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Resumen:

Los neutrdfilos son las primeras células en llegar al sitio de infeccion como respuesta del sistema inmune
innato ante microorganismos patégenos. Uno de los mecanismos recientemente descritos por los
neutréfilos para la eliminacion de los microorganismos patdégenos es la formacion de trampas
extracelulares. Las trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) estan constituidas por redes de DNA y
proteinas microbicidas que permiten el aislamiento y eliminacién del patégeno. El lipopéptidofosfoglicano
(EhLPPG) es uno de los componentes extracelulares de Entamoeba histolytica y activadores de los
neutréfilos a través de sus receptores tipo Toll. En este trabajo se aisld, cuantificd y determiné el perfil
electroforético del EnLPPG de E. histolytica y se observo la formacién de NETs inducidas con amibas
tratadas y sin tratar con el anticuerpo Anti-EhLPPG. Los resultados observados sugieren que el
lipopéptidofosfoglicano es un importante componente que influye en el tamafio y numero de trampas
inducidas.

Abstract

Neutrophils are the first line of defence of the innate immune system face pathogens. Recently, a new
neutrophils antimicrobial mechanism for elimination of pathogens has been described: neutrophil
extracellular traps. Neutrophil extracellular traps (NET’s) are structures composed of chromatin and
microbicide proteins that bind, isolate and kill the pathogen. Lipopeptidophosphoglycan (EhPPG) is an
extracellular component from Entamoeba histolytica, it activates many cell types including neutrophils
through Toll like receptors. In this work we isolate and analyse by electrophoretic profile, the EnLPPG from
Entamoeba histolytica Furthermore, we observed NETs formation by E. histolytica treated with and without
Anti-EhLPPG antibody. The results indicate that the lipopeptidophosphoglycan is important for the number
and size of NETs formation

Palabras Clave Entamoeba histolytica, Lipopéptidofosfoglicano, Trampas extracelulares de neutrdfilos,

Neutrofilos.

Vol. 2 no. 1, Verano de la Investigacion Cientifica, 2016

W
h ‘
[WRY



INTRODUCCION.

“Respuesta inmune innata: Los neutrdfilos”

Los neutréfilos constituyen la primeria linea de
defensa del sistema inmune innato y son las
primeras células en migrar de la sangre hacia los
sitios de infeccién. Los neutréfilos exhiben varios
receptores tipo Toll en su superficie para la
deteccion de los componentes de microorganismos
patégenos [1]. Uno de los activadores de los
receptores tipo Toll es el lipopéptidofosfoglicano de
Entamoeba histolytica, el cual posee la capacidad
de activar a los neutrdfilos [2]. Después de la
activacion, se conocen tres estrategias utilizadas
por los neutrofilos para eliminar a los
microrganismos invasores: 1. La fagocitosis: el
patégeno se internaliza y se elimina al exponerlo a
un estalido oxidatvo y a compuestos
antimicrobianos que son descargados en las
vacuolas fagociticas por granulos citoplasmaticos.
2. La degranulacién: implica la liberacién de
sustancias antimicrobianas en el sitio de la infeccion
y 3. Las trampas extracelulares de neutréfilos
(NETs): mecanismo descrito  recientemente
constituido por redes de cromatina que contienen
proteinas y péptidos antimicrobianos que atrapan
diversos patodgenos, inhiben su crecimiento e
impiden la propagacion de infecciones [3,4].

“Amibiasis producida por Entamoeba
histolytica”

La amebiasis es una parasitosis causada por
Entamoeba histolytica, y es una de las principales
causas de la disenteria parasitaria en los paises en
desarrollo. Se estima a la amibiasis en segundo
lugar después de la malaria como la causa principal
de mortalidad relacionada con protozoarios en todo
el mundo [5]. La infeccién puede causar una amplia
gama de manifestaciones que van desde el estado
de portador asintomatico, la disenteria, hasta el
absceso hepatico [6].

