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Resumen.

La amibiasis es una infeccion intestinal causada por el parasito Entamoeba histolytica, y es considerada
como la tercera causa de muerte por infeccion parasitaria en todo el mundo, después de la malaria y la
esquistosomiasis. En México es una enfermedad de alta prevalencia también, y constituye un problema
de salud publica. En la amibiasis, la resistencia a la infeccién se ha asociado a los macréfagos y
neutrdfilos, principalmente, que desarrollan mecanismos efectores que son capaces de destruir este
parasito, pero también aparecen relacionados a las etapas tempranas de la inflamacién y a la amibiasis
invasiva. El proceso inflamatorio que se desarrolla durante la amibiasis obedece, entre otros factores, a la
regulacion del trafico de neutrofilos, macréfagos y otros leucocitos por las quimiocinas. La inflamacion
observada durante la amibiasis esta relacionada con la induccion de las quimiocinas CXCL8 y CXCL1 por
células epiteliales intestinales, que provocan el reclutamiento de neutréfilos al sitio de infeccidon. Este
proceso inflamatorio puede ser alterado por proteinas secretadas por E. histolytica, como las proteasas
de cisteina que pueden actuar sobre proteinas de matriz extracelular, citocinas o quimiocinas, de estas,
la EhCP2 esta asociada con la eritrofagocitosis, y posiblemente con el dafio al hospedero. En la
amibiasis las poblaciones celulares asociadas a la inflamacion estdn bien caracterizadas, pero no se
conoce claramente las quimiocinas involucradas ni el papel que juega la proteasa de cisteina-2 en la
modulacién del proceso inflamatorio. Nosotros pensamos que las proteasa de cisteina-2 estan
involucradas en la modulacién del trafico de leucocitos durante el proceso inflamatorio. Por ello, el
objetivo de este estudio fue demostrar que la proteasa de cisteina-2 de E. histolytica (EhCP2), afectaba
la actividad quimiotactica de las quimiocinas-CC (CCL2 y CCL13), involucradas en la regulacion del
reclutamiento de monocitos/macrofagos, y de las quimiocinas-CXC (CXCL8), involucradas en el
reclutamiento de neutréfilos. Nosotros encontramos que las funciones de las quimiocinas sufrieron
modificaciones cuando éstas fueron tratadas con la EhCP2; asi EhCP2 inhibié la actividad quimiotactica
de CCL2 y CCL13 sobre los monocitos THP-1, pero aumenté el efecto quimiotactico de CXCL8 sobre
granulocitos humanos. En conjunto estos resultados nos llevan a proponer que EhCP2 puede modular el
trafico de células monociticas y granulocitos al sitio de infeccion al generar formas truncadas de CCL13,
CCL2 y CXCL8 con funciones antagoénicas sobre los receptores CC, o agonistas sobre los receptores
CXCR1-2, alterando con ello la respuesta inflamatoria mediada por estas quimiocinas; lo cual podria
originar que E. histolytica pudiera invadir capas profundas del tejido epitelial intestinal, fenémeno
asociado con la infiltracion de neutrdfilos, y al mismo tiempo, E. histolytica puede subvertir la respuesta
de las células monociticas controlando el trafico de éstas, todo lo cual puede contribuir al dafno a la
mucosa intestinal, y a la diseminacion de los trofozoitos de E. histolytica. Esta estrategia representa un

nuevo mecanismo de evasion de E. histolytica de la respuesta inflamatoria regulada por las quimiocinas.



Abstract.

Amoebiasis is an infection caused by the protozoan Entamoeba histolytica, and it is considered to the
third leading cause of death by parasitic disease in the world, surpassed only by malaria and
schistosomiasis. Macrophages and neutrophils are associated with the kiling of E. histolytica
trophozoites, and they are also linked with the early stages of inflammation. Inflammation development
during amoebiasis and other parasitic diseases is regulated by chemokines, which control the traffic of
neutrophils, macrophages and other leukocytes. During invasive amoebiasis, the inflammatory
response is triggered in part by CXCL8 and CXCL1 induction, provoking the recruitment of neutrophils
to the infection site. This inflammatory response may suffer alterations by secreted proteins from E.
histolytica, such as cysteine proteases that may act on the extracellular matrix, cytokines or
chemokines. Even though leukocytes associated with inflammation development during amoebiasis
have been described, we do not have a clear knowledge of the chemokines involved in this
inflammatory process and the role played by cysteine proteases from E. histolytica in the modulation of
this response. We think that secreted cysteine proteases of E. histolytica are involved in the modulation
of leukocyte traffic during inflammatory response. Thus, the goal of this study was to show the effect of
cysteine protease-2 from E. histolytica (EhCP2) on chemotactic functions of CC-chemokines (CCL13
and CCL2), which regulate the traffic of monocytes/macrophages; and of CXC-chemokines (CXCLS8)
which modulate the recruitment of granulocytes. We found that EhCP2 inhibited the chemotactic activity
of CCL2 and CCL13 on THP-1 monocytes, but increased the chemotactic effect of CXCL8 on human
granulocytes. As a whole, these results lead us to propose that EhCP2 modulates monocyte and
granulocyte traffic to the infection site by generating truncated forms of CCL2, CCL13 and CXCL8 with
antagonist functions on CC receptors, or agonist effects on CXCR1-2; which as could provoke invasion
of E. histolytica trophozoites to others epithelial cells of intestinal tissue due neutrophils infiltration, and
in the same time, E. histolytica also could subverted to mononuclear cells controlling the cells traffic,
thus contributing to the damage to the intestinal mucose and the spread of E. histolytica trophozoites.
This strategy is a novel evasion mechanism of E. histolytica from the inflammatory response regulated

by chemokines.



Introduccién.

Entamoeba histolytica (E. histolytica) es un parasito protozoario que causa la
amibiasis, una infeccion intestinal con una alta prevalencia entre la poblacién mexicana
y mundial (Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000). Hasta el momento, en E.
histolytica se han descrito varias proteinas asociadas a la interaccion con el hospedero.
De estas proteinas, las proteasas de cisteina han sido relacionadas con la destruccion
de proteinas de matriz extracelular, y de proteinas del sistema inmune, tales como
inmunoglobulinas y proteinas de complemento (Stanley, 2003).

E. histolytica presenta mas de 20 genes que codifican para estas proteasas, pero
solo 6 han sido relacionadas con el dano a la mucosa intestinal, y con el ataque a
proteinas del sistema inmunitario (Bruchhaus et al., 2003). La EhCP5, por ejemplo,
actua como convertasa de IL-1B, cuyo efecto se traduce en la induccion de IL-8
(CXCL8), y en el mayor reclutamiento de neutréfilos al sitio de infeccion, lo cual
contribuye a la invasion extraintestinal de los trofozoitos de E. histolytica (Zhang et al.,
2000). La EhCP2, una proteasa de cisteina que es secretada al contacto con las células
del hospedero, podria estar involucrada con la invasion al tejido intestinal y con la
evasion al sistema inmunitario; aunque no ha sido demostrado. En la evasion de la
respuesta inmune es posible que esta proteasa contribuya a la alteraciéon de la
respuesta inflamatoria que esta mediada, entre otras moléculas, por quimiocinas,
proteinas de bajo peso molecular encargadas de regular el trafico de leucocitos;
asociados con la destruccion de los patégenos (Rot y von Andrian, 2004).

Las quimiocinas divididas en cuatro subfamilias: CC, CXC, Cx3C y CX3, segun
dos de los cuatro de residuos cisteina cumplen funciones muy importantes en la
regulacion de la respuesta inmunitaria inflamatoria, y en la homedstasis del sistema
inmunitario (Rossi y Zlotnik, 2000). Varios antecedentes muestran que estas moléculas
pueden llegar a ser subvertidas por proteinas codificadas en genes virales y de
parasitos helmintos (Maizels et al, 2001; Lalani et al., 2001). Estos hallazgos unidos a la
posibilidad de que E. histolytica evade la respuesta inflamatoria, nos llevaron a nuestro
objetivo principal que fue determinar el efecto de la EhCP2 sobre las actividades

biolégicas de las quimiocinas de la subfamilia CC, asociadas a la regulacion del trafico
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de células monociticas, y de las quimiocinas de la subfamilia CXC relacionadas a la

regulacion del trafico de granulocitos.
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Antecedentes Generales.
1. Caracteristicas generales de las quimiocinas y sus receptores.

Las quimiocinas o citocinas quimioatrayentes son pequefas proteinas (~8-14
kDa), con cuatro residuos de cisteina conservados que forman 2 enlaces disulfuros
(Cis1-3 y Cis 2-4), (Clark-Lewis et al., 1995; Baggiolini, 2001). En base al rearreglo de
los dos residuos cisteina del extremo NHj-terminal, las quimiocinas han sido divididas
en dos grandes familias, CXC y CC, dependiendo de si los dos residuos de cisteina
tienen un aminoacido entre ellos (CXC) o estan adyacentes (CC) (Zlotnik y Yoshie,
2000; Rot y von Adrian, 2004). Hasta el momento se han reportado 16 quimiocinas CXC
(CXCL1 al 16) y 28 quimiocinas CC (CCL1 al 28), (Figura 1; Tablas 1 y 2). También han
sido descritas otras dos clases de quimiocinas, la linfotactina (C), y la fractalcina
(CX3C), con tres residuos de aminoacidos entre los dos residuos de cisteina y tan sélo
un residuo de cisteina, respectivamente.

Las quimiocinas fueron clasificadas también como quimiocinas inflamatorias
y quimiocinas homeostaticas (Sallusto et al., 2000; Boomker et al., 2005; Moser et al.,
2004). Sin embargo, recientemente se encontrd que varias de las llamadas quimiocinas
homeostaticas ejercen funciones duales y son también expresadas en los procesos
inflamatorios (Moser et al., 2004; Rot y von Adrian, 2004).

Las quimiocinas “inflamatorias” controlan el reclutamiento de leucocitos
efectores en infecciones, inflamacién, dano al tejido y tumores, y entre ellas podemos
mencionar a: CXCL6, CXCL8, CXCL1, CXCL2, CCL3, CCL5, CCL7. Boomker et al.
(2005), las define como las quimiocinas cuya expresion es inducida después de la
activacion celular. Por el contrario, las llamadas quimiocinas “homeostaticas” regulan el
trafico de leucocitos virgenes (naive) durante la hematopoyesis en la medula 6sea y
timo. Las quimiocinas “homeostaticas” también se han asociado con la inmunidad
adaptativa temprana que ocurre en el bazo, nddulos linfaticos y placas de Peyer. Estas
quimiocinas promueven también el mantenimiento de los tejidos periféricos (Moser et
al., 2004), y estan definidas por su expresion constitutiva y restringida a un tejido en
particular (Boomker et al., 2005). Algunas de estas quimiocinas son: CXCL12, CXCL13,
CXCL14, CCL19 y CCL18. Las quimiocinas con funciones duales, por su parte, son
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aquellas que pueden estar asociadas a la respuesta inmunitaria adaptativa, pero
también ejercen funciones quimioatrayentes sobre leucocitos no efectores, que incluyen
a los leucocitos precursores y maduros en arresto. Dentro de este grupo se encuentran:
CXCL9-11, CXCL 16, CCL17, CCL20, CCL22, CCL25, CCL1 (Moser et al., 2004)
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Figura 1. Clasificacion de las quimiocinas

Las quimiocinas son muy similares estructuralmente y tienen al menos tres hojas p-plegadas
(indicadas como B 1-3) y una a-hélice C-terminal. Muchas de las quimiocinas tienen al menos
cuatro residuos de cisteina en una posicidon conservada, segun las cuales las familias son
clasificadas en: CXC, CC, C y Cx3C, esta ultima familia tiene un domino de unién a la
membrana. Adicionalmente se muestran los cromosomas que contienen los genes para estos
grupos de quimiocinas. Fuente: Rollins, 90: 909-928, 1997.

Las quimiocinas se presentan como polipéptidos de 70 a 80 residuos de
aminoacidos con una homologia en la secuencia de los aminoacidos muy sustancial,
por ejemplo, entre los miembros de la subfamilia MCPs: CCL2, CCL7, CCL8 y CCL13y
Eotaxina (CCL11) la homologia es del 56-71%.
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Las quimiocinas pueden presentarse como homodimeros, pero
recientemente se encontré que estas moléculas pueden asociarse en heterodimeros y
potenciar su actividad (Paoletti et al. 2005). EI monémero de CXCLS8, una de las
quimiocinas mejor estudiada, tiene una regién NH,-terminal desordenada, una region en
forma de lazo (“loop”), tres hebras-B- antiparalelas y una a-hélice COOH-terminal
(Figura 1). En el dimero de CXCLS8, las hebras-p3 forman seis hojas B-plegadas con las
hélices atravesando este (Clark-Lewis et al., 1995).

Las quimiocinas interactian con receptores acoplados a proteinas G
heterotrimerica, que poseen 7 dominios transmembranales. Hasta el momento, se han
identificado 18 receptores para quimiocinas, de los cuales 6 receptores unen
quimiocinas CXC (CXCR1-6), diez receptores unen quimiocinas CC (CCR1-10), el
receptor que une linfoctactina (XCR1), el receptor que une fractalcina, y el receptor del
antigeno Duffy (DARC), que une tanto quimiocinas CC como CXC (Murdoch y Finn,
2000; Rot y von Adrian 2004). Adicionalmente, existen receptores de origen viral que
también unen quimiocinas (Boomker et al., 2005). La interaccién de las quimiocinas
CXC con el receptor respectivo ocurre principalmente a través del regién ERL (Glu-Arg-
Leu) del extremo NH,-terminal, y en el caso de las quimiocinas CC, los primeros 10
aminoacidos de la regidon NHa-terminal son indispensables para la interaccion (Clark-
Lewis et al., 1995).

Un receptor de quimiocinas puede estar constituido por 350 aminoacidos, el
extremo NH,-terminal es extracelular, y puede estar sulfatado sobre los residuos de
tirosina. El dominio COOH-terminal de los receptores de quimiocinas es intracelular y
contiene residuos de serina y treonina que constituyen sitios de fosforilacién. Los
dominios transmembranales son 7 o hélices, con tres lazos extracelulares e
intracelulares compuestos de aminoacidos hidrofébicos, orientados perpendicularmente
a la membrana. Estos receptores contienen puentes difulfuros altamente conservados
en el lazo extracelular 1 y 2. Las proteinas G heterotrimericas estan acopladas en el
segmento COOH-terminal y posiblemente en el tercer lazo del dominio intracelular
(Murdoch y Finn, 2000; D’Ambrosio et al., 2003; Rot y von Adrian, 2004).
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Tabla 1. Quimiocinas CC

Subfamilia CC Nomenclatura actual Receptor
1-309 CCLA1 CCRS8
MCP1 CCL2 CCR2
MIP1a CCL3 CCR1,5
MIP1B CCL4 CCR5
RANTES CCL5 CCR1,2,5
MCP3 CCL7 CCR1,2,3
MCP2 CCL8 CCR3
EOTAXINA CCL11 CCR3
MCP4 CCL13 CCR2,3
HCC-1 CCL14 CCR1
HCC-2 CCL15 CCR1,3
HCC-4 CCL16 CCR1,2,5
TARC CCL17 CCR4
DC-CK-1 CCL18 ?

MIP-3 B CCL19 CCR7
MIP-3 a CCL20 CCR®6
6Ckine CCL21 CCRY
MCD CCL22 CCR4
MPIF-1 CCL23 CCR1
MPIF-2/EOTAXINA-2 CCL24 CCR3
TECK CCL25 CCR9
EOTAXINA-3 CCL26 CCR3
CTACK CCL27 CCR10
MEK CCL28 CCR3,10

FUENTE: Comerford and Nibbs. Immunology Letters, 96: 163-174, 2005
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Tabla 2. Quimiocinas CXC

Subfamilia CXC Nomenclatura actual Receptor
GROa CXCL1 CXCR2, 1
GROB CXCL2 CXCR2
GROy CXCL3 CXCR2
PF4 CXCL4 CXCR3B
ENA-78 CXCL5 CXCR2
GCP-2 CXCL6 CXCR1, 2
NAP-2 CXCL7 CXCR2
IL-8 CXCL8 CXCR1,2
Mig CXCL9 CXCR3A/B
IP-10 CXCL10 CXCR3A/B
I-TAC CXCL11 CXCR4
SDF-1a/B CXCL12 CXCR5
BLC CXCL13 CXCR5
BRAK/BOLEKINA CXCL14 ?
LUNGKINE CXCL15 9

CXCL16 CXCR6

FUENTE: Comerford and Nibbs. Immunology Letters, 96: 163-174,2005

Una de las principales funciones de las quimiocinas es la regulacion del
trafico celular, el cual esta mediado por la interaccién de un ligando de quimiocina con
un receptor acoplado a proteina G, que induce la reorganizacién del citoesqueleto
necesaria para la migracién de los leucocitos. Esta migracion celular obedece a un
gradiente de quimiocinas formado por la unién de las quimiocinas a heparan sulfato,
presentes en la superficie de las células endoteliales, y denominados
glicosaminoglicanos (GAGs), (Alberts et al., 1994).

Los GAGs, polisacaridos cargados negativamente estan unidos a un nucleo
de proteinas y forman lo que se conoce como proteoglicanos. Estas moléculas sirven
como anclaje de las quimiocinas, las cudles por ser moléculas basicas se unen de

forma electroestatica a los GAGs por el extremo carboxilo terminal, como en el caso de
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CXCLS8, o el extremo aminoterminal, como en el caso de CCL3. Esta unién promueve la
presentacion de las quimiocinas a las células, por ejemplo CCL4 inmovilizada a
proteoglicanos induce la adhesion de las células T a los ligandos de las integrinas. Se
ha reportado que CXCL8 y CCL5 se unen a heparan sulfatos de la matriz extracelular e
inducen la adhesién y la migracion transendotelial de leucocitos (Middleton et al., 2002;
Boomker et al., 2005).

Por otro lado, las quimiocinas en su forma soluble pueden ser mondmeros,
dimeros u oligomeros en alto orden, propiedad que en el caso de CXCL8 o CCL5
determina una mayor afinidad por los proteoglicanos, y esta asociada con la formacién
de diferentes gradientes de quimiocinas (Boomker et al., 2005).

Las quimiocinas también interaccionan con el endotelio a través de DARC,
un receptor de quimiocinas que no esta acoplado a proteinas G. DARC esta asociado
con la captura y en la endocitosis/transcitosis de las quimiocinas (Middleton et al.,
2002). Estudios realizados in vivo demuestran que CCL5, CCL2 y CCL7 colocalizan con
DARC en el endotelio vascular, y en endotelio de los vasos linfaticos aferentes (Rot,
2003).

La formacion del gradiente de quimiocinas es fundamental para la activaciéon
de integrinas y otras moléculas de adhesion que estan involucradas en la adhesion y en
la posterior extravasacion de los leucocitos, ambos procesos integrados en un modelo
de 4 pasos o de secuencias (Springer 1994; Butcher, 2003; Rot y Von Adrian, 2004), en
el cual, los leucocitos primero interaccionan con baja afinidad con las células
endoteliales (tethering), y posteriormente por accion de la presion del flujo sanguineo se
acercan aun mas al endotelio, en un paso conocido como movimiento rotatorio (rolling);
ambos pasos dependen de selectinas, glicoproteinas transmembranales tipo-I, y de
integrinas de la subfamilia a4, miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El
rodamiento de los leucocitos induce cambios de afinidad de las integrinas o4 y/o P,
inducido por cambios conformacionales (Qin et al., 2004). Los leucocitos, por ultimo, se
adhieren firmemente al endotelio, y transmigran a través de las células que lo integran
hacia el gradiente de quimiocinas (Rot y Von Adrian, 2004), (Figura 2).

La trasmigracion de los leucocitos es también una serie de eventos en los

cuales selectinas e integrinas interaccionan e inducen sefiales intracelulares que
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conducen a la separacion de moléculas que forman parte de las uniones fuertes
intercelulares (tight junctions), tales como, las JAM (junctions adhesion molecules),
perteneciente a la subfamilia de las inmunoglobulinas, y al subsiguiente paso del
leucocito por entre las células endoteliales (van Buul y Hordijk, 2004; Imhof y Aurrand-
Lions, 2004). Por ensayos de colocalizacion se demostré que la trasmigracion de los
linfocitos a través del endotelio depende de LFA-1 (lymphocyte functions-associated
antigen-1) y de su interaccion con ICAM-1 y/o PECAM-1, inicialmente, y posteriormente
de la interaccién de LFA-1 con JAM-1, lo cual abre una especie de brecha por la cual
pasan los leucocitos, y este evento ha sido demostrado por colocalizacion con
anticuerpos contra caderina, una molécula que conforma las uniones ocluyentes entre

las células endoteliales (Aurrand-Lions et al., 2002; van Buul y Hordijk, 2004).

Integrinas

- ntagr

I Selectinas ‘l? o u;m Rageptor Quimlocina
Ligandas Ligando wuimiocing
Selectinas

ntagring

Figura 2. Reclutamiento celular: un proceso secuencial de cuatro pasos.

Los leucocitos que estan en circulacién pueden acercarse al endotelio e interaccionar con baja
afinidad por medio de selectinas o de integrinas. La activacion de integrinas por quimiocinas en
la superficie del leucocito provocan la adhesién firme al endotelio, propiciando la trasmigracion
de los leucocitos a través del endotelio hacia el gradiente de quimiocinas. Fuente: Kunkel y
Butcher, Nature Immunolgy, 3:822-829, 2003.
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1.2. Funciones de las quimiocinas y sus receptores.
1.2.1. Papel de las quimiocinas y sus receptores en el desarrollo de la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa.

En general, las quimiocinas y sus receptores regulan el trafico de los
linfocitos T durante la respuesta inmunitaria, el trafico de células dendriticas y otras
células presentadoras, constituyendo un puente entre la respuesta inmunitaria innata y
adquirida (Stein et al., 2005; Randolph et al., 2005). Ademas, las quimiocinas y sus
receptores regulan el reclutamiento de leucocitos que mantienen la estructura de los
organos linfoides y algunas quimiocinas juegan un papel importante en la angiogénesis
y angiostasis de vasos sanguineos, y por lo tanto en la generacion de tumores, y en
metastasis de células tumorales. Recientemente, se ha encontrado que las quimiocinas
pueden ejercer también funciones antimicrobianas contra diversos microorganismos:
bacterias y hongos.

Las quimiocinas y sus receptores son la clave en la respuesta inmunitaria
innata al regular el trafico de monocitos y neutrofilos. Esta regulacién esta dada por el
reconocimiento inicial de los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMs) por
receptores membranales tipo Toll, los cuales activan vias de sehnalizacion que
aumentan la expresion tanto de quimiocinas CC como CXC de macrofagos y de células
dendriticas (Luster, 2002; Coelhlo et al., 2005). Mas especificamente, las quimiocinas
CXC y sus receptores han sido involucradas en la inmunidad innata debido al efecto
que ejercen sobre los neutréfilos. Las quimiocinas CC también estan asociadas a la
inmunidad innata, especialmente los receptores CCR1 que se expresan sobre
monocitos (Luster, 2002).

La inmunidad adquirida se ha asociado con los receptores CC, tales como
CCR2, 4, 5 y 8 y sus ligandos, y muchos de estos receptores estan relacionados
también con algunos eventos iniciales de la inmunidad innata, tales como la activacion
de macréfagos (Coelhlo et al., 2005). El trafico de los linfocitos T y B dentro de los
organos linfaticos esta mediado por las quimocinas CCL18, CCL22, CCL20, CCL21 y
CCL19, inducidas por el estroma de los nddulos linfaticos y por las células dendriticas,

y estd asociado también con el reclutamiento de células dendriticas cargadas de
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antigenos a nddulos linfaticos donde ocurre la presentacion de antigenos a las células T
(Luster, 2002).

