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Resumen

Recientemente se ha demostrado que Entamoeba histolytica sintetiza el RNAmM y la
proteina tipo COX-2 durante la formacién de abscesos hepaticos en hamster.
También se ha reportado que la sintesis de la PGE; en los trofozoitos actia como un
importante factor de virulencia que modula la respuesta inmune del huésped. Otro
factor de virulencia amibiano es la adhesién a proteinas de la matriz extracelular
mediada por proteinas de la membrana de trofozoito, una de ellas es una molécula
de 140 kDa con habilidad de unirse a fibronectina, y con similitud a las B1 integrinas
(BLEhFNR), esta molécula es capaz de activar vias de sefalizacion similares a las
inducida por FN a través de integrinas en células de mamiferos. Por otro lado, se ha
descrito en células endoteliales que la FN a través de la integrina a5p1 regula la
expresion de la COX-2 y la sintesis de prostaglandinas mediante la activacion de
Cinasas Activadas por Mitbgenos (MAPKSs). En este trabajé se analizé el papel de la
FN en la modulacién de la expresién de la enzima COX-2 y la produccién de la PGE;
a través de la activacion de la via de las MAPKs en E. histolytica. Se realizaron
ensayos de adhesidon a FN a diferentes tiempos, y se determiné la expresion de la
COX-2 y la activacion de las MAPKs mediante Western Blot y microscopia confocal,
la produccion de PGE, se determind por ELISA. Se detect6 que la FN no influye de
manera especifica en la expresion de la enzima tipo COX-2, ni en la produccion de la
PGE,, asi como tampoco en la activacion de MAPKSs. Sin embargo, encontramos que
la expresion de la COX-2, la produccion de PGE; y la activacion de las MAPKs se
incrementa durante el proceso de adhesidén sugiriendo que la activacion de las
MAPKSs y la produccion de PGE, podrian estar participando de manera importante en

el proceso de adhesién, aunque en forma independiente.
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Abstract

Recently it has been demonstrated that Entamoeba histolytica synthesizes mRNA
and COX-2 like protein during the production of liver abscesses in hamsters. Also,
PGE; synthesis in the trophozoites has been reported as an important virulence factor
that modulates the host immune response, particularly the inflammation process.
Another important virulence factor is amebic adherence to extracellular matrix (ECM)
proteins through cell surface molecules. One of them, a 140 kDa molecule, with ability
to bind fibronectin (FN), and with functional and antigenic similarities with B1 integrins
(B1IEhFNR), is able to induce the formation of a signaling complex similar to those
present in mammalian cells. It has been described in endothelial cells (EC) that FN,
through a5B1 integrin, may cause up-regulation of COX-2 and prostaglandins (PGs)
production by activation of Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) pathways.
The present study was carried out to analyze the influence of FN in modulating COX-
2 enzyme expression and production of PGE; in trophozoites of E. histolytica through
MAPKs pathway activation. We detected COX-2 expression and activation of MAPKs
by Western Blot and confocal microscopy, the production of PGE, was measured by
ELISA. We found that FN did not specifically influence the expression of the enzyme
COX-2, or the production of PGE; and, even the activation of MAPKs. However, we
found that the expression of COX-2, PGE, production, and activation of MAPKs
increased during the adhesion process suggesting that PGE, and MAPKs pathways
might be important in the adhesion process, although independently of each other.

Keys Words: Entamoeba histolytica, Fibronectin, MAPKs, COX-2, PGE;.



INTRODUCCION

Entamoeba histolytica es el agente causante de la amibiasis, la cual representa un
problema de salud publica en todo el mundo. Existen entre 40 y 50 millones de
individuos infectados y cerca de 100,000 personas afectadas por este parasito
mueren anualmente. E. histolytica es capaz de invadir la mucosa intestinal y causar
colitis amibiana, ulceracion severa y ademas tiene la capacidad de diseminarse a

otros 6érganos como el higado, el cerebro o el pulmén y causar abscesos (1-4).

Los estudios sobre la respuesta inflamatoria durante la amibiasis intestinal y hepatica
han revelado un importante papel regulador de las quimiocinas y las citocinas, asi
mismo se ha demostrado que el reclutamiento y la activacion de las células
involucradas en el proceso inflamatorio pueden ser modulados por factores
secretados por E. histolytica. Uno de los productos inmunomoduladores secretados
por E. histolytica es la prostaglandina E, (PGE;), un mediador lipidico cuya
produccion incrementa de manera importante durante la colitis amibiana y la

formacion del absceso hepatico amibiano (AHA) (3-14).

Las prostaglandinas en general son sintetizadas por la accion catalitica de enzimas
conocidas como ciclooxigenasas (COX) o prostaglandin endoperdxido sintetasas. En
vertebrados existen por lo menos dos isoformas de la enzima cilooxigenasa. COX-1y
COX-2, que catalizan la conversion del acido araquidonico a endoperéxidos de
prostaglandinas PGG; y PGH, (15).

La COX-1 es una enzima glicoproteica que se expresa en forma diferencial en las
diversas células y tejidos de los mamiferos y su regulacion obedece principalmente a
la actividad hormonal, y participa en el mantenimiento de las condiciones fisiologicas
homeostéticas; la COX-2 es una forma inducible que parece estar limitada a unos
cuantos tipos celulares como los macrofagos, los fibroblastos, las células
endoteliales, las células de Kupffer y bajo ciertos estimulos, los polimorfonucleares y
los linfocitos T. Entre COX-1 y COX-2 existe una homologia aproximada del 60% de
acuerdo con la secuencia de aminoacidos. Las principales diferencias se localizan en

los extremos amino y carboxilo terminal, sin embargo, los sitios de acetilacion para la



hCOX1 (ser 529) y hCOX2 (ser 516) que se encuentran cercanos al extremo
carboxilo terminal, son sitios altamente conservados. Ambas enzimas son
susceptibles a la inhibicion por agentes antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs)
como la aspirina, la indometacina y el fluribuprofeno. Existen diferentes enzimas
sintetasas de prostaglandinas acopladas a cada enzima COX, por ejemplo, la enzima
prostaglandina E sintetasa microsomal, es una enzima perinuclear que posee una
marcada preferencia por COX-2 vy es la principal enzima responsable de la sintesis
de PGE; (15-17).

