homogenado total; FM, fraccion membranal; FS,
fraccion soluble. Proteinas nativas ®°EhnSM1 (37 kDa), ®®EhnSM2 (38 kDa) y
®°®EhnSM3 (39 kDa), proteinas recombinantes *EhnSM1-HA (41 kDa), **EhnSM2-
HA (42 kDa) y ***EhnSM3-HA (43 kDa).
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Figura 13. Inmunolocalizacion de la proteina EhSM3-HA. Inmunolocalizacion
mediante microscopia confocal usando un primer anticuerpo contra la etiqueta HA
y un segundo anticuerpo acoplado a Alexa Flour-488, con longitud de onda de
excitacion de 490 nm y emision 525 nm. Cepa EhnSM3-HA y la cepa control HM1-
HA.

6.5Regulacion de la actividad y localizacién de las nSMasas de E. histolytica,

mediante modificaciones postraduccionales

6.5.1 Fosforilacion de nSMasas como probable mecanismo de regulacion de
la actividad de nSMasa

Como se observa en los resultados anteriores, el estrés oxidativo causado por el
peréxido de hidrogeno o el choque térmico, afecta los niveles de actividad de
nSMasa, asi como los niveles de transcrito de los genes que codifican para las
nSMasas, sin embargo, el mecanismo por el cual esta via es activada es
desconocido. Algunos estudios en mamiferos reportan que la fosforilacion juega
un papel importante en la regulacion de la actividad. Tomando en cuenta esto, se
realizaron analisis bioinformaticos, utilizando el programa en linea ®Netphospho
2.3, esto con la finalidad de saber si estas enzimas poseian sitios probables de
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fosforilacidn, para ser considerado este proceso como candidato a regular su
actividad enzimatica. Los resultados obtenidos mediante este analisis
bioinformatico se reportan en la Tabla 4, la cual muestra que las tres nSMasas

presentan al menos cinco sitios posibles de fosforilacion.

Proteina Gen Id Posibles sitios de fosforilacion

EhnSM2 EHI_178990
EhnSM3 EHI_125790

T S Y
EhnSM1 EHI_007460 6 4 3
4 S} )
4 4 4

Tabla 4. Sitios factibles de fosforilacion en nSMasas de E. histolytica. Estudio
realizado mediante el software en linea NetPhos 2.0 Server. DISPHOS 1.3 Server,
para la localizacion de probables sitios de fosforilacion de las proteinas EhnSM1,
EhnSM2 y EhnSM3, en los aminoacidos tirosina (Y), serina (S) y treonina (T).
EH_00760, EH_178990 y EHI_125790, numeros de identificacion de los genes
ehnsm1, ehnsm2y ehnsm3, respectivamente.

Posterior al analisis bioinformatico, se llevd a cabo la purificacion de proteinas
fosforiladas a partir de homogenados totales de E. histolytica. Mediante ensayos
de inmunodeteccion se analizaron si las nSMasas se encuentran en la porcion de
proteinas fosforiladas o en el grupo de proteinas no fosforiladas. Estos ensayos
revelaron que las tres esfingomielinasas se asocian principalmente a la porcion de

proteinas fosforiladas (Figura 14).

6.5.2 Palmitoilacion de nSMasas.

El analisis bioinformatico de las secuencias de las nSMasas revel6é que no son
proteinas membranales, pero permiten la formacion de horquillas-B que facilitan el
anclaje de proteinas a la membrana (Mendoza Macias, 2010). En el presente
trabajo se utilizd el programa en linea ®CSS-palm.prediction, con el objetivo de
saber si estas enzimas poseian residuos relacionados con la palmitoilacion que le

permitieran su anclaje a membrana. Mediante este analisis se encontré que
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la proteina EhnSM1
palmitoilables (Figura 15).

unicamente presenta dos cisteinas potencialmente
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Figura 14. Inmunodeteccion de nSMasas fosforiladas en la cepas

sobreexpresantes de E. histolytica. Previo a la inmunodeteccidn, se separaron
las proteinas fosforiladas y no fosforiladas de homogenados totales de cada una
de las cepas mediante columnas de afinidad. Posteriormente, se hicieron ensayos
de inmunodeteccion utilizando anticuerpos policlonales para la proteina EhnnSM1
(segundo bloque horizontal) y para las proteinas EhnSM2 y EhnSM3 (tercer
bloque horizontal), asi como con anticuerpos monoclonales para las proteinas
etiquetadas con HA (cuarto bloque). NP, proteinas no fosforiladas. P, proteinas
fosforiladas. Proteinas nativas °EhnSM1 (37 kDa), °°EhnSM2 (38 kDa) y
®°®EhnSM3 (39 kDa), proteinas recombinantes *EhnSM1-HA (41 kDa), **EhnSM2-
HA (42 kDa) y ***EhnSM3-HA (43 kDa).
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Figura 15. Estructura predicha para la proteina EhnSM1, relacionado con los
sitios potenciales de palmitoilaciéon. Se realizé el analisis bioinformatico de las
secuencia del gen ehnsm1 en el programa ®CSS-palm.prediction, y se encontrd
que las cisteinas 19 y 279 son potencialmente sitios de palmitoilacion.

