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RESUMEN

La ciclosporina A (CsA) inhibe la proliferacion in vitro de trofozoitos de Entamoeba histolytica
por una via independiente de las glicoproterinas P (Pgp). En este trabajo se exploré la via de la
calcineurina (CN), otra via de accion descrita para esta droga en parasitos. La CsA suprime al
sistema inmune inhibiendo la proliferacion de los linfocitos T mediante la formacién de complejos
proteicos, CsA-Ciclofilina (CsA-CyP), los cuales afectan la actividad de la CN. La incapacidad de
CN para defosforilar impide la accién de factores de transcripcion como el “NF-AT” (Factor
Nuclear de células T Activadas), que regula la expresién de genes involucrados en la replicacion
celular como el de IL-2. Con tal fin, se identificé actividad de fosfatasas totales y de CN en
extracto amibiano clarificado mediante el uso de dos ensayos colorimétricos que emplean
diferentes sustratos. En el primero de ellos, se identificé actividad de fosfatasas totales con el
sustrato p-nitro-fenil-fosfato (pNPP). En el segundo ensayo, se determino la actividad
correspondiente a los diferentes tipos de fosfatasas mediante el uso de inhibidores (Acido okadaico
y EGTA) y estimuladores particulares de la CN (calmodulina y Ca®"), empleando como sustrato el
fosfo-péptido RII. La actividad de CN en amiba correspondié al 40 % de la actividad total
liberando 0.99 nmol de fosfato. Esta actividad fue marcadamente inhibida por la CsA y FK506
(Tacrolimus) de una forma dosis-dependiente, mientras que el anilogo de CsA, PSC-833 (no
inmunosupresor) no mostré efecto alguno. Adicionalmente, se identificé en la base de datos del
genoma de la amiba (The Institute Genome Reserarch; TIGR) el gen de la subunidad catalitica A
(CNA) de la CN por homologia con la secuencia de CNA de Schistosoma mansoni. Estos
resultados sugieren que la CsA inhibe la proliferacion in vitro a través del bloqueo de su CN.

Por otro lado, estudios previos de nuestro grupo de investigacién encontraron que la
administracién de CsA a hamsteres protege contra el desarrollo del absceso hepético amibiano
(AHA). Sin embargo, se desconoce si esta proteccion se debe al efecto citotoxico del farmaco
sobre los parasitos, a la inhibici6n de la respuesta inmune celular 6 a ambos. Con la finalidad de
evaluar la participacién de la respuesta inmune celular en la patologia, en el presente trabajo se
analiz6 el efecto sobre el AHA de inmunosupresores que mostraron poca o ninguna citotoxicidad
sobre la proliferacion de los trofozoitos de E. histolytica. Aunque Rapamicina y FK506 cumplieron
con esta condicién, solo FK506 inmunosuprimi6 a los hamsteres. Este firmaco causo una
disminucion del 80 % del AHA en los animales tratados con una dosis diaria de 2mg/kg de peso.
Los higados de estos animales mostraron multiples micro-abscesos en un solo I6bulo que bajo el
microscopio revelé gran cantidad de trofozoitos concentrados en cimulos, con escaso infiltrado

inflamatorio y dafio tisular. En contraste los higados de los hamsteres no tratados presentaron



hepatomegalia con destruccion en practicamente todo el higado, pérdida de la estructura del tejido,
lisis celular extensa e infiltrado inflamatorio, principalmente de polimorfonucleares y células
mononucleares.

La disminucion en la extension y severidad del AHA en hdmsteres por efecto de FK506, el cual no
afecta la proliferacién amibiana in vitro, sugiere que la respuesta inmune celular es responsable en

gran medida, de la destruccion del tejido hepatico en este modelo experimental.



I. INTRODUCCION

El parasitismo es una asociacién antagoénica e inestable entre dos especies distintas, de los
cuales el parasito, vive de modo temporal o permanente en otro ser, el huésped,
alimentandose a sus expensas y causandole un dafio de moderado a fatal. El parasito
depende metabdlica y evolutivamente del huésped, estableciendo contacto e intercambio
macromolecular, con lo cual de forma potencial ocasiona acciones patégenas o
modificaciones del equilibrio homeostatico del huésped y de la respuesta de su sistema
inmunolégico.

Los parésitos presentan una historia de vida fascinante, teniendo en cuenta su tremenda
variabilidad, su tamafio; desde organismos macroscdpicos hasta microscopicos, su
localizacion en el hospedero, el desarrollo en 6rganos diversos, las multiples formas de
reproduccién y las variadas migraciones intra y extra-orgdnicas a las que se ven sometidos
con el tnico fin de mantener la especie. Esta variabilidad en sus ciclos de vida es el

resultado de una adaptacién genotipica y fenotipica.

1. Amibiasis y el parasito
La amibiasis se define como la infeccion del tracto gastrointestinal humano causada por el
parasito protozoario Entamoeba histolytica, que algunas veces es capaz de invadir la

mucosa intestinal y en algunos casos llegar a diseminarse a otros 6rganos, principalmente el
higado (OMS, 1997).

Existen algunas personas infectadas con E. histolytica que nunca desarrollan sintomas; esto
fue interpretado por los investigadores de principios del siglo pasado como un indicio de
que el parasito tenia una virulencia variable. En 1925 Emile Brumpt sugiri6 la existencia de
dos especies E. histolytica y Entamoeba dispar; siendo la primera la tinica capaz de causar
enfermedad. Sin embargo, esta hipétesis fue rechazada por otros investigadores. Durante la
década de los 70" mediante estudios de zimodemos se generaron observaciones que dieron

apoyo a la hipétesis de Brumpt. Después de este tiempo, se continuaron acumulando



evidencias bioquimicas, inmunologicas, y genéticas y no fue sino hasta 1993 que se publico
una redescripcion formal de E. histolytica separandola de E. dispar (OPS, 1997).

E. histolytica puede causar la lesiones a nivel intestinal y extra intestinal, contrariamente a
E. dispar que vive como comensal en el intestino. La confirmacion de la existencia de estas

dos especies es probablemente el mayor logro en el campo de la investigacion de la

amibiasis.

1.2 Ciclo de vida

E. histolytica presenta dos fases: 1) El quiste o fase infectiva, el cual es tetranucleado
y mide 10-15 um de diametro rodeado de una pared de quitina (Fig.1), y 2) El trofozoito o
fase invasora, que es uninucleado y mide 8-40 pum (Fig.2).

Fig.1 Quiste maduro de E. histolytica Fig.2 Trofozoito de E. histolytica
tefiido con yodo. Se observan en contraste de fases.
claramente los 4 nicleos.



Fig. 3 Ciclo de vida de Entamoeba histolytica tomado de la seccion de Amibiasis del CDC,
Atlanta 1999.

La infeccion comienza con la ingestién de agua o comida contaminada con quistes maduros
provenientes de materia fecal de humano. Gracias a su cubierta de quitina, los quistes
ingeridos son capaces de resistir el efecto de los jugos gastricos hasta alcanzar la parte baja
del intestino delgado donde ocurre el desenquistamiento, liberando una amiba tetranucleada
que duplica sus nicleos, seguida de divisiones citoplasmaticas que resultan en la formacion
de 8 pequeiias amebas 1lamadas amébulas metaquisticas. Estas amébulas migran al intestino
grueso en donde se transforman en trofozoitos maduros que se adhieren a la mucosa
intestinal y la colonizan. Alli, los trofozoitos se alimentan de bacterias y restos celulares, se
reproducen por fision binaria y a diferencia de E. dispar que vive como comensal, E.
histolytica penetra la mucosa causando lesiones de diferente magnitud que en contadas
ocasiones llevan a la migracion de los trofozoitos a otros érganos, principalmente el higado.
En cualquier caso, los trofozoitos que alcanzan la parte baja del colon se enquistan,
completando el ciclo de vida cuando éstos son excretados en la materia fecal al ambiente
(OMS, 1997).



1.3 Epidemiologia

La amibiasis es un enfermedad cosmopolita, considerada como uno de los “sindromes de la
pobreza” ya que prevalece en areas con condiciones higiénicas deficientes, donde el
hacinamiento, la deposicion inadecuada de excretas y la contaminacion del agua favorece
su transmision (OMS, 1997). E. histolytica infecta a mas de 500 millones de personas en
todo el mundo y es responsable de 100 mil muertes por afio (Walsh, 1986; Zambrano y
cols., 2002). Estos datos epidemioldgicos colocan a la amibiasis como la tercera causa de
mortalidad por parasitos, sélo detras de la malaria y la esquistosomiasis (Walsh, 1986).

La incidencia de la infeccion amibiana depende de habitos culturales, edad, nivel de
saneamiento, hacinamiento y condicién socioeconéomica (Ravdin, 1995). La amibiasis
invasora puede presentar una incidencia tan alta como el 50 % en ciertas areas de paises en
desarrollo; las tasas mas altas ocurren en Asia, Africa y América. La determinacion de
anticuerpos anti-E. histolytica indica que en Asia, Indonesia presenta una incidencia del 34
% en areas rurales. Mientras que en Africa, Tanzania presenta valores de 57 %, ambos
detectados por hemaglutinacion indirecta (IHA) (Krestchmer, 1990). En América,
Nicaragua presenta una incidencia de 23 %, detectada también por IHA (Téllez y cols.,
1997). En el caso particular de México, esta incidencia incremento de 5.9 % a 9 % entre
1974 y 1994, determinado por IHA (Gutiérrez y cols., 1976; Caballero y cols., 1994). Estos
reportes indican un incremento en la incidencia de anticuerpos anti-amiba en los ltimos
afios. Sin embargo, los estudios realizados sobre la incidencia del absceso hepatico
amibiano en México revelan el efecto contrario, ya esta incidencia en adultos mayores
disminuyo de 2.0 % a 0.2 % entre 1975 y 1977; y en casos infantiles de 26.9 % a 1.1 %
entre 1976 y 1985 (Gonzalez y Gutierrez, 1986). En contraste, la Secretaria de Salud del
estado de Guadalajara posteriormente reporté que la incidencia del absceso hepatico
amibiano incrementé de 0.2 % a 9.2 % entre 1993 y 2000 (SSA, 2000), lo que sugiere que
la incidencia de la amibiasis extra-intestinal en México podria estar en aumento, al igual
que a nivel mundial (Haffar y col., 1982).

México es uno de los paises mas afectados por la amibiasis a nivel mundial. Se estima que
del 20 % de la poblacién que est4 infectada, el 8 % ha sufrido al menos un episodio invasor,

lo que resulta en la muerte de 10 a 30 mil personas anualmente (Conde-Bonfil y Dela



Mora-Zerpa, 1992), ubicando a la amibiasis entre las primeras causas de morbilidad y

mortalidad por parasitos en nuestro pais.

1.4 Patologia

En la amibiasis intestinal los cambios patolégicos de la mucosa pueden ser inicialmente
inespecificos seguidos por la formacion de tlceras. En casos severos, las tlceras pueden dar
lugar al desarrollo de un megacolon téxico. La infeccion intestinal se puede complicar por
la diseminacién de los trofozoitos al higado a través de la vena porta, o por la perforacion
de la pared intestinal resultando en una peritonitis o la formacion de una fistula (Joyce y
cols, 1988).

E. histolytica debe su nombre a su efecto citolitico sobre los tejidos. Para esto es esencial
que los trofozoitos se adhieran a las células epiteliales y a algunas células inflamatorias de
la respuesta inmune mediante moléculas de superficie con funcion de adhesinas, como la
lectina de 260 kDa con afinidad a galactosa (Gal-lectin) (Pettri y cols., 1989). La lisis de las
células blanco puede producirse mediante una citolisis directa, que es dependiente del
contacto y mediada por amibaporo, proteasas y fosfolipasas amibianas; o por otra indirecta
en la que intervienen citocinas y productos proteoliticos resultantes de la lisis de leucocitos
por las amibas. Asi, los leucocitos polimorfonucleares (PMNs) que constituyen la respuesta
inicial del huésped a los trofozoitos de E. histolytica, pueden ser destruidos por ésta
permitiendo a los productos de la lisis aumentar el dafio a los tejidos (Said-Ferandez,
1990).

Las dos formas de amibiasis que han sido reconocidas por los médicos son: a) La amibiasis
luminal o intestinal con ligero dolor abdominal y diarrea leve, y b) La amibiasis invasora en
la cual los trofozoitos invaden la mucosa intestinal produciendo disenteria, moco y sangre
en la materia fecal, fiebre, tenesmo, dolor abdominal intenso y ameboma o apendicitis en
adultos. Estos tltimos son signos de invasion tisular por migracion de los trofozoitos a
través del torrente sanguineo hacia 6rganos extra-intestinales como pulmén, cerebro e
higado (Martinez-Palomo, 1987).
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1.5 Amibiasis intestinal

En la mayoria de los casos la infeccion con E. histolytica esta confinada al lumen intestinal;
sin embargo, en aproximadamente el 10 % de los casos resulta en la invasion de la mucosa
intestinal y s6lo una parte de éstos se complica cuando los trofozoitos se diseminan por la
perforacion de las paredes intestinales a la cavidad peritoneal resultando en una peritonitis
asociada a una fistula (Ravdin, 1988). Se estima que en 1 de cada 10 (1% de todos los
infectados con E. histolytica) los trofozoitos migran al higado via el sistema porta, dando
lugar a la formacion de un absceso hepatico.

La invasién de la mucosa por trofozoitos conlleva a disenteria amibiana, que se caracteriza
por la formacion de ulceras, frecuentemente en forma de cuello de botella, acompafiadas de
hemorragias, fiebre y dolor abdominal agudo; estas tlceras pueden profundizarse y
extenderse lateralmente bajo la mucosa aparentemente normal. Los trofozoitos se observan
en la periferia de las dreas necréticas y muy pocas veces se ven neutréfilos o eosinéfilos en
estas lesiones. En los casos severos de amibiasis intestinal usualmente se observa una

respuesta inflamatoria aguda, la cual podria estar asociada al dafio del tejido (Ravdin, 1995)

1.6 Absceso Hepatico Amibiano (AHA)

La infeccion hepatica amibiana resulta de la migracion de trofozoitos desde el intestino a
través de la vena porta hasta el higado. En el absceso, el parénquima hepético es
completamente substituido por restos necréticos de hepatocitos con escasos trofozoitos y
células inflamatorias (OMS,1997). En casos extremos, la formacion de un AHA de grandes
dimensiones puede llegar a perforar la cavidad peritoneal, pericardica y pleural. Cuando se
perfora el diafragma, la infeccién amibiana invade y da lugar a la formacion de abscesos en
pulmones, e incluso en algunos casos, esta diseminacion puede llegar a lugares tan distantes
como el cerebro (Ravdin, 1995).