El incremento en la actividad de la enzima COX-2 durante la infecciébn amibiana, se
puede explicar en base a que el parasito induce su expresion en las células de la
respuesta inmune mediante sus antigenos o bien mediante la induccion de ciertas
citocinas proinflamatorias que a su vez provocan una induccién en la expresion de la
COX-2. Esto podria explicar los sintomas y el estado de modulacion inmune que

ocurren durante la amibiasis invasiva (8-10, 18).

La PGE, es la principal prostaglandina producida durante la infeccion amibiana,
posee una potente actividad como agente inmunomodulador al estimular la
produccion de interleucinas del tipo Th2 (principalmente IL-4 e IL-5) y suprimir la
produccion de interleucinas del tipo Thl (principalmente IL-2 e IFN-y). Esto provoca
la inactivacion de macrofagos, lo cual es un evento critico en el desarrollo de la
respuesta inmune efectiva contra E. histolytica. La PGE; bloquea los macréfagos a
través de la disminucién de IFN-y, ademas inhibe la produccion de IL-12 evitando la

actividad citolitica de los macrofagos y de las células NK (18-21).

Los efectos inmunomodularores de la PGE, en la amibiasis también pueden
explicarse debido a que regula la actividad de los linfocitos inhibiendo la proliferacion
mediante la disminucion de IL-2 e IFN-y. La PGE;, también disminuye la expresion de
moléculas de MHC-II y sinergiza con la IL-4 para inducir el cambio de IgG a IgE,

aunque se desconoce el papel de la IgE en la respuesta contra E. histolytica (18).

En el 2003 Dey y col., identificaron y caracterizaron en E. histolytica una enzima

parecida a COX. Esta proteina es capaz de catalizar la conversién del acido



araquidonico a PGE; aungque posee una estructura no tipica de las COX conocidas

en las diversas especies (8).

En el 2006 Gutiérrez y col., reportaron que E. histolytica produce una proteina que es
reconocida por anticuerpos policlonales anti-COX-2 de conejo y se identifico el
MRNA que codifica para esta proteina usando iniciadores para detectar COX-2. (22).

Ademas de modular la respuesta inmune del huésped otro factor de virulencia
importante en E. histolytica es la capacidad que posee de adherirse a proteinas de la
matriz extracelular, en especial la FN. Se ha reportado que la FN a través de
receptores que el parasito posee en su membrana activa vias de sefalizacion
similares a las que ocurren en organismos eucariontes superiores. En E. histolytica
se ha sugerido que la FN, al igual que lo hace en otros sistemas eucariontes, regula
la expresion de genes relacionados con una mayor capacidad de invadir tejidos (23-
31).

Al igual que en células eucariontes que interactian con la FN, en los trofozoitos que
estan en contacto con la FN se activa la fosfolipasa C (PLC) a través de receptores
acoplados a proteina G, lo cual induce la produccion de fosfatidil inositol difosfato
[Ptdnis(4,5)P,] a partir del cual se produce inositol 3 fosfato [Ins(1,3,4)P3] vy
diacilglicerol (DAG). EIl Ins(1,3,4)P; provoca un incremento en los niveles del calcio
intracelular, lo cual a su vez activa a la proteina Ca’-calmodulina (CaM). La CaM al
igual que el DAG activan a la proteina cinasa C (PKC). La PKC activada se trasloca a
la fraccion membrana-citoesqueleto donde fosforila varias proteinas entre ellas las
MAPKSs. Esta via de sefalizacion es muy importante en la adhesion del trofozoito a la
célula blanco debido a que se encarga de regular la dinamica del citoesqueleto y
también es importante en la destruccion de la célula blanco al activar la liberacién de
proteasas (23, 32-33).

La expresion de la enzima COX-2 puede ser inducida por diversos estimulos tales
como la IL-1, el factor de crecimiento transformante p (TGF-B),la PGE,, los
lipopolisacéaridos (LPS), y la fibronectina (FN), entre otros. Estudios recientes han

demostrado que la adhesion celular mediada por integrinas asi como también



ligandos solubles de integrinas contribuyen a mantener los niveles de COX-2 en
células endoteliales mediante la activacion de diversas vias de sefializacion tales
como las MAP cinasas y la PI3-K-PKB/Akt que ademas de inducir la expresion de la

enzima COX-2 previenen su degradacion (34-40).

Con base en lo descrito anteriormente, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
influencia de la FN en la modulacion de la EhnCOX-2 a través de la activacion de la
via de las MAPKSs. El conocer las vias de sefializaciéon que regulan la EhCOX-2
puede contribuir al disefio de farmacos que podrian evitar la invasion por E.
histolytica y contrarrestar los sintomas patofisioldgicos producidos por el incremento

de la PGE; durante la amibiasis.



MATERIALES Y METODOS.
Cultivo axénico de E. histolytica.

Trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM-1:IMSS se cultivaron axénicamente en

medio TYI-S-33 con 15% de suero bovino inactivado por calor a 37 °C.
Cosecha de trofozoitos de E. histolytica.

A partir de un cultivo confluente de trofozoitos se realiz6 la cosecha de los parasitos,
después de enfriar las botellas durante 10 min en hielo. Posteriormente, se centrifugo
a 1, 200 rpm en una centrifuga Beckman Accuspin FR por 5 min a 4 °C. Los
trofozoitos se lavaron con PBS frio para eliminar el exceso de medio de cultivo,
volviéendose a centrifugar a la velocidad antes mencionada. Los trofozoitos se
incubaron en medio TYI-S-33 sin suero durante 2 h. Después, se contaron utilizando

un hemocitometro y se usaron para los experimentos de interaccién con fibronectina.
Purificacion de fibronectina (FN).

La sangre total de humano se centrifugdb a 3 000 rpm por 15 min, se separQ el
plasma y se le agregé PMSF a una concentracion final de 1 mM. Posteriormente, el

plasma se guardé a -70 °C en alicuotas de 300 ml.

Para realizar la purificacion de FN, la resina de Sepharosa-4B acoplada a gelatina
(Pharmacia) se equilibr6 con Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4. El plasma previamente
descongelado se centrifugé a 11, 000 rpm durante 15 min a 4 °C, y el sobrenadante
se utilizé para la cromatografia de afinidad. El plasma se pas6 lentamente por la
columna, y lo que no se unid se colectd para volverlo a pasar. Posteriormente, la

resina se lavd con 100 ml de los siguientes amortiguadores:

1) Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4, NaCl 0.5 M
2) Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4, NaCIl 1.0 M
3) Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4, Urea 1.0 M.

