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Resumen
Entamoeba histolytica (E. histolytica) es un parasito que coloniza el intestino grueso del

humano, aunque puede llegar a invadir otros érganos como higado, pulmén y cerebro. La
capacidad invasiva de la amiba estd asociada a diferentes propiedades intrinsecas con las
gue cuenta el parasito, también conocidas como factores de virulencia. Recientemente se
ha reportado que E. histolytica expresa proteinas G y que estas moléculas participan en la
regulacién de la patogenicidad del pardsito, a través de la expresién de sus factores de
virulencia, aunque no han sido identificados los posibles receptores ni sus posibles ligandos.
Se sugiere que diversos estimulos exdgenos pueden regular la virulencia de E. histolytica a
través de estas vias de sefializacion. El objetivo de este estudio es analizar los posibles
efectos moduladores de la adrenalina y acetilcolina sobre la virulencia de E. histolytica. Se
ha evaluado la capacidad de los trofozoitos para fijar en su membrana a estos dos
neurotransmisores, también, el efecto que tiene acetilcolina y adrenalina sobre la capacidad
fagocitica, citopatica y distribucion de estructuras ricas en actina de E. histolytica.
Adicionalmente, se determind la expresidon de factores de virulencia por gRT-PCR. Los
resultados muestran que trofozoitos de E. histolytica fijan en su membrana a ambos
neurotransmisores, asimismo, se observa un claro incremento de eritrofagocitosis,
citotoxicidad y activacion del citoesqueleto de la amiba, después del tratamiento, aumenté
la expresion de L220, subunidad pesada de lectina Gal / GalNAc (170 kDa), amebaporo C,
cisteina proteinasa 2 (ehcp-a2) y cisteina proteinasa 5 (ehcp-a5). Del mismo modo, los
trofozoitos tratados con los neurotransmisores desarrollaron lesiones hepaticas mayores
con multiples granulomas en hamster. En conclusién, adrenalina y acetilcolina
incrementaron la patogenicidad del pardsito al regular diversos factores de virulencia,
contribuyendo asi, a la gravedad de la enfermedad y consecuentemente podria estar

asociado al establecimiento de amebiasis invasiva.

Palabras clave: Entamoeba histolytica, amebiasis, acetilcolina, adrenalina, factores de

virulencia, invasion.



Abstract

Entamoeba histolytica (E. histolytica) is a parasite that colonizes the human large intestine,
although it can invade other organs such as liver, lung, and brain. The invasive capacity of
the amoeba is associated to different parasite intrinsic properties, also known as virulence
factors. Recently, it has been reported that E. histolytica expresses G proteins and that these
molecules participate in the regulation of the pathogenicity of the parasite, although the
possible receptors and their possible ligands have not been identified yet. It is suggested
that various exogenous stimuli such as adrenaline and acetylcholine may regulate the
virulent properties of E. histolytica through this cell signaling pathways. The aim of this study
is to evaluate the possible modulating effects of adrenaline and acetylcholine over the
virulence of E. histolytica. The capability of trophozoites to bind these two
neurotransmitters to their membrane has been evaluated. The effect of acetylcholine and
adrenaline on the phagocytic and cytopathic capacity and the distribution of actin rich
structures of E. histolytica was also analyzed. Additionally, the expression of virulence
factors was determined by qRT-PCR. Similarly, when evaluating the formation of amoebic
liver abscess, trophozoites treated with the neurotransmitters developed larger liver lesions
with multiple granulomas. In conclusion, adrenaline and acetylcholine increased the
pathogenicity of the parasite by regulating various virulence factors, thus contributing to
the severity of the disease, and could be associated with the establishment of invasive

amebiasis.

Keywords: Entamoeba histolytica, amebiasis, acetylcholine, adrenalin, virulence factors,

invasiveness.



Introduccion
E. histolytica

La gran mayoria de las especies del género Entamoeba son consideradas comensales, el ser
humano puede ser parasitado por diversas especies de Entamoeba, de las cuales E.
histolytica ha sido identificado como especie patégena (Wilson et al., 2019). El ciclo de vida
de E. histolytica presenta 2 estadios: quiste y trofozoito. El quiste es la forma infectiva del
parasito, que morfolégicamente se distingue por tener cuatro nucleos y cada uno de los
nucleos posee un cariosoma central, una cromatina periférica y una pared gruesa de quitina.
Los quistes son estructuras muy resistentes ya que puede sobrevivir en ambientes muy
adversos, como la cloracidn, altas temperatura y el pH del estdmago. Los portadores de esta
fase infectiva son pacientes asintomaticos o pacientes de amebiasis crénica. Los trofozoitos
son la fase mavil, es decir la forma patégena que invade tejidos, que pierde su capacidad
infectante al ser labil en el medio ambiente. Se caracteriza por tener un nucleo con un
endosoma central y cromatina periférica. Tiene ademas un citoplasma dividido en dos
zonas: ectoplasma y endoplasma. Estas estructuras pueden encontrase en las heces frescas

y tejidos de pacientes infectados (Choudhuri & Rangan, 2012).

Ciclo de vida

El ciclo de vida de E. histolytica comienza con la ingesta de quistes maduros dada por
transmision fecal-oral. Los quistes descienden a través del tracto gastrointestinal, a su paso
por el estdbmago la pared quistica se reblandece y una vez en la porcion del ileon se da el
desenquistamiento, liberando un trofozoito metaquistico, que contiene cuatro nucleos y
cada uno de esos nucleos se dividen dando lugar a ocho trofozoitos que en la luz del
intestino se multiplicaran por fision binaria. Posteriormente, los trofozoitos se enquistan y
son desechados en las heces de los pacientes, perpetuandose asi el ciclo de vida del parasito

(Mi-Ichi et al., 2016).



Epidemiologia

A nivel mundial, cada afio 50 millones de personas son infectadas por este parasito y, a
causa de esta infeccion, mueren alrededor de 55,000 personas (Lozano et al., 2012;
«WHO/PAHO/UNESCO report. A consultation with experts on amoebiasis. Mexico City,
Mexico 28-29 January, 1997», 1997). La distribucion geografica de E. histolytica es
cosmopolita, aunque prevalece mayormente en zonas tropicales donde el saneamiento
ambiental es deficiente ya que la infeccién se da tras el consumo de alimentos y agua
contaminada con materia fecal (Ralston & Petri, 2011). Los paises con mayores tasas de
incidencia incluyen a India, México y Africa. La amebiasis es un padecimiento que afecta en
proporciones parecidas a mujeres y hombres, aunque el desarrollo de abscesos hepatico
amebiano es mas comun en hombres de entre 20 y 50 afos. Aunque no se conocen las
razones de estas diferencias, los nifios y mujeres parecen tener como factores de proteccion

la edad y condiciones hormonales (Snow et al., 2008).

Patogénesis

El periodo de incubacion es ampliamente variable, E. histolytica coloniza el lumen del
intestino grueso como comensal o bien pueden adherirse a la mucosa y por consiguiente
llegar al epitelio intestinal, los trofozoitos que penetran la mucosa intestinal forman lesiones
ulcerosas con bordes necrdticos con una presencia abundante de trofozoitos, aunque en las
zonas circundantes la presencia de amibas es escasa (Gitler et al., 1984). La caracteristica
principal de las lesiones causada por la amebiasis es la naturaleza destructiva de tejidos, con
escasa hemorragia, acompafiada de necrosis, licuefaccion del tejido y con una respuesta
inflamatoria relativamente pequeiia (Espinosa-Cantellano & Martinez-Palomo, 2000). El
progreso de la infeccion a una enfermedad extraintestinal puede darse cuando los
trofozoitos de E. histolytica alcanzan la circulacidn portal, favoreciendo asi, la diseminacion
de la amiba (Haque et al., 2003). La evolucién de la enfermedad se relaciona tanto a factores
del hospedero como del pardsito. La virulencia de E. histolytica se encuentra
especificamente asociada a la severidad de la enfermedad a través de la adherencia,

degradacion proteolitica de la mucosa intestinal, la citopatogenicidad y migracion (Faust &
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Guillen, 2012; Padilla-Vaca & Anaya-Velazquez, 2010). Claramente estos eventos son el

resultado de diversos factores y sucesos coordinados durante la invasién de tejidos.

Adherencia

La adherencia de los trofozoitos a tejido del hospedero es un proceso indispensable en la
colonizacidn, invasion y citotoxicidad del parasito, que se encuentra mediado por proteinas
de membrana como la adhesina de 112 KDa, lectina galactosa y N-acetil-D-galactosamina
(Gal/GalNAc 260 kDa) y la lectina de 220 KDa (Rosales-Encina, Meza, Lopez-De-Ledn,
Talamas-Rohana, & Rojkind, 1987; Aguirre Garcia, Gutiérrez-Kobeh, & Lépez Vancell, 2015).
Otra proteina que participa en la adhesidn es la proteina rica en serina de E. histolytica
(PRSEH) aunque su funcién no se conoce del todo, se ha sugerido que podria participar
también en procesos de fagocitosis (Teixeira & Huston, 2008). Algunos estudios describen
gue las lectinas no sélo participan en procesos de adhesidn, sino que también son esenciales
en los mecanismos de invasidn a tejidos y citotoxicidad de E. histolytica, ademas se propone
gue pueden estar involucradas en la transduccién de sefiales (Coppi, Merali, & Eichinger,
2002). Se ha demostrado que ligandos especificos de la lectina Gal/GalNAc, como el
colageno vy los eritrocitos llegan a activar vias de sefializacién que involucran el PIP,y Calcio
(Goldston et al., 2012). Por lo que se considera de gran importancia la comprensién de estos
procesos durante invasién y la participacién de estos receptores de membrana en las

funciones de virulencia en E. histolytica.

Citopatogenicidad

La citotoxicidad amebiana es un proceso indispensable en la patogénesis de E. histolytica,
la cual puede darse a través de procesos dependientes de contacto, como en la trogocitosis,
proceso por el cual la amiba ingiere fragmentos celulares que provocan la muerte de la
célula debido al incremento de calcio intracelular (Ralston et al., 2014). En el caso de los
procesos contacto independiente por la exposicién a factores solubles secretados por
trofozoitos, que incluye a las proteinas formadoras de poros. Estas proteinas pertenecen a

la familia de pequefios péptidos anfipaticos, que contienen 77 residuos de aminodcidos,
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también conocidos como amebaporos, provocando una lisis osmdtica al insertarse en la

membrana de las células blanco (Zhang et al., 2004).

Fagocitosis

La fagocitosis de bacterias, eritrocitos y restos celulares es otra de las principales
caracteristicas de los trofozoitos de E. histolytica, mecanismo que es considerado
indispensable en la patogenicidad del parasito (lyer et al., 2019; Christy & Petri, 2011). Se
ha demostrado que la capacidad fagocitica de E. histolytica es mayor con respecto a E.
dispar (una especie no patégena). En otro de los eventos que le preceden a la fagocitosis
gue es la opsonizacion de las células blanco se han reportado diferencias entre ambas
especies, donde E. histolytica muestra mayor capacidad de adherencia y opsonizacién lo
gue podria estar asociado al incremento de la fagocitosis, mecanismo que es un importante

indicador de virulencia (Boettner et al., 2005; Talamas-Lara et al., 2014).

Proteasas de cisteina

Otro factor de virulencia son las proteasas de cisteina. Estas enzimas participan en la
degradacidon de componentes de matriz extracelular, favoreciendo la invasion del tejido
(Thibeaux et al., 2014). Ademas, se ha descrito que estas proteasas también contribuyen a
procesos de citotoxicidad amebiana (Christy & Petri, 2011; Gutiérrez-Kobeh, Cabrera, &
Pérez-Montfort, 1997). Asimismo, son consideradas indispensables en la evasion de la
respuesta inmune pues en su expresion como proteasas extracelulares, pueden inducir la
protedlisis de citocinas proinflamatorias, inmunoglobulinas IgG e IgA y algunas
anafilotoxinas del complemento. Ademas, se ha demostrado que su expresion y actividad
son importantes en el desarrollo de abscesos hepatico amebiano en modelos animales. El
analisis del genoma del parasito revela que 86 genes codifican para posibles peptidasas, de
las cuales 50 son proteasas de cisteina (Tillack et al., 2007). Durante la infeccion por E.
histolytica la CP-1, CP-2 y CP-5 son responsables del 90% de la actividad de las proteasas de
cisteina (Cornick & Chadee, 2017).
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Migracion

De los mecanismos determinantes en la invasién amebiana son la motilidad y quimiotaxis,
procesos regulados tanto por factores fisicos como quimicos, tal es el caso de quimiocinas,
hormonas, neurotransmisores, factores paracrinos y autocrinos (Zaki etal., 2006). El
citoesqueleto amebiano rico en actina es indispensable para la motilidad de E. histolytica,
en este contexto el citoesqueleto es importante en procesos biolégicos de la amiba que
incluye: fagocitosis, proliferacién y adherencia; incluso se ha demostrado que los trofozoitos
de E. histolytica en procesos invasivos incrementan la expresién de actina (Manich et al.,
2018). Para los trofozoitos altamente moviles es necesario la reorganizacion del
citoesqueleto, demostrando la participacién de esta estructura en la patogénesis amebiana

(Aguilar-Rojas et al., 2016).

