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Resumen

En estudios recientes se ha descrito que Entamoeba histolytica desencadena la formacion de trampas
extracelulares de neutréfilos (NETS) in vitro, sin embargo, la actividad microbicida producida por este
mecanismo es reducida. El lipopétidofosfoglicano (EhLPPG), es el principal componente de superficie
de E. histolytica, y es uno de los factores inmunogénicos determinantes en la induccion de trampas por
los neutréfilos. En este trabajo empleamos a la bacteria E. coli W3110 como modelo de estudio para
evaluar si el EnLPPG estéa involucrado en la capacidad antimicrobiana disminuida que presentan las
NETs hacia E. histolytica. Se analizaron las curvas de crecimiento de E. coli midiendo la densidad dptica
a 620 nm en exposicion a NETs inducidas con PMA y con EhLPPG. Los resultados mostraron que la
bacteria E coli W3110 es sensible a la accion mediada por las trampas inducidas con PMA por lo que
este modelo podria ser de utilidad para determinar el papel del EhLPPG en la accién microbicida.

Abstract

Recent studies have shown the capability of Entamoeba histolytica to induce Neutrophil Extracelluar
Traps (NETs) in vitro. However, the NET microbicidal effect is reduced. Lipopetidophosfoglican
(EhLPPG) is the main surface component of E. histolytica and it is an immunogenic factor to induce NET
formation. In this work, we used E. coli W3110 as a study model to evaluate if EnLPPG is involved in the
diminished antimicrobial effect mediated by NETs. We analyzed the growth curves of E. coli through 620
nm optical density in exposition to NETs induced either by PMA or EhLPPG. Results show that E. coli is
sensitive to the NET antimicrobial effect, induced by PMA. Thus, this bacterial model may be useful for
test the effect of ERLPPG in the NET microbicidal action.

PALABRAS Trampas Extracelulares de Neutréfilos; Entamoeba histolytica; Lipopéptidofosfoglicano;

CLAVE

Respuesta Inmune; Escherichia coli W3110.
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INTRODUCCION

Los neutréfilos (también llamadas células
polimorfonucleares, PMN, en conjunto con los
eosindfilos y basofilos) son los primeros elementos
celulares en aparecer durante una respuesta
inmune inmediata. Su importancia se ve reflejada
al constituir la mayor poblacion de leucocitos
circulantes. Es reconocida su participacién en la
defensa contra patégenos como bacterias, hongos
y parasitos [1].

Actualmente se han estudiado y caracterizado tres
mecanismos principales de la participacion de los
neutrofilos en la respuesta inmune: fagocitosis,
degranulacion y formacibn de trampas
extracelulares (Neutrophil Extracellular Traps,
NETS). Las trampas extracelulares de neutréfilos
fueron descubiertas en 2004, cuando Zychlinski y
colaboradores observaron la capacidad
antimicrobiana extracelular de estas estructuras
[2,3].

Las NETs estan formadas por redes de cromatina
(DNA e histonas) decoradas con proteinas
contenidas en los granulos del neutréfilo. El
proceso de formacidn de trampas, conocido como
NETosis, involucra cambios en la célula que
culminan con su muerte, liberando el contenido
nuclear y granular [3]. Desde su descubrimiento, la
participacion de las NETs en la respuesta inmune
ha sido ampliamente estudiada, a través de su
interacciébn con diversos patdgenos como
Mycobacterium tuberculosis [4], Pseudomonas
aeruginosa [5], Vibrio cholerae [6] vy
Staphylococcus aureus [7], por mencionar
algunos.

A partir de su estudio, se han mostrado los
mecanismos por los que las NETs participan en la
defensa contra patégenos. La trampa por si misma
es capaz de atrapar e inmovilizar al agente
infeccioso, mediante la interaccion electrostatica
con la cromatina (cargada negativamente). Esto
previene la diseminaciébn y promueve la
eliminacién del patégeno. Asi mismo, las proteinas
unidas a las fibras de cromatina son capaces de
neutralizar factores de virulencia, asi como
ocasionar la inhibicion o muerte del patdgeno
mediante péptidos antimicrobianos, lisozima,
proteasas, entre otras moléculas [3].

La NETosis es un proceso inducible por multiples
factores. El acido hipocloroso (HCIO) y el 13-
acetato de forbol-12-miristato (PMA) [8] son
sustancias ampliamente utilizadas para inducir la
formacién de trampas in vitro. También se observa
un efecto inductor empleando agentes biolégicos
como bacterias, hongos y parasitos; asi como con
patrones moleculares asociados a patdgenos,
interacciones antigeno-anticuerpo y por interaccion
con los receptores tipo tol (TLR) [3].