La FN se eluyo con el siguiente amortiguador, Tris-HCI 0.05 M, urea 4.0 M.



Cabe mencionar que a todas las soluciones se les agregdé PMSF a una
concentracion final de 1 mM al momento de utilizarlos. Posteriormente, se colectaron
20 fracciones de 40 gotas cada una, las cuales se leyeron en el espectrofotometro a
280 nm para determinar la posicion del pico de elucién en el cual se encuentra
concentrada la FN. La cantidad de proteina se determind usando el coeficiente de

extincion molar = 1.28 D.O. el cual equivale a 1 mg de proteina por ml.

Las diferentes fracciones se corrieron en SDS-PAGE para determinar el grado de
pureza de la FN. Las fracciones conteniendo a la FN se juntaron y el volumen total se
dializ6 toda la noche a 4 °C en el amortiguador Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4, NaCl 0.15 M.

Finalmente la FN se almacené a 4 °C para su uso posterior.

Interaccion de los trofozoitos con la fibronectina y preparacion de extractos

totales.

Los trofozoitos de 48 h de cultivo se cosecharon como se menciond anteriormente y

se resuspendieron a 1 X 10° trofozoitos/ml en medio sin suero a 37 °C.

La suspension de trofozoitos (5 ml) previamente homogeneizada, se colocé en cajas
de Petri previamente recubiertas con FN a una concentracion de 100 pg/ml. Los
trofozoitos se incubaron a 37 °C durante 0, 30, 60 min y 4, 8 y 12 h. Enseguida, los
trofozoitos no adheridos se desecharon mediante un lavado con PBS. Los trofozoitos
adheridos se lisaron con el siguiente amortiguador: Tris-HCI 10 Mm ( pH 7.5), EDTA
2 mM, NEM 3 mM, 0.5 ug/ml de Leupeptina, 0.5 ug/ml de Apoprotinina y Benzamida
1 mM. Finalmente, el lisado obtenido se centrifugé a 5, 000 rpm a 4 °C durante 5 min
y se realizé la cuantificacion con el método de Bio-Rad de acuerdo a las
instrucciones de fabricante y se procedio a guardar alicuotas de 50 ul a -70 °C hasta

Su uso posterior.
Cultivo y obtencién de extractos totales de macréfagos.

Se emple6é la linea celular de macréfagos J774A.1 (American Type Culture
Collection, Rockville, MD). Se mantuvo en medio DMEM (Dulbecco’s modified

Eagle’s medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino previamente



descomplementado, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/ml de penicilina, 100 mg/ml de
estreptomicina y glucosa, en cajas de cultivo a 37 °C en una atmosfera saturada de
humedad y acondicionada con CO; al 5%.

Los macrofagos se incubaron con 10 ug/ml de LPS durante 4h, posteriormente se
cosecharon en un amortiguador de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 2 mM,
leupeptina, 0.5 ug/ml, Apoprotinina 0.5 ug/ml, Benzamida 1 mM). Por udltimo los
macréfagos se sonicaron con 4 ciclos al méximo poder y la lisis completa se verifico

al microscopio.
Expresion del gen de COX-2 por RT-PCR

Se extrajo el RNA total amibiano con TRIzol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones
de fabricante. RNA total (10 ng) se sometié a retrotranscripciéon usando 0.5 ug de
oligo (dT), 0.5 mM de dNTPs, 40 unidades de inhibidores de RNasa, 0.01 mM de
DTT y 200 U de enzima-MuLV RT plus (todos de Invitrogen). La reaccion se incubo
a 37° Cdurante 1 h.

El cDNA se us6 como molde para PCR usando primer's para COX-2: sentido
5 CTGTATCCCGCCCTGCTGGTG3 *, antisentido 5ACTTGCGTTGATGGTGGCTGTCTT-3 .
Los iniciadores de GADPH fueron utilizados como control de carga. Los productos de
PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa y se visualizaron por tincion

con bromuro de etidio.
SDS-PAGE y Western Blot .

Las proteinas del lisado se sometieron a SDS-PAGE 10%, posteriormente las
proteinas se electrotransfirieron a papel de nitrocelulosa y se bloquearon con leche al
5% en TBS Tween 20 al 0.05% (TBS-T) durante 1 h a temperatura ambiente y se
lavé 3 veces con TBS-T durante 10 min por lavado. Posteriormente, el papel de
nitrocelulosa se incubd toda la noche a 4° C en agitacion constante con los
anticuerpos primarios: anticuerpo policlonal anti-COX-2 humano (1:1000), anticuerpo
policlonal anti-ERK1 de raton (1:1000), anticuerpo monoclonal anti-pERK de raton

(1:100), anticuerpo policlonal anti-p38a de conejo (1:50), anticuerpo monoclonal anti-



p-p38 de raton (1:1000), anticuerpo monoclonal anti-JNK1 de ratén (1:1000) y
anticuerpo monoclonal anti-pJNK de ratén (1:1000), todos ellos adquiridos de Santa
Cruz Biotecnology, CA. Los anticuerpos se diluyeron en TBS-T leche al 5%;
posteriormente, se lavd el papel de nitrocelulosa 3 veces con TBS-T 10 min por
lavado. En seguida se incub6 con el anticuerpo secundario correspondiente (anti-IgG
de conejo 6 anti-IgG de ratén) acoplado a peroxidasa (1:1000) en TBS-T leche al 5%
durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacion constante. Finalmente, el papel de
nitrocelulosa se lavo 10 veces con TBS-T durante 10 min por lavado y se reveld por

quimioluminiscencia.
Ensayo de fosforilacion de MAPKSs.

Los trofozoitos estimulados con FN a los distintos intervalos de tiempo se trataron
durante 1 h previamente con o sin 0.01 mM de CigH13N7 (inhibidor de ERK) 6 SB
203580 (inhibidor de p38) 6 SP 600125 (inhibidor de JNK). La determinacion de los
niveles de pERK, pJNK y pp38 se realizo por analisis de Western Blot y microscopia
confocal utilizando anticuerpos especificos contra las formas fosforiladas de las

enzimas correspondientes (Santa Cruz Biotechnology, CA) como se describid antes.
Microscopia confocal.