“Entamoeba histolytica”

E. histolytica presenta dos formas de desarrollo: el
trofozoito y el quiste, que constituyen,
respectivamente la forma invasiva e infectante. El
trofozoito, es pleomorfo, ya que su aspecto y

movilidad son muy fluidos debido a los cambios de
pH y su potencial reductor. El tamafio del trofozoito
oscila entre los 10 y 60 um. Este parasito es
sensible al jugo gastrico y su habitat comprende la
luz y pared del colon [7].

Uno de los principales componentes extracelulares
de E. histolytica es el lipopéptidofosfoglicano
(EhLPPG) [8], El EhLPPG es una molécula de tipo
polisacarido que contiene 75-85% de carbohidratos,
8% de proteinas, 2.5% de lipidos y 1% de fosfatos
[9]. Este componente, es una molécula altamente
inmunogénica, ya que se han detectado
anticuerpos especificos contra el EhLPPG en
pacientes con diagnostico de absceso hepético
amebiano [4].

Estudios previos han reportado la inducciéon de
trampas extracelulares de neutréfilos con los
parasitos Trichomonas vaginalis y E. histolytica. En
estos estudios se observo que existe una diferencia
entre la interacciéon de las NETs con ambos
parasitos, puesto que la viabilidad de E. histolytica
no se ve afectada significativamente [10]. Lo que
sugiere que las moléculas secretadas o presentes
en la superficie del parasito como el EhLPPG son
capaces de modificar la funcién de las células del
sistema inmune. Por lo anterior, en este trabajo se
aislé y cuantifico el EhLPPG y se analiz6 la
formacion de NETs en presencia y ausencia de
anticuerpos Anti EhLPPG.

MATERIALES Y METODOS

Parasito

Para los estudios se utilizé la cepa HM1: IMSS de
E. histolytica, la cual se cultivd en el medio de
cultivo TYI-S-33 [12].

Aislamiento de EhLPPG de E. histolytica

El EhLPPG se obtuvo a partir de un cultivo de E.
histolytica de 6 botellas (150 mL cada una). Las
amibas se cosecharon, se lavaron con PBS y se
resuspendieron en agua estéril. Posteriormente, las
células se lisaron por 3 ciclos de congelacion y
descongelacion. Después, el homogenado se
centrifugé a 1,600 rpm durante 10 minutos, se
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recuperd el sobrenadante y subsecuentemente se
ultracentrifugé a 40,000 rpm durante 2 horas. La
pastila se extrajo con wuna mezcla de
cloroformo:metanol:agua (10:10:3) y el material
insoluble se recuperé mediante centrifugacion a
2,000 rpm durante 20 minutos. Enseguida, se
realizaron tres extracciones con fenol al 90% a 68°C
durante 30 minutos y se recupero la fase acuosa
por centrifugacion a 10,000 rpm entre cada
extraccion. Finalmente, la fase acusa que contiene
el EhLPPG se dializ6 con agua destilada.
Terminada la dialisis el EhLPPG se concentré por
liofilizacion y se almacend a -20°C [11].

Caracterizacioén del EhLPPG
Determinacion de glucidos

La determinacion de glucidos se realizd por el
método de Dubois [13]. A una solucién con 10y 25
puL de EhLPPG y a una curva patron de glucosa (0,
5, 10, 20, 50, 100, 150 pg) se le afiadié 60 uL de
fenol al 80% y 500uL de H2SO4 concentrado y se
incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se colocaron 200 uL de la solucion en
una placa de 96 pozos y se midi6 la absorbancia a
450 nm.

Perfil electroforético del EhLPPG

Se observo el perfil electroforético de 60 pg de
EhLPPG en un gel de poliacrilamida al 12%. La
visualizacion se realizé mediante la tincién de plata
siguiendo el protocolo de la bibliografia [2].