Desde que E. histolytica fue reconocida como el agente causal de la amibiasis intestinal y
del absceso hepatico amibiano en humanos, se ha intentado reproducir la enfermedad en el
laboratorio en diferentes modelos experimentales. Se han utilizado muchas especies de
animales, pero no se ha logrado establecer la infeccion de una manera natural, como lo
seria, la administracion oral de quistes infectivos, ya que se desconocen los procesos de

enquistamiento. El uso de cultivos de E. histolytica es la tnica posibilidad de infectar a los



animales de manera directa, mediante la inoculacion intra-hepatica o intra-portal de
trofozoitos. En 1951, Reinerston y Thompson fueron los primeros en utilizar hamsteres
como modelo experimental para reproducir la amibiasis hepdtica. En sus primeros
experimentos utilizando cultivos monoxénicos demostraron que estos animales son
altamente susceptibles al desarrollo del AHA. Mas tarde, junto con el desarrollo de cultivos
axénicos se realizaron estudios basados en la inoculacion intra-peritoneal, intra-hepética e
intra-orbital de amibas en hamsteres (Meerovitch y Chadee, 1988). Como en el caso de los
cultivos monoxénicos, la inoculacién intra-hepatica resulto en el desarrollo de multiples
abscesos en el higado; la inoculacién intra-peritoneal di6 origen a abscesos mesentéricos y
la via intra-6rbital origin6 abscesos en cerebro y en higado en algunos animales.

Tanimoto y cols, (1971) demostraron que la inoculacién intra-portal en hamsteres con
trofozoitos axénicos produce lesiones caracterizadas por necrosis y reaccion inflamatoria en
el 80 % de la superficie del higado, producto de la formacion de abscesos amibianos. El
analisis microscépico mostr6 un infiltrado celular agudo de PMNs alrededor de la amiba
durante las primeras 12 horas post-inoculacién; mas tarde, los PMNs lisados se observaron
alrededor de las lesiones con cambios necréticos y degenerativos en los hepatocitos
cercanos a las lesiones. El contacto directo de los trofozoitos con los hepatocitos es poco
comun, por lo que se ha sugerido que la destruccion de los hepatocitos es ocasionada por
los productos liticos de los polimorfonucleares y macréfagos lisados por los trofozoitos. En
fases tardias, ocurre un incremento en la necrosis del tejido hepético, en donde los
macr6fagos y células epiteliales son sustituidas por trofozoitos (Tsutsumi y cols., 1984). La
infeccion experimental en el hamster ha sido de invaluable ayuda en el estudio de la
virulencia de diferentes aislados de amibas, la patogénesis, la inmunologia y la biologia de

la amibiasis invasora.

2. Respuesta Inmune en la amibiasis.

La infeccién por el protozoario E. histolytica induce respuesta inmunolégica celular y
humoral; sin embargo, el papel de estas en el control de la infeccion no esta bien definido
(Salata y Ravdin, 1986).

Se ha demostrado que en individuos recuperados de un absceso hepatico amibiano se

produce cierto grado de inmunidad. En la ciudad de México durante un estudio de



seguimiento por 5 afios, de 1021 individuos recuperados de AHA sé6lo se observd 5
recurrencias (DeLeon, 1970). En un drea altamente endémica en la India, la presencia de
anticuerpos secretores anti-amibianos estuvo asociada con una menor frecuencia de
infeccion (Choudhuri y cols., 1991). Sin embargo, puede darse la recurrencia de una
infeccion asintomdtica con E. histolytica o con E. dispar cuando el titulo de anticuerpos
desaparece (Choudhuri y cols., 1991).

Entre los antigenos de la amiba altamente reconocidos durante el AHA se encuentran tres
muy estudiados: la Gal-lectin, reconocida por el 95% de los individuos con amibiasis
invasora (Ravdin y cols., 1990; Abd-Alla y col., 1992), una proteina de superficie rica en
serinas de 25 kDa (Stanley y cols., 1991), y una proteina rica en cisteinas de 29 kDa (Flores
y cols., 1993; Soong y cols., 1995); estas ultimas proteinas fueron reconocidas por mas del

80 % de los pacientes que sufrieron absceso hepatico amibiano.

2.1 Inmunidad celular

Existen evidencias en modelos experimentales y estudios clinicos que indican que el
mecanismo de la inmunidad celular es crucial para la defensa ante este protozoario
extracelular. Estos estudios sugieren que la respuesta inmune celular puede limitar 6
prevenir la formacién del AHA, como resultado de la inmunizacién con proteinas totales y
recombinantes de E. histolytica (Meerovitch y Chadee, 1988; Salata y Ravdin, 1988; Lotter
y Stanley, 200). En un modelo experimental del AHA en cobayos se observé que, a fases
tempranas, los trofozoitos son rodeados por leucocitos polimorfonucleares, y al parecer no
sufren dafio aparente; posteriormente el infiltrado cambia, con predominio de macréfagos y
otras células mononucleares mientras que los trofozoitos comienzan a mostrar signos de
dafio y muerte (Canales-Trevifio y cols., 1986). En otro experimento se demostré un
incremento exacerbado en el desarrollo del AHA en animales inmunosuprimidos con
diferentes tratamientos con esteroides, timectomia neonatal, esplenectomia, radiacion, silice
y anticuerpos anti-macréfagos (Ghadirian y cols, 1980). Estos resultados sugieren que la
supresion de la respuesta celular puede favorecer la diseminacion de las lesiones
ocasionadas por la amiba.

Diversos estudios in vitro han demostrado que el interferon gama (IFN-y) es una de las

citocinas responsables de activar a macrofagos para matar o inhibir el crecimiento



intracelular de diferentes microorganismos patégenos, incluyendo los protozoarios
parasitos Toxoplasma gondii, Leishmania donovani, y Trypanozoma cruzi (McCabe y col,
1985; Murray y col, 1983, 1984; Wirth y col, 1985). Estudios in vitro realizados por Salata
mostraron que el IFN-y es suficiente para activar a los macréfagos y matar a trofozoitos
virulentos de E. histolytica (Salata y cols, 1987).

También se ha reportado que las células de individuos infectados presentan actividad
amebicida. Guerrero y cols (1976) reportaron que linfocitos de pacientes recién recuperados
de AHA presentaron actividad citotoxica in vitro ante trofozoitos amibianos. Esto sugiere
que la lisis de las amibas ocurre a través de productos secretados por los linfocitos; de la
misma manera los sobrenadantes obtenidos después de incubar linfocitos con proteinas
amibianas fueron aparentemente amebicidas. En contraste, los linfocitos de pacientes sanos
o de pacientes con amibiasis intestinal aguda fueron rapidamente fagocitados. Un estudio
mas reciente hecho por Salata y cols (1986) demostraron que linfocitos obtenidos de
pacientes recién recuperados de AHA y activados con antigeno amibiano, fueron capaces
de matar in vitro a trofozoitos virulentos de la cepa HMI-IMSS. Otro estudio demostré que
la incubacion de linfocitos T CD8+ con antigenos de la amiba induce su actividad
citotoxica contra trofozoitos virulentos (Kelsall y col., 1993).

Estos resultados en conjunto, sugieren que la respuesta celular esta involucrada en la
proteccion contra la amibiasis experimental. Macréfagos y linfocitos mostraron un efecto
especificamente citotoxico contra trofozoitos de E. histolytica.

Sin embargo, existen evidencias en modelos experimentales que sugieren que la respuesta
inmune celular podria participar en el desarrollo y establecimiento de la infeccion
amibiana, estableciendo una controversia que atn no esté resuelta.

Una vez que el trofozoito invade la mucosa intestinal, ocurre una respuesta inmune
convencional. Células inflamatorias, principalmente PMNs y macrofagos, acuden al sitio de
la invasién donde ocurre el primer contacto con el antigeno amibiano (Tsutsumi y col,
1984). A pesar del gran nimero de macréfagos que intentan fagocitar a las amiba, algunas
de estd permanecen intactas (Sher y col, 1980). En modelos experimentales de absceso
hepatico se observa que E. histolytica comienza por destruir PMNSs en las primeras horas de
la infeccién, seguido de destruccién de eosindfilos, los cuales al contacto con la amiba

degranulan, sin evidencia de destruccion del parasito (Tsutsumi y Martinez-Palomo, 1988).
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Los macrofagos que se distribuyen en la periferia de la lesion, fagocitan restos celulares
pero no son destruidos por las amibas sino hasta etapas mas tardias. Se ha sugerido que la
extensa destruccion del higado se debe a la lisis de las células inflamatorias (Tsutsumi y
col., 1984).

Los experimentos in vitro indican que los trofozitos amibianos son capaces de destruir a
leucocitos polimorfonucleares (Artigas y col., 1966; Guerrant y col., 1981), células
mononucleares de sangre periférica, células de bazo y macréfagos peritoneales de animales
inmunizados (Chadee y col., 1985) También se ha observado que E. histolytica es capaz de
inhibir el estallido respiratorio de los polimorfonucleares (Arbo, 1990). Ademas durante la
amibiasis invasora aguda, la respuesta de linfocitos T a los antigenos de la amiba se
encuentra suprimida por un factor supresor sérico secretado por el parasito. Asi mismo, se
ha encontrado una disminucién en el nimero de linfocitos T de ayuda (CD4), y un
incremento en linfocitos T citotdxicos (CD8) (Salata y col., 1990).

En general, la mayoria de los estudios realizados en la amibiasis experimental consideran
que la inmunidad celular participa en la destruccién del tejido, facilitando la diseminacién
del parasito y progresion de las lesiones. Sin embargo, la inmunosupresion en modelos
animales y humanos aparentemente puede resultar en la diseminacién o incremento de las
lesiones ocasionadas por la amiba. En conjunto, ambos tipos de observaciones (proteccion e

inducci6n) ponen en controversia el papel de la respuesta celular en la amibiasis invasora

2.2 Inmunidad humoral

Durante la amibiasis la inmunidad humoral se activa en respuesta a componentes
estructurales y productos metabolicos de la amiba (Meerovitch y Chadee, 1989). La
infeccion induce la aparicion primaria de una respuesta local de anticuerpos IgA, aunque se
desconoce el tiempo en que se desarrolla. Estos copro-anticuerpos se han detectado en 80
% de los pacientes con amibiasis intestinal (Sharman y col., 1978).

Una primera determinacién de copro-anticuerpos por hemaglutinacién indirecta (IHA) en
nifios con amibiasis intestinal mostrd resultados similares (80%); sin embargo, tres semanas
mas tarde, s6lo 55 % de los pacientes se mantenian positivos, mientras que los anticuerpos
séricos detectados por el mismo método se incrementaron significativamente (Martinez-

Cairo y col., 1979). La produccién de anticuerpos especificos anti-amiba, secretores y



sistémicos, se observan durante el desarrollo de la amibiasis invasora (Salata, 1988). Se ha
demostrado la presencia de anticuerpos IgA secretores anti-amiba en bilis de ratas
inmunizadas intracecalmente (Acosta y cols., 1983), en secresiones de ileon, colon y
materia fecal de pacientes con AHA (O’Shea-Alvarez y cols., 1985) asi como en calostro y
saliva humana (Choudhuri y cols., 1991; Carrero y cols.,1994).

En estudios seroepidemiologicos, entre el 80 y el 100 % de los pacientes con amibiasis
invasora desarrollaron altos titulos de anticuerpos IgG anti-amiba en suero (Patterson y col.,
1980) a partir del 7° dia de la enfermedad y estos pueden persistir hasta por 10 afios
(Arellano y Ortiz-Ortiz, 1983; Ravdin y col., 1990).

Diversos experimentos han demostrado que los anticuerpos purificados 6 suero inmune
inactivado por el calor actiian sobre E. histolytica inhibiendo su crecimiento ( de la Torre y
col., 1973), su capacidad eritrofagocitaria (Shaffer y col., 1956) 6 neutralizando su
virulencia (Sepilveda y col., 1974).

El sistema del complemento es otro factor humoral involucrado en el mecanismo de
defensa contra microorganismos patégenos. Reed y cols., (1983) observo que el suero de
controles sanos y el de pacientes infectados (con altos titulos de anticuerpos anti-E.
histolytica) lisaron a los trofozitos a través de la activacion de la via clasica y alterna del
complemento. Sin embargo, las cepas virulentas aisladas de pacientes con AHA o de
lesiones coldnicas fueron resistentes a este tipo de lisis (Reed y col., 1983 ; Braga y col.,
1992). Por otro lado, existen evidencias de que la lectina de superficie de E. histolytica con
afinidad a galactosa, involucrada en la adherencia a células epiteliales y mucosa col6nica
humana, inhibe la unién del complejo de ataque en la membrana (Braga y col., 1992). La
amiba es capaz de redistribuir en su superficie anticuerpos, bacterias, lectinas y proteinas
del complemento unidos a ella, en un fenémeno conocido como la formacién de casquetes
polares (capping); estos casquetes polares son desprendidos por la amiba sin causarle a esta
algin daiio (Pinto da Silva y col., 1975; Calderon y col., 1980; Reed y Gigli, 1990).

3. Efecto de Ciclosporina A, Tacrolimus y PSC-833 sobre parasitos.
3.1 Ciclosporina A
La Ciclosporina A (CsA) es un péptido ciclico de 11 aminoéacidos extraido del hongo

Tolypocladium inflatum. Sus propiedades inmunosupresoras fueron descritas por primera

vez en 1978 (Borel y col.,1989), y actualmente es utilizado en el tratamiento y control de
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varias enfermedades autoinmunes, asi como en la prevencion del rechazo de transplantes de
organos y tejidos (Handschumacher y col., 1984).

El efecto inmunosupresor de la CsA sobre los linfocitos T atrajo la atencion de los
investigadores interesados en el papel que tenian las células T sobre el control de las
infecciones por parasitos protozoarios. En 1981, Thommen-Scott reporté por primera vez
su efecto anti-parasitario. En este experimento la administracion oral de 25 mg/kg de CsA
a ratones infectados con Plasmodiun berguei y P. chabaudi redujo la parasitemia en lugar
de aumentarla, contrario a lo que se esperaba, y prolongé significativamente el tiempo de
vida de los ratones (Thommen-Scott y col., 1981). Esta propiedad anti-parasitaria fue
confirmada en experimentos in vivo para P. yoelii y P falciparum (Nickell y col., 1982;
Cole y col., 1983; Somasundaram y col, 1989). Afios mas tarde, la actividad antiparasitaria
de la CsA fue corroborada en experimentos in vitro para P. yoelii, P. falciparum y P. vivax
(Bell y col., 1994; Kocken y col., 1996; Dobson y col., 1999).

La actividad anti-parasitaria de CsA también ha sido probada in vivo e in vitro en
helmintos, céstodos y nematodos; la administracion intramuscular de 25 mg/kg de CsA a
ratones infectados con Schistosoma mansoni redujo el nimero de parasitos e incremento el
tiempo de vida de los ratones (Bueding et al., 1981), mientras que in vitro, el efecto de CsA
fue letal para el parasito (Pons y col.,, 1988). En un caso similar, el de Hymenolepis
microstata, la administracién subcutinea de CsA a ratones infectados inhibidé el
establecimiento del parasito (Chapell y col., 1989), mientras que la exposicion in vitro a
CsA causé severos daiios en el tegumento e inhibi6 el crecimiento del parasito (Wastling y
col., 1992). CsA también redujo drasticamente el nimero de filarias en ratones infectados
con Brugia pahangi (Vickery y Nyar, 1987). A la fecha, el efecto antiparasitario de la CsA
se ha documentado in vitro e in vivo contra casi todos los grupos taxonémicos ensayados
(Tabla 1). Sin embargo y debido a su efecto supresor sobre las células T, en algunos grupos
de parasitos la CsA exacerba la infeccion in vivo. Tal es el caso de las infecciones por
Tripanosoma y Giardia, y en algunas ocasiones en Toxoplasma y Leishmania, en estos dos
altimos con un efecto variable (Chappell y col., 1992). Los resultados de la administraciéon
de la droga in vivo varian dependiendo de factores como la sincronizacion del tratamiento
con respecto a la infeccién, la ruta de administracién del farmaco, la dosis y el nimero de

tratamientos aplicados. En parasitologia, la droga ha sido empleada exclusivamente en
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experimentos de investigacion, y aunque CsA presenta propiedades antiparasitarias, el uso
clinico para el control de infecciones parasitarias en animales y humanos se descarta

debido a sus efectos altamente toxicos e inmunosupresores.

