MAER A



o
i R i

Casa abieria al tiempo

LETEETOAD B3 EN00 24 TROPIIT AN

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD XOCHIMILCO
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

“MECANISMO DE ENDOCITOSIS DE TRANSFERRINA HUMANA EN

Entamoeba histolytica”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
PRESENTA:

BIOL. MAGDA ELIZABETH REYES LOPEZ

JURADO

CODIRECTORA: DRA. MIREYA DE LA GARZA
CODIRECTORA: DRA. JULIA PEREZ RAMOS
ASESOR: DR. SAUL VILLA TREVINO ;
SINODAL: DRA. MARIA DEL CARMEN RAMIREZMEDE ’l
SINODAL: DR. JOSE DE JESUS SERRANO LUNA &%w P

—t—= >

-

MEXICO FEBRERO, 2011



El doctorado en Ciencias Biolégicas de la Universidad Autonoma
Metropolitana pertenece al Padrén de Posgrados de excelencia del
CONACYT y ademas cuenta con apoto del mismo Consejo, con el
convenio PFP-2093.



El jurado designado por las Divisiones de Ciencias Biol6gicas y de la
Salud de las Unidades Cuajimalpa, lztapalapa y Xochimilco aprobd la

Tesis que presentd:

BIOL, MAGDA ELIZABETH REYES LOPEZ
Matricula 206383848

JURADO
L W
Codirectora: Dra. Mireya de la Garza
Codirectora: Dra. Julia Perez Ramos
Asesor: Dr. Saul Villa Trevifio W/
Sinodal:
Sinodal:

Por la Comision



Este trabajo se realizé en el laboratorio 52 del Departamento de
Biologia Celular del Centro de Investigaciéon y Estudios
Avanzados del IPN, bajo la direccion de la Dra. Mireya de la
Garza y de la Dra. Julia Pérez Ramos y con la asesoria del Dr.

Saul Villa Trevino.



A Astrid y Axel

“Derrota seria perder el entusiasmo”

Ancénimo

“Lo maravilloso de aprender algo es que nadie puede
arrebatarnoslo”
B.B. King



AGRADECIMIENTOS:

Al Dr. Saudl Villa Trevifo por motivarme a realizar estejproyecto

A la Dra. Mireya de La Garza y comparieros del laboratorio, en especial
ala M en C. Carolina Pifia Vazquez por su ayuda para la discusion de

los resultados asi como para el disefic de los experimentos

A los Doctores Maria del Carmen Medeles y Jose de Jesus Serrano

Luna por por sus valicsos comentarios



INDICE

RESUMEN
INTRODUCCION........coveeaeeeieieeeeeeeee e e eee e
ANTECEDENTES.......civuiiireeeeeeeeeeteiee e e esttaaeaeae e
Entamoeba histolytica.......c.cc.oevveeeiiiiiiiiiiiiiien e,
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...........oocoveeeeevereennnarns 12
JUSTIFICACION.........ooeeeeeee e e 13
HIPOTESIS.......cootte et eeeeeeeeeaeeeeeaaeee ettt eaaa aeesenneeesseenes 14
OBJETIVO......oooiiieeeee e ee et e et ee et e e e anasb e ernannnas 15
OBJETIVOS PARTICULARES ... 15
MATERIAL Y METODOS ...t e eea e eeeaeenes 16
O 7 (17 o T PR 16

1. Identificacién de las diferentes estructuras vesiculares presentes en

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Entamoeba histolytica, que participan en la endocitosis de

ROIOTraNSTOITING. ..o e e ettt e e rs e e e eannenns 16

Efecto de inhibidores de endocitosis en la internalizacion de
holotransferrina en Entamoeba histolytica.................................... 1B
Localizacion de clatrina y su probable interaccioén con holotransferrina en
Entameoebahistolytica...... ... ... T
Identificacion de vesiculas de la via endosomal/lisosomal en Entamoeba
histolytica, usando anticuerpos dirigidos contra proteinas relacionadas
en otras células eucarnontes. ... 18
Inmunomarcaje de los compartimentos endociticos en Entamoeba

histolytica para microscopiaconfocal ..........................................19



2. Aislamiento e identificaciéon de la proteina que une holotransferrina de

Entamoeba histolytica (ERTIDP).....cccooevi i cericninnnens 21
2.1. Purificacién de la proteina de unién de holotransferrina de Enfamoeba

histolytica, ERTIop. ... i 21

2.2. Espectrometriademasas.................oocei i 21

2.3. Reaccién cruzada entre la proteina de unién a holotransferrina, EhTfbp
y la acetaidehido/atcohol deshidrogenasa 2, ERADHZ2, ambas de
Entamoeba histolytica.........................cccoiii i 22

2.4, Efecto de anticuerpos anti-acetaldehido/alcohol deshidrogenasa 2 de
Entamoeba histolytica, anti-ERADHZ2, en la internalizacion de la
holotransferrina... ... . .. 23

2.5.  Afinidad de union de holotransferrina humana por ta EhTfbp. Efecto de la
temperatura y la concentracion de holotransferrina en células vivas y
fiiladas en la internalizacién de esta proteina. .

2.6. Localizacion de clatrina, EHAADH2, EhTfbp y holotransferrina en
Entamoeba histolytica.......................... .. 24

3. Identificacién de la familia de receptores a la que pertenece la proteina

de wuniéon de Ila holotransferrina de Entamoeba histolytica,

3.1. Curvas de viabilidad y de crecimiento de Entamoeba histolytica con
genisteina. . .. 24

3.2. Efecto de la genisteina en la internalizaciéon de la holotransferrina.... 25

4. Reconocimiento de algunas proteinas que pudieran participar en la

transduccion de sefales inducida por la union del ligando a la

4.1. Identificaciéon de las proteinas fosforiladas durante la internalizacion de

holotransferrina y su refacién con MAP cinasas........................... 25



5. Identificacion de proteasas capaces de degradar holotransferrina en

Entamoeba histolytiCa.......co.covevienieeeeiii i s 26
51. Electroforesis en gelesde sustrato..................ccoceii .. 26
RESULTADOS. ... e i 28
1.  Identificacion de estructuras vesiculares y proteinas relacionadas
con la internalizacion de la holotransferrina............................. 23
1.1.1. Estructuras vesicuiares identificadas ................................ 28

« 1.1.2. Trafico y entrega de holotransferrina a los endosomas tempranos y
tardiosy aloslisosomas ... ... 30

1.1.3. Inhibidores de la endocitosis dependiente de clatrina evitan la
internalizacion de holotransferrina .................................. 32

1.1.4. Clatrina participa en la internatizaciéon de holotransferrina en
Entamoeba histolytica .................. ... ... 35

2. Purificacion e identificaciéon de la proteina de unién para holo-

transferrina de Entamoeba histolytica, EhTfbp ......................... 38
2.1.1. Purificacionde EhTfbp ... ... 38
2.1.2. Identificacion de la EhTfbp por espectrometria de masas ...... 40
2.1.3. Reaccion cruzada entre EhTfbp y ERADH2 usando anticuerpos

2.1.4.

215

Inhibicion de la endocitosis de Transferrina por la saturacién de
los sitios de union con el anticuerpo anti-ERADH2 ... 43

Afinidad de la union de EhTfbp por su ligando y efecto de Ia



temperatura y de la concentracion de holotransferrina
2.1.6. Localizacibn de EhADHZ y su relacibn con clatrina vy

holotransfernna ... i A9

EhTfbp con actividad tipo tirosin-cinasa .................ccee v e iennnn 51

3.1.1. Curva de crecimiento en presencia de genisteina......_..... .. 51

3.1.2. Inhibicién de la internalizacion de holotransferrina en presencia de

genistefna ... ..., B2

Participacién de EhTfbp en la transduccién de senales para la

endocitosis de Rolotransferring ..........co.voveiiiiiiieiiieiieereenens 55

4.1.1. Identificacion de las proteinas fosforiladas y su relacién con las

Identificacion de proteasas especificas de transferrina humana... 57

5.1.1. Electroforesis en geles de substrato...................... ... ... 57

DISCUSION ..o oot e r e e ee e eeaeaeeae et teer e an e e e es 59

PERSPECTIVAS ..o e e oot e aeeere e eare s aae e ane e, 71
BIBLIOGRAFIA ...ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeaeiia, e 72



INDICE DE FIGURAS

Fig. 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica .............c..cccooo..... 9
Fig. 2. Deteccion en E. histolytica de proteinas similares a endosomas
tempranos, EEA1, tardios MPR, y lisosomas LAMP-1y LAMP-2 por
inmuno-transferencia .........ccooceeevvevvvoiriiiii e 29
Fig. 3. Distribucién de las proteinas marcadoras de endosomas
tempranos, EEA1, tardios MPR, y lisosomas LAMP-1 y LAMP-2 en
E. histolytica, en presencia y ausencia de la holoTf-FITC.. 31
Fig. 4. Efecto de los inhibidores de endocitosis en la internalizacién de la
holotransferring .............c..cccoovvevviiviiiiivei e 34
Fig. 5. Co-localizacién de clatrina y holotransferrina .................... 37
Fig 6. Purificacion de la proteina que une transferrina de E. histolytica
(EhTtbp) con el anti-RTfhumano ...........ccc.cocvvenieinnnnn.. 39
Fig. 7. Reconocimiento cruzado de las proteinas amibianas EhTfbp y
ERADH2 ...t e e 42
Fig. 8. Inhibicién de la endocitosis de holoTf-FITC por el anticuerpo anti-
EhADHZ2 ... e i e e 44
Fig. 9. Internalizacién de holoTf dependiente de su concentracién y de la
temperatura en E. histolytica .................ccceceviiiiiiinnan.. a7
Fig. 10. Internalizacion de holoTf en amibas fijadas (muertas) en
comparacion con amibas vivas incubadas con holoT-FITC a
diferentes temperaturas .............ccevevvevevrieriviiiaieninnns 48
Fig. 11. EhADH2 no interacciona con clatrina durante la endocitosis de
holoTf en microscopia confocal .................cooeeieien. 50
Fig. 12. Curvas de viabilidad y de crecimiento de los trofozoitos de E.
RISTOIVHCG ...t ettt e 52
Fig 13. Efecto de genisteina en la internalizacién de transferrina. 54
Fig. 14. Proteina total de E. histolytica incubada con holotransferrina a 0,
15,30 45 mMin (..o 56
Fig. 15. Proteasas amibianas que degradan holoTf en geles co-

polimerizados con esta proteina ............cc..cceeuennnn.. 58



ABREVIATURAS

ADN
Acetil-CoA
ADH

ALDH
Anti-ERADH2
Anti-RTf
AP-2

apoTf
apoTf-FITC

CHAPS
CY5
DTT

EEA1 ’

EGTA

EhTfbp
EhADH?2

Fe

FITC
GAPDH
GPI
holoTf

holoTf-FITC

holoLf
holoLf-FiTC

MAPK/ERK
MPR
NAD

Acido desoxiribonucleico

acetil coenzima A

alcohol deshidrogenasa

aldehido deshidrogenasa

anticuerpo anti- receptor de transferrina de humano
anticuerpo anti receptor de transferrina humana
proteina adaptadora 2

transferrina sin hierro unido

transferrina sin hierro unido acoplado a isotiocranato
de fluoresceina
3-(3-colamidopropil)dimetilamonio-propanosulfonato
Cy-dye N-hydroxyl-succinimide ester

ditiotreitol

antigeno 1 de los endosomas tempranos

acido etilenglicol-bis (2-amino-etil-éter)-N,N,N',N’ -
tetra-acético

proteina de unién de transferrina de E. histofytica
acetaldehido alcohol deshirogenasa de Entamoeba
histolytica

simbolo quimico del elemento hierro.

isotiocianato de fluoresceina
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
glicosil-fosfatidil-inositol

holotransferrina, transferrina con 1 6 2 atomos de
hierro

holotransferrina acoplada a isotiocianate de
fluoresceina

hololactoferrina. Lactoferrina saturada de hierro
hololactoferrina  acoplada a  isotiocianate de
fluoresceina

protein-cinasa activada por mitégenos

Receptor de manosa 6-fosfato de endosomas tardios

nicotinamida adenina dinucledtido



NEM
LAMP1 y LAMP2
Lf
PHMB
PI-3K
PK
PMSF
PT
Top1
Top2
RTf
RTf2
TRITC
TRK
VSG

N-etil-maleimida

proteina de unién a lisosoma 1y 2
lactoferrina en presencia de SDS
p-hidroxi-mercuri-benzoato
fosfatidil inositol-3-fosfato

Protein cinasas

fenil-metil-sulfonil fluoruro

fosfotirosina

proteina procarionte 1 de union a transferina

proteina procarionte 2 de union a transferina

Receptor de Tf humana
Receptor de Tf humana soluble
isotiocanota de tetrametirodamina
Receptores tirosin-cinasa

glicoproteina variable de superficie



RESUMEN

La transferrina es una glicoproteina extracellular presete en el suero,
capaz de unir dos atomos de hierro. La endocitosis de esta proteina como
fuente de hierropuede ser de gran importancia para la sobrevivencia del
protozoano paraasito Entamoeba histolytica durante la infeccion del cuerpo
humano. El estudio de las rutas intracelulares de holoTf se realizé usando la
microscopia confocal por busqueda con laser y anticuerpos heterologos contra
los componentes de endosomas tempranos, tardios y lisosomas.La proteina
ferrica sigue la ruta endosomallisosomal. Las proteinas marcadoras de
endosomas y lisosomas se identificaron en extractos de proteina total de la
amiba usando estos anticuerpos. El éxito como parasito de un organismo
p;rimitivo como E. hitolytica puede deberse parcialmente a la habilidad de usar
el hierro dentro del hospedero, elemento vital para la amiba.

Entamoeba histolylica es capaz de utilizar holoTf como unica fuente de
hierro in vitro. El mecanismo desarrollado por este parasito para obtener el
hierro es a través de la endocitosis en vesiculas cubiertas de clatrina. Una
proteina que une holoTf (EhTfbp) se purificd usando un anticuerpe monoclonal
anti-Receptor de Tf de humano. EhTfbp se identificé por espectrometria de
masas como la acetaldehido/alcohol deshidrogenasa-2 {EhADH2), una enzima
dependiente de hierro; Ehbep y ERADH2 unen holoTf y son reconocidas por
los anticuerpos anit-RTf y anti-EhADH2 indicando que se trata de la misma
proteina. La endocytosis de holoTf puede estar regulada por la actividad de
tirosin-cinasa que lleva a la sefializacién para el crecimiento del parasito
cuando coloniza e invade la mucosa intestinal e higado de su hospedero, al

llevar la sefalizacién hacia crecimiento y porliferacion.



ABSTRACT

Transferrin is an extracellular glycoprotein present in serum capable of binding
two ferric-iron atoms. The endocytosis of this protein as fron source may
beimportant for the survival of the parasitic protozoan Entamceba histolytica
during the infection of the human body. A study of the intracellular routes of
holoTF was performed using confocal laser-scanning microscopy and
heterologous antibodies against typical components of early endosomes, late
endosomes, and lysosomes. The ferric protein followed the endosomal-
lysosomal route. Distinctive proteins of endosomes and lysosomes were
identified in amoeba extracts by immunoblotting techniques using these
antibodies. The success as a parasite of a primitive organism such as E.
histolytica may partially be due to its ability to Gse several iron sources inside
the host, a vital element for amoeba.

Entamoeba histolytica is a parasitic protozoan able to use holoTf as a sole
iron source in vitro. The mechanism developed by this parasite to scavenge iron
is trough clathrin coated vesicles endocytosis. An amoebic holoTf binding
protein (EhTfbp) was purified by using an anti-human transferrin receptor (TfR)
monoclonal antibody. EATfbp was identified by mass spectrometry as the
acetaldehydefalcohol dehydrogenase-2 (ERADHZ2), an iron-dependent enzyme;
both EATfbp and EAADHZ bound holoTf, and were recognized by the anti-
human TfR and anti-ERADH2 antibodies indicating that they correspond to the
same protein. The holoTf endocytosis could be regulated by tyrosine-kinase
signalling to the parasite growth when it colonises and invades the intestinal

mucosa and liver.
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INTRODUCCION
El hierro (Fe) es el cuarto metal mas abundante en la corteza terrestre,
representa casi el 5%. La maycria de los organismos aerobios, desde bacterias
hasta seres humanos, necesitan del Fe para sobrevivir, ya que es
indispensable para sus funciones celulares, tales como el transporte de
electrones en la cadena respiratoria y el metabolismo de energia, sintesis de
proteinas, asi como en el control del crecimiento celular, mediado por la enzima
ribonucleotido reductasa, que cataliza la transformaciéon de ribonucleétidos a
desoxi-ribonucleotidos que llevan a la sintesis de ADN.

Sin embargo, a concentraciones muy altas el Fe es un peligroso pro-
oxidante, al producirse iones superoxido y radicales hidroxilo, mediante la

reaccion de Fenton:

Fea* + 02. — Fes + 02

Fe?* + H,0, — Fe** + OH + OH’

Los radicales libres atacan toda clase de macromoléculas,
produciendo la peroxidacion de lipidos, dafio al ADN y a proteinas,
despolimerizacién de polisacaridos, inactivacion de enzimas y otras actividades
citotoxicas {Halliwell y Gutteridge, 2007; Weinberg, 2009).

El papel fundamental del Fe en el metabolismo celular y su potencial
toxicidad al generar radicales libres provocando dafios irreversibles implica que
el metabolismo de este metal debe ser un proceso altamente regulado (Qian y
Tang, 1993; Andrews 2000; Weinberg, 2009). Aun pequefas variaciones en el
metabolismo del Fe dan lugar a la faita ¢ al exceso del mismo y ambas
situaciones tienen consecuencias dafiinas para el organismo {Halliwell y
Gutteridge, 2007).

En mamiferos el Fe esta unido a proteinas, dejando sélo una
concentracién extremadamente baja de Fe libre (107 M). La mayor parte de
los iones de Fe se encuentra almacenada intracelularmente en la ferritina o

formando parte de la hemoglobina, que es la proteina con Fe mas abundante

e

Reyes-Lopes, M. -1 ADH2Z es receptor dnlemﬁ-"m
E. histolytica



en la naturaleza, pues el Fe se utiliza para acarrear el oxigeno.
Extracelularmente se le puede encontrar en la proteina lactoferrina (Lf), que se
localiza en secreciones externas como saliva, lagrimas y leche y también
dentro de neutréfilos y monocitos donde esta presente en altas
concentraciones. En el suero esta presente la proteina transferrina (Tf), con el
Fe unido con alta afinidad (aproximadamente ¢on una constante de asociacion
de 10°¢M).

En células eucariontes, por ejemplo las de mamifero, la Tf une dos
atomos de Fe* por cada molécula que tiene una masa molecular de 80 kDa.
Es una glicoproteina mayormente sintetizada en el higado. La Tf férrica se une
a su receptor especifico presente en la membrana citoplasmica. El complejo
holoTf-receptor de transferrina (RTf) es endocitado en vesiculas cubiertas de
clatnna (Gutierrez y Wessling-Resnick, 1996} y llevado a endosomas donde el
Fe es liberado, ya que debe atravesar la bicapa lipidica endosomal para ser
utilizado en las vias metabdlicas celulares. La Tf sin Fe (apoTf), junto con su
receptor, es llevada a la superficie para iniciar un nuevo ciclo de internalizaciéon
una vez que vuelva a unir Fe.

La mayoria de los receptores son glicoproteinas transmembranales
cuya funcidén es comunicar la informacion externa hacia el interior de la céluia.
El RTf juega un papel muy importante en et control de la internalizacién del Fe
para las funciones celulares especificas. Consiste de dos subunidades
idénticas de 90 kDa cada una, organizadas en tres dominios: extracelular,
transmembranal e intracelular.

Estudios recientes demuestran que en la endocitosis de holoTf a través
de receptor, la actividad de protein-cinasa juega un papel muy importante, pues
es necesario que al unirse el ligando del receptor se favoresca la dimerizacion
y la autofosforilacién para que se lleve a cabo la endocitosis, caracteristica
principal del receptor tirosin-cinasa (RTK) clase il (Kuivinen et al., 1993; Malorni
et al, 1998, Testa, 2002). De manera tal que la actividad de tirosin-cinasa
modula !a velocidad de entrada del receptor de holoTf en los procesos de
internalizacion.

La endocitosis del receptor de Tf incluye varios pasos, en primer

termino la formacién de las vesiculas de clatrina a nivel de la membrana
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citoplasmica a través del reclutamiento de la proteina adaptadora 2 (AP-2),
después la interaccién de esta proteina con secuencias sefial de endocitosis
presentes en las regiones citoplasmicas de los receptores de Tf y finalmente el
complejo Tf-RTf es endocitado en vesiculas cubiertas de clatrina.