Las quimiocinas y sus receptores inducen también el reclutamiento de los
linfocitos T y contribuyen a la diferenciacion de la respuesta inmunitaria. Sallusto et al.
(1998), encontraron que los receptores CCR5 y CXCR3 se expresan en células T del
subtipo-1 (Ty1), principalmente; mientras que los receptores CCR3, y CCR4 se asocian
a las células T del subtipo-2 (Ty2). Uno de los inductores de CCRS5 sobre los linfocitos T
es la interleucina-12 (IL-12) que esta ligada a la respuesta Ty1. Adicionalmente, CCL11,
CCL13 CCL24, CCL26, CCL17 y CCL1 son ligandos que se han asociado con el
subtipo TH2 y se expresan en inflamaciones alérgicas (Garcia et al., 1996; Garcia et al.,
1996; Sallusto et al.1998; Loetscher et al; 1998; Luster, 2002; Wong y Fish, 2003; Rot y
von Adrian, 2004).

1.2.2. Papel de las quimiocinas y sus receptores en la homedstasis del sistema
inmunitario.

Las quimiocinas y sus receptores participan en la organizacién de los
organos linfoides primarios y secundarios. La migracién de los timocitos durante el
desarrollo esta mediada por CXCL12, CCL25 y CCL21, cuya expresién inducida por las
células estromales del timo (Sallusto, et al, 2000; Rossi y Zlotnik, 2000; Ohl et al.,
2003). En ausencia de CXCR4, el receptor para CXCL12, se han observado defectos
en el reclutamiento de los progenitores de las células T o en su desarrollo (Ohl et al.,
2003). Similarmente, precursores de linfocitos T provenientes de ratones deficientes en
CCL21 muestran también deficiencias en la migracién al timo, y en la colonizacion del
timo con respecto a ratones silvestres (Liu et al., 2005). De la misma manera, ratones
deficientes en CCRO9, el receptor para CCL25, presentan deficiencias en la repoblacion
de linfocitos T en el timo, indicando que este receptor y su ligando estan también
asociados con la regulacion del trafico de las células progenitoras de T de medula 6sea
al timo, (Uehara et al., 2002).

Otro receptor involucrado en la regulacion de la migracién de los precursores
de linfocitos T es CCRY7, receptor que une CCL19 y CCL21. Ratones deficientes en el

receptor CCRY7 presentan una arquitectura anormal del timo, con zonas de la médula y
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corteza reducidas como resultado de la alteracion del trafico de los linfocitos T maduros
que se acumulan en la corteza del timo (Ueno et al., 2004).

Similarmente, algunos receptores de quimiocinas estan asociados a la
migracion de los precursores de los linfocitos B en la medula ésea (Ohl et al., 2003).
CXCR4 y CXCRS5, y sus ligandos estan asociados con la migracion de precursores de
linfocitos B y con la organizacién del centro germinal. La deficiencia de los receptores
CXCR4 y CXCRS produce alteraciones en la organizacion del centro germinal (Allen et
al., 2004).

Por otra parte, las quimiocinas estan también involucradas en los procesos
de angiogénesis que generan el crecimiento de nuevos vasos, y se producen durante la
embriogénesis y el ciclo menstrual (Strieter et al., 2005). Quimiocinas de la familia CXC
regulan principalmente este proceso de diferentes maneras; las quimiocinas CXC que
inducen la angiogénesis y cuya caracteristica es la presencia en extremo amino-
terminal de una secuencia de aminoacidos ELR (Glutamina-Leucina-Arginina), y las
quimiocinas que inhiben la angiogénesis o las denominadas quimiocinas angiostaticas
(inhibicién de la formacion de vasos y arterias), cuya caracteristica es que no presentan
la secuencia ELR, y son generalmente inducidas por IP-10 (CXCL10), (Moore et al,
1998; Strieter et al., 2005).

Las quimiocinas ELR relacionadas con angiogénesis son: CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 y CXCL8. CXCL8, por ejemplo, promueve la
proliferacion y la sobrevivencia de las células endoteliales. Uno de los receptores
involucrados en la actividad proangiogenica de las quimiocinas CXC con la secuencia
ELR es el receptor CXCR2 que regula la migracion de las células endoteliales
(Heidenmann et al, 2003).

Las quimiocinas sin la secuencia ELR, por el contrario, tienen fuerte actividad
inhibidora de los factores angiogénicos e incluyen quimiocinas, tales como, CXCL4,
9,10, 11 y CXCL14. Las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 inducidas por el
interferdn tipo |, y por el interferén tipo 1l inhiben factores angiogénicos, tales como, el
factor de crecimiento de las células endoteliales vasculares, y reducen la quimiotaxis de
las células endoteliales (Strieter et al.,, 2005). El receptor que esta implicado en la

inhibicion de la quimiotaxis de las células endoteliales parece ser CXCR3B; la union de
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CXCL10 con este receptor reduce el crecimiento de células tumorales (Strieter et al.,
2005).
1.2.3. Otras funciones de las quimocinas.

Las quimiocinas también pueden actuar como agentes antimicrobianos. La
actividad antimicrobiana de las quimiocinas fue observada inicialmente en quimiocinas
de la subfamilia CXC, tales como: CXCL7 (Durr y Peschel, 2002).

Las quimiocinas, CXCL4 y CCL5 derivadas de plaquetas presentaron
actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Cryptococcus
neoformans (Tang et al., 2002). Cole et al. (2001), también demostraron que las
quimiocinas inducidas por interferon, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 tenian actividad
antimicrobiana contra Escherichia coli y Listeria monocytogenes.

Mas recientemente, Yang et al (2003), encontraron que CCL20 y otras
quimiocinas de la subfamilia CC: CCL11, CCL13, CCL17, CCL18 y CCL19,
principalmente, presentaron actividad antimicrobiana contra Escherichia coli. Estos
investigadores proponen que el mecanismo del efecto antimicrobiano, esta asociado
con la formacion de pequefias areas en la superficie de las quimiocinas compuestas de
aminoacidos cargados positivamente, que en conjunto constituyen un dominio catiénico
y que interacciona con la superficie de las bacterias.

2. Quimiocinas CC.

Las quimiocinas de la familia CC, que incluyen varias quimiocinas (Tabla 1),
y a las llamadas MCPs (monocyte chemoattractant proteins) y a las eotaxinas,
comparten entre si mas del 60% de homologia y juegan un papel importante no sélo en
la migracion de los leucocitos, sino también en la liberacion de enzimas, expresion de
moléculas de adhesion y liberacion de histamina (Pivarcsi y Homey, 2005; Garcia et al.,
2005).

Las quimiocinas MCPs (MCP-1/CCL2, MCP-2/CCL8, MCP3/CCL7, vy
MCP4/CCL13 inducen estas funciones en una gran gama de células del sistema
inmunitario: monocitos, linfocitos, basdfilos, células dendriticas, células asesinas
naturales (NK), neutrdfilos y eosindfilos (Van Coillie et al., 1999; Haringman et al., 2000;
Yamamoto et al., 2005).
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Las quimiocinas MCPs son producidas por varias células, tejidos, leucocitos
y células tumorales, y su expresion es disparada por citocinas proinflamatorias,
principalmente: IL-18, TNF-a e INF-y (Proost et al., 1996; Van Coillie et al., 1999;
Moschizuki et al., 1998;Votta et al. 2000; Woodworth et al., 2004), siendo la mayor
fuente de las MCPs las células endoteliales, fibroblastos y células monociticas (Proost
et al., 1996; Van Coillie et al., 1999;Garcia y Humbert, 2005). Sin embargo, otros tipos
de células también pueden producir MCPs, por ejemplo la microglia produce MCPs bajo
ciertos estimulos (Van Coillie et al., 1999). Para fines de este estudio sodlo se
mencionaran las quimiocinas CCL2 por su participaciéon en el ataque a parasitos
protozoarios, y la CCL13 por que aunque estd asociada con inflamacidon en
enfermedades alérgicas, su papel en el desarrollo de la respuesta inmunitaria contra
parasitos no ha sido elucidado todavia.

CCL2 o MCP1 es la quimiocina de la familia CC mas estudiada, ha sido
asociada a la regulacion de la migracién de monocitos/macrofagos durante la respuesta
inflamatoria. CCL2 es secretada por células endoteliales, fibroblastos, células
monociticas, células cebadas, eosindfilos, neutréfilos estimulados con TNFa, células T
(Huffnagle et al., 1995; Gu et al., 1997; Van Coillie et al., 1999; Yamashiro et al., 1999;
Krupa et al., 2004; Becker, 2005). Células epiteliales, astrocitos y microglia son también
capaces de producir esta quimiocina, luego de la estimulacién con IL-1B, TNFa, INFy,
principalmente (Proost et al., 1996; Struyf et al., 1998).

CCL2 al igual que las otras quimiocinas de la subfamilia de las MCPs es
capaz de inducir la liberacion de enzimas por monocitos y basdfilos, asi como, la
liberacion de acido araquidénico por monocitos (Proost et al., 1996). CCL2 también ha
sido involucrada en la induccidn del estallido respiratorio en células infectadas por
patdgenos. Altas concentraciones de CCL2 indujeron un aumento en los niveles de NO
(6xido nitrico), en macrofagos infectados con Trypanosoma cruzi (Villalta et al., 1998),
lo cual esta asociado con la destruccién de este parasito. CCL2 es capaz de atraer
monocitos, basdfilos, células NK y células T de memoria, al interaccionar con el
CCR2B, receptor por el cual tiene alta afinidad. CCL2 y su receptor cumplen un papel

importante en la diferenciacion hacia una respuesta Ty1, como se ha visto en modelos
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de infeccion con Cryptococcus neoformans (Needham et al., 1996; Chensue et al.,
1996; Traynor et al., 2002).

CCL2 actua como regulador de la migracion de monocitos y de la
diferenciacion de los linfocitos T en las infecciones por patéogenos. CCL2 esta
involucrada en la regulacién de la respuesta inmunitaria contra Leishmania donovani,
Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii induciendo la eliminacion de estos parasitos
(Brenier-Pinchart et al., 2001). CCL2 induce el estallido respiratorio en monocitos
infectados con Leishmania por ejemplo, y puede inhibir la replicacion de protozoarios
parasitos intracelulares, tales como Toxoplasma gondii (Mannheimer et al., 1996;
Aliberti et al., 1999; Brandonisio et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2002; Robben et al.,
2005). Una desregulacion de CCL2 en la toxoplasmosis, que esta relacionada con la
proliferacion de los taquizoitos de Toxoplasma gondii en fibroblastos humanos, mostré
que el desbalance en la expresion de esta quimiocina suprime la diferenciacion de las
células T aumentando la sobrevivencia del parasito (Brenier-Pinchart et al., 2000; Del
Rio et al., 2004). Asi mismo, ratones deficientes en CCL2, infectados con Trichuris
muris, no expulsaban estos nematodos, aumentado la carga parasitaria
(deSchoolmeester et al, 2003). De la misma manera, una alta expresion de CCL2
estaba también asociada con la susceptibilidad a infecciones por Listeria
monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, y Salmonella enterica (DePaolo et al.,
2005).

Esta quimiocina se ha asociado también a enfermedades inflamatorias,
como: ateroesclerosis, esclerosis multiple, artritis reumatoide o nefropatias por diabetes
(Van Coillie et al., 1999; Takashi et al. 2003; Sheikine y Hansson, 2004; Bartosik-Psujek
y Stelmasiak, 2005). Las enfermedades inflamatorias del intestino también estan
asociadas con alta expresiéon de RNA-mensajeros de CCL2, en células endoteliales y
células del musculo liso de la mucosa inflamada (Grimm et al., 1996; Garcia y Humbert,
2005).

CCL13 o MCP4 es una quimiocina de entre 9 a 8.5 kDa perteneciente
también a la subfamilia de las MCPs que se expresa en varios 6rganos humanos,
especialmente en el intestino delgado y colon (Garcia-Zepeda et al., 1996; Godiska et

al., 1996). Células endoteliales y epiteliales expresan CCL13 estimuladas con TNFa,
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interferén-y, interleucina-1 e interleucina-4, (Garcia-Cepeda et al., 1996; Stella too et al.,
1997; Petering et al., 1998; Nakamura et al., 2001; Meyer et al., 2003; Woodworth et al.,
2004). Al igual que las otras MCPs, CCL13 se expresa en monocitos y eosindfilos e
induce potentemente el reclutamiento de monocitos y eosindfilos aislados de sangre
periférica humana y células monociticas (Garcia-Zepeda et al., 1996; Godiska et al.,
1996; Kalayci et al., 2004; Pivarcsi y Homey, 2005).

Esta quimiocina interacciona con CCR2B y CCRS3, receptores estos que
pueden ser expresados sobre monocitos y eosinofilos, provocando la movilizacion de
calcio intracelular. En un ensayo de union a receptores celulares (Binding), en
monocitos aislados de sangre periférica, se encontr6 que CCL13 era capaz de
desplazar la unién de CCL5 1'® y CCL2 | '® al receptor, y mas especificamente CCL13
fue capaz de desplazar la unién de CCL2 | > a CCR2B con alta afinidad (Berkhout et
al. 1997).

CCL13 se encuentra altamente expresada en tejidos epiteliales respiratorios
de pacientes con enfermedades alérgicas o inflamatorias. Lamkhioued et al. (2000),
usando la hibridacién in situ, con una sonda de RNA antisentido de CCL13 marcada
fluorescentemente, sobre cortes de tejido de pacientes con asma, encontraron que el
epitelio respiratorio de estos pacientes habia alta expresion del RNA mensajero de
CCL13, y una mayor cantidad de la proteina sobre el epitelio respiratorio, indicado con
ello que CCL13 esta asociada con enfermedades inflamatorias. Se encontraron también
altos niveles de CCL13 en pacientes con glomérulonefritis, una hibridacion in situ
demostré el incremento de en zonas peritubulares, tubulares, y en células epiteliales del
glomérulo del rifén inflamado (Chakravorty et al., 2001). CCL13 también se ha
encontrado altamente expresada en varias otras enfermedades, tales como la
ateroesclerosis (Berkhout et al., 1997; Sheikine y Hansson, 2004).

3. Quimiocinas CXC.

Las quimiocinas de la familia CXC y sus receptores estan asociadas
principalmente con la regulacién de la angiogénesis y algunos de sus miembros estan
involucrados con la progresion de tumores y con la metastasis (Romagnani et al., 2004;
Rosenkilde y Schwartz, 2004).
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Las quimiocinas CXC contienen un tripéptido presente en el amino-terminal
de la molécula que se ubica antes de la primera cisteina ERL (Glu-Leu-Arg), que es un
sitio critico para la interaccion con el receptor (Clark-Lewis et al., 1995), y para su
funcién, ya que las quimiocinas CXC con el tripéptido ERL actuan a través de los
receptores CXCR1 y CXCR2. Algunas quimiocinas CXC no contienen este motivo en el
extremo amino-terminal (CXC —ERL), y actuan sobre linfocitos por medio de CXCR3 y
CXCR4 (Rollins, 1997; Segerer et al., 2000). Las quimiocinas de la familia CXC y sus
receptores son expresados por células endoteliales, fibroblastos, neutréfilos, células
dendriticas, células T y B, células asesinas naturales y eritrocitos (Tabla 2), (Rollins,
1997; Segerer et al., 2000; Christopherson y Hromas, 2001; Romagnani et al., 2004).
En general, estas quimiocinas son inducidas por interleucina-1p y TNFa, y algunas
quimiocinas CXC son inducidas por INFy, tales como CXCL10 (Segerer et al., 2000).
Para fines de este estudio sélo se describira brevemente la quimiocina CXCLS,
quimiocina involucrada en el trafico de neutrdfilos durante la repuesta inflamatoria
desarrollada en la amibiasis.

CXCL8 6 IL8 es una de las quimiocinas de la familia CXC mejor estudiada,
se sintetiza como una proteina precursora de 99 aminoacidos con un péptido sefial que
es cortado a una proteina de entre 72 a 77 aminoacidos (Matsushima et al., 2001).
Adicionalmente, CXCL8 es procesada, por proteasas liberadas por neutréfilos, en el
extremo aminoterminal a formas truncadas de entre 69 a 77 aminoacidos que
aumentan su actividad, asi la forma de 69 aminoacidos ejerce una potente actividad
quimiotactica con respecto a las otras formas truncadas de la CXCL8 (Yoshimura et al.,
1989; Hebert et al., 1990; Nakagawa et al., 1991; Padrines et al., 1994; Van Damme et
al., 1990; Mukaida, 2003).

CXCL8 es producida por monocitos, linfocitos T, neutrdfilos, células asesinas
naturales, células endoteliales, células epiteliales, y fibroblastos (Van Damme et al.,
1989; Mukaida, 1992; Hammond et al., 1995; Morohashi et al., 1995; Mukaida, 2000;
Sparkman et al., 2004; Bruserud et al., 2004 Lin et al., 2005), por la accion de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-1 y TNFa. Fitzgerald et al. (2002), encontraron, en células
epiteliales del es6fago de pacientes con reflujo esofagico, que CXCL8 era inducida por
IL1B.
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CXCL8 se une a los receptores CXCR1 y CXCR2 con alta afinidad,
estimulando la migracién y la activacion de los neutréfilos (Murphy y Tiffany, 1991;
Holmes et al., 1991; Suzuki et al., 1994; Trettel et al., 2003; Li et al., 2004). Schroder et
al., (1989), encontraron que CXCL8 induce la degranulacion, activa el estallido
respiratorio, y provoca la activacion de la lipoxigenasa-5 que origina la liberacion de
mediadores inflamatorios derivados del acido araquidénico. CXCL8 actua también
sobre basofilos, y en presencia de IL-13 propicia la liberacion de histamina (Dahinden et
al., 1989).

CXCL8 estd asociada con varias afecciones inflamatorias, como
enfermedades respiratorias ocasionadas por infecciones bacterianas (Mukaida, 2003;
Talavera et al., 2004). En el esputo de pacientes con bronquitis cronica, infectados con
Haemophilus influenzae, se encontraron altos niveles de CXL8 y de TNFa (Sethi et al.,
2000). CXCL8 también se ha encontrado involucrada con otras enfermedades
respiratorias, como el asma, fibrosis ideopatica pulmonar y con el sindrome agudo
respiratorio (Mukaida, 2003; Krupa et al., 2004). CXCL8 regula la inflamacion en la
glomérulonefritis, uveitis idiopatica intermedia, esofagitis, eséfago de Barrett’s y otros
desordenes digestivos (Mukaida et al., 1998; Klok et al., 1998; Daig et al., 2000;
Fitzgerald et al., 2002; Savage et al., 2004).

Miembros de las quimiocinas de la familia CXC y CXCL8 regulan también la
respuesta inflamatoria en varias infecciones por parasitos helmintos y protozoarios. In
vivo, el infiltrado inflamatorio provocado por Cryptosporidum parvum presenté
neutrofilos relacionados con la induccion de CXCL1 y 2 (Laurent et al., 1997; Lacroix-
Lamandé et al.,, 2002). En la amibiasis, las quimiocinas-CXC también han sido
observadas. Seydel et al. (1997), in vivo, observaron que CXCL1 y CXCL8 estaban
asociadas con el reclutamiento de neutrofilos al sitio de infeccion, y con la formacion de
abscesos hepaticos amibianos. Las quimiocinas CXC también estan involucradas en la
formacion de los granulomas, observados en varias infecciones parasitarias. Una alta
expresion de CXCR3 y de sus ligandos CXCL10 y CXCL9 esta ligada a la migracion de
eosindfilos y a la formacién de los granuloma durante la infeccién por Schistosoma

japonicum (Li et al., 2004).
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4. Entamoeba histolytica.

4.1. El parasito.

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario que provoca la amibiasis
humana, y tiene un ciclo de vida en el cual se han identificado dos formas: Un quiste o
forma infectiva y un trofozoito o forma vegetativa que se multiplica.

El ciclo de vida de este parasito inicia con la ingesta de los quistes (10-20 um
de diametro), contenidos en agua o alimentos contaminados con heces fecales
humanas, en donde pueden permanecer viables entre 10-30 dias. Las condiciones que
contribuyen a la transformacion de los trofozoitos en quistes no estan completamente
esclarecidas, pero varios trabajos sefalan la participacion de moléculas como la lectina
Gal/GalNAc, proteasas de cisteina y de serina, en presencia de galactosa, glucosa y
varios minerales. Aparentemente, un paso previo a la formacion del quiste es la
agregacion de los trofozoitos que depende del contacto propiciado por la lectina
Gal/GalNAc (Riahi y Ankri, 2000; Carranza-Rosales et al., 2000; Eichinger, 2001;
Barron-Gonzalez et al., 2005). El desenquistamiento de los trofozoitos ocurre en el
intestino delgado, por mecanismos aun no determinados completamente. Los
trofozoitos (20-30 um) migran al intestino grueso y al colén donde se alimentan de
bacterias y otros contenidos intestinales y se trasforman en quistes, que seran

expulsados al medio ambiente a través de las heces (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.

O La Infeccidon por E. histolytica ocurre por la ingesta de quistes maduros, ® el des-
enquistamiento ocurre en el intestino delgado, y © los trofozoitos son liberados y migran al
intestino grueso. Los trofozoitos se multiplican por fisién binaria y producen quistes, @ los
quistes pasan en las heces, debido a la proteccion conferida por sus paredes, los quistes
sobreviven hasta semanas en el ambiente y son responsables de la transmision. E. histolytica
causa una enfermedad intestinal: amibiasis. La amibiasis puede, en condiciones aun no
determinadas, convertirse en una infeccion invasiva y causar complicaciones como la formacion
de abscesos hepaticos (A, B y C). Fuente: Entamoeba Homepage.

4.2. Amibiasis.

Es una infeccion, cuya estadistica la ubican dentro de las tres primeras
infecciones por parasitos en paises subdesarrollados. Aunque, en paises desarrollados
existen casos de esta infeccion sobre todo entre viajeros (Petri et al., 2001). Un informe

clasico de la WHO mostrd, mediante analisis serologicos y parasitolégicos imprecisos,
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que los casos de amibiasis (incluyendo la colitis amibiana y los abscesos hepaticos), se
acercan a 50 millones de personas y que ocurren alrededor de 100,000 muertes/afio en
varias partes del mundo (Petri et al., 2001; Stanley 2003; Huston, 2004). Sin embargo,
las cifras exactas de la incidencia de la amibiasis no son conocidas debido en parte a
que muchos de los analisis usados para la deteccién de la E. histolytica no contemplan
Entamoeba dispar (E. dispar), una amiba que no esta asociada a la amibiasis.

Gatti et al. (2002), examinaron la presencia del complejo E. histolytica/E.
dispar, en una poblacién de nifios con 9.5 afios de una escuela elemental de Ecuador, y
encontraron que la prevalencia de E. dispar fue mayor que la de E. histolytica entre los
sujetos analizados. Otro trabajo realizado en nifios (1-12 afios de edad), en el Hospital
Infantil de México, mostré también que la incidencia de E. dispar es mucho mayor
(82%) que E. histolytica (18%) (Bernal et al., 2000). Aunado a esto, muchas de las
técnicas utilizadas para la deteccién de E. histolytica no son tan sensibles y en algunos
casos pueden existir falsos negativos. Petri et al. (2001), mostraron, en un estudio
realizado en nifios de Dhaka (Bangladesh), que el numero de nifios positivos a E.
histolytica era mayor cuando se utilizaba la técnica de PCR que cuando se usaba la
técnica de deteccidon de parasitos en heces. Nuevos estudios que combinan RT-PCR
con ELISA aumentan el rango y la sensibilidad en la deteccién de E. histolytica en
muestras de heces, y provenientes de punciones hepaticas de pacientes con abscesos
hepaticos (Roy et al., 2005).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la amibiasis ha sido analizada en
areas endémicas de la infeccidén, y la prevalencia real y la caracterizacion de la
amibiasis han sido determinadas. Un estudio realizado en Dhaka, con nifios entre 2-7.6
anos de edad con episodios diarreicos frecuentes, mostré que la incidencia del parasito
es alta (82.47%), pero que solo un pequefio porcentaje de los episodios diarreicos
estaban asociados a E. histolytica, y soélo entre el 12% al 25% de los nifios infectados
desarrollaban amibiasis invasiva, y que una buena proporcién de los nifios infectados
con E. histolytica no mostraban sintomas (Haque et al., 2003).

En una poblacién mayor de 20 afios en Vietnam (region de alta prevalencia
del parasito) se demostrd, mediante PCR de muestras de heces, que sélo un 11% de la

poblacién en estudio (383), eran positivos para E. histolytica y permanecieron
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asintomaticos durante el periodo de estudio. La infeccidn por E. histolytica puede
persistir por mas de un afo en algunos individuos, pero algunos otros resuelven la
infeccidn con una terapia apropiada (Blessmann et al., 2003).