Respuesta inmune

Durante la infeccidn, los trofozoitos interaccionan con la respuesta inmune del hospedero.
El primer encuentro se da con la mucosa intestinal, la cual tiene una funcién de ser una
barrera fisica frente a patégenos (Cornick & Chadee, 2017; Nakada-Tsukui & Nozaki, 2016).
La respuesta inmune es la segunda defensa y el componente mds abundante son las
inmunoglobulinas, las cuales impiden la adherencia de los patégenos a la mucosa intestinal
(Lamm, 1998; Ravdin et al., 2003; Kaur et al., 2004; Bernin et al., 2014). La respuesta inmune
celular frente a E. histolytica también es de gran importancia, el contacto de la amiba con
las células del epitelio intestinal, dando lugar a la produccién de citocinas proinflamatorias
como IFN-y, IL-6, IL-1B y TNF-a (Bansal et al., 2009; Kumar et al., 2011). La presencia de estas
citocinas promueve el reclutamiento y activacion de células de la respuesta inmune. Los
macrofagos y neutrofilos activados a su vez participan en la eliminacién del parasito (Lin &
Chadee, 1992). Demostrando asi, que tanto la respuesta humoral, como la respuesta celular

son de gran relevancia frente a la infeccion amebiana.

Neuroinmunomodulacién
Estudios recientes han demostrado que la interaccidén entre el sistema inmunolégico y el

sistema nervioso central (SNC) es indispensable en la regulacion de la respuesta inflamatoria
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frente a patdgenos. La activacién de regiones especificas del SNC induce la liberacién de
neurotransmisores, que a su vez activan vias alternas estableciendo conexiones anatémicas
entre los sistemas nervioso e inmune, regulando la funcidn de la respuesta inmune a través
de neurotransmisores liberados a través de rutas neuronales. Dos de los neurotransmisores
considerados inmunomodulares son la adrenalina y acetilcolina (Tanaka et al., 2019; Kerage

et al., 2019).

El efecto inmunomodulador de adrenalina

En procesos de estrés, se incrementan considerablemente las concentraciones de
adrenalina y noradrenalina, la adrenalina es primordialmente liberada por la médula
adrenal (Elenkov et al., 2000). Ademas, se conoce que los érganos linfoides se encuentran
densamente inervados por fibras adrenérgicas, permitiendo asi, la interaccién del
neurotransmisor y el sistema inmune (Downing & Miyan, 2000). Por otro lado, se ha
reportado que los linfocitos y macréfagos son capaces de sintetizar y liberar catecolaminas,

regulando la actividad de estas células por sefializacidn paracrina (Brown et al., 2003).

Diversos estudios han reportado que la adrenalina posee un efecto inmunomodulador. Se
ha demostrado que la administracion crénica de catecolaminas disminuye la respuesta
inmune celular a través de receptores beta-adrenérgicos, mientras que la liberacion aguda
tiene un efecto opuesto y se asocia a un incremento de la activacion de la respuesta inmune
celular a través de receptores alfa-adrenérgicos (Zhou et al.,, 2014; Oberbeck, 2006). El
efecto que puede tener la adrenalina sobre la respuesta inmune frente a E. histolytica aun
no ha sido estudiado. Evidencias manifiestan que el uso de adrenalina en el tratamiento de
enfermedades parasitarias como la malaria puede resultar contraproducente (Pasvol,
2005). Lo que sugiere que la presencia de este neurotransmisor podria determinar la

evolucién de una enfermedad parasitaria debido a su efecto inmunosupresor.

El efecto inmunomodulador de acetilcolina

Durante los procesos infecciosos el hospedero induce multiples respuestas para superar la
infeccion y prevenir la diseminacion. Un claro ejemplo es que el sistema inmunolégico se
comunica con el sistema nervioso para amplificar la respuesta inmune local y facilitar la
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eliminacidn del pardsito. A través del eje cerebro-intestinal, una red compleja y bidireccional
de nervios intrinsecos entre el SNC y el sistema nervioso entérico (SNE), se distribuye a largo
del tracto digestivo (de Jonge, 2013; Costa etal.,, 2000; Furness etal., 2014). El
neurotransmisor predominante del sistema nervioso entérico es la acetilcolina, liberada por
los nervios parasimpdticos e intrinsecos (Agostoni et al., 1957). Las fibras colinérgicas
liberadoras de acetilcolina transportadas en el nervio vago inervan el estémago, el intestino
delgado y el colon proximal (Browning & Travagli, 2014; Zheng & Berthoud, 2000). La
acetilcolina tiene una funcion fisioldgica relevante en el intestino, regulando la contraccién
del musculo liso, la dilatacidn de los vasos sanguineos, el transporte epitelial, la liberacion
de hormonas entéricas y la secrecion de moco (Keely, 2011; Barry et al., 1995; Specian &
Neutra, 1980). Ademas, informes anteriores indican que la acetilcolina participa en la
modulacion de la respuesta inmune en el tracto gastrointestinal, en particular, tiene un
efecto antiinflamatorio al unirse a la subunidad alfa 7 (a7) del receptor de acetilcolina
(Rosas-Ballina et al., 2011), inhibiendo asi, la activacion de monocitos y macréfagos y

reduciendo la produccidn de citocinas proinflamatorias (Wang et al., 2003).

Se conoce poco sobre la participacion de la acetilcolina en la infeccidn por E. histolytica. Sin
embargo, se ha proporcionado evidencia de que el nervio vago regula la inflamacién local
durante el desarrollo de un absceso hepdatico amebiano. De hecho, los hamsteres
vagotomizados mostraron un aumento significativo de las citocinas proinflamatorias
inducidas principalmente por la degradacién del inhibidor de NF-kB, lo que llevd a la
activacién de la fosforilacion de NF-kB y STAT3 (Sanchez-Aleman et al., 2015); Van Der
Zanden et al., 2009; Yoshikawa et al., 2006). Por lo tanto, la inhibicion de la estimulacion
vagal protege al huésped contra la amiba en las etapas agudas de la enfermedad
aumentando la respuesta inflamatoria en el sitio de la infeccién y apoyando asi la
eliminacion del pardsito (Mufioz-Ortega et al., 2011). Por el contrario, la presencia de
acetilcolina en el sitio de infeccidon induce una respuesta antiinflamatoria que podria

favorecer la evolucidon de la amebiasis o incluso conducir al desarrollo de una enfermedad
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invasiva, debido a que dificulta el aclaramiento del trofozoito por una respuesta inmunitaria

retardada.

Antecedentes

En la patogénesis de la amebiasis, la interaccién entre el hospedero y el pardsito esta
determinada por diversas condiciones durante el proceso infectivo, particularmente por
caracteristicas de la amiba necesarias para sobrevivir y adaptarse a diferentes ambientes.
En la actualidad se conoce poco de los factores involucrados en la regulacidn de la virulencia
amebiana que determinan la capacidad invasiva, favoreciendo la diseminacién de la amiba.
Las proteinas G desempefian una funcién importante en el reconocimiento de sefiales
extracelulares y que en respuesta a estos estimulos regulan funciones celulares. Evidencias
sugieren que algunos de los mecanismos de virulencia de E. histolytica como la migracion,
citotoxicidad y adherencia del trofozoito, son modulados parcialmente por proteinas G.
Mediante estudios de secuenciacién se ha demostrado que dentro del genoma de E.
histolytica se encuentran genes que codifican para las subunidades de proteinas G
(Anamika, Bhattacharya, & Srinivasan, 2008), formada por tres subunidades proteina Ga,
GB y Gy, que se encuentran acopladas a receptores de siete dominios transmembranales,
receptores que aun no han sido identificados en este microorganismo (Bosch et al., 2012).
La estimulacidn de estos receptores en células eucariotas resulta en la activacién de diversas
vias de sefializacién intracelular incluyendo diferentes efectores como adenilato ciclasa
(AC), GTPasas pequefias y fosfolipasa C, que, a su vez, modulan las concentraciones
intracelulares de segundos mensajeros, tal es el caso de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc). El sistema adrenérgico es una de las vias cldsicas de activacién de receptores
asociados a proteinas G en células eucariotas que promueve el incremento de AMPc. Los
trofozoitos de E. invadens (parasito de reptiles que es filogenéticamente cercano a E.
histolytica), que al ser estimulado con epinefrina exdégena aumenta la concentracion

intracelular de AMPc, adicionalmente se reporta que esta respuesta es dependiente de GTP
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demostrando asi, que este mecanismo de sefializacion involucra la participacién de la AC
(Frederick & Eichinger, 2004). Asimismo, trofozoitos de E. invadens en presencia de
adrenalina y noradrenalina promueven enquistamiento y se observa que este proceso es
dependiente de receptores adrenérgicos B tipo 1 al utilizar agonistas especificos como la
dobutamina, mientras que el estimulo con agonistas especificos de receptores a
adrenérgicos no muestran incremento en el porcentaje de enquistamiento basal, sumado a
esto, se comprobd que los lisados amebianos de E. histolytica y E. invadens contienen
catecolaminas (Coppi, Merali, & Eichinger, 2002). Esta informacion podria ser indicativo de
la presencia de sistemas autocrinos y la importancia de estas moléculas en funciones

celulares de E. histolytica.

Actualmente, se ha descrito la expresién de proteinas G y de algunos de sus efectores como
Ras, Rab y Rho en E. histolytica, y se ha reportado que alteraciones en la expresion y funciéon
de estas proteinas pueden modificar la virulencia del pardsito al modular procesos de
adherencia, migracién y citotoxicidad. Es importante mencionar que en 1986 se reportd que
el aumento de los niveles de acetilcolina en ratas inducido por el tratamiento con
fisostigmina (inhibidor reversible de la acetilcolinesterasa) incrementé la severidad de la
infeccién por E. histolytica (Kulkarni & Sen, 1986). Este estudio sugiere que la acetilcolina
pudo inducir un aumento de la virulencia de este protozoario, aunque no se conocen cuales
son los efectos y mecanismos involucrados en la activacién de estos posibles receptores a

través de adrenalina y acetilcolina.

De tal manera que, es clave identificar los efectos de estos neurotransmisores sobre las
propiedades de virulencia de la amiba y los posibles mecanismos implicados en la
patogenicidad que pudieran considerarse como potenciales blancos terapéuticos. En este
trabajo se evaluaran mecanismos y efectos asociados a la modulacidn de la virulencia de

trofozoitos de E. histolytica a través de adrenalina y acetilcolina.
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Hipotesis

La adrenalina y acetilcolina modifican las propiedades de virulencia de E. histolytica.
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Justificacion

La amebiasis se considera como una causa importante de morbilidad y mortalidad en el

mundo es la tercera causa por infeccidn parasitaria a nivel mundial.

Se conoce poco sobre los factores que determinan la capacidad invasiva de la amiba en
respuesta a estimulos exdgenos. La adrenalina y acetilcolina son neurotransmisores del
sistema nervioso central y periférico, estas sustancias se encuentran presentes en el tracto
digestivo, donde regulan diferencialmente el mantenimiento de la homeostasis del sistema
gastrointestinal al participar en la regulacién de la absorcion intestinal, flujo sanguineo,
motilidad intestinal y la respuesta inmune celular frente al parasito (Beckmann & Lips, 2013;
Mittal et al., 2017). Es ahi donde el parasito tiene contacto con estas moléculas, hasta el
momento se desconocen los efectos de estos neurotransmisores sobre los mecanismos de
virulencia de E. histolytica y aun no han sido identificados las posibles proteinas receptoras
de adrenalina y acetilcolina ni las vias de sefializacién involucrados en el reconocimiento de
estos neurotransmisores. Por lo tanto, en este estudio se determind si la adrenalina y
acetilcolina modifican las propiedades de virulencia de E. histolytica con el propdsito de

establecer posibles mecanismos de patogenicidad de este parasito.
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Objetivo general

Evaluar in vitro e in vivo los efectos de la adrenalina y acetilcolina sobre las propiedades de

virulencia de E. histolytica.

Objetivos especificos

1. Identificar posibles mecanismos de interaccién de los trofozoitos de E. histolytica

ante el contacto con adrenalina y acetilcolina.

2. Analizar el efecto de adrenalina y acetilcolina sobre la eritrofagocitosis,
modificaciones en el citoesqueleto durante la quimiotaxis y la citotoxicidad de E.

histolytica.