La funcion de Tf y Lf como agentes antimicrobianos es ampliamente
conocida (Weinberg, 2009) debido a la facilidad de mantenerse parcialmente
saturadas, haciendo que la concentracién de Fe libre sea extremadamente baja
(Richardson and Ponka, 1997).

En todos los ecosistemas biologicos la union del Fe a las proteinas es
tan fuerte que los organismos parasitos no son capaces de obtener la cantidad
suficiente de este elemento para mantener su crecimiento. Esta caracteristica
de inmunidad innata protege el estado saludable del huésped de la mayoria de
los agresores microbiancs dependientes de Fe. Durante una infeccion, los
agentes microbianos enfrentan severas limitaciones de Fe impuestas por el
huésped, pues el nivel de saturacion de la Tf que normalmente es del 30%,
baja a sélo 5 6 10% haciendo que sea mas dificil para los patégenos obtener el
Fe (Weinberg, 1996).

La capacidad de adquirir Fe por los parasitos dentro del huésped se ha
asociado con su virulencia en varios sistemas (Weinberg, 1978; Cornelissen y
Sparling, 1994; Gray-Owen y Schryver, 1996; Weinberg, 1999). Esto se explica
porque a pesar de la ausencia virtual de Fe, los organismos patégenos son
capaces de multiplicarse exitosamente, ya que han desarrollado mecanismos

para adquirir el Fe de las proteinas del huésped.

Reyes-Lépez, M. -3- ADHZ es receptor de Tf en
E. histolytica



ANTECEDENTES

Desde 1966, se conoce que las bacterias dafiinas como
Staphylococcus aureus, necesitan Fe del huésped para su crecimiento vy
produccion de energia. A través de la evolucion constante, eslos invasores
desarrollaron varias formas para obtener el Fe, asl como también el huésped
cred mecanismos para mantener el Fe fuera del alcance de los invasores.

El mecanismo de captacién de Fe mas directo utilizado por las
bacterias patégenas es a través del rompimiento de holoTf, holoLf y
hemoglobina por proteasas, destruyendo e} sitio de union del Fe y liberando
este elemento.

Otra forma de obtencién del Fe es el llamado sistema de transporte de
Fe de alta afinidad, que consiste en la produccion de compuestos quelantes de
Fe de bajo pesc molecular llamados siderdforos, due soh capaces de quitar el
Fe a la holoTf, holoLf 0 a otros compuestos con hierro, con una constante de
asociacion de 102 My después llevarlo a la célula bacteriana.

El tercer mecanismo por el cual un microorganismo puede obtener el
Fe, involucra la entrada del patégeno a las células del huésped para forzarlas a
obtener mayor cantidad de Fe, que posteriormente servira para el crecimiento
de! invasor.

Un cuarto mecanismo de adquisicion es a través de la interaccion
directa entre receptores especificos sobre la superficie celular bacteriana y la
glicoproteina del huésped, holoTf u holoLf, para quitarles el Fe unido a ellas
(Testa, 2002, Weinberg, 2003).

Este ultimo mecanismo es utilizado por bacterias patégenas que se
multiplican exitosamente en los fluidos corporales. Los géneros mayormente
estudiados son Haemophilus (Holland et al, 1996; Charland et al., 1995; Jarosik
et al,, 1995) y Neisseria (Genco y Desai, 1996). En estos organismos el
proceso de utilizacidén de la holoTf es dependiente de energia y no requiere

que la holoTf sea internalizada propiamente. Este proceso esta mediado por
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dos complejos, formados cada uno por dos proteinas localizadas en la
superficie celular, Tbp1 de 95-100 kDa, la cual es transmembranal y Tbp2, de
65 — 85 kDa, una proteina presente en la superficie (Gray-Owen y Schryvers,
1996; Genco y Desai, 1996; Holland et al., 1996; Gorringe et al., 1995;
Cornelissen, 1994; Testa, 2002).

Las especies de los géneros mencionados presentan una total
especificidad por la holoTf de su huésped, ya que no pueden desarrollarse en
un medio con falta de holoTf 0 en presencia de holoTf de otro origen; ademas
el complejo proteico bacteriano tiene un alto potencial antigénico cuando se ha
probado con sueros de organismos infectados, por lo que actualmente se
evalla la posibilidad de utilizar este sistema de proteinas de union a holoTf en
la producciéon de vacunas, esto es particularmente relevante para N
meningitidis (Ferreiros et al., 1994).

Este mecanismo descrito en Neissena se ha encontrado en otros
organismos como por ejemplo: Actinobacifius suis (Bahrani et al., 2003),
Actinobacillus pleuropneumoniae (Bog et al., 2001), Staphylococcus aureus
(Taylor y Heinrichs, 2002), Staphylococcus epidermidis (Modeen et al., 1998) y
Moraxella catarrhalis (Aebi et al., 1996), entre otros.

La obtencién del Fe por los protozoarios parésitos no ha sido muy
estudiada. Hasta el momento los parasitos mas estudiados son Trypanosoma
cruzi y Trypanosoma brucel, en donde no se han encontrado sideréforos, sin
embargo, presentan una proteina especifica para la unién e internalizaciéon de
la holoTf. Primero se observd que el exceso o la falta de Fe afectan la
patogenicidad y el crecimiento del parédsito dentro de los macréfagos
peritoneales. Posteriormente se encontrdé que durante el estadio de amastigote
extracelular en el torrente sanguineo del huésped el parasito presenta un
receptor para holoTf (RTf). Este receptor esta constituido por un heterodimero
de proteinas presentes en cantidades equimolares, codificadas por los genes
ESAGE y ESAGY. Estos genes estan asociados al sitio de expresion telomérico
de los genes de la glicoproteina variable de superficie (VSG), la cual es muy

importante en los tripanosomas para escapar del sistema inmune del huésped.
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El receptor para holoTf se forma de la siguiente manera: ESAG7
codifica para una proteina intracelular de 42 kDa que permanece adherida a la
superficie del tripanosoma a través de la unién con la subunidad codificada por
ESAGS, que es una proteina de 52 kDa asociada a la superficie celular a traves
del glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), presente en la region C-terminal. La
secuencia de aminoacidos de estas proteinas es casi idéntica, sélo varian en
que ESAGY7 carece del dominio GP!I (Bitter et al., 1998; Steverding, 2000).

Cada tripanosoma posee 3,000 sitios de unién para holoTf, localizados
selectivamente a nivel de la bolsa flagelar, regién de la membrana que utiliza el
parasito para concentrar los nutrientes. En 7. brucei al unirse la holoTf a su
receptor, el complejo se internaliza y se transporta hacia endosomas
tempranos y tardios, para luego dirigirse hacia los lisosomas, donde la Tf es
probablemente degradada proteoliticamente para obtener el Fe y también
utilizar a la Tf como fuente de aminoacidos (Borst et al. 1996, Salmon et al
1997, Steverding, 2000).

Los productos de degradacién son liberados de la célula mientras que
el Fe permanece asociado a ella. Ef receptor es reciclado a la membrana de la
bolsa flagelar, listo para reiniciar otro ciclo de union de holoTf (Mauél, 1996;
Salmon et al., 1997, Steverding, 2000).

Hay cerca de 20 genes de glicoproteinas variables de superficie en 7.
brucei cada uno de ellos con una copia de ESAG6E y ESAGY por lo que este
parasito puede producir 20 receptores de holoTf diferentes, aunque sélo uno es
activo cada vez. El significado biologico de esta variabilidad en el receptor de
holoTf es que el parasito ha desarrollado multiples versiones alternativas de
dicho receptor para aumentar su capacidad de infectar varios huéspedes (Bitter
- et al, 1998, Morgan, 2001; Gerrits, 2002). Estas pequefias diferencias en la
secuencia de los diferentes receptores tienen efecto en la afinidad con que
pueden unir la holoTf de diferentes especies de mamiferos y en su capacidad
para crecer en ellos.

La obtencién de Fe de la holoTf a través del RTf también se ha
ohservado en otfros protozoarios como Leishmania infantum, Leishmania
chagasi y Leishmania donovani. En este ultimo parasito se sabe que el RTf

pesa 70 kDa y a diferencia de lo observado en Trypanosoma no forma dimeros,
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pero une holoTf con alta afinidad. Algunas especies de Leishmania pueden
utilizar hemina y lactoferrina como fuentes de Fe alternas, lo que les permite
sobrevivir en diferentes ambientes dentro de sus huéspedes, tanto mamiferos
como insectos (Wilson, 1994; Wilson, 2002).

El protozoario parasito intracelular Plasmodium falciparum, aunque se
encuentra dentro de los eritrocitos, no utiliza el Fe de la hemoglobina, sino que
utiliza la holoTf de su huésped a través de un mecanismo muy interesante. El
parasito sintetiza sus receptores y de alguna manera los lleva a la superficie de
los glébulos rojos infectados, los cuales en estado maduro no presentan un
RTf. Posteriormente, el receptor junto con la holoTf es internalizado hacia el
interior del parasito (Rodriguez y Jungery, 1986; Haldar et al., 19886; Surolia y
Misquith, 19986).

Entamoeba histolytica (Shaudinn 1203)

Entamoeba histolytica es el protozoario parasito del intestino grueso
del hombre causante de la enfermedad denominada amibiasis. Por su
morbilidad y mortalidad se ie considera un problema de salud publica, dado que
la prevalencia a nivel mundial es del 10%, alcanzando un 50 a 80% en paises
con poco desarrollo y zonas tropicales (Sanchez y Mujica, 2009). Es la causa
de 50 millones de casos de colitis amibiana y absceso hepatico, que producen
100,000 muertes por afio, la mortalidad es del 0.1 — 0.25% {Haque et al., 2003;
Huston, 2004; Marion y Guillén 2006; Sanchez y Mujica, 2009).

La amibiasis extraintestinal estd concentrada en pocos lugares del
mundo, como México, Sudameérica, sur de Asia, sudeste y oeste de Africa. En
Mexico presenta una incidencia de 498.5 casos por cada 100,000 habitantes.
Siendo el Estado de Tabasco el de mayor prevalencia con 1,457.2 casos por
cada 100,000 habitantes, seguido de Oaxaca con 1,278.0, Campeche con
1,187.0 y Guerrero con 1,149.7 (Sanchez y Mujica, 2009).

Reyes-Léper, M. -7 ADHZ es receptor de Tf en
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Al igual que la mayoria de los organismos vivos, este protozoario
necesita obtener hierro (Diamond et al,, 1978b; Serrano-Luna, 1998a) para
llevar a cabo funciones tan importantes como la sintesis de ADN.

Los trofozoitos de E. histolytica se multiplican extracelularmente en el
intestino del huésped (Fig. 1), donde fagocita bacterias que residen en &l
colon, células del sistema inmune y eritrocitos, esta es su principal
caracteristica de virulencia (Tsutsumi, 1992). Posteriormente puede invadir el
tejido conectivo para llegar al torrente sanguineo donde su sobrevivencia
depende de la entrada de solutos y macromoléculas del huésped. Finalmente
vigja hacia algun otro érgano blanco como higado o pulmén, donde puede
establecer la infeccién. En este proceso, E. hisfolyfica se encuentra en contacto
con diferentes moléculas del huésped que contienen hierro. Debido a eso, este
parasito ha desarrollado diferentes mecanismos para obtener el Fe de las
proteinas del huésped que puede ir encontrando en su recorrido, tales como
hemoglobina, en los eritrocitos fagocitados (Serrano-Luna et al., 1998b), holo-
lactoferrina, en la mucosa intestinal (Ledn-Sicairos et al., 2005), ferritina, en el
higado (Lopez-Soto, 2009) y holo-transferrina en el torrente sanguineo (Reyes-
Lopez et al., 2001).

Para el establecimiento de la infeccion y por tanto de la virulencia y la
patogénesis det parasito, es muy importante que lleve a cabo la fagocitosis de
bacterias y eritrocitos. En este proceso participan receptores especificos que
reconocen los ligandos en la superficie de los trofozoitos, que activan y regulan
a su vez este mecanismo, asi como el trafico vesicular y la degradacion de
proteinas (Okada, 2005; Mitra, 2006). También las proteinas del citoesqueleto,

tienen un papel muy importante en la virulencia (Marion, 2005).
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Fig. 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.
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Otro proceso del parasito también muy importante para llevar a cabo la
invasion del huésped es la exocitosis de enzimas hidroliticas y de las proteinas
que intervienen en la formacion del ameboporo, que participan en la
patogénesis (Mirelman, 1987; Ravdin, 1995; Gosh et al, 1999; Welter et al,,
2002; Bracha, 2002; Maning-Cela et al., 2003).

La importancia de las actividades exociticas y fagociticas de los
trofozoitos de E. histolytica es innegable, pues éstas le confieren la capacidad
para enfrentar diversos microambientes en el proceso invasivo. De la misma
manera, la endocitosis de macromoléculas es otro aspecto muy importante
para la amiba. Partiendo del hecho de que en las c¢élulas de mamifercs a
través de la endocitosis se llevan a cabo varias tareas biolégicas basicas, en
donde destaca la obtencion de nutrientes, indispensables para cualquier
organismo {Robibaro, 2001), es légico pensar que la endoctosis de nutrientes
es también un mecanismo bioldégico crucial en este parasito. Por medio de la
endocitosis este parasito obtiene moléculas del huésped, que le van g permitir
multiplicarse y colonizarlo. HoloTf es una proteina que le permite utilizar el Fe
del huésped, por lo que resulta necesario el estudic de sus mecanismos de
internalizacién y utilizacién.

Hasta el momento no se conocen la morfologia y la dindamica de los
compartimentos endosomales en este protozoario. Se ha encontrado que en la
via secretoria los compartimentos vesiculares son muy similares a los de las
células eucaridticas, por lo que se puede asumir que en la endocitosis podria
estar sucediendo lo mismo y encontrarse cierta homologia. Varias proteinas
muy conservadas en eucariontes que participan activamente en el proceso
endocitico se han descrito en las amibas, como es el caso de la clatrina,
proteina de recubrimiento vesicular (Tovar et al., 2000; Lopez-Soto et al., 2009)
y las protelnas Rab de reconocimiento entre las vesiculas (Gosh et al., 1999;
Temesvari et al.,, 1999; Batista et al., 2000; Juarez et al., 2001;: Welter et al.,
2002; McGugan y Temesvari, 2003; Marion et af., 2005).

En un trabajo previo, nosotros encontramos que E. hisfolytica es
capaz de crecer en un medio con holoTf como Unica fuente de Fe (Reyes-
Lopez et al., 2001). Para obtener el Fe de la holoTf el trofozoito posee una

proteina para unir holoTf (EhTfbp), formada por dos mondmeros de 70 kDa
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cada uno. Estas proteinas que unen holoTf fueron identificadas en su forma
dimérica por un anticuerpo monoclonal dirigido contra el RTf humano. Dichas
proteinas se encuentran localizadas en la membrana citoplasmica del trofozoito
donde se une la holoTf cuando las amibas son incubadas con esta proteina
formando el complejo transferrina-proteina de union a transferrina (Tf-EATfbp)
(Reyes-Lopez et al., 2001).

Por microscopia confocal observamos la internalizacion de este
complejo en los primeros 15 min de incubacion. Posteriormente, a los 30 min el
complejo empieza a disociarse, por lo gue se pueden observar vesiculas con
Tf, o con la proteina de unidn Unicamente y vesiculas con el complejo (Reyes-
Lépez et al., 2001). Es necesario realizar méas estudios para poder conocer el
proceso de obtencién de Fe dentro de la célula, una vez que la holoTf es
internalizada y la probable degradacion y utilizacion de la misma. Por otro |ado,
sus requerimientos de Fe, se puede estudiar el potencial terapéutico de la
utilizacion de quelantes de Fe o de [a regulacién de la concentraciéon de Fe
externo.

El estudio de la internalizacién de la holoTf, al ser ésta una proteina
con la que los trofozoitos de E. histolytica tienen contacto en el huésped, puede
ser muy Util para poder identificar las estructuras vesiculares involucradas en la
endocitosis y degradacion de diferentes proteinas. Por otro lado, al conocer el o
los receptores amibianos involucrados en el reconocimiento de proteinas del
huesped como la holoTf, se puede investigar si presentan potencial antigénico
para ver su utilidad en la producciéon de vacunas o para el diagnéstico de la

amibiasis.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La endocitosis es un proceso muy importante para el crecimiento del
parasito y para establecer 1a infeccion, pues le confiere {a capacidad de obtener
y utilizar nutrientes indispensables como el hierro. La utilizacion de las
proteinas del huésped para este fin, se considera una caracteristica asociada a
la virulencia y favorece la patogénesis.

Debido a esto es necesario conocer la proteina involucrada en el
reconocimiento e internalizacion de la holoTf, el proceso de endocitosis, las
estructuras vesiculares que participan, los eventos de sefializacion
desencadenados por el receptor y la participacion de proteasas en este
parasito de gran importancia en salud publica.

Este trabajo aumentara el conocimiento sobre la enfermedad y la
relaciéon entre el huésped y el parasito, conocimiento que servira en un futuro
para la probable aplicacién con fines terapeuticos, de diagnostico o de

prevencion.
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JUSTIFICACION

El proceso de endocitosis es muy importante para la obtencién de
nutnentes y el crecimiento de Entarnoeba histolytica durante el establecimiento
de la infeccion. Por tanto, se requiere conocer este proceso y saber la
secuencia de eventos relacionados con la internalizacion de la holotransferrrina
para la obtencion del hierro. Lo que permitira entender mejor la patogénesis del

parasito y la relacion de este proceso con su virulencia.
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HIPOTESIS

En Entamoeoba histolytica la holotransferrina es internalizada por un
proceso endocitico semejante al descrito en ¢élulas eucariontes superiores, en
el que podrian estar participando la clatrina y un receptor o proteina de unién.
Este proceso de endocitosis podria ser dependiente de tirosin-cinasa (TRK),
que requeriria de que el receptor sea fosforilado para producir la sefial para la
internalizacién del ligando. La transferrina internalizada seria transportada por
el sistema vesicular para obtener el Fe y posteriormente seria degradada por el

parasito.
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OBJETIVO

Conocer el mecanismo de endocitosis de la holotransferrina humana en

el parasito Enfamoeba histolytica, asi como algunas de las proteinas y

estructuras vesiculares que participan en este proceso celular.

OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar las diferentes estructuras vesiculares presentes en
Entamoeba histolytica que participan en la endocitosis de holoTf.
Aislar e identificar la proteina amibiana que une holoTf (EATfbp).
Determinar si la proteina de union a transferrina de E. histolytica
(EhTfbp) es un receptor del tipo tirosin-cinasa.

Identificar ofras proteinas que pudieran participar en la
transduccion de sefiales inducida por la union del ligando a la
proteina de unién (EhTfbp).

Determinar si las proteasas de E. histolytica son capaces de

degradar la transferrina humana.

Reyes-Lopez, M. -15- ADH2 es receplor de Tf en
E. histolytica



MATERIAL Y METODOS

Cultivo

Los trofozoitos de Entamoeba hisfolytica cepa HM-1:IMSS se
cultivaron axénicamente en medio BI-S-33 (Dibico, México) (Diamond et al.
1978a) suplementado con 16% (v/v) de suero de ternera previamente
descomplementado {Microtab, México). Los cultivos se mantuvieron en tubos
de 12 ml con tapa de rosca a 37 °C durante 48 h. Después de este tiempo las
amibas se pusieron en un bafic de hielo durante 10 min para gue se
despegaran def vidrio y se centrifugé a 500 x g por 5 min. Las amibas se
incubaron en medio sin suero por 6 h y antes de iniciar el experimento se
lavaron con PBS. Se utilizaron epimastigotes de Trypanosoma cruzi como
parasito control para el estudio de las proteinas lisosomales; los epimastigotes
se cultivaron en medio LIT conteniendo 10% (v/v) de suero fetal bovino (Gibco,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), suplementado con 25 mg/l de hemina (Sigma)
at 27 °C. Las proteinas holoTf y holo-Lf son de origen humano y se compraron
a Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, USA).

1. Identificaciéon de las diferentes estructuras vesiculares presentes
en Entamoeba histolytica que participan en la endocitesis de

holotransferrina

1.1. Efecto de inhibidores de endocitosis en la internalizacion de

holotransferrina en Entamoeba histolytica

Para determinar el tipo de endocitosis por el que la holoTf es
internalizada en E. histolytica, se utilizaron varios inhibidores especificos como
sacarosa y difosfato de cloroquina, utilizados para inhibir la via de endocitosis
dependiente de una proteina de union y de clatrina; filipina, inhibidor de la via

de endocitosis a través de caveola; colchicina para despolimerizar
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microtibulos; citocalasina D, que inhibe la polimerizacién de los filamentos de
actina y wortmanina inhibider de inositol 3-fosfato.