Estos trabajos plantean que la amibiasis es frecuente en zonas endémicas
para esta infeccion, pero que un buen porcentaje de los sujetos infectados con E.
histolytica no desarrollan sintomas, ni una infeccion invasiva, como fue confirmado
recientemente por Ramos et al. (2005). Por otro lado, este parasito puede persistir
alrededor de un afio en los individuos infectados sin tratamiento y la posibilidad de re-
infeccion al menos en adultos es muy baja. Finalmente se puede afirmar que, la
incidencia de los casos de amibiasis es de solo 10% aproximadamente de las
poblaciones estudiadas.

Aunque, una proporcidon considerable de los individuos infectados por E.
histolytica no desarrollan sintomas, como fue mencionado anteriormente, sélo un 4% al
10% de los individuos adultos desarrollan amibiasis invasiva (Huston et al., 1999;
Stanley, 2003), que puede manifestarse como disenteria, principalmente. Sin embargo,
algunos sujetos pueden desarrollar complicaciones, como la colitis amibiana o los
abscesos hepaticos. EI numero de casos de abscesos hepaticos en personas
infectadas con E. histolytica es bajo; sin embargo, en los ultimos afios se incrementado
los casos de hombres adultos que desarrollaron abscesos hepaticos amibianos
(Nattakom et al., 2001; Ramiro et al., 2000; Ruiz et al., 2004). Otras complicaciones de
la amibiasis invasiva han sido reportadas. McCarthy et al., (2002); reportaron un caso
de apendicitis en un nifio de 10 anos de edad que estaba asociado con la infeccién por
E. histolytica.

En México, 8.4% de la poblacidn han sido expuestos a E. histolytica, y se
estima que hay mas de un millon de casos de amibiasis entre la poblacion (Caballero-
Salcedo et al., 1994). Mas recientemente un estudio realizado en Coahuixtla (zona rural
del estado de Morelos), en el 64% de la poblacion, mostré que mas de la mitad de la
poblacion estudiada estaba parasitada con algun protozoario, de esta poblacién sélo el
19% estaba infectado por E. histolytica/Entamoeba dispar. En este estudio se demostro
la presencia de mas de dos especies: E. histolytica/E. dispar en sujetos parasitados al

analizar las muestras por microscopia. Un analisis por PCR confirmé estas
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observaciones y permitieron establecer que E. histolytica tenia mayor prevalencia
(43.7%), mientras que E. dispar se presentd solo en un 12% de las muestras que
presentaron este complejo (Ramos et al., 2000), demostrando que E. histolytica sigue
prevaleciendo entre la poblacidn mexicana de zonas rurales en un indice que parece
superar al reportado en 1994 (8.4%).

Mas recientemente, Ramos et al., (2005), en la misma comunidad del estado
de Morelos, y en muestras de heces y usando PCR, encontraron que E. histolytica tenia
una prevalencia del 11 %, pero en un 7% de los casos E. histolytica esta asociada con
E. dispar, lo cual hace dificil la apreciacion de la verdadera incidencia de la infeccion.

En otro estudio realizado en zonas urbanas y suburbanas del Estado de
Puebla (México), se determind la prevalencia de anticuerpos contra antigenos de E.
histolytica utilizando ELISA y hematoaglutinacién, y usando Inmunoglobulina G contra
antigenos de E. histolytica a partir de muestras de suero de donantes registrados en el
IMSS-Puebla. La seroprevalencia fue del 8.6% por hematoaglutinacién y del 6.4%
cuando los resultados fueron confirmados con ELISA, demostrando que el diagnostico
usando estas dos técnicas es mas sensible para estudios epidemioldgicos (Sanchez-
Guillén et al., 2000). Este estudio indica, ademas, de que Puebla es endémico para la
amibiasis, especialmente en zonas de bajas condiciones sanitarias.

Estos trabajos en conjunto denotan que la amibiasis es una enfermedad con
una prevalencia importante entre la poblacion mexicana rural y urbana, y constituye un
problema de salud publica, y al igual que otros estudios epidemiolégicos realizados en
otras partes del mundo la técnica utilizada para la deteccion del parasito es importante
para definir el impacto real de la enfermedad, porque al menos en México, la
prevalencia real de la amibiasis parece ser mayor que el 84% que se sigue
mencionando en las estadisticas.

4.3. Determinantes de patogenidad.

Los trofozoitos de E. histolytica pueden penetrar la mucosa intestinal
causando lesiones ulcerosas que resultan en los sintomas clasicos de la amibiasis:
diarrea, calambres estomacales y vomitos. Proteinas identificadas en E. histolytica,
tales como: lectinas, que median la adhesion al epitelio, péptidos formadores de poros,

que destruyen células del hospedero, y proteasas, que degradan moléculas de la matriz
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extracelular y del sistema inmunitario del hospedero, han sido asociadas con la invasién
intestinal y extraintestinal (World Health Organization, 1997; Huston et al., 1999; Petri,
2002; Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000; Stanley, 2003; Coudrier et al.,
2005).

La lectina-Gal/GalNAc de E. histolytica, conformada por dos subunidades,
una cadena pesada y una cadena ligera, esta involucrada en la adhesién a las células
epiteliales del hospedero. La cadena pesada esta asociada con la invasion de los
trofozoitos de este parasito, como lo demuestran experimentos realizados con amibas
mutantes, en la cuales la falta de esta subunidad provocaba la perdida de la capacidad
de los trofozoitos de adherirse a las células blanco del hospedero (Ankri et al., 1999;
Padilla-Vaca et al., 1999; Petri, 2002; Abd-Alla et al., 2004). En este sentido, Dodson et
al. (1999), encontraron que la cadena pesada de la lectina presentaba un dominio de
reconocimiento, y un dominio de unién a carbohidratos, que al ser bloquedos con
anticuerpos inhiben la adhesién a la células blanco. Otros estudios confirman que la
lectina Gal/GlaNAc esta asociada con la union de los trofozoitos a las células
intestinales e indirectamente con la patogenidad de E. histolytica (Seguin et al., 1995;
Cheng et al., 1998; Coudrier et al., 2005; Ocadiz et al., 2005). La lectina-Gal/GalNAc no
solo esta asociada con la unidn del parasito a las células del epitelio, sino que también
interviene en la separacién de las uniones-fuertes entre las células epiteliales (Petri,
2002; Leroy et al., 2000).

Otras moléculas involucradas en la destruccion de células del hospedero son
los péptidos que conforman el ameboporo (pequehas proteinas 5 kDa), que
interaccionan con las membranas de las células Jurkat, HL60 y U-937, y generan lisis
de estas células (Bruhn et al., 2001; Nickel et al., 1999; Leippe et al., 2004; Zhang et al.,
2004). Aunque, Leippe (1997), no asocia la presencia de estas proteinas con la
destruccion de las células del hospedero, sino que considera a las proteinas del
ameboro ligadas al control de la poblacion bacteriana en el intestino, por lo que la
relacion directa de estas proteinas con la patogenicidad de E. histolytica no esta clara
aun.

Las proteasas de cisteina, en cambio, si han sido asociadas con la

destruccion de mucosa intestinal, y con la invasion de los trofozoitos de E. histolytica,
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pero sus caracteristicas y su relacion con la patogenidad seran abordadas en un
apartado especial.
4.4. Proteasas de cisteina de Entamoeba histolytica.

E. histolytica secreta varias proteasas algunas de las cuales estan asociadas
con el dafio al hospedero. Las proteasas de cisteina son las proteinas que se secretan
mas abundantemente, y las que se han asociado con el desarrollo de la amibiasis
(Pérez-Montfort et al., 1987, y 1994).

Sin embargo, otras proteasas también son secretadas por E. histolytica, pero
algunas con baja actividad o en poca abundancia. Trabajos realizados por Pérez-
Montfort et al. (1987 y 1994), usando extractos de trofozoitos de E. histolytica, y
diferentes inhibidores, demostraron que existe una gran proporcién de proteasas
cisteina y serina, y una baja proporcion de proteasas asparticas y metaloprotesas.

Proteasas identificadas en granulos refringentes aislados de trofozoitos de E.
histolytica, presentaron 6 proteasas con actividad de colagenesa, que se activan en
presencia de colagena tipo | y calcio (Ledn et al., 1997), y que sin duda estan asociadas
con la destruccion de la matriz extracelular.

Mas recientemente, se ha encontrado en trofozoitos de E. histolytica una
hialuronidasa que al actuar sobre glicosaminoglicanos, libera N-acetil-glicosamina y
acido hialuronico, aunque no se le pudo demostrar su relacién con el dafio al hospedero
por su baja actividad enzimatica sobre matrices cubiertas de glicosaminoglicanos
(Nickel et al., 2000).

Una enzima semejante a la ciclooxigenasa-2 (COX-2) humana también ha
sido identificada en E. histolytica, y esta enzima esta asociada con la regulacion del
metabolismo de PGE,, y con la inflamacion generada en los estadios tempranos de la
amibiasis (Dey et al., 2003).

Ultimamente, se identificd una proteasa de serina perteneciente a la familia
S28, a la que aun no se le ha demostrado si tiene o no un papel en el desarrollo de la
amibiasis (Barrios et al., 2005). Estos trabajos muestran que la mayor cantidad de
proteasas que son secretadas de E. histolytica pertenecen principalmente a las

proteasas de cisteina que seran descritas con mas detalle.
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Las proteasas de cisteina de E. histolytica son proteinas semejantes a las
enzimas de la familia de las papainas y son asignadas a la subfamilia de las proteasas
semejantes a las catepsinas-L (Sajid y McKerrow, 2002). Estas proteasas son
sintetizadas con un péptido senal de 12 a 14 aminoacidos, un pro-domino de 78 a 82
aminoacidos, que caracteriza este grupo de enzimas al presentar una secuencia
conservada de aminoacidos: ERFNIN (Glutamina-Arginina-Fenilalanina-Asparagina-
Isoleucina-Asparagina), y un dominio catalitico de 216 a 225 aminoacidos,
caracterizados por una secuencia conservada de aminoacidos: CHN (Cisteina-
Histidina-Asparagina). Las preproenzimas son procesadas a enzimas maduras que
consisten en un aminoterminal, una region hidrofobica (con el centro activo), y una
region carboxiloterminal (Que y Reed, 2000).

Estas enzimas tienen una predileccion por sustratos cargados positivamente
y reconocen especificamente arginina en los péptidos, como ha sido demostrado con el
uso de péptidos marcados con fluoréforos, lo cual, convierte a las proteasas de cisteina
de Entamoeba en enzimas estructuralmente semejantes a la catepsina L, pero
funcionalmente semejantes a las catepsinas-B, la presencia de Asp en el sitio activo de
estas enzimas explica esta caracteristica (Sajid y McKerrow, 2002; Que y Reed, 2000;
Bruchhaus et al., 2003).

En E. histolytica han sido identificados 20 genes que codifican para 20
diferentes proteasas de cisteina (EhCP1 a EhCP19 y EnCP112), de los cuales sdélo los
genes que codifican para las proteasas EhCP1, EhCP2, EnCP3, EhCP5 y EhCP8 son
los que se encontré que se expresan en E. histolytica-HIM-1: IMSS (Bruchhaus et al.,
2003).

Algunas de estas proteasas presentan secuencias de anclaje a membrana,
estructuras parecidas a los GPIl, y se pueden encontrar asociadas a membranas
(Bruchhaus et al., 2003). Por Inmunodeteccién, Becker et al. (1996), encontraron que la
proteasa de cisteina de E. histolytica de 30 kDa colocalizaba con membranas de
vesiculas fagociticas y en zonas amorfas del citoplasma, mostrando que esta proteasa
se asociaba a una especie de lisosoma. Sin embargo, Spinella (1999), encontraron que
la proteasa de cisteina de 60 kDa de E. histolytica era transportada desde vacuolas

fagociticas a la membrana, luego de que los trofozoitos eran incubados con eritrocitos
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humanos. Trabajos realizados especificamente con las enzimas EhCP1, EhCP2 y
EhCP5 revelaron que estas proteasas de cisteina son almacenas en vacuolas
fagociticas y transportadas a la superficie de la membrana de los trofozoitos que entra
en contacto con células del hospedero, confirmando que las proteasas, al entrar en
contacto con células del hospedero, son transportadas desde vacuolas a la membrana
del trofozoito para luego ser secretadas (Jacobs et al., 1998; Que et al., 2002).

Las proteasas parasitarias estan asociadas a funciones vitales de los
protozoarios: desenquistamiento, metabolismo y la citoadherencia (Klemba y Goldberg,
2002). Un ejemplo claro de las funciones bioldgicas de las proteasas, lo constituyen las
proteasas de cisteina de Giardia, las cuales al ser inhibidas causan la reduccion del
desenquistamiento (Ward et al., 1997). Proteasas involucradas en el metabolismo y la
nutricion de los protozoarios son, por ejemplo, la falcipaina de Plasmodium que
degrada a la hemoglobina necesaria para la proliferacion, y supervivencia del parasito,
asi la inhibicién de la proteasa causa la muerte de Plasmodium (Rockett, 1990). La
cruzipaina, proteasa de cisteina de Trypanosoma cruzi esta implicada en la
diferenciacion del amastigote a tripomastigote (Harth et al., 1993; Meirelles et al., 1992).
La adherencia a las células hospedero puede ser mediada por proteasas de cisteina
acopladas a adhesinas, como el caso de la proteasa de cisteina de 112 kDa encontrada
en E. histolytica (Garcia-Rivera et al., 1999). No obstante, algunas de estas proteasas
también son capaces de regular la respuesta inmunitaria, y en este caso se ha
planteado que las proteasas parasitarias pueden ser consideradas como factores de
virulencia. Los ejemplos mas claros lo constituyen las proteasas de E. histolytica y
Leishmania major.

Proteasas de cisteina de E. histolytica de entre 28 kDa a 112 kDa han sido
aisladas, y asociadas con la patogénesis y con el dafio al hospedero (Serrano-Luna et
al., 1998; Garcia-Rivera et al., 1999; Hellberg et al., 2001; Hellberg et al., 2002; Sim et
al., 2004; Boettner y Petri, 2005; Coudrier et al., 2005; Ocadiz et al., 2005). En este
sentido, Navarro-Garcia et al. (1995), demostraron por medio de analisis
electrofisioldgicos, sobre tejidos de colon de gerbos, que proteasas de cisteina de E.
histolytica-virulenta, de 53 y 75 kDa, causaban una caida del potencial eléctrico en las

membranas de las células del tejido probado y una alteracion de este tejido. Se

36



estableciéo también la relacion entre las proteasas de cisteina de E. histolytica y la
formacion de abscesos hepaticos in vivo. Stanley et al. (1995), encontraron que los
ratones SCID inoculados con trofozoitos de E. histolytica-HM1-IMSS presentaban
abscesos hepaticos, y en una inmunodetecciéon con un anti-EhCP1 de los tejidos
infectados, localizaron proteasas de cisteina-1 en las lesiones, y alrededor de los
trofozoitos. El dano directo de las proteasas de cisteina y su relacidon con la necrosis
fueron demostrados cuando se inocularon ratas con trofozoitos incubados con
inhibidores de proteasas, y se encontré que no habia necrosis, en comparacion con los
tejidos provenientes de ratas inoculadas con los trofozoitos (Becker et al., 1988).

No obstante, varios trabajos demuestran que las proteasas de cisteina de E.
histolytica no estan asociadas ni con la destruccién de células humanas, ni con la
formacion de abscesos hepaticos. In vitro, usando monocapas de células de riiidn de
hamters (BHK), incubadas con cepas de E. histolytica, con el gen para la proteasa de
cisteina 5 (EhCP5), y sin el (vector con un RNA anti-sentido para EhCP5); se encontro
que la monocapa celular era destruida con o sin la presencia de la proteasa, lo cual
demostré que en la destruccion de las células dependia de otros factores, y no de las
proteasas (Ankri et al., 1998). In vivo y usando el gen para otra proteasa, cuando se
inocularon trofozoitos de E. dispar que la alta expresaban el gen para la proteasa de
cisteina 2 de E. histolytica (EnCP2), se encontré que no aumenta la formacion de
abscesos hepaticos en gerbos, aunque hay un efecto citopatico considerable sobre
células de ovarios de hamters (CHO), (Helberg et al., 2001). Con esta misma proteasa
(EhCP2), e inyectando microesferas cubiertas con la enzima en el portal hepatico de
gerbos, se encontr6 que la enzima no estaba asociada con formacion de abscesos
hepaticos, ya que estos no se formaban (Olivos-Garcia et al., 2003).

La alteracién de la matriz extracelular y otros componentes del epitelio
intestinal también esta mediada por proteasas de cisteina de E. histolytica. Li et al.
(1995), encontraron que una proteasa de cisteina de 30 kDa se une a columnas de
laminina, un componente de la matriz. In vivo, el bloqueo de laminia con anticuerpos
estuvo asociado con la reduccién de la formacién de abscesos hepaticos en ratones
SCID, lo cual indica que ciertas proteasas de cisteina interaccionan con componentes

de la matriz extracelular para dar inicio al ataque a las células del hospedero.
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La proteasa de cisteina 5 de E. histolytica (EhCP5) esta involucrada en la
degradacion de la vilina (proteina de uniébn a actina y un componente de la
microvellosidad de los enterocitos, luego del contacto de los trofozoitos con los
enterocitos humanos, y que en parte produce la desorganizacién de la microvellosidad
de los enterocitos (Lauwaet et al., 2003).

La mucina otro componente de las células epiteliales es también degradado
por proteasas de cisteina de E. histolytica, luego de que la mucina marcada con S 35
quedo reducida a varias bandas, al incubarse con estas proteasas. Adicionalmente, en
un cultivo con células productoras de mucina (LS17At) se encontrdé que las proteasas
alteraban la capa celular (Moncada et al., 2003).

Las proteasas de cisteina de E. histolytica estan involucradas también en la
regulacion de la respuesta inmunitaria al degradar moléculas, tales como: Interleucina
1B, interleucina 18, anticuerpos y proteinas de complemento. Uno de los primeros
trabajos sefald que proteasas de extractos de trofozoitos de E. histolytica eliminaban la
cadena pesada de la inmunoglobulina A (IgA), y que cuando se usé una bateria de
inhibidores no habia degradacion de la IgA, lo cual implicaba que las proteasas de
cisteina actuaban sobre la IgA, este hallazgo indicaba que la degradacién de IgA podria
provocar adherencia de los trofozoitos de E. histolytica a la mucosa intestinal (Kelsall y
Ravdin, 1993).

La cadena pesada de la inmunoglobulina G (IgG) fue también degradada por
proteasas de cisteina presentes en extractos de trofozoitos de E. histolytica, y se
planteé que la degradacion de IgG podria ser un mecanismo de evasion de la
respuesta inmunitaria humoral (Tran et al., 1998).

Las proteasas de cisteina de E. histolytica también cortan proteinas de
complemento como C3 y C5, y activan con ello la cascada de complemento. La
incubacién de una proteasa de 30 kDa con C3 y C5 marcadas con lodo '?° originé la
degradacion de estas proteinas en una cadena- o y cadena-o’. Por autoradiografia, se
demostré que estos productos eran moléculas semejantes a C3a y Cba, que
presentaron actividad, pero la degradacion progresiva de estas moléculas conduce a
productos que no presentan ni actividad antiplaquetaria en el caso de C3a, ni actividad

quimiotactica en el caso de C5a, lo cual indicaba que las proteasas de cisteina de E.
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histolyica activan la via de complemento y al mismo tiempo regulan la respuesta
inflamatoria al inactivar productos como C3a y C5a (Reed et al., 1995).

La respuesta inflamatoria se altera por la protedlisis de citocinas como: ILJ3 e
IL18. La proteasa de cisteina-5 de E. histolytica (EhCP5), es capaz de inducir
inflamacion intestinal y el mecanismo fue la induccion IL-B y CXCL8 por las células
epiteliales, cuando cepas de E. histolyica, que la alta expresaban el gen para EhCP5
establecieron contacto con el epitelio intestinal. La induccion de IL  fue debida a la
conversion de la IL-f inmadura en IL-B madura, que es una forma activa de esta
interleucina, implicada en la activacion de neutrdéfilos, macréfagos, y en liberacion por
las células epiteliales intestinales de mediadores lipidicos secundarios, los cuales en
parte provocan la respuesta inflamatoria (Burns et al.,, 2003; Zhang et al., 2000). La
inhibicion de IL-18 por contacto con la EhCP5 también alter6 la respuesta inflamatoria
al reducir los niveles de INF-y, y la activacion, principalmente, de macréfagos, que son
las células encargadas de la destruccion de los trofozoitos de E. histolytica (Que et al.,
2003).

5. Evasidn de las funciones de las quimiocinas por patdbgenos.

Varias familias de virus y algunas bacterias despliegan estrategias que
interfieren con las funciones de las quimiocinas para escapar de la respuesta
inmunitaria del hospedero y, con ello sobrevivir y diseminarse (Liston y McColl, 2003).
En muchos casos, la mimetizacion de las quimiocinas parece ser una de las vias de
escape mas eficaces empleadas por los virus (Lalani et al., 2000). La interrupcién del
gradiente de quimiocinas por proteasas bacterianas, que destruyen GAGs, y la captura
de las quimiocinas por proteinas bacterianas que unen quimiocinas similares a las
descritas para los virus, constituyen algunas de las formas de evasion de la red de
quimiocinas (Menozzi et al., 2002). El bloqueo o la activacion de receptores de
quimiocinas por proteinas secretadas por protozoarios y helmintos, es otro de los
mecanismos de escape de la red quimiocinas. Estas estrategias, plantean, Maizels et
al. (2001), son producto de la coevolucion entre los parasitos y el sistema inmunitario
del hospedero, que favorecen formas de tolerancia que le permiten al parasito persistir

largo tiempo.
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Hasta el momento no existen reportes del mimetismo molecular de las
quimiocinas por helmintos y protozoarios. Sin embargo, proteinas que mimetizan
citocinas han sido identificadas en algunos helmintos. Una proteina homologa al
interferén-y del hospedero (INF-y), fue identificada en los productos secretados por
Trichuris muris. El INF-y-parasitario fue capaz de unirse al receptor del INF-y del
hospedero, y afectar el funcionamiento de éste, activando células T y B, como lo hace
el INF-y del hospedero (Grencis y Entwistle, 1997). En este caso es evidente que el
INF-y parasitario propicia la polarizacién de la respuesta inmunitaria al subtipo Ty1 que
beneficia al parasito, contribuyendo de esta manera a la sobrevivencia de T. muris en el
hospedero.

Otras citocinas miméticas se han encontrado en parasitos del género
Trichinella y Brugia. Ambos parasitos secretan proteinas que mimetizan MIF
(macrophage migration inhibitory factor), una citocina proinflamatoria importante en el
desarrollo de la respuesta inflamatoria durante las infecciones por helmintos, que es
capaz de alterar el reclutamiento de monocitos, hecho que inhibe la migracién de
monocitos al sitio de infeccién y modula la inflamacién del hospedero (Pastrana et al.,
1998; Tan et al.,, 2001; Falcone et al., 2001; Zang et al., 2002; Wu et al., 2003;
Rodriguez et al., 2003).

La activacion de los receptores de quimiocinas por factores parasitarios ha
sido descrita en protozoarios y helmintos. Uno de los ejemplos mejor estudiado es el
factor quimiotactico de granulocitos identificado en Leishmania major, que induce un
alto indice de migracion de neutrdéfilos comparado con la CXCL8 humana, y origina una
especie de circuito de amplificacién en el reclutamiento de neutréfilos conveniente para
Leishmania, que es fagocitada por estos leucocitos y protegida del ataque del sistema
inmunitario del hospedero (van Zandbergen et al., 2002; Laskay et al., 2003).

Otro ejemplo lo constituyen proteinas secretadas por Ascaris suum que se
unen a los receptores para CXCL8, CXCR1 y 2, provocando que estos receptores no
respondan a su ligando natural; de esta manera, A. suum altera el reclutamiento de los
neutrofilos (Falcone et al., 2001).