3. Analizar la expresion génica de factores de patogenicidad, moléculas involucradas
en vias de seiializaciéon intracelular y relacionadas en el reconocimiento de
neurotransmisores en trofozoitos de E. histolytica estimulados con adrenalina y

acetilcolina.
4. Evaluar los efectos de la virulencia de trofozoitos de E. histolytica estimulados con

adrenalina y acetilcolina en modelo in vivo de absceso hepatico amebiano de

hamster.
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Metodologia

Cultivo axénico Entamoeba histolytica

Trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM-1:IMSS fueron cultivados en condiciones
axénicas a 37°C en medio de cultivo TYI-S-33 (Diamond, 1961), suplementado con vitaminas
(Microlab M-2310), antibacterial (Microlab MC-110) y suero bovino adulto inactivado
(Microlab SU-120).

Ensayo proliferacion y viabilidad

Para determinar el crecimiento y viabilidad de E. histolytica en presencia de
neurotransmisores, 1X10° trofozoitos fueron inoculados en 7 ml de medio TYI-S-33 y fueron
tratados con adrenalina y acetilcolina 1x10* M, 1x10® M, 1x10® M, 1x10° M y 1x1012 M
durante 24 y 48 horas. El nimero de parasitos fueron contados cada 24 horas usando el

hematocimetro y el colorante de exclusidon azul de tripan.

Ensayo de inmunofluorescencia

Para identificar las interacciones de las posibles proteinas receptoras y sus ligandos, 2x10°
trofozoitos fueron tratados con adrenalina o acetilcolina 1x10®M y 1x10® M durante 1 h.
Los trofozoitos se lavaron 3 veces con PBS (buffer fosfato salino por sus siglas en inglés, PBS
de phosphate buffered saline) y fijados con paraformaldehido (PFA) al 2%. Para bloquear
los sitios de uniones inespecificas a proteinas se utilizé suero bovino fetal (SBF) al 2% y las
muestras se incubaron por 1 h. Enseguida se agregaron los anticuerpos anti-acetilcolina IgG
acoplado a FITC (LS-C691651 LifeSpan BioSciences, Seattle, WA) y anti-adrenalina acoplado
a APC (LS-C739158 LifeSpan BioSciences, Seattle, WA), ambos diluidos 1:1000 en PBS y
fueron incubados durante 1 hora. Para una doble inmunodeteccion, las muestras fueron
incubadas por 1 h con a-bungarotoxina o anti-L220 seguido de un anticuerpo secundarios
anti-ratén-1gG (H+L) conjugado con Alexa Fluor 594 (1:1000; A-11005, Invitrogen, Eugene,
Oregon, E.U.A.) o Alexa Fluor 388 (1:1000; A-10680, Invitrogen, Eugene, Oregon, E.U.A.).
Luego los trofozoitos fueron lavados 3 veces con PBS y para la tincién de ADN se aiadio

Hoechst (1 pg/mL; Invitrogen, Ciudad de México, México) y se incubd por 15 minutos.
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Finalmente, las muestras fueron montadas en Mowiol (Sigma, St Louis, USA) y examinadas
en el microscopio invertido Confocal LaserScanning (CLSM, LSM 700, Carl Zeiss, Jena,
Alemania). El analisis de imagenes para determinar la colocalizaciéon entre acetilcolina y
L220 se realizd6 mediante el software Image) (Wayne Rasband, Nat. Inst. Of Health, E.U.A.).
El grado de colocalizacién de los canales rojo y verde se determind a través de los
coeficientes de Manders y Pearsons, considerando como significativos los valores de R

superiores a 0.6 valores de umbral.

Ensayo de eritrofagocitosis

En una placa de 24 pocillos, 5x10*trofozoitos de E. histolytica previamente estimulados con
acetilcolina y adrenalina (1x10°y 1x10® M) durante 10 y 20 minutos, posteriormente, los
trofozoitos fueron incubados con 2.5x10° eritrocitos previamente tefiidos con ficoeritrina
(PKH26 Red Fluorescent Cell Linker MiniKit for General Cell Membrane Labeling) durante 10
y 20 minutos a 37 °C, después, estas células se lavaron con PBS y se fijaron con PFA
(Paraformaldehido) al 2%, luego, mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss AxiosKop 40
con camara acoplada y programa Image Pro-Plus), se tomaron imagenes y se tomaron en
cuenta 100 trofozoitos por condicién y contaron los eritrocitos fagocitados por estos.
Adicionalmente, se realizé una cuantificacion indirecta de eritrofagocitosis por medio de un
método espectrofotométrico, como se describe a continuacién: 2 x 10° trofozoitos tratados
con acetilcolina (1x10°® M, 1x10® M, 1x101° M y 1x10'2 M) durante 60 minutos, fueron
lavados con PBS, para después ser incubados con 2 x 107 eritrocitos durante 20 minutos a
37 °C. Luego se agregd 1 mL de H;O destilada para lisar eritrocitos no fagocitados,
posteriormente las muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 700 x g. Los pellets
fueron resuspendidos en 1mL de acido acético (CH3COOH) al 2% para eliminar el remanente
de eritrocitos, las muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 700 x g. Se agregé 1 mL
de acido férmico (CH,0,), provocando la lisis de los trofozoitos. Después se cuantifico la

hemoglobina por espectrofotometria a una longitud de onda de 405 nm.
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Ensayo de citotoxicidad en monocapa de células Hep G2

2x10° células Hep G2 (Human hepatocellular carcinoma) fueron sembradas en placas de 24
pocillos, una vez que llegaron a un 90% de confluencia, se adicionaron los sobrenadantes o
2x10* trofozoitos de E. histolytica tratados durante 60 minutos con adrenalina y acetilcolina
(1x10% M, 1x10° M, 1x10® M, 1x101° M, 1x10'? M) y E-64 (inhibidor de proteasas de
cisteina). La interaccidn entre células y trofozoitos fue de 2 horas a 37 °C. Los pocillos se
lavaron con PBS y se fijaron con PFA al 2%. Las células se tifieron con 0.1 % de azul de
metileno en buffer de boratos 10 mM por 15 minutos y fueron lavadas 3 veces con buffer
de boratos. Después de esto se agregd HCl 0.1 My se incubd durante 30 minutos. Seguido
del andlisis por triplicado de cada condicién en el espectrofotémetro a 655 nm (iMark
Microplate Reader, Bio-Rad). Se utilizé la siguiente ecuacién para calcular el porcentaje de

destruccion de la monocapa para cada condicién.

DO control(monocapa) — DO muestra (condicion)
DO control (monocapa)

>(100)

% destruccion de la monocapa = (

Ensayo de modificacidn del citoesqueleto

En una placa de 24 pocillos se colocaron 5x10* trofozoitos en medio TYI-S-33 por pocillo en
un cubreobjetos de vidrio y se incubaron durante 20 minutos a 37°C. Luego, las amibas
fueron tratadas con adrenalina y acetilcolina 1x10* M por 20 minutos y los controles
negativos se trataron con 0.7 uM de citocalasina D (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
(inhibidor de la polimerizacién y de la elongacién de actina) durante 20 minutos. Las células
se lavaron con PBS, se fijaron con PFA al 2% y se permeabilizaron con Tritén X 100 en PBS al
0.2%. Los trofozoitos se tifieron con anticuerpo anti-B-actina (1: 1000; ab8227, Abcam,
Cambridge, Reino Unido), se incubaron durante 1 h, luego se lavaron con PBS y se incubaron
con el anticuerpo secundario anti-lgG conjugado con Alexa Fluor 488 (H + L) (1: 1000; A-
11008, Invitrogen, Eugene, Oregdn, E.U.A.). Después de esto, las células se tifieron con 6.6
UM de rhodamina-phalloidina (Molecular probes, Oregon, E.U.A.), equivalente a 1 IU/mLy
fueron incubadas durante 30 minutos, finalmente se lavaron en PBS. Los cubreobjetos se
montaron en portaobjetos de vidrio con medio de montaje Mowiol (Sigma, St Louis, E.U.A.).
Estas muestras se examinaron por microscopia (Microscopio de Fluorescencia Axioskop 40,
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ZEISS). La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de las estructuras de actina fibrilar
(F-actina) y actina globular (G-actina) se realizé con el software Imagel (Wayne Rasband,
Nat. Inst. Of Health, E.U.A.). Las imagenes se convirtieron a una escala de grises de 8 bits y
se midio la intensidad de fluorescencia media y se expresé como el valor medio de grises,

gue se define como el valor medio de grises para todos los pixeles dentro del drea indicada.

Extraccion de ARN

Para el analisis de expresidon de genes de factores de virulencia de Entamoeba histolytica,
se llevé a cabo la extraccidn total de ARN de trofozoitos estimulados con adrenalina y
acetilcolina a una concentracion 1x10“ M, 1x10°® M, 1x10® M, 1x10° My 1x10*2 M a 60
minutos utilizando el RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA), siguiendo las indicaciones del
provedor. A 1x10° trofozoitos se le agregaron 350 pl de TRI-Reagent (Sigma-Aldrich, UK), se
homogenizaron en vortex durante 2 minutos. Luego se centrifugaron durante 10 minutos a
14000 rpm a 4° C. Se agregaron 350 ul de etanol al 100% y mezclaron en vértex durante 30
segundos. Se transfirieron los 700 pl de la muestra a la columna RNeasy para enseguida
centrifugar a 8000 rpm durante 30 segundos. Luego se descartd el sobrenadante y se
anadieron 700 pl de Buffer RW1 a la columna RNeasy, después se centrifugaron 30
segundos a 8000 rpm, nuevamente se elimind el sobrenadante y se agregaron 500 pul de
Buffer RPE a la columna RNEasy y centrifugaron 30 segundos a 8000 rpm, se repitioé una vez
mas este lavado, aunque en esa ultima ocasién la centrifugacidon fue durante 2 minutos a
8000 rpm. Enseguida se transfirié la columna RNEasy a un tubo colector y se depositaron en
la columna 30ul de agua libre de RNAsas y se centrifugd durante 2 minutos a 8000 rpm para
la elucién de ARN. Se cuantificd y evalud la pureza del ARN obtenido en el BioDrop uLITE
(Isogen Life Science), en un rango de 260-280 nm. El indice de pureza de las muestras de
RNA fue de 1.8 a 2.0. Luego fue almacenado a -80 °C hasta su uso. Finalmente, para evaluar
la integridad de las muestras se corrieron en geles de agarosa al 1% en buffer de boratos
EDTA (TBE) 1X. Para cargar las muestras se mezcld 1 pl del buffer de carga (5x Green Go Taq
Flexi Buffer (Promega, USA) y 4 ul de la muestra fueron depositados en los carriles del gel

ademas, se usaron 0.3 pg/ul del marcador del peso molecular Gene Ruler 1Kb DNA ladder
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(Thermo Scientific, USA). La electroforesis se llevd a cabo a 100 V durante 45 minutos luego
para tefiir el gel se utilizd una solucién de bromuro de etidio a una concentracién de 5 pg/mil

por 10 minutos, las bandas de ARN se visualizaron en un transiluminador de luz UV.

Amplificacion mediante RT-PCR

A partir de las muestras previamente obtenidas se llevd a cabo la sintesis de ADN
complementario utilizando el kit Reverse Transcription System (Promega, USA), se realizd
la transcripcion inversa a partir de 1ug de ARN total en un volumen de reaccién de 10 pl, a
lo que se le agregd 2 ul de buffer 5x para la RetroTranscriptasa, 1.5 ul de MgCl, 25 mM, 0.5
pl 0.5mM de la mezcla de dNTP, 0.25 pl de RNasin (inhibidor de ribonucleasa) 10 U, 0.5l
de Retrotranscriptasa. La mezcla de reaccién se incubd durante 5 minutos a 25°C para
alineacién 60 minutos a 42 °C en un termociclador con un ciclo final de 70 °C durante 15

minutos.

PCR punto final

La expresion génica de proteasa de cisteina-2 (CP-2), proteasa de cisteina-5 (CP-5), la
subunidad pesada (170 kDa) de la Lectina Gal/GalNAc (L170), ameboporos y actina en
trofozoitos sin tratamiento y estimulados con adrenalina y acetilcolina fue evaluada por

gRT-PCR utilizando los oligonucleétidos enlistados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para qPCR.