Primero se establecié la concentracidn maxima del inhibidor para
usarse sin afectar la viabilidad de los trofozoitos. La viabilidad se midié con el
colorante vital azul de tripano (0.45% concentracion final) y se observd bajo
microscopia de luz en la ¢dmara de Neubauer.

Un ndmero de amibas fijo (1 x 10° células/ml) se incubé por 30 min a
37 °C con varias concentraciones de los inhibidores: sacarosa al 1-10%,
difosfato de cloroquina 0.5-100 mM; filipina 0.1-10 uM; colchicina 1-2 uM;
citocalasina D 10 uM y wortmanina 50-300 uM. Posteriormente, se adiciond
medio fresco con holoTf marcada con isotiocianato de fluoresceina (holoTf-
FITC), preparada como estd reportado en Reyes-Lépez et al. (2001), a una
concentracion constante de 1.15 uM y fa misma concentraciéon de los
inhibidores probados y se incubaron las células por otros 30 min. Terminado el
tiempo de incubacién las amibas se fijaron convparaformaldehido al 2%
{concentracion final} durante 30 min, se lavaron y se prepararon para su
anadlisis en el citometro de flujo (FACScan, Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA).

Para la observacion en microscopia confocal de los trofozoitos tratados
con los inhibidores se siguid la misma metodologia descrita arriba, excepto que
en este caso se dejaron adherir a los portaobjetos durante 15 min a 37 °C
antes de adicionar los inhibidores y la holoTf-FITC. Posteriormente, las amibas
se fijaron, se lavaron, se montaron en el cubreobjetos con Vectashield y se

examinaron usando el microscopio confocal Leica TCS-SP2.

1.2. Localizacion de clatrina y su probable interacciéon con

holotransferrina en Entamoeba histolytica

Para observar la localizacion de la proteina clatrina dentro de la célula,
los trofozoitos se crecieron durante 48 h en medio de cultivo. Posteriormente se
transfirieron a medio basal sin suero y se mantuvieron asi por 6 h, se enfriaron

en hielo por 10 min y se centrifugaron durante 5 min. Se fijaron con
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paraformaldehido al 2% por 30 min, se permeabilizaron con Triton-X100 al
0.5% durante 10 min y se incubaron con el anticuerpo anti-clatrina de cerebro
de bovino (Cat. No. C8034, diluido 1:50) por 1 h a 37 °C. Luego, se adicion6 el
anticuerpo secundario anti-conejo IgG acoplado a isotiocianato de tetrametil-
rodamina (TRITC) (1:50) y se incubaron las células por 2 h. Las amibas se
montaron en los portaobjetos con Vectashield y se examinaron usando el
microscopio confocal. Se incluyd como control negativo el anticuerpo
secundario para probar la especificidad de la reaccion.
Una vez localizadas las estructuras endociticas que contienen clatrina
y para saber si estas estructuras estan involucradas con la internalizacion de
holoTf, los trofozoitos (2 x 10°) se incubaron por diferentes periodos de tiempo
con holoTf-FITC 1.15 pM. Los trofozoitos se fijaron y permeabilizaron para la
reaccidon con el anticuerpo anti-clatrina como se mencioné arriba, para
enseguida ser chservados en el microscopio confocal.
1.3. Identificacion de vesiculas de la via endosomal/llisosomal en
Entamoeba histolytica, usando anticuerpos dirigidos contra

proteinas relacionadas en otras células eucariontes

Para saber si Entarnoeba histolytica presenta tas vesiculas observadas
en ceélulas eucariontes como endosomas tempranos, tardios y lisosomas, los
trofozoitos cultivados durante 48 h se transfirieron a medio basal sin suero y se
incubaron durante 6 h mas. Posteriormente, se enfriaron en hielo por 10 min y
se centrifugaron 5 min. Se obtuvieron las proteinas totales de los trofozoitos en
presencia de una mezcla de inhibidores que contenia: p-hidroxi-mercuri-
benzoato (PHMB), fenil-metil-sulfonit fluoruro (PMSF), acido etilenglicol-bis (2-
amino-etil-éter)-N, N N’ N’ -tetra-acético (EGTA) y N-eti-maleimida (NEM). Las
proteinas se separaron (40 pg por pozo) en electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Las proteinas amibianas obtenidas se transfirieron (400 mA, 1 h) a
membranas de nitrocelulosa usando amortiguador de transferencia que
contenia: tris 25 mM, glicina192 mM, 20% de metanol y 0.4% de CHAPS. La
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membrana se bloqued por 1 h con TBS-Tween-leche descremada al 4% (Tris-
salina amortiguada: Tris 100 mM, NaCl al 0.9% y Tween-20 al 0.1%}).

Cuatro membranas en estas condiciones se incubaron con cada uno
de los siguientes anticuerpos: anti-antigeno 1 de endosomas tempranos
(EEA1) (Affinity Bioreagents, Cat. No. PA1-063, 1:40), para detectar estas
vesiculas; para endosomas tardios, se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-
receptor de manosa 6-fosfato de bovino (MPR) {Affinity Bioreagents, Cat. No.
MA1-066, diluido 1:40) y para lisosomas se uso el anticuerpo anti-proteina-1
asociada a la membrana de lisosomas de humano (LAMP-1) (Pharmigen, Cat.
No. 34201A, diluido 1:80). También se utilizdé el anticuerpo anti-proteina-2
asociada a la membrana de lisosomas de rata (LAMP-2} {(Zymed, cat no. 51-
2200, diluido 1:100), en las mismas condiciones de incubacién.

El color se revelé con 3'-3 diamino-bencidina o con luminol para
quimioluminiscencia. Se utilizé como control positivo la proteina total de
Trypanosoma cruzi, por su cercania con 7. brucei donde se ha reportado la
presencia de proteinas relacionadas con el lisosoma (Brickman y Balber, 1994,
Alexander et al., 1995; Tazeh y Bangs, 2007). El cultivo de 7. cruzi fue donado
por e Dr. José Luis Rosales, del Departamento de Infectémica y Patogénesis
Molecular del Cinvestv-IPN. La proteina total se obtuvol del mismo modo que
para E. histolytica.

1.4. Inmunomarcaje de los compartimentos endociticos en Entamoeba

histolytica para microscopia confocal

Las mismas proteinas ident-iﬁcadas en los extractos proteicos se
utilizaron para localizarse dentro de la amiba por microscopia confocal. Los
trofozoltos ajustados a un niimero de 2 x 10° células/m) fueron adheridos a los
portacbjetos, se fijaron con paraformaldehido al 2% por 30 min y se
permeabilizaron con Triton-X100 al 0.5% durante 10 min. Luego se incubaron
con los anticuerpos anti-EEA1, MPR, o LAMP-1, descritos arriba, durante 1 h a
37 °C. Posteriormente, las amibas se lavaron y se incubaron con los

anticuerpos secundarios correspondientes: anti-conejo acoplado a CY5 (Cy-
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dye N-hydroxyl-succinimide ester), anti-raton-CY5 o anti-conejo-TRITC (1:50) y
se incubaron por 2 h. Se montaron con Vectashield y se examinaron en el
microscopio confocal.

Para probar si la holoTf internalizada puede localizarse junto a las
proteinas tipicas de los diferentes tipos vesiculares, las amibas se adhirieron a
los portacbjetos y se incubaron a diferentes tiempos con holoTf-FITC 1.15 uM a
37 °C. Luego se fijaron, se permeabilizaron y se incubaron con los mismos
anticuerpos mencionados anteriormente, por 1 h a 37 °C y posteriormente se
adicionaron los anticuerpos secundarios acoplados a TRITC o CY5 para
detectar las vesiculas; las muestras se lavaron y se prepararon como se
describié anteriormente. Se incluyd un control negativo con la presencia de

unicamente el anticuerpo secundario.

2. Aislamiento e identificacion de la proteina que une holotransferrina
de Entamoeba histolytica (EhTfbp)

2.1.  Purificacién de la proteina de union de holotransferrina de
Entamoeba histolytica, EhTfbp

Las amibas cultivadas durante 48 h se incubaron por 6 h mas en
medio basal sin suero. Posteriormente se enfriaron en hielo, se centrifugaron
por 5 min a 500 x g y se resuspendieron en una mezcla de inhibidores descrita
anteriormente: pHMB, NEM, PMSF y EDTA con tritén X-100 al 1% en Hepes 50
mM, de pH 7. Las amibas se rompieron con 5 ciclos de -congelacion y
descongelacion. Se cuantificd la concentracion de proteina por el método de
Bradford (1976), se hicieron muestras alicuotas de 500 ug de proteina y se les
adicion6 5 pg del anticuerpo monoclonal anti-Receptor de Transferrina humano
clona H68.4 (Zymed, cat. 13-6800).

La mezcla se incubé en agitacion toda la noche a 4°C, posteriormente
se adicionaron 15 pl de proteina A acoplada a Sefarosa y se incubé
nuevamente a 4°C. Se lavd con Tris-HCI 50 mM de pH 7.5, NaCl 150 mM,

MNonidet P-40 al 1%, desoxicolato de sodio al 0.5% con inhibidores, se
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centrifugd 20 s a 12,000 x g. Se lavé nuevamente con el mismo amortiguador
anterior pero con NaCl 500 mM y con desoxicolato de sodio al 0.05% vy se
centrifugd. Finalmente, se volvidé a lavar con este amortiguador sin NaCl y se
centrifugd. El inmunoprecipitado se cormié en electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 10% después de hervir la muestra durante 5 min en
presencia de 5% de -mercaptoetanol.

Para probar si la proteina purificada conservé la capacidad de unir
holoTf, se corri¢ en electroforesis y se transfirid a membrana de nitrocelulosa.
Después de bloquearse, se adicionaron 100 pg/mi de holoTf y se incubé toda la
noche a 4°C en agitacidon. La membrana se lavd 2 veces y se incubd con el
anticuerpo anti-Tf humana (diluido 1:100) por 2 h a 37°C y luego se lavé y se
incubd con el anticuerpo secundario peroxidado anti-conejo. Posteriormente, se
reveld con 3-3' diamino-bencidina y H,0..

La banda de proteina inmunoprecipitada obtenida en gel tefiido con azul

de Coomassie se cortd para su analisis posterior por espectrometria de masas.
2.2. Espectrometria de masas

Para identificar la proteina inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-
receptor de transferrina humana, la banda obtenida en la electroforesis se corté
del gel, se destifid con acetonitrilo al 50% en bicarbonato de amonio 2.5 mM,
con dos cambios de 2 h cada uno, hasta que el pedacitc de gel se observd
blanco-transparente. Luego se deshidraté con acetonitrilo puro, se hicieron dos
cambios de 10 min cada uno.

Posteriormente se trato la proteina con DTT 15 mM v se dejé en estas
condiciones reductoras por 30 min. Esta solucién se cambid por iodoacetamida
100 mM para producir la alquilacién, lo que se hizo por 30 min protegido de la
luz. Se extrajo esta solucion y se adicioné acetonitrilo para deshidratar por 5
min. Se removid nuevamente esta solucién y se hidratd con bicarbonato de
amonio 50 mM, incubandola por 10 min. Se repitid nuevamente la

deshidratacién y se seco al vacio.
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La digestién con tripsina se llevé a cabo incubando durante 30 min en
hielo y agitando esporadicamente. Pasado este tiempo se quitd el
sobrenadante, se adiciond bicarbonato de amonio 5 mM y se incubd toda la
noche a 37°C. Después de esto se adiciond bicarbonato de amonio 5 mM, se
incub6 por 10 min y se agité para después centrifugar por 30 seg. Se colect6 el
sobrenadante transfiriéndolo a un tubo nuevo.

Al pedacito de gel sobrante se le adicioné amortiguador de extraccién,
el cual contenia acetonitrilo, agua desionizada y acido férmico, con el que se
incubé 10 min y se centrifugé para colectar el sobrenadante. Esto se hizo dos
veces, transfiriendo el sobrenadante al tubo utilizado anteriormente.

Se redujo el volumen hasta 10 pl por evaporacién en vacio y se
adicionaron 10 pl de acido acético al 1% para inyeccién en el espectrémetro de

masas con una jeringa Hamilton.

2.3. Reacciéon cruzada entre la proteina de unién a holotransferrina,
ERTibp vy la acetaldehido/alcohol deshidrogenasa 2, ERADH2Z,

ambas de Enfamoeba histofytica

Para continuar con la identificacién de la EhTfbp como ERADH2, se
hizo un experimento de reaccién cruzada con la EARADH2 purificada y un
anticuerpo anti-ERADH2 (donados por la Dra. Eva Avila, Instituto de Biologia
Experimental, Universidad de Guanajuato). Las proteinas EATfbp y ERADHZ2 se
corrieron en SDS-PAGE al 10% y se transfiieron a una membrana de
nitrocelulosa, se blogqueé con PBS-Tween-leche descremada (1 h, a
temperatura ambiente). La proteina EhTfbp se incubé con el anti-ERADH2
(1:1000) y la proteina ERADH2 con anti-ERADHZ y con el anti-RTf humana
(1:500), durante 18 h a 4°C. Se hicieron dos lavados de 10 min cada uno y se
adicioné el anticuerpo secundario (anti-raton © anti-conejo peroxidado). Se
incubé por 2 h a temperatura ambiente y se revelé por gquimioluminiscencia.

Para confirmar el resultado obtenido en el experimento anterior, la
proteina purificada EhRADHZ se corri6 en geles de 2-dimensiones. El
isoelectroenfoque o pimera dimension se llevé a cabo en el sistema IPG-Phor

System (Invitrogen) en tiras de pH 6 — 9. La segunda dimension en SDS-PAGE
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al 10%. Dos geles iguales se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se
incubaron con anti-RTf humana {1:500) y anti-EhADH2 (1:1000), durante 18 hrs
a 4°C. Se lavd 2 veces con PBS, se adicionaron los anticuerpos secundarios
respectivos y se incubaron 2 h mas a temperatura ambiente. Se revelé por

guimioluminiscencia.

2.4, Efecto de los anticuerpos anti-acetaldehido/alcohol deshidrogenasa
2 de Entamoeba histolytica (anti-EhRADH?2), en la internalizacion de

la holotransferrina

Para saber si los anticuerpos dirigidos contra la ERADH2 pueden tener
un efecto en la internalizacion de la holoTf, las amibas cultivadas durante 48 h
se lavaron, se ajustaron a 1 x 10° células/ml en PBS y se incubaron durante 15
min a 37°C con el anti-ERADH2 a diferentes diluciones: 1:1, 1:10, 1:100 y
1:1000. Posteriormente se adicionaron 100 pg/ml (1.15 pM}) de holoTf-FITC y
se incubaron por 15 min mas a 37°C.

Las amibas se lavaron con PBS y se fijaron por 30 min a temperatura
ambiente con paraformaldehido al 2%. Lo mismo se hizo utilizando
Lactoferrina-FITC (Lf-FITC) con el anti-ERADH2 diluido 1:1000 y 1:1. Las

amibas se lavaron dos veces con PBS y se prepararon para citometria de flujo.

2.5. Afinidad de unién de holotransferrina humana por la EhTfbp. Efecto
de la temperatura y la concentracién de holotransferrina en células

vivas y fijadas en la internalizaciéon de esta proteina

Para conocer corn qué afinidad se une la holoTf a la EhATfbp y qué
efecto tiene la baja temperatura en la union e internalizacion de la proteina, por
la saturacién de los sitios de union, los trofozoitos cultivados durante 48 h de
crecimiento se enfriaron en hiele, se lavaron y ajustaron a 5 x 10° células/ml en
PBS, para incubarse a diferentes concentraciones de holoTf-FITC desde 11.5
fM hasta 115 pM, por 10 min a 37 y a 4°C. Se lavaron con PBS vy se fijaron por
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30 min con paraformaldehido al 2%. Se lavaron 2 veces con PBS y se
analizaron por citometria de flujo.

Para ver si la holoTf puede ser internalizada en células fijadas
independientemente de la actividad de una proteina de union, las amibas se
fijaron 30 min con paraformaldehido antes de incubarse con las diferentes
concentraciones de holoTf. Posteriormente se trataron de la misma manera y

se analizaron por citometria de flujo.

2.6. Localizacién de clatrina, EhADH2, EhTfbp y holotransferrina en
Entamoeba histolytica

Para saber si en amibas completas interaccionan clatrina, EhADH2 y
EhTfbp en algin momento de la internalizacdn de holotransferrina, un nimero
total de 2 x 105trofozoitos de E. histolytica se incubé por diferentes tiempos (0,
2, 5, 10, 15 y 30 min} con holoTf-FITC (115 nM) en medio sin suero. Las
muestras se fijaron con paraformaldehido al 2%, durante 30 min, se
permeabilizaron con Triton-X100 al 0.5% por 10 min y se incubaron con los
diferentes anticuerpos descritos: anti-clatrina, anti-EAADHZ2 y anti-EhTfbp
(diluidos 1:50), adicionados separadamente, por 1 h a 37°C.

Después de lavar, se adicionaron los anticuerpos secundarios anti-
conejo o anti-ratén segun fuera necesario, acoptados a TRITC y se incubaron
por 2 h. Las muestras se lavaron y se montaron con Vectashield en los

portaobjetos para observarse en e! microscopio confocal.
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3. Identificacién de la familia de receptores a la que pertenece la
proteina de union a holotransferrina de Entamoeba histolytica,
EnTfbp

3.1. Curvas de viabilidad y de crecimiento de Entamoeba histolytica con

genisteina

El receptor de transferrina humana es de! tipo tirosin-cinasa, TRK,
pues necesita de fosforilarse en la tirosina para transferir la sefial de
intermalizacidon (Vieira et al., 1996). Para saber si el EATfbp presenta algun o
algunos sitios de fosforilacion, los cultivos de 48 h de E. histolytica se enfriaron
y se colectaron por centrifugacién, se lavaron 2 veces con PBS, se ajustaron a
2 X 10° amibas en 200 pl de PBS y se adicionaron diferentes concentraciones
de genisteina (Braga y Souza, 2006, Raynal et al., 2007), inhibidor de la
fosforilacién: 1, 2, 3, 3.7, 11, 20, 37, 1'11 y 370 uM vy se incubaron 30 min a
37°C, se cambié PBS nuevo adicionando nuevamente genisteina a la misma
concentracion que la anterior; se incubé6 nuevamente por 30 min a 37°C.
Terminado el tiempo se adiciond azul de tripano y se contaron las amibas en la
camara de Neubauer.

La viabilidad de los parasitos tratados fue evaluada también por

morfologia, movilidad y apariencia ultra-estructural.
3.2. Efecto de la genisteina en la internalizacion de la holotransferrina

Para estudiar el efecto de la genisteina en la internalizacion de la holoTf
se realizé el mismo experimento anterior a una concentracion de genisteina de
1,2, 3,37, 11y 20 pM, en presencia de 100 pug/ml de holoTf-FITC. La marca
de fluorescencia en el interior de {a célula se cuantificd por citometria de flujo y

se observé su distribucidon por microscopia confocal.
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4. Reconocimiento de algunas proteinas que pudieran participar en la
transduccion de sehales inducida por la union dei ligando a la
EhTfbp

4.1. Identificacion de las proteinas fosforiladas durante la internalizacién

de holoTf ¥ su relacion con MAP cinasas

Para saber si la internalizacion de la holoTf produce la fosforilacién
de alguna proteina y esto hacia otros eventos de sefalizacién hacia la via de
crecimiento con la fosfonlacion de las MAP cinasas, los trofozoitos cultivados
por 48 h se enfriaron, se centrifugaron y se incubaron con holoTf durante 30
seqg, 1 min, 5, 10, 15, 30 y 45 min y 30 min en presencia de genisteina con y sin
holoTf. Al terminar el tiempo de incubacién se lavaron las amibas y se obtuvo la
proteina total con coctel de inhibidores.

Las proteinas se separaron por PAGE-SDS a! 10% y 8%, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa, las cuales se incubaron con un
anticuerpo anti-fosfotirosina y anti-MAP cinasa, respectivamente, usados a una
dilucion 1:1000 e incubados toda la noche a 4°C. Utilizamos como control la
fosforilacion de FAK en presencia de forbol 12, 13-dibutirato. Después se
incubd con los anticuerpos secundarios peroxidados correspondientes durante
2 h a temperatura ambiente y se reveldé con diaminobencidina o

quimioluminiscencia.

5. Identificaciéon de proteasas capaces de degradar holotransferrina

humana en Entamoeba histolytica

51. Electroforesis en geles de substrato

Para evaluar la presencia de proteasas en E. histolytica capaces de
degradar a la hoeloTf humana, seguimos el método de degradacion de
substrato en gel descrita anteriormente (Serrano et al. 1996). Las amibas
cultivadas por 48 h se transfirieron a medio basal sin suero y se incubaron

durante 6 h en medio con hierro y sin hierro, se enfriaron en hielo por 10 min y
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se centrifugaron por 5 min; la pastilla celular y el sobrenadante se colectaron
por separado.