Tabla 1. Grupos taxonémicos ensayados con CsA (Chapell y cols., 1993)

Paraisitos susceptibles a CsA

PROTOZOA HELMINTOS
Haemosporina Nematoda
Plasmodium berghei Trichinella spirallis
P. yoelii Litomosoides carini
P. chabaudi Acanthochielonema vitae
P. falciparum

Trypanosomatina
Tripanosoma brucei brucei
Leishmania major

Trematoda
Paragonimus miyazakii
Fasciola hepética

L. tropica Schistosoma mansoni
Eimeriina Cestoda
Eimeira tenella
E. vermiformis Hymenolepis microstata
E. mitis

Toxoplasma gondii

3.2 Tacrolimus

Tacrolimus (FK506 6 Prograf) es un macrélido insoluble en agua con efectos
inmunosupresores, producido por Streptomyces tsukubaensis (Kino y col., 1987).
Actualmente se produce para administracion oral e intravenosa en la profilaxis del rechazo
de o6rganos, en pacientes que reciben un rifion alogénico o en trasplantes de higado.
También se produce un aceite de uso tépico, a partir de las capsulas o de la solucion
intravenosa, para tratamiento de enfermedades cutdneas (Zabawski y col., 2000).

FK506 ejerce su efecto inmunosupresor inhibiendo la activacién de los linfocitos T, de
forma similar a la ciclosporina A, aunque los dos farmacos son estructuralmente diferentes
( Manez y col., 1995; Thomson y col., 1995; Peters y col., 1993). FK506 se une a un tipo

de inmunofilinas en el citoplasma de los linfocitos, llamadas proteinas de union a FK506
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(FKBP), de las cuales, FKBP-12 es el blanco mds importante para la actividad
inmunosupresora (Morris y col., 1996).

La transcripcion de genes de interleucina-2 (IL-2) para la activacion de los linfocitos T y
otras citocinas promotoras del crecimiento se inhiben cuando el complejo inmunofilina-
farmaco se une a calcineurina, interrumpiendo de estd forma, las vias de transduccion de
sefiales (Peters y col., 1993; Morris y col., 1996). Se ha reportado que FK506 es 10 a 100
veces mas potente que CsA para inhibir la transcripcion de genes como el de IL-2, el del
factor de necrosis tumoral (TNF) y de otras citocinas (Spencer y col., 1997). Estas
citocinas, que son factores importantes de la inmunidad celular asociada con linfocitos Thl,
se suprimen en mayor grado por FK506 que citocinas como IL-4, la cual se asocia con los
linfocitos Th2 y con la inmunidad humoral (Nagai y cols., 1997).

Se ha reportado que FK506 también ejerce su efecto inmunosupresor en otro tipo de
células. En macréfagos, FK506 bloquea la activacion transcripcional de genes de diferentes
citocinas, como TNF-a e IL-6, y en células cebadas bloquea la degranulacién asi como la
transcripcion de genes de citocinas como IL-3 e IL-5 (Stuart y cols.,1992). En células
aisladas de tejido humano, FK506 redujo la secrecion de histamina de mastocitos de una
forma dependiente de la concentracion. También se ha demostrado un descenso de la
migracion de neutr6filos y de la produccion de radicales libres en tejidos isquémicos de
animales tratados con FK506 (Zabawski y cols., 2000).

Por otro lado, diversos experimentos in vitro han demostrado que FK506 presenta actividad
antiparasitaria. En P. falciparum inhibié su crecimiento in vitro (Bell y col., 1994), en
Trypanosoma cruzi redujo de manera importante su infectividad in vitro (Moro y col.,
1995), mientras que la actividad de rotamasa de las inmunofilinas FKBP de T. cruzi y
Brugia malayi fueron inhibidas a concentraciones nanomolares de FK506, entre 1500 y
1750 nM respectivamente (Moro y col., 1995; Ma D, 1999). El mismo efecto inhibitorio se
ha reportado sobre actividad de CN de Leishmania donovani (Banerjee y col., 1999). Por el
contrario, experimentos realizados por Khattab y col (1999) mostraron que FK506 no
ejerce efecto inhibitorio sobre la actividad de CN de Schistosoma mansoni, sugiriendo que
los niveles de expresion de FKBP son escasos en este parasito 6 que el complejo FK506-
FKBP no inhibe su actividad de CN.



3.3 PSC-833

Es un andlogo de CsA ([3'-keto-Bmtl]-Val2]-cyclosporin). no inmunosupresor ni
nefrotoxico, también conocido como Valspodar o Amdray. PSC-833 se une con alta
afinidad a las glicoproteinas P (Pgp) y es un inhibidor no competitivo pobremente
transportado por esta bomba de eflujo (Archinal-Mattheis y col., 1995; Sikic, 1997). Se ha
reportado que es 10 a 30 veces mas potente que CsA en la inhibicion de la expulsion de
drogas citotoxicas en células resistentes, incrementando asi, la acumulacion de drogas en el
interior celular (Bell y cols., 1994). PSC-833 es capaz de revertir el fenotipo de Resistencia
a Miultiples Drogas (MDR) que generalmente desarrollan las células cancerigenas al
tratamiento farmacologico debido a la sobre expresion de Pgp’s actuando como efectivos
quimio-sensibilizadores (Foxwell y col., 1989). PSC-833 se produce para la co-
administracion oral o intravenosa con drogas anti-cancerigenas, y actualmente se encuentra
en fase de experimentacién avanzada en el tratamiento de diferentes enfermedades
cancerigenas como el carcinoma de ovario (Fracasso y col., 2001) y leucemia aguda
(Gruber y col., 2003), entre otras.

En el caso de parasitos, PSC-833 mostré un efecto anti-malarial 10 veces mas potente que
el de la CsA (Bell y col.,1994) e inhibié la actividad de las Pgp’s de Cryptosporidium
parvum y T. gondii, bloqueando la eliminacién de substancias toxicas producto del
metabolismo asi como la incorporacién de nutrientes criticos, lo que resulté en la muerte de
los parasitos (Perkins et al., 1998; Silverman et al.,1997). Este efecto lo han atribuido en
ambos casos a un posible bloqueo de las Pgp’s de los parasitos, ya que ha diferencia de la
CsA, PSC-833 no se une a las ciclofilinas y por lo tanto no tiene capacidad
inmunosupresora (Archinal-Mattheis y cols., 1995).

Ademas de PSC-833 se han reportado otros analogos con actividad antiparasitaria como:
SDZ 033-243, SDZ 215-918, SDZ 216-070 y SDZ 217-383.

3.4. Efecto de la CsA y PSC-833 sobre E. histolytica.

Recientemente nuestro grupo de investigacion describid la primera ciclofilina (CyP) de E.
histolytica (Ostoa-Saloma y col., 200). En este contexto la importancia de esta proteina
recae en el hecho de que en algunos grupos de parasitos donde la CsA ejerce un efecto, se

demostré que la CyP es el blanco intracelular de la droga inmunosupresora (Bell y col,,
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1994; Clipstone y col., 1994; Dobson y col., 1999; Khattab y col., 1999). Sin embargo, no
se conocia el efecto de la CsA sobre la amiba, por lo que nuestro grupo se avocé a
determinarlo.

El tratamiento de cultivos de trofozoitos (5x10%ml) de la cepa HM-1:IMSS de E.
histolytica con concentraciones de CsA entre 0.001y 50 pg/ml mostré una inhibicion en la
proliferacién dosis-dependiente a las 72 h de exposicién al farmaco. Los resultados
mostraron un 50% de Inhibicién (ICsq) de la proliferacion con una dosis de 1 pg/ml y un
efecto letal a dosis > 50 pg/ml (Carrero y cols., 2000).

En otra serie de experimentos se evalud si CsA afectaba la proliferacién de las amibas por
efecto sobre sus Pgp’s. Se llevaron a cabo ensayos de proliferacion de la cepa HM1:IMSS y
de una clona resistente al antibiético emetina denominada C2 (MDR por sobre-expresion de
Pgp) en presencia del analogo no-inmunosupresor de CsA PSC-833, que como se indico
anteriormente inhibe a las Pgp’s pero no afecta la via de la CN. A diferencia de CsA, PSC-
833 no mostrd efecto sobre trofozoitos de la cepa HM1:IMSS. En cuanto a la clona C2,
CsA inhibié su proliferacién en presencia y ausencia de emetina, mientras que PSC-833
solo afecto su proliferacion y viabilidad cuando los trofozoitos fueron crecidos en
presencia de 40pM de emetina, sugiriendo una interferencia de la actividad Pgp. Esta
sugerencia fue confirmada en experimentos de eflujo de rodamina a partir de trofozoitos
tratados, que se sabe es dependiente de la actividad de sus Pgp’s. PSC-833, asi como la
CsA, inhibieron el eflujo de rodamina indicando que ambas drogas interactiian con Pgp,
afectando su actividad de bombeo ( Carrero y cols., 2004).

Estos resultados mostraron que la actividad anti-amibiana de la CsA podria estar
involucrada con un mecanismo de accién que no necesariamente implica a las Pgp. Asi que,
pareceria que este efecto anti-amibiano esta asociado a la capacidad inmunosupresora de la
CsA y por lo tanto a través de la via por la cual actia en los linfocitos T, la de la CN. Esta

via es precisamente la que se evalud en este trabajo de tesis.



4. Via mediada por la inhibiciéon de la CN.

Debido a que se postula que la CN de E. histolytica podria estar regulada por
inmunosupresores, se describirdn sus respectivos receptores.

4.1 Inmunofilinas.

Las inmunofilinas son una familia de proteinas altamente conservadas definidas como
receptores de drogas inmunosupresoras como la CsA, FK506 y Rapamicina. Los
receptores de CsA son conocidos como ciclofilinas (CyP’s) mientras que las proteinas de
union a FK506 y Rapamicina reciben el nombre de FKBP’s. Ambos grupos de proteinas
pertenecen a la familia de las inmunofilinas con actividad de peptidil prolil cis-frans
isomerasa (rotamasa) participado en varios procesos celulares incluyendo el plegamiento de
proteinas (He y col., 2004), el trafico y maduracion de proteinas (Shield y col., 1989;
Ferreira y col., 1996), apoptosis (Lin y Lechleiter, 2002), sefializacion de receptores
(Brazin y col.,, 2002), y procesamiento de RNA (Krzywicka y col.,, 2002). Las
inmunofilinas se han identificado en varios compartimentos celulares como el reticulo
endoplasmico, nicleo, mitocondrias y citoplasma; asi mismo, se han encontrado en una
gran variedad de organismos incluyendo mamiferos, bacterias, hongos, plantas (He y col.,
2004) y en algunos parasitos como T. gondii, P. falciparum, S. mansoni, L. major, L.
donovani, T. cruzi y B. Malayi, entre otros. La funcién especifica que desempefian en estos
organismos no se conoce completamente.

La primera ciclofilina se describi6 en timocitos de ternera; es una proteina citoplasmatica
de 18 kDa con un punto isoelectrico alcalino mayor a 9 (Handschumacher y col., 1984).
Posteriormente se encontré su equivalente en humanos con un alto grado de identidad
(Harding y col., 1986). Poco tiempo después, se descubrio una proteina de union a FK506
(FKBP) en timocitos de ternera asi como en células de bazo y células T de humanos. La
inmunofilina FKBP de humano tiene una masa de 12 kDa y un punto isoelectrico de 8.9
(Harding y cols., 1989). Como se mencioné anteriormente, FKBP al igual que la ciclofilina
presentan actividad de rotamasa, la cual es fuertemente inhibida por sus respectivos
ligandos inmunosupresores. FK506 inhibe la actividad de rotamasa de FKBP, pero no de
ciclofilina, asi como, CsA no inhibe la actividad de rotamasa de FKBP (Schreiber, 1991).
El estudio de las inmunofilinas como blanco de la CsA y FK506 ha tomado gran

importancia en algunos parasitos debido principalmente al hallazgo antes mencionado sobre
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la actividad antiparasitaria de ambas drogas inmunosupresoras (Tomen-Scott y col., 1981;
Bell y cols., 1994) y a estudios subsecuentes en otros pardsitos tanto protozoarios como
helmintos (Carrero y col., 2000; Chappel y col.,1994) . Recientemente nuestro grupo de
investigacion reporté el primer gen identificado en E. histolytica que codifica para una
proteina tipo ciclofilina (EhCyP) con una identidad del 68-72% con otras CyP’s ya
reportadas, una masa molecular de 18 kDa y un punto isoeléctrico de 8.8 pH (Ostoa y col.,
2000). La identificacion de este gen en E. histolytica cobra importancia por su probable
relacién con el efecto anti-amibiano de la CsA, ya que podria ser uno de los blancos

intracelulares a través del cual CsA pudiera estar ejerciendo su efecto anti-amibiano.

5. Calcineurina (CN).

Calcineurina (CN) es una proteina fosfatasa serina/treonina dependiente de Ca’* y
calmodulina, compuesta de una subunidad catalitica (CnA) de 58 kDa, la cual contiene el
sitio activo, un dominio de unién a la subunidad B (CnB), el dominio de unién a
calmodulina (CaM) y un domino auto-inhibitorio (Al) (Fig. 4), y una sub unidad regulatoria
(CnB) de 19 kDa, la cual presenta cuatro dominios de unién a Ca”(Rusnak y Mertz, 2000).
CN participa en vias de transduccién de sefiales dependientes de Ca®, involucradas en
funciones criticas particularmente en neuronas, células del misculo esquelético y cardiaco,
asi como en linfocitos T (Feske y col., 2003), la cual es la mejor funcion caracterizada hasta
el momento. La activacion de linfocitos T resulta en un incremento en la concentracion de
Ca’ intracelular y la activaciéon de proteinas que responden a calcio, entre ellas la
calmodulina. Una vez que la calmodulina es activada, se une y activa la funcion
desfosforilante de CN, lo que resulta en la subsecuente desfosforilacién del NFAT. La
defosforilacion del NFAT es necesaria para permitir su translocacién nuclear,
promoviendo asi la transcripcion del gen de IL-2 implicado en la proliferacion celular.
Ademdas CN/NFAT regulan la transcripcién de genes que codifican para una gran variedad
de citocinas como IL-4, IFN-y, GMCSF, IL-3, IL-13 y TNF-a (Baksh y Burakoff, 2000);

sin embargo existen otros eventos bioldgicos que involucran a CN directamente (Tabla. 2).
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Fig. 4 Estructura de los dominios de la sub unidad catalitica de CN (CnA). CNB, dominio
de union a la subnidad regulatoria CnB; CaM, dominio de unién a calmodulina; Al,

dominio autoinhibitorio (Saitoh y cols.,1991).