Se utilizé el 2-Br palmitoilato, un inhibidor del proceso de palmitoilacién, para
evaluar si este mecanismo participa en la asociacién de las nSMasas a la
membrana plasmatica. Trofozoitos de las cepas sobreexpresantes, asi como de la
cepa control HM1 fueron tratados con concentraciones entre 25 y 100 yM del
inhibidor durante 1 hora y 5 horas de incubacion. El efecto del inhibidor se analizo
mediante ensayos de inmunodeteccion de las nSMasas en cada una de las
fracciones celulares de trofozoitos tratados con 2-Br palmitoilato, y de trofozoitos
tratados con DMS como control.

Sin embargo, bajo ninguna de las condiciones se identific6 un cambio en la
localizacion de las nSMasas, sugiriendo que la palmitoilacion no es el mecanismo

responsable de la localizacion membranal de estas enzimas (Figura 16).
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Figura 16. Efecto del 2-Br palmitoilato en la localizacion de nSMasas de las
cepas sobreexpresantes de E. histolytica. Imagen representativa del efecto del
inhibidor de palmitoilacion 2-Br palmitoilato (2-BrP) en la localizacién de las
nSMasas en la cepa sobreexpresante EhnSM1-HA y HM1 parental de E.
histolytica. A. Tincibn de Ponceau como control de carga. B. inmunodeteccion
utilizando anticuerpo anti-nSMasa1. HT, homogenado total; FM, fraccidon
membranal; FS, fraccion soluble. Proteina nativa ‘EhnSM1, proteina recombinante
*EhnSM1-HA. DMSO, células control, tratadas con dimetil sulfoxido, 50 uM 2BrP y
100 uM 2BrP, células expuestas a concentracion de 50 y 100 uM de 2-Br
palmitoilato.

6.6 Analisis de la participacion de las nSMasas en la virulencia in vitro de E.
histolytica

La virulencia de Entamoeba histolytica resulta de complejas interacciones del
hospedero y el parasito, implicando multiples factores de ambos, lo que provoca
respuestas de defensa por parte del hospedero y resistencia del parasito al estrés
causado por las reacciones y los entornos durante la invasion tisular (Faust and
Guillen, 2012). Entre los factores de E. histolytica que intervienen en la virulencia
se encuentran la adhesién a la membrana, la lisis celular, la fagocitosis y la
digestion de las células ingeridas, que permiten su supervivencia en el interior del

huésped y promueven o realizan el dafio celular (Anaya-Velazquez and Padilla-
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Vaca, 2011). Por estas razones, se considerd importante el analisis de las
diferentes actividades biolégicas relacionadas con este parasito, actividad
hemolitica, efecto citotoxico, y el efecto citopatico,

La capacidad citolitica que posee E. histolytica es el mayor determinante de
virulencia de este parasito (Ravdin and Guerrant, 1982), se sabe que los extractos
amibianos tienen actividad hemolitica sobre células de mamifero (Prasad et al.,
1982; Lopez-Revilla y Said-Fernandez, 1980), la cual se localiza mayoritarlamente
en una fraccidon vesicular llamada P30, donde se reporta la mayor actividad de
fosfolipasa del parasito (Said-Fernandez and Lopez-Revilla, 1982; Vargas-
Villarreal, 1985). E. histolytica también presenta citotoxicidad para una diferentes
tipos celulares, incluidos los neutrdfilos, linfocitos T, macréfagos y una variedad de
lineas de cultivo de tejidos (Ralston and Petri, 2011).

Teniendo como fundamento esta informacién, tomando en cuenta la clasificacion
bioquimica de la nSMasas como parte de la familia de fosfolipasas C y aunado a
los reportes en bacterias como factores hemoliticos importantes (Flores-Diaz et
al., 2016), analizar el efecto del silenciamiento o sobreexpresion de las nSMasas
sobre la citotoxidad de las amibas, puede contribuir significativamente al
entendimiento de la patogenicidad y virulencia del parasito.

La Figura 17A muestra que la cepa EhnSM3-HA incrementa 2.2 veces el efecto
hemolitico en comparacién con su parental HM1-HA, la cepa G3-GS EhnSM2-3
disminuye 2.8 veces su efecto en comparacion con la cepa control G3, mientras
que el resto de las cepas transfectantes no muestran diferencias significativas.
Resultados similares se observaron al interaccionar células MDCK con las cepas
transfectantes de E. histolytica, en la cual se observa un aumento de 1.8% para la
cepa EhnSM3-HA y una disminucién del 1.3% para la cepa G3-GS EhnSM2-3
(Figura 17B).