Las células se rompieron por agitacion fuerte a 4°C en amortiguador de
muestra 2X (Laemmli, 1970) sin inhibidores, ni p-mercaptoetanol. El mismo
método se siguid para el sobrenadante después de precipitar las proteinas con
2-propanol (1:1) antes de adicionar el amortiguador de muestra 2X de Laemmii
(Laemmli, 1970).

Después de preparar los geles con SDS al 12% usando 0.1% de
holoTf humana como substrato, 10 g de la proteina total de amiba 6 40 pg del
sobrenadante del medio de cultivo precipitado fueron colocados en el gef. Se
llevd a cabo la electroforesis durante 3 h a 100 V a 4°C y se incubd 1 h en
Triton X-100 al 2.5% por 1 h. Posteriormente, los geles se incubaron en
amortiguador de activacién proteolitica (Tris-HClI 1 mM de pH 7.0 y CaCl; 10
mM). Los geles se tifieron con azul de Coomassie para su observacion.

Para caracterizar ¢! tipo de proteasas amibianas capaces de degradar
la holoTf humana, los geles se incubaron en el amortiguador de activacién con
alguno de los inhibidores de proteasas: PHMB 50 mM, PMSF 50 mM, o EGTA
125 mM {Serrano-Luna et al, 1998b).
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RESULTADOS

1. Identificaciéon de estructuras vesiculares y proteinas

relacionadas con la internalizacion de 1a holotransferrina

1.1.1. Inhibidores de la endocitosis dependiente de clatrina evitan la

internalizacion de holotransferrina

Para saber a tavés de que via endocitica es internalizada la holoTf en
E. histolytica, las amibas se trataron con diferentes inhibidores especificos de
cada una de las diferentes vias de endocitosis. La cantidad de holoTf-FITC
internalizada se cuantifico por citometria y microscopia confocal (Fig. 2).

Cuando las amibas se incubaron con wortmanina (50 pM}, inhibidor de
la mayoria de las rutas endociticas en las que participa PI3-K, se afectd la
endocitosis de holoTf en un 91%. Lo mismo se observ6é con inhibidores
especificos de la endocitosis dependiente de clatrina, como cloroquina (50 mM)
y sacarosa (5%), que bloquearon la entrada de holoTf en un 80% y 85%,
respectivamente.

Por el contrario, filipina (10 pM), una droga usada para desestructurar
las caveolas al secuestrar el colesterol, no afecté la internalizacién de holoTf.

Las drogas que afectan la estructura del citoesqueleto tales como
colchicina (2 pM) y citocalasina D (10 pyMy), inhibieron la endocitosis de holoTf
en un 30 y 85%, respectivamente.

Estos resultados indican que la internalizacion de holotransferrina en
E. histolytica es a través de un proceso de endocitosis dependiente de
vesiculas cubiertas de clatrina y de una molécula de unién, proceso en el que

participan los microfilamentos de actina del citoesqueleto.
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Fig. 2. Efecto de los inhibidores de endocitosis en la internallzacién
de holotransferrina. Los trofozoitos (10°% se incubaron con inhibidores y
luego con holoTf-FITC 1.15 uM; después se trataron para observarse en
el microscopio confocal (A) y analizarse en citometria (B). (a, b) HoloTf sin
inhibidores. (c) Cloroquina 50 mM. (d) Sacarosa al 5%. (e) Wortmannina 50
M. (f) Filipina 10 yM. Las mismas concentraciones de los inhibidores se
usaron tanto para microscopia confocal como para citometria de flujo.
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1.1.2. Clatrina participa en la internalizacion de holotransferrina en
Entamoeba histolytica

Para confirmar que holoTf se endocita a través de vesiculas cubiertas
de clatrina en E. hisfolytica, se utilizé un anticuerpo anti-clatrina de cerebro de
bovino para observar esta proteina en microscopia confocal co-localizando con
holoTf.

Los resultados muestran al anticuerpo anti-clatrina reconociendo
vesiculas principalmente sobre la membrana celular (Fig. 3b, rojo). Al inicio del
proceso de internalizacion de holoTf-FITC (1-3 min), esta proteina (Fig. 3c,
verde} se encontré co-localizando con las regiones ricas en clatrina (Fig. 3d,
amarillo).

En los periodos de incubacion largos (15-45 min}, holoTf-FITC y clatrina
se encontraron en una distribucién diferente sin mostrar co-localizacién {datos
no mostrados). Para probar la especificidad de la reaccién, el control negativo
utilizado fue el anticuerpo secundario {datos no mostrados). Estos resultados

sugieren que holoTf es internalizada en vesiculas recubiertas de clatrina.
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Anti-clatrina
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Anti-clatrina

Transferrina-FITC

D

Fig. 3. Co-localizacién de clatrina y holotransferrina. Las amibas
fueron incubadas en presencla de holoTf-FITC de 1 a 3 min (C, en color
verde). Se fijaron, se permeabilizaron y se incubaron con el anticuerpo
anticlatrina (B, en color rojo). La co-localizacién se observa en D, en
color amarilio.
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1.1.3. Estructuras vesiculares identificadas

Para saber si durante la internalizacién de holoTf participan estructuras
del sistema endosomallisosomal en E. hisfolytica, se obtuvieron las proteinas
de este parasito, se separaron en electroforesis y después se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Se incubaron con anticuerpos contra endosomas
tempranos (anti-EEA1), endosomas tardios (anti-MPR) y lisosomas (anti-
LAMP1 y anti-LAMP?2). Los resultados se muestran en la Fig. 4.

Con el anticuerpo anti-EEA1 se identificaron dos bandas, una de 120 y
otra de 35 kDa (Fig. 4, carril a); con el anti-MPR, se observaron cuatro bandas
de 45, 24, 22 y 20 kDa (Fig. 4, carril b) y con los anticuerpos anti-LAMP1 y anti-
LAMP2, se encontraron bandas de 102, 83, 57,45y 34 kDa; y de 57, 45, 35y
20 kDa (Fig. 4, carril ¢ y d), respectivamente.

Para validar el reconocimiento del anticuerpo utilizamos las proteinas
totales de Trypanasoma cruzi cepas Y y Brennen, que guardan cierta similitud
con las LAMP reportadas en T. brucei (glicoproteina (gp) 75, gp42 y gp32 kDa)
(Alexander et al. 2002).

Las proteinas totales de 7. cruzi cepa Y (Fig. 4, carriles e y g) y de la
cepa Brennen (Fig 4, carriles f y h) se incubaron con anti-LAMP1 (Fig. 4, ey f) y
anti-LAMP2 (Fig. 4, carriles g y h). El anticuerpo anti-LAMP1 reconocié dos
bandas, una de 57 y otra 46 kDa, en ambas cepas y el anti-LAMP2 cuatro
bandas de 75, 57, 45 y 38 kDa, en ambas cepas también. Los controles con los
anticuerpos secundarios anti-ratén y anti-conejo se muestran en la Fig. 4,
carrites i y j. Estos resultados muestran la presencia de proteinas relacionadas
con lisosomas en 7. cruzi y E. histolytica, que tienen una masa molecular
similar a las encontradas en T. brucei utiizando otra metodologia. Las
proteinas lisosomales encontradas en estos organismos pueden estar
compartiendo epitopos con las LAMP tipicas de células superiores, pues la
reconocen los anticuerpos heterdlogos contra estas proteinas provenientes de
seres humanos y bovinos.

Esto nos permite inferir que los anticuerpos anti-EEA1 y anti-MPR
pueden estar reconociendo las proteinas relacionadas con las presentes en

células superiores. En mamiferos estas proteinas presentan masas
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moleculares muy diferentes a las encontradas en los parasitos (EEA1, 162
kDa; MPR, 300 kDa y LAMP1, 96 kDa), pero pueden estar compartiendo

regiones importantes para la funcién que reconocen los anticuerpos.
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Fig. 4. Deteccién en E. histolytica de proteinas similares a EEA1,
MPR, LAMP-1 y LAMP-2 por inmuno-transferencla. La proteina total se
separé por SDS-PAGE. La membrana se incubo con: (a) anti-EEA1 de
humano; (b) anti-MPR de bovino; {c) anti-LAMP-1 de humano; {d) anti-
LAMP-2 de rata; (e, g) T. cruzi cepa Y; (f, h) cepa Brennen; (e y f) anti-
LAMP1; (g y h) anti-LAMP2, (i, J) Proteina total de E. hisfolytica incubada
sin anticuerpo primario. Revelado con 3°-3- dlamino-bencidina o
quimioluminiscencila.
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1.1.4. Trafico y entrega de holotransferrina a endosomas tempranos vy

tardios y a lisosomas

Para ver si se podian relacionar las proteinas reconocidas por los
anticuerpos anti-EEA1, anti-MPR y anti-LAMP1 con una funcién en las
estructuras vesiculares de la amiba, se hizo el sequimiento de la internalizacion
de la holoTf en microscopia confocal, incubando también con los anticuerpos a
diferentes tiempos durante todo el proceso de endocitosis. El patron de
distribucion de las proteinas reconocidas por los diferentes anticuerpos varié de
acuerdo a la presencia de holoTf-FITC y al tiempo de interpalizacion de la
misma (Fig. 5).

Primeramente, se establecié la localizacion de las proteinas
reconocidas en la inmuno-transferencia en ausencia de holoTf. El anticuerpo
anti-EEA1 detecté una proteina en estructuras vesiculares dentro de la amiba
(Fig. 5a, rojo); el anti-MPR reconocié redes y algunas estructuras vesiculares
de diferentes tamafos dentro de los trofozoitos (Fig. 5b, azul). EI anticuerpo
anti-LAMP-1 se unié a una proteina presente en vesiculas (Fig. 5g, rojo). Estos
resultados sugieren la presencia de estructuras vesiculares semejantes en
composicion a las vesiculas encontradas en la ruta endo-lisosomal de células
eucariotas.

Para ver si el trafico de la holoTf-FITC involucra las diferentes
estructuras vesiculares reconocidas por los anticuerpos dirigidos contra estas
estructuras, los trofozoitos se incubaron a diferentes tiempos con holoTf y
luego se fijaron para incubarse con los anticuerpos. _

La holoTf-FITC se internalizé rapidamente, con s6lo 5 min de
incubacién (Fig. 5b, verde), y se observd localizando en el mismo sitio que el
anti-EEA1 (Fig. 5¢, amarillo). Alos 2 6 10 min, no se observd co-localizacion
enfre estas proteinas (datos no mostrados). Después de 20 min de iniciar la
endocitosis de la holoTf-FITC (Fig. 5e, verde), la flucrescencia se observo
dentro de las estructuras reconocidas con el anticuerpo anti-MPR como
endosomas tardios. En color blanco o azul cielo sobre la membrana y dentro

de las amibas (Fig. 5f) la misma distribucion se observd a los 15-25 min
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(resultados no mostrados). Finalmente, la holoTf-FITC (Fig. 5h, verde) se
observé dentro de estructuras semejantes a lisosomas pues fueron
reconocidas por el anti-LAMP1 a los 30 min (Fig. 5i, amarillo); esta co-
localizacién no se encontré a intervalos de tiempo cortos (5-20 min, resultados
no mostrados).

Estos datos sugieren que E. hislolytica posee proteinas con epitopos
semejantes a EEA1, MPR, y LAMP-1, las cuales son proteinas tipicas de
células superiores y que pueden estar desarrollando la misma funcién, pues
durante la internalizacién de la holoTf co-focalizan con ella y varia su
distribucion. Del mismo modo, los resultados muestran que la holoTf viaja a

traves de la ruta endosomallisosomal en E. histolytica.
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LAMP-1

Fig. 5. Distribucién de las proteinas marcadoras de endosomas
tempranos, tardios y lisosomas en E. histolytica, en presencia y ausencia
de holoTF-FITC. Incubacion de & min con Tf, (a), Endosomas tempranos
con anti-EEA1; (b) localizacion de Tf-FITC; (¢}, co-localizacion. Incubacion
15 min, (d) Endosomas tardios, anti-MPR; (e), Tf-FITC; (f) co-localizacion
de ambos. Incubacién 30 min, (g) Lisosomas, anti-LAMP1; (h) Tf-FITC; (i)
co-localizacion. -

Reyes-Lopez, M. -7 - ADH2 es recepior da TT en
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2. Purificacién e identificacion de la proteina de unién para holo-

transferrina de Entamoeba histolytica, EhTfbp

2.1.1. Purificacién de EhTfbp

La purificacion de EhTfbp se llevd a cabo por inmuno-precipitacion con
el anticuerpo monoclonal anti-receptor de Tf humana H68.4 (anti-RTf). La
proteina purificada mostré una masa molecular de 95 kDa en electroforesis.
Para evaluar si la proteina purificada presentaba la capacidad de unir holoTf,
se transfirié a una membrana de nitrocelulosa, la cual se incub6 con holoTf.
Posteriormente se incubé con el anticuerpo monocional anti-Tf humana y se

reveld con 3,3'- diamino-bencidina. Los resultados se muestran en la Fig. 6.
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Fig 6. Purificacion de la proteina que une holoTf de E. histolytica
(EhTfbp) por inmuno-precipitacion con el anti-RTf humana. a) PAGE-SDS,
tincion de Coomassie, b) Transferencia del inmuno-precipitado a
nitrocelulosa, la membrana se incubé con holoTf y posteriormente con un
anticuerpo anti-Tf. Revelado con 3,3’- diamino-bencidina.

Reyes-Lopez, M. -39- ADH2Z es receptor de Tl en
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2.1.2. Identificacion de ia EhTfbp por espectrometria de masas

La proteina obtenida en la inmuno-precipitacién y purificada por
electroforesis se contd del gel y se analizd en espectrometria de masas.

Después de buscar en las bases de datos con el software Protein Pilot,
se identficaron dos péptidos con secuencias TRNPIVFSFHPSALK vy
KIFIVSDRM, en dos experimentos independientes, con un 99% de similitud con
la proteina Acetaldehido alcohol/deshidrogenasa2 de Enfamoeba histolytica, la
cual ha sido descrita y estudiada anteriormente por varios grupos (Yang, 1994;
Bruchhaus & Tannich, 1994; Avila et al., 2002) (ADH2_ENTH! con numero de
acceso QQ24803).

2.1.3. Reaccidn cruzada entre EhTfbp y ERADHZ2 usando anticuerpos

Para continuar conJa caracterizacion de la EhTfbp como ERADH2, se
utilizé esta segunda proteina purificada y un anticuerpo anti-EhADH2, ambos
donados por la Dra. E. Avila (2002), quien ha estudiado esta proteina. Ambas
proteinas se corrieron en SDS-PAGE, mostrando similar masa molecular en la
tincion de Coomassie (Fig. 7A, carriles 1y 4).

Después de transferir EATfbp a la membrana de nitrocelulosa, se
observd la capacidad de unir holoTf, incubandose en presencia de esta
proteina peroxidada (Fig. 7A, carril 2).

Posteriormente, ambas proteinas, EhTfop y EhADH2, fueron
reconocidas por el anticuerpo anti-ERADH2 (Fig. 7A, carriles 3 y 5,
respectivamente). ERADH2 fue reconocida también por el anti-RTf humana
{Fig. 7A, carril 6).

Para determinar la especificidad de los anticuerpos por la banda de 85
kDa, las proteinas totales de la amiba se separaron en electroforesis y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Fig. 7A, carril 7). Estas se
incubaron con los anticuerpos, ya sea con el anticuerpo anti-RTf humana, con
el anti-ERADHZ2 o con hoioTf biotinitada.
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Como sucedié al utilizar las proteinas puras, en las proteinas totales se
observd una banda principal de 95 kDa reconocida por ambos anticuerpos y se
observd unida la holoTf biotinilada a la EhADH2 (Fig. 7A, carriles 8, 9y 10).

Para verificar la especificidad de los anticuerpos, se utilizd una
proteina de Glardia famblia no relacionada con la internalizacion de la holoTf
(Fig. 7C, carril a), la cual no fue reconocida por el anticuerpo anti-RTf humana
(Fig. 7C, carril b). Otras proteinas no relacionadas usadas como controles
negativos fueron los marcadores de masa molecular (Fig. 7C, carriles c y d);
ninguna de estas proteinas fue reconocida por los anticuerpos. Los controles
negativos correspondientes a la incubacion Unicamente con los anticuerpos
secundarios se muestran enla Fig. 7C, carriles e y f.

Estos resultados indican que las proteinas EhTfbp y ERADH2 son la
misma o comparten epitopos similares. Para confirmarlo, la proteina ERADH2
purificada se separ6 en geles de 2-dimensiones. Se obtuvieron tres isoformas
(Fig. 7B, a), con puntos isoeléctricos de 6.6, 6.5y 6.3. Las isoformas fueron
reconocidas por ef anti-RTf humano (Fig. 7B, b). La isoforma con pt de 6.6
mostré mayor afinidad por el anticuerpo anti-RTf. Estos resultados apoyan los
anteriores y confirman el hecho de que se frata de la misma proteina o que

presentan una alta homologia estructural.

Reyes-Lopez, M, -41 - ADHZ es receptor de Tf en
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Fig. 7. Reconocimiento cruzado de las proteinas amiblanas EhTfbp y
EhADH2. Panel A) carriles 1, 2 y 3, EhTfbp purificada: 1, tincién de
Coomassie; 2, overlay con holoTf-HRP; 3, anti-EhADH2; Panel A) carriles
4, 5, y 8, EhADH2 purlficada: 4, tincion de Coomassie; 5, anti-EhADH2; 6,
anti-RTf humano. Panel A) carriles 7-10, proteina total de Entamoeba
histolytica: 7) tinclén de Coomassie; 8, anti-EhADH2; 9, antl-RTf humano;
10, HoloTf-bictinilada. Panel B) electroforesis en dos dimensiones de la
proteina EhADH2 (a), tincion de Coomassie; (b) incubada con el anti-RTf
humano. Panel C) proteina no relacionada de Giardia lamblia (a) tincién de
Coomassie, (b) Anti- RTf humano; (¢, d) marcadores de peso molecular:
(c) con anti-RTf humano y (d) con anti-EhADH2; (e y f), Proteinas totales
de amiba con solo los anticuerpos secundarios y revelados con
quimioluminiscencia.
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2.1.4. Inhibicién de la endocitosis de holotransferrina por saturaciéon de

los sitios de unién con el anticuerpo anti-EhADH2

Para demostrar que la EhADH2 participa en la internalizacién de
holoTf se utilizd el anticuerpo anti-ERADH2 para inhibir el sitio de unidén a
holoTf.

Para esto, las amibas se incubaron con el anticuerpo a diferentes
concentraciones y posteriormente se pusieron en presencia de holoTf, apoTf y
holoLf en citometria para cuantificar su internalizacién por la cantidad de
fluorescencia. Los resultados se muestran en la Fig 8.

El anticuerpo anti-ERADH2 inhibié la internalizacién de holoTf hasta un
90% cuando el anticuerpo se encontraba a mayor concentracion. Pero no
mostrd ningun efecto en la entrada de hololactoferrina (holoLf}, una proteina
semejante a la holoTf que se internaliza en vesiculas de caveola en Entamoeba
histolytica y cuya endocitosis no es afectada por holoTf (Ledn-Sicairos et al.,
2005). Debido a que holoLf es captada por la amiba a través de un diferente
tipo de endocitosis y con otra proteina de unién diferente a la de holoTf, su
internalizacion no se ve afectada cuando se incuba con el anticuerpo contra
EhADH2. La cantidad de holoTf-FITC internalizada vario dependiendo de a
concentracion del anticuerpo, por lo tanto el anticuerpo se esta uniendo al sitio
de reconocimiento de holoTf y bloguea la unidn para su intemalizacion. Estos
resultados nos indican que el anticuerpo anti-ERADH2 se une a EhTbp y evita
el reconocimiento de holoTf. Ademas confiman que EARADH2 y EhTfbp son la
misma proteina que une holoTf y que participa en |a internali_zacic')n de holoTf.

En este mismo experimento se comproboé que la apoTf, proteina libre
de Fe, no se internaliza (Reyes-Lopez, 2001) y probablemente se debe a que
fa proteina de unién es sensible a la presencia de Fe en esta proteina. Ademas
se muestra que el anticuerpo no tiene ningun efecto cuando se incuba con esta
proteina sin fierro y por lo tanto esta ejerciendo su actividad bloqueadora
especificamente con la holoTf. Es importante hacer notar que un 10% de holoTf
continua entrando en forma independiente de una proteina de union (Welter et
al., 2006).