Los ensayos de adhesion antes mencionados se realizaron sobre cubreobjetos; una
vez cubierto el tiempo de interaccién, los trofozoitos se fijaron con paraformaldehido
al 4% en PBS durante 1 h y posteriormente se lavaron con PBS. Los trofozoitos
fijados se permeabilizaron con Tritbn X 100 a 0.2% durante 15 min, posteriormente
se lavaron y bloquearon con suero fetal bovino al 10% durante 1 h a 37° C. Luego,
estos trofozoitos bloqueados se incubaron durante toda la noche a 4° C con un
anticuerpo policlonal de conejo anti COX-2, con un anticuerpo policlonal de conejo
anti-ERK1, un anticuerpo monoclonal de ratén anti-pERK, un anticuerpo policlonal de
conejo anti-p38, un anticuerpo monoclonal de raton anti-p-p38, un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-JNK1 y un anticuerpo monoclonal de ratén anti-pJNK (todos
utiizados en una dilucién 1:50). Se realizaron lavados y posteriormente los

trofozoitos se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes
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acoplados a distintos fluorocromos. Se realizaron lavados y los trofozoitos se
incubaron con faloidina rodaminada por 30 min a 37° C, y finalmente se realizaron
lavados con PBS. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con Vectashield

para el analisis por Microscopia Confocal (TSCNT Leica Kasertechnik GMB).
ELISA.

Se utilizé el kit PGE, EIA (Assay Desing, Inc. Cat.: 900-001) para detectar la
produccion de PGE; en el medio TYI-S-33 de acuerdo a las instrucciones de

fabricante.
Ensayo de actividad COX.

Los ensayos de actividad COX se realizaron en placas de 96 pozos en un volumen
final de 250 ul; formados por 50 ul de amortiguador Tris 100 mM y fenol 0.3 mM a
pH 7.3, 50 ul de soluciéon de hematina porcina 0.12 uM en amortiguador de fosfato de
sodio 100 mM a pH 7.5, 50 ul de la solucién de enzima COX de extractos totales de
E. histolytica obtenidos como se mencioné anteriormente, 50 ul de sustrato
quimiolumiscente (Assay Designs, Inc. Cat.: 907-003) a 4 °C y 50 ul de &cido
araquidénico (AA) 100 uM. La reaccion se ley6 inmediatamente después de agregar
el AA en un Fluoroskan Ascent FL Thermo Labsystems a tiempos de integracién de
30 ms y la sefial luminescente se midi6é en Unidades de Luz Relativa (ULR). En todos
los ensayos de actividad COX se prepard un blanco de reaccion, el cual consistié en
una mezcla de reaccién con todos los reactivos excepto el extracto total de E.

histolytica.
Analisis estadistico.

Los datos fueron capturados en el programa spss version 13 para Windows y
transferidos al paquete estadistico STATA version 9 .0 para su andlisis. Se empled la
prueba estadistica t-Student para la comparacion de las medias. Se consideré un

valor de p <0.05 como significativo.
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RESULTADOS
1. El proceso de adhesién induce la activacion de COX-2 y la produccion de
PGE; en trofozoitos de E. histolytica.

Estudios recientes han demostrado que E. histolytica expresa una enzima
COX-2 durante el desarrollo del absceso hepatico (22), sin embargo, se
desconoce el mecanismo de regulacion de dicha proteina en E. histolytica. Por
otra parte, trabajos previos han demostrado que la FN induce en E. histolytica
un complejo de sefalizacion similar al de eucariontes superiores (27-28). En
eucariontes superiores la FN regula la expresion de COX-2 (37). Por lo
anterior se decidi6é evaluar en los trofozoitos de E. histolytica el papel de la FN
en la expresion de la proteina COX-2 y en la produccién de la PGE,. Para ello
se realizaron ensayos de adhesion de trofozoitos a FN a diferentes tiempos.
Ensayos de Western blot mostraron un incremento de la proteina COX-2
dependiente del tiempo de adhesion, observandose un pico maximo de
induccion a las 4 h post-adhesion, el cual comenzé a disminuir a partir de las 8
h post-adhesion (Fig. 1A).

Réplica de estos ensayos fueron observados por microscopia confocal. Se
detectd que en los trofozoitos en suspension no todas las células expresan la
proteina tipo COX-2, sin embargo a las 4 h post-adhesion, la totalidad de los
trofozoitos presentd una sefal intensa de COX-2 la cual disminuy6 a las 8 h
post-adhesion (Fig. 1D). Para corroborar que la expresion era dependiente del
proceso de adhesién a FN, los ensayos de adhesién también se realizaron
sblo en sustrato inerte (vidrio), en el cual se detect6 que a 4 h también
incrementa la expresion de COX-2, y a 8 h post-adhesion la expresion
disminuye de forma similar a los resultados encontrados en los ensayos de
adhesion a FN (anexo 1). Lo anterior comprueba que la expresion de la
EhCOX-2 es regulada durante el proceso de adhesion de manera
independiente de sustrato. Ademas se observaron cambios en la localizacion
subcelular de la EhCOX-2. A las 4 h post-adhesion la EhCOX-2 tiene una

localizacion citoplasmatica mientras que a las 8 h post-adhesién ésta se
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encuentra localizada hacia la membrana plasmatica (Fig. 1D). Asi mismo se
realizaron ensayos de colocalizacibn con actina, utilizando faloidina
rodaminada, una droga que se une especificamente a la actina polimerizada.
Se encontré que a las 4 h de adhesion a la FN, la faloidina detectd una
estructuracion cortical de la actina, la cual no se encuentra asociada a la
EhCOX-2 en comparacién con tiempos prolongados de adhesion (8 h) donde
se observa una colocalizacion parcial de la enzima EhCOX-2 con la actina,
principalmente en la zona central de la mayoria de las células; sin embargo, la
mayor parte de la EnCOX-2 presente en las células a las 8 h post-adhesion
presentd una localizacion independiente de la actina localizada en la periferia
celular. Este experimento también se llevé a cabo adhiriendo los trofozoitos a
vidrio encontrando que la adhesion a un sustrato inerte también induce la
expresion de COX-2, aun cuando la estructuracion de actina es diferente

(Anexo I)

El andlisis de los trofozoitos en suspension mostré que la poca EnCOX-2 no
colocaliza con estructuras de actina (Fig.1 D, Anexo ). Estos resultados
sugieren que la expresion de la enzima EhCOX-2 es dependiente del proceso
de adhesién. Cabe mencionar que por lo general los trofozoitos en suspension
no presentan estructuracion de actina en comparacién con las células que se

encuentran adheridas a algun sustrato.

