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RESUMEN

Giardia lamblia presenta en su ciclo biolégice una fase
de resistencia e infectante, el quiste y una fase parésita y
patégena, el trofozoito. El quiste se pone en contacto con el
huésped e inicia 1la infeccién, dentro del huésped el
trofozoito emerge del guiste y coloniza el duodeno e inicio
del yeyuno.

El desenguistamientc de G. lamblia es un procesc
inducido vy 1la pared del quiste requiere de un estimule
externo, como pH &cido vy ‘temperatura de 37°C para
desencadenar una serie de eventos gque culminan con 1la
eclosidn de dos trofozoitos por cada quiste. Hasta el momento
se desconcocen los mecanismos moleculares gue intervienen
durante el desenguistamiento.

El objetivo es determinar la participacién de 1la
calmodulina (CaM) en la regulacidén del desengquistamiento de
G. lamblia.

Los métodos empleados fueron: Concentracidn de gquistes
{ON) . Induccién de desenquistamiento (QI}. Cuantificacidn de
CaM en QI mediante la activacién de la fosfodiesterasa del
AMPc. Determinacién de CaM en QN y QI mediante ELISA.
Localizacién de CaM en QI mediante IFI, Inmuncdeteccién de
CaM en QI. Emplec de antagonistas de CaM durante el
desenquistamiento. Identificacién de fogfoproteinas en QI.
Identificacidén de cinasas en QI.

Resultados. La concentracidén de CaM de QN y QI necesaria

para lograr el 50% de la activacidn de la fosfodiesterasa fue
de 3125 y 4000 UCaM/mg de proteina, respectivamente. La
lectura de densidad optica para la técnica de ELISA fue
positiva por arriba del valor de corte de 20.5. La CaM se
muestra per IFI con mayor intensidad en QI y se presenta una
redistribucidn durante el procesc de desengquistamiento. El
inmunoblot con anti-CaM en QN y QI muestra dos proteinas de
PM 15 y 19 kDa. Los antagonistas de CaM, TFP y W-7 inhiben la
desenquistacién en un 45 y 52% respectivamente. Se muestra la
deteccidn de varias fosfoprecteinas de PM de 30, 45, 62, 78 y
85 kbDa. Deteccidn de proteina cinasa II de PM 51-58 kDa.
Se demuestra la presencia de CaM durante el desenguistamiento
de G. lamblia. Los antagonistas de CaM inhiben el preocesc a
la mitad de su actividad normal. Existe transmigidn de
sefales mediante fosforilacién durante la induccidn del
proceso. De detecta la presencia de proteina cinasa II
durante el desenquistamiento.



Summary

Giardia lamblia has cause a number of waterborne outbreaks of
diarrhea in the United States, and it is the intestinal parasite
most freguently identified in the mexican children. The Giardia
life cycle includes a cyst, which is absolutely required for
survival outside the host, as well as for initiating new
infections. This protozoan initiate infection when trophozoites
emerge from a cyst in the hosts by the excystation process.
Although this process is crucial to the initiation of infection by
G. lamblia, little is known about its regulation,

The appreach taken to discern the role of CaM in regulation
of G. lamblia excystation was to test: a) immunodetection and
immunocytochemical localization of CaM itself; b) CaM activity
through the activation of brain phosphodiesterase activity by the
parasite protein in excystation stages I and IT; and ¢} the effect
of several CaM antagonists (TFP, W-7 and W-5).

Western-blot analysis showed that antibodies against bovine
testis CaM recognized two polypeptides with apparent molecular
weights of 15 and 19 kDa. Immuncfluorescence assays using these
specific antibodies showed that CaM was redistributed after
induction of excystation. This results are important, since drugs
that inhibit excystation could impair this cellular process and,
therefore, block infection.

Excystation of stage I was inhibited in intact trophozoites
by CaM antagonists TFP and W-7, W-5 that is similar to W-7 but
does not inhibit CaM did not have any effect on excystaticn. The
protein kinase C inhibitor H-7 had no effect on excystation,
suggesting that CaM antagonists acted by selectively inhibiting
CaM.

Furthermore, it was showed the phosphorylation of proteins
with apparent molecular weights of 30, 45, 62 and 85 kDa. In
addition, the multiprotein kinase II was identified by western-
blot analysis using specific antibodies against this protein.