En conjunto estos dos resultados dan indicio que la proteina EhnSM3 puede
contribuir a la lisis celular y al dafio a la membrana celular como se reporta en los
homologos bacterianos (Walev et al., 1996; Huseby et al., 2007; Oda et al., 2012;
Doll et al., 2013).
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El objetivo principal de la invasién de E. histolytica es el epitelio del colon, donde
solo los trofozoitos invasores de E. histolytica pueden desencadenar el proceso de
dano tisular (Ralston and Petri, 2011; Ralston et al., 2014), por lo tanto se evalu6
la capacidad de E. histolytica para destruir monocapas celulares. Las lineas
celulares transfectantes que sobreexpresan los genes ehnsmi1 o ehnsm2
mostraron un mayor efecto citopatico mientras que el comportamiento por
silenciamiento de estos genes solo se ve afectado para el gen ehnsm2 (Figura
17C). De manera notable, se observo que no hay efecto de la sobreexpresion o
silenciamiento del gen ehnsm3. Estos resultados plantean la hipétesis de la
posible participacion de las nSMasas ya sea directa o indirectamente en la

destruccidon de las monocapas celulares.
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Figura 17. Actividades biologicas de cepas
sobreexpresantes y silenciadas en los genes que codifican
para nSMasas de E. histolytica. A. Actividad hemolitica.
Hemoglobina liberada tras la hemdlisis de eritrocitos (RBC) por
trofozoitos de E. histolytica. B. Citotoxicidad. Porcentaje de
mortalidad de células MDCK por diferentes cepas de E.
histolytica C. Efecto citopatico. Porcentaje de destruccién de la
monocapa de células MDCK por trofozoitos de E. histolytica a
los 60 minutos de interaccion. Cepas que poseen nSMasas
recombinantes etiquetadas con HA EhnSM1-HA, EhnSM2-HA y
EhnSM3-HA, como control la cepa HM1-HA. Cepas silenciadas
en los genes ehnsm1, ehnsm2 y ehnsm3, las cepas G3-GS
EhnSM1 y G3-GS EhnSM2-3, cepa G3 como control. Los
resultados representan el promedio de 3 experimentos por
duplicado. Diferencia significativa *p <0.05, posterior al analisis
estadistico Kruskal-Wallis.
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7. DISCUSION

Las esfingomielinasas son enzimas involucradas en diferentes procesos celulares
relacionados con la proliferacion celular, apoptosis, lisis celular y respuesta a
estrés, en mamiferos (Hannun and Obeid, 2008); mientras que en bacterias son
consideradas factores de virulencia (Openshaw et al., 2005). Estas enzimas
participan en la sintesis de esfingolipidos, moléculas que se encuentran
distribuidas en todos los animales, plantas, en algunos organismos procariotes y
virus, como componentes de membranas, lipoproteinas y otras estructuras
bioldgicas importantes (Rotolo et al., 2005; Hannun and Obeid, 2008; Tam et al.,
2010).

En E. histolytica poco se sabe del metabolismo de esfingolipidos y de su posible
participacion en la sefializacidn celular. Las amibas sintetizan varios esfingolipidos
como esfingomielina, inositol fosfato ceramida y etanolamida-fosfato ceramida
(Mclaughlin and Meerovitch, 1975; Aley et al., 1980). Al igual que en las células de
mamiferos, posee estructuras ricas en esfingomielina en la membrana, las cuales
estan asociadas con la adhesion a células blanco y pinocitosis (Laughlin et al.,
2004; Mittal et al., 2008). Las nSMasas y otras fosfolipasas son factores de

virulencia bien conocidos en bacterias (Flores-Diaz et al., 2016).

En el grupo de trabajo se han realizado estudios que muestran que este parasito
posee nueve genes que codifican para esfingomielinasas, tres para nSMasas y
seis para aSMasas (Mendoza Macias, 2010). Estos genes se expresan en
condiciones basales y las nSMasas recombinantes presentan actividad enzimatica
(Mendoza-Macias et al., 2010). Sin embargo, se desconoce si las nSMasas juegan

un papel en la virulencia o en la senalizacion celular de E. histolytica.

La utilizacion de cepas transfectantes, a ultimas fechas se ha vuelto una
herramienta transcendental para la evaluacion de la funcion de las proteinas, ya
sea sobreexpresandolas o inhibiendo su expresion; por lo cual utilizamos las
construcciones obtenidas en el grupo de trabajo. Se utilizaron tres cepas
transfectantes de E. histolytica que expresan cada una de las nSMasas con una
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etiqueta de hemaglutinina (HA), y dos transfectantes silenciadas, una en los genes
ehnsm2y ehnsm3y la segunda en el gen ehnsm1 (Mendoza Macias, 2010).

La validacion de las cepas sobreexpresantes se realizd mediante la
inmunodeteccion del epitope HA en homogenados celulares, para las cepas
EhnSM1-HA, EhnnSM2-HA y EhnSM3-HA en las cuales se observo la presencia de
la proteina recombinante en todos los homogenados totales. Después del
fraccionamiento celular esta misma proteina se encontr6 que se asocia
principalmente a la fraccion membranal. La estrategia de sobreexpresion de genes
para el estudio de su funcion y localizacion se ha utilizado en diversos modelos
(Mahon et al., 2003; Park et al., 2001, 2017; Shi et al., 2017). En E. histolytica
mediante esta estrategia se han identificado ocho proteinas, que afectan la
patogenicidad de este parasito (Meyer et al., 2016). De manera similar se encontré
que la sobreexpresion de cistein peptidasas confiere patogenicidad a un clon de

Entamoeba histolytica no patogeno (Matthiesen et al., 2013).