Enseguida se procedié a determinar los niveles de la PGE; para confirmar que
la adhesion a FN induce la expresion y la funcionalidad de la enzima EhCOX-
2; los ensayos se realizaron en presencia y ausencia de la FN. En la figura 2
se muestra un incremento de la produccién de la PGE; a partir de 4 h post-
adhesion. Este resultado sugiere que el incremento de la expresion de la
EhCOX-2 a las 4 h post-adhesion (Fig. 1A, 1D) es responsable de los niveles
de PGE; producidos a este tiempo de adhesion. Sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre la produccion de la PGE;

13



en los trofozoitos adheridos a la FN o al plastico lo cual sugiere que la FN no

es un factor determinante en la activacion de la EhCOX-2.

Fibronectina (100png/mL)
Tiempo (h) 0.5 4 8 12 M@+LPS

anti-COX-2 A
Wh:
anti-actina B
35
30
25

| - W actina
I I I I - - c
a.5 4 8 12

Tiempo de adhesion (h)

Figura 1. El proceso de adhesién induce la expresion de COX-2 en E. histolytica. Los
trofozoitos de E. histolytica cultivados axénicamente durante 48 h fueron adheridos a la FN
(100 pg/mL) y fueron lisados a los tiempos indicados. El extracto total se resolvié en SDS-
PAGE al 10% y posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en donde las
bandas fueron detectadas con anticuerpos anti-COX-2 (A) y anti-actina (B). (C), analisis
densitométrico. (D) Fotomicrografias de trofozoitos adheridos a la FN analizados mediante
microscopia confocal utilizando anti-COX-2 (panel izquierdo) y faloidina rodaminada (panel
central); Empalme de imagenes (panel derecho).
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Produccion de PGE2 en Entamoeba histolytica
durante el proceso de adhesion

250 Bl [ Plastico

. ] [ Fbronectina

PGEmpg/mL
5 8 8
|_,

0 0.5 1 4 8 12

Tiempo de adhesion (h)

Figura 2. Produccion de PGE, por trofozoitos de E. histolytica durante el proceso de
adhesion. Los trofozoitos se hicieron crecer axénicamente y se cosecharon durante la fase
exponencial. Posteriormente se colocaron en medio TYI-S-33 sin suero y se adhirieron a
fibronectina o a plastico a diferentes tiempos y finalmente se recolecté el medio para
determinar los niveles de PGE, por ELISA. Los resultados representan las medias de dos
experimentos independientes realizados por triplicado; p>0.05.

2. El proceso de adhesion de los trofozoitos de E. histolytica activa a las MAPKs
(ERK, JNK y p38).
En mamiferos la FN regula la expresion de la COX-2 (37) a través de la
activacion de las MAPKs: ERK, JNK y p38 (34). Por tal motivo se decidio
estudiar la via de las MAPKs en E. histolytica, en donde se ha identificado y
caracterizado una proteina de la familia de las MAPKs cuya homologia
estructural indica que pertenece a la familia de las ERKs (41). Mediante
ensayos de Western blot se determind la activacion de ERK durante la
adhesion de los trofozoitos a FN. Los resultados muestran que a las 4 h post-
adhesion a FN se presenta un maximo pico de activacion de ERK (Fig. 3A) la
cual comienza a disminuir a partir de las 8 h. Ademas, se exploré la activacion
de JNK usando un anticuerpo dirigido contra la forma fosforilada de JNK y
sorprendentemente al igual que ERK se detecto una sefial que incrementa a
las 4 h post-adhesion y disminuye a las 8 h (Fig. 3B). Sin embargo, no se logré

detectar la activacion de la MAPK p38 por este método.
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Figura 3. El proceso de adhesion induce la activacién de MAPKs ERK y JNK. Cultivos de
trofozoitos de E. histolytica crecidos durante 48 h fueron adheridos a FN (100 pg/mL) y fueron
lisados a los tiempos indicados. El extracto total se resolvio en SDS-PAGE al 10% y
posteriormente se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa en donde las bandas fueron
detectadas con anticuerpos anti-pERK (A), anti-pJNK (B) y (C) anti-actina. (D), Andlisis
densitométrico.

Los resultados de activacion de ERK fueron corroborados por microscopia
confocal en donde se observé una maxima sefial de fosforilacion de ERK a las
4 h post-adhesion la cual comenzé a disminuir a la 8h post-adhesion (Fig. 4A),
ademas fue posible observar un cambio en la localizacion subcelular de ERK
durante el proceso de adhesion. En trofozoitos en suspension ERK fosforilado
se encuentra bien localizada en forma de puntos en el citoplasma, mientras

que a las 4 y 8 h post-adhesion ERK fosforilado se encuentra principalmente
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en membrana citoplasmica (Fig. 4A) sobre todo a las 5 h post-adhesion (Fig.
4B). Dado que la estructuracion del citoesqueleto de actina es un fenédmeno
que también puede ser regulado por la via de las MAPKs (42-43), se analiz6 la
co-locolalizacion de las MAPKs con la actina polimerizada. En el panel
derecho de la figura 4 se puede observar la co-localizacion de estructuras de
actina con ERK no fosforilada tanto a 4 y 8 h post-adhesion, no obstante
PERK colocaliza discretamente con la actina a partir de las 4 h post-adhesion.
En comparacion, el analisis de adhesion por 5 h mostré un incremento en la

co-localizacion de ERK total y pERK con actina cortical (Fig. 4B).

Con la finalidad de explorar la activacion de JNK se realizaron analisis por
microscopia confocal, en los cuales se detectd un incremento en la forma
fosforilada de esta cinasa a las 4 h post-adhesién a FN comparado con células
en suspension o con las adheridas 8 h a FN (Fig. 5). Este hallazgo es
comparable a los niveles detectados por ensayos de Western blot (Fig. 3B). Asi
mismo los ensayos de co-localizacion de actina y de pJNK mostraron una
asociacion entre ambas proteinas a las 8 h post-adhesion, donde se muestra

que pJNK colocaliza principalmente con puntos de actina (Fig. 5).
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ERK1 pERK Actina Merge

Figura 4. El proceso de adhesion induce la activacién y translocacion de ERK.
Trofozoitos de 48 h de cultivo axénico fueron adheridos a FN durante los tiempos indicados,
en ausencia de suero. A y B, las células fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con anti-

ERK1 (verde), anti-pERK (azul) y faloidina rodaminada (rojo).
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pJNK Actina Merge

Figura 5. El proceso de adhesion induce la activacién y la translocacién de JNK.
Trofozoitos de 48 h de crecimiento axénico fueron adheridos a FN durante los tiempos
indicados en ausencia de suero. Las células fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con
anti-pJNK (azul) y faloidina rodaminada (rojo). (Aumento 1X).