These results suggest that a CaM- dependent process is
involved in &. lamblia excystation. Further research is reguired
to determine the exact mechanisms of inhibition.
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INTRODUCCION

Giardia lamblia (Stiles, 1915} (Sarcomastigophora-
Hexamitidae) protozoario flagelado con distribucién mundial.
Es un agente patdgenc del tubo digestive puede ser causante
de infeccidén asintomética, diarrea aguda (Thompson y cols,
1993), diarrea de larga evolucidén o trastorncs en la
absorcién de grasas, vitaminas liposclubles y wvitamina By,
{(Vega y cols, 1982; Tolbom y cols, 1987). La presencia de los
trofozoitos adheridos a la mucosa intestinal a través de su
disco puede resultar en daflo a las microvellcsidades de los
enterocitos y alterar la absorcidn de nutrientes, que a largo
plazo da como ceonsecuencia la disminucién en peso y talla,
principalmente en nifics y nifias de edad preescolar y escolar
(Thompseon y Reyneldson, 198%3). Sin embargo, la patogénesis
de la giardicsis es compleja e involucra factores del
pardsito y del huésped, ya gque un porcentaje elevado de
individuos infectados con G. lamblia desarrollan la infecciédn
pero permanecen asintomaticos {(Vega y cols, 1975; Thompson y

cols, 1993).

FRECUENCIA Y TRANSMISION

La prevalencia de la giardiesis en 1la poblacién
infantil mexicana de diferentes estados del pais ha sido
estimada a través de examenes coproparasitoscédpicos (CPS).
Los resultadces obtenidos son muy variables, desde el 14.0%

{alonso, 1983), 28.9%% {CAzares vy QGonzAlez, 1985), 44.5%



{Bernal, 1994) hasta el 70.0% (Salazar y cols, 1988) sin
embargo ocupa siempre el primero o segundo lugar en reportes
de prevalencia. Estudios <¢linicos y paragitolégicos en
guarderias sefialan de un 35% a un 47% de prevalencia, lo que
permite colocar a la giardiosis como la parasitosis de la
infancia {(Arellano y Prieto, 1272; Rauch y cols, 1%%0).

La infeccidn por Giardia se inicia con la ingestidn de
guistes tetranucleados expulsados en 1la materia fecal, dque
contaminan el agua y los alimentos. Los guistes, a pesar de
haber sido observados y dibujados por Lambl y Grassi en la
mitad del sigleo pasado, ne fueron identificades como
participantes en la dindmica de transmisién de la giardiosis
hagta cuarenta afios después. Se atribuye a Perroncite en 1887
el haber relacionade a los quistes con los trofozoitos del
flageladec en individuos con diarrea al describirlos como
... "pequefics cuerpos redondos u covales gue muestran contenido
celular y en medio se distingue un flagelo" . Estas
cbservaciones le permitieron a Perroncito sostener gue las
heces podian contener organismoz en diferentes estados de
degenquistamiente y enfatizé gque los quistes estaban
destinades a mantener wvivo al pardsito y a facilitar su

diseminacidén (Perrconcito, 1887).

MORFOLOGIA ¥ COMPOSICION DEL QUISTE DE
Giardia lamblia
Los quistes de G. lamblia aislados de heces de humanc

son ovoides o elipticos, miden aproximadamente de 7 a 10 pm



pueden ser eliminados en cantidades de 10,000 a 24 millones
por gramc de heces (Veldzquez, 19858). Las observaciones por
microscopia de luz describen al gquiste c¢on cubierta suave y
lisa, sgin perforaciones, poros, depresiones o arrugas y de
naturaleza flexible (Luchtel y cols, 1980).

Desde 1965 se demostrd la presencia de polisacdridos en
la pared del quiste mediante técnicas histoguimicas, como
carmin de Best, &cido periodico-Schiff (PAS), tinciones que
podrian ser inhibidas por el empleo de la amilasa y la
maltasa de la saliva {Dutta, 1%65a y 1965b). Estas
observaciones correlacionan con estudios recientes,
realizados mediante c¢romatografia de gases y espectrometria
de masa (Manning vy cols, 1992). La dificultad para tefiir
quistes con tinciones especiales para quitina como la de
Zander, Kuhvelt y Feulgen, apoya el argumento de que la
quitina no ez el principal componente de la pared. La capa
externa de la pared del quiste, con un espescr de 0.3 a 0.5
um, estd estrechamente unida a la membrana citoplasmatica
(Friend, 1966). Estudios de microscopia electrdnica de
barridec muestran detalles de la superficie del guiste, como
son fibras finas arregladas en sentide curve, de 7 a 30 nm de
ancho y de longitud indeterminada. Aungque los trabajos de
Ward en 1985 demostrazron, mediante el empleo de gquitinasa y
lectinas, que la pared del quiste est& constituida por un
polimero de N-acetilglucosamina, principal constituyente de
la quitina (Ward y cols, 1985). Sin embargo, Jarrcll (1989)