Por otra parte, para las cepas silenciadas se retomaron las construcciones
realizadas por Mendoza-Macias (2010) para el silenciamiento del gen ehnsm3, sin
embargo, también se silencié en un 50% el gen ehnsm2 debido a que presentan
un 87% de homologia entre estos genes y de esta manera se obtuvo la cepa G3-
GS EhnSM2-3. El fundamento de este silenciamiento es epigenético, para la cual
se empled la cepa G3 de E. histolytica que esta silenciada en el gen eh-ap-a del
amebaporo (Bracha et al., 2003). En esta cepa es posible silenciar un gen
adicional, como ha sido reportado para los genes eh-cp5 y ehigl1 (Bracha et al.,
2006). La virulencia en la cepa G3 esta parcialmente afectada, pero es posible
evaluar el fenotipo de las amibas que tienen silenciado un gen adicional y asi
determinar la contribucion de la molécula de interés. Hasta la fecha se sigue
investigando el mecanismo exacto de silenciamiento de este sistema, sin embargo
se ha descrito una modificacion en la cromatina, debido a una dimetilacion de
histonas mediado por RNAI, producto de la secuencia promotora del gen eh-ap-a
contenida en el plasmido y de 87 pb de la region 5’ del elemento SINE1 localizado
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inmediatamente rio arriba del promotor del gen del amebaporo, ocurriendo
entonces el silenciamiento tanto del transgen como del gen cromosémico, dicha
modificacion permanece en las generaciones de trofozoitos sucesivas cuando se
ha perdido el plasmido (Bracha et al., 2006, 2003; Zhang et al., 2011; Foda and
Singh, 2015).

La obtencion de estas cepas transfectantes para el analisis de la funcién de cada
una de las nSMasas de E. histolytica fueron herramientas sustanciales para el
desarrollo del presente proyecto utilizadas en los diferentes analisis
experimentales mediante la medicion de su activad enzimatica, localizacion vy

efecto sobre la virulencia del parasito.

Una de las metodologias mas utilizadas para la cuantificacion de actividad de
esfingomielinasa es mediante el sistema Amplex Red Sphingomyelinase Assay Kit,
método colorimétrico descrito y empleado en diferentes investigaciones (Petrache
et al., 2005; Ramu et al., 2014; Robciuc et al., 2014). Se trata de un ensayo
acoplado a enzimas, el cual es uno de los grandes inconvenientes que presenta
esta metodologia; la actividad de esfingomielinasa es monitoreada indirectamente
por la 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina, mediante una cascada enzimatica
(Technologies, 2006) en la cual participan diferentes metabolitos los cuales
podrian interferir con algunas de la condiciones a probar dentro del trabajo de
investigacion. Por lo anterior, en el presente proyecto se decidié utilizar un método
directo que utiliza "*“lesfingomielina marcada como sustrato, la cual es hidrolizada
por la nSMasa en ["*“Yfosfocolina, siendo ésta la que se extrae y se cuantifica
(Vargas-villarreal et al., 2003). Por lo anterior, fue importante estandarizar el
método de determinacion de la actividad de nSMasa, utilizando una nSMasa
comercial purificada de Bacillus cereus. Estos valores pueden reportarse como
actividad especifica (umoles de SMasa/mg de proteina/tiempo) (Gonzalez-Salazar
et al., 2013) o como porcentaje con respecto al control (%Control) (Katussevani et
al., 2000). Se ajustaron las condiciones de pH, concentracidn de proteina, tiempo

de incubacion y efecto de cationes divalentes. La alta concentracién de proteina y
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los tiempos de incubacidén prolongados son una caracteristica en comun para la
actividad de SMasa de varios parasitos (Gonzalez-Salazar et al., 2013). El
estimulo observado con Mn* es una caracteristica de las nSMasas de E.
histolytica (Mendoza-Macias et al., 2010).

Otros métodos basados en medicién de metabolitos marcados "C utilizan un
sistema de cromatografia en capa fina (TLC) mientras que el usado en el presente
trabajo se basa en un sistema de ensayo de micela mixta (Wiegmann et al., 1994),
presentando como principal ventaja, el manejo de residuos radiactivos en
cantidades minimas. La sensibilidad, la precision y la simplicidad de las
determinaciones enzimaticas mediante la metodologia estandarizada hacen de
esta una excelente alternativa para los analisis de medicion de actividad de
nSMasa en homogenados totales y fracciones celulares, tanto en condiciones

basales como condiciones experimentales.

Existe una relacion directa entre aumento y disminucion de la actividad de nSMasa
en cepas transfectantes, como resultado de la sobreexpresion y silenciamiento de
los genes que codifican para las nSMasas de E. histolytica. Lo anterior en
comparacién con sus cepas control HM1-HA para las primeras y G3 con el
plasmido vacio para las segundas, sugiriendo que las nSMasas exdgenas
etiquetadas con HA producidas por las transfectantes son activas.