Gen

Secuencia

5/

3/

Tamaiio del

amplicon

Proteasa de cisteina 2

Proteasa de cisteina 5

Amebaporo

Lectina 170 kDa

Tubulina

Fwd: TGGACCATTTGCTGCTATGA
Rev: TAACATGATCCGCATTGTGC

Fwd: AATTCATGGGGAACTATTTGG
Rev: CATCAGCAACCCCAACTGG

Fwd: TCCTCTGCAACCTTTGCACT
Rev: GCACAAATAGCATTGGCATCA

Fwd: TGACCTTGGTATTATGTCTCG
Rev: GTCTCCATGGTTGCATAGC

Fwd: TGCACCAATTGTTACACCAGA
Rev: CATGGACACCATCCAACAAA

177 pb

112 pb

208 pb

104 pb

117 pb

Para determinar las condiciones dptimas de la reaccién se llevé a cabo una PCR de punto

final, para la estandarizacién de cada condicion, se llevé a cabo la amplificaciéon en el

termociclador Genius (Techne Incorporated, Burlington NJ, EU) a un volumen final de 10 pl

gue contenga 1 ug de cDNA, 1ul oligo reverse (10 uM), 1 pl oligo foward (10 uM), 2 ul PCR

Master Mix, 2X (Promega, USA) y 5 ul de agua libre de nucleasas. El programa utilizado para

la reaccidn se muestra en el siguiente esquema:

PASO 60 TIEMPO
95 5 min
95 45 seg
55 45 seg
72 12 seg

2,3,4 40 ciclos
72 3 min
4 99 h
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PCR tiempo real (QPCR)

La evaluaciéon de la expresion génica relativa de L170, CP-2, CP-5, amebaporo,
peroxiredoxina y COX-1 se realizé por PCR tiempo real. Los niveles de expresién relativa
fueron normalizados con a-tubulina como control endégeno. Se llevé a cabo en el equipo
StepOne (Applied Biosystems, USA) y utilizé Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2X

(Thermo scientific, Pittsburgh, PA), siguiendo la programacion:

PASO TEMPERATURA (°C) TIEMPO
1 50 2 min
2 95 5 min
3 95 30 seg
4 55 30 seg

3,4 40 ciclos

5 95 15 seg
6 60 1 min
7 95 15 seg

Las diferencias fueron determinadas al emplear el método relativo de AACt.

Western blot

Para la extraccidn de proteina, los trofozoitos estimulados durante 1 h con acetilcolina 1x10
M, 1x10® M, 1x10° M y 1x10*2 M y después lavados con PBS, fueron lisados con buffer
RIPA (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, E.U.A.) e inhibidores de proteasas (50 mM Tris-HClI,
pH 6.8, 5 mM N-etilmaleimida, 3 mM Yodoacetamida, 1 mM Fluoruro de fenilmetilsulfonilo,
and 3 mM N-alfa-Tosil-L-Lisina Clorometil Cetona Cetona Clorhidrato) durante 30 minutos a
4 °C. La cuantificacidon de proteina se realizd por el método de Bradford. 50 pg del extracto
de proteina fue separado en un gel SDS-PAGE al 10%. Luego las proteinas fueron
transferidas a una membrana Fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
a 12 mA, durante la noche a 4 °C. Las membranas fueron bloqueadas con Tris-buffer salino
(TBS) y leche al 5% durante 1 h a temperatura ambiente. Para la inmunodeteccion, las
membranas fueron incubadas por 24 h a 4 °C con el anticuerpo primario anti-B-actin

(1:1,000; ab8227, Abcam, Cambridge, Reino Unido), anti-L220 y anti-a-tubulina como
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control de referencia (1:2,000; T6074, Sigma, E.U.A). Posteriormente los blots fueron
incubados por 2 h con el anticuerpo correspondiente anti-ratén IgG-HRP (1: 2000; AP127P,
Chemicon, E.U.A.) o anti-conejo IgG-HRP (1: 2000; A0545, Sigma, E.U.A.). Después de la
incubacion, las membranas se lavaron con TBST (Tris buffer salino-Tween 20 al 0.05%) y

fueron revelados con sustrato Clarity Western ECL (Bio-Rad, Hercules CA, E.U.A.).

Actividad de proteasas de cisteina

La evaluacion de la actividad de las proteasas de cisteina en extractos totales amebianos
tratados con E-64 (inhibidor de proteasas de cisteina) y acetilcolina 1x10°® M, 1x10% M, 1x10
10 My 1x102 M. 100 pg del extracto en conjunto con 2 mg de coldgeno dye-impregnated
(Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, E.U.A.) resuspendidos en 500 uL de buffer de activacion
de proteasas (Tris 100 mM pH 7.0 y CaCl; 10 mM), se incubaron a 37 °C durante 18 h.
Después, esta reaccién se detuvo afiadiendo 500 ul de TCA al 10%. Las muestras fueron
centrifugadas y se descartaron las fibras de colageno y se colectaron los sobrenadantes para

la determinacion espectrofotométrica a 540 nm.

Ensayo de migracién Transwell

Para evaluar el efecto de acetilcolina y adrenalina sobre la migracién de E. histolytica, 5 x
10*trofozoitos fueron depositados en el compartimento superior de la camara de transwell
(Costar, Cambridge, Massachusetts, E.U.A.). Se generaron gradientes colocando en el
compartimento inferior de la cdmara de transwell, 600 pL de cultivo medio sin suplementar
que contenia acetilcolina y adrenalina acetilcolina 1x10® M, 1x10® M, 1x10° M y 1x101?
M, interferén gamma (IFN-y), 20% de suero bovino de adulto o interleucina-8 (IL-8). Para
inhibir la quimiotaxis, los trofozoitos fueron tratados con CD. La placa de 24 pocillos se
mantuvo a una atmodsfera de 0.05% de CO; a 37°C por 2 h. Las células que migraron al
compartimento inferior de la camara vy se fijaron con PFA al 4%, posteriormente se tifieron
con 1 pug / mL de Hoechst 33342 durante 20 min. Se determind la migracién de trofozoitos
contando el nimero de trofozoitos que se adhirieron al fondo del pozo con un microscopio
Carl Zeiss Axiovert 40CFL. Las imdagenes se procesaron con el software AxioVision 40V

4.6.3.0 (Gottingen, Alemania).
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Se realizé un ensayo de gradiente de quimiotaxis para evaluar trofozoitos migratorios
individuales, se inyectaron 50 pl de acetilcolina 1x10® M, 1x101° M y 1x10'*> M en un gel de
agarosa al 0.75%, se colocaron trofozoitos alrededor de los geles de agarosa con acetilcolina
impregnados y luego se incubaron durante 15 minutos a 37 °C. La quimiotaxis de trofozoitos
hacia acetilcolina se visualizé usando microscopia de video de contraste de fase. Los

registros de video se realizaron con un microscopio invertido Carl Zeiss Axiovert 40CFL.

Absceso hepatico amebiano experimental

Para inducir el absceso hepatico amebiano (AHA), 20 hamsteres dorados machos
(Mesocricetus auratus) fueron agrupados en normal, sham, E. histolytica y E. histolytica +
acetilcolina (5 por cada grupo). Los higados fueron inoculados con 5 x 10° trofozoitos que
se habian incubado con adrenalina y acetilcolina 0,0001 uM durante 1 h. Después de la
incubacion, los trofozoitos se lavaron con PBS, se suspendieron en 100 ul de medio de
cultivo y se inyectaron en el |6bulo hepatico. Los hamsteres del grupo control tratados de
forma simulada se les inyectd solo medio de cultivo. Los animales se sacrificaron después
de 4 dias mediante anestesia con pentobarbital sédico (50 mg / kg, i.p.). Se diseccionaron
las muestras de tejido hepatico y se fijaron en PFA al 4% en PBS, se incluyeron en parafina
y se procesaron mediante técnicas histolégicas convencionales para obtener cortes de
tejido. Posteriormente, las muestras se desparafinaron y rehidrataron con PBS. Los
portaobjetos de tejido hepatico se tifieron con hematoxilina y eosina para la identificacién

de células inflamatorias infiltradas y la cuantificacién del area de dafio tisular.

Andlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizo el software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California,
EE. UU.). Para determinar la normalidad de los datos se realizé la prueba de Shapiro Wilk.
Las diferencias entre dos grupos se analizaron con una prueba T de Student o la prueba U
de Mann Whitney segun la distribucion de los datos. El analisis de varianza se realizé con la
prueba de Kruskal Wallis y la prueba posterior Dunn o con la prueba ANOVA y prueba
posterior de Bonferroni de dos vias, segun la distribuciéon de los datos, se considerd

significativo un valor de p <0,05 (*).
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Resultados

Viabilidad y cinética de crecimiento

El efecto de adrenalina y acetilcolina sobre la proliferacién y la viabilidad de los trofozoitos
de E. histolytica fue evaluado con respecto a trofozoitos no estimulados. Se observé que a
las 24 horas el tratamiento de adrenalina 1x10® M logra disminuir significativamente la
proliferacion de E. histolytica en comparacion con el control y adrenalina 1x10* M, 1x10%
M, 1x101° M y 1x101> M. De manera contraria, a las 48 horas el tratamiento con adrenalina
invariablemente de la concentracién se redujo significativamente la proliferacién celular
con respecto a los trofozoitos sin estimular (Fig. 1A). Ademas, el ensayo demostré que la
viabilidad celular no se vio afectada con adrenalina al comparar con el control (Fig. 1B). En
el caso de acetilcolina, se mostré que la viabilidad celular a las 48 horas después del estimulo
con adrenalina 1x10°® My 1x10® M se encontré aumentada con respecto a la viabilidad que
presento el estimulo de 24 horas y los trofozoitos sin tratar (Fig. 2B). El efecto de acetilcolina
sobre la proliferacion celular a las 24 horas de tratamiento se disminuyd significativamente
a la concentracion de 1x10“4 M, 1x10® M, 1x108 M y 1x10'2 M cuando se comparé con
trofozoitos sin estimular. Se observd un efecto opuesto a las 48 horas pues se incrementé
la proliferaciéon a una concentracion de 1x10° M, 1x10® M, 1x10° M y 1x10'2 M con

respecto al control (Fig. 2A).
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Figura 1. Viabilidad y proliferacion de trofozoitos de E. histolytica tratados con adrenalina. Las células fueron
contadas a las 24 y 48 horas. Los datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes
(n =3). El andlisis estadistico se realizé con la prueba de ANOVA de una via y Tukey post test, donde los valores
de * p <0.05 y *** p <0.001 fueron considerados significativos.
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Figura 2. Viabilidad y proliferacion de trofozoitos de E. histolytica tratados con acetilcolina. Las células
fueron contadas a las 24 y 48 horas. Los datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos
independientes (n = 3). El andlisis estadistico se realizd con la prueba de ANOVA de una via y Tukey posttest,

donde los valores de * p <0.05 y ** p <0.01 fueron considerados f.
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Identificacidn y localizacidn celular de proteinas fijadoras de adrenalina y acetilcolina

en trofozoitos de E. histolytica

A través de microscopia confocal se logré detectar la capacidad de la amiba para fijar
adrenalina y acetilcolina en la membrana de los trofozoitos previamente tratados con estos
neurotransmisores. La localizacion celular de este tipo de proteinas receptoras podria

denotar la importancia de estas moléculas en el reconocimiento de este tipo de ligandos.

Se detectd la unién de adrenalina y acetilcolina en la membrana del parésito (Fig. 3). Para
confirmar la ubicacidn de adrenalina y acetilcolina en la superficie de las membranas de los
trofozoitos, utilizamos un anticuerpo contra la lectina de 220 kDa de E. histolytica (L220),
una proteina de membrana con propiedades de lectina, implicada en la adherencia a tejidos
a través de su unién a componentes de la matriz extracelular (Fig.4A and 4B). El analisis de
imagenes mostré superposiciones falsas entre pixeles rojos y verdes. Estos resultados
demostraron que la amiba une tanto adrenalina como acetilcolina, y que esta interacciéon
tiene lugar en la membrana del trofozoito. Pero el coeficiente de correlacion de Pearson y
Mander demostré una baja coincidencia de pixeles, por lo tanto, esta asociacion no se
considera una verdadera interaccion entre L220 y los neurotransmisores (Fig. 4). Con el fin
de identificar el tipo de receptores implicados en la unién de acetilcolina, se aplicé a-
bungarotoxina-Alexa Flour 647, una neurotoxina que inhibe especificamente los receptores
nicotinicos; no pudimos detectar ninguna sefial de Alexa Flour 647 (Fig. 4C). En este sentido,
identificamos una asociacién entre la acetilcolina y adrenalina a la membrana de trofozoitos
de E. histolytica, pero desconocemos el tipo de interaccion o moléculas implicadas en esta
unién. Basandonos en estos resultados, nos centramos en el efecto de los

neurotransmisores sobre los factores patogénicos inducibles de E. histolytica.
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Anti-adrenalina Anti-acetilcolina
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D

Figura 3. Localizacion celular de proteinas receptoras de adrenalina y acetilcolina en trofozoitos de E.
histolytica. Micrografia confocal de trofozoitos de E. histolytica tratadas con adrenalina y acetilcolina, para
detectar la fijacidon de estos neurotransmisores en la membrana de los trofozoitos se utilizaron anticuerpos
anti-acetilcolina-FITC (verde), anti-adrenalina-APC (rojo) y el nicleo marcado con Hoechst (azul). Se muestran
imdgenes representativas del analisis por microscopia confocal a 40x (zoom de 230%).
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Figura 4. Union de acetilcolina y adrenalina en la membrana de E. histolytica. A) Trofozoitos tratados con
acetilcolina 1x10M durante 1 h. Ubicacién celular de acetilcolina en trofozoitos de E. histolytica mediante el
uso de anticuerpo anti-acetilcolina-FITC (verde) (dilucién 1: 800) y un anticuerpo anti-L220 (rojo) (1: 500
dilucién). B) Trofozoitos tratados con adrenalina 1x10® M durante 1 h. Ubicacién celular de adrenalina en
trofozoitos de E. histolytica mediante el uso de anticuerpo anti-adrenalina-APC (rojo) (dilucion 1: 800) y un
anticuerpo anti-L220 (verde) (1: 500 dilucidn). C) Deteccidon a-bungarotoxina-Alexa Fluor 647 (1: 100).
Imagenes representativas del analisis de microscopia confocal en X63. Los datos corresponden a la media +
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SEM de cinco experimentos independientes (n = 5). El andlisis estadistico se realizé con el ANOVA de una via
y el método posttest de Tukey, donde se consideraron significativos los valores * p <0.05y ** p <0.01.