Tabla 2. Distribucién y funcion de calcineurina en diferentes tejidos de mamiferos (Rusnak
y cols., 2003)

Organo o sistema Funcién
Hueso Reabsorcion de hueso osteoclasto
Cercbro Formacion del péptido-p amiloide
Defosforilacion de DARPP-32
Defosforilacion de la oxido nitro sintasa
Regulacion de genes
Control hormonal
Isquemia
Regulacion de canales 1nicos
Corazon Hipertrofia cardiaca
Sistema hematopoyetico Seleccion timica
Regulacion de e-myb dependiente de entropoyetina
Rifién Hipertension inducida por inmunosupresores
Estimulacién de la actividad ATPasa-Na'-K” en tubulos renales
Sefializacion de receptores adrenérgicos, dopamanérgicos
y angiotensina
Seiializacion de glucocorticoides v mineralocorticoides
Higado Fosforilacion de proteinas
Linfocitos Activacion de linfocitos T y sedializacion de citocinas
Quimiocinas de neutrdfilos
Degranulacion de linfocitos
Apoptosis y transcripcion del gen FasL
Funcion efectora de macrofagos
Pancreas Secresion de amilasa en células acinar
Secresion de insulina en células p
Pitwitaria Regulacion de adenilil ciclasa
Secresion de hormonas
Placenta Defosforilacion del receptor del factor de crecimiento epidermal
Musculo esquelético Hipertrofia del misculo esquelético
Miisculo liso Inhibicion de los canales de Ca”" tipo L
Otras funciones Motilidad espermatica

Reciclamiento de integrinas, interaccion Integrina/fibronectina
Defosforilacion de Elk-1
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CN fue identificada por primera vez en tejido neuronal bovino (Wang y Desai, 1976;
Watterson y Vanaman, 1976), de donde se origino su nombre; sin embargo se ha
demostrado su presencia en una amplia variedad de tejidos y en multiples organismos,
incluyendo hongos, levaduras, bacterias, plantas y en parasitos (Rusnak y Mertz, 2000).
Recientemente la actividad de CN fue identificada en extracto crudo de S. mansoni. En este
reporte, la actividad de fosfatasa de CN fue inhibida por CsA in vitro, con una ICsy de 0.3
nM (Khattab y cols.,1999). El mismo efecto se observo en el caso de la actividad de CN
detectada en extracto crudo P. falciparum (Dobson y cols.,1999). En contraste, la actividad
de CN detectada en L. major y L. donovani no fue inhibida por CsA a concentraciones tan
altas como 5.2 nM (Rascher y cols., 1989; Banerjee y cols.,1999). Un fenémeno similar fue
reportado en H. microstata e H. diminuta, ya que la CN detectada en ambos parasitos
tampoco fue inhibida por la CsA (Roberts y cols., 1997). Esto sugiere, un posible
mecanismo por el cual estos organismos son resistentes a CsA. Una hipétesis que podria
explicar este fenomeno es que las ciclofilinas de los parasitos son estructuralmente
diferentes de las ciclofilinas de los humanos, ya que los residuos de las ciclofilinas que
rodean los sitios de union a CsA y que interactian con la calcineurina, no son conservados
en las ciclofilinas de los parasitos (Rusnak y Mertz, 2000).

La CN pertenece a la familia de las fosfoserinas fosfatasas P (PPP) que incluyen a PP1,
PP2A, y PP2C; estas fosfatasas son esenciales en una gran variedad de vias de sefializacion
dependientes de Ca’" en células eucariontes (Cohen y cols., 1989). PP1 y PP2A son
inhibidas por una toxina llamada acido okadaico derivada de una esponja marina, CN
(PP2B) es especificamente inhibida por las drogas inmunosupresoras CsA y FK506 en
presencia de sus receptores CYP y FKBP respectivamente (Fig. 5), mientras que PP2C es
dependiente de Mg®* y particularmente resistente a estos inhibidores (Rusnak y Mertz,
2000).

La CN es fosforilada por protein cinasa C (PKC), casein cinasa I (CKI) y casein cinasa II
(CKII) in vitro (Rusnak y Mertz, 2000). Las propiedades cinéticas de la forma fosforilada y
la no fosforilada son similares (Hashimoto y Soderling, 1989), calmodulina se une solo a la
CN fosforilada induciendo su actividad de fosfatasa in vitro. Esto sugiere, que la
fosforilacién podria representar un medio de regulacién de la actividad de fosfatasa de la
CN in vivo (Rusnak y Mertz, 2000).
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Fig. 5 Via de la CN. El complejo droga-inmunofilina (CsA-CyP o FKBP-FK506) bloquea a
CN afectando la transcripcion de genes involucrados en la replicacion de células T.



22

I1. JUSTIFICACION

La CsA inhibe la proliferacion de trofozoitos de E. histolytica a través de un mecanismo
independiente de glicoproteinas P (Pgp). Con la finalidad de discernir el mecanismo de
accion de CsA, en el presente trabajo de tesis se explord la otra posible via de accién
descrita para esta droga, la cual suprime al sistema inmune, inhibiendo la proliferacion de
los linfocitos T. En algunos casos, se ha demostrado que esta es la via por la cual CsA

ejerce su potente efecto anti-parasitario.

Por otro lado, basados en el efecto protector de CsA sobre el desarrollo de AHA
previamente observado, en este trabajo de tesis se traté de determinar la participacion de la

respuesta inmune celular en su establecimiento y desarrollo.



III. OBJETIVO

Determinar si el efecto inhibitorio de CsA sobre la proliferacion de trofozoitos de E.
histolytica es mediado a través de la inhibicion de una calcineurina en este parasito y si la
proteccion contra el AHA en hamsteres es debido a la inmunosupresion.

Objetivos especificos.

« Identificar y cuantificar actividad de fosfatasas totales, asi como de calcineurina

(CN) en extracto amibiano.

« Evaluar el efecto de los inmunosupresores CsA y FK506, asi como de PSC-833 (

analogo de CsA no inmunosupresor), sobre la actividad de CN de E. histolytica.

« Identificar y caracterizar el gen de la subunidad catalitica de CN (CnA) de E.
histolytica.

« Determinar el efecto in vitro de FK506 y Rapamicina sobre la proliferacion de

trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa HM-1:IMSS.

« Evaluar el efecto inmunosupresor de FK506 y Rapamicina sobre hamsteres..

« Evaluar el efecto del farmaco inmunosupresor sin actividad amebicida sobre el

establecimiento del AHA en hamsteres.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo axénico de E. histolytica

Trofozoitos axénicos de E. histolytica (7x10°) de la cepa HM-1: IMSS se cultivaron en 50
ml de medio TYI-S-33 estéril suplementado con 15% de suero bovino adulto, 3% de la
mezcla de vitaminas de Diamond, a 37° C por 72 h. Una vez transcurrido este tiempo los
trofozoitos se cosecharon por enfriamiento en hielo durante 5 min y centrifugacion a 2200

rpm durante 5 min. La pastilla se lavé dos veces en amortiguador de fosfatos PBS (15 mM

Na;PO4 pH 7.2, 0.15 M NaCl) por centrifugacion a 2200 rpm durante 5 min a 4°C.

2. Preparacion de la fraccion citosélica de trofozoitos.

Trofozoitos axénicos se cosecharon a las 72 h de cultivo por enfriamiento y centrifugacion
a 150 x g durante 7 min a 4°C. Las amibas se lavaron tres veces con amortiguador salino
de tris TBS (150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7.2) , se resuspendieron en TBS con 20 mM
de lodacetamida y 5mM de EDTA como inhibidores de proteasas y se lisaron por
congelacién/descongelacién en nitrégeno liquido. Un sobrenadante de alta velocidad se
obtuvo por centrifugacién a 100,000 x g durante 45 min a 4°C. Se tomé una alicuota para
determinar la concentracién de proteinas por el método de Bradford. Ambos extractos se

guardaron a —20° C hasta su uso.

3. Ensayos de fosfatasas

Para la determinacion de la actividad de fosfatasas de E. histolytica se utilizé un par de
ensayos colorimétricos dependiendo del sustrato de la reaccion. La determinacion de la
actividad de fosfatasas totales se realizé bajo las siguientes condiciones: 20 pg del extracto
amibiano se agregaron a una mezcla de reaccion que contenia 50 mM Tris/HCI, pH 7.5,
100mM NaCl, 2mM CaCl,, SmM MgCl,, 5mM MnClL5mM, NiSO4, ImM DTT y
0.Img/ml BSA. La mezcla se pre-incubé a 37°C por 10 min y la reaccion se inici6 al
agregar 5 mM del sustrato para-nitro-fenil-fosfato (pNPP) en un volumen final de 100 pl; la
reaccion se continué a 37°C durante 32 min y fue detenida en diferentes tubos a tiempos de

2,4, 8, 16 y 32 min al agregar K-HPO4 al 65%. Finalmente la actividad enzimatica se
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determin6 a una absorbancia de 405 nm en un espectrofotometro (Bio-tek instruments) .
Todos los ensayos se repitieron tres veces cada uno por duplicado.

La actividad de fosfatasa de calcineurina (PP2B), de las otras fosfatasas (PP1, PP2A y
PP2C), asi como el efecto de las drogas inmunosupresoras CsA y FK506 sobre dicha
actividad, se determiné con el “Calcineurin Cellular Activity Assay kit” siguiendo las
instrucciones del fabricante (Calbiochem, Cat.No. 207007). La actividad correspondiente a
los diferentes tipos de fosfatasas se determiné mediante el uso de inhibidores (Acido
okadaico y EGTA) y estimuladores particulares de la CN (calmodulina y Ca **). El ensayo
se realiz6 bajo las siguientes condiciones: el Buffer de reaccion para las diferentes
fosfatasas junto con el fosfopéptido RII se pre-incubé a 30°C por 10 min y la reaccion se
inici6 al agregar 5 pg del extracto citosélico en un volumen final de 50 pl; la reaccion se
continu6 a 30°C por 30 min y fue detenida al agregar 100 pl de verde de malaquita el cual
detecta el fosfato liberado. Finalmente, la actividad enzimatica se determiné a una
absorbancia de 605 nm en un espectrofotometro (Bio-tek instruments). Este kit ofrece la
ventaja de ser un método colorimétrico (no emplea radioactividad) altamente sensible para

detectar actividad de fosfatasas.

4. Bisqueda del gen de la subunidad catalitica (CnA)
Se realiz6 la bisqueda del gen de la sub unidad catalitica A (CnA) en la base de datos del
genoma de la amiba en la pagina del “The Institute Genome Research (TIGR)” a través de

un andlisis de homologia con la secuencia de CnA de S. mansoni.

5. Cinéticas de Crecimiento

Para registrar las curvas de proliferacién, se cultivaron 1.5 x 10* trofozoitos /ml en medio
de cultivo TYI-S-33 a 37°C en tubos de vidrio, en presencia de FK506 y Rapamicina.
Ambas drogas se agregaron a partir de un stock concentrado; FK506 (Laboratorios Silag),
fue preparada en PBS, mientras que Rapamicina (Novartis) en metanol. Las
concentraciones finales de FK506 usadas fueron las siguientes: 0.1, 1, 10 y 100 pg/ml. Para
Rapamicina fueron de 1, 10, 100 y 200 pg/ml. Las cinéticas de crecimiento se

determinaron evaluando el nimero de trofozoitos viables cada 24 h hasta las 72 h con la
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ayuda de una camara de Neubawer y azul de tripano (tincién vital). Los ensayos se

repitieron tres veces, cada uno por duplicado.

6. Tratamiento con las drogas Inmunosupresoras.

Hamsteres ‘

Se determiné si FK506 y Rapamicina son capaces de inducir inmunosupresion sobre el
hamster mediante ensayos de proliferacion celular. Ambas drogas se administraron via
intra-peritoneal por separado a grupos de hamsteres hembras de 4-6 semanas de edad y de
aproximadamente 60-80 g de peso, en dosis diarias de 2.5 mg/kg de FK506 en 300 pl de
solucién salina y 2mg/kg de Rapamicina en 200 pl. En ambos casos, el tratamiento fue de
9 dias al cabo del cual los animales fueron sacrificados.

Ratas Wistar

Se administré 2mg/kg por dia de Rapamicina via intra-peritoneal a grupos de ratas Wistar
machos de 6-8 semanas de edad y de aproximadamente 250 g de peso, durante 9 dias al

cabo del cual los animales fueron sacrificados.

7. Ensayos de proliferacion celular

El dia del sacrificio (dia 9 post-tratamiento), se extrajo el bazo de los animales tratados asi
como de los controles bajo condiciones de esterilidad; se colocaron en medio RPMI
suplementado con 10% suero bovino fetal y los esplenocitos se obtuvieron por perfusion.
Las células se concentraron por centrifugacion, se resuspendieron en solucién hemolizante
durante 5 min a 4°C y se lavaron con medio RPMI. Los esplenocitos se resuspendieron en
medio RPMI suplementado se contaron y se ajustaron para colocar 5x10° células/pozo en
placas de 96 pozos. Los ensayos se realizaron por triplicado con un grupo de pozos a los
cuales no se les afiadié nada y un grupo que se estimularon con 1pg/pozo de Concanavalina
A. Las placas se incubaron durante 48 h a 37°C con 5% de CO; y 95% de humedad. Al
cabo de este tiempo, las células se pulsaron con timidina tritiada (1puCi/pozo), se
continuaron incubando durante 18 h y finalmente se cosecharon mediante un cosechador
automatico. La incorporacién de timidina tritiada se determindé en un contador B de
centelleo y los resultados de la proliferacion celular se expresaron como cuentas por minuto

(c.p.m.)
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8. Tratamiento de hamsteres con FK506

FK506 se administré a grupos de 8 hamsteres hembras de 4-6 semanas y de
aproximadamente 60-80 g de peso, via intra-peritoneal en dosis diarias de 2.5 mg/kg de
peso en 300 pl de solucién salina. La administracion de la droga se hizo dos dias previos a
la inoculacidn intra-portal de trofozoitos y se mantuvo siete dias méas. Transcurrido ese
tiempo los animales fueron sacrificados y se extrajo el higado, el cual fue revisado
macroscopicamente y comparado con los drganos de animales control no infectados,
animales no infectados pero tratados con la droga y animales infectados pero no tratados.
Posteriormente, los higados se fijaron en una solucién de formaldehido al 10 % en PBS y se
procesaron para la obtencion de cortes histolégicos. Los ensayos se repitieron 3 veces por

separado.

9. Induccién del AHA

La induccion del absceso hepatico amibiano en el modelo de hamster dorado Mesocricetus
auratus se realizé mediante una laparatomia en hembras de 4-6 semanas de edad y de
aproximadamente 60-80 g de peso.