Por ultimo, otro mecanismo de evasién de la respuesta inmunitaria empleado

por los parasitos es la interferencia de la red de quimiocinas por proteasas secretadas.
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Estas proteasas son capaces de degradar citocinas y quimiocinas, o de rasurar la capa
de glicosaminoglicanos. Al respecto, se mencionan la identificacion de proteasas de
cisteina, catepsinas y metaloproteasas, entre otras proteasas que contribuyen al dafo
al hospedero, y la alteracién de la respuesta inmunitaria celular.

Nippostrogylus brasilensis secreta una acetilhidrolasa que es capaz de
inactivar PAF (factor de activacion de plaquetas), e inhibir la agregacién de plaquetas,
aparentemente para evitar la inflamacion intestinal (Blackburn y Selkirk, 1992).

Una catepsina L aislada de Fasciola hepatica ilustra también esta forma de
inactivar a los factores quimioctacticos o a las quimiocinas humanas. La catepsina L de
F. hepatica reduce los niveles de INF-y, cambiando la direccion de la respuesta
inmunitaria hacia un subtipo Ty2, que resulta benéfica para la sobrevivencia del parasito
(O'Neill et al., 2001).

Proteasas de cisteina identificadas en Paragonimus westermani fueron
capaces de inducir CXCL8 de eosindfilos, y regular la apoptosis de estas células; lo
cual reduce la inflamacién asociada a los eosindfilos, aumentando la sobrevivencia del
gusano en la lesiones provocadas por las larvas (Shin y Lee, 2000).

Mas ligado a nuestro trabajo es la evidencia de la proteasa de cisteina-5 de
Entamoeba histolytica inactiva IL-18 provocando la desviacion de la respuesta
inmunitaria y alterando la respuesta inflamatoria orquestada en contra de este parasito
(Que et al., 2003).

Finalmente, las metaloproteasas identificadas en algunos gusanos regulan la
migracion de eosindfilos a los sitios de infeccién al inactivar la eotaxina-1 (CCL11),
quimiocina que ejerce actividad quimiotactica sobre eosindfilos. De esta forma, Necator
americanus desregula la respuesta inflamatoria, al actura sobre CCL11, impidiendo con
ello la migracién de eosinodfilos, los cuales son fundamentales en el ataque a este

parasito (Culley et al., 2001).
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Justificacion del problema.

Entamoeba histolytica es el agente causal de la amibiasis, una infeccion que
tiene alta incidencia entre la poblacion mexicana, y que constituye un problema de
salud publica. El desarrollo de la amibiasis intestinal puede conducir a la colitis
amibiana, y en algunos casos a la formacion de abscesos hepaticos. Hallazgos en este
sentido muestran que E. histolytica induce dafo a las células epiteliales intestinales
durante el proceso invasivo por medio de proteinas, tales como, lectinas, proteasas, y
péptidos que conforman el ameboporo. Varios antecedentes muestran que E. histolytica
puede evadir la respuesta inmunitaria, afectando la activacion de los macrofagos y la
proliferacion de los linfocitos T, mediante proteinas que E. histolytica secreta durante la

colonizacion y la invasion de la mucosa intestinal.

Las proteasas de cisteina estan asociadas con el ataque a la mucosa
intestinal y a proteinas del sistema inmunitario, tales como, inmunoglobulinas y
proteinas de complemento. Stanley (2003), mas recientemente, encontré que las
proteasas de cisteina pueden modificar la respuesta inflamatoria. EnCP5, la proteasa
de cisteina 5, por ejemplo actua sobre IL1J provocando la maduracién de esta citocina,
lo cual induce la liberacion de CXCL8 por el epitelio intestinal, y el aumento en el
reclutamiento de neutréfilos, que en el caso de la amibiasis se asocian al dafo a la
mucosa intestinal. Esta y otras alteraciones de la respuesta inflamatoria pueden estar
propiciadas por las proteasas de cisteina de E. histolytica. La proteasa de cisteina 2,
una proteasa que se secreta al contacto con las células del hospedero, y se sabe que
induce una respuesta inflamatoria moderada y que podria estar asociada con la
invasion en el epitelio intestinal, pudiera estar asociada también con la modulacién de la
respuesta inmunitaria al actuar sobre citocinas y quimiocinas, pero esto no ha sido

demostrado.

Las quimiocinas han sido objeto de estudio en las ultimas décadas por su
relacion con la inflamacién producida en varias enfermedades, y con la homedéstasis del
sistema inmunitario; sin embargo, su participacidn en la respuesta orquestada ante
infecciones parasitarias ha sido poco documentada. CCL2 y CCL4, por ejemplo, han

sido asociadas con la induccién del estallido respiratorio en macréfagos infectados con
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Trypanososma cruzi. La induccién de quimiocinas en otras infecciones por parasitos
protozoarios esta también relacionada con el reclutamiento de leucocitos y con
subsecuente desarrollo de la respuesta inmunitaria. Durante la amibiasis, la induccion
de CXCL1 y CXCL8 esta asociada con el desarrollo de la respuesta inflamatoria, y con

el estado invasivo de los trofozoitos de E. histolytica.

En este estudio nos centraremos en las subfamilias de las quimiocinas CC y
CXC, dos de las principales subfamilias de las quimiocinas involucradas en la respuesta
inmunitaria contra infecciones parasitarias, incluyendo la amibiasis. Partiendo de la
hipotesis de que E. histolytica puede modular la respuesta inflamatoria a través de la
alteracion de las actividades funcionales de las quimiocinas, se tratara de conocer el
efecto de la proteasa de cisteina-2 sobre las funciones de las quimiocinas CC, CCL2 y
CCL13, y CXC, CXCLS8.

Hipotesis.

Entamoeba histolytica modulara la actividad proinflamatoria de las
quimiocinas mediante la proteasa de cisteina-2, realizando protedlisis en las regiones
que contienen arginina y fenilalanina en estas moléculas, y generando dos o mas
péptidos no funcionales que provocarian la inhibicion de actividad quimiotactica de
CCL2 y CCL13, quimiocinas CC encargadas de regular el reclutamiento de los
monocitos. De la misma manera, la modificacion de la respuesta inflamatoria mediada
por las quimiocinas también puede ser alterada por la proteasa de cisteina 2 de
Entamoeba histolytica potenciando la funcién quimiotactica de CXCL8, una quimiocina
CXC que regula el trafico de neutréfilos, al realizar protedlisis de los primeros 4
aminoacidos del extremo aminoterminal, y exponer el dominio ERL de esta molécula.
De tal manera, que las proteasas de cisteina de Entamoeba histolytica estarian
involucradas no sélo en la destruccion de la matriz extracelular, y en dafno a la mucosa
intestinal sino también a la modificacion de la respuesta inflamatoria como una
estrategia para evadir la respuesta inmunitaria.

Objetivo general.

Determinar el papel de la proteasa de cisteina-2 de Entamoeba histolytica (EhCP2), en
la modulacion de las actividades funcionales de las quimiocinas CC, CCL2 y CCL13 y
de las quimiocinas CXC, CXCLS8.
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Objetivos especificos.

1. Determinar el efecto de la proteasa de cisteina-2 de E. histolytica (EhCP2) sobre la
quimiotaxis mediada por las quimiocinas de la familia CC en células monociticas.

1.1. Analizar los productos de la protedlisis de CCL13 y CCL2 tratadas con EhCP2.

1.2. Analizar la actividad quimiotactica de CCL13 y CCL2 tratada con EhCP2 en células
monociticas.

2. Determinar el efecto de la proteasa de cisteina-2 de E. histolytica sobre la quimiotaxis
mediada por la CXCLS.

2.1. Analizar los productos de la protedlisis de CXCL8 .77 tratada con la EhCP2.

2.2. Analizar la actividad quimiotactica de CXCL8 177 tratada con la EhCP2 en
granulocitos humanos.

2.3. Analizar la actividad quimiotactica de CXCL8 1.7, tratada con la EhCP2 en

granulocitos humanos.
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Materiales y Métodos.
Células.
Mantenimiento y cultivo de las células THP-1.

Los ensayos de quimiotaxis para probar monocitos contra las quimiocinas de
la familia CC, CCL13 y CCL2 se realizaron con la linea de células tumorales
monociticas humana-THP-1 (ATTCC-TIB202), que responden a estas quimiocinas
(Godiska et al., 1997), y que expresan el receptor CC-2 durante esta fase (Phillips et al.,
2005). Las células THP-1 se mantuvieron en RPMI-1640-2 mM de L-glutamina (Gibco,
USA), ajustado con 1.8 g/L de bicarbonato de sodio, HEPES (10 mM, (Gibco, USA),
piruvato (1 mM, Gibco, USA), y suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco,
USA), y se incubaron a 37° C en presencia del 5% de CO,. Las células se cultivaron
hasta obtener mas del 80% de confluencia y para la realizacion de los ensayos, las
células fueron tefiidas con azul tripano (Sigma), y luego cuantificadas para analizar su
viabilidad. Para todos los ensayos la viabilidad de las células fue del 98% a 99%.
Aislamiento de granulocitos de sangre periférica humana.

Los ensayos de quimiotaxis con granulocitos contra la CXCL8 se realizaron
con neutrdéfilos aislados de sangre periférica humana de donantes sanos y voluntarios.
Para esto, la sangre fresca (10 ml) se mezcl6 por inversion con 25 ul de heparina (1000
unidades/ml, Sigma-USA), y dextran (6%, Sigma-USA), en HBSS (0.1 M), y se dejé
decantar durante 1 hora. Los leucocitos contenidos en el plasma se separaron en un
gradiente Ficoll-Paque (Sigma, USA), por centrifugacion a 1600 rom durante 20 minutos
a 4° C. Luego, la pelotilla obtenida se resuspendié en el amortiguador de lisis de
eritrocitos (NH4Cl, 155 mM; KHCO3; 10 mM y EDTA, 0.1 mM), durante 5 minutos. Esta
suspension se centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos, y la pelotilla de células
resultante se resuspendiéo en HBSS hasta su uso. Antes de su uso, los granulocitos
fueron tefiidos con azul de tripano (Sigma-USA), y cuantificados para calcular la
viabilidad, la cual generalmente estuvo alrededor del 80%.

Reactivos.

Las quimiocinas humanas recombinantes CCL13, CCL2, CXCL8 (72 y 75

aminoacidos), provienen de PeProtech (USA). Los inhibidores de proteasas, leupeptina

(Ac-Leu-Leu-Arg-Aldehyde, 1 mg/ml), y E-64 (N-[N-(L-3trans-carboxyoxirane-

45



2carbonyl)-L-leucyl]-agmatine; 0.5 ug/ml), provienen de Roche, Mannheim (Germany).
El Péptido sintético, Benziloxicarbonil-Phe-Arg-7 amino-4 metil coumarina (Z-Phe-Arg-
AMC, 5 mM), y la calceina-AM (200 ng/ ul), fueron proporcionados por Molecular
Probes (USA. Polimixina B (10 uM), y la toxina pertussis fueron proporcionados por
Sigma (USA). Todos los reactivos para electroforesis, incluyendo el Ditiotreitiol (DTT, 1
M) fueron obtenidos de BioRad (USA). Todos los reactivos para el cultivo provienen de
Gibco-BRL (USA).

Obtencién y aislamiento de EhCP2.

EhCP2 fue proporcionada por Alfonso Olivo, del Departamento de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM-Hospital General, y su obtencion
y aislamiento fue realizada como se describe brevemente: EnCP2 fue aislada a partir de
trofozoitos de E. histolytica por doble extraccidn con éter de etilico y por filtracion
molecular (Olivos-Garcia et al., 2003). La enzima aislada y purificada fue mantenida en
amortiguador de cloruro de mercurio (1 mM), cloruro de sodio (0.15 M), y tris (20mM), a
pH 7.4, para evitar que la autodigestion de la EhCP2. El peso molecular de la EhCP2 se
determind en minigeles de poliacrilamida-SDS-Tris-Glicina al 8% bajo condiciones
reductoras (BioRad, USA, Bollag et al., 1996), y la concentracién de la proteina se midio
por el método de Lowry para microplacas, usando el BSA para la curva patron (BCA de
Pierce, USA).

Zimograma de la EnCP2.

La actividad proteolitica de la proteasa de cisteina-2 de E. histolytica
(EhCP2), se analizd6 usando minieles de poliacrilamida nativos (Borrad, USA)
copolimerizados con 0.1% de gelatina (Sigma, USA), (Hellberg et al.,, 2002).
Brevemente: la EhCP2 (2.5 a.m.) se corrié en condiciones no reductoras (4°C) de
electroforesis. Posteriormente, los geles se incubaron con triton X-100 (2.5%), a
temperatura ambiente en agitacion durante 30 minutos. Luego, los geles se incubaron
con el amortiguador de los fosfatos de sodio [(Na;HPO4 (1M), NaH,PO4 (1M), pH 7.0,
Sigma, USA)-DTT (2 mM, Sigma, USA)], en agitaciéon constante a 37 °C, durante toda
la noche. Luego, los geles se tifieron con Azul-Coomassie (BioRad, USA), y se
destifieron con acido acético glacial-metanol (90%). Las zonas claras sobre el gel

indicaron la actividad proteolitica de la enzima.
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La EhCP2 (2.5 uM) fue activada en el amortiguador de fosfato (0.1 M), pH
6.0 con DTT (2 mM), durante 30 minutos a 37 °C, antes de su uso, y para detener la
reaccion de protedlisis, al tubo de reaccion se le adicionaba un amortiguador de fosfato
de sodio (0.1 M, pH 6.0), que contenia leupeptina (1 uM) y E-64 (20 uM), y se incubaba
30 minutos adicionales a 37°C.

Activacion e inhibicion de EnCP2 usando un sustrato-fluorescente.

La EhCP2 (2.5 uM) en el amortiguador de fosfatos de sodio (0.1 M), pH 6.0, y
DTT (2 mM), fue preincubado durante 5 minutos a 37 °C, y luego, fue incubado con Z-
Arg-Phe-AMC (3 uM), 5, 30 y 60 minutos a la misma temperatura. La actividad
enzimatica se midié posteriormente en un espectrofotometro (Bio-Tek, USA), en el
rango de excitacion de 350nm y emision de 460 nm (Serveau et al., 1996). EnCP2 se
pretraté con E-64 (20 uM) o leupeptina (10 uM), durante 30 minutos a 37°C, y luego fue
incubado con el sustrato fluorescente, para probar el efecto de los inhibidores. Los
resultados fueron analizados en unidades de fluorescencia. El porcentaje de actividad
se calculé comparando los valores de las unidades de fluorescencia del control contra
los valores de la EhCP2 incubada con el sustrato.

Protedlisis de quimiocinas CC y CXC por EhCP2.

Para la reaccién de protedlisis, CCL13 (100 ng/ml), se traté con EhCP2 (2.5
uM) a intervalos de tiempo de 15, 30, 90 y 180 minutos. Como control, EnCP2 (2.5 uM),
fue usada inhibida con E-64 (20 mM), o con leupeptina (10 mM), e incubada con CCL13
(100 ng/ml) a la misma temperatura durante 30 minutos a 37°C.

El efecto de la EhCP2 sobre otras quimiocinas de la familia CC, se evalu6
incubando EhCP2 (2.5uM) preactivada con CCL2 (200 ng/ml), 30 minutos a 37° C.

El efecto de la EhCP2 sobre otras quimiocinas de la familia CXC, se
determiné incubando EHCP2 (2.5uM) preactivada con CXCL8 (200 ng/ml), 30 minutos a
37°C.

En todos los casos, las reacciones de protedlisis se detuvieron con la adicion
de amortiguador del fosfato (pH 6.0) con inhibidores, como fue mencionado
anteriormente.

Las proteinas y los productos de la protedlisis de CCL13, CCL2 y CXCLS8 se

separaron en minigeles de poliacrilamida en el amortiguador de corrida, tricina-PAGE-
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SDS (16.5%, BioRad, USA), bajo condiciones reductoras (Schagger y Jagow, 1987), y
se detectaron usando tincién de plata (GelCode Silver SNAP, Pierce, USA).
Anélisis por Western blot de los productos de protedlisis de CCL13.

Los productos de la protedlisis de CCL13 y CXCL8 4.77, separados en mini-
geles Tricina-PAGE-SDS (16.5%), se transfiieron a membranas de nitrocelulosa
(BioRad, USA), y se detectaron con el anti-CCL13 policlonal de conejo (1:1000)
obtenido en la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital General de
Massachussets, USA (Lamkhioued et al., 2000), y con el anti-CXCL8 (PeProtech, USA),
respectivamente. Luego, fueron revelados con el anticuerpo secundario, anti-IlgG-
conejo-HRP  (1:5000, Zymed Laboratorios, USA), usando el kit ECL de
quimioluminiscencia (Amersham Phamacia Biotech, UK).

Marcaje de células con calceina-AM.

Las células provenientes de la linea celular THP-1 o aisladas de sangre
periférica humana se concentraron por centrifugacion a 1200 rpm durante 5 minutos y
se resuspendieron en HBSS (Gibco, USA). Luego, la resuspension de células fue
incubada con calceina-AM (0.5 uM), a 37°C durante 15 minutos, para su marcaje.
Posteriormente, esta suspension de células se lavo dos o tres veces por centrifugacion
a 1200 rpm durante 2 minutos. Las células marcadas y lavadas se resuspendieron
nuevamente en HBSS y se conservaron en esta suspension hasta su uso.

Quimiotaxis con monocitos contra quimiocinas CC.

Los analisis, de migracion de las células THP-1 se realizaron en una camara
Boyden modificada (48-pozos, Neuro Probe, USA), a través de una membrana de
policarbonato (5 mm de diametro, Neuro Probe, USA), en la cual, las células (500,000
células/ml) marcadas con calceina-AM (0.5 uM; Molecular Probes, USA), vy
resuspendidas en HBSS sin calcio y sin magnesio (De Gendt et al.,1996), se
adicionaron en la parte superior de la camara e incubaron 90 minutos a 37° C, con las
quimiocinas tratadas y sin tratar con la EhCP2, colocadas en la parte inferior de la
camara (Garcia-Zepeda et al., 1996). Posteriormente, la membrana de policarbonato
(5.0 um), se retird y lavé para despegar las células que no migraron. Los resultados se

analizaron en el densitometro-FX (BioRad, USA), mediante el programa Quantity One-
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4.4.1 (BioRad, USA), y se mostraron en densidad de las células marcadas como
unidades de fluorescencia por mm?.

En los analisis de quimiotaxis de las células monociticas hacia CCL13 y
CCL2, tratadas y sin tratar con la EnCP2 se probaron las siguientes condiciones:

1. La influencia de la concentracion de EhCP2 en la protedlisis de CCL13
que se analizé incubando CCL13 (100 ng/ml) con la EhCP2 a 0.5, 1.0, 2.5y 5.0 uM en
HBSS (Gibco, 1TmM), durante 30 minutos a 37°C.

2. La cinética de la protedlisis de CCL13 que se determino incubando CCL13
(100 ng/ml) con EnCP2 (2.5 uyM) a tiempos de 15, 30, 60, 90 y 180 minutos en HBSS,
cada una de estas reacciones se detuvo con el amortiguador HBSS-leupeptina (1 uM).

3. El efecto proteolitico de la EhCP2 sobre CCL13 que se confirmod
incubando CCL13 (100 ng/ml), con EhCP2 tratada con leupeptina (10 uM) y E-64 (20
uM), como se menciond previamente.

4. La EhCP2 se pretraté con polimixina B (1 uM), un agente que neutraliza
LPS, durante 30 minutos a 37° C, para confirmar que la enzima amibiana estuviera libre
de endotoxinas (Tsuzuki et al., 2001), y luego se incub6 con CCL13 (100 ng/ml) durante
30 minutos a la misma temperatura. Un control de la enzima amibiana pretratada con
polimixina B suspendida en PBS se incluyé como control negativo.

5. En todos los ensayos se us6 como control positivo CCL13 (100 ng/ml), sin
tratar en HBSS. Los controles negativos fueron: los amortiguadores de activacién (1mM
de DTT-HBSS) e inactivacién E-64 (1 uM)-HBSS o leupeptina (1uM)-HBSS, HBSS, y la
EhCP2 (2.5 uM)-HBSS.

6. El efecto de EhCP2 sobre CCL2, otro miembro de la familia de las
quimiocinas CC, se analiz6 para quimiotaxis bajo las condiciones determinadas para
CCL13, y estas fueron:

6.1. El efecto proteolitico de la EhCP2 sobre CCL2 que se confirmd
incubando CCL2 (100 ng/ml) con EhCP2 (2. 5 uM).

6.2. La inhibicidon de la EhCP2 (2. 5 yM) con leupeptina (10 uM) y E-64 (20
MM) y su efecto sobre las funciones quimiotacticas de la CCL2 (100 ng/ml) durante 30

minutos a 37°C, como se menciono previamente,
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Inhibicién de las proteinas G acopladas a receptores CC por la toxina pertusiss.

Las células THP-1 cosechadas por centrifugacion (1000 rpm), vy
resuspendidas en HBSS (sin calcio y magnesio), se incubaron con la toxina pertusiss
(200 ng/ml), durante 2 horas a 37°C en presencia de CO, (5%). Las células tratadas se
usaron para quimiotaxis como se describidé anteriormente. Los resultados se
compararon con los obtenidos con células THP-1, sin tratar con la toxina pertusiss.
Quimiotaxis con neutrofilos de sangre periférica humana contra CXCLS8.

Un volumen de 50 pl de la suspension de neutrofilos purificados de sangre
periférica humana (250.000 células/ml), y marcadas con calceina-AM (0.5 um), se
adicionaron en la parte superior de una camara Boyden modificada (46 pozos, Neuro
Probe, USA), separadas por una membrana de policarbonato (8 pum de diametro, Neuro
Probe, USA), de los estimulos, se incubaron con 30 uL de las quimiocinas tratadas, y
sin tratar con la EhCP2 durante 45 minutos y colocadas en la parte inferior de la
camara. Los resultados en unidades de fluorescencia por mm? se analizaron como se
especificd anteriormente.

Para probar el efecto de la EnCP2 sobre la actividad biolégica de la CXCLS,
la EhCP2 (2.5 uM) previamente activada se incubd con la CXCL8 177, (100 ng/ml)
durante 30 minutos a 37° C, y luego se probd en quimiotaxis con neutréfilos, como se
menciond anteriormente. Como control, se probo la CXCL8 cortada de 72 aminoacidos,
para analizar el efecto de la enzima amibiana sobre la CXCL8 sin los primeros 8
aminoacidos del extremo aminoterminal; para esto la CXCL8 (100 ng/ml) se incubé con
la EhCP2 (2.5 uM), bajo las condiciones mencionadas.

El efecto directo de la proteasa amibiana se determiné con el uso de los
inhibidores de proteasas de cisteina, E-64 (20 uM) y leupeptina (10 uM). En todos los
ensayos los controles incluidos fueron: amortiguadores de activacion (1mM de DTT-
HBSS) e inactivaciéon (E-64 (1 mM) o leupeptina (1mM)-HBSS), HBSS y la EhCP2 (2.5
uM)-HBSS, como controles negativos, y la CXCL8 (100 ng/m)-HBSS, como control

positivo.
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Analisis teorico de la secuencia de los péptidos generados de la protedlisis de las
guimiocinas.

La secuencia, el peso molecular y el numero de péptidos generados por la
protedlisis de las quimiocinas fueron analizadas tedricamente usando los programas
ExPASY-PeptideCutter y PROLYSIS, tomando en cuenta las condiciones reductoras de
las proteinas para geles de poliacrilamida.

Andlisis estadistico de los datos.

Los resultados se indicaron en media + error estandar. Para comparar el
efecto de la proteasa amibiana sobre la actividad de las quimiocinas probadas a través
del tiempo y a diferentes concentraciones de la enzima, los datos fueron tratados con la
prueba ANOVA de una via, tomando una p< 0.05 como diferencia significativa. En la
alteracion de la actividad de las quimiocinas por la proteasa amibiana bajo condiciones
de activacién o inactivacion de esta, los datos fueron procesados con la prueba t para
dos poblaciones, comparando los resultados de ambos tratamientos, y tomando una p<
0.05 como diferencia significativa. En el efecto de la proteasa amibiana sobre las
quimiocinas, los datos fueron también analizados por prueba t para dos poblaciones,
tomando como control positivo la quimiotaxis de las células a la quimiocina intacta.
Finalmente, los resultados provenientes de los experimentos con la toxina pertusiss
fueron analizados por ANOVA de una via, comparando las células sin tratar con la

toxina con las que tenian el tratamiento y tomando una p< 0.05 como significativa.
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Resultados.
Propiedades de activacion e inhibicién de EhCP2.