La cinasa p38 no pudo ser detectada por western blot, sin embargo, mediante
microscopia confocal se observd la presencia de esta proteina y su localizacion
subcelular en su forma total y fostorilada. Similar a lo que ocurre con ERK y JNK, se
detecté un incremento en la sefial de p38 a las 4 h post-adhesién, ademas se
observo la translocacion de la enzima activa hacia el nucleo a partir de las 4 h post
adhesion (Fig. 6). A las 8 h post-adhesion p38 se relocaliza hacia el citoplasma. En el
ensayo de colocalizacion se muestra que a las 8 h post-adhesion p38a colocaliza
preferentemente con puntos de actina sugiriendo una participacion importante para
esta cinasa durante el proceso de estructuracion de actina y probablemente en el
proceso de adhesion (Fig. 6).
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p38a p-p38 Actina Merge

Figura 6. El proceso de adhesiéon induce la activacién y la translocacién de p38.
Trofozoitos de 48 h de cultivo axénico fueron adheridos a FN durante los tiempos indicados en
ausencia de suero. Las células fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con ati-p38a (verde),
anti-p-p38 (azul) y faloidina rodaminada (rojo). (Aumento 1X).

En resumen, se detecté un incremento en la activacion de las MAPKs durante el
proceso de adhesion de manera independiente de sustrato (anexo I, 11l y IV) de
E. histolytica, asi mismo se observo una relocalizacidén subcelular de esta familia
de cinasas (ERK, JNK y p38) lo cual podria estar regulando la funcion de estas

enzimas como ocurre en otros eucariontes.
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3. LA INHIBICION FARMACOLOGICA DE LAS MAPKs NO AFECTA LA
ACTIVIDAD COX NI LA PRODUCCION DE PGE; EN E. histolytica DURANTE
EL PROCESO DE ADHESION.

Con base en los resultados obtenidos anteriormente, es posible sugerir la
participacion de las MAPKs en la regulacion de EhCOX-2. Para corroborar o
descartar la participacion de estas cinasas en el proceso de induccion de la
EhCOX-2, se realizaron ensayos de adhesion a plastico o FN usando inhibidores
farmacoldgicos de ERK (Ci9H13N7), JNK (SP 600125) y de p38 (SB 203580).
Mediante ensayos de inmunoprecipitacion de ERK, en la figura 7B se muestra el
efecto inhibidor de C19H13N7 sobre la actividad de esta cinasa tanto en trofozoitos
adheridos a FN o a plastico. Mediante microscopia confocal se logré detectar la
inhibicion de la fosforilacion de ERK usando el inhibidor Ci9H13N;, en donde
también se muestra que la expresion de EhCOX-2 no se afecta al inhibir la
fosforilacion de ERK (Fig. 7C).

De manera similar, mediante microscopia confocal se logré determinar que JNK 'y
p38 son inhibidas de forma eficiente mediante el uso de los inhibidores
especificos SP 600125 y SB 203580, respectivamente (Figs. 8A y 8B). Sin
embargo, la expresiéon de EnCOX-2 no parece ser afectada al inhibir la activacion
de estas MAP cinasas.

La confirmacion de que la activacion de COX-2 procede en forma independiente a
la activacion de las MAPKs, se realizd utlizando un kit comercial
(Chemiluminiscent COX activity kit, Assay desing) para la determinacion de
actividad de COX. En la figura 9 se muestra el gréfico de la actividad de esta
enzima en extractos de trofozoitos adheridos a plastico o FN bajo la influencia de
los inhibidores de las MAPKs. Los resultados indican que no hay diferencias
significativas (p>0.05) en la actividad COX de trofozoitos adheridos a FN o

plastico con o sin inhibidores.
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Figura 7. Efecto de CygHi3N; en la activacién de ERK y en la expresion de EnCOX-2. A) Los
trofozoitos de E. histolytica cultivados axénicamente durante 48 h, se pretrataron con CygHi3N;
(0.01 mM) y posteriormente se adhirieron a FN (100 pg/mL) o a plastico y se lisaron 4 h post-
adhesion. El extracto total fue sometido a inmunoprecipitacion con anti-ERK (A), posteriormente se
resolvié en SDS-PAGE al 10% y se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa en donde las bandas
fueron detectadas con un anticuerpo anti-pERK (B). C, fotomicrografia de trofozoitos adheridos a
FN durante 4 h con o sin CygH;3N7; que posteriormente fueron fijados, permeabilizados y analizados
por microscopia confocal con anticuerpo anti-pERK (verde), anti-COX-2 (azul) y faloidina
rodaminada (rojo).
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Figura 8. Efecto de SP 600125 y SB 203580 en la activacion de JNK y p38, y el impacto en la
expresion de EhCOX-2. A) Los trofozoitos de E. histolytica cultivados axénicamente durante 48 h, se
pretrataron con los inhibidores SP 600125 y SB 203580 (0.01 mM) y posteriormente se adhirieron a FN
(100 pg/mL) por 4 h. (A) fotomicrografia de trofozoitos adheridos a FN durante 4 h con o sin SP 600125
que posteriormente fueron fijados, permeabilizados y analizados por microscopia confocal con anticuerpo
anti-pJNK (verde), anti-COX-2 (azul) y faloidina rodaminada (rojo).(B) Fotomicrografia de trofozoitos
adheridos a FN durante 4 h con o sin SB 203580 que posteriormente fueron fijados, permeabilizados y
analizados por microscopia confocal con anticuerpo anti-pp38(verde), anti-COX-2 (azul) y faloidina
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rodaminada (rojo). fueron fijados, permeabilizados y analizados por microscopia confocal con anticuerpo
anti-pJNK (verde), anti-COX-2 (azul) y faloidina rodaminada (rojo).(B) Fotomicrografia de trofozoitos
adheridos a FN durante 4 h con o sin SB 203580 que posteriormente fueron fijados, permeabilizados y
analizados por microscopia confocal con anticuerpo anti-pp38(verde), anti-COX-2 (azul) y faloidina
rodaminada (rojo).

