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Resumen

Entamoeba histolytica es un parasito que causa infecciones diarreicas en el ser humano y cuenta con
varios factores de virulencia, los cuales le permiten sobrevivir durante la infeccidon. En este estudio se
analizd la molécula llamada lipopeptidofosfoglicano (EhLPPG) la cual contribuye a su virulencia. Se
realizaron ensayos tipo ELISA para determinar si el EhLPPG es liberado por la amiba sobre la superficie
de la placa de cultivo, debido a que se reporté que en el sitio donde la amiba se adhiere deja moléculas
de su superficie que se denominaron microexudado. Para determinar la presencia de EhLPPG, se us6
un anticuerpo primario anti-EhLPPG y como uno secundario anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa.
Ademas, se determind la posible interaccion de EhLPPG con trampas extracelulares formadas por
neutrofilos (NETs) humanos. Para ello, se colocaron en interaccién amibas recién cosechadas y
neutrofilos obtenidos de donadores voluntarios sanos y se observé por microscopia confocal la co-
localizaciéon del EhLPPG y el péptido antimicrobiano LL-37. Finalmente, se concluyé que la amiba libera
el EhLPPG en la superficie donde se encuentra adherida y se demostré que la molécula EhLPPG
interactua con las trampas extracelulares de neutréfilos, probablemente a través del LL-37 y quiza otros
péptidos antimicrobianos.

Abstract

Entamoeba histolytica is a parasite that causes diarrheal infections in humans and has several virulence
factors, which support the parasite survival during infection. In this study, the molecule called
lipopeptidofosfoglicano (EhLPPG) was analyzed, which contributes to its virulence. ELISA assays were
performed to determine if the ENLPPG is released on the culture surface. A previous publication reported
the presence of ameba molecules on the surface of the culture plate, which were denominated
microexudate. To determine the presence of EhLPPG, we used a primary antibody anti-EhLPPG and an
anti-mouse IgG conjugated to peroxidase as secondary antibody. Additionally, the possible interaction of
EhLPPG with human neutrophil extracellular traps was determined. For this purpose, we interacted
recently harvested ameba with human neutrophils obtained from volunteer healthy donors, and the co-
localization of EhLPPG with the LL-37 antimicrobial peptide was observed by confocal microscopy. The
final conclusions were that E. histolytica releases EhLPPG on the culture surface and that EhLPPG
interacts with neutrophil extracellular traps, likely through LL-37 and may be other antimicrobial peptides.
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INTRODUCCION

Entamoeba histolytica es un parasito que causa infecciones diarreicas en los seres humanos, sobre todo en
ninos. Este parasito posee varias moléculas que contribuyen a su virulencia, entre ellas se encuentra una
molécula del glicocalix en la superficie celular denominada lipopeptidofosfoglicano (EhLPPG). Esta molécula
es buen inductor de la respuesta inmune innata y adaptativa [1].

En la composicién del EhLPPG se encuentran oligosacaridos, glicolipidos y una pequeia proporcion de
proteina, creando una capa impermeable que le ayuda al trofozoito a evadir el sistema del complemento [2].
Se ha reportado que la amiba al moverse deja algunos de sus componentes adheridos a la superficie de
cultivo. Estos componentes se conocen en conjunto como microexudado [3]. Debido a que EhLPPG es un
componente de la superficie amibiana, nos preguntamos si el EnLPPG se encuentra en el microexudado.

El EhLPPG pertenece a la familia del lipoplisacarido (LPS) que se encuentra en la membrana externa de las
bacterias Gram negativas. El LPS es capaz de causar fiebre y shock en animales modelo, se sabe que induce
la secrecion de citoquinas proinflamatorias por monocitos, macréfagos y células epiteliales [3].

Se ha propuesto que el efecto del LPS puede ser bloqueado por el péptido antimicrobiano humano de 37
aminoacidos denominado LL-37 [4]. En los pacientes con septicemia el LL-37 podria proteger a los pacientes
del shock evitando la unién de LPS a las células fagociticas [5]. Debido a que el LPPG de E. histolytica
pertenece a la familia del LPS bacteriano, en este trabajo nos preguntamos si el LL-37 es capaz de unirse al
EhLPPG y probablemente neutralizar su efecto.

Por otro lado, se ha reportado que el EhLPPG es capaz de inducir trampas extracelulares formadas por
neutréfilos (NETs) en las cuales también se ha encontrado la presencia de LL-37 [6], por esa razén en este
estudio se realizé un ensayo con NETs inducidas por amibas para buscar la posible co-localizacién entre el
LL-37 y el ELPPG.

Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron:

Determinar si el LPPG de E. histolytica se libera en la superficie del cultivo donde los trofozoitos se
encuentran adheridos.

Determinar si el LPPG de E. histolytica se une al péptido antimicrobiano LL-37.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de microexudado de E. histolytica.

Se colocaron distintas concentraciones de amibas en medio TYI con suero en una placa de 96 pozos estéril
(Inmunolon 2H, Thermo Scientific) y se incubd durante 24 horas a 37°C en atmosfera microaerofilica. Una vez
terminado el tiempo de incubacion se enfrié la placa durante 10 minutos para retirar las amibas de los pozos y
se lavo con PBS hasta que no hubiera células adheridas a la placa.

Deteccidon de EhLPPG en microexudado por ensayo ELISA.