Western Blot

Se preparo el gel de poliacrilamida al 12% con una
concentracion de 60 pug de EhLPPG vy se realiz6 el
corrimiento a 100 Volts. Después, se realizo la
transferencia del EhLPPG a una membrana de
nitrocelulosa en una unidad de transferencia semi-
humeda (TE70 Semi-dry transfer unit) durante 1:30
h. Para la inmuno-detecciéon, la membrana se
bloqued toda la noche con leche 5%, como primer
anticuerpo se utilizé el suero inmune de ratén a una
dilucién 1:500 (en Leche al 5% con Tween 20 al
10%). Se utilizé un segundo anticuerpo (Ab anti IgG
de ratén acoplado a la peroxidasa de rabano) a una
dilucion 1:1500. Para revelar se utilizé el kit
Inmobilion  western  Chemiluminescent HRP

Substrate. La imagen se observd en el

fotodocumentador (Biorad).

Induccion de NETs

Aislamiento de neutrdfilos de sangre periférica

Los neutrdfilos se aislaron de donadores voluntarios
sanos. Primeramente se realiz6 un gradiente de dos
fases, con 3 mL histopaquete 1077 (Sigma-
Aldrich), y 3 mL de histopaquete 1119 (Sigma-
Aldrich). Sobre el gradiente se colocaron 6 mL de
sangre periférica con 10 U/mL de heparina. El
gradiente se centrifugé a 2,200 rpm durante 30
minutos y se retird la capa de granulocitos, la cual
se resuspendid en PBS estéril. Después los
granulocitos de lavaron por centrifugaciéon a 1,200
rem por 5 minutos. La pastilla se resuspendio en
medio RPMI con 2% de HSA (albumina sérica
humana) a una razén de 2x108 neutrdfilos/mL.

Induccidn de Trampas Extracelulares de
Neutrdfilos (NETs) con E. histolytica

En una placa de cultivo de 24 pozos se colocaron
cubreobjetos previamente tratados con HCI, se
sembraron los neutrdfilos (200,000 en 100 pl) y se
incubaron durante 1 h a 37°C en una atmosfera de
CO:a. Para lainduccion de trampas se agregaron las
amibas (20,000 aproximadamente 60 plL) en un
volumen final de 500 pL de acuerdo a la tabla 1y
se incub6 durante una hora en atmdsfera de CO:a.
Después de la incubacion las muestras se fijaron
con un volumen igual de paraformaldehido al 8%.

Tabla 1: Condiciones utilizadas para la induccion de NETs

Tabla de condiciones utilizadas.
Condiciones
Controles 1 Neutrofilos (2x10°)
2 Amibas (2x104)
Tratamientos 3 Neutréfilos + amibas tratadas
con Anti-EhLPPG (1:500)
4 Neutrdfilos + amibas NO
tratadas
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Inhibicion de la formacidon de NETs con amibas
tratadas con el Ab EhLPPG

La inhibicion se realizé induciendo los neutréfilos
con amibas incubadas previamente con el suero
inmune de ratén (anti EhLPPG) a una dilucién 1:500
durante 15 minutos a 4°C. Después, se realizaron
dos lavados con medio RPMI con 2% de albumina
para eliminar el exceso de anticuerpo.

Visualizacion de trampas de neutrdfilos

Para visualizar las NETs se utilizd el colorante
Hoechst 33342 (azul) que se une al DNA a una
concentracion de 15 pg/mL. La visualizacién de las
amibas fue mediante la inmuno-deteccion del
EhLPPG. Se utilizé el suero inmune de raton (Anti
EhLPPG) a una dilucion de 1:500 y un segundo
anticuerpo anti IgG de raton acoplado al
fluorocromo FITC (Isocianato de fluorosceina
verde) a una dilucién 1:2000.