El peso molecular de la EhCP2 fue de 36.91 kDa, como lo muestra el gel
PAGE-SDS (8%), figura 4A. La EnCP2, presento actividad enzimatica como lo revelo la
degradacion de la gelatina en geles PAGE; la figura 4B, muestra la zona de
degradacion de la matriz de gelatina como una banda clara que coincide con el peso
molecular de la EnCP2 (36. 91 kDa). La actividad enzimatica de la EhCP2, usando el Z-
Phe-Arg-AMC, sustrato especifico para proteasas de cisteina, fue del 100%,
degradando 0.02 umol/min del sustrato. La inhibicién de la actividad enzimatica de la
EhCP2 también fue demostrada usando Z-Phe-Arg-AMC, y fue observada con el uso de
E-64 y leupeptina, inhibidores de proteasas de cisteina. Ambos inhibidores actuaron
sobre la EhCP2 inhibiendo su actividad enzimatica hasta un 70% (Tabla 3). La cinética
de degradacién del Z-Phe-Arg-AMC tratado con EhCP2 mostré que la enzima amibiana
puede realizar protedlisis de la mayor cantidad de sustrato a los 30 minutos, tiempo en

el cual la enzima presentd su mayor porcentaje de actividad enzimatica (Figura 4C).

Tabla 3: Propiedades de activacion e inhibicion de la EhCP2.

EhCP2 sin E-64 Leupeptina
inhibidores
Actividad total 100
Actividad residual 30%
10%

EhCP2 (2. 5uM) fueron incubados con el péptido Z-Phe-Arg-AMC (3 uM) durante 30 minutos a 37 °C, y la actividad
de la enzima fue medida por espectrofotometria como se indicd en materiales y métodos. Para la inhibicion de la
actividad enzimatica de la EhCP2, la enzima fue preincubada con E-64 (20 mM), y leupeptina (10 mM), bajo las
condiciones mencionadas anteriormente.
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Figura 4. Actividad proteolitica de la EhCP2 analizada por zimografia y por
espectrofluorometria.

A. EhCP2 analizada en geles PAGE-SDS (12%) con azul de Coomassie. Carril 1. Marcadores
de peso molecular. Carril 2. EhCP2 (2.5 pM), la flecha indica el peso molecular de la proteasa.
B. Zimograma de actividad de la EhCP2 en geles PAGE (8%), copolimerizados con gelatina
(0.1%), zonas claras indicando la protedlisis. C. Porcentaje de actividad de la EhCP2 (2.5 pM),
usando el péptido Z-Phe-Arg-AMC (3 uM), determinada por espectrofotometria. Datos
presentados en porcentaje de actividad enzimatica, tomando en cuenta la actividad maxima a
los 30 minutos, representan media * error estandar (n= 3).
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EhCP2 actua sobre CCL13 produciendo dos péptidos no funcionales.

La EhCP2 (36.91 kDa), fragment6é a CCL13 en dos bandas, una de 3.9 kDa y
la otra de 2.6 kDa, aproximadamente (Figura 5a), y la protedlisis de CCL13 ocurre a
partir de los 30 minutos; indicando que esta enzima amibiana truncd la quimiocina en
dos péptidos; aunque tedricamente la enzima amibiana podria realizar otros cortes
sobre la molécula (Tabla 4), generando hasta cinco péptidos. Este patrén también se
observo a los 180 minutos de incubacion de la EhCP2 con la quimiocina (Figura 5a). La
protedlisis de la CCL13 por la EhCP2 se confirmdé por inmunodeteccién con el

anticuerpo CCL13, y con el usé de inhibidores especificos de proteasas, con los cuales

no se produce la protedlisis de CCL13 (Figura 5b).

Tabla 4. Prediccion de los péptidos que podrian generarse de la protedlisis de
CCL13 por EhCP2

1

Secuencia de CCL13

10 17 27 36 46 69

75

QPDALNVPSTCCFTFSSKKISLQRLKSYVITTSRCPQKAVIFRTKLGKEICADPKEKWVQNYMKHLG RKAHTLKT

Numero de Numero de Peso :
. Secuencias
fragmentos residuo molecular (Da)
5 69-75 798.48 KAHTLKT
3 28-36 1062.33 ICPQKAVIFR
2 18-27 1167.67 LKSYVITTSR®
4 46-69 2972.56 TKLGKEICADPKEKWVQNYMKHLGR
1 1-17 5059.12 QPDALNVPSTCCFTFSSKKISLQR

% Los péptidos generados durante la digestion de la CCL13 por la EnCP2 fueron caracterizados tedricamente
mediante el programa de prediccién de protedlisis enzimatica (Cutter-1998-1999 Koen Van Der Straeten,
Hervé Choplin and Thierry Moreau) en las condiciones de cisteina sin tiol con proteinas tratadas con
reactivos para la electroforesis en geles de poliacrilamida. Se calcularon los pesos moleculares, el sitio de
corte de la enzima y los fragmentos generados de los péptidos que posiblemente se generaron durante la

protedlisis. b EhCP2 actiia preferentemente sobre residuos de arginina en la posicion 2 (P2) del sustrato
mediante el sitio 2 (S2) del bolsillo en el sitio activo (Que et al., 2002). P,P,, sitios de protedlisis en el

Cc . s PR . . .
sustrato. ~ Posibles sitios de protedlisis en el sustrato. =~ Residuos de cisteina conservados.

EhCP2 también actia sobre CCL2 generando dos péptidos no funcionales.

La protedlisis de la quimiocina CCL2, miembro de la familia CC de las

quimiocinas, se demostré también cuando la quimiocina se tratd con la enzima
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amibiana, como se observa en la figura 5C. Al igual que la CCL13, EhCP2 (36.91 kDa)
truncd CCL2 en dos péptidos, uno de 4.0 kDa y otro de 4.2 kDa, aunque también es
posible que otros péptidos mas pequefios (>1 kDa) podrian ser generados (Tabla 5).
Estos resultados fueron confirmados cuando la EhCP2 se traté con los inhibidores de

proteasas, con los cuales no se observo protedlisis de la quimiocina (Figura 5C).

Tabla 5. Prediccién de los péptidos que podrian generarse de la protedlisis de
CCL2 por EnCP2

Secuenciade CCL2

1 10 21 27 34 44 54 64 75
QPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCKEAVIFKTIVAKEICADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPKT

Numero de fragmentos NuUmero de residuo Peso Secuencias ?
molecular (Da)

4 33-33 175.21 R

3 28-32 609.70 LASYR ©

2 22-27 730.46 KISVQR ¢

1 1-21 4365.26 QPDAINAPVTCCYNFTNR

% Los péptidos generados durante la digestion de la CCL2 por la EnCP2 fueron caracterizados
tedricamente mediante el programa de prediccién de protedlisis enzimatica (Cutter-1998-1999
Koen Van Der Straeten, Hervé Choplin and Thierry Moreau), en las condiciones de cisteina sin tiol
con proteinas tratadas con reactivos para la electroforesis en geles de poliacrilamida. Se
calcularon los pesos moleculares, el sitio de corte de la enzima y los fragmentos generados de los
péptidos que posiblemente se generaron durante la protedlisis. ® EhCP2 actua preferentemente
sobre residuos de arginina en la posicion 2 (P2), del sustrato mediante el sitio 2 (S2), del bolsillo
en el sitio activo (Que et al., 2002). © Posibles sitios de protedlisis en el sustrato. 4 Residuos de
cisteina conservados.
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EhCP2 actua sobre CXCL8, miembro de la subfamilia CXC, provocando un ligero
corte en el extremo aminoterminal de esta molécula.

La enzima amibiana también proteolizé6 CXCL8, posiblemente en los cuatro
primeros aminoacidos del extremo aminoterminal de la quimiocina; como lo confirmo el
hecho de que hay un ligero cambio en el patron de corrida en el gel de poliacrilamida
con respecto al patron observado cuando se inhibid la proteasa con E-64 (Figura 5D).
Esta banda observada en el gel tuvo un peso molecular de 8 kDa, aproximadamente, lo
cual indica que CXCL8 (9 kDa), pierde una regién de 1.5 kDa, aproximadamente. La
tabla 6, ilustra el corte en los primeros 4 primeros aminoacidos del extremo NHo-
terminal que tedricamente puede estar realizando la EhCP2 (36.91 kDa), en CXCLS8. En
esta tabla 6, se muestra también que la EhCP2 puede ejecutar cortes en otras
secuencias de la CXCL8, y en una inmunodeteccién se mostraron dos péptidos (datos
no mostrados), aunque es posible que péptidos muy pequefios sean generados
también de la protedlisis de CXCL8 (Tabla 6).

Tabla 6. Prediccion de los péptidos que podrian generarse de la protedlisis de
CXCL8 1.77 por EhCP2

Secuencia de CXCLS8 1.77

10 20 30 41 51

1 4 64 72 77
AVLPRSAKELRCQCIKTYSKPFHPKFIKELRVIESGPHCANTEIVKLSDGRELCLDPKENWVQRVVEKFLKRAENS

Numero de fragmentos NuUmero de residuo Peso Secuencias ?
molecular (Da)

1 1-4 483.6 AVLPR
2 5-10 702.8 SAKERL °

6 7277 1004.2 VVEKFVKR

5 64-71 1612.8 ELCLDPKENWVQR

3 30- 51 2239.56 VIESGPHCANTEIIVKLSDGR®
4 51-63 2467.9 CQCIKTYSKPFHFIKELR

% Los péptidos generados durante la digestién de la CXCL8 177 por la EhCP2 fueron caracterizados

teéricamente mediante el programa de prediccién de protedlisis enziméatica (Expasy-PeptideCutter), en las condiciones de
cisteina sin tiol con proteinas tratadas con reactivos para la electroforesis en geles de poliacrilamida. Se calcularon los
pesos moleculares, el sitio de corte de la enzima y los fragmentos generados de los péptidos que posiblemente se
generaron durante la protedlisis. ® EhCP2 actla preferentemente sobre residuos de arginina en la posicién 2 (P2), del
sustrato mediante el sitio 2 (S2), del bolsillo en el sitio activo (Que et al., 2002). © Posibles sitios de proteélisis en el
sustrato. ® Residuos de cisteina conservados.
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Figura 5. Protedlisis de miembros de las quimiocinas-CC y CXC por EhCP2.
A. Cinética de la protedlisis de CCL13 (100 ng/ml), por la EhCP2 (2.5 uM), a partir de 15

minutos.

B. Western blot de CCL13 (100 ng/ml), tratada con EhCP2 (2.5 yM), sin inhibir e inhibida con E-
64 (20 uM) y leupeptina (10 uM), usando un anticuerpo policlonal contra CCL13.
C. Péptidos producto de la protedlisis de CCL2 (200 ng/ml), por la EhCP2 (2.5 uyM), separados

por electroforesis y detectados con plata.

D. Péptidos generados de la protedlisis de CXCL8 1. 77 (200 ng/ml), por la EhCP2 (2.5 uM),

separados por electroforesis y tratados con plata.
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EhCP2 inhibe la migracion de células monociticas humanas por efecto sobre
CCL13.

La digestion de la CCL13 en dos péptidos por efecto directo de la EnCP2 se
observo en geles de poliacrilamida, nosotros en ensayos de quimiotaxis probamos que
esta protedlisis generd la desactivacion de la quimiocina, lo cual se tradujo en la
inhibicion de la migracion de las células monociticas como se observa en la figura 6 B.
Esta actividad quimiotactica de la CCL13 fue previamente confirmada en un gradiente
de diferentes concentraciones de la quimiocina; la respuesta de las células monociticas
THP-1 fue mas alta a 100 ng/ml como lo muestra en la figura 6 A. Nuestros datos
muestran que CCL13 tratada con la proteasa de cisteina inducia menor migracién de
las células monociticas THP-1, que la quimiocina sin tratar con la enzima amibiana, y
esta relacion fue estadisticamente significativa (p<0.05), (Figura 6 B). Como se muestra
en la figura 6 B, y en figuras que se muestran posteriormente, la inhibicion de la
proteasa amibiana con E-64 u otro inhibidor de proteasas de cisteina provoca la
recuperacion de la migracion de las células monociticas a niveles del control positivo
(CCL13 sin tratamiento).

Adicionalmente en estos ensayos se descarto la posibilidad de que la EhCP2
estuviese asociada con enterotoxinas provenientes del cultivo de amibas pretratando la
EhCP2 con polimixina B, un agente neutralizante de lipopolisacaridos, y luego la
evaluamos bajo las mismas condiciones. Los resultados mostraron que el efecto
inhibitorio de la migraciéon se debe al tratamiento de CCL13 con la EhCP2 y no a la
presencia de endotoxinas bacterianas o de otros agentes asociados a la amiba; ya que
no encontramos diferencia alguna en cuanto al efecto inhibitorio observado cuando
CCL13 fue tratada con la EhCP2, aun con la preinbaciéon con polimixina B, esto
indirectamente nos indica que la muestra no estaba asociada a LPS (Figura 6 B). La
reduccion de la migracion de las células monociticas por efecto de la EhCP2 sobre la
CCL13 fue estadisticamente significativa (p<005), cuando se compara con la

quimiotaxis de las células monociticas hacia CCL13 sin tratar con la enzima amibiana.
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Unidades de fluorescencia

(cuentas/mm?x 10 %)

ng/ml

Figura 6. Inhibicion de la funcién quimiotactica de la CCL13 por efecto de la
EhCP2.
A.

Curva de quimiotaxis de las células monociticas THP-1 marcadas con calceina-AM (0.5 uM), a diferentes
concentraciones de CCL13. Los datos expresados en cuentas/mm2 fueron representados en la media + desviacion
estandar (n= 3).

B. Inhibicién de la quimiotaxis de las células monociticas THP-1 en la CCL13 (100 ng/ml), tratada con EhCP2 (2.5 uM).
Recuperacién de la migracion de las células monociticas al inhibir la actividad enzimatica de la EhCP2 con leupeptina (L,
10 pM). Efecto directo de la EhCP2 sobre la modificacién de la actividad quimiotactica de CCL13 al preincubar la
proteasa amibiana con polimixina B (Lp, 10 uM). Controles, blanco: HBSS y EhCP2 en HBSS. Los resultados fueron
expresados en media * error estandar. * Diferencias significativas entre CCL13 sin tratar y tratada con EhCP2 (p < 0.0 5,
n=3). ** Diferencias significativas entre CCL13 sin tratar y tratada con EhCP2 previamente incubada con polimixina B (p<
0.0 5).

El efecto de la EhCP2 sobre la actividad biolégica de la CCL13 fue
corroborado con el uso de inhibidores de proteasas de cisteina (Figuras 7 A y B).
Leupeptina, un inhibidor de proteasas de cisteina, ratificdé que el efecto observado de
inhibicion sobre la actividad quimiotactica de esta quimiocina fue debido a la protedlisis

de la CCL13 por la EhCP2; al mostrar que la migracion de las células monociticas THP-

59




1 se recupero6 también al tratar la enzima amibiana con leupeptina y E-64 (Figuras 7 Ay
B), casi a nivel del control positivo (CCL13 sin tratamiento). Los porcentajes de
migracion aclararon que la inhibicion alcanzada fue del 82 % para E-64 y del 100 %
para la leupeptina, respectivamente, lo cual indica que la EhCP2 actua sobre CCL13
directamente y reduce su actividad quimiotactica (Tabla 7). Las diferencias entre la
inhibicion de la migracién de las células monociticas por efecto de la EhCP2 y la
restauracion de la migracion con la EhCP2 inhibida fueron estadisticamente
significativas (p<0.05). Adicionalmente, los controles negativos no mostraron variacion
importante de la actividad de la CCL13 con el uso de los inhibidores, por lo que se
confirmé que el efecto observado fue inducido por la actividad de la EhCP2 sobre la
CCL13 (datos no mostrados).

Tabla 7. Porcentaje de migracidon de las células monociticas al tratar CCL13 con
EhCP2. Efecto de los inhibidores de proteasas de cisteina.

E-64 Leupeptina
CCL13 100 - -
CCL13 + EhCP2 - Inhb 28 41.69
CCL13 + EhCP2 + Inhb 82 100

Porcentajes de migracién calculados a partir de los datos de 1 de 10 experimentos, realizados para cada
inhibidor. El porcentaje de migraciéon se calculdé tomando la migracion de las células monociticas hacia
CCL13 intacta (100 ng/ml) como el 100% de actividad migratoria, y luego se tomaron los valores
provenientes del tratamiento de la CCL13 con la EhCP2 (2.5 uM), y los datos de la actividad
quimiotactica con la enzima amibiana inhibida con E-64 (20 mM) y leupeptina (10 mM), para el calculé de
los porcentajes de migracién bajos las diferentes condiciones.
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Figura 7. Inhibicién de la actividad

enzimatica de EhCP2 por E-64 y leupeptina y su efecto sobre la actividad
guimiotactica de CCL13.

Quimiotaxis de las células monociticas THP-1 a CCL13 (100 ng/ml), tratada y sin tratar con la
EhCP2 (2.5 uM). Inhibicidn de la actividad enzimatica de la EhCP2 con leupeptina (10 uM) (A),
y E-64 (20 uM) (B). Controles: Blanco: HBSS y EhCP2 en HBSS. * Diferencias significativas
entre la migracion de células monociticas con CCL13 tratada y sin tratar con EhCP2 (p<0.0 5,
n= 9). ** Diferencias significativas entre la migracién de células monociticas tratadas con
EhCP2 con y sin los inhibidores (p<0.0 5, n= 9).

EhCP2 inhibe la migracion de células monociticas de una manera dependiente de
la concentracion.
El efecto de la EhCP2 sobre la migracion de las células monociticas THP-1

mediada por CCL13 depende de la concentracién de esta enzima; a concentraciones
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Unidades Fluorescencia

(cuentas/mm *x 10 %)

mas altas de 0.5 uM de la EhCP2 hubo mayor inhibicién de la migracion de las células

monociticas (Figura 8). Asi, la inhibicion de la migracion de las células monociticas

depende de la concentracion de la EhCP2, y la disminucion del reclutamiento de las

células monociticas cuando las concentraciones de la EhCP2 estuvieron entre 2.5 uM a

5 uM, aunque una concentracion de la EhCP2 de 1 uM ya provoca un buen efecto

inhibidor de la actividad quimiotactica de la CCL13 Al comparar la migraciéon de las

células monociticas inducida por la CCL13 sin tratar con la enzima amibiana, y la

migracion de las células monociticas a las diferentes concentraciones de EhCP2 se

encontré que estas diferencias eran estadisticamente significativas (p < 0.05).

i

Blanco gncp2 ccL13 0.5
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Figura 8.

Inhibicion de la
migracion de
células
monociticas
mediada por
CCL13 a diferentes
concentraciones
de la EhCP2.
CCL13 (100 ng/ml),
tratada con EhCP2 no
induce la migracion de
células monociticas
THP-1, y este efecto
depende de la
concentracion de la
EnhCP2. Controles:
Blanco: HBSS y
EhCP2 en HBSS. Los
resultados se
expresaron en media
+ error estandar.
*Diferencias
significativas entre la
actividad de la CCL13
sin tratar y tratada con
EhCP2 a diferentes
concentraciones
(p<0.0 5, n=9).



Unidades Fluorescencia)

(Cuentas/ mm *x 10 °

Cinética de inhibicién de la migraciéon de células monociticas por EnCP2

Como se observa en la figura 9, el efecto de la EhCP2 sobre la CCL13 fue

dependiente del tiempo. La migracion de las células monociticas fue inhibida a partir de

los 15 minutos, y fue mayor a los 180 minutos. En los primeros 15 minutos de

protedlisis de la CCL13 por la EhCP2, no hubo inhibicién significativa de migracion de

las células monociticas como a los 180 minutos, tiempo en el cual la migracion de las

células monociticas se redujo el doble que a los 15 minutos, denotando mayor

inhibicion a tiempos de incubacién largos. Estas diferencias fueron estadisticamente

significativas cuando se compararon con CCL13 sin tratar con la enzima amibiana
(p<0.05).
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Figura 9. Cinética
de inhibicion de la
migracion de
células
monociticas por
EhCP2.

Curso temporal del
efecto inhibitorio de
la migracion de las
células monociticas
THP-1 provocado
por la protedlisis de
CCL13 (100 ng/ml)
por la EhCP2 (2.5
MM). Controles:
Blanco: HBSS y
EhCP2 en HBSS.
Los resultados
fueron expresados
en media % error.
*Diferencias
significativas entre
la migracion
inducida por CCL13
sin tratar y tratada
con la EhCP2 entre
15 minutos y 180
minutos (p < 0.0 5,
n=9).



El reclutamiento de las células monociticas THP-1 depende de receptores
acoplados a proteinas G.

La figura 10 muestra que al tratar las células monociticas THP-1 con la toxina
pertusiss, un inhibidor proteinas G heterotrimericas, estas no respondieron al gradiente
de CCL13, lo cual fue ocasionado por la inhibicion de las proteinas G acopladas a los
receptores CC. Por el contrario, las células monociticas sin tratamiento con la toxina
pertusiss presentaron un patron de respuesta ante la quimiocina (Figura 10 A),
comportamiento que se debe a que los receptores CC acoplados a proteinas G, a los
cuales se une esta quimiocina, estan funcionales. Cuando se probaron las condiciones
usuales de los experimentos para probar actividad quimiotactica, nosotros encontramos
que en las células tratadas con la toxina pertusiss no se observd respuesta ante
ninguna de las condiciones probadas (Figura 10 B). Por el contrario, se observé que
células monociticas THP-1sin tratar con la toxina pertusiss ocurrié el fendmeno de
inhibicion de la activad quimiotactica de CCL13 preincubada con EhCP2; ademas la
respuesta de estas células ante CCL13 sin tratar con la enzima amibiana también fue
observada (Figura 10 B). Al comparar la respuesta de las células monociticas ante
CCL13 cuando se tratan con la toxina y sin el tratamiento se encontré que habian

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 10. Reduccién de la migracién de las células monociticas por efecto de la toxina
pertusiss sobre receptores CC.
A. Curva de quimiotaxis de las células monociticas THP-1 tratadas y sin tratar con
toxina contra CCL13.
B. Abatimiento de la migracion de las células monociticas THP-1 provocado por la
preincubacion de las células con toxina pertusiss (200 ng/ml). Respuesta a CCL13
(100 ng/ml), de las células monociticas THP-1 sin tratar con la toxina pertusiss
(control positivo), e inhibicion de la migracién producto del tratamiento con EhCP2
(2.5 yM). Controles: Blanco, solucion HBSS y la EhCP2 en HBSS. Los resultados se
expresaron en media * error estandar. *Diferencias significativas entre la migracién
de las células tratadas y sin tratar con la toxina pertussis (p <0.05, n=6).

EhCP2 actua también sobre otros miembros de la subfamilia CC.
............... La inhibicidn de la migracion de las células monociticas también esta dada
por la inactivacion de otras quimiocinas de la familia CC (Figura 11). Se probé la CCL2,

una de las quimiocinas de esta familia implicadas en procesos inflamatorios en varias
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infecciones parasitarias. Las células monociticas respondieron a un gradiente de la
CCL2, como se observa en la figura 11 A. La EhCP2 también afecté las funciones de la
CCL2; la migracion disminuyé con CCLZ2 tratada con la enzima amibiana en
comparacién con la migracién de las células monociticas que responden a la CCL2 sin
tratar con la EhCP2 (Figura 11 B), y estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p<0.05). La migracion de las células monociticas se restaurdé cuando la
EhCP2 es inhibida con E-64. Esto establecié que el EhCP2 inhibe la funcion de CCL13
y CCL2, integrantes de la familia de las quimiocinas CC ambas encargadas del

reclutamiento de células monociticas al foco inflamatorio o infeccioso.
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Figura 11. EhCP2 inhibe la migracién de G

monocitos mediada CCL2

A. Respuesta quimiotactica de las
células monociticas THP-1 a
diferentes concentraciones de CCL2.
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B. Inhibicion de la migraciéon de las células monociticas THP-1 mediada por la CCL2 (100
ng/ml), preincubada con EhCP2 (2.5 pM). Los resultados se expresaron en media +
error estandar. Controles: Blanco: HBSS y EhCP2 en HBSS*Diferencias significativas
entre la migracion inducida por CCL2 sin tratar y tratada con EhCP2 (p < 0.0 5, n=9).