El fraccionamiento de los compartimentos celulares facilita el analisis para resolver
cualquier pregunta de investigacion relacionada con proteinas (Rockstroh et al.,
2011). Los resultados de la medicion de actividad en fracciones celulares de la
cepa HM1 muestran un aumento en la actividad de nSMasa en la fraccion
membranal, con respecto al homogenado total y a la fraccién soluble. EI aumento
de actividad con respecto al homogenado total es debido al enriquecimiento de
proteinas ocasionado por la centrifugacion diferencial. Con respecto a la fraccidon
soluble sugiere que las nSMasas se localizan en la membrana celular tal como se

ha descrito bajo las mismas condiciones de fraccionamiento en Plasmodium
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falciparum, incluso sugiere que el mecanismo de accion de estas enzimas sea
muy similar entre ellos ya que en ambos casos la actividad de nSMasa se asocia a
la membrana plasmatica y es estimulada por Mn?*(Hanada et al., 2000).

El papel de los esfingolipidos, en particular la ceramida, se relaciona con
respuestas celulares al estrés, diferenciacion celular y apoptosis en eucariotes
incluyendo mamiferos y levaduras (Clarke and Hannun, 2006). Diversos
inductores de estrés oxidativo, como el perdxido de hidrégeno, luz ultravioleta,
radiacion ionizante y choque térmico, se han reportado como activadores de
SMasas, involucrando a estas enzimas en la traduccion de sefales via la
ceramida (Jana & Pahan, 2007; Castillo et al., 2007; Y. Hannun & Obeid, 2008).
Los estudios sugieren que el papel de estas enzimas, esta estrechamente
relacionado con la regulacion celular, desempefiando un papel critico en las
respuestas al estrés (Goldkorn et al., 1998) estableciéndose una clara conexién
entre las nSMasas y el estrés oxidativo (Mansat-de Mas et al., 1999; Laurent and
Jaffrézou, 2001).

Se ha reportado que una diferencia importante entre las amibas virulentas y las no
virulentas es su capacidad de manejar el estrés oxidativo durante el proceso de
invasion al huésped (Vicente et al., 2009; Padilla-Vaca and Anaya-Velazquez,
2010).

Por lo anterior se evalu6 la participacion de las nSMasas de E. histolytica en
respuestas a estrés oxidativo inducido por H»O, o choque térmico, tomando como
referencia las cepas HM1-HA y EhnSM3-HA en base a los resultados de actividad
de nSMasa y actividades biologicas (seccion mas adelante). La viabilidad celular
fue mayor en trofozoitos de la cepa EhnSM3-HA en comparacion con la cepa
parental HM1-HA, sugiriendo la participacion de la proteina EhnSM3 en la
resistencia al estrés. Esta informacion complementa los datos previamente
reportados en el grupo de trabajo (Mendoza Macias, 2010) que muestran que el

silenciamiento de este gen disminuye la viabilidad celular de los trofozoitos
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expuestos al H,O,.

Estos resultados contrastan con lo reportado en la literatura donde se ha
demostrado que agentes inductores de estrés oxidativo, activan diferencialmente a
las SMasas de tipo acido y neutro para producir ceramida e inducir apoptosis
(Castillo et al., 2007; Jana and Pahan, 2007). Sin embargo podrian vincularse con
resultados previos dentro del grupo de trabajo, donde se encontré que bajo las
mismas condiciones de estrés, no existen células apoptoticas (Zarate Garcia,
2011). Las diferencias entre el comportamiento de las nSMasas de E. histolytica 'y
las células de mamifero en respuesta al estrés oxidativo sin duda estan
relacionadas estrechamente con la cantidad de sustrato presente en cada célula,
por lo tanto es de interés investigar los niveles de esfingomielina y ceramida
intracelular en la amiba y de esta manera establecer un vinculo entre estos
resultados, la actividad de estas enzimas y las respuestas bioldgicas que su

actividad conlleva.

La actividad de la nSMasa2 de mamifero, es modulada por el estrés oxidativo. En
presencia de humo de tabaco aumenta la actividad de esta enzima en células del
epitelio bronquial humano (HBE1) (Filosto et al., 2010). Por lo anterior, se evalu6
la actividad de nSMasa de los trofozoitos de la cepa HM1-HA y EhnSM3-HA

expuestos al H,O,.

Los trofozoitos de la cepa HM1-HA tratados con H20,, muestran un incremento de
mas de 5 veces por encima de los niveles de actividad en comparacion con los
trofozoitos sin tratamiento, resultados similares fueron obtenidos en el grupo de
trabajo en la cepa G3 (Zarate Garcia, 2011). Mientras que la cepa EhnSM3-HA,
presenta niveles similares de actividad antes y después del tratamiento. Estos
datos sugieren indirectamente, que las nSMasas estan relacionadas con la
respuesta al estrés oxidativo, ya que por una parte la viabilidad celular disminuye
conforme aumenta la concentracion del agente oxidante, y por otra la actividad de
la nSMasa aumenta en presencia de éste para la cepa HM1-HA mientras que para
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la cepa EhnSM3-HA no cambia.