Influencia de los inhibidores de MAPKs en la actividad COX
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Figura 9. Influencia de los inhibidores de MAPKs en la actividad COX en trofozoitos de E.
histolytica durante el proceso de adhesion. Los trofozoitos de E. histolytica pretratados o no
con los inhibidores de las MAPKs; ERK, JNK y p38 (C;gH;13N; SP600125 y SB 203580) fueron
adheridos a plastico o FN durante 4 h; posteriormente los trofozoitos adheridos fueron lisados y el
extracto total fue utilizado para determinar actividad COX utilizando el kit Chemiluminiscent COX
activity de acuerdo a las instrucciones de fabricante.

En resumen se determind que las MAPKs no participan en la regulacién de EnCOX-2
ni en la produccion de PGE; (anexo V) o probablemente no sean las Unicas enzimas
involucradas en la regulaciéon de COX-2 en trofozoitos de E. histolytica durante el

proceso de adhesion.
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DISCUSION

En el presente trabajo se evalud el efecto de la FN sobre la expresion de COX-2 y la
produccion de PGE; a través de la activacion de la via de las MAPKs en trofozoitos

de E. histolytica.

El proceso de invasion de E. histolytica hacia la mucosa u otros tejidos es facilitada
por varios factores, uno de ellos es la capacidad que el parasito posee de adherirse a
proteinas de la matriz extracelular. Se ha demostrado que E. histolytica posee
receptores tipo integrinas mediante los cuales puede adherirse a proteinas como
coldgeno o FN (25-26). Ademas se ha descrito que la interaccién trofozoito-FN
induce en el paréasito vias de sefializacion similares a las que la FN activa en células
de eucariontes superiores (28) en donde es capaz de regular la sobre expresion de
COX-2 y la producciéon de PGE; (37).

Ademas del proceso de adhesion, la modulacion de la respuesta inmune mediada
por el parasito juega un papel critico en determinar el resultado de la infeccion (3-7).
Estudios recientes han descrito que una de las moléculas claves capaces de modular
la respuesta inmune durante la amibiasis es la PGE; (12-13). Este mediador lipidico
es producido en condiciones fisiolégicas en las células del hospedero por la accion
de las enzimas COX. Sin embargo, durante la amibiasis se incrementa la expresion
de COX-2 y la produccion de PGE; en las células del hospedero debido a la
presencia de antigenos amibianos (9,18). Ademéas se ha caracterizado que los
trofozoitos de E. histolytica son capaces de producir PGE; (8,13). Una de las
proteinas involucradas en la produccion de PGE; posee una estructura muy diferente
a la estructura tipica de otras COX descritas (8). Sin embargo, durante el desarrollo
del absceso hepatico en hamster también se ha demostrado que los trofozoitos de E.
histolytica son capaces de producir una proteina que es reconocida por anticuerpos
policlonales anti-COX-2 y un RNAm codificante para la misma (22). Lo anterior
sugiere que al igual que como en eucariontes superiores, en E. histolytica se produce
una enzima COX-2 y que ésta puede ser regulada durante el desarrollo de la

infeccidn por E. histolytica.
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En este trabajo se determiné una proteina que es reconocida por un anticuerpo
policlonal anti-COX-2 de manera similar a lo reportado por Gutiérrez y col., (2006).
Ademas se detectdé que esta proteina al igual que la COX-2 de organismos
eucariontes superiores puede ser regulada. Sin embargo, se establecié que la
modulacién de EhCOX-2 no es regulada de forma especifica por FN como se ha
reportado en células de eucariontes superiores (37) sino que la enzima responde al
proceso de adhesion, independiente del sustrato (anexo |). Ademas se determind
que no existen diferencias significativas (p>0.05) en la produccién de PGE; en
trofozoitos adheridos a FN o a plastico. Lo anterior podria sugerir que al igual que
como ocurre en otros tipos celulares los propios metabolitos de prostaglandinas
podrian estar regulando por retroalimentacion positiva la expresion de COX-2 y la
produccion de PGE; (39-40).

En E. histolytica se ha reportado la fosforilacion de homdélogos de ERK e incremento
en la actividad transcripcional 1 h post-adhesion a colageno tipo | (44-45). En
concordancia con lo anterior, en este trabajo se detectd que la fosforilacion de ERK
ocurre a 4 h post-adhesion tanto a plastico como a FN (Fig. 7A). Ademas en los
ensayos de colocalizacién de ERK con actina polimerizada mostramos que a 5 h
post-adhesion (Fig. 4B) ocurre un maximo nivel de colocalizacion lo cual podria estar
indicando que ERK puede regular la adhesion a través del citoesqueleto de actina

como se ha reportado en otros tipos de células (42-43).

A la fecha no se han descrito otras MAPKs ademas de ERK en E. histolytica. Sin
embargo, en este trabajo se logr6 detectar una sefial positiva tanto por Western blot,
asi como por microscopia confocal de la forma fosforilada de JNK. Mostrando una
cinética de activacion similar a la de ERK. Los ensayos de colocalizacion de pJNK
con actina polimerizada sugieren que JNK podria estar regulando la adhesion a
través del citoesqueleto de actina como ocurre en células de embriones de Drosphila
melanogaster en donde JNK regula la dinamica del citoesqueleto de actina, la

formacion de lamelopodios y la generacion de protrusiones de actina (46-48).