EhCP2 induce la migracion de neutréfilos humanos al actuar sobre CXCL8

La induccién de CXCLS8 por las células epiteliales intestinales, y el aporte de
neutrofilos al foco inflamatorio durante la infeccion por E. histolytica, es importante en la
patogénesis de la amibiasis; por lo que se probd si la CXCL8 también era proteolizada
por la EhCP2, y como era afectado el reclutamiento de los neutrdfilos (Figura 12). Los
neutrdéfilos aislados de sangre periférica humana respondieron al gradiente de CXCLS,
como se muestra en la figura 12, para un gradiente con la CXCL8 de 77 aminoacidos.
Los resultados muestran que contrariamente a lo que se habia encontrado con las
quimiocinas de la familia CC, la protedlisis de la CXCL8 477, por la EhCP2 indujo
fuertemente la migracién de los neutréfilos, cuando se uso la CXCL8 1.77, incluso mas
alto que la CXCL8 1.77 sin tratar con la EhCP2. Al comparar con la migracion de los
neutroéfilos inducida por CXCLS8 sin tratar con la EnCP2 se encontré que las diferencias
fueron estadisticamente significativas (p<0.05). El uso de inhibidores para bloquear la
actividad de la EhCP2 mostré una migracién de neutréfilos parecida a la observada
cuando se probd la CXCL8 sin tratar con la enzima amibiana (Figura 12 B). Los
resultados fueron diferentes cuando la CXCL8 tenia s6lo 72 aminoacidos debido a que
la proteasa amibiana produjo la inhibicidn de la migracion de los neutrdfilos, como
efecto de la incubacién de la EnCP2 con la CXCL8 1-72, lo cual se observa en la figura
13. Al comparar la respuesta de migraciéon de los neutrofilos ante la CXCL8 tratada con
la EhCP2 y la respuesta ante la CXCLS8 sin tratar se encontroé que las diferencias fueron

estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 12. EhCP2 induce la migracion de
neutrofilos mediada por CXCL8 177 (IL-8).
A. Respuesta quimiotactica de los
granulocitos aislados de sangre
periférica humana a diferentes
concentraciones de CXCLS8 177
B. Potenciacién de la migracion de los
granulocitos humanos mediada por
la CXCL8 177 (100 ng/ml), tratada con
la EhCP2 (2.5 yM), e inhibicion de la
actividad enzimatica de EhCP2 con
leupeptina (10 uM). Controles:
Blanco: HBSS y EhCP2 en HBSS.
*Diferencias significativas entre la
migracién inducida por CXCL8 sin
tratar y tratada con EhCP2 (p< 0.05,
n=9).
C. Inhibicién de la actividad
quimiotactica de CXCL8 1-72 por

EhCP2.
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Discusion

En este estudio nosotros demostramos que la EhCP2 altera las actividades
quimiotrayentes de las quimiocinas CCL2, CCL11 y CCL13, miembros de la subfamilia
de las quimiocinas CC, y de CXCL8, un miembro muy representativo de las quimiocinas
CXC.

Hallazgos de mas de una década muestran que las quimiocinas pueden ser
atacadas por diversas proteinas derivadas de patdgenos que alteran su funcionamiento,
y con ello la respuesta inflamatoria. Las proteinas derivadas de patdégenos ejercen un
amplio espectro de efectos contra el sistema inmunitario, asi el grueso de estas
proteinas han sido identificadas en virus e incluyen proteinas que mimetizan
quimiocinas y sus receptores. Las bacterias y parasitos protozoarios o helmintos
secretan enzimas capaces de modificar la estructura de las quimiocinas, y con ello sus
funciones quimioatrayentes, y es posible que puedan también rasurar receptores de
quimiocinas. Nosotros encontramos que la proteasa de cisteina-2 de E. histolytica
inhibe el reclutamiento de monocitos cuando actua sobre las quimiocinas CCL2 y
CCL13. Pero que puede también aumentar la migraciéon de los granulocitos al actuar
sobre CXCLS.

Nuestros resultados demuestran que la EhCP2 hace protedlisis CCL13 y
CCL2, quimiocinas de la familia CC, en dos péptidos que provocan un efecto inhibitorio
o antagonista sobre células monociticas, aunque el analisis teérico de la protedlisis de
la molécula muestra que podrian generarse al menos cinco péptidos. La protedlisis de
CCL13, en al menos dos péptidos: uno de 3.9 kDa, 2.6 kDa aproximadamente, se
traduce en la inhibicibn de la migracion de los monocitos, una de las principales
funciones de las quimiocinas de la familia CC. En este trabajo se analizé también el
efecto de la EhCP2 sobre CXCL8+.77, quimiocina de la familia CXC, y se encontré que la
proteasa de cisteina amibiana trunca la molécula potenciando su actividad quimiotactica
sobre los neutrofilos humanos.

La inhibicién de la migracion de los eosindfilos, regulada por CCL11, también
fue propiciada por la protedlisis de CCL11 por metaloproteasas secretadas por Necator
americanus, como lo hace la proteasa de cisteina-2 de E. histolytica con las
quimiocinas CC, CCL2 y CCL13 (Culley et al., 2000). Culley et al., (2000), propusieron
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entonces la idea de que proteinasas provenientes de parasitos helmintos pueden
provocar el manejo de la respuesta inflamatoria al inhibir el reclutamiento de eosinoéfilos
que son importantes en la destruccidon de estos parasitos (Chic y Acensué, 2002; Coger
et al., 2000).

El efecto inhibitorio de la proteasa de cisteina-2 de E. histolytica sobre la
migraciéon de los monocitos puede representar una estrategia que le permite a E.
histolytica alterar el reclutamiento de monocitos, lo cual podria estar asociado con la
regulacion de la respuesta inflamatoria del hospedero. Hellberg et al (2001), encontro
que el 30% de la actividad enzimatica de los trofozoitos de E. histolytica se debe a la
EhCP2, y esta asociada con la destruccion de monocapas y la fagocitosis de eritrocitos.
Este dato fortalece nuestra interpretacion de que EhCP2 puede estar interviniendo en la
alteracion de la inflamacion. Que et al (2002), demostraron la localizacién de EhCP2 en
las membranas del trofozoito y en membranas de los compartimentos endosomales
cuando hay contacto con eritrocitos, y durante la fagocitosis de los mismos. Esta
proteasa amibiana puede ser liberada extracelularmente lo cual apoya también la idea
de que la EhCP2 pueda estar asociada a la invasion del hospedero. Sin embargo,
Olivos-Garcia et al. (2004), proponen que la liberaciéon de la EhCP2 extracelularmente
es muy baja, en el modelo de abscesos hepaticos en hamters, aunque la encontraron
asociada con respuesta inflamatoria mas que con dafo al higado.

Asimismo, estudios realizados con otras proteasas de cisteina de Entamoeba
histolytica demostraron que estas enzimas son capaces de modular la respuesta
inmunitaria humoral y proinflamatoria (Que et al., 2003; Zhang et al., 2000). Que et al.
(2003), encontraron que EhCPS5 inactiva las funciones de la IL-18 (una citocina pro-
inflamatoria), al actuar sobre la molécula inmadura (pro-IL18), haciendo protedlisis de la
IL-18 inmadura y convirtiéndola en una IL-18 madura, lo cual origina la inhibicién de la
sintesis de INF-y por las células T y asesinas naturales (NK), principales blancos de los
efectos de esta citocina y con ello, E. histolytica modula la respuesta proinflamatoria y la
activacion de los macréfagos, que son la principal linea de defensa contra los
trofozoitos del parasito (Denis y Chadee, 1988).

EhCP5 también altera la respuesta inflamatoria al ejercer su efecto sobre la

pro-IL1-B, produciendo mayor cantidad de IL1-B-madura (una citocina pro-inflamatoria).
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La IL1-B-madura esta relacionada con la induccién de IL-8 (CXCL8), por las células
epiteliales intestinales, y con el incremento en el reclutamiento de neutrdfilos, que
favorecen un estado inflamatorio adecuado para la invasion de los trofozoitos (Zhang et
al., 2000; Seydel et al. 1997, Yu y Chadee, 1997, Eckman et al, 1995).

Otras proteasas de cisteina derivadas de otros parasitos también alteran la
respuesta inmunitaria modificando los niveles de TGF-B, como la catepsina-B de
Leishmania mexicana que activa el pro-TGF-B, una citocina antinflamatoria, inhibiendo
el funcionamiento de macrofagos, linfocitos T y otros leucocitos (Somanna et al., 2000;
Gantt et al., 2003).

La inhibicién del reclutamiento de células monociticas THP-1 que se observd
al tratar CCL13 con EhCP2 se debieron a los efectos directos de la enzima amibiana
sobre la quimiocina al generar dos péptidos no funcionales y no por la presencia de
enterotoxinas que pudieran estar asociadas a la enzima. Asi, la EhCP2 tratada con
polimixina B, un conocido neutralizador de lipopolisacaridos (Tsuzuki et al. 2001),
provoca el mismo efecto inhibidor, indicando indirectamente que la EhCP2 no esta
asociada a otras moléculas y que afecta directamente el funcionamiento de las
quimiocinas.

Los efectos de la EnCP2 sobre CCL13 quedaron confirmados con el uso de
inhibidores especificos para proteasas de cisteina. Previamente, nosotros confirmamos
que leupeptina y E-64 inhiben la actividad de la enzima y bloquean la accién de la
EhCP2 sobre el sustrato Z-Arg-Phe-AMC, evitando la degradacion del mismo. Con el
uso de estos inhibidores se encontré6 que hay una restauracién considerable de la
migracion de monocitos, aunque estos inhibidores no son totalmente efectivos para
abatir completamente la actividad de la enzima, lo cual podria estar asociado con la
baja concentracion que usamos de estos inhibidores, especialmente de E-64 (20 pM).
En el trabajo de Que et al. (2002), se mostré que E-64 bloqueé completamente la
actividad enzimatica de la EhCP2, usando una concentraciéon de 100 uM de este
inhibidor en suspension, y empleando el sustrato Z-Arg-Phe-AMC; pero esta
concentracion resultd perjudicial para las células THP-1 en nuestros ensayos de
quimiotaxis, lo cual ocasiond una gran pérdida de viabilidad en estas células, por lo que

esta concentracion no pudo ser probada con las células monociticas THP-1. Por otro
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lado, las concentraciones bajas de E-64 no alcanzan a actuar totalmente sobre el sitio
activo de la EhCP2, y esta mantiene cierta actividad enzimatica.

Es interesante sefalar que el efecto inhibidor del reclutamiento de células
monociticas THP-1 propiciado por la protedlisis de CCL13 puede ser debido al efecto
antagonista de los péptidos generados sobre el receptor CCR2, expresado por las
células THP-1 (Phillips et al., 2005). Estudios realizados sobre células HEK-293
transfectadas con CCR2 mostraron que CCL13 se une a CCR2, un receptor acoplado a
proteinas G, para inducir efectos como la quimiotaxis de monocitos (Garcia et al., 1996;
Godiska et al., 1997). No obstante, esta reportado también que la ruptura de CCL13 y
otras quimiocinas de la familia CC origina proteinas truncadas que actian como
antagonistas de los receptores de quimiocinas, lo cual podria explica la inhibicién de la
quimiotaxis de las células monociticas (Gong y Clark-Lewis, 1995; Reckless y Grainger,
1999). Consecuentemente, nuestros resultados advierten que la inhibiciébn de la
migracion por la EnCP2 se debe en parte a la interaccion de los péptidos generados de
la protedlisis de CCL13 con CCRs. Sin embargo, no hay que descartar que la protedlisis
de CCL13 por EhCP2 produzca péptidos que no puedan unirse al receptor por la
pérdida de secuencias de aminoacidos importantes en el reconocimiento, y unién al
receptor CCR2, lo cual también ocasionaria un la reduccion de la actividad
quimiotactica de esta quimiocina.

McQuibban et al. (2002) encontraron que varias metaloproteasas humanas,
que cortan de 4 a 7 aminoacidos del extremo aminoterminal de las quimiocinas CCL2,
CCL8 y CCL13, generan proteinas truncadas con efectos antagonistas de la actividad
de estas quimiocinas. CCL13 truncada en los primeros 7 aminoacidos del extremo
aminoterminal pierde el efecto quimiotactico sobre los monocitos, lo cual es debido a
que la quimiocina truncada puede unirse al receptor CCR2 y provocar, con ello, un
efecto antagonista. Estos efectos se convirtieron en la reduccién, in vivo, de la
inflamacion relacionada con el escaso reclutamiento de monocitos (McQuibban et al.,
2000).

En nuestro caso, la proteasa de cisteina 2 de E. histolytica truncé CCL13 en
dos péptidos no funcionales o antagonistas, y aunque no se analizé la unién de los

péptidos de CCL13 generados por el corte de la EhCP2, basados en los datos tedricos
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de la protedlisis de CCL13 por una enzima amibiana que reconoce residuos con
arginina en el sustrato (Que et al., 2002), que prefiere la secuencia de dos residuos de
arginina adyacentes o un residuo de arginina y un residuo de fenilalanina; nuestros
resultados muestran que la CCL13 truncada en dos péptidos sin funciéon quimiotactica
sobre las células monociticas THP-1; es posible especular que el péptido con el
extremo aminoterminal (17 aminoacidos, 3.9 kDa, aproximadamente), generado del
corte de esta molécula en los aminoacidos arginina y fenilalanina, podria unirse al
CCR2 y CCRA1, receptores-CC expresados por las células monociticas, ejerciendo un
efecto antagonista sobre alguno de los mencionados receptores (Baggiolini y Moser.,
1997; Clark-Lewis et al., 1995). La union de CCL13 con algun receptor CC,
posiblemente CCR2 expresado poOr las células monociticas THP-1, fue demostrada
con la perdida de respuesta que tienen estas células al gradiente de CCL13 por efecto
del tratamiento con la toxina pertusiss, una toxina que inactiva la actividad de GTPasa
de la subunidad ai de la proteina G heterotrimerica (Alberts et al., 1994), lo cual impide
la senalizacion que, entre otras funciones, lleva a la migracion de los leucocitos.

El efecto antagonista de la CCL13 truncada por la EhCP2 fue dependiente
del tiempo posiblemente debido a la extincién del sustrato (CCL13). Los analisis sobre
el sustrato fluorescente Z-Phe-Arg-AMC mostraron que la enzima amibiana fue capaz
de digerir el sustrato desde tiempos muy cortos y mantener la actividad enzimatica
sobre el sustrato hasta los 60 minutos. Molinari et al. (2000), mostraron también que
metaloproteasas contenidas en los productos de secrecion de Taenia solium
presentaban mayor actividad enzimatica a tiempos largos (entre 4 y 6 horas). El efecto
de la EhCP2 sobre la actividad de CCL13 fue también dependiente de la concentracién
de la enzima y del sustrato, como ha sido observado en la cruzipaina y otras enzimas
parasitarias, tales como catepsina de Leishmania, y metaloproteasas de helmintos
(Molinari et al., 2000; Serveau et al., 1996).

Por otro lado, la EhCP2 actua también sobre otras quimiocinas de la familia
CC; tal como CCL2, que también fue cortada por la EhCP2 en dos péptidos uno de 4.1
kDa de 21 aminoacidos que conserva el extremo aminoterminal, y que posiblemente la
enzima amibiana corta esta quimiocina en dos residuos de arginina contiguos que se

encuentran en esta proteina y que son reconocidos por la proteasa amibiana. Este
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péptido de 4.1 kDa podria estar relacionado con la union a CCR2 o CCR1 sobre las
células monociticas THP-1, y con el efecto antagonista, que esta asociado con la
inhibicion de la migracion de los monocitos.

Hecho de que CCL13 y CCL2 hayan sido truncadas por EhCP2, y que éste
efecto origind la perdida de la actividad quimiotactica de estas quimiocinas puede
extrapolarse a la amibiasis, y nos lleva a proponer que E. histolytica es capaz de
secretar varias proteasas de cisteina, incluyendo la EhCP2, que alteran el trafico de
monocitos al sitio de infeccion. Este efecto se debe a la degradacién de algunos
miembros de la familia CC, como la CCL13 y CCL2, que da origen a péptidos
antagonistas que inhiben el reclutamiento de los monocitos, lo cual representa otro
mecanismo de evasion de E. histolytica para modular el trafico y los mecanismos
efectores de los macrofagos, importantes en la destruccion de este parasito (Denis y
Chadee, 1998). El péptido FILM de E. histolytica también inhibe la migraciéon de los
monocitos, y confirma que este parasito cuenta con varias herramientas para evadir los
mecanismos efectores de los macrofagos, inhibiendo el trafico de estas células
(Kretschmer et al., 2001).

Aunque, en la amibiasis sélo se ha reportado la induccién de CXCL8 y
CXCL2 (quimiocinas de la familia CXC), por el epitelio intestinal (Yu y Chadee, 1997),
no se conoce aun el papel de la familia de las quimiocinas CC, y otras quimiocinas. Sin
embargo, en el contexto de la respuesta inmunitaria contra E. histolytica, existe la
alteracion de la diferenciacion de respuesta inmunitaria hacia una un perfil Ty2, y la
inhibicion del reclutamiento de monocitos también puede contribuir con el cambio de la
respuesta inmunitaria, al degradar CCL2 una de las quimiocinas que favorece la
respuesta Ty1 (Brenier et al., 2000).

No obstante, seria importante definir los mecanismos precisos de cdmo
ocurre la inhibicion de la migracion de los monocitos con los péptidos generados de las
quimiocinas. La red de quimiocinas es importante en la regulacién de la respuesta
inflamatoria y seria indispensable conocer: ;cuales quimiocinas de la familia CC
participan en el proceso inflamatorio durante la amibiasis, y cual es el efecto directo de
estas quimiocinas CC sobre el desarrollo de la respuesta inmune celular?, y scomo el

parasito esta manipulando esta respuesta inflamatoria in vivo?
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La modificacion de la respuesta inflamatoria por las enzimas amibianas no
s6lo ocurre a nivel de las quimiocinas CC, sino también afecta las actividades de las
quimiocinas CXC. En este estudio se encontré que CXCL8 177 al ser tratada con la
EhCP2 induce una mayor migracién de granulocitos humanos. La EhCP2 actua sobre
los 4 a 6 primeros residuos del extremo aminoterminal de CXCL8 1.77, en el cual se
localiza la secuencia ERL que contiene un residuo de arginina (Van den Steen et al.
2000; Sajid y McKerrow, 2002); la péerdida de estos 4 6 6 residuos del extremo
aminoterminal de CXCL8 477 provocaron la potenciacion de la actividad de la
quimiocina, al exponer el motivo ELR de CXCL8. La migracién de granulocitos humanos
fue mayor cuando la CXCL8 1.77 fue cortada por la EnCP2, e inclusive la respuesta fue
aun mas alta que la de la CXCL8 sin cortar. Al parecer, EnCP2 potencio las funciones
quimiotacticas de CXCL8 4.77, como lo hacen la trombina y la metaloproteasa-9 (MMP9),
después que la CXCL8 1.77 es secretada por células epiteliales y macréfagos (Helbert et
al., 1990). Similarmente, Van den Steen et al. (2000), reportaron la potenciacion de las
funciones de la CXCL8 cuando fue cortada por la pB-gelatinasa; esta enzima corta 6
aminoacidos que incrementaron los niveles de calcio, y aumentd la migraciéon de los
granulocitos, todo esto comparado con la quimiocina intacta, estas observaciones estan
relacionadas con la induccion de una respuesta inflamatoria.

Aunque, los analisis tedricos mostraron que la proteasa de cisteina-2 de E.
histolytica podria estar generando varios péptidos de la CXCL8 1.77, en los geles de
poliacrilamina (16%), modificados para la separacidén de péptidos por encima de 1 kDa,
que no se observaron, y esto nos lleva a pensar que la proteasa realizé cortes en el
extremo aminoterminal de esta quimiocina, exponiendo la region ERL asociada con la
interaccion al receptor, y lo cual la convierte posiblemente en una CXCL8 de 72
aminoacidos que como demostramos fue capaz aumentar la actividad quimiotactica de
la CXCLS8, esta molécula se ha reportado que tiene 10 veces mas afinidad por los
receptores CXCR1 y CXCR2, lo cual, potenci6 la activacion de los neutrdfilos, y provoco
un mayor reclutamiento de estas células (van Damme et al., 1990; Hebert et al., 1990);
y esto explica el aumento en la actividad quimiotactica. Una convertasa de CXCL8 en
sobrenadantes de fibroblastos que actua bajo el estimulo de IL-1, y que convierte la
CXCL8 de 77 aminoacidos en CXCL8 de 72 aminoacidos ha sido reportada
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recientemente, confirmando que la conversion de la CXCL8 es importante en la
actividad de esta quimiocina (Ohashi et al. 2003).

Un efecto similar fue observado con la IL-1B, la cual es cortada por una
proteasa de cisteina de E. histolytica (EhCP5), de su forma pro IL-13 a su forma
madura (m IL1B). La actividad de enzima activadora de interleucinas (ICE), que se
encontré en la EhCP5, hace que la IL1B cortada induzca mayor cantidad de nitratos en
células L929, y este hecho esta relacionado con la induccion de CXCL8 (Zhang et al.
2000), y otros mediadores inflamatorios asociados al foco inflamatorio en la amibiasis.

La proteasa de cisteina-2 de E. histolytica potencia las funciones
quimioctacticas de la CXCL8 induciendo un mayor reclutamiento de neutréfilos. Estas
observaciones coinciden con los hallazgos que se tienen de que los neutrdfilos
acompanan el proceso inflamatorio propiciado por la E. histolytica (Seydel et al. 1997,
Yu y Chadee, 1997, Eckman et al, 1995). La presencia de neutréfilos esta asociada al
dafo observado en la colitis amibiana y es posible que este parasito en este ambiente
penetre la barrera epitelial e invada capas mas profundas del intestino (Seydel et al.
1997).

Contrariamente a lo esperado, el corte de la CXCL8 1.72 por la EnCP2 origind
péptidos que no inducen actividad migratoria, debido probablemente a que la EhCP2
puede estar eliminando la regién ELR, regién del aminoterminal que es importante en el
reconocimiento al receptor y unién al receptor de quimiocina (Clark-Lewis et al., 1995;
Loestcher y Clark-Lewis, 2001); lo cual origina la propuesta de que la EhCP2 también
puede estar modulando el reclutamiento de granulocitos, primero potenciando la
actividad de la CXCLS, y luego posiblemente inhibe el reclutamiento de granulocitos al
actuar sobre CXCLS8 1.72, provocando la pérdida de actividad quimiotactica.

La induccion del reclutamiento de neutréfilos durante la infeccidn por E.
histolytica ha sido bien documentada (van Zandbergen et al., 2002; Shaio et al., 1995;
Ryu et al., 2004; Rubio-Kromer et al., 1998). En este proceso inflamatorio la induccién
de citocinas como la IL-18 y de quimiocinas como CXCL8 y CXCL1 por las células
epiteliales intestinales, resulta en el incremento del reclutamiento de neutréfilos al foco
infeccioso (Seydel et al. 1997, Yu y Chadee, 1997). Es posible que CXCL8 177

generada por el contacto de los trofozoitos de E. histolytica con el epitelio intestinal sea
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potenciada por las proteasas de cisteina para aumentar la migracién de los neutréfilos,
lo que propiciaria un foco inflamatorio que estd asociado con la invasion de los
trofozoitos de E. histolytica, y con el dafio al hospedero (Stanley, 2003). En la amibiasis
la infiltracion de neutrdfilos se ha visto que esta relacionada con el dafo intestinal
(Seydel, et al. 1997). No obstante, parte de este circuito seria también que las
proteasas de cisteina modifiquen el extremo aminoterminal de CXCL8, que podria ser
abundantemente de 72 aminoacidos, y esto resulte en la pérdida de actividad de la
molécula, lo cual conlleva posiblemente a la reduccién de la inflamacion, y al
establecimiento de este parasito.