Lo anterior posiblemente es debido a que las amibas al estar en condiciones de
estrés encienden un mecanismo de proteccion, incrementando su actividad con el
objeto de abatir el estrés, por lo que en la cepa HM1-HA existe un incremento en
los niveles de actividad. Por otro lado, la cepa EhnSM3-HA no muestra un
incremento en su actividad por efecto del H,O,, a pesar de presentar mayor
viabilidad celular con respecto al control (datos previamente descritos) lo que
sugiere que el gen ehnsm3 extra que posee, le confiere una mayor resistencia
ante el estrés ambiental, siendo innecesario que se encienda un mecanismo para
abatir las condiciones desfavorables en las que el parasito se encuentra en
presencia del H;O,. Un mecanismo similar ha sido descrito en células de
oligodendrocitos humanos, en las cuales se reportd una activacion diferencial de
nSMasas en respuesta al H,O,, y en las cuales la inhibicion por antisentido de
estas nSMasas abatio el efecto inductor de la apoptosis por este tratamiento (Jana
and Pahan, 2007).

Recientemente, se ha reportado que la expresion del gen para la nSMasa3 en el
ser humano es regulado por dafio al DNA y por el estrés no genotéxico (Corcoran
et al., 2008). En el parasito Giardia lamblia se ha asociado la mayor expresion de
los genes de SMasas durante el proceso de enquistamiento (Hernandez et al.,
2008). En Entamoeba invadens, un patogeno de reptiles, en donde se ha
estudiado el proceso de enquistamiento, también se ha reportado la participacion
de productos del metabolismo de esfingolipidos durante el proceso de
diferenciacion (Cerbon et al., 2009). Por lo anterior, se evalué la expresion de
genes que codifican para las SMasas neutras en respuesta al peréxido de
hidrogeno. En un trabajo previo del laboratorio se report6 la sobreexpresion a nivel
de mRNA del gen ehnsm3, en respuesta al peroxido de hidréogeno, en trofozoitos
de las cepas G3 y G3-GS EhnSM1, lo que sugiere que la sobreexpresion a nivel
de mRNA del gen ehnsm3 se presenta solo en los trofozoitos que se encuentran

en condiciones que comprometen su supervivencia, como situaciones extremas de

I QFB Luz Yolanda Urquieta Ramirez 62'



Universidad de Guanajuato
Division de Ciencias Naturales y Exactas
Departamento de Biologia

estrés oxidativo (Zarate Garcia, 2011).

Con estos resultados se propone que la capacidad que mostraron los trofozoitos
de E. histolytica de responder y adaptarse a estimulos externos es un
determinante de la virulencia del parasito, el cual puede estar relacionado con la

resistencia al H,0, observada en las amibas transfectantes. El presente trabajo

sugiere la participacion de las nSMasas en el metabolismo de E. histolytica, en
respuesta a estrés oxidativo, por lo tanto, su posible relacion en la diferenciaciéon

celular (enquistamiento), proliferacion o apoptosis.

Como se menciono6 anteriormente, existen reportes acerca de SMasas de células
epiteliales del tracto respiratorio humano, activadas por el estrés oxidativo; se
sabe que esta actividad va acompafnada de un incremento en el nivel de
fosforilacion de la enzima. La activacion de estas enzimas se ha atribuido a una
modificacion postraduccional de la fosforilacion llevada a cabo por las protein
cinasas p38 o PKC y la fosfatasa calcineurina, lo que indicaria un posible
mecanismo de activacion de las nSMasas (Filosto et al., 2010; Levy et al., 2009).
Lo anterior, en conjunto con los analisis bioinformaticos que muestran que las
nSMasas de E. histolytica poseen probables sitios de fosforilacion, nos permite
postular la posible participacion del mecanismo de fosforilacién en la regulacion de
las SMasas de la amiba. Para ello fue necesario determinar si las nSMasas de E.
histolytica estaban o no fosforiladas, por lo que se llevaron a cabo ensayos para
purificar proteinas fosforiladas asi como realizar inmunodetecciones, a partir de
homogenados totales de la cepa HM1-HA y de cada una de las tres cepas
sobreexpresantes EhnSM1-HA, EhnSM2-HA y EhnSM3-HA. Los resultados
muestran que tanto las proteinas nativas como las recombinantes, estan
fosforiladas. En el futuro, sera relevante analizar si la actividad de nSMasa se ve o
no afectada por la presencia de inhibidores de cinasas, las cuales en teoria
evitarian la fosforilacion de las nSMasas, y si su actividad es regulada por este
proceso, esto se vera reflejado en una disminucién en los niveles de actividad. De

manera complementaria se podria analizar el efecto del estrés oxidativo sobre los
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niveles de fosforilacion, los cuales pueden modificarse por la presencia de agentes

inductores de estrés (Filosto et al., 2010).