Expresion de la subunidad pesada (170 kDa) de la Lectina Gal/GalNAc, amebaporos,
CP-2 y CP-5

La expresién de genes de patogenicidad en trofozoitos estimulados con adrenalina y
acetilcolina a diferentes concentraciones y tiempos fue comparada con trofozoitos sin
tratamiento, lo cual se muestra en las figuras 5, 6 y 7. El tratamiento de trofozoitos con
adrenalina y acetilcolina 1x10* M durante 60 minutos al igual que el tratamiento con
acetilcolina 1x10® M aumentd significativamente la expresién de la subunidad pesada (170
kDa) de la Lectina Gal/Gal NAc con respecto a aquellos trofozoitos que no fueron tratados
(Fig. 5). En el caso de la expresion de proteasas de cisteina 2 (CP-2) y proteasa de cisteina 5
(CP-5) se aumentd significativamente al estimular a los trofozoitos con adrenalina 1x10%°
M, en cambio, cuando los trofozoitos fueron tratados con adrenalina 1x10° M, se disminuyd
la expresion con respecto a la expresidn de estas proteasas en aquellos trofozoitos no
estimulados (Fig. 6A y 6C). El tratamiento con acetilcolina 1x10% M aumentd
significativamente la expresion de CP-5 (Fig. 6B). De igual manera se reguld positivamente
la expresién de CP-5 con el tratamiento de adrenalina 1x104 M, contrariamente, el estimulo
con acetilcolina 1x101° M y 1x10*2 M se observé una disminucién significativa en la
expresion de CP-2 a los 60 minutos (Fig. 6D). Al estimular los trofozoitos de E. histolytica con
ambos neurotransmisores por 60 minutos a las concentraciones 1x10* M, 1x10°® M, 1x108
M, 1x10° M y 1x10*? M, se incrementd de manera significativa la expresion amebaporos

al comparar con el grupo control (Fig. 7).
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Figura 5. Expresion de factores de virulencia de E. histolytica. Andlisis cuantitativo de la expresion relativa
de la subunidad pesada (170 kDa) de la Lectina Gal/GalNAc en trofozoitos de E. histolytica. Amplificacién por
gRT-PCR de ARN aislado de trofozoitos tratados con adrenalina (Adr) y acetilcolina (Ach) a concentraciones
1x10*M, 1x10°M, 1x10®¥M, 1x10° M y 1x10*2 M durante 60 minutos. Los niveles de expresidn relativa
fueron normalizados con respecto al gen constitutivo actina. Las diferencias fueron determinadas
implementando el método relativo AACt. Los datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos
independientes (n=3). El analisis estadistico se realizé con la prueba de ANOVA de una via y Tukey posttest,
donde los valores de * p <0.05, ** p <0.01y *** p <0.001 fueron considerados significativos.
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Figura 6. Expresion de factores de virulencia de E. histolytica. analisis cuantitativo de la expresion relativa de
CP-2 y CP-5 en trofozoitos de E. histolytica. Amplificacion por gRT-PCR de ARN aislado de trofozoitos tratados
con adrenalina (Adr) y acetilcolina (Ach) a concentraciones 1x10* M, 1x10° M, 1x10%M, 1x10°My 1x10? M
durante 60 minutos. Los niveles de expresidn relativa fueron normalizados con respecto al gen constitutivo
actina. Las diferencias fueron determinadas implementando el método relativo AACt. Los datos corresponden
a la media + SEM de tres experimentos independientes (n=3). El analisis estadistico se realizd con la prueba
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de ANOVA de una via y Tukey posttest, donde los valores de ** p <0.01 y *** p <0.001 fueron considerados
significativos.
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Figura 7. Expresion de factores de virulencia de E. histolytica. analisis cuantitativo de la expresion relativa del
gen de amebaporos en trofozoitos de E. histolytica. Amplificacién por qRT-PCR de ARN aislado de trofozoitos
tratados con adrenalina (Adr) y acetilcolina (Ach) a concentraciones 1x10* M, 1x10°® M, 1x10%M, 1x10° My
1x10*2 M durante 60 minutos. Los niveles de expresidn relativa del ARNm fueron normalizados con respecto
al gen constitutivo actina. Las diferencias fueron determinadas implementando el método relativo AACt. Los
datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes (n=3). El andlisis estadistico se
realizé con la prueba de ANOVA de una via y Tukey posttest, donde los valores de * p <0.05, ** p <0.01 y ***
p <0.001 fueron considerados significativos.

Expresion de L220 y B-actina

Las caracteristicas distintivas de virulencia de E. histolytica incluyen adhesion, fagocitosis y
secrecion de factores solubles, siendo L220, el reordenamiento del citoesqueleto y la
actividad CP indicadores representativos de patogenicidad, respectivamente. Teniendo esto
en cuenta, evaluamos la expresiéon de proteinas de L220 y B-actina en trofozoitos
estimulados con acetilcolina (Fig. 8A). Nuestros resultados demostraron que la acetilcolina
1x10® M indujo un aumento significativo de la expresion de L220 (Fig. 8B). Esto podria estar
indicando que la acetilcolina favorecié la adhesion de los trofozoitos resultando en un
mayor efecto citopatico. Muchos procesos biolégicos de E. histolytica dependen del
citoesqueleto de actina, incluida la motilidad, la fagocitosis y la secrecién. En consecuencia,
se analizaron los cambios en el contenido de actina en trofozoito bajo la presencia de

acetilcolina. La expresién de B-actina aumentd a concentraciones de acetilcolina de 1x10®
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M y 1x10® M después de 1 h de tratamiento (Fig. 8C), lo que sugiere que este
neurotransmisor podria estar participando en un mecanismo de reordenamiento del

citoesqueleto que aun no se ha dilucidado bajo estimulacidn con acetilcolina.
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Figura 8. Expresion de B-actina y L220 analizada por western blot. A) Inmunodeteccion a partir de lisados
totales de trofozoitos tratados con diferentes concentraciones de acetilcolina durante 1 h, utilizando
anticuerpos anti-B-actina, anti-L220 y anti-a-tubulina en ensayos de Western blot. B) Andlisis densimétrico
L220 y C) B-actina utilizando el software Imagel. Los niveles de proteina se normalizaron a a-tubulina. Los
datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes (n = 3). El analisis estadistico se
realizd con el ANOVA de una via y el método postest de Tukey o Dunnett, donde se consideraron significativos
los valores * p <0.05, ** p <0.01y *** p <0.001.
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Distribucién de actina polimerizada

La actina es un componente fundamental del citoesqueleto, esta proteina forma
microfilamentos los cuales son esenciales en la mayoria de los eventos motiles de las células
eucariotas. En el caso de E. histolytica, su citoesqueleto se compone de actina, este
microorganismo expresa una Unica isoforma de esta proteina. Siendo primordial la
reorganizacion dinamica del citoesqueleto para un gran nimero de funciones celulares
esencialmente en aquellos considerados como mecanismos de patogenicidad de E.
histolytica. La distribucién de actina en el citoplasma amebiano permite la formacién de
estructuras indispensables para la motilidad y division del parasito. Ademads, se conoce de
su participacion en procesos de citdlisis y fagocitosis de células del hospedero. Para
determinar la distribucion de F-actina y la presencia de estructuras ricas en actina se utilizo
rodamina-faloidina para detectar microfilamentos de F-actina en trofozoitos de E.
histolytica tratados con adrenalina y acetilcolina 1x10® M durante 30 minutos. Se
identificaron diferencias en las estructuras presentes en trofozoitos tratados con adrenalina
y acetilcolina en comparacion con los grupos control. Se reconocieron protrusiones
pseudopoidales, regiones de citoesqueleto corticales alrededor de la membrana, focos de
adhesidn, pequefios puntos citoplasmaticos y estructuras vesiculares multiformes las cuales

se asemejan a vesiculas endociticas a través de las cuales las células internalizan fluidos.

En trofozoitos tratados con adrenalina y acetilcolina se observé un aumento marcado en la
presencia de macropinosomas y vacuolas. Aunque en menor proporcién, también se
encontraron mas protrusiones pseudopoidales, sobre todo, en aquellos trofozoitos tratados
con adrenalina (flechas blancas) en comparacidn con los grupos controles, tal y como se

demuestra en la Figura 9.
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Citocalasina D Citocalasina D + Acetilcolina Citocalasina D + Adrenalina

Figura 9. Identificacion de estructuras ricas en F-actina en trofozoitos de E. histolytica. Deteccion y analisis
de distribucion de F-actina marcada con rodamina-faloidina (rojo) y para tefiir el ADN nuclear se utilizé
Hoechst 33342 (azul) en trofozoitos tratados con adrenalina y acetilcolina 1x10* M durante 20 minutos.
Trofozoitos fueron tratados con Citocalasina D, por su efecto en la motilidad de células eucariotas, al inhibir
la polimerizacién de actina. F-actina esta presente en estructuras como macropinosomas, citoesqueleto
cortical, vacuolas y placas de adhesidn. Se muestran imagenes representativas del analisis por microscopia de
fluorescencia a 40x.

Cuantificacion estructuras ricas en actina

Para evaluar los cambios y la distribucién del citoesqueleto amebiano en trofozoitos de E.
histolytica después del tratamiento con acetilcolina 1x10°® M, 1x10® M, 1x10° M y 1x101?
M, se analizo la presencia de G-actina y F-actina en trofozoitos estimulados con acetilcolina
mediante microscopia confocal. El reordenamiento del citoesqueleto ocurre principalmente
a través de la polimerizacién de actina, formando diferentes estructuras ricas en actina. En
este estudio, se identificé la actina monomérica o globular (G-actina) usando un anticuerpo

anti-B-actina y la actina polimerizada o fibrilar (F-actina) usando rodamina-faloidina. Los
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trofozoitos en medio sin suplementar mostraron un estado basal, donde se observaron
estructuras como macropinosomas, placas de adhesion y algunos puntos de F-actina. Las
células preincubadas con 1x10° M de acetilcolina, presentaron mayor cantidad de G-actina
en estructuras parecidas a placas de adhesién y menor presencia de F-actina distribuida a
lo largo del citoplasma, en comparacién con los trofozoitos no tratados. En el caso de un
estimulo acetilcolina de 1x10® M, los trofozoitos mostraron sefiales predominantes de F-
actina concentradas en estructuras periféricas como placas de adhesidn, y una disminucion
significativa de G-actina con respecto al control. En trofozoitos tratados con acetilcona 1x10
10\, se encontrd una baja ocupacién de G-actina y una presencia importante de F-actina
en estructuras macropinosémicas. Cuando los trofozoitos se incubaron con acetilcolina
1x1012 M, mostraron un aumento tanto de G-actina como de F-actina. La F-actina en forma
de placas de adhesidn, los puntos de F-actina y los macropinosomas aumentaron en todas
las concentraciones de acetilcolina y su presencia disminuyd significativamente cuando los
trofozoitos se preincubaron con CD (Fig. 10). La G-actina y la F-actina se cuantificaron
determinando la intensidad media de fluorescencia (IMF). La comparacién de la presencia
de G-actina y F-actina se representa en la Fig. 11A. El andlisis estadistico demostré que
acetilcolina 1x10°® M, 1x10% M, 1x101° M aumenté significativamente la polimerizacién de
actina con respecto al control (Fig. 11B). Es notable que la acetilcolina 1x10® M aumentd
significativamente la G-actina en comparacién con el control. Contrariamente a esto, la
acetilcolina 1x10® M redujo significativamente la G-actina, en contraste con los trofozoitos

no tratados (Figura 11C).
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Figura 10. Deteccion y localizacion de G-actina y F-actina en trofozoitos tratados con acetilcolina. La G-actina
se determind usando el anticuerpo de conejo anti-B-actina, seguida de anticuerpo Alexa Fluor 488 conjugado
de cabra anti-lIgG de conejo (1: 1000) (verde); La F-actina se determind con rodamina-faloidina (rojo); y la
tincidn del ADN nuclear se realizdo mediante Hoechst 33342 (azul). Se utilizé citocalasina D (CD) como control
negativo. Imagenes representativas adquiridas por microscopia confocal en X63 muestran estructuras ricas en
F-actina como macropinosomas (flechas blancas), placas de adhesién (puntas de flecha blancas) y puntos
citoplasmicos de F-actina (flechas amarillas).
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Figura 11. Andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de actina F y G. El andlisis de la intensidad
de la fluorescencia se realizé6 midiendo el valor medio de grises con el software Imagel. A) Determinacion
combinada de actina F y G en trofozoitos tratados con acetilcolina. Determinacion de IMF para B) F-actina y
C) G-actina. Los datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes (n = 3). El analisis
estadistico se realizd con el método posttest de Kruskal Wallis y Dunn, donde se consideraron significativos
los valores de ** p <0.01 y *** p <0.001.