Reyes-Lépez, M. -43- ADH2 es receptor de Tf en
E. histolytica
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Fig. 8. Inhibicion de la endocitosis de holoTf-FITC por el anticuerpo
anti-ERADH2. Las amibas se incubaron primero con el anti-EhADH2 por
15 min y después con holoTf-FITC, apoTf-FITC u holoLf-FITC durante
otros 15 min de interaccion, luego se fijaron y se analizaron por citometria
de fiujo. * p<0.001; ** p<0.05, comparado con holoTf,
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2.1.5. Afinidad de la unién de EhTfbp por su ligando y efecto de la

temperatura y de la concentracion de holotransferrina

Para confirmar que la internalizacién de holoTf se lleva a cabo por
medio de una proteina presente en la membrana se hicieron experimentos de
saturacién a la temperatura normal de crecimiento y a 4°C.

Los trofozoitos se incubaron a baja temperatura para intentar saturar
los sitios de unién disponibles y evitar la internalizacién del ligando. Los
resultados en la Fig. 9A muestran la cinética para holoTf a 37°C donde la
internalizacion es constante en las concentraciones mas bajas hasta 11.5 nM,
concentraciéon en la que se alcanza la saturacion. La afinidad por la transferrina
es de 1.81 x 10° M. A esta temperatura las moléculas de la membrana
citoplasmica estan en constante recambio, asi que las EhTfbp nuevas estan
activamente uniendo y endocitando el ligando.

Diferente a lo obtenido a baja temperatura, donde no hay
internalizacién, nc se estan llevando a cabo los procesos endociticos con el
recambio de membrana y los sitios de unidn, pueden tampoco estar saturados.

A concentraciones muy altas de holoTf la internalizacién se llevé a
cabo de manera independiente de la proteina de unién, pues nc se cbservd
saturacion a temperaturas altas o bajas {datos no mostrados).

Cuando se incubaron los trofozoitos a una concentracién fija de holoTf,
en una cinética de endocitosis respecto al tiempo, la internalizacién aumentd
rapidamente y fue gradual hasta alcanzar la saturacién, observandose el
mismo efecto de menor endocitosis a baja temperatura.

Cuando se utilizaron amibas fijadas con paraformaldehide, para inhibir
completamente la endocitosis de la holoTf (Fig. 10), se alcanzé la saturacién a
la misma concentracion observada en las celulas vivas mantenidas a 37°C.
Estc comprueba la participacién de la proteina de unién a holoTf, EhTfbp.

A las concentracicnes mas altas utilizadas de holoTf, esta proteina
entra constantemente sin control. Probablemente el paraformaldehido produce
la permeabilizacién de fa membrana por lo que la holoTf puede entrar a la

amiba sin alcanzar la saturacion. Esto sugiere que el proceso de internalizacién

Reyes-Lopez, M. - 45 - ADH2 es receptor de Tf en
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esta perfectamente regulado, pues en amibas muertas la internalizacién

continta hasta el equilibrio.

- 46 -



TESIS DOCTORAL

Intensldad de Fluorsscencla (Unidadss

—— 37°C
—¥%— 4°C
z.
® 1
@ 1
=
©
=
=
o o . , . ; .
« 20 40 =0 100

Concentracion de Transferrina (nM)

10 1

Intsnsidad de Fluorescencla (unidadss

"} —#- 370C

g 0 - —x— 40C

]

]

E ‘5 R T T T =T v

P 0 ° %0 30 a0 70 60 70
Tiempo (min)

Fig. 9. Internalizacién de holoTf dependiente de su concentracién y de
la temperatura en E. histolytica. Los trofozoitos se incubaron con: A,
holoTf-FITC a diferentes concentraciones; B, con holoTf-FITC (1.15 pM).
Posteriormente se fijaron, lavaron y prepararon para su analisis en
citometria de flujo.
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2.1.6. Localizacién de £hADH2 y su relacién con clatrina y transferrina

Para saber si la proteina EhADH2 interacciona con vesiculas cubiertas
de clatrina, las amibas primero se incubaron con holoTf-FITC a diferentes
tiempos, a 37 °C permitiendo su internalizacion.

Primeramente, los trofozoitos en ausencia de holoTf se incubaron con
anti-EhADH2 (Fig. t1a, rojo), para conocer la distribucion de la EhADH2. El
patron de distribuciéon se observé homogéneo en toda la amiba, en citoplasma
¥y membrana plasmatica.

Una vez observada la distribuciéon de esta proteina, los trofozoitos se
incubaron con holoTf para permitir su internalizacién. Posteriormente, a
diferentes tiempos se fijaron y se incubaron con los anticuerpos anti-ERADH2
(Fig.11b, rojo) y anti-clatrina (Fig. 11b, verde).

Los resultados muestran que la EhADH2 interacciona con holoTf, sin
involucrar a clatrina a ninguno de los tiempos probados. EhAE)HZ presenta la
misma distribucion que en ausencia de holoTf y clatrina se observé en
estructuras vesiculares en el citoplasma de la amiba. Los resultados se
muestran en la Fig. 11 {(cf). Como ya se habia demostrado antes, los
anticuerpos anti-EhADH2 bloquearbn la internalizacion de holoTf-FITC (Fig.
11d), comparado con amibas que no se incubaron con ellos (Fig.11c).

Para probar si holoTf-FITC y apoTf-FITC comparten el sitio de union en
la membrana amibiana los trofozoitos se incubaron con el anti-EAADH2 y luego
con estas proteinas. Cuando las amibas se incubaron con apoTf se observé
muy poca internalizacién (Fig.11e) y no hubo interaccién con la enzima

marcada con el anticuerpo anti-EhADH2 (Fig. 11f).

Reyes-Lopez, M. -459 - ADH2 es receptor de TF en
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Fig. 11. EhADH2 no interacciona con clatrina durante la endocitosis
de holoTf en microscopia confocal. Las amibas se incubaron con: (a) anti-
EhADH2; (b) anti-EhADH2 y anti-clatrina; (c) Amibas con holoTf-FITC; (d)
Amibas con anti-ERADH2 y luego con holoTf-FITC. (e) Amibas con apoTf-
FITC. (f) amibas con anti-EhRADH2 y después con apoTf-FiTC. Los
trofozoitos se fijaron e incubaron con el anticuerpo secundario acoplado
con rodamina y se montaron para observarse en microscopia confocal.
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3. EhTibp con actividad tipo tirosincinasa

3.1.1. Curva de crecimiento en presencia de genisteina

Para determinar si EATfbp tiene la capacidad de despertar una sefial
para la internalizaciéon una vez que el ligando es reconocido, como es el caso
del receptor de Tf tipico de células eucariontes superiores (receptor tipoTRK),
se utilizé la genisteina, compuesto inhibidor de la fosforilacion de protein-
cinasas (PKs) especificas de tirosina.

Primero se probaron diferentes concentraciones de genisteina para
encontrar la concentracién adecuada que no afectara la viabilidad de los
trofozoitos y asi poder observar el efecto del inhibidor. Los resultados se
muestran en ila Fig. 12A, donde se observa la viabilidad constante en las
amibas hasta 15 pM de genisteina. Arriba de esta concentracion (20 pM) se
observa una disminucién de la viabilidad y a 25 pM la viabilidad es del 0%.

Para evaluar el efecto de la genisteina en el crecimiento amibiano se
realizé una cinética de crecimiento a las concentraciones que no afectaron la
viabilidad (Fig. 12B). En estas condiciones las amibas presentaron un
crecimiento muy similar al control, excepto cuando se usé la concentracion de
20 pM, donde disminuyd el crecimiento casi un 50%. Por tanto, se utilizaron las
concentraciones que no afectaron la viabilidad o el crecimiento en los

experimentos siguientes, con amibas en presencia de holoTf-FITC.

Reyes-Lopez, M. -51- ADH2 es receptor de Tf en
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Fig. 12. Curvas de viabilidad y de crecimiento de los trofozoitos de
E. histolytica en presencia de genisteina. (A), Los trofozoitos se
incubaron en diferentes concentraciones de genisteina por 30 min y se
midié la viabilidad con azul de tripano. {B), Para medir el crecimiento, los
trofozoitos se incubaron con genisteina y se conté el niimero de células
cada 24 h.
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3.1.2. Inhibicién de la internalizacién de holotransfernna en presencia de

genisteina

Posteriormente se midié la internalizacion de holoTf-FITC en presencia
de genisteina a las concentraciones establecidas en el punto anterior con
viabilidad mayor al 80%. Los resultados se muestran en la Fig. 13, donde la
entrada de holoTf se ve afectada de acuerdo a la concentracién utilizada de
genisteina, en las concentraciones entre 1 y 3 uM. Posteriormente, en las
concentraciones de 3.7 y 20 yM la inhibicién ya no es dependiente de la
concentracion y se mantiene constante. El mayor efecto inhibitorio es en 3.7
UM de genisteina. Por tanto, EATfbp requiere de fosforilarse para despentar la
sefnalizacién hacia alguna via especifica que permita la internalizacién de
holoTf. Debido a que el inhibidor de la fosforilacion afecta el crecimiento de la
amiba, esto puede indicar que el sentido en el que va la sefalizacién es hacia

el crecimiento y la proliferacion celular.

Reyes-Lépez, M. -53- ADHZ es receptor de Tf en
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TESIS DOCTDRAL

4.  Participacion de la ERTfbp en la transduccion de senales para la

endocitosis de holotransferrina

4.1.1. Identificacién de las proteinas fosforiladas y su relacion con MAP-

cinasas

El receptor de transferrina en eucariontes superiores requiere de
autofosforilarse para que holoTf sea internalizada. Para saber si en E.
histolytica la Tfbp o cualquier otra proteina relacionada se puede fosforilar e
inducir la internalizacién, los trofozoitos de E. histofytica se incubaron a
diferentes tiempos con holoTf. Se obtuvieron las proteinas totales, se
separarcn en electroforesis y la transferencia se incub6 con el anticuerpo anti-
fosfotirosina y anti-MAPK.

En los extractos incubados a diferentes tiempos con holoTf se observd
la fosforilacién de uvna proteina de 95 kDa (Fig. 14a); que aumentd con
respecto al tiempo de incubacién con holoTf, comparadas con el control sin
holoTf. En las amibas incubadas en presencia de genisteina se observd de
disminucién en la fosforilacién.

Para saber si la sefalizacién se dirige hacia la via de crecimiento y
proliferacién de ERK/MAPK, se utilizd el anticuerpo anti-MAPK, que reconoce
la proteina que Heva la sefal de la membrana citoplasmica al nucleo. Se
encontré una proteina de 42 kDa (Fig. 14b), se cbservo un incrementé en la en
la proteina reconocida con ERK/MAPK, por lo que podemos decir que hay una
relacion con la internafiizacién de holoTf. Utilizamos la fosforilacién de FAK
para comparar con la proteina de union de transferrina, donde mostramos que
la fosforilacién de tirosina se produce de acuerdo a la presencia o ausencia del
inductor forbol 12, 13-dibutirato.

Es necesario explorar la sefalizacién hacia otras vias de crecimiento y
proliferacién para lograr dilucidar la via de sefializacién implicada en la

internalizacion de holoTf.

Reyes-Lépez, M. -55. ADHZ es receptor de Tf en
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Fig. 14. Proteina total de E. histolytica incubada con holotf a 0, 30
seg, 1, 5, 10, 15, 30 y 45 min. (G), trofozoitos incubados 30 min con
genisteina 400 pM antes de incubarse con holoTf. Posteriormente se
obtuvo la proteina total y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa,
las cuales se pusieron en contacto con los anticuerpos a) PT, anti-
fosfotirosina; b) MAPK/ERK, anti-Map cinasa, c¢) control de fosforilacién
con amibas activadas con PDB y revelada con anti-Fack. d) Control de
carga.

-56-



TESIS DOCTORAL

5. ldentificacidén de proteasas especificas de holotransferrina humana
5.1.1. Electroforesis en geles de substrato

Para saber si la amiba tiene proteasas internas o secretadas al medio
que degraden holoTf humana se obtuvo la proteina total de los trofozoitos
cultivados y las proteinas secretadas al medio de cultivo durante su crecimiento
en medio de cultivo en concentracién de hierro normal y en falta de hierro.
Estas proteinas se separaron en geles co-polimerizados con holoTf.

Los resultados en presencia y ausencia de hierro no mostraron
ninguna diferencia, en ambos casos se observaron cuatro proteasas en el
extracto de proteina total de los trofozoitos, que son capaces de degradar
holoTf humana (Fig. 15A carril 2), y en el sobrenadante del medio de cultivo se
precipitaron cinco diferentes actividades con la misma capacidad de degradar
holoTf (Fig. 15B carril 4). )

En la proteina total de la amiba las bandas de degradacién observadas
mostraron masas moleculares de 130, 43, 20 y 6 kDa (Fig. 15A carril 2). Las
actividades observadas secretadas al medio de cultivo son de 130, 70, 50, 35y
30 kDa (Fig. 158 carril 4). ‘

Como se ha descrito que fa actividad proteolitica mayoritaria de E.
histolytica pertenece al tipo de cistein-proteasas (Que et al., 2002), se utilizd
PHMB, un inhibidor de cistein-proteasas, en el amortiguador de activacién de
los geles de sustrato. En estas condiciones, las bandas de actividad proteolitica
disminuyeron y en algunos casos no pudo observarse la banda de degradacion
(datos no mostrados).

Estos resultados sugieren la presencia de varias actividades del tipo
cistein-proteasas. Ademads, sugieren que los trofozoitos de E. histolytica son
capaces de degradar holoTf a través de proteasas secretadas al medio, o que
indicaria la presencia de otro mecanismo de adquisicién de hierro; asi como
tambien la presencia de proteasas que la degradan en el interior de la amiba y
la relaciéon que guarda su actividad con la ausencia o presencia de Fe y la
actividad de la £EhTfbp.
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Fig. 16. Proteasas amibianas que degradan holoTf en geles co-
polimerizados con esta proteina: A} proteina total de E. histolytica, carril
1} marcadores de masa molecular; carril 2) bandas de degradaciéon. B)
Proteinas precipitadas del sobrenadante del medio de cultivo, carrif 1)
marcadores de masa molecular; carril 2) bandas de degradacién.
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DISCUSION

Los trofozoitos de Enfamoeba histolytica requieren de hierro para su
multiplicacion dentro del ser humano. La endocitosis de holoTf para obtener
este elemento puede ser un proceso importante durante la colonizacion e
invasion del huésped. En este trabajo se obtuvo informacién relevante para
establecer el mecanismo de endocitosis de holoTf y la participacion de algunas
de las proteinas relacionadas con este proceso.

La endocitosis es un mecanismo muy conservado en células
superiores y recientemente se ha visto que también lo es en protozoarios
(Hernandez et al., 2007, Morgan et al., 2001, Robibaro et al., 2001). La
endocitosis a través de vesiculas cubiertas de clatrina ha sido descrita en E.
histolytica para ferritina por nuestro grupo de trabajo; ferritina es una proteina
con un elevado contenido férrico y que reside mayormente en higado y bazo
(Lopez-Soto et al.,, 2009). Varias proteinas involucradas en la endocitosis,
como las Rab GTPasas, también se han encontrado conservadas en este
protozoario (Juarez et al., 2001; Romero-Diaz et al.,, 2007; Temesvari et al.,
1999; Welter et al., 2002).

De acuerdo con nuestros resultados, al usar diferentes inhibidores de
endocitosis en microscopia confocal y citometria de flujo, {a internalizacion de
holoTf se lleva a cabo en vesiculas cubiertas de clatrina. Cuando se incubaron
las amibas con wortmanina, un inhibidor de la actividad de fosfatidil-inositol-3-
cinasa (PI3-K), se evit6 la entrada de holoTf en un 90%. Se sabe que PI3-K
participa en varios eventos vitales en E. hisfolytica, como fagocitosis (Gosh &
Samuelson, 1997; Marion et al., 2005; Nakada-Tsukui et al., 2009) y pinocitosié
(Batista & de Souza, 2004); también PI3-K participa en exocitosis en
Entamoeba invadens (Gosh et al., 1999). En ofros estudios usando LY294002
como inhibidor especifico de PI3-K, se demostré la participacion de esta cinasa
en la micropinocitosis (Meza & Clarke, 2004).

Todos estos trabajos demuestran que PI3-K participa en varios pasos

del proceso endocitico en E. histolytica, por lo que podemos confirmar que la
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internalizacioén de ta holoTf es un proceso de endocitosis en el que participa,
entre otras proteinas, la P13-K.

En cuanto a la cloroquina, este anti-parasitario ha sido empleado como
un inhibidor especifico de endocitosis dependiente de clatrina en otras células.
En E. histolytica la cloroquina inhibi6 la internalizacion de holoTf en casi un
80%. Sin embargo, no nos fue posible inhibirla completamente a mayores
concentraciones de cloroquina o utilizando mezclas de 2 6 mas inhibidores.

Este resultado, junto con el obtenido con wortmanina, sugiere que
holoTf entra al trofozoito principalmente por endocitosis dependiente de clatrina
y probablemente la incapacidad de inhibir la via por completo se debe a que
holoTf puede ingresar también a la célula por otra via, como por ejemplo fase
fluida, aunque en menor proporcion. Estos resultados concuerdan con lo
reportado recientemente para la internalizacion de holoTf por esta segunda via
en E. histolytica (Welter et al., 2006).

No es excepcional que holoTf entre a través de varias vias, esta
situacién tambien se ha observado en hepatocitos de rata, donde se encontré
una via dependiente y otra independiente de receptor (Quian y Tang, 1995;
Richardson y Ponka, 1997). Ademas, E. histolytica es un protozoario parasito
que requiere mas de 40 uM de hierro (Serrano-Luna et al., 1998b), para poder
desarrollarse en los cultivos in vitro y, seguramente, requiere también una gran
cantidad de hierro para su multiplicacion in vivo, por 1o que el tener varias vias
de ingreso de holoTf a la célula le permite tener mas opciones para capturar
hierro.

Otro inhibidor utilizado fue la sacarosa, carbohidrato que evita el
proceso de endocitosis a través de vesiculas de clatrina y que se ha utilizado
para estudiar la endocitosis mediada por receptor (Daukas y Zigmond, 1985) y
la formacion de la vesicula cubierta de clatrina (Heuser y Anderson, 1989). En
los trofozoitos, la sacarosa inhibid la entrada de holoTf aproximadamente en
85% (Fig. 2.). Este resultado indica que holoTf ingresa principalmente a través
de la unidn a un receptor y confirma que es mediante vesiculas cubiertas de
clatrina.

La endocitosis de holoTf disminuyé en un 87% en amibas tratadas con

citocalasina D. En los procesos de endocitosis los microfilamentos de actina
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son de crucial importancia para la formacién y el movimiento de las vesiculas.
La conexién entre la endocitosis mediada por receptor y el citoesqueleto de
actina durante la formacién y despegado de la membrana plasmética de las
vesiculas recién formadas esta muy documentada en otras células (Neuhaus et
al., 2002; Qualmann et al., 2000; Slepnev y de Camilli, 2000). En E. histolytica
la actina se ha relacionado con los procesos de fagocitosis (Marion et al.,
2005), endocitosis en fase fluida (Sahoo et al.,, 2004), exocitosis (Ravdin et al.,
1988), eritrofagocitosis (de la Garza et al, 1989; Marion et al, 2005) y
macropinocitosis (Meza & Clarke, 2004).

Por el contrario, los microtibulos parecen no estar involucrados en la
endocitosis de holoTf en las amibas, pues ésta no se vio afectada cuando se
incubaron en presencia de colchicina. Sin embargo, se ha encontrado gque los
microtibulos participan en la endocitosis de holoTf en células endoteliales
sinusoidales, en donde las vesiculas dependientes de clatrina estan
organizadas por medio de los microtubulos (Falkowska et al., 2007). En las
amibas se han estudiado los microtubulos en cuanto a su participacion en la
divisién celular pero no se han podido relacionar en el movimiento de vesiculas
{(Chavez-Munguia et al., 20086).

Para corroborar que clatrina esta relacionada con la endocitosis de
holoTf se usd un anticuerpo heterélogo contra clatrina, junto con holoTf-FITC,
en microscopia confocal. Ambas, holoTf y clatrina mostraron un patrén de
distribucién similar en vesiculas, co-localizando a los 2 6 3 min después de
iniciarse la incubacién con holoTf. Este resultado verifica que holoTf se
internaliza en estructuras vesiculares cubiertas con clatrina.