Los animales fueron sedados con Anestesal (pentobarbital sédico) a dosis de 63 mg/kg de
peso por via intraperitoneal, se rasuraron ventralmente, se hizo asepsia con alcohol y se
realizé una incisiéon con la ayuda de un bisturi, primero sobre la piel y después sobre el
tejido muscular. Una vez expuesto el higado, se inyectaron directamente en la vena porta 5
x 10° trofozoitos axénicos de la cepa HM-1: IMSS resuspendidos en 200 il de PBS estéril.
Inmediatamente después y para evitar una hemorragia, se cubrid el sitio de la inyeccion con
trocitos de Gelfoam, una esponja sintética y estéril que es absorbida por los tejidos del
cuerpo. Finalmente, los tejidos se suturaron en dos planos con hilo de seda 4-0 (Viclyl) y el
4rea se limpi6 con perdéxido de hidrégeno al 0.5 % (Tustsumi y col., 1984)

10. Procesamiento del tejido hepatico para el analisis histologico.

El tejido hepatico fijado en formaldehido se proceso de la siguiente manera: se embebi6 en
parafina, se realizaron cortes transversales de 5 um con un microtomo y se elaboraron
laminillas que se tifieron con hematoxilina y eosina (HE), una coloracion mixta (4cido-

base) mediante la cual las estructuras nucleares se tifien de azul o purpura oscuro y
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practicamente todas las estructuras citoplasmaticas, las sustancias intercelulares y el tejido
consecutivo, de rosa (Leeson y col., 1990). Las laminillas fueron analizadas bajo el
microscopio optico para de- terminar el grado de dafio causado por los abscesos amibianos
y el efecto de las drogas inmunosupresoras sobre el mismo. Por ultimo, se tomaron

fotografias de las dreas representativas de cada corte histolégico.
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V. RESULTADOS

1. Ensayos de fosfatasas
En este trabajo de tesis lo primero que se hizo fue determinar la actividad de fosfatasas en
extracto amibiano. La actividad de fosfatasas totales (PP1, PP2A, PP2B y PP2C) se detectd
en el sobrenadante de alta velocidad de un extracto crudo de trofozoitos mediante un
ensayo colorimétrico que utiliza como sustrato al pNPP. La actividad comenzo a detectarse
a partir de los 8 min, incrementando ligeramente a los 16 min y marcadamente a los 32 min
(Fig.6). Al agregar 1U de calmodulina a la mezcla de reaccién la actividad total incrementd
aproximadamente un 30% a los 32 min, comenzando a detectarse mas temprano alrededor
de los 4 min. Se intento evaluar el efecto de las drogas sobre CN utilizando este método.
Sin embargo, los resultados no fueron reproducibles e incluso la actividad incrementaba en
lugar de inhibirla (datos no mostrados). Estos resultados concuerdan con reportes previos
que indican que el sustrato pNPP no es el ideal para evaluar el efecto de drogas
inmunosupresoras como FK506 y CsA sobre la actividad de CN (Guerini, 1997).

G

1.8 -
1.6 - —a—F.T.

1.4 —a— CaM 1U
1.2

1 .
0.8
0.6
04
0.2

0 T T T T T

—a— 13

Abs 405nm

Tiempo (min)

Fig 6. Actividad de fosfatasas totales en extracto crudo amibiano utilizando pNPP como
sustrato. Se observa el incremento de la actividad enzimética con 1U de calmodulina. B:
fondo; F.T.: fosfatasas totales; CaM: 1U de calmodulina
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Por lo anterior, la actividad especifica de CN (PP2B) y de las otras tres fosfatasas, asi como
el efecto de las drogas sobre la actividad de CN, se determino utilizando el péptido
fosforilado RII suplementado por un kit comercial conocido como “Kit Calcineurin
Cellular Activity Assay”. La actividad de fosfatasas totales (PP1, PP2A, PP2B y PP2C) se
determiné por la cantidad de fosfato liberado, en presencia de Ca’*y CaM que fue de 2.53
nmol a los 32 min. Como se mencion6 anteriormente, CN es la tnica fosfatasa dependiente
de Ca’" y al ser removido por la adicién de 0.5mM de EGTA la cantidad de fosfato liberado
disminuyé a 1.54 nmol. Por lo tanto, la actividad de CN se estimé en 0.99 nmol,
equivalente a aproximadamente el 39 % de la actividad total. Cuando 0.01 mM de 4cido
okadaico (A.O.), un potente inhibidor de las fosfatasas PP1 y PP2A, fue agregado a la
mezcla de reaccion, la cantidad de fosfato liberado fue de 1.35 nmol correspondiente a las
fosfatasas PP2B y PP2C que se sabe son resistentes a esta toxina. Cuando ambos
inhibidores, EGTA y A.O, fueron agregados al ensayo, la actividad de las fosfatasas PP1,
PP2A y PP2B fue totalmente inhibida; la actividad restante liber6 s6lo 0.1 nmol de POy
correspondiente a la fosfatasa PP2C, la cual es dependiente de Mg ** y particularmente
resistente a estos inhibidores. La cantidad de fosfato liberado de 1.25 nmol cuantificado en
el extracto amibiano en presencia de o y A.O. es atribuido a la actividad de PP2B y
PP2C (Fig. 7).
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Fig. 7. Deteccion de la actividad de fosfatasas totales y particularmente de calcineurina
(CN) utilizando el péptido fosforilado RII en extracto amibiano obtenido por alta
centrifugacion. B, blanco; C, CN recombinante de humano (control positivo); F.T.,
fosfatasas totales; A.O., Acido okadaico; EGTA, quelante de Ca*".

1.1 Inhibicién de la actividad de CN por drogas inmunosupresoras.

CN es el blanco de accion de drogas inmunosupresoras como CsA y FK 506 (Guerini,
1997). Para probar la sugerencia de que la actividad de fosafatasa detectada previamente
corresponde a CN, se evalué el efecto de ambas drogas asi como del no inmunosupresor
PSC-833 sobre esta actividad. Cuando 1 nM de CsA y FK506 fue agregado a la mezcla de
reaccion, se observo una inhibicion en la actividad en un 52 y 49 % correspondiente a 0.6 y
0.63 nmol de fosfato liberado respectivamente, mientras que la concentracion de 100 nM
presentd un efecto inhibitorio del 89 y 80 % correspondiente a 0.14 y 0.25 nmol de PO,
liberado, respectivamente, con respecto al conﬁol (Fig 8). En contraste, PSC-833, por ser
un analogo no inmunosupresor de CsA y por lo tanto no se une a CN, no mostré efecto
alguno a ninguna de las concentraciones. Al analizar el efecto de ambas drogas
inmunosupresoras sobre la actividad de CN se observé que el efecto inhibitorio de CsA fue

ligeramente mayor que el de FK506 para ambas concentraciones (Fig 8), al menos en las
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condiciones de los experimentos ensayados in vitro. Estos resultados en conjunto revelaron

que la amiba posee una tipica actividad de CN, sensible a drogas inmunosupresoreas.
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Fig. 8 Efecto de los inmunosupresores y del analogo no inmunosupresor, PSC-833, sobre
la actividad de fosfatasa de CN, utilizando el fosfopeptido RII. El 0% de inhibicién
corresponde a la actividad de CN amibiana deducida en presencia de EGTA'.:I 11 nM;
@ : 100 M

2. Secuencia codificadora de CnA de E. histolytica.

Se identificé el gen que codifica para una proteina tipo calcineurina A o subunidad
catalitica de CN (EhCNA) en la base de datos de la amiba (The Institute of Genomic
Research) a través de homologia con la secuencia de CnA de S. mansoni (No. de acceso
AJ276884). El analisis de la secuencia mostré un marco de lectura abierto de 1449 pares de
bases codificante para una proteina de 483 amino 4cidos (a.a), en la cual se identificd
dominios caracteristicos de otras CN's ya reportadas; un dominio catalitico (a.a. 55 al 309),
un dominio de unién a la subunidad regulatoria CnB (a.a. 314 al 357), un dominio de
union a calmodulina (a.a 383 al 415) y dominio auto inhibitorio (a.a 448 al 463) (Fig 9). El
alineamiento (Fig 10) con otras CNA's reportadas mostr6 una identidad del 40 a 45 % y
una similitud de a nivel de a.a.. La identidad que presenta la CN amibiana es igual a la que

se observa en otras CN's, su secuencia es de 483 a.a. y el dominio auto inhibitorio es de 15
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a.a. El anélisis computacional de la secuencia predice una proteina con una masa molecular
de 55,563 Da y un punto isoeléctrico de 6.87.
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Fig. 9 Secuencia de amino acidos y nucleétidos deducida de la subunidad catalitica de la
calcineurina de E. histolytica (EhCNA). I, dominio catalitico; II, dominio de unién a CnB;

III, dominio de unidn a calmodulina y IV, dominio auto inhibitorio.
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Fig. 10 Alineamiento de secuencias de CnA de diferentes especies con la de E. histolytica.
Secuencias alineadas: T.gon, Toxoplasma gondii (Acceso AY125926), H.sap, Homo
sapiens (Acceso P1299), X.lev, Xenopus Leavis (Acceso BC04272), S.man, Schistosoma
mansoni (Acceso) y E.his, E. histolytica (Acceso AAS01182). I:l a.a. conservados en el



dominio catalitico con otras CN's; I, dominio catalitico; II, dominio de union a CnB; I1I,

dominio de union a calmodulina y I'V, dominio auto inhibitorio.

3. Efecto de FK 506 y Rapamicina sobre E. histolytica

Se determino el efecto de FK506 y Rapamicina sobre la proliferacion de trofozitos de E.
histolytica a concentraciones entre 0.1 y 100 pg/ml, para ambas drogas. Se monitoreo la
cinética de crecimiento de los cultivos cada 24 h y hasta las 72 h. A diferencia de la CsA,
FK506 sdlo afecto ligeramente la proliferacion de una manera dosis-dependiente pero no
significativa estadisticamente (Fig 11). Por su parte, Rapamicina no mostro efecto
inhibitorio sobre la proliferacion de los trofozoitos a ninguna concentracion ni ningun

tiempo ensayado (Fig 12) con respecto a la curva de crecimiento de los cultivos no tratados.

70
——C

60 | —®—100ug/ml
—&— 10 ug /ml

50 —#— 1 ug/ml

40 - 0.1 ug/ml

30 4

Trofozoitos /ml (1 x 10%)

0 24 48 72
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Fig 11. Cinética del efecto de FK506 (0.1 a 100 pug/ml) sobre la proliferacion de trofozoitos
de E. histolytica
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Fig.12 Cinética del efecto de Rapamicina (0.1-100pg/ml) sobre la proliferacion de
trofozoitos de E. histolytica

4. Efecto de FK 506 y Rapamicina sobre la proliferacién de esplenocitos derivados de
himsteres y ratas Wistar.

Una vez sacrificados los animales post-tratamiento con FK506 o Rapamicina, se extrajeron
los bazos de manera individual, se procesaron y se realizaron los ensayos de proliferacion
de esplenocitos ante el estimulo de ConA, un mitogeno especifico de células T. Los
resultados mostraron que los esplenocitos de los hamsteres tratados con 2.5 mg/kg de
FK506, a diferencia de los controles no tratados (solucion salina), mostraron una ausencia
del 99 % en la proliferacion de esplenocitos (Fig 13A). Interesantemente, los esplenocitos
de los hamsteres tratados con 2 mg/kg de Rapamicina presentaron un promedio de
proliferacion 26.5 x 10* c.p.m, similar al de los animales no tratados que fue de 29 x 10°
c.p.m. (Fig 13B), sugiriendo que Rapamicina no afecto la proliferacion de esplenocitos
derivados de hamsteres tratados con esta droga. En contraste, los esplenocitos de ratas
Wistar tratadas con la misma concentracion de Rapamicina (2 mg/kg) mostraron bajos
niveles de proliferacién, con un promedio de 4.5 x 10* c.p.m., a diferencia de los animales

no tratados que presentaron un promedio de 20 x 10* c.p.m. (Fig 13C), indicando que la
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ausencia del efecto de Rapamicina sobre la proliferacion de esplenocitos de hamsteres, no

es debido a inactividad de la droga, si no a un defecto en la respuesta de esplenocitos de
hamsteres a la droga.
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Fig 13 Efecto de la administracién de FK506 y Rapamicina sobre la proliferaciéon de
esplenocitos derivados de hamsteres (A y B, respectivamente) y de Rapamicina sobre ratas
Wistar (C), ante el estimulo de concanavalina A.D , animales no tratados.

5. Efecto de FK 506 sobre el desarrollo del AHA.

El anélisis macroscopico de los higados de los hamsteres en términos generales mostré que
hubo reduccion significativa del 80 % contra el desarrollo del AHA, determinada por la
extension de las lesiones hepaticas. Se tomaron en cuenta caracteristicas macroscopicas de
los higados como: extension del dafio y peso. Los higados de los animales no tratados e
infectados desarrollaron hepatomegalia y lesion distribuida en todo el higado. En contraste,
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los higados de los animales tratados con dosis diarias de 2.5 mg/kg de peso de FK506 e
infectados con E. histolytica, mostraron una reduccién en el numero y tamafio de las

lesiones, con ligera hepatomegalia comparada con los animales normales (sin amibas)
(Tabla 3).

Tabla. 3 Resultado representativo de tres experimentos independientes. Caracteristicas
macroscopicas de los higados de hamsteres tratados con FK506 e infectados con E.
histolytica. +++, gran necrosis extensiva a todo el higado; ++, necrosis moderada localizada

enun Iébulo y -, sin dafio

Grupos n Peso del higado Daiio
(g X *SD
1 2.7 =
No tratados 2 3.9 -
No infectados 3 4.1 3.7 +0.61 -
4 42 -
5 4 -
1 11:3 R
2 9.6 -+
3 6.8 ++
No tratados 4 89 B85+ 14 +++
Infectados 5 7.6 +++
6 8 et
7 9.2 +++
8 7.3 +++
1 53 ++
2 5.7 +or
Infectados 3 4.5 -
y tratados con 4 5.6 ++
2.5mg/kg FK506 5 44 48 + 0.75 ++
6 5.4 4+
7 4 -
8 3.8 -
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Para analizar el nivel del dafio se realizaron cortes histologicos de los higados de hamsteres
tratados y sin tratamiento. En la figura 14 se muestra un corte histologico del higado de un
hamster control tratado con FK 506 y no infectado con . histolytica. Por comparacion con
cortes de higado de hamsteres no tratados, se observa que el tejido no sufrié ninguna
alteracion por efecto de la administracion diaria de FK 506. En el corte se distinguen los

nicleos de los hepatocitos tefiidos en pirpura y el resto de las estructuras celulares en rosa.

y

R i 16::"3#‘ ~_

Fig. 14 Tejido hepatico de un hamster tratado con 2.5 mg/kg de FK506 por espacio de 9
dias y no infectado con E. histolytica. La estructura del tejido no es alterada por el
tratamiento con FK506. H: Hepatocitos; NH: Nicleos de Hepatocitos. Aumento 10x.
Tincién HE.

En las figuras 15 A y 16 se muestra el dafio hepatico siete dias después de la induccién del
AHA en hamsteres sin tratamiento con FK506. A nivel macroscopico (Fig 15 A) se observa
hepatomegalia y la presencia de zonas blanquecinas en todo el higado producto de la
destruccion del tejido por la formacion de los abscesos hepaticos. Mientras que a nivel
microscopico (Fig. 16) se observo una clara pérdida de la estructura del tejido, lisis celular
extensa y algunos trofozoitos con infiltrado inflamatorio, representado principalmente por
linfocitos T, PMNs y algunas células mononucleares (Ravdin, 1988). Estas imagenes se
pueden comparar con las Figuras 15 B y 17 en las que se muestran cortes histologicos
representativos de los higados de hamster infectados con E. histolytica y tratados
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diariamente con 2.5 mg/kg de peso de FK506. Por otra parte, a nivel macroscopico los
higados de los animales tratados con FK506 presentaron caracteristicas similares en peso y
color a los higados de animales no infectados ni tratados con la droga, con la excepcién de
diminutos puntos blancos extendidos por toda la superficie (Fig 15 B). El analisis
microscopico mostré que estos puntos eran cumulos de trofozoitos bien delimitados por
tejido fibroso, con moderado infiltrado inflamatorio principalmente de PMNs y linfocitos T
y con minima destruccion tisular (Fig. 17). También se observo disminucion en el niamero
de macréfagos, probablemente debido a que FK506 también inhibe su proliferacion
mediante una via independiente de CN (Lemster y cols., 1993). El resto del tejido hepatico

se mostro sin dafio tisular a pesar de la presencia de trofozoitos.