Ensayo de citotoxicidad de la monocapa

Un evento esencial en la patogenicidad del microorganismo es la capacidad de invadir
tejidos y causar citélisis. Para determinar la actividad citopatica de E. histolytica se realizd
el ensayo de su capacidad citotoxica sobre la monocapa de células HepG2, en donde, se
incrementd significativamente el porcentaje de destruccién de la monocapa en aquellos
trofozoitos que fueron tratados con acetilcolina a concentraciones 1x10# M, 1x10°® M, 1x10
8 M, 1x10%° M y 1x101> M durante 60 minutos (Fig. 12A). Al estimular los trofozoitos de E.
histolytica con adrenalina acetilcolina a concentraciones 1x10* M, 1x10® M y 1x108 M,
1x101° M durante 60 minutos (Fig. 12B) se observd un incremento del efecto citopatico.

Demostrando que la actividad citopdtica es mayor en trofozoitos estimulados con
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adrenalina y acetilcolina al comparar con el porcentaje de destruccién basal. Aunque se
desconocen los mecanismos involucrados en este fendmeno, uno de los eventos que podria
estar favoreciendo un incremento directo sobre la citotoxicidad de la amiba es que el
tratamiento con adrenalina y acetilcolina inducen un incremento importante en Ia
expresion de amebaporos, moléculas que son secretadas por los trofozoitos de E. hisolytica
y que se insertan en la membrana de las células del hospedero generando una lisis osmética,
de tal manera, que se evalué el dafio que han generado los sobrenadantes de los trofozoitos
estimulados con adrenalina y acetilcolina, donde se observé una tendencia en el dafio que
generan estos en el porcentaje de destruccién de la monocapa con respecto al dafio que
generan los sobrenadante de los trofozoitos sin tratamiento (Fig. 13). Ademas, hemos
determinado que el efecto citopdtico no se incrementd con el tratamiento de los trofozoitos
con L-tirosina 60 minutos a concentraciones 1x10% M, 1x10°® M, 1x10® M, 1x10° M y 1x10
12.M (Fig. 12C).
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Figura 12. Actividad citopatica de E. histolytica. Porcentaje de destruccion de la monocapa de células HepG2.
Se incrementd significativamente la capacidad citotdxica de los trofozoitos de E. histolytica después de ser
estimulados con a) adrenalina y b) acetilcolina a diferentes concentraciones durante 60 minutos, c) L-tirosina
no tiene efecto sobre la citotoxicidad de E. histolytica. Los datos corresponden a la media + SEM de tres
experimentos independientes (n=3). El analisis estadistico se realizd con la prueba de Kruskal Wallis y Dunn
posttest, donde los valores de ** p <0.01 y *** p <0.001 fueron considerados significativos.

45



a) b)

: ns :
I ns . : . ns ;
20- : ns ! 30+ - ns ; \
— ns e '
=+ ]
15- ’
10+

ns ; :
(SO 1 - S
ns
204
10 T | ‘
c L) L L) . U.

£ S 2% 2N W oW o

Lnk

&L & 2 o 2 o 4B

% Destruccién de la monocapa cél HepG2
% Destruccion de la monocapa cél HepG2

8 .8 0 S & S N N 8
o A S 0 R e
¥ B B o $ P S R
A A S C A ML S I C
X AN AN vox ‘\K AN X X (\' ‘\x
L2 S R >R L2 A RN

Figura 13. Actividad citotdxica de E. histolytica. Porcentaje de destruccion de la monocapa de células HepG2.
Se incrementd significativamente la capacidad citotdxica de los sobrenadantes de trofozoitos de E. histolytica
después de ser estimulados con a) adrenalina y b) acetilcolina a diferentes concentraciones durante 60
minutos. Los datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes (n=2). El analisis
estadistico se realizé con la prueba de Kruskal Wallis y Dunn posttest, donde los valores de * p <0.05 fueron
considerados significativos.

Actividad de proteasas de cisteina

Los trofozoitos fueron tratados con acetilcolina y E-64 (inhibidor de la cisteina proteasa), se
observé una destruccién de la monocapa dependiente de la concentracidén inversa, los
trofozoitos de E. histolytica fueron estimulados con acetilcolina 1x101° M y 1x10%? y E-64,
el porcentaje de destruccion de la monocapa fue significativamente aumentado en
comparacion con los controles (Fig. 14A). Algo similar se puede observar en la destruccion
de monocapa por sobrenadantes de trofozoitos pretratados con acetilcolina y E-64, donde
el efecto citotdxico independiente de CP tiende a aumentar cuando los trofozoitos se
estimularon con acetilcolina 1x10® M (Fig. 14B). Otro mecanismo importante en el efecto
citotoxico de E. histolytica es la secrecidén de factores solubles como CP y amebaporos,
mediante un ensayo espectrofotométrico se detecta que la actividad de CP de trofozoitos
tratados con acetilcolina es mayor en aquellos trofozoitos estimulados con acetilcolina
1x10° M, 1x108, 1x10° M y 1x10'1> M en comparacién con el control (Fig. 14C). Estos datos
demostraron que la acetilcolina puede modular diferentes procesos celulares dependientes

de actina en trofozoitos de E. histolytica que puede incluir la secrecién de las CP. En el
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presente trabajo se demostrd un claro incremento del efecto citopatico (dependiente del
contacto) y citotéxico (independiente del contacto) de los trofozoitos de E. histolytica
cuando se expone a acetilcolina. El mecanismo por el cual E. histolytica destruye las células
diana incluye varios procesos como adhesién, muerte celular y fagocitosis. Por tanto, es

importante dilucidar si la acetilcolina promueve la capacidad fagocitica de la amiba.
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Figura 14. Efectos citopaticos y citotdxicos de los trofozoitos de E. histolytica mediados por acetilcolina. A)
Células HepG2 en interaccion con trofozoitos pretratados con E-64 y diferentes concentraciones de
acetilcolina durante 1 h. B) Células HepG2 incubadas con sobrenadantes de trofozoitos de E. histolytica
pretratados con acetilcolina y E-64 durante 1 h. C) Actividad de cisteina proteasa intracelular evaluada
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mediante un ensayo espectrofotométrico de azo-colageno. Extractos totales de trofozoitos estimulados con
acetilcolina en presencia o ausencia de E-64 (un inhibidor de cisteina proteasa). Los datos corresponden a la
media + SEM de tres experimentos independientes (n = 3). El analisis estadistico se realizé con el método
postest de Kruskal Wallis y Dunn, donde los valores de * p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001 se consideraron
significativos.

Eritrofagocitosis

El proceso de fagocitosis es esencial para la supervivencia y patogenicidad de E. histolytica,
mismo proceso que es dependiente de la adherencia del trofozoito a células blanco y
principalmente dirigido a células que han sufrido muerte celular, eritrocitos y bacterias. La
capacidad de este pardsito para establecer una enfermedad invasiva ha sido asociada al
proceso de eritrofagocitosis, considerado uno de los criterios mas importantes para la
identificacion de cepas de E. histolytica virulentas. Con el objetivo de evaluar el efecto de la
acetilcolina y adrenalina sobre las propiedades de virulencia de E. histolytica, donde se
muestra un incremento significativo en el niUmero de eritrocitos fagocitados por trofozoitos
gue fueron estimulados con adrenalina y acetilcolina durante 10 y 20 minutos al comparar
con el grupo control de trofozoitos sin tratamiento. Se observé un aumento significativo en
el nimero de eritrocitos fagocitados por trofozoito cuando los trofozoitos fueron tratados
con adrenalina, posteriormente se interaccionaron con eritrocitos durante 10 y 20 minutos
(Fig. 15A) con respecto a los controles. De igual manera los trofozoitos tratados con
acetilcolina demostraron que su capacidad fagocitica se encuentra incrementada a los 10 y
20 minutos de estar en contacto con eritrocitos con respecto a los trofozoitos sin
tratamiento (Fig. 15B). En la figura 15C, se muestran imagenes representativas del analisis
microscopico de trofozoitos de E. histolytica. Un método de cuantificacion
espectrofotométrica de hemoglobina intracelular demuestra que los trofozoitos
estimulados con acetilcolina 1x10® M, 1x108 M, 1x10° M y 1x1012 M presentaron niveles
de hemoglobina significativamente aumentados en comparacién con los controles no
tratados (Fig. 15D). Estos resultados mostraron que la estimulacidon con acetilcolina puede

promover un aumento de la fagocitosis que, junto con la migracidn, son procesos esenciales

48



para la proliferacién de parasitos y la evasién de la respuesta inmune durante el proceso

invasivo.
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Figura 15. Efecto de adrenalina y acetilcolina sobre la eritrofagocitosis de E. histolytica. a) Captacion de
eritrocitos por trofozoitos de E. histolytica. Analisis por microscopia de fluorescencia. Las comparaciones
estadisticas mostraron diferencias significativas en la capacidad eritrofagocitica entre diferentes tiempos de
pretratamiento (10 y 20 minutos) con a) acetilcolina y b) adrenalina 1x10* M y durante 10 y 20 minutos de
incubacion de eritrocitos y trofozoitos en una proporcién 20 a 1. c) imagenes representativas del analisis por
microscopia de fluorescencia a 40x. d) Cuantificacion de hemoglobina mediante andlisis espectrofotométrico
a 405 nm, para la determinacién indirecta de eritrofagocitosis de trofozoitos tratados con diferentes
concentraciones de acetilcolina durante 1 h. Los datos corresponden a la media £ SEM de tres experimentos
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independientes (n=3). El analisis estadistico se realizé con la prueba de Kruskal Wallis y Dunn posttest, donde
los valores de * p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001 fueron considerados significativos.