_ Como sucede para otros organismos, el trafico vesicular de proteinas
endocitadas es crucial para la patogénesis de E. hisfolyfica, en la digestiéon de
componentes del huésped y la secrecion de enzimas hidroliticas y proteinas
formadoras de poros (Ravdin et al. 1986; Ghosh et al. 1999). En el caso de
holoTf, al igual que con otras proteinas con hierro, los trofozoitos podrian
endocitarla y transportarla a través de vesiculas con distinto grado de
maduracién, para finalmente degradarse en su totalidad en los lisosomas y asi

ser usada como fuente de hierro y de aminoacidos.
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Para saber si holoTf viaja a través de endosomas y lisosomas, se
utilizaron anticuerpos comerciales dirigidos contra proteinas marcadoras de
vesiculas en células de mamifero. El anticuerpo anti-EEA1 de humano se
prepard contra un péptido sintético derivado de una regidn conservada C-
terminal del antigeno 1 de endosomas tempranos; este anticuerpo detecta
EEA1 en vesiculas celulares de ser humano, ratén, hamster, perro y rata (hoja
de datos Affinity BioReagents Cat. PA1-063A). El anticuerpo anti-MPR de
bovino identifica al receptor de manosa-6-fosfato humano, de rata y de mono y
se ha usado para el reconocimiento de este receptor tipico de endosomas
tardios (Hoja de datos Affinity BioReagents Cat. PA1-063A). Los anticuerpos
anti-LAMP-1 se han usado para identificar esta proteina asociada a lisosomas
en humano, ratén y rata (Hoja de datos, Pharmigen, Cat. No. 34201A). El
anticuerpo anti-LAMP-2 de rata esta dirigido contra un péptido sintético de la
region C-terminal de la proteina (Cuervo et al., 1998). En un trabajo previo
nuestro grupo detectdé al marcador fisosomal LAMP-2 participando en Ia
endocitosis de ferritina en trofozoitos de E. histolytica (Lépez-Soto et al., 2009).

Estos anticuerpos heterdlogos reconocieron varias de las proteinas
totales de la amiba, cuando éstas se separaron por electroforesis y se
transfirieron a membrana de nitrocelulosa. El anticuerpo anti-EEA1 detecto en
E. histolytica dos bandas, una de 120 y ofra de 35 kDa, en células humanas,
reconoce una banda de aproximadamente 160 kDa. No se han reportado
proteinas similares a EEA1 en otros protozoarios.

El anticuerpo anti-MPR reconoci6é cuatro bandas de 45, 24, 22 y 20
kDa en los extractos de E. histolytica. Una proteina similar a MPR se encontro
en E. histolytica por analisis de péptidos con espectrometria de masas (Okada
et al. 2008). De igual manera, se han reportado varias proteinas semejantes a
MPR en otras células eucariotas, que varian en fa masa molecular desde 300 a
46 kDa en mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces, moluscos, insectos y
gusanos (Akasaki et al. 1991; Nadimpalli y von Figura, 2002; Amancha et al.
2007).

En cuanto a las proteinas LAMP, se han encontrado con masas
moleculares desde 60 hasta 120 kDa en células de aves, anfibios y mamiferos;

algunas de ellas presentan diferente masa molecular dependiendo del tejido en
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el que se encuentren. Las variaciones se deben a que estas proteinas
presentan diferentes grados de glicosilacién, pues los mMRNAs corresponden a
proteinas de la misma masa molecular (Akasaki et al. 1991). Una proteina
semejante a LAMP, denominada p67, se purificé de T. brucei (Brickman and
Balber, 1993; 1994a; 1994b), esta proteina esta relacionada con lisosomas vy,
ademas de que muestra una estructura muy semejante a las LAMPs de
vertebrados (Alexander et al, 2002) y de que se encontrd alrededor de holoTf
fluorescente endocitada por el parasito (Alexander et al, 2002; Tazeh y Bangs,
2007), la proteina p87 tiene el tamafio de la proteina desglicosilada.
Normalmente p67 se sintetiza en el reticulo endoplasmico como glicoformas
gp100 y gp150. Estas llegan a los compartimentos lisosomales donde ocurre la
protedlisis generando fragmentos glicosilados gp75, gp42 y gp32 {Alexander et
al, 2002).

La proteina p67 de 7. cruzi muestra una identidad del 48% con la
region C-terminal de la misma ;‘;roteina en T. brucei. El dominio citoplasmico de
la region C-terminal es muy importante porque transduce las diferentes sefiales
lisosomales (Alexander et al. 2002; Tazeh y Bangs, 2007). La homologia
observada entre 7. cruzi y T. brucei nos lievé a utilizar a 7. cruzi para
comprobar que los anticuerpos anti-LAMP-1 y anti-LAMP-2 reconocen esas
proteinas con masa molecular semejante.

Cuando utilizamos estos dos anticuerpos para buscar LAMPs en T,
cruzi y E. histolytica en inmuno-transferencia, el anti-LAMP-1 detecté cinco
bandas de 102, 83, 57, 45 y 34 kDa en amiba y dos bandas en T. cruzide 57 y
45 kDa. Con el anti-LAMP-2 se reconocieron proteinas similares excepto en las
dos bandas més grandes y la méas pequefia de amiba (57, 45, 35y 20 kDa) y
en T. cruzi reconoci6 so6io cuatro bandas de 75, 57, 45 y 38 kDa.

En T. cruzi y E. histolytica las bandas de 57, 45 y 38 kDa pueden
corresponder a la proteina nuclear p67 y a la glicoforma gp75 de T. brucei,
respectivamente. Estos resultados muestran moléculas semejantes a LAMP
presentes en E. hislolylica que pueden ser similares a las de T. cruzi y que son

reconocidas por los anticuerpos anti-LAMP. Sélo al purificar y secuenciar estas
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proteinas se podra definir la similitud estructural, bioguimica y funcional que
guardan estas proteinas entre si.

A excepcion de la MPR, las otras proteinas no se han encontrado en el
genoma de E. hisolytica, lo que sugiere que se trata de proteinas diferentes en
secuencia, pero que podrian ser semejantes en estructura, lo que puede
determinar su funcién y con qué proteinas interacciona. La diferencia en la
masa molecular observada en las proteinas de la via endo-lisosomal en E.
hisfolytica es algo que se presenta en todos los organismos hasta ahora
estudiados con estas proteinas.

Una forma de poder iniciar el estudio de la funcién podria ser utilizar la
internalizacion de la holoTf para observar la distribucién a través del tiempo de
estas proteinas reconocidas por los anticuerpos correspondienies. Igualmente
se podra conocer su funcién a través del estudio de las mutantes darfadas en
estas proteinas.

Una vez que los trofozoitos entraron en contacio con holoT{, ésta se
observé en las estructuras de clatina (2 min). Répidamente se observo co-
localizcién (5 min) con la proteina que reconoce el anticuerpo anti-EEA1, que
corresponde a endosomas tempranos. Después, 1a holoTf podria haber perdido
uno de los iones férricos en. endosomas temprancs, los cuales tienen el pH
adecuado para ello, y se encontré co-localizando con el anti-MPR o en
estructuras semejantes a endosomas tardios. Finalmente, a los 30 min la Tf,
probablemente en su forma apo y parcialmente degradada, se encontré en los
lisosomas reconocidos por anti-LAMP-1. Es importante hacer notar que antes y
después de los tiempos indicados no se observé la co-localizacién entre los
anticuerpos y la holoTf.

Estos resultados colocan a holoTf en la via endo-lisosomal, indicando
que las amibas presentan estructuras vesiculares similares a las de las células
superiores {Eskelinen, 2005; 2006). La endocitosis de holoTf se ha estudiado
ampliamente en los tripancsomas africanos. En ellos se observo que Tfy las
proteinas lisosomales co-localizaron después de la separacion de su receptor
en los endosomas, donde la Tf es digerida (Alexander et al. 2002; Tazeh y
Bangs 2007; Peck et al. 2008; Grab et al. 1992; Soares et al. 1992; Steverding

et al. 1995). Quiza, el trafico de las proteinas con hierro a través de la ruta
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acida es necesario para obtener el hierro y para la dieta durante la vida
parasitica de manera que estos protozoanos utilizan el hierro y la proteina para
sobrevivir dentro del huésped.

Por otra parte, se purifico una de las proteinas que unen holoTf
(EhTfop) con masa de 95 kDa y se le identificé por espectrometria de masas
como la enzima glicolitica acetaldehido/alcohol deshidrogenasa2 (EhADHZ2).
Esta es una enzima bifuncional con actividad de aldehido deshidrogenasa
(ALDH) y alcohol deshidrogenasa {ADH}; su funcién es convertir la glucosa a
acetaldehido y etanol, con el piruvato y acetil-CoA como intermediarios (Yang
et al, 1994; Bruchhaus y Tannich, 1994). Esta enzima se ha purificado y
estudiado por varios grupos de investigacién (Bruchhaus y Tannich 1994; Yang
et al, 1994:; Flores et al, 1996; Espinosa et al, 2001; Avila et al, 2002; Espinosa
et al, 2004; Chen et al, 2004) y se ha encontrado que tiene la capacidad de
unirse a las proteinas de la matriz extracelular y es indispensable para el
crecimiento de la amiba (Espinosa, 2001). Interesantemente, se ha encontrado
evidencia de su origen bacteriano como resultado de una transferencia
horizontal del gen (Rosenthal et al, 1997; Field et al, 2000).

A pesar de que las amibas presentan otras dos enzimas con actividad
de alcohol deshidrogenasa, éstas no son capaces de realizar la actividad de la
EhADH2Z. Esta enzima ejerce su actividad sobre alcoholes lineales, ademas de
requerir como cofactores NAD y Fe® y el tipo de enzimas al que pertenece
forma una familia recientemente descrita como multifuncional, presente en
bacterias Gram (-} y Gram (+) y en el protozoario parasito intestinal Giardia
famblia (Espinosa, 2001).

Posiblemente por la neceéidad de obtener hierro, E. histolytica
desarrollo el uso de esta enzima para unir holoTf e internalizarla, aprovechando
el requerimiento de hierro de la enzima. Evidencia de esto se encuentra en
otros organismos como Staphylococcus aureus, Stohylococcus epidermidis
(Pancholi y Fischetti, 1992; Modun y Williams, 1999) y 7. brucei (Tanaka et al
2004), los cuales interesantemente, presentan otra enzima glicolitica para unir
holoTf o lactoferrina (Lf), la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH}).
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Los tripanosomas presentan dos isoformas de la GAPDH, una
citoplasmica y otra presente en la membrana celular, con la capacidad, al igual
que la EhADH2, de unir a las proteinas de matriz extracelular, como
fibronectina, y otras proteinas aparentemente no relacionadas con su funcion,
como lisozima, miosina y actina (Pancholi y Fischetti, 1992), ademés de
funcionar como receptores de holoTf o Lf (Modun y Williams, 1999). Se ha
propuesto que la actividad de GAPDH es necesaria para liberar el hierro unido
a holoTf por un mecanismo desconocido hasta el momento.

Utilizando a la enzima ERADH2 purificada y anticuerpos generados
contra ella pudimos comprobar que ERADH2 y ERTfbp son la misma proteina.
Ambas son reconocidas por los anticuerpos anti-RTf humano y anti-ERADHZ;
ademas de que conservan la capacidad de unir holoTf. Este resultado lo
confima la observacion de que al incubar las amibas en presencia del anti-
EhADHZ2 y después con holoTf, la internalizacion se inhibe en gran parte. El
anticuerpo bloquea el sitio de unién para holoTf.

Sin embargo, este mismo anticuerpo no tiene efecto en la entrada de
holoLf, una proteina relacionada con holoTf que se endocita por la via de
caveola (Leén-Sicairos et al 2005). Por otro lado, este anticuerpo tampoco tuvo
efecto alguno en |a falta de unién y de internalizacién de la Tf sin hierro (apoTf).

La proteina amibiana de unién a holoTf mostré una alta afinidad, de
1.81 x 10°° M por el ligando, en el orden 1.15 nM. A 37°C la union y endocitosis
de holoTf fue muy rapida y continué de esta manera hasta alcanzar la
saturacion. Sin embargo, cuando se incubaron las amibas con holoTf a 4 °C Ia
endocitosis del ligando no se llevd a cabo debido a la saturacion de los sitios de
unibn y a que éstos no se internalizan a baja temperatura. Este mismo
fendmeno se ha reportado anteriormente en células de mamifero, e incluso se
observé que la unién de holoTf es reversible a bajas temperaturas (Dautry-
Varsat et al., 1983).

Esto confirma que la endocitosis de holoTf en E. hisofytica es un
proceso regulado, que depende de la temperatura y de la concentracion del
ligando y también, que es continua y saturable. Sin embargo, cuando la
endocitosis se estudié a altas concentraciones de holoTf se observé también el

proceso de internalizacion independiente del receptor. Esto va de acuerdo a lo
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reportado por Welter et al. (2008), quienes no obtienen saturacién cuando usan
concentraciones muy altas de holoTf (en el intervalo milimolar).

Estos resultados, junto con la alta afinidad por holoTf (1.15 nM),
comprueban la presencia de una proteina de union para holoTf en este
parasito. En bacterias, la afinidad observada por holoTf es muy baja (0.7 x 107
o4 x 107 M) (Pintor et al., 1993) y en el protozoario T. cruzi la afinidad es de
cerca de 2.8 x 10° M (Testa, 2002). Comparativamente, la amiba tiene una alta
afinidad por holoTf, lo que sugiere que el parasito es muy eficiente para obtener
el hierro de esta proteina.

HoloTf se internaliza en vesiculas cubiertas de clatrina y es
transportada a la ruta endolisosomal. Sin embargo, £ATfbp reconocida con el
anticuerpo anti-ERADH2 no interacciond con clatrina. Sélo se pudo observar al
tnicio de la internalizacion la co-localizacion entre holoTf y el anti-EhADH2, de
manera que holoTf interacciona con su proteina de unidn EhTfop muy
rapidamente. La relacién entre ERADHZ y la union de holoTf puede explicarse
por su contenido de hierro, debido a que la secuencia probable de ERADH2 no
presenta algun sitio de unién a holoTf. Cuando incubamos con apoTf, es decir,
la forma no férrica de fa Tf, no hubo interaccion, como se habia reportado
anteriommente {(Reyes-Lopez, 2001). Esto indica dos cosas, primero que la
amiba es capaz de discriminar entre holo y apoTf, probablemente a través de
EhTfop, la cual necesita hierro para su actividad y segundo, que holoTf
requiere de unirse a otra proteina o receptor para entonces internalizarse en las
vesiculas cubiertas de clatrina. Este mecanismo se ha propuesto anteriormente
para la GAPDH estafilococal que es capaz de quitar el hierro a holoTf (Modun y
Williams, 1999).

La fosforilaciondel receptor del Tf (RTf) en mamiferos al unirala Tf son
tipos especifico de receptor que al unirse a su ligando, se favorece la activacion
de ofras proteinas que lievan a respuestas celulares especificas que permiten
la proliferacion celular t el crecimiento (Vieira et al., 1996).

La sefializacion, el metabolismo, la diferenciacién, ia proliferaciéon y en
otros procesos celulares son regulados por protein-cinasas (PKs) (Braga y de
Souza, 2006).
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La fosforifacién de tirosina y de histidina se ha documentado en
protozoarios parasitos, pero no se sabe qué PK lieva a cabo esta fosforilacion.
Las PKs conocidas en protozoarios parasitos pueden agruparse en [as mismas
familias de PKs de eucariontes supenores estudiadas extensivamente. Sin
embargo, poco se conoce acerca de su funciéon en los parasitos pero, por la
secuencia de cambios enla fosforilacién de proteinas durante el ciclo de vida,
se sugiere que estas enzimas tienen un papel importante en la virulencia,
diferenciacion y division celular (Braga y de Scuza, 2006).

En 7 brucei se encontrd una tirosin-cinasa involucrada en la
proliferacién o regulacion de crecimiento, que puede estar actuando en la
regulacion de un factor de crecimiento y en la transduccién de sefales en este
protozoario (Braga y de Souza, 2006). Varias PKs de protozoarios parasitos se
han probado como blanco de farmacos, dado que algunos inhibidores de PKs
han mostrado tener efectos anti-proliferativos en protozoarios.

En Entamoeba histolytica se han reportado varias PK de la familia de
cinasas transmembranales de gran importancia en el crecimiento y fagocitosis
(Buss et al., 2010).

Debido a que holoTf puede estar presente en microdominios de la
membrana celular recubiertos de clatrina y especializados en la concentracidn
de receptores y sefnalizacién celular durante su internalizacion en los
trofozoitos, decidimos estudiar si se lleva a cabo la fosforilacion del receptor
durante la interaccién de las amibas con holoTf; que a su vez activaria alguna
via de sefalizacién como MAP-cinasas que tienen un importante papel en el
crecimiento celular.

La genisteina que se ha utilizado para entender el papel fisiolégico de
la fosforilacion de tirosina, tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento y la
proliferacién a la concentracién de 20 uM. En presencia de holoTf se inhibié la
internalizacién hasta un 48%. Por otro lado, en las proteinas totales se observo
que la fosforilacién de EATfbp varia con respecto al tiempo de incubacidn con
holoTf. Sin embargo, en presencia de genisteina se observé la disminucion de
la fosforilacion.

La internalizacion de holoTf puede participar en la sefalizacién

intracelular puesto que se internaliza en vesiculas recubiertas de clatrina, sitios
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de la membrana de gran importancia en la transduccion de sefiales y EnTfbp
fosforilada puede desencadenar una respuestia celular que se inicia con la
internalizacién.

En gran cantidad de receptores se ha reportado que la sefalizacion
lleva hacia la activacion de MAPK/ERK, "Mitogen-activated protein cinasa”
(Calzolari et al., 2006) que lleva la sefial de la superficie celular al nucleo y
entre ellos la respuesta generada por el receptor de Transferrina 2, (RTf2), en
células de mamifero. Se propone que la funcién de sefializacion la lleva a cabo
el RTf2 especificamente, a diferencia de RTf1 que parece no generar la misma
sefal.

Para esto, los trofozoitos de E. hisfolytica se incubaron a diferentes
tiempos con holoTf y se incubaron con el anticuerpo anti-MAPK. Se pudo
observar una banda de 42 kDa cuya intensidad vari6 de acuerdo al tiempo de
incubacion con holoTf.

Es necesario realizar mas estudios para asegurar que EhTfbp se
fosforila y para identificar a las proteinas con las que esta realcionada para que
se lleve a cabo este proceso.

Por otro lado, debido a que se localizd el anticuerpo anti-LAMP junto
con holoTf en lisosomas y a que éstos contienen gran cantidad de proteasas,
decidimos utilizar el método de degradacion de sustrato en gel (Serrano et al.
1998a) para evaluar la presencia de proteasas.

Se encontraron por lo menos cuatro bandas de degradacion de holoTf
en la proteina amibiana total y cinco en el sobrenadante del medio de cultivo,
todas del tipo cistein-proteasas. Sera necesario demostrar la especificidad de
estas proteasas por la holoTf, asi como la presencia de éstas en los lisosomas
para afirmar que holoTf es degradada en estas estructuras. Ademas, es
necesario también estudiar el mecanismo de obtencion del hierro intracelular
una vez que la holoTf es internalizada y ftransportada en el trafico
endo/lisosomal.

Por dltimo, la presencia de proteasas en el medio de cultivo puede ser
evidencia de que E. histolytica tiene otro mecanismo de obtencion del hierro a

partir de holoTf, hasta ahora no descrito en este parasito.
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En conclusion, E. histolytica es un protozoario parasito que presenta las
rutas endociticas y de trafico vesicular tipicos de células superiores, las cuales
las usa de manera regulada para endocitar nutrientes y proteinas del huésped.
Estos procesos los lleva a cabo ya sea con el fin de adquirir nutrientes, para la
obtencién del hierro o para otras funciones.

La endocitosis amibiana de las moléculas del huésped con propésito de
nutricién no se ha estudiado. El estudio de la captura y trafico vesicular de las
proteinas con hierro del huésped en E. histolyfica se puede contribuir al mejor
entendimiento de la biologia celular y la fisiclogia del parasito. Esta informacién
puede ser util para el disefic de nuevas estrategias de ataque contra E.
histolytica, blogqueando las proteinas blanco o los genes involucrados en Ia

adquisicion ylo el trafico de las proteinas que contienen hierro.
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PERSPECTIVAS

1. Estudiar el papel de |a proteina acetaldehido-alcohol deshidrogenasa
(ERADH2) en la uni6n de ia holoTf y en la obtencion del hierro.

2. Caracterizar bioquimicamente a EAADH2 para poder conocer sus
propiedades como receptor y su interaccion directa con otras proteinas
que contienen hierro,

3. Continuar con el estudio de la sefalizacion despertada por la
endocitosis de la holoTf.

4. Determinar el potencial antigénico de ERADHZ, probando si sueros de
pacientes con amibiasis presentan anticuerpos contra ella, ya sea para
poder considerar su uso dentro de una vacuna o para ser utilizada
como blanco terapéutico.