Montaje de muestras

En un portaobjetos seco previamente tratado con
HCL se coloc6é una gota de Prolong gold (Life
Tecnology) (10pL) y cada cubreobjetos de la placa
de 24 pozos se colocé cuidadosamente hacia abajo
sobre la gota de Prolong gold, las muestras se
dejaron secar durante 24 h y se observaron en el
microscopio confocal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y determinacién de EhLPPG

El EhLPPG se purifico partir de un cultivo de
trofozoitos de E. histolytica como se describe en
materiales y métodos y mediante el método de
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IMAGEN 1: Curva de calibracion estandar de glucosa.

determinacion de glucidos y la curva estandar de
glucosa (Imagen 1) se obtuvo un titulo de 1,5 pg/uL
de EhLPPG.

Una vez cuantificado el EhLPPG, se observd su
patron electroforético en un gel de poliacrilamida al
12% visualizado con la tincién de plata (Imagen 2.A)
En la imagen se observa un barrido y un par de
bandas correspondientes a un peso molecular entre
97 y 200 KDa, lo que concuerda con lo reportado en
la bibliografia [9].

Al analizar la inmuno-deteccion del EnLPPG con el
suero inmune de ratén (obtenido previamente) y el
Anti IgG de raton acoplado a la peroxidasa de
rabano, se observé un barrido que abarca desde 70
a 200 kDa (Imagen 2B), lo que sugiere que nuestro
Suero inmune reconoce un compuesto cuyo peso
molecular concuerda con el EnLPPG y no reconoce
otros comnonentes de menor peso molecular.

IMAGEN 2: Perfil electroforético del
EhLPPG. A) Sesenta ug de EhLPPG en
gel de poliacrilamida al 12% visualizado
con la tincion de plata.

B) Inmunodeteccion del EhLPPG en la
membrana de nitrocelulosa.

Induccion de NETSs por E. histolytica

En este trabajo comparamos la formaciéon de
trampas extracelulares de neutréfilos inducidas con
amibas tratadas y no tratadas con el anticuerpo
anti-EhLPPG. En la imagen 3 se muestra los
neutréfilos, los cuales no forman NETSs al no estar
en contacto con el agente inductor (amibas). En la
imagen 4 observamos 4 micrografias de
microscopia confocal que nos muestran la
formacién de NETs al inducir a los neutrofilos con
E. histolytica. Las trampas extracelulares de
neutréfilos observadas en esta preparacion son
largas y abundantes también se observa un
acumulo de neutrofilos rodeando a E. histolytica. La
A B
IMAGEN 3: Neutrofilos.
A) imagen de contraste de
fases de neutrofilos.
B) Neutrofilos tefiidos
con Hoechst 33342 (azul)
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imagen 5 muestra que las NETs inducidas con
amibas tratadas con el anti-EhLPPG son pequefias,
escasas y presentan menos neutrofilos rodeando a
las amibas. Estos resultados sugieren que existe
una diferencia en la formacion NETs inducidas con
amibas tratadas y no tratadas con el anticuerpo
Antl EhLPPG Ia cual esta |anuenC|ada por la

! D

IMAGEN 4: Formacién NETs inducidas por E. histolytica. A) NETs
vista en contraste de fases. B) NETs formada por los neutréfilos
teflido con Hoechst 33258. C) Amibas visualizadas con un Anti
EhLPPG (verde) D) Largas y predominantes NETs rodeando 2

amibas.
B C D

IMAGEN 5: Inhibicién de la induccién de NETs. A) Contraste de
fases de NETSs, las células grandes son amibas y las células
pequefias son neutrofilos. B) Neutréfilos y NETs tefiidos con
Hoechst 33342. C) Amiba tratada con el Anti EnLPPG (verde). D)
NETs de tamafio pequefio y escasas en la muestra.

CONCLUSIONES

El EhLPPG es un compuesto constituido en su
mayoria por carbohidratos y en menos proporcion
por proteina y otros componentes por lo que en el
perfil electroforético y la inmuno-deteccion se
observa un barrido entre 90 y 200 kDa.

Con los resultados observados se sugiere el Anti-
EhLPPG estd bloqueando parcialmente la
formacién de trampas extracelulares de neutrdfilos,
ya que en presencia del anticuerpo son escasas y
de menor longitud.
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