Quimiotaxis y la migracidn de E. histolytica

Luego su utilizo un ensayo de migracion transwell para evaluar el efecto de la adrenalina 'y
acetilcolina sobre la capacidad de migracidon e invasidn de los trofozoitos de E. histolytica.
La migracion de trofozoitos en medio sin suplementar mejoré significativamente con el
tratamiento con acetilcolina 1x10® M y 1x10® M, en comparacion con los trofozoitos de
control no tratados (Fig. 16B). De igual forma la migracion de los trofozoitos tratados con
adrenalina a 1x10®y 1x10® M (Fig. 16A). Como control positivo, se utilizé interleucina-8 (IL-
8), interferén gamma (IFN-y) o suero fetal bovino (SBF). Para inhibir la polimerizacion del
citoesqueleto de actina, se usé CD como control negativo (Fig. 16A y 16B). Ademas, la
guimiotaxis de E. histolytica se evalué mediante un video. Para cada registro en tiempo real,
se seleccionaron trofozoitos representativos de E. histolytica para cada condicién y se
siguieron sus trayectorias durante 15 min. Este analisis mostré que acetilcolina 1 x10 0 es
un quimioatrayente de trofozoitos, cuando se comparé la quimiotaxis con suero o medio
sin suplementar (Fig. 16C). Asi, aunque los mecanismos implicados en la regulacién de la
motilidad del trofozoito aun estan en estudio, estos resultados indican que acetilcolina
1x1071° M tiene efecto quimiotactico, siendo las concentraciones de acetilcolina reguladoras
positivas de la migracion de E. histolytica. Por tanto, es posible que in vivo, este
neurotransmisor pueda promover la migracién amebiana, facilitando asi la invasion del

huésped.
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Figura 16. Acetilcolina y adrenalina inducen la migracion de E. histolytica y la actividad quimioatrayente.
NUmero de trofozoitos por drea (mm?2), que migraron a través de la cdmara transwell en presencia de a)
adrenalina, b) acetilcolina, suero, IL-8 e IFN-y. C) Distancia y direccion de los movimientos amebianos hacia
acetilcolina. Los datos corresponden a la media = SEM de tres experimentos independientes (n = 3). El andlisis
estadistico se realizd6 con ANOVA de una via y método postest de Tukey o Kruskal Wallis y Dunn,
respectivamente, donde se consideraron significativos los valores de * p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001.
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Efecto de adrenalina y acetilcolina sobre el desarrollo de absceso hepatico amebiano
Para evaluar el efecto in vivo de la estimulacion de E. histolytica con acetilcolina y
adrenalina, se examind el desarrollo de absceso hepatico amebiano (AHA) en hamsteres. El
grupo control inoculado con trofozoitos no tratados presentd las lesiones caracteristicas
producidas por E. histolytica a los 4 dias, es decir, lesiones pequeiias y blancas localizadas
en el sitio de inoculacion en el Iébulo hepatico izquierdo. En contraste, los trofozoitos
tratados con acetilcolina y adrenalina produjeron varios granulomas, una lesidn tipica
causada por E. histolytica en el higado de hamster (Fig.17), y el analisis histopatoldgico
(Fig.18) destacd una lesién mas grande y zonas de infiltracidon inflamatoria con areas
necroticas de gran tamaio areas de los hamsteres inoculados con E. histolytica estimulada
con adrenalina y acetilcolina. Ademas, el analisis morfométrico mostré dreas
significativamente mayores de daifio tisular producidas por E. histolytica después del
estimulo, en comparacion con las lesiones producidas por trofozoitos no tratados (Fig. 18).
En conjunto, el analisis tisular macroscépico y microscépico demostré que la acetilcolina y
adrenalina promueven la capacidad de diseminacién de los trofozoitos, lo que da lugar a

abscesos mas grandes.
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Figura 17. Efectos de la acetilcolina y adrenalina sobre el desarrollo de abscesos hepaticos amebianos (AHA).
Higados de hamsteres inoculados con trofozoitos (5 x 10°) estimulados con acetilcolina y adrenalina 1x10%M
durante 1 hora. Se tomaron imagenes representativas de AHA después de 4 dias de inoculacidn para mostrar
dafio macroscépico. Higado normal, control de hamsteres no infectados. Sham (inoculada con medio de
cultivo) y dafio producido por trofozoitos de E. histolytica sin tratar. Las flechas muestran lesiones Unicas por
E. histolytica, asi como granulomas causados por trofozoitos pretratados con adrenalina y acetilcolina.
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E. histolytica

adrenalina. Andlisis histopatoldgico de las muestras de higado. Seccidn tefiida con hematoxilina-eosina de
animales intactos, E. histolytica y G) animales infectados con trofozoitos pretratados con acetilcolina y
adrenalina, se observa un aumento en el desarrollo de abscesos con multiples zonas de infiltrado inflamatorio
y dreas necréticas de gran tamafio en comparacidn con los controles. Se aprecia tejido necrético en el centro
de la lesién (*), y los bordes muestran dreas de infiltrado inflamatorio (flecha) que estdn en contacto con areas
sanas del higado (+). Se muestran imagenes representativas a 5x.
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Discusion

E. histolytica ha desarrollado diversas estrategias para utilizar los recursos que puede
encontrar en el hospedero. Lo que permitird que él parasito se adapte, se replique y
establezca la infeccidn. La expresion génica de factores de virulencia del parasito se ve
influenciada por distintas variables del microambiente brindado por el hospedero y a su vez,
esto dependerd de la capacidad del parasito para responder a estimulos que modifiquen su
virulencia (Marie & Petri, 2014). En este trabajo se evalud la capacidad de E. histolytica para
responder a adrenalina y acetilcolina, neurotransmisores que pudieran estar modificando
la capacidad del pardsito para evadir la respuesta inmune e incrementar su virulencia. En el
actual trabajo se ha demostrado por primera vez la capacidad de E. histolytica para fijar
adrenalina y acetilcolina en su membrana. Lo que podria sugerir, que el parasito tiene la
capacidad de responder a este estimulo a través de receptores de membrana que no han

sido aun caracterizados.

La extraordinaria actividad fagocitica de los trofozoitos de E. histolytica es un mecanismo
indispensable en la capacidad invasiva del parasito, esta informacién se apoya en un estudio
comparativo entre Entamoeba dispar (E. dispar), una especie no virulenta que presenta una
capacidad de fagocitar reducida, y la especie E. histolytica (virulenta) muestra una mayor
capacidad para adherirse, opsonizar y exponer fosfatidilserina de eritrocitos lo que resulta
en una mayor eficiencia para fagocitar eritrocitos, por tanto, este proceso es considerado
un indicador de virulencia importante (Talamas-Lara et al., 2014). Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con adrenalina y acetilcolina aumenta la capacidad fagocitica
de E. histolytica, los trofozoitos estimulados con estos neurotransmisores incrementan
significativamente el numero de eritrocitos ingeridos en comparacién con aquellos
trofozoitos que no fueron tratados. Sugiriendo asi que, tanto adrenalina como acetilcolina
pueden regular positivamente la fagocitosis de eritrocitos por trofozoitos de E. histolytica.
La capacidad fagocitica es uno de los indicadores cardinales de virulencia en este organismo,

por tanto, podemos hablar de que estos neurotransmisores regulan positivamente la
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virulencia de E. histolytica a través de la fagocitosis. Sin embargo, se desconocen los

mecanismos a través los cuales estas moléculas logran modular la virulencia de la amiba.

Otra propiedad importante de la amiba es su capacidad para lisar células del hospedero
favoreciendo asi el dafio a tejidos, proceso que a su vez llega a facilitar el establecimiento
de una enfermedad invasiva. Este parasito altamente citotdxico inicia el proceso de lisis con
la adherencia de los trofozoitos a las células blanco, seguido a esto, los trofozoitos
promueven la lisis osmética de las células del hospedero. Esto lo logra esencialmente a
través de dos mecanismos. Puede darse por un mecanismo conocido como trogocitosis
(Ralston et al., 2014), en el cual la amiba es capaz de ingerir fragmentos de células vivas del
hospedero o bien puede ser a través de la expresion de proteinas formadoras de poros, las
cuales se insertan en la membrana de las células blanco comprometiendo la integridad de
esta estructura, en ambos casos las células mueren por una lisis osmdtica generada por el
incremento de calcio intracelular (Zhang et al., 2004). Finalmente, los restos celulares son
fagocitados. El tratamiento de lo trofozoitos con adrenalina y acetilcolina durante 60
minutos aumenta significativamente el efecto citopatico basal al incrementar el porcentaje
de destruccion de la monocapa de células HepG2, sugiriendo que adrenalina y acetilcolina
podrian estar modulando positivamente el efecto citopatico de la amiba, aunque no se
conocen los mecanismos intracelulares que estan involucrados en este proceso. Como ya
se menciond anteriormente, que la adherencia es un evento primordial para lograr un
efecto citotoxico (Petri, Haque & Maan, 2002), nuestros resultados demuestran que la
expresion de la lectina de 170 kDa incrementa significativamente en los trofozoitos
estimulados con adrenalina y acetilcolina, fendmeno que de manera indirecta podria estar
contribuyendo al aumento del efecto citopatico. Adicionalmente, se observa que la
expresion de las proteinas formadoras de poros (amebaporos) de igual forma se incrementa
después del tratamiento con adrenalina y acetilcolina, es importante mencionar que estas
proteinas contribuyen de manera importante a la capacidad citopdtica de este parasito
(Leippe, 1997). Un efecto similar fue observado al tratar trofozoitos de E. histolytica con

ésteres de forbol, activadores rapidos de la proteina cinasa C (PKC), los cuales mostraron un
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incremento en la muerte de células de ovario de hamster chino (CHO), ademas, se utilizaron
inhibidores especificos de PKC y se observé que el efecto citopatico de E. histolytica sobre
las células CHO disminuye significativamente (Weikel, Murphy, Orozco, & Ravdin, 1988). En
conjunto esta informacion propone que la citotoxicidad amebiana es regulada por la PKC de
E. histolytica. Existen evidencias que prueban que estimulos colinérgicos y adrenérgicos
inducen la activaciéon de PCK en diferentes tipos celulares, a través de la estimulacion de
receptores nicotinicos, muscarinicos y alfa 1 adrenérgicos (Messing, Stevens, Kiyasu, &
Sneade, 1989). Aunque hasta el momento se desconoce el mecanismo exacto mediante el
cual la PKC participa en la regulaciéon de citdlisis de células blanco, otros estudios coinciden
en que la activacion de esta enzima, ademas, es esencial para la adhesion de trofozoitos, la
fosforilacién proteica, la actividad proteolitica local, la polimerizacion de actina y la
reorganizacion del citoesqueleto de E. histolytica (Guillén, 1996). De manera contacto
dependiente se ha sefialado que la PKC regula la fosforilacién de proteina involucradas en
la organizacién de actina para su motilidad y adhesién (Carbajal, Manning-Cela, Pina,
Franco, & Meza, 1996). Lo cual se ve reflejado en este trabajo, ya que se realizd un andlisis
de la distribucion de F- actina e identificacion de estructuras ricas en actina, donde se ha
logrado observar que aquellos trofozoitos que fueron tratados con adrenalina y acetilcolina
durante 20 minutos se detectara un aumento marcado en la presencia de macropinosomas
y vacuolas, hecho que también fue observado mediante la activacion de PKC por Ia
interaccion de trofozoitos y fibronectina, esta induce la exocitosis de vesiculas (Santiago,
Carbajal, Benitez-King, & Meza, 1994). Aunque en una menor proporcién, también, se
encontré aumento de las protrusiones pseudopodiales, sobre todo en aquello trofozoitos
tratados con acetilcolina en comparacién con los grupos control, fendmeno que puede ser
explicado por la activacion de PKC a través de adrenalina y acetilcolina. La activacion de esta
enzima es esencial en la reorganizacion del citoesqueleto de actina de E. histolytica, proceso

indispensable para la motilidad del parasito.

Las proteasas de cisteina son las proteasas mas abundantes en E. histolytica, reportes

demuestras que en el genoma de E. histolytica se encuentran 20 genes que codifican para
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estas enzimas, de las cuales la CP-1, CP-2 y CP-5 tienen una participacion predominante y
representan hasta en un 90% de la actividad de proteasas de cisteina en cultivos axénicos
de E. histolytica (Bruchhaus, Loftus, Hall, & Tannich, 2003). Se conoce que las proteasas de
cisteina participan en diversos procesos como la evasién de la respuesta inmune del
hospedero al degradar compuestos del complemento, anticuerpos y algunas citocinas
proinflamatorias, participa, ademads, en procesos invasivos al degradar componentes de la
matriz extracelular favoreciendo la adherencia al degradar la mucosa intestinal o bien
facilitando la migracién del parasito (Stanley et al., 1995; Matthiesen et al., 2013). Sumado
a esto, se ha demostrado que la expresién de estas enzimas se encuentra diferencialmente
expresada en la especie E. dispar, especie con una capacidad invasiva limitada, en
comparacion con E. histolytica (Bruchhaus et al., 2003). Especialmente la CP-5, proteasa que
Unicamente se encuentra expresada en lisados amebianos de E. histolytica esto habla de la
relevancia de esta enzima en la virulencia del pardsito y particularmente esta diferencia
podria explicar los contrastes entre estas especies en cuanto a su capacidad invasiva (Freitas
et al., 2009).(Entamoeba histolytica Cysteine Proteinase 5 Binds Integrin on Colonic Cells and
Stimulates NFkB-mediated Pro-inflammatory Responses, s.f.) En el caso de CP-2 la
expresion de la enzima se encuentra disminuida en la especie E. dispar al comparar con E.
histolytica (Bruchhaus, Loftus, Hall, & Tannich, 2003). En este trabajo se demuestra que el
tratamiento de los trofozoitos de E. histolytica con adrenalina y acetilcolina incrementa
significativamente la expresion de CP-2 y CP-5 en comparacién a aquellos trofozoitos que
no fueron estimulados. Estos resultados sugieren que ambos neurotransmisores logran
regular positivamente virulencia de E. histolytica a través de la expresion de estas proteasas
las cuales contribuyen de manera importante al establecimiento de una enfermedad
invasiva, por tanto, estas enzimas son consideradas como indicadores cardinales de

virulencia de E. histolytica.