Fig. 15 A, Higados representativos de hamsteres infectados con E. histolytica. B, Higados
representativos de hamsteres infectados con E. histolytica y tratados con 2.5 mg/kg de peso
de FK506.
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Fig. 16 Corte histolégico del higado de un hamster infectado con E. histolytica y no tratado
con FK 506. Se observan algunos trofozoitos (T) tefiidos en purpura, un severo infiltrado
inflamatorio, destruccién extensiva del higado con liquefaccion del tejido (L). Aumento
10x. Tincion HE.

Fig. 17 Corte histologico de tejido hepatico de un hamster infectado con E. histolytica y
tratado con 2.5mg/kg de FK506. Se observa la formacion de camulos de trofozoitos (CT),
y alrededor un moderado infiltrado inflamatorio (I). Notese la integridad del tejido hepatico
alrededor del cimulo de trofozoitos. Aumento 10x. Tincion HE:
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VL. DISCUSION

CN es el blanco a través del cual drogas como CsA y FK506 ejercen su efecto
inmunosupresor sobre células T. Los complejos CsA y FK506 junto con sus respectivos
ligandos, CyP y FKBP, se unen a CN, inhibiendo la defosforilacion de factores de
transcripcién como el NF-AT, el cual regula la transcripcion de genes de citocinas
involucrados en la proliferacion de linfocitos T como el de IL-2. En algunos casos, se ha
demostrado que ésta es la via por la cual CsA también ejerce un potente efecto anti-
parasitario.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion demostré que la CsA inhibe la proliferacion
in vitro de la cepa HM-1:IMSS de E. histolytica a través de un mecanismo independiente de
las glicoproteinas P (Carero y cols., 2004). También se reporté el primer gen en E.
histolytica codificante de una proteina tipo ciclofilina (EhCyP), (Ostoa y cols., 2000). La
identificacion de este gen en E. histolytica cobra importancia al relacionarsele con el efecto
anti-amibiano de la CsA, ya que en el mismo trabajo se demostré que CsA se une a EnCyP
¢ inhibe su actividad intrinsica de rotamasa. En el presente trabajo se realizaron una serie de
ensayos dirigidos a determinar si el mecanismo de accion anti-amibiano de CsA es a través
de CN, en una via similar a como suprime a linfocitos T.

Para ello, se detectd actividad de fosfatasas totales y de CN (PP2B) en una fraccion
citosoélica de trofozoitos de E. histolytica, determinada por la cantidad de fosfato liberado a
partir del péptido RII. La actividad de fosfatasa de la amiba liberé 2.53 nmol, de los cuales
0.99 nmol correspondieron a la actividad de CN. La caracteristica particular de CN es su
sensibilidad especifica a drogas inmunosupresoras como CsA y FK506 (Guerini, 1997).
Efectivamente, la actividad identificada como CN de E. histolytica fue inhibida por ambas
drogas en una forma dosis dependiente: 1 nM de CsA y FK506 inhibié a CN en un 52 y 49
%, respectivamente, mientras que 100 nM presenté un efecto inhibitorio del 89 y 80 %,
respectivamente. En contraste, PSC-833 como era de esperarse no mostr6 efecto alguno,
pues se trata de un analogo de CsA no inmunosupresor y que por lo tanto no se une a CN.
El efecto inhibitorio de CsA fue ligeramente mayor que el de FK506, al menos en las
condiciones de los ensayos de fosfatasas in vitro, a pesar de que se ha reportado que FK506

es de 10 a 100 veces mas potente que CsA para inhibir la transcripcion de genes de
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diferentes citocinas como el de IL-2 (Spencer y cols., 1997). Aunque la razén de esta
discrepancia se desconoce, se puede especular que FK506 se una con baja afinidad a su
receptor tipo FKBP en la amiba (aun no identificado) o que ¢l complejo FKBP-FK506
presente baja afinidad de union a la CN amibiana, a diferencia de la alta afinidad de CsA
por la CyP amib‘iana (Ostoa-Saloma y cols., 2000) generando complejoé CyP-CsA con alta
probabilidad de inhibir a CN. Nuestros resultados acerca del efecto de las drogas
inmunosupresoras sobre la CN amibiana concuerdan con lo que se ha reportado para otros
parasitos. Recientemente se identifico actividad de CN en extracto crudo de S. mansoni, la
cual fue inhibida in vitro por CsA con una ICso de 0.3 nM (Khattab y cols., 1999). Del
mismo modo, en el caso de P. falciparum, la actividad de CN fue inhibida por la CsA in
vitro a una ICsg de 0.7 nM(Dobson y cols., 1999). En mismo sentido, la actividad de CN
detectada en L. donovani fue inhibida in vitro por CsA y FK506 (Barenjee y cols., 1999).

Ademas de la deteccién de la actividad de CN en la amiba, nosotros identificamos un gen
en la base de datos de la amiba (The Institute of Genomic Research) con alta homologia a
la subunidad A de las CN's reportadas. La secuencia fue identificada por su homologia con
la secuencia de CNA de S. mansoni. En la secuencia del gen se identificaron los siguientes
dominios: dominio catalitico, dominio de unién a CnB, dominio de unién a CaM y dominio
auto inhibitorio, los cuales estdn presentes en las secuencias de la mayoria de CNAs
conocidas. Este gen codifica para una proteina con una identidad del 40 a 45 % con otras
CNAs ya reportadas, con una masa molecular de 55,5 kDa y un punto isoeléctrico de 6.87.
Estos resultados, en conjunto, sugieren que la amiba posee una fosfatasa tipo CN y que la

CsA afecta la proliferacion in vitro de trofozoitos a través de la inhibicion de esta enzima.

Por otro lado, en un trabajo previo se observé que el tratamiento de hamsteres con la CsA
confiri6 proteccién contra el desarrollo del AHA. Debido a que la administracién de la CsA
inmunosuprimi6 a los hamsteres, la proteccion observada no se pudo asociar directamente
al efecto citotoxico de la CsA sobre las amibas, como se observé in vitro. De lo anterior, se
desprendi6 la posible participacion de linfocitos T en el desarrollo y establecimiento del
AHA; sin embargo, el mecanismo del efecto protector de CsA no fue aclarado. Para
determinar la participacion de la repuesta inmune celular en el establecimiento y desarrollo

del AHA en hamster, en el presente trabajo se evalué el efecto de farmacos
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inmunosupresores (Rapamicina y FK506) que no afectaran la proliferacion de trofozoitos
de E. histolytica, sobre el desarrollo de AHA. FK506 no mostré efecto sobre la
proliferacion in vitro de trofozoitos a concentraciones de 0.1, 1 y 10 ug/ml; Ginicamente a la
concentracion de 100 pg/ml se observé un ligero retraso en la velocidad de crecimiento de
los trofozoitos a partir de las 48 h con respecto al resto de las concentraciones ensayadas y
al control no tratado. Este resultado contrasta con aquel observado en los ensayos de
fosfatasas, donde FK506 inhibié claramente a la CN amibiana. Aunque la razén de esta
discrepancia se desconoce, es probable que como se ha propuesto para S. Mansoni (Khattab
y cols., 1998), la cantidad del receptor tipo FKBP en la amiba podria ser menor que la
conocida para otras especies. Otra posibilidad es que FKBP se una a FK506 con baja
afinidad, en contraste con la abundante cantidad de CyP y alta afinidad para CsA
demostrada tanto en S. mansoni (Khattab y cols., 1998) como en la amiba (Ostoa y cols.,
2000). Por su parte, Rapamicina no mostré efecto alguno sobre la proliferacion in vitro de

trofozoitos a ninguna de las concentraciones ensayadas.

Al evaluar el efecto de las drogas sobre los himsteres se observé que el tratamiento con
dosis diarias de 2 mg/kg de peso de FK506 durante 9 dias, inmunosuprimi6 a los animales.
La administracion de Rapamicina, por la misma via, dosis y duracién, no mostré efecto
inmunosupresor sobre el himster, determinado por ensayos de proliferacion de linfocitos T
a ConA. Sin embargo, la administracién de Rapamicina a ratas Wistar, utilizando la misma
dosis y via, apag¢ la proliferacion de linfocitos T a Con A, indicando que la Rapamicina
usada era activa en su capacidad inmunosupresora. Este resultado contrasta con el efecto
inmunosupresor reportado para Rapamicina en casi todos los modelos murinos (Ferraresco
y cols., 1993). Existe un reporte que podria explicar la ausencia de efecto supresor de
Rapamicina en hamsteres, el cual indica que los receptores para las drogas
inmunosupresoras como CsA son estructuralmente diferentes entre especies, ya que los
amino acidos que rodean el sitio de unién a CsA y que interactian con la CN, no son
conservados (Rusnak y Mertz, 2000).

Debido a que solo FK506 mostré efecto inmunosupresor en los hamsteres, se decidio

utilizarlo para evaluar su efecto sobre el desarrollo del AHA en hamsteres,.
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En los hamsteres tratados con FK506 se observé una clara disminucion en la extension de
los abscesos hepiticos con respecto a los controles sin tratamiento. La administracion de
FK506 a hamsteres resulté en una inmunosupresion de células T y al mismo tiempo en
proteccién contra el desarrollo del AHA, lo cual sugiere la posible participaciéon de
linfocitos T en la diseminacion del dafio hepatico. Esta posibilidad es apoyada por trabajos
de Martinez-Palomo y cols., 1984, en los que sugiere que la lisis del parénquima hepético
no es resultado del contacto directo de las amibas con los hepatocitos, ya que dicho
contacto es poco frecuente. Ademas, trofozoitos fijados e inyectados en animales provocan
el mismo dafio hepatico que los trofozoitos viables (Tsutsumi y cols., 1984). Esto parece
indicar que el establecimiento y desarrollo del AHA en el modelo de hamster podria
iniciarse por la lisis de células inflamatorias y la consecuente liberacién de sus enzimas
liticas que destruirian el tejido del hospedero. Recientemente, en un modelo de amibiasis
intracecal en ratones C3H/HeJ la deplecion de células T CD4" disminuy6 la carga
parasitaria y la inflamacién del ciego (Houpt y cols., 2002). Este evento ya ha sido descrito
anteriormente para otros patégenos como Mycobacterium tuberculosis, en el
establecimiento de la infeccién es mediada por la participacion de células T CD4" del
sistema inmune del hospedero (Van-Crevel y cols., 2002). Estos reportes sugieren que la
respuesta celular podria participar en la inflamacion y dafio del tejido hepatico e intestinal
durante la amibiasis.

En el presente trabajo FK506 confirié proteccion del 80 al 90 %, superior a lo obtenido con
CsA, lo que podria deberse al hecho de que FK506 es 10 a 100 veces mas potente que CsA
para inhibir la trasncripcién de genes de citocinas inflamatorias como TNF-a e IL-6, entre
otras (Spencer y cols., 1997). Ademas, se ha demostrado que FK506 también ejerce sus
efectos supresores sobre otras células inmunes como, linfocitos B, macrofagos y células
cebadas. (Zabawski y cols., 2000).

Los resultados de este trabajo sugieren que la repuesta celular mediada por linfocitos T
favorece la destruccion del tejido durante el desarrollo del AHA en el hamster. En este
sentido, se podrian dirigir futuras investigaciones para identificar las moléculas de la
respuesta celular del hospedero que participan en la destruccion del tejido hepético. La

apoptosis en células hepaticas inducida por TNF-a, oxido nitrico 6 bien la destruccién de
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la matriz extracelular por colagenasas que liberan macrofagos, fibroblastos u otras células
del hospedero podrian ser las responsables directas de la destruccion hepatica.

La identificaciéon de la CN en E. histolytica, cobra importancia al relacionarsele con
mecanismos de proliferacion importantes para la sobrevida del parasito. Ademas, la via de

la CN ofrece un abanico de posibilidades para el desarrollo de firmacos anti-amibianos.
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VII. CONCLUSIONES

. Se identifico por primera vez en E. histolytica: a) Actividad de fosfatasa PP2B (CN)

y b) Una secuencia que muestra similitud con la subunidad catalitica de otras CNAs.

. Es probable que la CsA inhiba la proliferacion de E. histolytica al menos en parte, a
través del bloqueo de la actividad de su CN.

. La respuesta inmune celular es la principal responsable de la destruccién tisular en

el AHA en hamsteres.
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Abstract

Cyclosporin A (CsA) inhibits the proliferation of several protozoan parasites lhmugh hh:kmg d:: activity of calcineurin (Cn) or
Pglympmlems(l’gp] We report hcre,lhauuh;hmnn of the proliferation of Es b ites, the causal agent of human
is, is due to interf of the | t u:umyoan.masmularflshmmﬂueﬂ'mufthlsimmumsuppmmveghnng
lymphocytes. The non-i pressive CsA analog PSC-833, which binds Pgp without interfering the function of Cn, did not inhibit the
pmhfmuouufHMl!MSSuuplummhkmwu phosphatase activity of amebic Cn, detected using the phosphopeptide RIL was
drastically affected by incubation with CsA, but not with PSC-833. On the other hand, both drugs were also tested on clone C2 trophozoites,
which grow in the p of due to over-expression of Pgp. The effect of CsA was similar to that observed on HM1:IMSS
trophozoites, whereas PSC-833 only affected the proliferation and viability of clone C2 when the trophozoites were grown in the presence of

40 pM of emetine, suggesting an interference of the Pgp activity. This suggestion was confirmed by results from experiments of Pgp-

dependent effux of rhodamine from pre-loaded troph

in the p

of either of these drugs. Therefore, CsA inhibition of

E. histolytica trophozoite proliferation is more likely due to Cn than Pgp activity inhibition.
© 2004 Australian Society for Parasitoiogy Inc. Published by Elsevier Lid. All rights reserved.

Key i E bt hictol Calci in; P-glycog in: Cyel

BlY

in A; PSC-833; Immunosuppressor

1. Introduction

Cyclosporin A (CsA) is a cyclic undecapeptide with
potent i ppressive activity, obtained from the fungi
Tolypocladium inflatum (Borel et al., 1996). CsA also
inhibits proliferation in a number of parasites assayed in
vitro (Chappell and Wastling, 1992; Page et al., 1995),
including Entamoeba histolytica, the protozoa causing
intestinal and liver amebiasis in humans (Carrero et al.,
2000). Due to the impact of parasite diseases on human
health in underdeveloped countries, there is a growing
interest in the identification of non-immunosuppressive CsA
analogs with anti-parasite activity, as well as on their
mechanisms of action.