Se us6 una solucidon de BSA a 1 mg/mL para bloquear la placa durante 1 hora a temperatura ambiente,
terminado el tiempo de incubacién se retird la solucién bloqueadora y se colocé el primer anticuerpo contra
EhLPPG diluido 1:500 en BSA. Después de la incubacion se adiciond el segundo anticuerpo anti-lgG de ratén
conjugado a peroxidasa diluido 1:2000 en BSA. Para revelar la actividad de la enzima se us6 ABTS y se
determind la absorbancia a 450 nm en un espectrofotémetro.
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Induccion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETSs).

Se aislaron los neutrofilos de sangre periférica usando un gradiente de 2 fases empleando histopaque 1077 y
1119. Los neutrofilos se resuspendieron a razon de 1 millén de células por mL de RPMI con 2% de HSA.

En una placa de 24 de pozos se incubaron 200,000 neutréfilos (200 pL) usando cubreobjetos previamente
tratados con poli-L-Lisina, se adicioné RPMI con 2% de HSA y se incub6 durante 1 hora a 37° C en atmosfera
microaerofilica. Después se afiadieron 20,000 amibas en un volumen de 50 uL de RPMI con 2% de HSA, la
placa se incub6 1 hora a 37° C en atmosfera microaerofilica.

Después de la induccion de las NETSs, éstas se fijaron usando paraformaldehido al 4% incubando 15 minutos
a temperatura ambiente, una vez terminada la fijacion los grupos aldehido libres se bloquearon durante 1 hora
con una solucion de glicina 100 mM. Por ultimo, se dejé incubando toda la noche a 4° C en una solucion que
contenia 10% de plasma descomplementado, 0.1% de gelatina en PBS-0.05% Tween 20.

En cada pozo se colocaron 300 uL de anticuerpo primario anti-LL37 y anti-EhLPPG diluidos 1:250 en PBS-
0.05% Tween 20. Después de la incubacion y los lavados, se colocaron los anticuerpos secundarios anti- IgG
de conejo conjugado de Alexa Fluor 594 (InvitroGen — A21207) y anti-lgG de ratén conjugado a Fluoresceina,
ambos diluidos 1:1500 en PBS- Tween 20 0.05%.

Se us6 Hoechst 33342 para tefiir y Prolong gold (InvitroGen- P36930) para el montaje en el portaobjetos para
ver por microscopia confocal (Carl Zeiss, LSM700).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se encontrd que E. histolytica libera el LPPG en la superficie donde se encuentra adherida, demostrando que
ésta es una de las moléculas que forman parte del microexudado (Imagen 1). La cantidad de EhLPPG

detectada en la superficie de las placas fue mayor a mayor cantidad de amibas cultivadas durante 24 h.
Probablemente el EnLPPG también se encuentre en el sobrenadante del cultivo, pero en muy baja cantidad

(datos no mostrados).
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Imagen 1. Deteccion de EhLPPG en el microexudado de E. histolytica. En el eje horizontal se observa el nimero de amibas por pozo utilizadas
para el ensayo y en el eje vertical las absorbancias obtenidas en el espectrofotometro a 450 nm.

Después de identificar el EhLPPG en el microexudado se prosiguié a determinar si esta molécula se une al
LL-37. Se indujeron NETs para buscar la co-localizacion del EhLPPG con el LL-37, ya que existe el
antecedente de que el LL-37 forma parte de estas estructuras [6] y el ENLPPG podria unirse a ellas. Se usé
un control sin inductor de NETs (Imagen 2), y un control sin el primer anticuerpo (Imagen 3) para descartar
alguna inespecificidad.
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Imagen 2. Tincion del LL-37 en neutrdfilos humanos. a) Contraste de fases. b) Neutréfilos con nlcleos celulares integros, sin liberacion de ADN
para la formacion de NETS, ¢) LL-37 ubicado en los neutroﬂlos
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Imagen 3. Control sin anticuerpos primarios. a) Contraste de fases. b) ADN en NETSs tefiido con Hoechst 33342 (azul). ¢) Control negativo de LL-
37 tefiido usando un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a Alexa 594 (rojo). d) Control negativo de EnLPPG tefiido usando un anticuerpo anti-
IgG de ratdn conjugado a fluoresceina (verde).
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Imagen 4. Localizacion del LL-37 y el EhLPPG sobre las trampas extracelulares de neutréfilos. ADN en NETS tefiido con Hoechst 33342 (azul).
LL-37 tefiido usando un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a Alexa 594 (rojo). EhLPPG tefiido usando un anticuerpo anti-lgG de ratén
conjugado a fluoresceina (verde). Cortes dpticos de 1 um.
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Por microscopia confocal se observd que en varias regiones de las NETs el EnLPPG (verde) y el LL-37 (rojo)
se encontraban en el mismo sitio, ya que al sobreponerse los colores se observo que coincidian dando por
resultado tonos amarillo o naranja (Imagen 4).

Sin embargo, no se puede concluir que el ENLPPG se una al LL-37 debido a que son varias las moléculas que
forman parte de las NETs y que podrian interactuar con el EnLPPG [4]. Por lo tanto, el EhLPPG se pudo unir
al LL-37 y a alguna otra molécula que forme parte de las NETs. Seria interesante realizar el mismo ensayo en
busqueda de interaccion del EhLPPG con otros péptidos antimicrobianos.

CONCLUSIONES

El EhLPPG es liberado por E. histolytica como parte del microexudado.

El EhLPPG se une a las trampas extracelulares de neutréfilos humanos.
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