Adicionalmente, la actividad de CP se incrementd después del tratamiento con acetilcolina
y esto podria estar directamente asociado a incremento de la expresién ehcp-a2 y ehcp-a5.

Ademas, acetilcolina indujo una mayor expresién de las proteinas de membrana L220 y la
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lectina Gal / GalNAc, ambas lectinas participan en la adherencia de los trofozoitos (Aguirre
Garcia, Gutiérrez-Kobeh, & Lépez Vancell, 2015), un mecanismo estrechamente relacionado
con el reordenamiento del citoesqueleto (Manich et al., 2018). Previamente se ha descrito
gue la acetilcolina participa en la regulacion de la vacuola contractil de la amiba A. proteus,
un proceso dependiente de la remodelacién del citoesqueleto (Bagrov & Manusova, 2011).
En relacidn con esto, nuestros resultados mostraron que los trofozoitos aumentaron la
expresion de B-actina y elevaron la presencia de actina polimerizada (F-actina) en respuesta
a estimulos de concentraciones fisioldgicas de acetilcolina. La interaccion de los trofozoitos
de E. histolytica con la acetilcolina indujo la reorganizacién del citoesqueleto, como lo
demuestra el hallazgo de estructuras ricas en F-actina, como puntos de F-actina,
macropinosomas y placas de adhesidn, que fueron significativamente mas abundantes
después del estimulo con ambos neurotransmisores. Durante la infeccién, la dindmica del
citoesqueleto de E. histolytica es esencial para procesos celulares como adhesion,
migracion, fagocitosis y muerte de células del hospedero incluye mecanismos dependientes
e independientes del contacto (Tavares et al., 2005). La regulacion positiva de los factores
de virulencia, en particular los componentes secretados solubles, indujo aumento
significativo de la citotoxicidad de los trofozoitos tratados con acetilcolina contra la
monocapa de células HepG2 a través de procesos independientes del contacto, como lo
demuestra el aumento de la expresién de amebaporos y CP. Los estimulos acetilcolina
también aumentaron el dafio citopatico de la monocapa de HepG2 (dependiente del
contacto), un proceso estrechamente asociado a la trogocitosis y la fagocitosis.
Ciertamente, la eritrofagocitosis es un sello distintivo de la patogenicidad amebiana que
incluye adhesion, reordenamientos del citoesqueleto, secrecién de factores solubles que
median la muerte de las células del hospedero y finaliza con la ingestion de restos celulares.
La eritrofagocitosis aumentada en trofozoitos tratados con acetilcolina, puede estar
asociada al incremento de la expresion de las proteinas de membrana L220 y lectina
Gal/GalNAc. De manera consistente, la motilidad, la quimiotaxis y la migracion amebiana
también aumentaron después del tratamiento con acetilcolina. Nuestras observaciones

sugieren que el aumento de las concentraciones de acetilcolina en el hospedero durante la
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infeccién por E. histolytica, podria promover el comportamiento invasivo del parasito.
Aunque el efecto de la acetilcolina sobre la patogenicidad de E. histolytica no se ha
estudiado previamente, informes anteriores proporcionaron evidencia indirecta de la
participacién de vias de seiializacién activadas por acetilcolina que involucran pequefias
GTPasas, que se consideran reguladoras maestras del citoesqueleto de actina y cuya
activacion esta relacionada con receptores de superficie celular (Tavares et al., 2005).
Especificamente, EhRhol, un miembro de la familia Rho GTPasa involucrado en la
polimerizacién de actina, que se encuentra particularmente activo durante procesos
invasivos del pardsito, promoviendo asi la motilidad amebiana, aumentando la migracién y
modulando la eritrofagocitosis (Franco-Barraza etal.,, 2006). De manera similar,
encontramos que el tratamiento con acetilcolina aumentd la reorganizacion del
citoesqueleto, la capacidad fagocitica amebiana y la migracion de pardsitos. En conjunto,
estos hallazgos sugieren que los trofozoitos responden a él estimulo de acetilcolina. Sin
embargo, se necesitan mas estudios para describir los mecanismos de sefializacion,

activadores y efectores implicitos.

Adrenalina y acetilcolina incrementaron la virulencia de E. histolytica durante la formacion
del absceso hepatico amebiano, ya que los trofozoitos expuestos a los neurotransmisores
causaron un dafio tisular magnificado y una extensién de la lesién del absceso, produciendo
una lesién de mayor tamafio con una importante presencia de infiltrados de células
inflamatorias y granulomas multiples. Informes anteriores demostraron que la acetilcolina
aumenta la patogenicidad de E. histolytica, sin revelar los mecanismos implicados en la
regulacién de la virulencia del parasito. Ademas, durante la infeccion causada por E.
histolytica, los pacientes presentan niveles elevados de concentraciones de acetilcolina en
sangre que se restablecen a niveles normales después del tratamiento (Banu et al., 2005).
De acuerdo con el presente trabajo, estos informes previos apoyaron la hipétesis de que la
acetilcolina puede modular la patogenicidad amebiana, favoreciendo el establecimiento de

una enfermedad invasiva.
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Por lo tanto, la presencia elevada de este neurotransmisor en el sitio de la infeccion puede
afectar la eficiencia del huésped en la eliminacién del parasito. La acetilcolina es sintetizada
y liberada constantemente por las células epiteliales intestinales y las terminaciones del
nervio vago a concentraciones normales de orden nanomolar, controlando asi las funciones
viscerales y la respuesta inmune intestinal (Rosas-Ballina et al., 2011). Durante la lesidn
tisular, el reflejo inflamatorio activa una via anti-inflamatoria colinérgica, aumentando la
concentracion local de acetilcolina (Tanaka et al., 2019; Pavlov & Tracey, 2012). Esto da
como resultado, una produccion disminuida de citocinas proinflamatorias por la inhibicién
del factor de transcripcidon NF-kB y la activacion de las citocinas anti-inflamatorias a través
de la via de sefializacion JAK2-STAT3 (de Jonge et al., 2005, p. 3). Por lo tanto, la presencia
elevada de acetilcolina en el sitio de la infeccidon podria dificultar la eliminacion de E.
histolytica, al suprimir la respuesta inmunitaria contra la amiba y provocar un dafio excesivo

en el tejido del hospedador, favoreciendo la diseminacidn de la infeccion.

Nuestros resultados sugieren que la exposicion de trofozoitos a adrenalina y acetilcolina
contribuye al establecimiento de una enfermedad invasiva al modular positivamente la
virulencia de E. histolytica. Informacidn que coincide con lo ya antes reportado por Kulkarni
y colaboradores (1986) quienes reportaron que el aumento de los niveles acetilcolina en
ratas inducido por el tratamiento con fisostigmina (inhibidor de la acetilcolinesterasa),
incrementa la severidad de la infeccidn por E. histolytica en 3 de 7 cepas, sugiriendo que
este neurotransmisor podria modular las propiedades virulentas de E. histolytica (Kulkarni
& Sen, 1986). Por otra parte, se advierte que adrenalina debe participar en la regulacion de
diversos procesos celulares de E. histolytica de manera autocrina, puesto que se ha
detectado la presencia de adrenalina en lisado amebiano (McGowan, Guerina, Wicks, &
Donowitz, 1985). Es importante mencionar que hasta el momento no habian sido evaluados
los efectos de adrenalina y acetilcolina sobre las propiedades de virulencia de E. histolytica
como se hace en este estudio. No obstante, se requiere de un analisis mas extenso que

identifique los receptores de acetilcolina y adrenalina, que explique los mecanismos y vias
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de sefalizacion involucrados en el

trofozoitos de E. histolytica.

reconocimiento de estos neurotransmisores en
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Conclusiones

En conclusidn, este es el primer informe que reporta de la capacidad de E. histolytica de unir
a sumembrana adrenalina y acetilcolina. Ambos neurotransmisores tienen un efecto en la
regulacién de factores de virulencia amebianos, al inducir el reordenamiento del
citoesqueleto, la motilidad del parasito y la fagocitosis, asi como al aumentar la expresion y
secrecion de factores de virulencia y, en consecuencia, promover la citotoxicidad amebiana.
Con base en estos hallazgos, se necesitan mds estudios para comprender los mecanismos
moleculares involucrados en la modulacién de la virulencia de E. histolytica en respuesta a
adrenalina y acetilcolina durante la colonizacidn parasitaria, lo que potencialmente puede

influir en la progresion y gravedad de la amebiasis.
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Glosario

Absceso hepatico: Los abscesos hepaticos son colecciones purulentas formadas en el
parénquima hepdtico, como consecuencia de una infeccién de origen bacteriano, fungico o

parasitario.

Anticuerpos: Proteinas utilizadas por el sistema inmunitario humoral para identificar y

neutralizar antigenos y promover su fagocitosis.
Catecolamina: Derivado de la tirosina, como la dopamina, la adrenalina y noradrenalina.

Electroforesis: Técnica utilizada para separar el ADN, el ARN, o moléculas o proteinas en
base a su tamafio y carga eléctrica. Se utiliza una corriente eléctrica para mover las

moléculas y que se separen a través de un gel.

Factor de virulencia: Componente de un patégeno que ocasiona dafio en el hospedador;

incluye componentes esenciales para su viabilidad.

Fagocitosis: Captura de particulas microscépicas que realizan ciertas células con fines

alimenticios o de defensa, mediante la emisién de seuddépodos.

In vitro: Que significa literalmente ‘en vidrio’. Se emplea con el sentido de ‘fuera del

organismo, utilizando métodos experimentales en el laboratorio’.

In vivo: Que significa ‘en el ser vivo’. Se emplea en referencia a los procedimientos de

experimentacion cientifica que se realizan con organismos vivos.

Inmunofluorescencia: Conjunto de técnicas en donde se emplean anticuerpos marcados

con fluorocromos para detectar y localizar, antigenos especificos en células y/o tejidos.

Lectina: Proteina que se fijan a las moléculas ramificadas de azucar de las glucoproteinas y

glucolipidos de la superficie celular.
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Neurotransmisor: Sustancia o un producto: Que transmite los impulsos en la sinapsis

nerviosa.

Parasito: Ser vivo que durante una parte o la totalidad de su vida se aloja y/o se alimenta a
expensas de otro ser vivo, generalmente de diferente especie y de mayor tamafio (huésped

u hospedero).
Patogenicidad: Capacidad de un microorganismo de ocasionar dano en el hospedador.

Patégeno: Microorganismo capaz de producir dafio en el hospedador; la definicién puede
abarcar patdgenos primarios y oportunistas; el daifo en el hospedador puede ser resultado

de la accidn directa del microorganismo o de la respuesta inmune.

Quimiotaxis: Respuesta de microrganismos o células que implica dirigir su movimiento

segun la concentracion de un estimulo quimico, aproximandose o alejandose de él.

Trogocitosis: Mecanismo amebiano de ingerir fragmentos de células humanas vivas, lo que

resulta en la elevacidn intracelular de calcio y la muerte celular eventual.

Virulencia: Grado de patogenicidad dentro de un grupo o especie de microorganismos o
virus, indicado por la tasa de casos fatales y/o la habilidad del organismo para invadir los

tejidos del huésped.

Western blot: Técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en una muestra

determinada.
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Entamoeba histolytica is an invasive enteric protozoan, whose infections are associated to
high morbidity and mortaity rates. However, only less than 10% of infected patients
develop invasive amebiasis. The abiity of E. histolytica to adapt to the infestinal
microenvironment could be determinant in triggering pathogenic behavior. Indeed,
during chronic inflammation, the vagus nenve imits the immune response through the
anti-inflammatory refiex, which includes acetyicholine (ACh) as one of the predominant
neurotransmitters at the infection site. Consequently, the response of E. histolytica
trophozoites to ACh could be implicated in the establishment of invasive disease. The
aim of this study was to evaiuate the effect of ACh on E. fistolytica virdlence. Methods
inciude binding detection of ACh to plasma membrane, quantification of the relative
expression of vindence factors by RT-PCR and western biot, evaluation of the effect of
ACh in different cefiar processes refated to E. histolytica pathogenesss, and assessment
of the capabiiity of E. histolyfica to migrate and form hepatic abscesses in hamsters.
Results demonstrated that E. histolytica trophozoites bind ACh on their membrane and
show a clear increase of the expression of vindence factors, that were upreguiated upon
stimutabon with the neurotransmitter. ACh treatment increased the expression of 1220,
Gal/GalNAc lectin heavy subunit (170 kDa), amebapore C, cysteine proteinase 2 (ehcp-
a2), and cystene proteinase 5 ghcp-a5). Moreover, erythrophagocytosis, cytotodacity,
and actin cytoskeleton remodeling were augmented after ACh treatment. Likewise, by
assessing the formation of amebic fver abscess, we found that stimulated trophozoites to
develop greater hamster hepatic lesions with muitiple granulomas. In canciusion, ACh
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