Para conocer a detalle como estas enzimas llevan a cabo su accion, es
indispensable conocer a que nivel subcelular actian. Se sabe que la actividad de
las nSMasas puede presentarse en diferentes compartimentos celulares desde el
reticulo endoplasmatico (Grammatikos et al., 2007) hasta en las membranas y el
citoplasma (Levade and Jaffrézou, 1999). Se obtuvieron fracciones celulares de la
cepa HM1 y se determiné la actividad en cada fraccidn. Los resultados muestran
que aproximadamente el 90% de la actividad de nSMasa en E. histolytica se
asocia a la fraccion membranal. Mediante ensayos de fraccionamiento celular e
inmunodeteccion de las cepas HM1-HA y las sobreexpresantes se encontré que
estas proteinas estan asociadas principalmente a la membrana plasmatica, lo cual
fue corroborado mediante técnicas de microscopia confocal para la cepa EhnSM3-
HA.

Con esta informacién surge la pregunta sobre la interaccidn de estas enzimas con
la esfingomielina que es su sustrato y que se localiza principalmente en la cara
externa de la membrana plasmatica. Las nSMasas de otros eucariotes poseen
extensiones ya sea en el C- o N-terminal, y regiones predichas membranales, lo
que localiza a estas proteinas en las membranas y promueve la catalisis interfacial.
En contraste, las nSMasas bacterianas, carecen de regiones membranales y son
proteinas secretadas (Openshaw et al., 2005). Ninguna de las secuencias
amibianas predichas para las nSMasas poseen un motivo de interaccion con la
membrana plasmatica. El analisis de la estructura cristalina de las nSMasas de L.
ivanovii y B. cereus, las cuales son proteinas no membranales, revelé una region
hidrofobica tipo B-horquilla localizada en la region carboxilo terminal que sobresale
hacia la parte soluble y que posee dos residuos aromaticos que son importantes
en la interaccion de estas enzimas con las membranas (Openshaw et al., 2005;
Ago et al., 2006).
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Del alineamiento de las secuencias a nivel de aminoacidos, asi como del analisis
de la prediccion de la estructura terciaria de las nSMasas (Mendoza-Macias et al.,
2010), esta region tipo B-horquilla esta conservada en todas las nSMasas
amibianas, sugiriendo un mecanismo similar de interaccién potencial con la
membrana plasmatica. Sin embargo, es posible preguntarse como es que estas
proteinas pueden ser transportada a la membrana si el analisis bioinformatico de
su superficie (datos no mostrados) revela que son proteinas extremadamente
hidrofilicas. En el presente trabajo, se plante6 la hipotesis de que este
comportamiento podria ser realizado a través de un mecanismo de palmitoilacion,
alterandose el estado hidrofiico de las nSMasas proporcionando asi la
hidrofobicidad suficiente para que pudiesen anclarse a la membrana (Corvi et al.,
2011). Este mecanismo ha sido descrito como responsable de regular la
localizacion en membrana de la nSMasa2 de mamifero (Tani and Hannun, 2007).
Sin embargo, nuestros resultados muestran que la localizacion membranal de las
nSMasas no se ve afectada por inhibidores de la palmitoilacién, descartandose
este mecanismo como regulador de su localizacién, dejando abierta la posibilidad
de la participacién de otros mecanismos de lipidacion de proteinas u otro proceso
independiente de modificaciones en sus propiedades hidrofilicas, como la
fosforilacion ya que se ha visto, por ejemplo, que el TNF-alfa induce la
translocacién de la una SMasa a la membrana plasmatica en un mecanismo
dependiente de MAPK (Clarke et al., 2007).

La virulencia de E. histolytica es un proceso multifactorial, en el que estan
involucrados factores tanto del hospedero como de la amiba. Entre los factores del
parasito, se encuentran el amebaporo, las cistein proteasas y las lectinas (Anaya-
Velazquez and Padilla-Vaca, 2011); sin embargo no se descarta la participacion
de otras moléculas en este proceso. Algunas de estas moléculas candidatas son
las esfingomielinasas (SMasas), las cuales podrian participar como factores de
virulencia al igual que las SMasas bacterianas de Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Leptospira interrogans y Listeria ivanovii que producen dafno a la

membrana (Yamada, 1988; Projan et al., 1989; Segers et al., 1990; Gonzalez-Zorn
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et al., 1999), comportandose como determinantes de virulencia o participando en
procesos del metabolismo del parasito como diferenciacion o regulacion del ciclo
celular, al igual que en Giardia lamblia, Plasmodium falciparum y Trypanosoma
brucei (Hanada et al., 2000; Hernandez et al., 2008; Young and Smith, 2010).

Con la finalidad de poder dilucidar la posible participacion de las SMasas en la
virulencia de E. histolytica, se realizaron ensayos in vifro que permitieran
caracterizar fenotipicamente los trofozoitos transfectantes, evaluandose
mecanismos relacionados con la virulencia del parasito, tales como su capacidad
de lisar células MDCK vy globulos rojos asi como la destruccion de monocapas

celulares.