Entamoeba histolytica es el agente causal de la
disenteria amibiana, cuya complicacion mas grave
es el absceso hepatico. Se conoce que durante la
infeccion por este parasito ocurre una respuesta
inflamatoria intensa con una amplia participaciéon
de neutrdfilos. Dado el tamafio de la amiba, la
fagocitosis no es un recurso empleado por el
neutrofilo para el control de la infeccion, sino que
la de granulacion y la NETosis juegan un papel
maés importante [2].

En un estudio reciente realizado por Avila, E. E. et
al, fue demostrada la formacion de NETs por
trofozoitos de Entamoeba histolytica in vitro [2].
Mas aun, este grupo de trabajo descubrié que las
trampas pueden ser inducidas por un componente
de la membrana de la amiba, el
lipopéptidofosfoglicano (LPPG), reconociéndolo
como uno de los principales factores que induce
esta ruta de la respuesta inmune. Esta molécula
es un proteofosfoglicano anclado a GPI, conocido
por su alta inmunogenicidad y reconocido por el
suero de pacientes con absceso hepético causado
por amebiasis [2].

No obstante, aun cuando fue observada la
interacciéon de los trofozoitos con la trampa, ésta
no tuvo un efecto sobre la viabilidad de la amiba
[2]. Debe haber entonces factores de evasion que
le permiten al parasito sobrevivir a la accién de las
trampas. Dichos mecanismos no han sido
esclarecidos y los autores del estudio han
propuesto la  participacion de  DNAasas
extracelulares y del LPPG como inhibidores de la
accién antimicrobiana de las trampas.

El objetivo del presente trabajo es determinar si el
LPPG de Entamoeba histolytica es capaz de
inhibir la actividad antimicrobiana de las NETSs,
empleando como modelo de estudio el crecimiento
de la bacteria Escherichia coli W3110.
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MATERIALES Y METODOS

Bacterias y condiciones de cultivo.

Se utilizd Escherichia. coli W3110, crecida en
placas de medio LB sélido para su mantenimiento.
Para su uso en los ensayos, la bacteria fue crecida
en medio LB liquido hasta alcanzar una densidad
Optica a 600 nm de 0.5 (2x108 UFC/mL).

Aislamiento de Neutrdfilos

Las células polimorfonucleares (PMN) se aislaron
a partir de sangre periférica heparinizada
empleando un gradiente de densidad de
Histopaque (Sigma) y mediante centrifugacion, se
obtuvo la fraccion correspondiente a los PMN.
Posteriormente se lavé con 3 ml de PBS estéril y
se resuspendié en medio RPMI con HEPES 25
mM y HSA al 2%, para ser contadas en una
camara de Neubauer. Las células PMN finalmente
se resuspendieron a una razon de 2x10% /mL en
medio nuevo [2].

Determinacion de la actividad
antimicrobiana de las NETs

En una placa de 96 pozos fueron depositados
2x10% neutréfilos por cada una de las condiciones
ensayadas. La induccion de trampas fue realizada
empleando acetato de forbol miristato (PMA) a una
concentracion final de 488 nM, o bien, empleando
lipopéptidofosfoglicano de Entamoeba histolytica
(EhLPPG) a una concentracién final de 10 ng/mL,
incubando la placa a 37°C con atmésfera de 5%
de CO: durante 2 horas. Como controles se
incluyeron neutréfilos estimulados en las mismas
condiciones sin el indculo bacteriano.

El in6culo bacteriano fue preparado mediante
diluciéon del cultivo a 0.5 de densidad 6ptica (600
nm) ajustado a una MOI de 1:1 en un volumen de
50 pL, para llegar a un volumen final de 200 pL por
pozo. La placa fue centrifugada a 800 xg durante
15 minutos. La incubacion se realizé a 37°C en
atmosfera con 5% de CO: y agitacion a 80 rpm. El

crecimiento de la bacteria fue monitoreado
mediante la determinacion de la densidad 6ptica a
620 nm cada hora durante 7 horas, con una
medicién adicional a las 18 horas.