CsA inhibits the proliferation of T lymphocytes through
binding to cyclophilin (Cyp), a protein of the immunophilin
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E-mail address; carrero®servidor.unam.mx (1.C. Camero).
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family. The complex CsA-Cyp inhibits the phosphatase
activity of calcineurin (Cn) thereby inhibiting the depho-
sphorylation of NF-AT-like transcriptional factors. Phos-
phorylated transcriptional factors cannot be translocated to
the nucleus, thus interrupting the transcription of genes
involved in cellular replication, such as interlenkin-2
{Clipstone and Crabtree, 1992). Moreover, CsA and some
of its analogs are competitive inhibitors of P-glycoproteins
(Pgp). The ATP-dependent efflux pump activity of Pgps is
partially responsible for cellular detoxification and multi-
drug resistance (MDR) phenotype in normal and malignant
cells (Shustik et al., 1995). Both mechanisms of action have
been documented in different parasites: in Plasmodium
falciparum (Dobson et al., 1999) and Schistosoma mansoni
(Serra et al., 1999), CsA—Cyp complex inhibits their Cns, in
the latter resulting in the blockage of the expression of
Sm28GST, a gene associated with growth and differentiation
of this de; in Toxopl gondii (Silverman et al.,
1997) and Cryptosporidium parvum (Perkins et al., 1998),

d by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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blocking of the efflux pump activity of Pgp appears to be the
mechanism by which CsA affects the replication of these
parasites.

The mechanism by which CsA inhibits the replication of
E. histolytica trophozoites is still unknown, although
previous functional studies, showed binding of CsA to
recombinant E. histolytica Cyp and inhibition of its
rolamase (cis—trans peptidyl-prolyl isomerase) activity
(Ostoa-Saloma et al., 2000). Here, we present evidenc

saline pH 7.4 (PBS). for 30 min at 37 °C, as previously
described (Banuelos et al., 2002). After three washings with
cold PBS, cells loaded with rhodamine were resuspended in
serum-free TYI-5-33 medium and incubated in the absence
or presence of CsA or PSC-833 (1 and 10 pg/ml) during
4.5h at 37 °C. In order to evaluate the efflux of rhodamine
from the cells, samples were taken before and after
mcubatmn centrifuged a| 150x g for 5min, and the

suggesting that CsA inhibits the proliferation of
E. histolytica Lrophomms mmugh blndmg to the parasite’s
Cn, blocking its serine—th phosph activity
(PP2B).

2. Materials and methods
2.1. Entamoeba histolytica trophozoite cultures

Trophozoites of the HM1:IMSS strain were maintained
axenically at 37 °C in TYI-8-33 medium (Diamond et al.,
1978) supplemented with 15% fetal bovine serum (Bio-
fluids), 6% vitamin solution (JRH Biosciences) and
antibiotics (Lakeside). Trophozoites of the clone C2,
exhibiting a drug-resistant phenotype related to Pgps over-
expression (Orozco et al., 1985; Descoteaux et al., 1995),
were maintained in the same culture conditions. However,
before carrying out experiments where Pgp function was
evaluated, C2 trophozoites were grown in the presence of
40 uM emetine for several generations until a stable culture
was obtained. All trophozoites were harvested at the log-
phase (72 h) of cultures, through ice-chilling and centrifu-
gation at 150 X g for 5 min at 4 °C.

2.2. Growth of HM1:IMSS and C2 trophozoites
in the presence of CsA and PSC-833

Cultures of both types of trophozoites (1.4 X 10%/ml)
were grown as described above for 96 h in the presence of
identical concentrations of CsA or its non-immunosuppres-
sive analogue PSC-833, ranging from 107> to 100 pg/ml
(equivalent to 8 X 107* to 80 1M). For experiments where
Pgp function was evaluated, trophozoites of the clone C2
were cultured in the presence of 40 pM emetine. Due to
their lipophilic properties, stocks of CsA and PSC-833 were
prepared in ethanol. Therefore, control cultures were added
with an equivalent amount of ethanol alone, never higher
than 1/1000 (v/v). Viability of trophozoites was determined
every 24h under light microscopy using Trypan blue
exclusion.

2.3. Rhodamine efflux assays

Trophozoites of the clone C2 (1 x 10%) growing in
presence of 40 pM emetine, were harvested and then
incubated with 1 pg/ml rhodamine in phosphate buffered

was d in the supernatant at excitation
and emission settings of 515 and 537 nm, respectively,
using a LS-50B spectrofluorometer (Perkin Elmer). Con-
centration of the released rthodamine was calculated by
interpolation on a rhodami dard curve using serum-
free medium.

2.4. Phosphatase activity assays

HMI1:IMSS trophozoites cultured for 72h were har-
vested as described above and washed three times with PBS.
Assays of total phosphatase activity (PPl + PP2A +
PP2B + PP2C) and Cn (PP2B) were carried out on a
high-speed cytosolic fraction from trophozoites, using the
Calcineurin Cellular Activity Assay Kit (Calbiochem, USA)
following the i ions ded by the fac-
turer. Briefly, the high speed cytosolic fraction was obtained
by centrifugation at 25,000 X g of lysed trophozoites
(thawing and freezing) in the presence of 10 uM iodoace-
tamide as a protease inhibitor. The cytosolic fraction was
then depleted of phosphate and nucleotides (source of free
phosphate) by gel filtration and used at different dilutions in
the malquita green phosphatase assay. Reactions were
carried out in 50 w1, under different conditions for detection
of the four different classes of cytoplasmic serine-threonine
phosphatases described for eukaryotic cells: protein phos-
phatases (PP) 1, 2A, 2B (Cn) and 2C (Shenolikar and
Ingebritsen, 1984). Thus, PP1 and PP2A (not PP2B) are
strongly inhibited by the marine sponge toxin okadaic acid
(OA); PP2C is Mg* * -dependent, and PP2B is Ca** and
calmodulin (CaM)-dependent (Cohen et al., 1989). Con-
ditions were as follows: (i) in the presence of a saturating
amount of CaM to determine the total phosphatase activity,
(ii) in CaM-free buffer added with EGTA, to eliminate the
PP2B activity, (iii) in buffer with CaM plus OA, to eliminate
PPl and PP2A activities, and (iv) in CaM-free buffer plus
okadaic acid and EGTA, to eliminate PP1, PP2A and PP2B
activities. Reactions were initiated by the addition of the RIl
phosphopeptide substrate (DLDVPIPGRFDRRVpSVAAE)
and stopped after 30 min of incubation at room temperature
with malaquita green reagent. The absorbance at 620 nm
was determined in a spectrophotometer (Bio-tek Instru-
ments). The effect of 1 or 100 uM of CsA or PSC-833 on Cn
activity was assessed in assays identical to that of condition
(iii), except for the type and concentration of inhibitor. We
also used the same amounts of the macrolide FK-506,
another immunosuppressive drug that inhibits Cn in a
similar fashion to CsA, except that it interacts with
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a different cytosolic ligand (Liu et al., 1991; Siekierka et al.,
1989; Harding et al., 1989). The three drugs were dissolved
in ethanol and added to the reaction mix at a maximum ratio
of 1/100 of the total volume. Control reactions of Cn activity
were done in the presence of the same levels of ethanol.

Protein concentration in the supernatant was determined
by the Bradford method using bovine serum albumin as
standard; protein integrity of this fraction was evaluated in
10% SDS-PAGE stained with Coomasie blue. p-NPP,
Bovine CaM and okadaic acid were purchased from
Sigma (St Louis, MO). CsA and FK506 were from Novartis
(Switzerland).

3. Results

3.1. Effect of CsA and PSC-833 on the viability
and proliferation of HMI:IMSS and C2 trophozoites

The effect of CsA on the proliferation of trophozoites had
been previously reported (Carrero et al., 2000); the drug
inhibited proliferation of HM1:IMSS in a dose-dependent
manner (Inhibitory Concentration 50% (ICsp) = 1 pg/ml),
causing death of trophozoites at drug concentrations in the
culture media over 50 pg/ml (40 pM). In contrast, treat-
ment of HM1:IMSS trophozoites with the non-immunosup-
pressive CsA analog PSC-833, at the same range of the
concentrations reported for CsA (1 X 1073 to 100 pg/ml),
failed to show a clear effect on the proliferation and viability
of the trophozoites (Fig. 1). Kinetics of growth at 24, 48, 72
and 96 h of culture were similar among the trophozoites
untreated or treated with 1 X 107 to 10 pg/ml of PSC-833.

Trophozoites (x10%ml)

Time (h)

Fig. 1. Effect of the non-immunosuppressive CsA analog PSC-833 on the
proliferation of HM1:IMSS wophozoites. The HM1:IMSS wophozoites
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Only the trophozoites treated with 100 pg/ml showed a
slight decrease in growth at 72 h, retumning to control levels
at 96 h (Fig. 1). The lack of effect of PSC-833 on the
proliferation and viability of the trophozoites suggested that
the mechanism responsible for the anti-amebic effect of CsA
was not associated with the efflux pump activity of the
amoeba Pgp, or that PSC-833 did not affect Pgp function of
trophozoites in the culture conditions used for the assay. To
explore these two possibilities, we took advantage of the
emetine-resistant mutant clone C2 that shows MDR
phenotype associated to Pgp overexpression (Orozco et al.,
1985; Descoteaux et al., 1995). Assays on clone C2 were
performed in two ways: (i) in the absence of emetine, to
determine the direct effect of CsA and PSC-833 on these
trophozoites, and (i) in the presence of high concentrations

25
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20
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B
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Fig. 2. Effect of CsA on the viability and proliferation of clone C2

(A) C2 wophozoites culures growing in the absence of
emetine were treated with CsA at | (- -0- ), § (=0-), 10 (- -A--), 100
(- -O- =) or 1000 {—0-) pg/ml. Untreated wophozoites (—@-). (B) Swcady-

were grown as described in Materials and in the absence of PSC-
83 (~@-), or in the presence of 107 (~0-), 107% (-A-), 107" (-0-), 1
(--0--), 10 (- -A--) and 100 (- -O- -) pg/ml. Viable wrophozoites were

counted under light microscopy at the indicated time points. Values
represent the mean * SD; n = 9 in each case.

state cultures of C2 rophozoites growing in the p of 40 pM emetine
were treated with CsA at | (--0--) or 5 (=0-) pg/ml. Untreated
phozoites (—®-). Viable trophozoites were counted under light

microscopy at the indicated time points. Values represent the mean + SD;
n =9 in each case.
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of emetine (40 wM), in order to determine the effect of both
drugs on the Pgp-dependent survival of C2 trophozoites.
CsA inhibited the proliferation of C2 trophozoites in the
absence of emetine in a dose-dependent way. Low dose of
1 pg/ml CsA did not affect growth, whereas 10 pg/ml
appeared to allow the survival, but not the proliferation of
the trophozoites. Finally, concentrations = 100 pg/ml were
lethal for the parasites (Fig. 2A). These results were similar
to those observed with CsA on HMI1:IMSS trophozoites
(Carrero et al., 2000).

The effect of CsA on the functionality of C2 Pgps was
then evaluated on C2 trophozoites growing several
generations in the presence of 40 pM emetine. It is worth
mentioning that clone C2, exhibiting a MDR phenotype,

35

“Trophozoites (x10% ml)

Trophozoites (x 10% ml)

0 24 48 T 96
Time (h)

Fig. 3. Effect of the non- ummnamppmanSC-ﬂimu:e viability and
proliferation of clone C2 (A) C2 wog ites cultures
growing in the absence of emetine were treated with PSC-833 at 1 (-0-),

10 (- -A--) or 100 (--O- }lag."mL Untreated trophozoites (—®-). (B)
Steady-state cultures of C2 troph ing in the of 40 pM
emetine were treated with PSC-833 at 10 (-C-Jor 1 (== =) pg/ml.
Untreated wophozoites (—@-). Viable wophozoites were counted under
light microscopy at the indicated time points. Values represent the
mean = SD; n =9 in each case.
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proliferates more slowly in the presence of emetine (Orozco
etal., 1985). In our experiments, proliferation of clone C2 in
presence of 40 uM emetine was three to four-fold slower
than in the absence of the drug (Compare A and B in Figs. 2
and 3). Culwres of C2 with emetine were treated with CsA
at | and 5 pg/ml, concentrations that did not affect the C2
proliferation in the absence of emetine (Fig. 2A). Both
concentrations significantly decreased the proliferation and
survival of C2 trophozoites after 48 h of incubation
(Fig. 2B), with respect to the control growing only with
emetine, suggesting that emetine accumulated inside the
cells, possibly due to CsA competition for the active site on
C2 Pgps.

As observed for HM1:IMSS, PSC-833 did not affect the
growing of C2 trophozoites in the absence of emetine
(Fig. 3A), except when a dose of 100 pg/ml was added to
the culture. However, in the presence of emetine, a dose of
PSC-833 as low as 1x 107" pg/ml, showed a clear
inhibitory effect on proliferation and survival after 48 h of
incubation (Fig. 3B).

3.2. Effect of CsA and PSC-833 on rhodamine efflux
of E. histolytica C2 trophozoites

Results showed that rhodamine efflux from C2 tropho-
zoites growing in the p e of ine and in the
presence of 10 pg/ml of CsA or PSC-833 diminished about
30 and 60%, respectively, with respect to untreated controls
(Fig. 4). Verapamil (1 pg/ml), a chemical blocker that
reverses the MDR phenotype of C2, inhibited the efflux by
70% as expected. These results indicated that PSC-833, and
to a lesser extent CsA, inhibit the Pgp-mediated efflux of
rhodamine in C2 cells.

4517
401 - —
351
304

i

c CsA CsA  PSC-833 PSC-833  Ver
Ipg Iopg  lpg 10pg ug

Fig. 4. Effect of CsA and PSC-833 on the thodamine efflux from clone C2
uwhmdmﬂuwhzdmywin;wiﬂn‘ﬂﬂimﬂimuﬂhﬂrd
with rhodamine, were incubated in the of 1 or 10 pg/ml of CsA or
lh:unlo;PSC-ﬂS‘l’orish Rhodumm:mu:mmmdmdn
p using an sp as described in the Materials and
methods section. \'umndiver]ulaymlwumedamnuutangp
efflux inhibition. C: ¥ ites. Values rep the mean =
SD; n = 3 in each case.

ng of R123/min/106 trophozoites
1)
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Table 1
D of different phosph: activities in a high speed cytosolic
fraction from Entamaoeba histolytica HM1:IMSS wophozoites

Assay ¢ : Phosph nMoles of released
detected phosphate: mean = SD®
(% of control activity)
Calmodulin + Ca™ ™ PPI + PP2A 271 % 021 (100)
+ PP2B
and PP2C
Calmodulin-free PPL + PP2A 1.79 = 0.15 (66)°
buffer + EGTA and PP2C
Calmodulin + ca**  PP2B and PP2C 1.32 = 0,09 (48)
+ okadaic acid
Calmodulin-free PP2C 0.07 = 0.02 (25)
buffer + EGTA
+ okadaic acid

* See Material and Methods.

* Values represent the mean of wriplicate experiments.

© Inhibited phosphatase activity (M%) ds to PP2B
activity.

P

3.3. Phosphatase assays on high speed supernatants
of E. histolytica; effect of diagnostic inhibitors

In order to determine the role of the Cn pathway on the
inhibition of E. histolytica HM1:IMSS trophozoites pro-
liferation by CsA, we initially determined Cn (PP2B) and
other phosphatase activities known for eukaryotic cells
(PP1, PP2A and PP2C), in a high speed cytosolic fraction
obtained from those trophozoites (Table 1).