5. Purificar las proteinas vesiculares de Entamoeba hisfolytica que
interaccionan con ta holoTf ’durante su intemalizacibn y su
identificacion por espectrometria de masas o secuenciacion.

6. Estudiar la especificidad de las proteasas presentes, su relaciéon en la
obtencién del hierro y la participacién en la obtencién del hierro

extracelular una vez que son liberadas al medio.
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Transferrin (Tf) is a host glyc oprotein capatle of binding two fermic-ron icns to become
holotransferrin {holoTh), which transports iron in to all cells. Entamoeba hisfolytica is a parasitic
protozoan able to use holoTf as a sole iron source in vitro. The mechanism by which this parasite
scavenges iron from holoTf is unknown. An E histolytica holoT-binding protein {(EATIbp) was
purified by using an anti-human transferrin receptor (TIR) monoclenal antibody, EATIbp was
identified ty MS/MS anakysis and database searches as £ fistolytiva acetaldehyde/alcohol
dehydrogenase-2 {FhADH2), an iron-dependent enzyme. Both EATbp and EAADH2 bound
holoTf and were recognized by the anti-human TR antibedy, indicating that they correspond to
the same prolein. it was found that the amoebae Internelized hola¥f through clathnn-ceated pits,
suggesting that holoTf endocytosis could be important for the parasite during colonization and
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invasion of the intestinal mucosa and liver.

INTRODUCTION

Iron is a vital element for nearly all Hiving organisms but it
& bound to proteins to prevent tissue damage by axygen
free-radical formation. In mammals, iron is an cnzyme
cofactor and forms past of haemoproteins, In addition,
irnn s seqoestered by proteins such as the iron-transporter
transferrin (T in serum and the iron-withholding defence
factofertin (L) in mucosae. Thos, the free ionic-iren
concentration (~107"" M) is far 1oo low to sastain the
growth of pathogens (Builen er al., 1978).

Bucterial pathegens have developed several mechanisms for
obuining host iron; one of these is the use of receptors that
can bind iron-containing proteins, such as holoTf, holoLf,
and haemoglobin, with very high host specificuy { Weinberg,
2009, In Gram-negative bacteria, receptors for holoTf

Abbreviations: Ab, artmocy; EMDHE, Entamoaba histodsca acstalde
ke falcokol debypdrogenase-2; ENTibp, Entamonba hisodtica hok T
oirding proieirs ECM, extraceliar matrog GAPDH, glyceraldebyde-3-
phosphate dehydrogenase; HRP, horsemce=h peoxdase; hoblf,
halotransdermn; L, betoferrn; T transfernn; TR, tandferrin receplor;
TRIC, tetrrmethylrhodamine mothiocyansts

generally consist of two iron-regulated outee-imembrane
proteins, termed ThpA and ThpB (Genco & Desai, 1996),
and iron 15 removed from it receptor inoan energy-
dependem process. A transferrin-binding protein A (Stba,
wso known as IsdA}, has been reposted in Staphyiococus
aurews strain RN639R (Maresso & Schoeewind, 2006;
Mazmanian et al, 2003; Taylor & Heinrichs, 2002).
Homologues of the isd gene are also fuund in Gram-positive
bacilii {Bierne et al, 2004; Gat ef al, 2608 Maresso &
Schneewind, 2006). These pathogens have several claborate
mechanisms foriron sequestration.

Furthermore, it has been reported that S aurews strain BB
and Stapinlocaccus epidermidis strain 138 utilize the enzyme
ghyceraldehyde-3-phosphate dehvdrogenase (GAPDH) (Gap
or Tpn) 1o bind holeTf (Modun & Wiliams, 19991
Interestingly, the parasite Trypasvsoma brucei also makes
use of GAPDH for holoLf hinding rather than for hoioTf
binding {Tanaka er al.. 2004). Enzymes that bind holeTf
have not previously been described in parasitic protozoa.

tron upiake in nrammalian cells is injviated by the hinding
ol holo Tt to the TfR on the cell surface. Then, via clathrin-
coated pits, the TETIR complex becomes trapped within
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endocytic vesicles, which are rapidly acidified, and the iron
is removed from holoTf and transported across the
cudosomal membrane into the cytosol. Apotransferrin
(apoTt, Tf without iron) is thus forined and, still bound to
the TR, is sorted into cxocytic vesicles that fuse with
the plasma membrane. The complex is then exposed to the
extracellular pH, where apoTfhas a very low affinity for the
TR and is thus dissociated from it, ready for another cyvcke
of iron capturc and endocytosis (Dautry-Varsat et al., 1983;
Thorstensen & Romslo, 1990).

The presence of clathrin has been demonstrated in several
prowzoa (Corréa er al, 2007; Hermandez e al, 2007
Morgan et al, 2001; Rebibaro e al, 2001) and also in
Emamaeba histolytica (Ledn-Sicairos ef al, 2003; Lopez-Soto
et al, 200%). The gene encoding the clathrin protein has
been identified in the E. hiwolytica genome {Loftus
et al, 2005). Clathrin vesicies in protozea seem o play a
crucial rok in the acguisition of nutrients. HoloTf
endocywsis has been reported as a clathrin-independent
but cholesterol-dependent process in Trypanosoma cruzi
{Corréa er al. 2008}, However, in its rdatives Trypanosiing
brucei and  Trypanosoma  congolepse holoTf enters by
receptor-mediated endocvtosis in clathrin-coated vesicles
{Grab ef al, 1932; Liu er al, 2000; Merschjohamn &
Steverding, 2006; Natesan ef af, 2007, The transterrin
binding-protein (Tibp} is encoded by two expression-sste-
associated genes, ESAG 6and ESA(G 7. The T=Tthp complex
is internalized and transported to lysasomes where TF is
proteobvtically degraded (Maier & Steverding, 1996).

E. histolytica causes amochiasis, a disease characterized by
dvsentery and abscesses in the targe intestine and [liver.
Amaochiasis affects the human  population worldwide,
maialy in developing countries. This parasite requires
abour 100 gM iron for growth; thus it has developed
mechanisms to scavenge iron, for example through the
removal of iron froon Hb, hoioTf, heoloLf and ferritin
{Lebn-Sicairos et al, 2005 Lopez-Soto et al., 2009, b
Reves-Lopez e al, 2001; Serrano-Luna e al, 1993).
Previously, we reported the detection of B histolyifea
holoTi-binding proteins (INTihpl in extracas from £
stistolytica trophozoites cultured in vifro: they were detected
. using the anti-human transferrin receptor B3/25 mnAb. This
mAb co-localized with FITC-holoTt on the amocha
membrane and also in the cytoplasm, as ohserved by
contncal laser-scanning microscopy (Reves-Lopez et al,
2041}, In this work we suggest that E. histelyrica possesses
at feast two wavs to internalize holoTE one via a specific
binding protein, EATibp, reported here, and another via a
receptor-independent process {Welter et al, 2006). It is
suggested that, due to its ahsolute requirement for the ion,
e pamasite muast obtain iron through muliple mechan-
isms. Qur data demonstrate the mvolvement of the B
fiistolytica acetaldehyde/aleoho! dehydrogenase-2 (EHADH2)
enzyme and clathrin-coated vesides in the binding and
internalizadon of human holoT{. To our knowledge ADH2
has not been previously found to be involved in holoTf
binding in cither bacteria or protozoa.

METHODS

Cuttures. Trophozoites of E histlytica strain HM-1:IMSS were
grown axenically in BI-5-33 medium (Dibico) (Diamond er al,
19782} supplemented with 16 % {v/v) heat.inactivated bovine serum
{Microlab). Cultures were prown jin glass screw-cap tubes at 37 °C for
4 h and incubated for 6 h in medium without serum before starting
the experinents. Tubes were placed in an ice bath for 10 min and the
amoehae were harvested by centrifugation at 500 g for 5 min and
washed once with PBS hron-saturated humsn wansfernin was
purchased from Sigrma-Aldrich. Cell viability was determined by the
exclugon of rypan-blue dye hy five cells when observed under a light
microscope in a Neubauer chamber.,

Purification of EhTibp by Immunoprecipitation with an anti-
human TR mAb, Amuochze were suspended in 50 mM HEPES
(pH 7) containing an inhibitor cockzal (10 mM p-hydroxymercury-
benzoate, 3 mM Neethylomleimide, 1 md PMSF, 30 mM EDTA)
and disrupted by five cydes of freezing and thawing before total
protein concentration quantification (Bradford, 19763 Nest, 5 pg
anti-human TER mAb Hé8.4 (Zymed, catalogue na 13-6800) was
added to 500 pg amoebic protein. The mixture was incubated
overnipht at 4 °C, after which 15 pl Sepharose-coupled protein A was
added. followed by further incubation. The precipitate was washed
with a huffer conwaining 50 mM Tris/HO (pH 7.5, 150 mM NaCl,
1% NP0 and 0.5 % sodium deoxycholate (SD), and the inhikitor
cockal, centrifuged for 20 s 2 12000 gi and washed again with the
ahove buffer. Tt was then centrifuged and washed again with the zame
buffer but sithout NaCl. centrifuged, boiled for 5 min with 5%
S-mercapoethanol and separated by 10% SDS-PAGE,

To test whether the precipitated FATbp was still able to bind haloTf,
it was elettro-transferred (1.5 h 400 mA) w a nitvrocellulose
memmhrane (Towhia er al, 1979). which was Bocked for 1 h with
5t non-far milk m PBS with 0.05% Tween 20 {(pH 7.4} incubated
ovemight at 4 C with 115 nM HRP-holoT{ and washed beice with
PBS. The reaction was detected either with 3,3-diaminobenzidine
and H,0, or by (bemiluminescence.

Mass spectrtometry. To wlenitify the amoebic protein that wa able
to bind holoit and could be recognized hy the anti-human TfR, the

band obtined was excised from the gel and digested in sitw with o =&
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typsin. ‘The digestion products were extracted from the gel r'ragmenh'r'_' i—’"
and analysed by MEMS in Crrap 3200 cquipment. “"E:
=K
Cross-reaction between EhTibp and ERADHZ ERADH? was =
purified and a rabbit antiserum was prepared againgt the 95 kDo &=,
protein band excised from the gel (Avila er @i, 20020, [o determine &=
whether the purified ERADH2 znd the immunoprecipituted Ehitibp ==

were the same protein, they were sepaszted by 10 % SING-PAGE and
trmiferred to a nitrocelluloss membrane Bocked with PBS T -mulk
for 1h t room temperarure (RY). Eiithp and EDRADH2 proteins
were incubated overnight at 4 'C with anti- ERADH2 Ab (1 : 140K}
and anti human TR He8.4 mAb i1:100), Total amoehic protein,
molecular miss markers (Bio-Rad} and 2 purified non-related protein
of Guirdia lpmblia were used as controls. Secondary HRP-ant:-tabhit
and HEP-anti mouse Abs were then added and incubated for 2 b at
RT. The rexction was detected by chemiluminescence.

The cross-reaction between ERADH2 and ENTibp was also studied by
2D pel electrophoresis. ERATDH2 was firsl resolved by 1IEF inapH 6-9
arip, using the {PCG-Phor System (Invitrogen). The 2D electrophor-
e was performed using 10 % SDS-PAGE. The gel was tranderred to
3 nittocellulose miembrane and incabated with the 2ati-human TR
mAb (1:1000) ovemight at 4 'CC. the menzhrane was washed and
incuhated for 2 h at RT with & secondary ant:-mouse Ab. and the
reaction was revealed by chemiluminescence.
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E. hislolytica ADH?2 and lranstemin endocylosis

Participation of EhADH2 in the holoTf binding/internalization

Confocal microscopy. Amoebae (10%) were incubated for 30 min at
37 (C with ant-ERADH2 Ab (1:100), washed and then incubared
with HTC=holoTf {115 nM) for 1,2, 5, 10, 15, 20 or 30 min. Next,
they were fixed for 3¢ nin with 2% paraformalkdehyde and incubated
with tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC)-anti-rabbit Ab
for 1 h. The same experiment was repeated but incubating first with
FITC-holoIT and then with anti-ERADH2 Ab. Samples were
mounted in Verashicld medium on glas slides and examined with
a Lexa TCSSP2 confocal laser-scanning microscope, observing
hetween 10 and 20 optical sections from each cell.

Fiow cytometry. Amocbae (2x10%) were incubated at 37 °C
(allowing holoTf binding and endocvtoss to take place} or 4 C
(avoiding endocytosis) with 115 nM FHTC-holoTf for 0.5, 1, 5, 15, 36,
45 or 60 min. After incubation. each sample was washed owice, fixed,
washed again and suspended in 500 ul PBS for scanning in a FACSort
flow cytemeter (Becton Dickinson}.

To study the effect of holoTf concentration on its intemalization,
amoehae were incubuted with different concentrations of FITC~
holoTf (1.15 fM-115 pM} for 30 min at 37 C or at 4 "C. They were
then treated for scanning in the fow cytometer.

To determine whether ERADH2 particpates in the binding of holol'f
to the cell, trophozoite cultures were adjusted to 10% cells ml ™' in PBS
containing different dilutions of the anti-FHADH2 Ab (1:1, 1:10,
I : 1), and 1:1000) and incubated for 15 min at 37 “C. FITC-holoTf
(115 M) was added to each tube and incubated for additional
15 min. The anwebae were washed. fixed and then suspended :n
560 wl PBS for scanning in the flow cytometer. The fluorescence date
obtuined were compazed with those of tests using FITC apof (iron-
lacking T¥} and with F TC-holoLf.

Localization of clathrin, EHADH2 and heloTf in E. hisiofylica.
Trophozoite cultuzes (2% 107 cells) were incubated for 0, 2.5, 10,15
or 30 min with FITC-holoTf (1.15 (M) in medium without serum,
Samples were fived, pernwabilized (2.5% Triton X-100, W) mua),
and incubated for 1h at 37 °C with an anti-hovine brain
clathzin Ab {Sigma, cat no. CB034, 1:50). Then, TRITC-anti-
rabbit IgG was added and incubated for 2 h, Samples were washed
and examined by confocal nancroscopy. A negative control with
only the secondary Ab was included w test the specificay of the
reastion.

A siniler experiment was performed using anti-EBADH2 Ab 1o
ohserve EhADH2 dongside clathrin dunng holoTf internalization. In
addition, the anti huntan TFR Ab was used in cells incubated with
heloIf and stained for clathrin, '

Effect of endocytosis inhibilors on holoTi internalization. Hrst,
the maximal concentration of inhibitor that would not affect zell
vidhility was determined. Amwebae (14*) were incubated for 30 nun
at 37 “C with the fallowing inhibitors 110 % sucrose; 0.5 100 mM
chloroquine diphosphate; 0.1-10 pM  Bliping 1-2 uM  colchicing
10 M ovtochalasin D; and 50-300 pM wortmannin. Fresb msedium
containing 115 pM FTC=holoTf alang with the inhibitor 1o be
tested wis added, and the amocbae were incubated for another
30 min. The samples were fixed, washed and prepared for scanniog by
flow cytomietry.

Tor confocal microscopy the same trearment was employad but with
the amoebae being placed onto glass slides and allowed to adhers at
37 "Cfor 15 min hefore treatment with inhibitors and FITC-holaTE
i he samples were then fived, washed and prepared with Veaashield.
Between ten and twenty optical sections were observed from each
cell.

RESULTS

Purification of EhTibp and its identification by
mass spectrometry

A polypeptide of 95 kDa was the main protein precipitated
from amoeba extracts with the amti-T{R H68.4 mab (Fig. la,
tanc 1); this polypeptide was still able to bind HRP-holoTf
(Fig. 1a, tane 2). When the polypeptide was analysed
by MSMS, and after searching in public databases with
ProteinPilot software, two peptides, TRNPIVFSFHPSALK
and KIFIVSDRM, were identfied with 99 % confidence in
two independent experiments. The two peptides belong to
ERADH2 (ADH2_ENTHI with accession number Q24803)
previously described by Yang er al, (1994), Bruchhaus &
Tannich, {1994} and Avila et al, (2002).

Cross-reaction between EATfbp and EhADH2

Since the MS analyses of EiTfhp revealed a high identity with
ERADHZ, the latter protein was purified and an anti-
ERADH2 Ab was used to find out whether EWTibp and
ERADH2 are related. Both proteins showed the same
molecular mass by SDS-PAGE (Fg. la, lanes | and 4,
respectively) and were recognized by the anti-EBADIH2 Ab
(Fig. 1a, lanes 3 and 5, respectively). EAADH2 was also
recognized by the anti-human TR mAb (Tag. la, lane 6). To
determine whether other non-related proteins are detected by
these antibodies, amoebic total protein extracts (Fig. 1a, lane
7}, were anadysed. A main band of 95 KkDa was recognized by
the anti- FRADH?2 Ab and the anti-human TFR mAb, and it
also bound biotinvlated holoTf (Fig. 1a, lanes 8, 9 and 10,
respoctivelyl, which was observed by using the purified
proteins. A protein from Giaredia lamblia that is not involved
in Tt internalization {Fig, la, lanes |1 and 12} and non-
réfated molecular mass marker profeins (Fig. | a, lanes 13-15)
were used as controls; none of then were recognized by the
anti-human TR mAb (Fig. 1a, lanes t2-13). These results
suggest that ENTihp and EAADHZ are cither simifar or
strongly relzted. When trophozoites were incubated without
ironor in the presence of holoTH the ¥5 kDa protein was still
observed and in a similar quantity, suggesting constitutive
expression of EATibp (data not shown).

To rule out any non-specific signal during 1D gel
clectrophoresis, an IEF experiment was performed with
the purified ERADH2, Three ditferent isoforms with pls of
&.6. 6.52 and 632 were obtained {Fig. 1h, I}, which wure
recognized by the anti-TIR mab (Fig. 1b, 1I). The third
isoform displayed a higher affinity to the anti-TfR mAb
than the others. This resuft is consistent with the results of
the previous cross-reactions, suggesting that the protcins
arc cither the same or at feast share high similarity.

EHAADH2Z is involved in the binding/internalization
of human holoTf by E. histolytlica

Confocal microscopy. The ERADH? protein was lacalized
by using the anti- EAADH2 Ab. In permeabilized amaoebae,
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Fig. 1. (a) Cross-reaction betwaeen ENTIbp and ERADH2. Lanes 1-3: EfTbp, 95 kDa polypeptide immunoprecipitated by
using an anli-human TIR mAb. 1, Coomassie blue staining; 2, averay with HRP-holoTt; 3, Westamn blot with anti- ERADH2 Ab.
Lanes 4-8: purihed ERADH?2. 4, Coomassie blue slaning; 5, Western blo} with anti-ERADH2 Ab; 8, Westem blot with anti-
human TR mAb. Leres 7-10: £. histolytica okl protein. 7, Coomassie blue staining; 8, Westem blot with anti-ERADH2 Ab; 9,
Woaslern blat with anti-human TFR mAb; 10, overlay with biotinyated holoT{. Lanes 11 and 12: a non-related prolein purified
from Giardia lambiia. 1 1, Coomassis blue staining; 12, Westemn blot with anti-human TIR mAb. Lanes 13-15: molecular mass
markers (MMM). 13, Coomassie blue staining; 14, Western blo! with anti-human TIR mAb; 15, Westem blot with anti- EAADH2
Ab. Lanes 16 and 17: Westem biot of £ histolytica otal protein only with the secondary Ab. 16, HRP-anli-mouse lgG; 17,
HRP-antFrabbit IgG. (b) 2D gel electrophoresis of ERADHZ. () ERADH2 isoforms stained with Coomassie blue afler being
separated in the frst dimension by 1EF (pH 6-9) and in the second dimension by 108t SDSPAGE. () Protoins were
transferred to a mitrocelldose membrane and ncubated with anti-human TIR mAb. They were then incubated with a second ary

HRP-anti-mouse Ab and revoaled by chemiluminescence.

EhADE 2 was shown 1o he distributed in the colt membrane
and in the artoplasm (Fig. 2a, red), as was reponed by
Flores er al, (1996) and Avila et al, (2002). In non-
permeabilized amocbac, FAADH2 was observed to be
bound ooly on the cell membrane {Fig. 2b). To determine
whether ZIADI2 participates in the binding/internaiiza-
tion of hoioTh amochae were incubated with or without
anti-FHADH2 Ab in the presence of FITC-holoTl and
observed over time. Fig 2(c) shows holoTf in vesicles
{greenl, When amochae were first incubated with and-
ERADH2 Ab tFig, 2d), the holoTY internalization and Ab
recognition was diminished, demanstrated by few green
vesicles and a very low red signal, respecrively. This co-
lovalization was probably due to a small fraction of holoT{
stili being bound to EXADH?2 {Fig, 2d). This result suggests
that the anti-EMADH2 Ab blocked the binding/internaiiza-
tion of holoTE Interestingly, under these conditions, a
small amount of hoTt scemed to diffuse inteo the
cyioplasm, suggesting that it was intemalized independent
of a binding pretein, perhaps by fluid-phase endocytosis. A
similar blocking of imternalirtion was observed when
amochac were incabated with FITC=holoTf and then with
anti-EAADHZ Ab (not shown). However, when amocbac
were incubated with anti-human TiR mAb and then with
holaTf, the blocking efftcet was not observed (not shown),

huportantly, FITC—apoTF was neither bound nor inter-
matized by amoebae without (Fig. 2¢} or with (g, 2f) anti-
FhADH 2 Ab, suggesting that the presence of iron s
necessary for this interaction.