Visualizacion de NETs por microscopia de
fluorescencia confocal

Para visualizar la formacion de trampas se utilizd
una placa de 24 pozos, en la cual se colocaron
cubreobjetos tratados y estériles y se realiz6 la
induccion de las trampas bajo las mismas
condiciones gue en el ensayo de determinacion de
actividad antimicrobiana. Después de la induccion
fue adicionado el in6culo bacteriano a la MOI
indicada y se incub6 por 2 horas en las mismas
condiciones. La muestra en el cubreobjetos fue
fijada con paraformaldehido al 4% vy tefiida con el
colorante Hoescht 53342 a 15 pg/mL para la
deteccion del ADN de las trampas de neutrdfilos.
Las preparaciones fueron observadas en el
microscopio de fluorescencia confocal del
Departamento de Biologia de la Universidad de
Guanajuato.

Curva de crecimiento normal de E.
coli W3110 en medio LB liquido
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IMAGEN 1: Curva de crecimiento de E. coli W3110. Se realizo
un subcultivo de 100 ul de un cultivo de toda la noche en 3 ml de
medio LB.

RESULTADOS Y DISCUSION

Curva de crecimiento de E. coli
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Partiendo de un in6culo de 0.1 del -cultivo
bacteriano de toda la noche, el crecimiento de E.
coli en tubo con medio LB presento una fase de
latencia de 20 minutos y la fase media-exponencia
(ODeoo 0.5) en un tiempo promedio de 60 minutos,
como se muestra en la imagen 1, presentado una
cuenta viable de 2x108 UFC/ml.

Visualizacién de la formacién de Trampas

Para corroborar la induccién de las trampas en las
condiciones utilizadas en los experimentos, se
hicieron observaciones al microscopio confocal. En
la imagen 2 se observa la formacion de trampas
con PMA y con bacterias. Se observa la presencia
de filamentos en color azul (indicativo de material
nuclear tefiido con Hoescht) caracteristicos de las
trampas extracelulares de neutrofilos.

Curvas de crecimiento de E. coli en presencia
de trampas inducidas con PMA 'y EhLPPG

En la imagen 3 se observan que la curva de
crecimiento de E. coli presenta una fase de
latencia entre 3 y 4 horas. Durante esta etapa no
hay diferencias en el crecimiento bacteriano en las
diferentes condiciones estudiadas. Sin embargo,
en la fase exponencial se observa que las
bacterias expuestas a neutrdéfilos inducidos con
PMA y EhLPPG presentan valores de densidad
optica menores  (ODsoonm 0.39 'y 0.37
respectivamente) en comparacién con la curva de
crecimiento de la bacteria sin exponer a los
neutréfilos (ODeoonm 0.49).

Contraste de Fases Hoescht Sobreposicion

IMAGEN 2: Visualizacion de formacion de trampas extracelulares
de neutrofilos por microscopia confocal. A-C: trampas inducidas con
PMA 488 nM D-F: trampas inducidas con bacterias MOI 1. Tincién con
colorante Hoescht (azul) de las fibras de material nuclear indicativas de
la presencia de NETs

En las condiciones control donde solo se tienen los
neutrdéfilos inducidos sin interaccién con la bacteria
observandose una ODeoonm constante durante todo
el ensayo.

Los resultados nos indican que la bacteria E. coli
W3110 es sensible a la accion bactericida
mediada por la formacion de Nets por lo que
puede utilizarse como modelo de estudio para
analizar el papel del EhLPPG en la accion
bactericida.

Curva de Crecimiento de E. coli
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IMAGEN 3: Curva de crecimiento de E. coli en presencia de trampas extracelulares de neutréfilos. E coli-1 (2x10° UFC) en RPMI 1640.
E. coli-NETs-1: Neutrdfilos estimulados con PMA 488 nM y bacterias a una MOI de 1. E. coli-NETs-EhLPPG-1: Neutrdfilos estimulados con
EhLPPG a 10 ng/ul a una MOI de 1. NETs-PMA: Neutréfilos (2x10%) estimulados con PMA 488 nM. NETs-EhLPPG: Neutrofilos (2x109)

estimulados con EhLPPG a 10 ng/pl
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CONCLUSIONES

En este trabajo se utilizd a la bacteria E. coli
W3110 como modelo de estudio para analizar el
papel del lipopétido-fosfoglicano de Entamoeba
histolytica sobre la actividad antimicrobiana de las
trampas extracelulares de neutréfilos. Los
resultados mostraron que el crecimiento de E. coli
W3110 se ve disminuido al inducir la formacién
de trampas extracelulares mediante PMA vy
EhLPPG, por lo que sugerimos que con este
modelo bacteriano es posible estudiar el papel del
EhLPPG de E. histolytica en la actividad
microbicida.
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