La amiba es considerada como una de las células con mayor capacidad citotoxica
en la naturaleza, numerosos experimentos in vitro han demostrado que E.
histolytica produce moléculas que causan citélisis como son las fosfolipasas y
amebaporos, por lo que su capacidad de lisar células es una de las principales
diferencias entre las cepas virulentas y no virulentas de E. histolytica (Olivos-
Garcia et al., 2009; 2011). El presente trabajo muestra que la sobreexpresion o
silenciamiento del gen ehnsm3, de manera indirecta, ocasiona un aumento o
disminucién respectivamente de la capacidad litica sobre diferentes células,
aunado a otros resultados del grupo de trabajo que muestran un aumento en la
expresion de genes de los tres amebaporos, pero no de los genes que codifican
para cistein proteasa 5, adhesina 112 ni de las subunidades ligeras y pesadas de
la lectina Gal/GalNAc. Estos resultados muestran una posible similitud en el
comportamiento de la proteina Ehnsm3 con respecto a algunas nSMasas
bacterianas como la B-toxina en B. cereus (Oda et al., 2012; Doll et al., 2013). Se
plantean dos alternativas para la participacion del gen ehnsm3, en el efecto litico
de E. histolytica, por una parte actua mediante un mecanismo dependiente de
contacto el cual es resultado de la sinergia entre la accion de los amebaporos y el
efecto directo de la EhnSM3, o participa como un mediador en la induccion de la
expresion de los genes del amebaporo.
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No hay evidencia experimental previa en E. histolytica de la participacion de
nSMasas en la destruccion de monocapas celulares, sin embargo es bien sabido
que las cistein proteasas (Ankri et al., 1999), la lectina Gal/GalNAc (Ravdin et al.,
1985) y la adhesina 112 (Hernandez-Nava et al., 2017) participan en la actividad
citopatica de E. histolytica. En el grupo de trabajo se encontré que la expresion de
aquellos genes no se ven afectados en ninguna de las cepas sobreexpresantes
evaluadas en este trabajo. Sin embargo, si existe un incremento del transcrito del
amebaporo B en la cepa EhnnSM2-HA, aparentemente el producto de este gen no
es el responsable de la destruccién de la monocapa puesto que el mismo efecto
citopatico se observa en la cepa EhnSM1-HA en la cual el nivel de expresion del
amebaporo no se ve afectado. Estos resultados, en conjunto con los obtenidos
con las pruebas in vitro, sugieren que los genes ehnsm1 y ehnsmZ2 estan mas

relacionados con efectos citopaticos y el gen ehnsm3 con los efectos citotoxicos.

Los dominios ricos en esfingomielina denominados “rafts” pueden funcionar como
sustrato para desencadenar diferentes vias de transduccion de sefales
(Dobrowsky, 2000). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que las nSMasas
pueden ser moléculas responsables de la activacidon o desactivacion de otras
moléculas tales como los amebaporos, los cuales son responsables del dafio a la
célula huésped.

Aunque se desconoce exactamente como actuan o como se regulan las nSMasas
de E. histolytica, se aportaron bases para comprender el mecanismo de accion.
Por primera vez se establece que las nSMasas de este parasito estan fosforiladas,
y que de manera indirecta afectan la virulencia del parasito ya que responden a
estimulos externos. Sin embargo, es necesario profundizar en el estudio de estas
enzimas para entender el mecanismo exacto por el cual actuan y poder establecer
una relacion directa entre niveles de fosforilacion, actividad enzimatica, su
respuesta al estrés y virulencia, y de esta manera describir la funcion especifica de
cada una de las tres proteinas dentro del parasito, las cuales aparentemente a

pesar de ser de la misma familia actuan de manera diferencial.
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8. CONCLUSIONES

Se implementd un método para la medicibn de la actividad de
esfingomielinasa neutra en E. histolytica.

La sobreexpresion de los genes ehnsm1, ehnsm2 y ehnsm3 en la cepa
HM1 de E. histolytica genera las proteinas etiquetadas correspondientes y
un aumento en la actividad.

El silenciamiento de los genes ehnsm1, ehnsm2 y ehnsm3 en la cepa G3,
disminuye la expresion de los genes y la actividad total de las nSMasas.

La viabilidad celular de la cepa EhnSM3-HA es mayor que la cepa control
HM1, en presencia de choque térmico y perdxido de hidrégeno, el cual
incrementa la actividad de nSMasa unicamente en la cepa control.

Las proteinas EhnSM1, EhnSM2 y EhnSM3 se encuentran fosforiladas, y
Su asociacion a la membrana no es mediada por palmitoilacién.

La EhnSM3 de E. histolytica, localizada en la membrana plasmatica,

participa en el dafno de las células blanco como un factor de virulencia
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9. PERSPECTIVAS

* Analizar el efecto del peroxido de hidrégeno en el nivel de fosforilacion vy,
localizacion de las nSMasas.

» Cuantificar niveles de ceramida en las cepas transfectantes con respecto a
la cepa parental.

» Estudiar el efecto sobre la actividad de nSMasa, localizacion y fosforilacion
del estrés oxidativo mediado por el choque térmico y radiacion UV.

* Analizar otros probables mecanismos responsables de la localizacion

* membranal de las nSMasas como sitios de GPI, meristilacion o prenilacion.

* Analizar la participacion de las nSMasas en la virulencia in vivo de

Entamoeba histolytica.
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