En otras parasitosis, también se ha encontrado la modulacién de la
respuesta proinflamatoria del hospedero en beneficio del parasito (Grensis y Entwistle,
1997; Falcone et al., 2001; Aliberti et al., 2003). Falcone et al. (2001), observd que
proteinas derivadas de A. suum interaccionan con el receptor CXCR2 para activar las
células RBL transfectadas con CXCR2, la activacién influye en la movilizacién de calcio
intracelular, y en una mayor produccion de anion superéxido, es posible que la
activacion de este receptor esté relacionado a la desensibilizacién cruzada con el
CXCR2 y que compita con la CXCL8, modificando la respuesta inflamatoria. Varios
parasitos secretan proteinas que son capaces de unirse a los receptores para CXCLS8:
CXCR1 y CXCR2, eliminando la posibilidad de que CXCL8 se una a estos receptores.
En el caso de L. major, proteinas derivadas del parasito tienen efectos quimiotacticos
sobre neutrofilos humanos, lo cuales sirven de barreras protectoras del ataque
inmunitario a los trofozoitos de L. major al fagocitarlos (Laskay et al., 2003).

Con todo lo anterior se propone un modelo en el que se resumen los
hallazgos de este trabajo (Figura 14), en cual hay una modificacion de la actividad
quimiotactica de las quimiocinas CC y CXC, lo cual podria significar que Entamoeba
histolytica estd modulando la respuesta inflamatoria por medio de las proteasas de
cisteina que secreta este parasito durante el contacto con las células del hospedero. En
este modelo, E. histolytica al unirse al epitelio intestinal dispara la secrecion de las
quimiocinas CXCL2, CXCL8, y CCL2, CCL13. La induccién de estas quimiocinas regula
la migracion de monocitos y neutrofilos, respectivamente; células que estan

involucradas en el ataque a los trofozoitos de E. histolytica. Sin embargo, los trofozoitos
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de E. histolytica, que cuentan con varias estrategias de evasion de la respuesta
inmunitaria, secretan proteasas de cisteina que contribuyen a la modulacion de la
respuesta inmunitaria humoral y con el dafo al tejido del hospedero. Estas proteasas
son capaces, segun nuestros resultados, de generar formas truncadas de CCL2 y
CCL13 no funcionales que inhiben la migracion de monocitos. Adicionalmente, la
digestion de CCL2 puede también alterar la diferenciacién de los linfocitos Ty
induciendo la polarizacion de la respuesta a un tipo Ty2. Esta observacion coincide con
los reportes que sefalan la infiltracién de eosindfilos en los focos inflamatorios durante
la amibiasis. Las proteasas de cisteina también hacen protedlisis de CXCLS8, pero la
forma truncada de esta molécula tiene potenciada su actividad induciendo la migracion
de neutrdfilos al foco inflamatorio. Por otro lado, los neutréfilos junto a las proteasas de
cisteina pueden provocar la invasion de los trofozoitos de E. histolytica.
Conclusiones

Nuestra hipotesis de que la proteasa de cisteina 2 de E. histolytica estaba
involucrada en la alteracion de las funciones quimioatrayentes de las quimiocinas de la
subfamilia CC y CXC quedd demostrada al encontrar que la EhCP2 actua sobre las
quimiocinas CCL2 y CCL13 generando péptidos que tienen actividad antagonista e
inhiben la migracion de los monocitos humanos. EnCP2 también actiua sobre CXCLS8 1.
77 potenciando la actividad de esta quimiocina, lo cual se tradujo en una mayor actividad
migratoria. La protedlisis de las quimiocinas CC y CXC, generé moléculas truncadas
que ejercieron un efecto antagonista sobre los receptores de las quimiocinas CC, y
produjo una molécula agonista de los receptores CXC, a partir de CXCL8 (1.77).
Finalmente, La proteasa de cisteina-2 de E. histolytica podria estar implicada en la
modulacién de la respuesta proinflamatoria del hospedero y esta estrategia representa

un nuevo mecanismo de evasion de la respuesta inmunitaria.
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Figura 13: Modelo de evasion de la respuesta inmunitaria celular de Entamoeba
histolytica.

Entamoeba histolytica al unirse al epitelio intestinal dispara la secrecién de las quimiocinas
CXCL2, CXCL8, CCL2 y CCL13 que inducen el reclutamiento de células monociticas y neutréfilos
al sitio de infeccion. Como parte de los mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria, E.
histolytica secreta proteasas de cisteina que generan formas truncadas CCL2, CXCLS, lo cual
podria estar participando en la modulacién de la respuesta inflamatoria al modificar el trafico de
los leucocitos que responden a estas quimiocinas.
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Perspectivas.
Este trabajo abre una linea de investigacion en la cual se demostré que la proteasa de
cisteina-2 de Entamoeba histolytica, un factor de patogenidad, fue capaz de modificar las
funciones quimioatrayentes de las quimiocinas importantes proteinas que actuan como
moléculas reguladoras del reclutamiento de leucocitos, y que juegan un papel
fundamental en el desarrollo de la respuesta inflamatoria, y en la homedstasis del
sistema inmunitario. Al hacer modificaciones de las funciones quimioatrayentes de las
quimiocinas por medio de la EhCP2, E. histolytica puede modular la respuesta
inflamatoria orquestada en su contra, con beneficios, tales como la supervivencia y la
invasion del hospedero. Sin embargo, el proyecto debe aun responder algunas preguntas
como:
1. Los péptidos no funcionales producto de la protedlisis de las quimiocinas CC
interaccionan con los receptores CC, expresados sobre las células monociticas?.
Para determinar esta interrogante, los péptidos provenientes del corte de CCL2 y
CCL13 deben separarse y purificarse por cromatografia HPLC. La interaccion de
estos péptidos CCRs, expresados en lineas celulares, se debe probar marcando la
quimiocina y sus péptidos con fluorocromos que permitan su deteccién, de tal
manera que se pueda definir si los péptidos interaccionan o no con los receptores.
Ademas, probar si estos péptidos son capaces de inhibir la inflamacion en un
modelo murino de cojinete plantar es muy importante para proponer nuevos
farmacos antinflamatorios
2. Las proteasas son liberadas al contacto con las células monociticas THP-1,
neutréfilos u otras células con las que E. histolytica establece algun contacto?.
Determinar la colocalizacion de las proteasas de cisteina con las células
monociticas en un modelo murino usando anticuerpos especificos dirigidos a la
EhCP2, u otra proteasa de cisteina; seria importante conocerlo durante la
amibiasis. Ademas, en un modelo murino podriamos buscar la colocalizacién con
las quimiocinas CC y CXC, y las proteasas de cisteina para determinar el efecto
de estas proteasas sobre estas moléculas, lo cual nos ayudaria a conocer cuales
son las quimiocinas CC fundamentales en la respuesta inflamatoria durante esta

infeccion.
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3. Son otras proteasas de cisteina de E. histolytica capaces de producir efectos
sobre la actividad quimioatrayente de las quimiocina?. Para eso se podrian probar
la EnCP1 y EnCPS5, que estan directamente asociadas con el dafo al hospedero.

4. Pueden las proteasas de cisteina de E. histolytica interferir con la integridad de los
receptores de quimiocinas?. Aqui es importante probar si las proteasas de cisteina
incubadas con las células directamente provoca efectos sobre la actividad
quimiotactica de las quimiocinas.

5. Por ultimo, seria interesante conocer sin en el genoma de E. histolytica existen
genes que codifiquen para proteinas que mimeticen quimiocinas humanas, como
ha sido reportado para los virus. Lo cual nos acercaria a pensar que el mimetismo
de las quimiocinas y citocinas podria ser una estrategia de escape al sistema
inmunitario que ha evolucionado en varios de los reinos. Ademas, de arrojar
resultados sobre los mecanismos de evolucion del sistema inmunitario del

hospedero y los patégenos.
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Entamoeba histolytica cysteine protease 2 (EhCP2) modulates

leucocyte migration by proteolytic cleavage of chemokines
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SUMMARY

Human amoebiasis is a disease produced by infection with the
protozoan Entamoeba histolytica currently affecting many
millions of people worldwide. Amoebic colitis is the most com-
mon clinical manifestation. Host protective immunity involves
participation of both humoral and cellular responses. How-
ever, the mechanisms involved in immune evasion are not clear
and remain under investigation. One of these mechanisms
could be associated with the ability of parasite proteases to
modulate or interfere with the inflammation process, which is
initiated by expression of pro-inflammatory cytokines such as
chemokines. To further clarify the potential role of cysteine
proteases in modulating chemokine-mediated functions, we
have analysed the ability of Entamoeba histolytica cysteine

protease 2 (EhCP2) to have an effect on the chemotaxis of

leucocytes by chemokine cleavage. We find that EhCP2 is
capable of cleaving chemokines CCL2, CCLI13 and CXCLS,
and the resulting proteolysis products modulate the chemo-
taxis of leucocytes when compared to that induced by intact
chemokine. Thus, the extracellular activity of the cysteine
proteases affects chemokine-mediated responses and could be
considered as part of the mechanisms used by Entamoeba his-
tolytica to circumvent the host immune responses.

Keywords amoebiasis,  chemokines,
cytokine, leucocytes

cysteine  proteases,

Correspondence: E. Garcia-Zepeda, Department of Immunology,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional
Autonoma de México, CU 04510, México, D.F., México

(e-mail: garciaze@servidor.unam.mx).

Accepted for publication: 29 July 2004

© 2004 Blackwell Publishing Ltd

INTRODUCTION

Human amoebiasis is caused by the protozoan Entamoeba
histolytica and affects up to 50 million people worldwide.
More than 50 000 people die every year of amoebiasis, mak-
ing it one of the leading causes of death from protozoan
diseases. Entamoeba histolytica infection has two main
clinical manifestations, intestinal or amoebic colitis and extra-
intestinal amoebic liver abscess. Amoebic colitis is initiated
by trophozoite invasion of intestinal mucosa, accompanied by
an inflammatory process associated with host tissue destruc-
tion. This mucosal invasion is followed by disruption of the
epithelial barrier as a result of degradation of the extra-
cellular matrix by parasite proteases that allow the parasites
to gain access to the liver via portal circulation, establishing
an infection that causes liver abscess. As a result, an inflam-
matory response is induced, accompanied by the expression
of cytokines IL-1f, IL-6 and TNFoa, COX-2 and nitric oxide
synthase, as well as chemokines (1,2). Chemokines have been
recognized as important regulators not only as chemoattract-
ants but also in homeostasis, development, leucocyte activation,
and in host defence (3). These cytokines may have an important
role either in the recruitment of protective effector cells or in
the exacerbation of the inflammatory process.

Evidence exists showing that cysteine proteases derived
from E. histolytica are important in the regulation of inflam-
mation and pathology observed in experimental amoebiasis.
Cysteine proteases can cleave extracellular matrix proteins
like collagen, elastin, fibrinogen and colonic mucin, and
may also interfere with the immune response by degrading
anaphilotoxins C3a and C5a, as well as IgG, and IgA (4).
The proteolytic activity seen in vitro and in experimental
animal models has clearly been associated with cysteine
proteases EnCPI, 2 and 5, which are the most abundant,
although differentially expressed between Entamoeba iso-
lates (5). EhCP2 has been recently reported to contribute to
intestinal damage and to a lesser extent to liver abscess
formation (6,7).
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Few data have emerged regarding the action of pathogen-
derived proteases on cytokine activities. Recently, the effect
of E. histolytica proteases on the biological activities of pro-
inflammatory cytokines IL-1 B and IL-18 was analysed. It
was found that pro-IL-1B was cleaved by EhCPs and con-
verted into mature IL-1{, which retained its biological activity.
In contrast, when the effect of EhCP5 protease on IL-18 was
analysed, the cleavage of pro-1L-18 generated smaller frag-
ments with reduced biological functions (8). In addition, the
proteolytic effect of a Necator americanus metalloprotease on
a CC chemokine was analysed. It was found that this metal-
loprotease reduced the biological activities of CCL11 but not
of CXCLS8 chemokines (9), suggesting a certain specificity in
the recognition of the cleavage motif in their NH,-terminus.

METHODS, RESULTS AND DISCUSSION

To further clarify the potential role of E. histolytica EnCP2
in regulating chemokine-mediated leucocyte recruitment,
we initially focused our analysis on CCL2, 13 and CXCLS8
chemokines. CCL2 activates monocytes and lymphocytes
expressing the CCR2 chemokine receptor. It has also been
involved in the development of inflammatory diseases and
may have an important role in Th1-Th2 polarization (10).
CCL13 has broad chemotactic activities acting on chemo-
kine receptors CCR1, 2 and 3 expressed in monocytes,
lymphocytes and eosinophils. Furthermore, CCL13 has been
implicated in the development of inflammatory diseases such
as asthma, atherosclerosis and renal disease (11). CXCLS8
activates granulocytes and monocytes expressing CXCR1
and 2 receptors. Some CCL chemokines are basally expressed
in the intestine, whereas others are induced in certain intes-
tinal pathologies after cytokine stimulation (12). Recently,
analysis of a murine model of human amoebiasis, showed a
differential chemokine gene expression in the infected gut
compared to other intestinal pathogens (13). Altogether,
these findings suggest a potential role of chemokines as regu-
lators of inflammation during amoebic infection in the gut.

First, we determined the proteolytic activity on CCL
chemokines by SDS-PAGE and Western blotting analysis.
EhCP2 was obtained from axenically cultivated E. histolytica
isolate HM-1:IMSS and purified using molecular filtration
as described (7). CCL13 (100 ng) was incubated with preac-
tivated EhCP2 (5 um) at different time points and the mixture
was then subjected to electrophoretic analysis (Figure 1a).
Proteins of lower molecular weight (3—6 kDa) than that of
CCLI13 (9 kDa) were detected in the SDS-PAGE gels as early
as 15 min and up to 180 min incubation. Figure 1(b) (left
panel) shows the electrophoretic analysis of CCL13 incub-
ated for 15 min with EhCP2 (5 um) (lane 2), compared
with undigested CCL13 (lane 1) or with EhCP2 inhibited
with protease inhibitor E64 (lane 3). In parallel (Figure 1b,
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right panel), the same samples were analysed by immuno-
blotting analysis using a polyclonal anti-CCL13 antibody.
Low molecular weight proteins (< 9 kDa) were identified
(lane 5) and compared with undigested CCL13 and protease
inhibition controls (lanes 4 and 6, respectively).

To evaluate the functional responses induced after
proteolytic cleavage of CCL13, we performed chemotaxis
assays of calcein-AM labelled THP-1 monocytic cells using
modified Boyden chambers, as previously described (11). We
determined the effect of varying EhCP2 concentrations (0-5—
5:0 um) on the chemotaxis assay using CCL13 at the
concentration that gives the maximum response (100 ng/mL).
As shown, there was a proportional decrease in the migration
of THP-1 cells exposed to proteolysed CCL13, compared to
intact CCL13 (100 ng/mL) (Figure 1c). Next, we determined
the effect of the incubation time of CCL13 (100 ng/mL)
with EhCP2 (5 um) (Figure 1d). It was determined that
after as little as 5 min (data not shown) and up to 180 min
incubation there was a decrease in the migration of THP-1 cells
in response to digested CCL13. The decrease in chemotaxis
was greater than 50% when compared to that observed
with intact CCL13. To evaluate the specificity of this effect,
EhCP2 (5 um) was preincubated with specific inhibitor E64
(20 nm) for 30 min, and then the mixture was subjected to
chemotaxis, as before. This treatment induced a 90% recov-
ery of the chemotaxis compared to that observed with intact
CCLI13. In addition, the effect of EhCP2 on fMLP (10~ m),
a chemotactic factor for leucocytes, was tested. Our results
showed that there was no effect on the chemotaxis mediated
by fMLP on mononuclear cells, suggesting that EnCP2 acts
on specific amino acid sequences that are not present on
fMLP (data not shown). To investigate whether the proteo-
lytic effect was specific for this chemokine or if it may also
affect other CCL chemokine members, we tested EhCP2
protease activity on CCL2. In Figure 1(f) is shown the result
of the chemotaxis assay using CCL2 (100 ng/mL) after
incubation with EhCP2 (5 um). There was a reduction of
chemotaxis (about 50%), which again was almost recovered
after inhibition of EhCP2 with E64.

The proteolytic effect of EhnCP2 on CXCL8 by SDS PAGE
electrophoresis analysis and chemotaxis assays was also
evaluated. We analysed two forms of the chemokine CXCLS:
the mature form CXCLS8 (1-72 aa), and a variant form of
CXCLS8 (1-77 aa) that has an additional 5 aa residues in
the N-terminal sequence and is less active. CXCLS8 (1-77)
(500 ng) was incubated with EhCP2 (5 um) at different time
points. This mixture was then subjected to SDS-PAGE and
analysed by silver staining. In Figure 2(a) is shown the effect
of digestion of CXCL8 (1-77) with EhCP2 after 15 min
incubation (lane 2) compared to undigested CXCLS8 (lane 1).
Low molecular weight proteins were detected, ranging from
3 to 6 kDa. Figure 2(b) shows the analysis by immunoblotting
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Figure 1 Analysis of the EnCP2 proteolytic activity on CC chemokines. (a) Analysis by SDS-PAGE. CCL13 (500 ng/mL) was incubated with
5 um EhCP2 at 37°C at different time points: 0, 15, 30 and 180 min incubation. (b) Proteolysed chemokine products were separated by SDS-
PAGE (lanes 1-3) and analysed by Western blotting (lanes 4—6) using an anti-CCL13 polyclonal antibody. Lanes 1 and 4: CCL13; lanes 2 and
5: CCL13 plus 5 um EhCP2 (15 min incubation); lanes 3 and 6: CCL13 plus EhCP2 plus 10 mM protease inhibitor. (c) Analysis of the proteolytic
effect of EnCP2 on CCL13-mediated chemotaxis of THP-1 monocytic cells. CCL13 (100 ng/mL) was incubated with different concentrations
of EhCP2 (0-5-5 um) and subjected to chemotaxis assays. Number of migrating cells is represented as counts of fluorescence per mm? (CNT/
mm?). (d) Effect of incubation time. CCL13 (100 ng/mL) was incubated with EhCP2 (5 um) for 0, 15, 30 and 180 min at 37°C, subjected to
chemotaxis assays and analysed as above. (¢) EnCP2 (5 um) was preincubated with protease inhibitor E64 (20 nm) and analysed as in (c). (f)
Effect of EhCP2 on CCL2-mediated chemotaxis. CCL2 (100 ng/mL) was incubated with EhCP2 (5 um) for 60 min at 37°C and subjected to
chemotaxis assays. As a control, EhCP2 was incubated with protease inhibitor E64 (20 nm). The data represent the mean of triplicate wells
of a representative experiment (out of a total of three)  standard error (statistical analysis was performed using one-way ANOVA test, asterisks

indicate P < 0-01).

of the CXCLS digested products at different time points (0,
5, 15, 60 min) separated by SDS-PAGE, blotted and probed
with a polyclonal anti-CXCLS antibody. In lanes 4—6, a number
of low molecular weight proteins (3—6 kDa) were detected
as compared with undigested CXCLS8 (lane 3). Polyclonal
antibody anti-CXCLS did not cross-react with EnCP2 (data
not shown). When we tested the effect of EhCP2 (5 um)
on CXCLS8 (1-72)-mediated chemotaxis on granulocytes,
there was a reduction (< 75%) compared with intact CXCLS8
(Figure 2¢). As before, chemotaxis was recovered by
inhibiting EhCP2 activity with E64 (20 nm). In contrast,
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EhCP2 had an additive effect on CXCL8 (1-77) mediated
chemotaxis, showing an increase (< 100%) in the chemo-
taxis of granulocytes after digestion of CXCL8 with EhCP2,
when compared with undigested CXCLS8 (Figure 2d).
Proteolytic cleavage by EhCP2 leads to reduced amounts
of biologically active chemokines, which could be considered
as one of the regulatory mechanisms used by the pathogen
to decrease leucocyte recruitment and probably activation.
This is supported by our data, which show that cleavage of
CCL2, CCL13 and CXCLS leads to impaired chemotactic
responses. Potential EhCP2 substrates must have at least an
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Figure 2 Analysis of EhCP2 proteolytic cleavage on CXCLS. (a) Analysis by SDS-PAGE: lane 1, CXCL8 (500 ng); lane 2, EhCP2 (5 um) plus
CXCLS. (b) Analysis by Western blotting (lanes 3—6) using an anti-CXCLS8 polyclonal antibody. Lane 3: CXCLS; lane 4: CXCL8 plus EnCP2,
5 min incubation; lane 5, 15 min and lane 6, 60 min. (c) Analysis of the proteolytic effect of EhCP2 on CXCLS8 (1-72) mediated chemotaxis.
CXCLS8 (100 ng/mL) was incubated with EhCP2 for 60 min and subjected to chemotaxis assays using granulocytic cells. As a control, EnCP2
was incubated with protease inhibitor E64 (20 nm). (d) Analysis of CXCLS8 (1-77) mediated chemotaxis as above. Number of migrating cells

is represented as counts of fluorescence per mm? (CNT/mm?).

accessible arginine residue at P,. All chemokines tested in
this report have several potential cleavage sites (e.g. CXCLS8
has an Arg®). Furthermore, it has been widely demonstrated
that the Glu*-Leu’-Arg® (ELR) motif in CXCL-8 is import-
ant in maintaining its biological functions. Therefore,
truncated forms of CXCL-8, which are missing this motif,
have reduced activities such as chemotaxis and receptor
binding. Interestingly, cleavage of CXCLS (1-77) resulted in an
increased chemotactic response. This is in agreement with
previous reports showing that CXCLS8 requires processing
to enhance its biological responses. MMPs like gelatinase B,
could be in part responsible for this processing in vivo (13).
In this context, truncated forms of CXCL8 (1-77) could
be more active in recruiting cells and may favour the pro-
inflammatory microenvironment necessary for E. histolytica
mediated intestinal damage.

It has been suggested that E. histolytica cysteine proteases
make an important contribution to gut inflammation, since
they are released in great amounts during epithelial inva-
sion, leading to pro-inflammatory cytokine and other dam-
age mediators. Although there is still some controversy on
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whether EhCP2 participates directly in the development of
liver tissue damage, its overall contribution remains to be
clarified. Our results suggest that EnCP2 and other cysteine
proteases (currently under investigation) may have an import-
ant role in regulating the development of inflammation
through proteolytic cleavage of chemokines. This proteolytic
activity could interfere with leucocyte recruitment by alter-
ing specific chemokine gradients, or by the generation of
chemokine receptor antagonists. Therefore, this effect should
be considered as part of the complex anti-inflammatory
mechanisms displayed by E. histolytica during mucosal
invasion and liver abscess formation. Moreover, detailed
analysis of chemokine cleavage by parasite proteases should
be also taken into consideration when searching for novel
anti-inflammatory therapeuticals.
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Mini-revision:
Papel de la respuesta inmune celular en la
resolucién de la amibiasis

Silvana B. Pertuz-Belloso,* Leopoldo Flores-Romo**

RESUMEN

ABSTRACT

La respuesta inmune desarrollada durante la infoecién por Enta-
moeba histolytica no ha sido completamente determinada. La in-
munidad mediada por eélulas se ha asociado a la resolucién de la
amibiasis, principalmente por neutréfilos ¥ macrofagos. La gene-
racion de mediadores de oxigeno por macréfagos es uno de los
principales mecanismos de ataque contra este pardsito, Otras cé-
lulas del sistema inmune, tales como los eosindfilos se han rela-
cionado con la limitacién de la infeccion. La generacidn de citoci-
nas y quimiocinas por parte de macréfagos, neutrifilos, linfocitos
y células epiteliales no sélo dirige la migracién de las células que
estan encargadas de destruir al parasito, sino que también or-
questa la respuesta inmune que llevara a la efectiva resolucién de
la infeccidn. Hasta el momente, no est4 clara la respuesta inmu-
ne que efectivamente ataca a este parisito y que contribuye a re-
solver la amibiasis, esto es debido en parte a la variahiltidad de los
modelos usados, por lo que el ohjetivo de esta revision es conclitir
cudl es el papel de la respuesta inmune celular desarrollada du-
rante la amibiasis que contribuye a controlar la infeccitn.