De igual manera la cinasa p38 es un miembro mas de la familia de las MAPKs que

no ha sido reportado en E. histolytica. Sin embargo, en este trabajo se detect6
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mediante microscopia confocal una sefial positiva para la isoforma p38a y las
isoformas fosforiladas de p38. La cinética de activacion de esta cinasa mostro
similitudes con JNK. No obstante, se detecté que esta cinasa se transloca del
citoplasma hacia el nucleo en células adheridas a FN. Estos datos son consistentes
con lo reportado en las lineas celulares HeLa y COS-1 (49-50). La translocacién de
p38 del citoplasma hacia el nucleo sugiere que esta cinasa podria estar regulando la
expresion de genes tal como ocurre en eucariontes superiores donde p38 es
responsable de regular la expresion de citocinas, de factores de transcripcion, de
receptores de membrana y de proteinas que regulan la vida media de RNAm, entre
ellos el RNAmM de la COX-2 (51-53). Ademas en los ensayos de colocalizacion se
detectd co-localizacion con actina polimerizada lo cual sugiere que p38 podria estar
participando en la regulacion del remodelamiento del citoesqueleto de forma similar
como ha sido reportado en células de eucariontes superiores (54)

El uso de inhibidores farmacoldgicos de las MAPKs se ha empleado de forma exitosa
en diversos estudios de sefializacibn que han demostrado la participacion de las
MAPKs en la regulacion de la COX-2 (34). En este trabajo se utilizaron los
inhibidores de ERK, JNK y p38 y se demostré que los inhibidores no afectan la
actividad de la COX en trofozoitos de E. histolytica durante el proceso de adhesion ni
la produccion de la PGE,. Lo anterior sugiere que las MAPKs no regulan en su
totalidad la expresion de EhCOX-2 o que existen vias de sefalizacion alternas que
podria compensar la regulacion de la EhCOX-2 cuando las MAPKs son inhibidas
como se ha descrito para eucariontes superiores donde se ha determinado que
existen otras vias como c-Src, PI3K y PKC que participan en el complejo mecanismo
de regulacion de la COX-2 (34).

En resumen, en este trabajo se determind que la expresion de la EhCOX-2, la
produccion de PGE; y la activacion de la via de sefalizacion de las MAPKs, son
fendmenos regulados durante el proceso de adhesién de E. histolytica en forma
independiente al sustrato utilizado. Esta investigacion propone que la produccion de
la PGE, producida por la EnCOX-2 podria estar participando de manera importante

en el proceso de adhesion, en conjunto con la activacion de ERK, JNK y p38.
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Ademas que la via de las MAPKs no esté regulando a la EnCOX-2 o que existen vias
de sefializacién que compensan la regulacién de la EnCOX-2 cuando las MAPKs no

son funcionales.

El poder comprender las vias de sefializacion en la regulacién de la EhCOX-2 puede
contribuir al disefio de farmacos que podrian evitar la invasion por E. histolytica y/o
evitar el estado de inmunosupresion provocado durante la infeccion amibiana
ademas de contrarrestar los sintomas patofisiolégicos producidos por el incremento

de la PGE, durante la amibiasis.
CONCLUSIONES

El proceso de adhesion de E. histolytica es un evento critico que determina la
patologia de la amibiasis. En el presente trabajo se logré determinar que durante el
proceso de adhesion de los trofozoitos de E. histolytica, independientemente del

sustrato, ocurre una modulacién a varios niveles como son:
a. La expresion de la EhnCOX-2 y la produccion de PGE,,
b. La activacion de la via de las MAPKSs.

Lo anterior podria sugerir que la PGE; y las MAPKs pueden estar participando en la

regulacion del proceso adhesivo del parasito tal como ocurre en otros organismos.
PERSPECTIVAS

Investigar el papel preciso de la PGE; y de la via de las MAPKs durante el proceso
de adhesidn de E. histolytica, asi como identificar la ruta de sefalizacion que modula

la EnCOX-2 podria ofrecer blancos terapéuticos contra la amibiasis.
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ANEXO I.

Expresion de COX-2 en trofozoitos de Entamoeba histolytica adheridos a vidrio.

COX-2 Actina Merge

El proceso de adhesion induce la expresion de COX-2. Trofozoitos de 48 h de cultivo axénico
fueron adheridos a vidrio durante los tiempos indicados, en ausencia de suero. Las células fueron
fijadas, permeabilizadas y teflidas con anti-COX-2 (azul) y faloidina rodaminada (rojo).
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Anexo Il

Activacion de ERK en trofozoitos de Entamoeba histolytica adheridos a vidrio

ERK1 pERK Actina Merge

El proceso de adhesién induce la activacion y translocacion de ERK. Trofozoitos de 48 h de
cultivo axénico fueron adheridos a vidrio durante los tiempos indicados, en ausencia de suero. Las
células fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con anti-ERK1 (verde), anti-pERK (azul) y faloidina
rodaminada (rojo). (Aumento 2X)
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Anexo [l

Activacion de JNK en trofozoitos de Entamoeba histolytica adheridos a vidrio

pJNK Actina Merge

El proceso de adhesién induce la activaciéon y la translocacién de JNK. Trofozoitos de 48 h de
crecimiento axénico fueron adheridos a vidrio durante los tiempos indicados en ausencia de suero.
Las células fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con anti-pJNK (verde) y faloidina rodaminada
(rojo). (Aumento 2X)
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Anexo IV

Activacion de p38 en trofozoitos de Entamoeba histolytica adheridos a vidrio

P38a p-p38 Actina Merge

El proceso de adhesién induce la activacion y la translocacién de p38. Trofozoitos de 48 h de
cultivo axénico fueron adheridos a vidrio durante los tiempos indicados en ausencia de suero. Las
células fueron fijadas, permeabilizadas y tefiidas con anti-p38a (azul), anti-p-p38 (verde) y faloidina
rodaminada (rojo).
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Anexo V

Efecto de los inhibidores farmacoldgicos de MAPKs en la produccién de PGE; en
trofozoitos de Entamoeba histolytica durante el proceso de adhesion

Influencia de inhibidores de MAPKs en la produccion de PGE;

300

N

a1

o
|
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o
o

@ Plastico

0 Fibronectina

PGE2 pg/mL
[
a1
o

=
o
o

a1
o

Ctl C19H13N7 SP600125 SB 203580

Influencia de los inhibidores CigHi3N; (inhidor de ERK), SP600125 (inhibidore de JNK) y
SB203580 (inhibidor de p38) en la produccién de PGE; en E. histolytica durante la adhesion a
fibronectina o plastico. Trofozoitos de E. histolyica se hicieron crecer axénicamente en medio TYI-S-
33 y se cosecharon en la fase exponencial de crecimiento. Posteriormente los trofozoitos fueron
lavados y colocados en medio sin suero en presencia o ausencia de cada uno de los inhibidores
especificos y se realizaron ensayos de adhesiéon a plastico o fibronectina durante 4 h. El medio
utilizado en los ensayos de adhesién fue colectado para medir la produccion de PGE, mediante
ensayo de ELISA.
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