3.4. Inhibition of Cn by CsA and FK506

To ascertain if Cn activity detected in the high speed
supernatant from ameba was susceptible to CsA and FK506,
but not to PSC-833, PP2B phosphatase assays were carried
oul testing two concentrations of each drug (Table 2).
Ameba Cn activity resulted inhibited by CsA and FK-506,

Table 2
Effect of cyclosporin A, FK-506 and PSC-833 on Entamoeba histolytica
calcineurin (PP2B) activity detected in a high-speed cytosolic fraction

Drug C nMoles of released Inhibition of
ested® (M) phosphate: = SD* PP2B activity (%)
None - 125 = 0.10 0
CsA 1 064 = 0.09 49
100 0.15 = 0.03 88
FK-506 1| 0.86 = 0.09 31
100 0.25 = 0.04 80
PSC-833 | 133 =017 0
100 LI18 = 0.11 5
* All reaction mi ined calmodulin + Ca** + okadaic acid

(phosg d: PP2B + PP2C; Table 1).

* Values represent the mean of wiplicate experiments.

“ The contribution of PP2C activity was neglected in these estimates as it
accounts for about 2.5% (Table 1).

although CsA was slightly more effective than FK-506,
reaching 88 and B0% inhibition at 100 puM, respectively. As
expected, PSC-833 did not affect the E. histolytica Cn
activity in a significant manner, and just a marginal effect
(5%) at the higher concentration was observed.

4. Discussion

The anti-parasitic effect of the immunosuppressant CsA
has been widely documented (Chappell and Wastling, 1992;
Page et al., 1995). In a previous report, we described the
high susceptibility of E. histolytica HM1:IMSS trophozoites
to CsA (Carrero et al., 2000). Although the mechanism of
action remains unknown in most parasites, two possible
pathways have been implicated (Clipstone and Crabtree,
1992; Demeule et al., 1997), that can be represented as
CsA—Cyp-Cn and CsA—Pgp. Here, we present evidence
suggesting that CsA inhibits the in vitro proliferation of
E. histolytica trophozoites through binding to Cn (CsA-
Cyp-Cn pathway), thus blocking its serine—threonine
phosphatase activity (PP2B).

We firstly determined the effect of CsA on the pump
activity of E. histolytica Pgps by taking advantage of an
emetine-resistant mutant of E. histolytica known as
clone C2, whose MDR phenotype is associated to Pgp
overexpression (Orozco et al,, 1985). We also used the
non-immunosuppressive CsA-analog PSC-833 with a well-
documented ability to compete with other substrates for
Pgps without affecting the Cyp and thereby Cn (Loor, 1999,
Tiberghien et al., 2000). In contrast to CsA, which showed a
strong C2 anti-proliferative effect (Fig. 2A), PSC-833 had
practically no effect on the proliferation of E. histolytica
HMI:IMSS (Fig. 1) or C2 trophozoites growing in the
absence of emetine (Fig. 3A). These results are interesting
considering that PSC-833 has been shown in some instances
to be a more potent anti-parasite agent than CsA (Tiberghien
et al., 2000).

To rule out the possibility that PSC-833 did not block the
ameba Pgp, we carried out two types of assays. First, we
checked the effect of PSC-833 on C2 grown in the presence
of 40 puM emetine (Orozco et al., 1985). Secondly, we
analysed the effect of PSC-833 on the efflux of rhodamine
by C2 trophozoites (Bafiuelos et al., 2002). Results
demonstrated that PSC-833 is in fact a strong inhibitor for
E. histolytica Pgps, inducing at low concentrations
(1x 107" and 1 pg/ml), on one hand the death of C2 cells
grown in the presence of emetine (Fig. 3B), and on the other,
the blocking of the Pgp dependent efflux of rhodamine
(Fig. 4). In spite of CsA clearly inhibited the proliferation of
both wild HM1:IMSS and clone C2 trophozoites, it
exhibited less inhibitory capability than PSC-833 on C2
growth in the presence of emetine, as well as on the C2
rhodamine efflux assay.

Taken together, these results with PSC-833 suggest that
the inhibition of the efflux pump activity of E. histolytica
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Pgps did not affect the rate of trophozoite proliferation in
vitro. Moreover, since CsA inhibited the proliferation of C2
in the absence and in the presence of emetine, it was more
probable that CsA acted through the Cyp-Cn pathway, even
though it also affected the pump activity of Pgps.
C ly, we decided to eval the action of CsA
on the Cn activity (PP2B) from E. histolytica HM1:IMSS
trophozoites. Initially, we used a simple method based on
the release of phosphate from the substrate p-NPP, that
allowed detection of all four phosphatase activities known
in eukaryotes (Shenolikar and Ingebritsen, 1984; Martin
et al., 1985) including P. falciparum (Dobson et al., 1999).
Using this method, we were able to detect and identify the
activity of the different phosphatase in crude extracts from
trophozoites. Unfortunately, the results were equivocal,
when the effect of CsA and FKS06 on PP2B activity was
evaluated (data not shown), but not surprising (Khattab
et al., 1999). A commercial kit for detection of Cn (P‘PQB}
based on the dephosphorylation of the RII phosphogp
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activity of its Cn. CsA interacts with EhCyp and in tum, the
CsA-EhCyp complex probably binds to amoeba Cn and
inhibits its dephosphorylating activity, avoiding the trans-
location of a NF-AT-like transcription factor involved in
cellular replication. However, the possibility that CsA
affects any other important, and not yet identified,
physiological process in E. histolytica cannot be ruled out.
Recently, we have identified within the E. histolytica
genome database (The Institute of Genomic Research) a
coding sequence showing high identity with the catalytic
subunit A of Cn (CnA) from many organisms. Identical
sequence was amplified from total amebic DNA and
deposited at the GenBank (accession number AY499534).
Experiments are being conducted to find out if the CsA-
rEhCyp complexes in fact bind to and inhibit the
phosphatase activity of recombinant E. histolytica Cn.

provided reproducible data on the effect oszA FK506 and
PSC-833 on E. histolytica Cn. The relative contributions of
the different phosphatases (PP1, PP2A, PP2B (Cn) and
PP2C) were evaluated in the cytosolic fraction of tropho-
zoites, employing inhibition patterns (Cohen et al., 1989;
Table 1). The amebic phosphatase activity detected in the
fraction, decreased in the presence of OA or upon depletion
of Mg**, whilst increased in the presence of Ca*™* and
CaM (Table 1), the later suggesting that the endogenous
concentration of free Ca*+ and CaM in the amebic
cytosolic extract was insufficient to fully activate Cn. It
was estimated that Cn constitutes about 34% of the
phosphatase activity detected in the fraction. Studies on
parasites regarding the evaluation of all four protein
phosphatases are scarce. However, this value is lower than
the activity reported for 5. mansoni using a similar assay,
where Cn was over 50% of the total phosphatase activity
detected (Khattab et al., 1999).

Crystal structure analyses have shown that CsA-Cyp
and FK506-FKbinding protein complexes target a region of
the enzyme that is unique to Cn and is not shared with other
phosphatases, rather than the active site of the enzyme,
resulting in specific inhibition of Cn (Kissinger et al., 1995;
Huai et al., 2002; Huai and Ke, 2003). As expected, the
amebic Ca*™ and CaM-dependent activity detected was
clearly inhibited by CsA and FK-506 in agreement with
other reports (Liu et al., 1991; Liu, 1993; Dobson et al.,
1999), whereas it was unaffected by PSC-833, even at high
concentrations (Table 2), demonstrating that this activity in
effect corresponds to the E. histolytica Cn.

In a previous report, we described the cloning and
characterisation of the first Cyp described for E. histolwtica.
Functional studies using the rec i EhCyp d
strated its ability to bind CsA, resulting in a block of its
rotamase activity (Ostoa-Saloma et al., 2000). Together, our
previous and present results suggest that CsA exerts its anti-
amebic effect through interfering with the phosphatase

Ack ledg: "

PSC-833 was kindly provided by Novartis Pharma AG,
Basel, Switzerland. We thank A. Olivos, B. Sinchez-
Hernindez and M. Nequiz for supplying HMI1:IMSS
trophozoites and technical assistance. This work was
partially supported by research Grants from CONACYT
(41693-M: L.P.L. and 1.C.C.; J34137-M: D.G.P.), DGAPA
UNAM (IN206102-3: J.P.L. and J.C.C), CGPI (20030922:
D.G.P.) and Fundacién Miguel Alemin, A.C. (JPL).

References

Barelos, C., Orozco, E., Gomez, C., Gonzilez, A, Medel, 0., Mendoza,
L., Pérez, D.G., 2002. Cellular ]ocauo: and l'\.lncunn af the
P-glycoproteins (EhPgps) in Ei ba b a istant
Implmws.Mmb Drug Resist. 8, 291 ~300.

Borel, JF.. Baumann, G.. Chapman, I, Donatsch. P., Fahr, A.. Mueller,
EA Vigouret, JM., 1996. In vivo pharmacological effects of

porin and some analogues. Adv. Ph 1. 35, 115-246.
Carrero, J.C., Petrossian, P., Olivos, A., Sinchez-Zerpa, M., Ostoa-Sal
P., Lacleue, 1P, 2000. Effect of Cyclosp A on Ei fs

histolytica. Arch. Med. Res. 31, S8-589.

Chappell, LH., Wasding, JLM., 1992. Cyﬁmpum&.mmuwdﬂm
modulator of the host—parasite relati
Parasitology 105, $25-540.

Clipstone, N.A., Crabtree, G.R.. 1992. Identification of calcineurin as a key
signalling enzyme in T-lymphocyte activation. Nature 357, 695-697.

Cchen.P Klumpp S Sclnllmg. Dl. 1989. An improved procedure for

ifying and quantitatin protein phosph in ian tissues.

FEBS Lett. 250, 596-600.

Demeule, M., Wengexs.ll\{ Beli R. 199'?." lecular i jons of

losporin A with P- Pt beling with cycl i

derivatives. J. Biol. C'hcm. 272. 6647 -6652.

Descoteaux, 5., Ayala, P, Samuelson, J., Orozco, E, :995 Ln:mue in
mRNAn!um‘[npleEthpgmeu ding P-gly
in Sa hissol
179184,

Diamond, LS., Harlow, D.R.. Cunnick, C.C., 1978. A new medium for the
axenic cultivation of Entamoeba hisolytica and other Entamocha
Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 72, 431-432,

Gene I64.

P



1.C. Carrero et al. / Inte

Dobson, S, May, T.. Berriman, M., Del Vecchio, C., Fairlamb, AH.,
Chakrabani, D.. Barik, §., 1999. Characterization of protein Ser/Thr
phosphatases of the malaria parasite, Plasmodium falcij iparunt: |||I||-

I Journal for P,

logy 34 (2004) 1091-1097 1097
weight phosphate activity of 1. Biol, Chem. 260,
14932 14937,

Omzm‘ B. sz Hemindez, F., Rodriguez, M.A., 1985, Isolation and
ion of £ ba histolytica mutants resistant 1o emetine.

bition of the parasitic calcineurin by cyclophilin-cyclosp p
Mol. Bloch:m. Parasitol. 99, 167-181.

Harding, M.W., Galat, A., Uehling, D.E., Schreiber, S.1.., 1989, A recepior
for the immunosuppressant FKS06 is a cis-frans peptydil-prolyl
isomerase. Nature 341, 758-760.

HlmQ Ke, H., 2003. S of calcineurin and its compl with

Bioch Biophys. Res. Com-

philins—i
mm3ll 1095-1102.
Huai, Q.. Kim, HJ., Liu, Y., Zhao, Y., Mundngou.&l.m,lo Ke, H.,
2002. Crystal of calei yphilin—cyclosp shows
ilin-drug I

common but distinet grition of i
Proc. Natl Acad. Sci USA 99, 12037-12042.

Khattab, A., Pica-Matoccia, L_ch;a R l.'.'.mh. D., Klinkert, M.Q.,
1999. Assay of Schi: hosph activity
and assessment of its role in parasite survival. Mol. B\o:h:m_ Parasitol.
99, 269-273.

Kissinger, C.R., Parge, HE., Knighton, D.R., Lewis, C.T., Pelletier, LA,
Tempezyk, A., Kalish, V.J., Tucker, K.D,, Showalter, RE., Moomaw,
E.W., Gastinel, L.N., Habuka, N, Chen, X., Maldonada, F., Barker,
1E., Bacquet, R.. Villafranca, J.E., 1995. Crystal structure of human
calcineurin and the human FKBP12-FKS06 i 1

Mol. Biochem. Parasitol. 15, 49-59.

Ostoa-Saloma, P., Carrero, J.C., Petrossian, P, l-ienm.l’..lam.h_
Laclette, J.P., 2000. Cloning, ch. ization and functional
of a cyclophilin of Entamaeba histalytica. Mol. Biochem. Pu'lsm:L
107, 219-225.

Page, AP, Kumar, S., Carlow, CKS., 1995. Parasite cyclophilins and

ite activity of cyclosporin A. Parasitol. Today 11, 385-388.

Perkuu.M.E Wu, TW, lz.BIanoq SM., 1998 Q!closp-mn analogs
inhibit in vitro growth of Cryprosporidium parvum. A icrob. Agents
Chemother. 42, 843848,

Serla.E.C Lardans, V., Dissous, C., 1999. Identification of NF-AT-like

ion factor in Schi: i: it's possible involvement

in the mpumw: action of cyclosporin A. Mol. Biochem. Parasitol.
101, 33-41.

Slurmlahr S. lnwtnhcn. T,S,. 1934 Protein (serine and threonine)

L 107, 102-129.

Shmik,C-de.W,.Gm?- 1995. P-glycoprotei diated multidrug
resistance in tumor cells: b ¥, clinical rel and
modulation. Mol Aspects Med. 16, 1-T8.

Sickicrka, JJ., Hung, SHY., Poc, M., Lin, C5., Sigal. N.H., 1989. A

Nature 378, 641644, i

Liu, J, 1993, FK506 and cyclospori lecular probes for studying
i Alular signal fuction. I L Today 14, 290-295.

Liw, J., Farmer, 1., mw.. ied 1. Wei L. i 5.
1991. Caleil isa target of cyclophilin—cyclosparin A and

FKBP-FKS06 complexes. Cell 66, 807-815.

Loar, F., 1999. Valspodar: current status and perspectives. Expert. Opin.
Investig. Drugs 8, 8B07-835.

Martin, B., Pallen, CJ., Wang, J.H., Graves, D.J.,, 1985. Use of fluorinated
tyrosine phosphates to probe the substrate specificity of the low

lic binding protcin for the immunosuppressant FKS506 has a
peptidyl-prolyl isomerase activity but is distinct form cyclophilin.
Nawre 341, 755-757.

Silverman, J.A., Hayes, ML, Luft, BJ., Joiner, K.A., 1997. Characteriz-
um of lnn-Tmplm activity of SDZ 215-918, a cyclosporin

ppressive and peptidyl-prolyl-isomerase-

2 pnuble role of a P-glycoprotein in Toxoplasma

i Agents Ch her. 41, 18591866,

Tbﬂ'ﬂlml-‘,w“.mdy T., Loar, F., 2000. The potent immunosuppres-
sive cyclosporin FR901459 inhibits the human P-glycoprotein and
formyl peptide receptor functions. J. Antibiov. 53, 509-515.




	Portada
	Índice
	Resumen 
	I. Introducción 
	II. Justificación 
	III. Objetivo
	IV. Materiales y Métodos
	V. Resultados
	VI. Discusión 
	VII. Conclusiones
	VIII. Bibliografía
	IX. Artículo Publicado