The immune response effective against Entamocha histalytica
has not been completely described. Cell-mediated immunity
has been linked to resistance to amebiasis. Neutrophils and
macrophages are the cells involved in the destruction of Enta-
moeba histolytica. Generation of oxygen mediators by ma-
crophages has been documented as a destruction mechanism for
Entamoeba histolytica. Other cells from the immune system,
such as eosinophils, have also been linked to the resistance of
infection. Generation of cytokines end chemokines by macro-
phages, neutrophils, Iymphocytes and epithelial cells not only
guide the migration of cells charged with destroving the para-
site, but also arrange for the immune response that will lead to
an effective resolution of infection. In this sense, we cannot
conclude about the cellular immunrity agairst this parasite be-
cause the results are subject to the variability of the models
used. The objective of this review is to conclude which is the
cellnlar immunity response that contributes to solve the infec-
fHion by Entamoeba histolytica

Palabras clave: Enfamoeba histolytica, neutréfilos, macrofa-
gos, eosindfilus, inmunidad, citocinas, factor de necrosis tumao-
ral (TNF), interferén {INF), interleucina-1 (IL-1), amibiasis,
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Lista de abreviaturas

SCID: ratones con inmunodeficiencia severa combinada; SCID-
HU-INT: ratones con inmunodeficiencia severa combinada con
trasplante de intestino humano; INF-y: interferén gamma; TNF:
factor de necrosis tumoral; MLIF: factor de inhibicién de la
locomocién de monocitos; T, 2: linfocitos T cooperadures del
sub-tipo 2; T, 1: linfocitos T cooperadores del sub-tipo 1; IL-4:
interleucina-4; IL-13; interleucina-13; iL-10: interleucina-10;
IL-5: interleucina-5; 1L-12: interleucina-12; IL-18: interleucina-
1 B: IL-2: interleucina-2; CXCL-8: IL-8, quimiocina de 8 de la
familia CXC; CXCL-1: GROa, quimiocina 1 de la familia CXC;
iNOS: sintetasa inducible de oxido nitrico; NQ,: éxido nitrico.

91



INTRODUCCION

La amibiasis es una infeccion causada por Entamoeba
histolytica (E. histolytica) y representa un problema
de salud publieca en todo el mundo. Existen entre 40 a
50 millones de individuos infectados y cerca de
100,000 personas afectadas por este pardsito mueren
por ano.!? En paises del tercer mundo la seropreva-
lencia de E. histolytica es alta, por ejemplo, en Suda-
frica alcanza el 10%, en areas endémicas’y en el
norte de Ecuador, 23 de 32 sujetos en edad escolar
presentaban altos titulos de anticuerpos contra E.
histolytica.* En México, la amibiasis tiene una preva-
lencia considerable tanto en ciudades como en zonas
rurales; en la ciudad de Puebla se encontré que el 7%
de los individuos con sintomas de desorden intestinal
estaban infectados con E. histolytica;® en zonas rura-
les, la prevalencia de este parasito es mas alta, como
se muestra en estudios realizados en el Estado de
Morelos (19%) y Chiapas (61 %).%7

La amibiasis es frecuentemente una infeccién gas-
trointestinal, pero manifestaciones extra-intestinales
pueden ocurrir.! Asi, una de las manifestaciones in-
testinales mas frecuentes es la colitis amibiana, en la
cual, el sintoma més comiin es la diarrea con sangre y
moco. Aungue, poco frecuente, la manifestacién ex-
tra-intestinal més agresiva es el absceso hepatico que
generalmente afecta a pacientes con amibiasis intes-
tinal sin sintomas. Abscesos respiratorios o cerebra-
les ocurren en muy baja frecuencia como producto de
complicaciones de los abscesos hepéticos.

Durante esta parasitosis se genera una respuesta in-
mune humorat y celular que limita la infeccién en indi-
viduos inmunocompetentes.>*® Esta respuesta inmune
orquestada durante la infeccién por E. histolytica ha
sido estudiada por mas de una década con la idea de pro-
ducir vacunas que protejan efectivamente a la poblacién
expuesta en dreas endémicas.'!* Todos estos estudios
han originado un panorama de la respuesta inmune ge-
nerada durante la amibiasis, en [a cual los neutréfilos
parecen ser importantes en la respuesta inicial ante
este patdgeno y en la resolucién de la infeccién,® aun-
que otros grupos celulares también se han relacionado
con la efectiva resolucién de la misma. Los maeréfagos,
por ejemplo, se han asociado con la destruccion directa
de los trofozoitos de E. histolytica a través de mecanis-
mos que incluyen la generacion de intermediarios de
oxigeno;' junto con los neutréfilos, los macrofagos son
considerados como parte de la principal respuesta in-
mune celular contra este parasito. No cbstante, es difi-
cil establecer cudles son las células del sistema inmune
que contribuyen a la resolucién de la amibiasis debido a
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la variabilidad de los modelos usados para responder
esta pregunta, por lo que, el objetivo de esta revisidn es
concluir qué papel juega la respuesta inmune celular en
la resolucidn de esta parasitosis.

NEUTROFILOS EN LA RESPUESTA INMUNE
CELULAR CONTRA E. histolytica

El papel de los neutréfilos en la resolucidén de la infee-
cién por E. histolytica fue descrito por Seydel y cols,
(1997}, quienes inoculando amebas directamente en
el parénquima hepdtico de ratones con inmunodefi-
ciencia severa combinada (SCID) y bloqueando los
neutréfilos con el anticuerpe RB6-8C5, encontraron
que los abscesos hepéticos fueron mayores en los rato-
nes 8CID sin neutréfilos que con ellos, los ratones sin
neutrdfilos no tenian ni células inflamatorias ni gran-
des dreas necréticas, lo cual indicaba que los neutréfi-
los estaban participando en la respuesta celular contra
E. histolytica. La importancia de los neutréfilos en la
resistencia a la amibiasis fue también observada por
Velazquez y cols. {1998)'% en abscesos hepaticos provo-
cados en ratones BALB/c; el bloqueo de neutréfilos,
usando el anticuerpo RB6-8C5 mostrd también que la
lesién hepatica es mayor en ratones sin neutréfilos, los
ratones normales presentaron inflamacién del parén-
quima hepético, mientras que la inflamacién fue muy
escasa en los ratones sin neutréfilos.

En la amibiasis intestinal provocada en ratones
C3H/Hed inoculados con E. histolytica se demostré
también la presencia de los neutréfilos en la respues-
ta inflamatoria contra este parasito, pero no fue defi-
nido el papel directo de estas células en la destruccién
del parasito.' En un modelo murine que simula la co-
litis amibiana humana (SCID-HU-INT), en el cual
fracciones del intestino humano son trasplantadas en
el lomo de un ratén SCID, se observa el reclutamien-
to de neutrdfilos durante la infeceién con trofozoitos
de E. histolytica, relacionando directamente los neu-
tréfilos con la infltamacidn intestinal al observar la re-
duccién de la inflamacién cuando se bloquearon los
neutréfilos % No obstante, esta respuesta inflamato-
ria producida por los neutrdéfilos pudiera estar rela-
cionada con el dafio al epitelio intestinal favoreciendo
la invasién del parasito a otros sitios. Un resultado
contradictorio es proporcionado por Rivero-Nava y
cols. (2002)* en otro modelo de amibiasis intestinal
en ratones BALB/c, en donde se encontré que los ra-
tones sin neutréfilos presentaban lesiones y el para-
sito era eliminado, al igual que en los ratones, con
neutroéfilos; por lo que hace suponer gue otras célu-
las estdn también participando en la resistencia de
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E. histolytica, creando una controversia en cuanto a
la participacién de los neutréfilos en la resolucién de
la amibiasis,

Por otro lado, se ha propuesto que los neutrsfi-
los activados son capaces de actuar eficientemente
contra E. histolytica. La participacién del interfe-
rén gamma (INF-y) en la activacién de los neutré-
filos fue dada en un modelo de ratones sin receptor
para esta molécula (SCID-C.B-17); estos ratones
presentaban mayores abscesos hepaticos que los ra-
tones normales.?® Los neutréfiios activados son ca-
paces de eliminar trofozoitos de Entamoeba histoly-
tica a través de mecanismos como la produccién de
6xido nitrico (NO,) y otros intermediarios de oxige-
no; en un modelo murino, en el cual el gen para la
sintetasa inducible del 6xido nitrico (iNOS) no se
expresa, los abscesos hepdticos eran de mayor ta-
mano que los ohservados en los ratones normales.
Adicionalmente, ratones infectados con E. histoly-
fica expresan altos niveles de la iINOS que aquéllos
no infectados,” demostrando asi, el papel que jue-
gan el NO, y otros mediadores de oxigeno en la de-
fensa inmune contra este parisito.

En resumen se puede decir que los neutréfilos jue-
gan un papel muy importante en la resistencia a la
amibiasis debido a que hay suficientes argumentos
que apuntan a la interaccién de estas células directa-
mente con E. histolytica contribuyende en buena par-
te a la resolucién de la infeccion. Sin embargo, se ha
sefialado también que estas células estan asociadas al
dafio observado en las lesiones amibianas ¥ posible-
mente contribuyan a la dispersién del pardsito a ca-
pas mds profundas del tejido intestinal.!

MACROFAGOS EN LA RESPUESTA INMUNE
CELULAR CONTRA E. histolytica

Se ha senalado la importancia que tienen los macréfa-
gos como células que eliminan directamente a E. his-
folytica. In vitro se encontré gue monocitos aislados
de sangre periférica humana activados con antigenos
amibianos eran capaces de eliminar mas del 40% de
los trofozoitos de E. histolytica;* sin embargo, in vivo
en un modelo de amibiasis invasiva murina, se encon-
trd que los macréfagos formaban parte del infiltrado
inflamatorio pero no contribuian de manera directa
con la limitacién de la infeccién.2

No obstante, en la literatura se ha mencionado
que los macréfagos son células que limitan esta pa-
rasitosis atacando a los trofozoitos de E. histolytica
por medio de la produccién de mediadores de oxige-
no. La liberacién de especies reactivas de oxigeno
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(EROs) como mecanismo de destruccidn de E. kisto-
Iytica ha sido bien decumentada?-# ¥y confirma la
importancia que tienen estas células en la respuesta
inmune contra este parasito. Asi, Denis y Chadee
{1988),* encontraron en un modelo de amibiasis in-
vasiva en gerbos (Meriones unguiculatus), que los
macréfagos provenientes de estos animales no eran
capaces de eliminar trofozoitos de E. histolytica de-
bido a una falla en la generacién de mediadores de
oxigeno en comparacién con los macrdfagos que pro-
venian de gerbos sin amibiasis. In vitro se encontré
que monocitos de sangre periférica de individuos
normales expuestos a los trofozoitos de E, histolyti-
¢a eran capaces de aumentar la produccién de EROs
¥ de destruir los trofozoitos, mostrande con ello que
los macréfagos son células efectoras importantes en
la resistencia a la parasitosis.

Otro factor relacionado con la eliminacién de los
trofozoitos de E. histolytica por los macrofagos es la
induccidén de citocinas. La induccién de interleueinas,
como el factor de necrosis tumoral (TNF), esta aso-
ciada a la destruecién de los trofozoitos de E. histoly-
tica. Wang y cols. (1992)* encontraron que los macré-
fagos provenientes de abscesos hepaticos tenfan
disminuida la induccién de esta citocina y estos ma-
créfagos eran incapaces de eliminar los trofozoitos
del parisito.

En otros trabajos se demuestra la participacién del
factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-a)e INF-yenla
activacién de los maeréfagos. La activacion de los ma-
créfagos se traduce en un incremento de las EROs ¥
en una mayor destruccidn de los trofozoitos de E. his-
tolytice; por ejemplo, cuando se bloguea el TNF-¢ con
anticuerpos especificos hay una reduccién en los valo-
res de NO,, impidiendo con ello la eliminacion de tro-
fozoitos por los macréfagos. Estas dos interleucinas
potencian la expresién de la sintetasa inducible del
oxide nitrico de los macréfagos y por lo tanto la pro-
duccién de NQ,.#H

La importancia que tienen los macréfagos en la
respuesta inmune contra E. kistolytica ha sido evi-
denciada también por los mecanismos de adaptacién
que tiene este parasito para evadir la respuesta inmu-
ne. Un efemplo lo constituye el factor de inhibicién de
la locomocién de monocitos (MLIF), un péptido anti-
inflamatorio que impide el reclutamiento de los ma-
crofagos, asi E. histolytica detiene el reclutamiento
de los macréfagos al sitio de infeccidn,® evitando con
ello la accion destructiva de estas células que, como
se ha venido mencionande, constituyen una de las
principales células efectoras para la resistencia en la
amibiasis.
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En general se puede establecer que los macréfagos
son células efectoras que contribuyen a la resistencia
en la amibiasis, como quedd establecido en los dife-
rentes modelos de estudio. No obstante, los macréfa-
gos actian también como células que desencadenan
la respuesta inmune al generar o inducir citocinas
que juegan un papel importante en la activacién de
otras células, tales como los linfocitos T cooperadores
(CD4 *), células que se encargan de orquestar la res-
puesta inmune adaptativa contra E. histolyiica.

LINFOCITOS T EN LA RESPUESTA INMUNE
CELULAR CONTRA E. histolytica

La participacién de los linfocitos T en la resolucién de
la amibiasis ha sido controversial, ya que in vivo en
modelos murinos se sehala que estas células directa-
mente no limitan la infeceién; en cambio in vitro, los
linfocitos provenientes de humanos con abscesos he-
paticos son capaces de eliminar trofozoitos de E. his-
tolytica.

Las poblaciones de linfocitos T pueden ser de dos
tipos: las células T CD8* y las células T CD4*. En la
amibiasis, tos linfocitos T citotéxicos CD8* se han re-
lacionado con la destruccién de trofozoitos de E. his-
tolytica; in vitro, linfocitos purificados y activados con
fitohemaglutinina eran capaces de destruir trofozoi-
tos de este pardsito.® Similarmente, los linfocitos T
CD4 *, provenientes de pacientes con abscesos hepé-
ticos amibianos fueron también capaces de eliminar
trofozoitos;” sin embargo, en modelos murinos de
abscesos hepaticos los linfocitos T' CD4 * no parecen
ser importantes en la resistencia a la parasitosis, pero
se encuentran formando parte de los infiltrados infla-
matorios en las lesiones amibianas. En ratones C3H/
Hej inoculados intestinalmente con trofozoitos de E.
histolytica se encontré que la poblacién de células T
CD4 - es alta durante la infeceién y estd asociada a
una respuesta de tipo 2 de células T cooperadoras
(T, 2), en la cual se observa la presencia de eosindfi-
los y células cebadas, no obstante, estas células no
atacan directamente al pardsito. Posiblemente, este
parasito inhiba la produccidn de citocinas del perfil
T,1, por los linfocitos T del subtipo CD4*, desviando
la respuesta inmune hacia T2 caracterizada por el
reclutamiento de eosindfilos que no parecen ser im-
portantes en la destruccion del pardsito. Estas obser-
vaciones quedan confirmadas en un modelo murino
de colitis amibiana, en el cual, la liberacién de las in-
terleucinas 4 (IL-4) y 13 (IL-13) por los linfocitos T
CD4* induce la infiltracién de células cebadas, au-
mentando la inflamacién del colon; el efecto con-

94

trario fue visto cuando se eliminaron con anticuerpos
las poblaciones de los linfocitos T CD4%.% En este
mismo estudio se encontré que los ratones con los lin-
focitos T CD4* bloqueados tienen menor carga para-
sitaria que los que tienen los linfocitos T CD4+, estos
hallazgos pueden indicar que la respuesta T 2 pueda
ser beneficiosa para este pardsito; una respuesta de
tipo T,2 fue también inducida ante la lectina-220
KDa de E. histolytica, caracterizada por la liberacién
de IL-4 e interleucina-10 (IL-10) por los linfocitos T
CD4+.%0

En resumen los linfocitos T CD4* juegan un papel
importante en el desarrollo de la respuesta inmune
que conlleva a la destruccién de E. histolytica, los re-
portes senalan que E. histolytica dirige la respuestain-
mune hacia un perfil T2 que no parece afectar este
parasito, sino que favorece su invasién y scbrevivencia.

EOSINOFILOS EN LA RESPUESTA INMUNE
CELULAR CONTRA E. histolytica

Los estudios que asocian a los eosindfilos con la des-
truccidn de E. histolytica son mds limitados y menos
concluyentes. En investigaciones realizadas in vitro
por Lépez y cols. (1992),*! se muestra que los eosiné-
filos aislados de sangre periférica de donantes norma-
les, activados con suerc inmune contra proteinas
amibianas, eliminaban efectivamente trofozoitos de
E. histolytica. In vivo, se reporta que los gerbos (Me-
riones unguiculatus) con eosinofilia tenian abscesos
hepéticos més pequehos que los que no la tenian,
mostrando con ello que los eosindfilos juegan un pa-
pel importante en la eliminacion de los trofozoitos de
E. histolvtica.*?

En la amibiasis intestinal murina, los eosindfilos
forman parte del infiltrado inflamatorio observado du-
rante la infeccién, pero no estdn asociados a la limita-
cién de la infeccién;* por otro lado, estas células fue-
ron observadas en la lamina propia de la eripta
intestinal en ratas inoculadas intestinaimente con E.
histolytica,* pero tampoco en este modelo de amibiasis
intestinal se encontré relacién entre los eosindfilos y la
resolucién de la infeceién. Asi mismo, en estudios rea-
lizados in vitro muestran que los trofozoitos de E. Als-
tolytica son resistentes a la degranulacién de los eosi-
nofiles,* confirmando lo expresado anteriormente.

Con base en lo anterior se puede decir que los eosi-
néfilos no parecen estar asociados con el ataque direc-
to a los trofozoitos de E. histolytica ni tampoco a la
resistencia de la amibiasis, al menos en modelos mu-
rinos intestinales; pero no hay que descartar que bajo
condiciones de activacién con antigenos de otros
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parasitos, en una coinfeccién, los eosinéfilos puedan
limitar esta parasitosis.

EL EFECTO DE LAS CITOCINAS Y FL
PAPEL DE LAS CELULAS DEIL, EPITELIO
EN LA RESPUESTA INMUNE CONTRA
E. histolytica

El papel de las citocinas es importante en la regula-
cién de la respuesta inmune celular contra E. histoly-
tica. Como ha sido mencionado ya, ciertas citocinas
Juegan un papel importante en la activacién de los
macréfagos, neutréfilos ¥ linfocitos T. La produccién
de un determinado perfil de citocinas durante una
respuesta parasitaria dirige 1a respuesta inmune, lo
cual origina reclutamiento, activacion ¥ proliferacién
de células como macrdéfagos o neutréfilos, que en el
caso de la amibiasis son las células efectoras contra
este parasito.* El efecto de TNF-i e INF-y en la acti-
vacion de macréfagos ¥ neutréfilos se traduce en la
induccién de iNOS ¥ por ende en la produccion de
mediadores de oxfgeno que son parte del mecanismo
de destruccién de E. histolyticq 2520 4 induccién de
IL-4, TL-10 e 1L-13, también ha sido reportada ¥ jue-
gan un papel importante en el reclutamiento de tipos
eelulares como eosingfilos ¥ células cebadas, aunque
el papel directo de estas células en la resistencia a 1a
amibiasis no ha sido bien establecido, 1940

Seguin y cols. (1997),% usando macréfagos aisiados
de la médula 6sea de ratones BALB/c activados con
INF- e incubados con la adhesina N -acetil-galactosa-
mina de E. histolytica, encontraren que habia alta ex-
presién de TNFa, con un consecuente aumento de
NO, y un incremento en la destruccién del parasito.

En lesiones intestinales producidas por Ia inocula-
cion de E. histolytice en ratanes SCID-HU-INT, se
encontré que la induccidn de TNF-¢ es importante
para laregulacién de 1a inflamacion al propiciar la ge-
neracién de lag interleucinas-lﬁ (IL-18) y de la qui-
miocina CXCL-8, ambas encargadas del reclutamien-
to de macréfagos y neutréfilos, respectivamente 17

Citocinas, tales como IL-2, IL-4 y TNF-o $0n pro-
ducidas por linfocitos hepdticos y células esplénicas
durante el curso de ia infeccidn en gerhos (Meriones
unguiculatus) con abscesos hepdticos.* Este perfil de
citocinas conduce a una respuesta de tipo T, 1 favore-
ciendo la activacion de los macréfagos que llevaran a
cabo la destruceién de E, histolytica. Pero tamhién se
ha reportado la induccién de las [L-4 e I1.-10 durante
la infeceién por E, histolytica, lag cuales estdn asocia-
das eon una respuesta T, 2, pudiendo ser o] producto
de una alteracion de la respuesta T I, como un meca-
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nismo de E. histolytica para evitar esta respuesta que
s la que controla esta parasitosis. Otra interleucina
que induce una respuesta del tipo T, 1 es IL-12, des-
cribiéndose que los mensajeros de las subunidades 40
¥ 35 de esta interleucina fueron inducidos POr macré-
fagos en respuesta a la adhesina lectina-N acetil-ga-
lactosamina de E. histolytica. Una inhibicién de la ex-
presién del mensajero de la subunidad IL-12 p40 fue
observada cuando los macréfagos se incubaron con
Suero proveniente de pacientes con abscesos hepati-
cos amibianos, por lo que la inhibicién de esta inter-
leueina pudiera constituir un mecanismo de evasion
de la respuesta inmune al impedir la inducecion vla
activacién de macrofagos, 1

Un gran productor de citocinas es el epitelio intes.
tinal con el que interacciona E. histolytica a través de
la adhesina N-acetil-galactosamina,® En el modelo
SCID-HU-INT se establecié que hay expresién de
ARN mensajero de IL-18, IL-6 y las quimiocinas
CXCL-1y CXCI-8 por las células epiteliales intesti-
nales durante la infeccidn por trofozoitos de este pa-
résito.*'% En lineag celulares epiteliales, también se
encontrd la acumulaeién de] mensajerc del CXCL-8 a]
contacto con proteinas de E. histolytica * La induc-
ci6n de CXCL-8 y de otrag quimiocinas por las células
epiteliales es de gran importancia en la regulacién del
reclutamiento celular, como fue observado con CXCL.-
8 que genera la migracién de neutréfilos que estdn
involucrados en la resistencia a £, histolytica,™

CONCLUSIONES

La respuesta inmune celular contra E. histolytica ge-
nerada por el huésped depende basicamente de [a par-
ticipacién de los macréfagos y neutréfilos, estas células
4 través de mecanismos de liberacién de mediadores de
oxigeno son capaces de eliminar los trofozoitos de E.
kistolytiea y evitar la invasién amibiana (] Figura 1),

La participacién de los linfocitos T CD4* es
menos clara, pero sin duda son una pieza clave en la
polarizacién de la respuesta inmune durante lg in-
feccién. Esta labor ia llevan a cabo los linfoeitos me-
diante la induccién de citocinas que contribuyen al
reclutamiento de células que juegan un papel impor-
tante en la destruccidn de log trofozoftos de este pa-
rasito (Figurq 1.

Cabe senalar que varios tipos celulares impor-
tantes en e] modelo intestinal de amibiasis no pare-
¢en tener importancia en un modelo hepitico de 1a
misma.

Muy importante en todo este escenario es la indue-
cion de quimiocinas ¥ citocinas por las células epite-
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Figura 1. Respuesta celular inmune inducida por Entamoeba histolytica. La interaccidn de E, histolytica con el epitelio intestinal
origina la produccién de citocinas y quimiocinas, como IL-18 y CXCL-8, estas citocinas y quimiocinas regulan el reclutamiento de
macréfagos y neutrdiilos al sitio de infeccion; ambos tipos celufares involucrados en la destruccién de £ fistolytica; a su vez, la
produccion de TNF-a no sdlo activa a los macrifagos sino que influye sobre la activacién de las células epiteliales. Los linfocitos T
maodulan la respuesta inmune al generar un perfil de citocinas que inducen la activacion de los macrofagos y neutrdfilos. Adicio-
nalmente, la produccién de INF-y por los linfocitos T estd relacivnada con la activacion de células epiteliales. Por dltime, los eosi-
ndfilos se sefalan como posibles células que también participan en la destruccién de este pardsito.

Mgp: macrifagos, Neu: neutrdfilos, EO: eosindfilos, LT: linfocitos T, EH: trofozoitos de Entamoeba histalyvtica.

liales, con las cuales entran en contacto los patégenos
y las células del sistema inmune.
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