Flow cytometry. HoloT!f binding/internaiization in E
histolytica was evaluated by incubation with FITC-holoTH
at 37 and 4 "C {Fig. 3a). At 37 C, amocbac showed rapid

and continued endocytosis of holoTE, and by -15 min of

incubation sataration Jevels were reached. At CLhowever,
very low fluorescence was detected ai all stages of incubation
due to the lack of imternalizagon. This implies that enuy
of holoTf is repulated and, at temperatures allowing
internafization, eventually Himited by the presence of a
Tihp on the cell surface, rather than being intemalized
passively ar via an dternative inechanism.

Effect of holoTf concentration on its binding/
intemalization

Amoebae were incubated with different concentrations of
HTC-holoTE to evaluate the cftect on holoTf binding/
internalization. At 37 “C, holoTt was reguiarly internalized
up to 11,5 nM, at which point the amoebae achicved
sataration; however, at 4 “C the holoTf internatization was

ne
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Fig. 2. Immunolocalization of ERADHZ by confocal microscopy.
Amosbas wera incubated with anti-ERADH2 Ab. (a) Permeabilized
and (b} non-permeabiized amoebae (c} Amoabae incubated with
FITC—holoTl. (d) Amoebae nmeubated with anti ERADHZ Ab and
then with FITC~holoTr. (8} Armoebae incubufed with FITTC—apoTT.
(f) Amoeban incubated with ant-ERADH2 Ab and then with FITC -
apcTl Trophozodes were fixed and incubated with TRITC-ant-
rabbit IgG.

reduced and saturation of the cell-membrane binding sites
was reached @ verv low holoTf concentration (Fig 3h)
Furthermore, @t higher holoT{ concentrations, interpaliza-
tonn seems w be independenmt of a2 Thp hecause no

saturaticn eHect was observed at either temperature (not
SIWVWTL L

To determine the presence of a Tibp, holoTi binding/
internalization was quamificd in tmphozoites incubated
with different ditutions of anti-ERWADH2 Ab and then with
FITC-holoTt (Fig. 40 The fluorescence cbtained was
compared with that of FITC-apoT! and with FITC-
holob ! {a prowin that E. késiofytica binds and internalizes
bw a filipin-inhibitable mechanism) | Lean-Sicairos er al,
20051, The anti-FhADH2 Ab hlocked the holoTF binding/
iternalization, wonlinming thal this ensvme participates
specifically in holoTi secognition. In contrast, holoLi
imernalization was not inhibited by the anti-ERADH.
Ab, ¢ven at high concentration (1 | dilution). [n addition,
apoT! showed almost no binding to the amochae,
suggesting that iron is a requisite far the hinding process;
this verifies the results obtained by confocal microscopy.

Clathrin participates in the intemalization of
holoT! by E. histolytica

To find om whether the protein clathirin is involved in
nolTf internalization in £ hiselyiica, we used an anti-
towine brain clathrin Ab. This Ab recognized cathrin
visicles mainly on the cell-surface membrane | Fig. Sb, red).
At the beginning of the holo Tl entry process, FHTC-holo Ty
(Fig. ac, green) co-tocalized with clathrin-coated vesicles
iFig. ad, vellow!. After longer periods of time [ 15—15 minl,
holoTt and clathrin were found w be separately localized
(not showni To test the speificity of the reaction, a
negative control with only the secondary Ab was included
inat shownl This result suggests thar holoT! i endogy-
wsed via clathrinoated pits

To investigate whether EMADH2 interacts with dathrin
vesicles, the amoebae were incubated with non-labelled
hooT! for 2min at 37 (, fised and wveated with
anti- FhADF2 Ab (Fig 5e, red} and after that with the
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Fig. 4. Effect of ant-EhADH2 Ab on the

binding/intermalization of holoTf. Amoebae

- werg incubated with anti-ERADH2 Ab for

& t5 min and then with FITC-holoTl (KT,

R FITG-apoT! (aT1) or FITG-holoLf (hf) for

‘;\‘!9 15 min Fluorescenca was then guantified by

& flow cylometry, * P<0.001; ** P<0.05

compared with holoTf.

anti-clathrin Ab {Fig. 51, green). We did not observe co- Cytochalasin D, which allects the integrity of the actin

localization of clathrin and the enzyme; while EBADH? was cvtaskefetan, inhibited the holoTf endocytosis by 854

observed on the cytoplismic membrane, clathrin was {Fig. 6b). However, colchicine had a minor effect (30%

distributed througheout the cytoplasm. inhibition). These results indicate that one route of access

for holoT{is clathrin- and actin-dependent. Theretore, this

Inhibitors of clathrin-coaled vesicle endocytosis
block the internalization of holoTf

The inhibitor wortmannin affected holoTF endocytosis
considerably (91 % inhibition) (Fig. 6a, V). Specific

parasite increases its ability to endocviose boloTt by
constitutively expressing clathrin in coated pits.

sasol : . ! LTI . DISCUSSION

inhibitors of clathrin-dependent endocytosis chioroguine

and sucrose (Fig. 6a, B and IV, respectively!, blocked the E histofyiica trophozoites depend on host iron for their

entry of holoTf into the amocbac by 8083 %. In conirast, growth. Given the diverse habitats it occupies in the human

filipin (Fig. 6a, VI did not affect TI intersalization. body during the course of infection, it would be
Momarski Clathrin FITC-holoTransterrin

EhADH2

Fig. 5. Participation of clathan in holaTf
endocytosis in E. histofytica Amoebas ware
incubated with 1.15 M FITC-holoTf for dif-
ferent times. Samples were ncubaled with a
rabbit anti-bovineg brain clathnn antibody and
then TRITC-anti-rabbit IgG was added. (a)
Differantial interference contrast microscopy
(Momarsk) of amosbae. (b) Amoebae with
anti-clathrin  Ab. {c) Amoebae with FITC-~
holoTF, {d) Codocalizaton of both anti-dathrin
Ab and FITC-holoTf (yellow) at ¥ min of
mcubation. (8} Amoebas with ant-EhADH?2
Ab. {f} Amoebpe with anti-EXADH2 Ab and
anti-clathrin Ab,
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Fig. 8. Effect of endocytosis inhbitors on
hotoTf internalization. Amoebae (107 cells)
werg incubated with inhibitors and then with
1.15 uM FITC-heloTt plus inhibitors; they
were then prapared for both confeeal micro-
scopy and flow cytometry. {a) Confocal micro-
scopy. 1 and fl, HoloT{ withowt inhibitors; U,
50 mM chioroguine; TV, 5% sucrose; V,
50 uM wortmarnin; VI, 10 pM filipin. The same
concentration of inhibitors was used for both
confocal microscopy and flow cytometry anal-
ysis (b).

advantageous for the parasite to possess several mechan-
isms that can acquire iron from multiple sources, induding
holoTE The physialogical role of Tf-iron in amocbiasis has
not vet been elucidated. Patients suffering hepatic abscesses

show lower iron levels and a lower percemtage of T{

saturation in serum than healthy controls. Thus, the host
reacts by inducing a hypoferrhacmic state. a protective
response similar to that of bacterial inlections (Diamond
ei al, 1978b). For amocbae, holoTf could be important
during the invasive process because this parasiwe crosses the
natural barriers of the intestine and spreads into other
organs via the btood vessels.

W previousiy reported an amochic protein recognized by
the anti-human TR mAb B3/25, which was prepared
against the TR extraceflular region (Reyes-Lopez a al,
20013 This mAb was discontinued by the supplier, so the
HegA mab, which recognizes TIR cyroplasmic residucs,
was used instead, This mAb detected a 96 kDa protein in
the amochac that binds holoTf The EWTibp was purified
and identificd by mass spectrometry as EHADH2. Given
that two ENTthp peptides were 99 % identical to FHADH?2
{results were obtained in two independent experiments),
and that there is no significant similarity between the
EWADH2 amino acid sequence and that predicted for the
human TIR site, recognition by the anti-TIR mAb could
only be explained by certain structural similarities.

The growth and survival of E histolytica trophozoites
depend absolutely on EAADHZ; it is used by amochae to
obtain encrgy through gincose fermentation and convens
acetyl-CoA into ethanol. ERADH?2 has been purified and
stodied by scveral groups (Avila et afl, 2002; Bruchhaus &
Tannich, 1994; Chen er af, 2004, Espinosa ¢ al, 2001,
2004, 200%; Hores of al., 1996; Yang et al., 1994} and has
the ability to bind to extracellular matrin {ECM) proteins,
Interestingly, it is a rypical cvtoplasmic enzyme, although it
is also found in the cell membrane. Due to its requirement
for iron, it has been proposed that iron ¢hetators could he
used as anti-amoebics (Espinosa et al, 2009).

FhADM2 shares a striking sequence similarity with several
acetaidehyde dehydrogenmase (ADH) enzyvmies of prokary-
otic origin that possess both ADH and alcohol dehy-
drogenase (ALDH) adtivities, such as the Clostridinm
acetobntylicun  alcohol/aldehyde  dehydrogenase {AAD)
and the Eschedchia coli and  Lacwococcts dactis ADH
enzymes. This simlarity suggested an analogous funcrional
organization in the amoebic enzyme (Bruchhaus &
Tannich, 1994) and its essential character was demon-
strated by fack of growth in its absciice as well as by an
ALDH activity dependent on an intact ADH activity
(Espinosa ef al. 2001). The fact that the predicted amino
acid sequences of ERADH2 and E wli ADHE are 48%
identical (Yang er al, 1994), and that the FRADH?2 gene

hltp//micsgmjournzkorg

25



M. Reyes-Lopaz and others

displays a 909% AT bias in is third codon position — a
feature characteristic of Entamoeba spp. — indicates that
this protein may have been derived from a common
prokaryotic ancestor and acquired by horizontal gene
transfer {Andersson et al., 2006) coupled with vertical
evoluton (mutational rte tied with matuml selection)
within Emtamnocha spp. (Paz-y-Mino & FEspinosa, 2010).
The idemtification of the ERADH2Z pretein as a member of
the ADHE-like family provides cvidence for similar
enzymic mechanisms in the fermentation pathway in the
gut inhabited by anacrobic protozoa and bacteria, as was
reported for other enzymes of the glycolytic pathway
{Receves et al, 19771,

In this work, we found that the EATfbp shares cpitopes
with FKADH?2. In addition, EFADTI2-bound holoTf and its
three isoforms {which were also purified and identified by
mass spectrometry, not shown), were recognized by the
anti-human TIR mAb. The binding of FKMADH2 to holoTf
could be explained by the iron content since the predicted
sequence of EWADH2 does not have a binding site for
heioTf. ApoTf was not bound by the E  histelytica
trophozoites: this demenstrates that amoebae can diserim-
inate between T containing and not containing iron,
perhaps through FAADH2, which needs iron for its
activity. In a similar way, it was suggested that the
fMaphylococcal GAPDH participates in holoT! binding by
removing iron {Modun & Williams, 19993, In Trickamonas
vagtnalis GAPDH is upregulated in iron-depleted condi-
tions (Lama e al, 2009), suggesting that it could utiiize the
enzyme with the purpose of sequestering iron. fn L
histodytica, EMADH2 would be acting as a receptor for
obtaining iron and as a binding protein for ECM
components. Other glycolvtic enzymes have also been
shown to have several functions, such as enolase, wiich
regulates the activity of cytosine 5-methyltransferase 2
{Dnmt2}, an cenzyme that catalyses DNA and (RNA
methylation in £ histolytica {Tovy et al, 2M0} This
muiti-functonality could confer additional advantages for
LISSA¢ UMVasIOn.

At 37 °C, holoTl binding and endocytesis was inftiaiy
extremely fast and remained continuous wnmil 15 min, at
which point sataration was reached; at this temperature,
amoebic cytoplasmic-membrane molecules are in constant
turnover, and the new Tibps are actively binding and
endocytosing the figand. This effect, observed by confocal
microscopy {Reves-Lapez et al, 2001), suggests that the
Thhp and an endocyiosis mechanism could be involved
in regulating the uptake and uatilization of holoTf by
trophozoites. Since the holoTf hinding/intemalization
was continuous and also saturabie, dependent on ime,
remperatare and holo Tl concentration. our resohs support
the hypaothesis that the process of endogytosis is Ttbp- or
recepror-dependent. However, when the endocytic process
was followed using higher holoTt concentrations, it was
also Tibp-independent. This result is in agreement with
Weiter et el {2006), who did not obain saturation when
using concentrations of holoTY in the micromolar range.

This result, together with the the protein’s apparent high
affinity for holoTf (L.81x 107° M), suggests that the
process involves a Tibp in the parasite. In addition,
amocbae showed two affinity constanis for holoTf (1.1 and
5.7 nM}, perhaps due to the presence of two Tihps or a
single protein with two affinities. In bacteria, the affini
for holoTf was reported to be lower (0.7 x 1077 orax 10"
M) (Pintor er al,, 1993), and in the protozoan T. crigi the
affinity was even smaller (about 2.8x 107% M) (Tosta,
2002). The comparatively high affinity of amocebac fer
holoTf suggests that the parasite has a greater ability w
bind human holoTf to obtain iron.

Since at 37 °C both the binding and endocytosis mecha-
isms are active, we also performed incubations at 4 °C in
order 10 only detect the binding. At this low temperature
there is no membrane turnover, cven in E. histelyriaa,
which normally has an extremely active endocytic process
{Bailey er al, 1985; Gitker & Mirclman, 1986; NMexa &
(larke, 2004). Trophozoites showed very low fluorescence,
probably due to the saturation of a specific EATtbp, and
hecause they did not internalize holoTf at 4 "C.

When amoebae were incubated with anti-ERADH2 Ab, the
binding/internalization of holoTf was inhibited. This effect
can be explained by the anti-FRADH2 Ab and holoTf
sharing a binding site on EATibp; alternatively, steric
hindrance is also possible. This result suggests that
FhADH?2 participates in the binding of holoTr ta the cell.
Hololf {a protein that shares 60 % identity with holoTf)
does not share the EXTibp, because the ami-EHADH2 Ab
blocied only the holoTf binding, showing that this enzyme
binds holeT{ specificaily. Consistent with this, in a
previous study we reported that holoLf binding was not
blocked by holoTf in amocbace {Leon-Nicairos et al., 2005).
The anti-human TR mAb also did not block holoTf
binding to EATfbp, This suggests that the TR mAb
requires a different holoTf hinding site from thar of the
ENTibp.

Endocytosis is a broadly conserved mechanism in cells of
higher organisms and protozoa (Hernandez et al, 2007,
Morgan et al,, 2001; Robibaro er al, 2001}, Eadocytosis of
territin through clathrin-coated vesicies has been described
in E histolytica {Lopez-Soto of al, 2009a Cavealin-fike
protein is present in amochae and 1s apparently involved in
holoLl endocytosis {Leon-Sicairos er al, 20033, Other
proteins implicated in endoeytosis, such as Rab GTPases,
have been found in amocbae (Juarez et al, 2001; Romero-
Diaz et al, 2007; Temesvan ef al., 1999; Welter et al., 2002).
As we found that the uptake of holoTf was likely to be
dependent on a recepror, we studied the holoTf endocy-
tosis imechanistn by using a number of inhibitors.
Wornmannin, which inhibits phosphatidytinositol 3-Kinase
{PI3K) activity, inhibited holoTl internalization by about
90 %. Since PI3K contributes to various endocviosis mech-
anisms in £ histolytica, such as phagocvtosis (Ghosh &
Samuelson, 1997; Marion er al, 2005; Nakada-Tsukui
ct al, 2009), pinocyrosis (Batista & de Souza, 2004) and
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macropinocytosis {Meza & Clarke, 2004}, the high level of
inhibition observed in holoTf internalization snggests that
holoTf conld be internalized through several pathways.

To test whether holoTf is endocytosed via clathrin-coated
vesicles, chioroquine, a specific inhibitor of this kind of
endocytosis, which prevents the separation of nascent
clathrin-coaled pits from the plisma membrane, was used;
it gave ~80% inhibition. Sucrose, which specifically pre-
vents receptor-mediated uptake in polymorphonaclear
leukocytes (Daukas & Zigmond, 1985) and inhibits
clathrin-coated pit  formation {(Heuser & Anderson,
19891, dirginished holoT( iuternalization by 85% in E
histelytica. This result together with that of the wortman-
nin experiment suggests that holoTf inainly enters via the
clathrin route and relies 10 a lesser exient on other
mechanisms. Recently, it was reported that holoTt could be
memalized by fluid-phase endocytocis in E histolytica
(Weirer e al,, 2006). Similarly, in ral hepatocytes, it was
found that bolo Tl is endocytosed by two pathways {Qian &
Tang, 1995; Richardson & Ponka, 1997).

HaloT! endocrtosis decreased by about 87 % in amochae
treated with cytochalasim D, suggesting that microfilaments
are crucially impeortamt for the endoeytosis of this ligand.
The connection between receptor-mediated endocytosis
and the actin cytoskelcton durpg the formation and
detachment of newly formed coated pits from the plasma
membrane has been ohserved in other ceils {Neuhaus of al.,
2002; Quaimann ef al., 2000; Slepnev & De Camniifi, 20040,
In E histelytica, actin has been implicated in phagocytosis
{Marion ot al, 2003}, tluid- phase endocytosis (Sahoo et af,
200 |, vesicle exocytosis [Ravdin et af,, 1988), erythropha-
gocviosis (de la Garza e al, 1989; Marion ei al, 20631 and
macropinocytosis i Meza & Clarke, 20043, However, micro-
tubules do not seein to be involved in holeTt endocytosis
as a high colchicine concentration had po cffect on this
process. Nevertheless, microtubules participate in holoTt
endocyviosis in fver sinusoidal endothelia? cclls, in which
cathrin-dependent vesicles are organized by microtubuivs
Falkowska-Hansen cof al, 2007},

To obaain furtber evidence for the involvement of dathrin in
hotoTt endocytosis, a heterologous anti-clathtin Ab was
used. Both holoT{ and clathrin co-localized at 2-3 min after
internalization was started. Hence, holoT! is internalized
inside structures contaiming clathrin, which can then travet
through the endocytic route. To see il EXTbp is internalized
with holoTt as a complex inside the chthrin-structures,
amochae supplied with holoTf were incubated with anti-
EAADH2? and anti-clathrin Ahs. The results reveated that
EhTtbp did not co-localize with dlathrin in amechae
incubated with heloTf at any time tested. Perliaps holoT{
interacis rapidly with EATtbp beaiuse even at shorter times
the biocking effect coald be ohserved. Itis also possible thar
holoTFmight bind to EfTthp and then to another protein or
recepior before being internalized in dathrin-coated vesicles,

[n conclusion, our findings, together with those reported
for holoTf use in E. histolytica, show the following. (1) Iron

is important for amoebic growth and enzymic activities in
this parusite. {2) Trophozoites bind, internalize and use
holoTi as an iron source but do not bind or internalize
apoTf, perhaps due to its lack of iron. (3) The EfTihp is
recognized by two different anti-human TfR mabs, the B3/
25 mab, which forms a complex with holoT¥ that is then
internalized, and the H.68.4 mAb, which was observed co-
localizing with holoT{ only a1 the amoebic surface. (4) The
protein recognized by the H.68.4 mab corresponds 1o the
CHADH2 enzyime, which is cssential for the survival of
amoecbae and uses iron as a cofactor, indispensable for
structurad and funcriona stability. (5) HeloTf is bound
with a high affinity by amocbae and this binding ts not
biocked by apoTf or holoLi, suggesting the presence of a
specific ERTTbp. (6) Amocbac can also bind holoTf with
low affinity. (7) HaloTf internalization is time-, temper-
ature- and concentration-dependent. Finally, {&) althoagh
fluid phase endocytosis may also paricipate in this process,
holoTf internuiization is carried out mainly through the
endocytosis of clathrin-coated vesickes. We propose that E.
histelytica obtains iron from holoTl through a specific and
ciaborate pathway that could involve several proteins,
including the EBADH2 enzyme, which discriminates
between ferric and non-ferric T Additionally, another
protein could b necessary to internalize holoT{ in clathrin-
coated vesicles.
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