utilizando técnicas de cromatografia de gases M




espectrometria de masa, sefiala que el principal carbochidrato
presente en la pared del quiste es la galactosamina y gque
integra un polimero de N-acetil- galactosamina; similar a lo
encontrado en las esférulas y microgquistes de Myxomicetos,
que no se reducen con el tratamiento con amiloglucesidasa o
enzimas proteoliticas. La poca cantidad de N-acetil-
glucogsamina detectada no apoya la propuesta de gque la guitina
sea el mayor componente de la pared. Este estudio corrobora
la dificultad de tefiir los quistes c¢on las tinciones
especificas para gquitina. La glucosa parece [ormar parte de
un polimero labil a la amiloglucecsidasa o como residuo de una
digestidén incompleta del polimero, es principalmente un
componente interno del quiste. Exigten ademas otros
carbohidratos como xilosa, ribogsa y mancsa gque pueden ser
constituyentes de glucoproteinas o proteoglicanos (Jarroll y
cols, 1989 y 13889).

En 1993 Paget reportd la presencia de glucosa en el
interior del quiste como parte de un polimero de glucdgeno y
demostrd gque el quiste, antes considerado como criptobiético,
es metabdlicamente active y que la actividad respiratoria es
a expensas de la glucecsa enddgena y no de la glucosa exdgena.
La mayor cantidad de glucosa en el interior del guiste, hace
suponer gue esta hexosa no gea el principal componente de la
pared (Paget y cols, 1993)}.

Estudios mediante cromatcgrafia ligquida de alta presidn
permitieron determinar la glucosa de quistes intactos de G.

muris en una concentracidén de 72.5 nmoles/10° quistes, que



corresponde al 41.2% del total de nmoles de carbohidratos
{Manning y cola, 1992).

Trabajos de Macechko y cols sobre el enguistamiento de
G. lamblia, revelaron que los trofozoitos sintetizan la mayor
cantidad de N-acetil-galactesamina a partir de la glucosa
endégena, & través de la participacidén de una gran cantidad
de enzimas qQue son activadas en el lapso de 20 a 24 horas
después de inducir la enquistacidén. En €ste procesc estén
incluidas la glucosamina 6 fosfato isomerasa, la glucosamina
13 fosfato N-acetilasa, la UDP N-acetil glucesamina
pircfosforilasa y la UDP N-acetil-glucosamina 4'epimerasa.
Estos trabajos propenen la ausencia de N-acetil-galactosamina
en trofozeolitos y demuegtran que éste polimerc es sintetizado,
unicamente en el momento de la enguistacidén. La sintesis de
este azlicar se ha propuestc come una "llave biogquimica" para
la enguistacidén (Macechko y cels, 1992).

El interés en el conocimiento de los componentes
moleculares de la pared del quiste ha permitido, mediante el
uso de la cromatografia liquida de alta presién, dar
evidencias sobre la presencia de proteinas como parte
estructural de ésta y sugieren gue é&stos péptidos estan
estrechamente unidos a los carbohidratos, lo cual dificulta
su extraccién.

Las proteinas en la pared del gquiste se han identificado
como polipéptidos con peso molecular de 21 a 108 kDa, gue
hacen su aparicién durante el proceso de enguistamiento

(Reiner y cols, 1989% y 1990).




Ademds de la identificacidén de carbohidratos y de
polipéptidos como componentes esenciales, estudios que
utilizan técnicas de microscopia electrdnica de barrido de
bajo voltaje de quistes expuestos a cloroformo y metancl, no
han demostrade cambios importantes en la pared después del
tratamiento, 1lo gque sugiere que los lipidos no Jjuegan un
papel importante come integrantes estructurales de la pared
del quiste. Estos resultados apoyan los datos obtenidos por
Kofold quién desde 19232 reportd la poca tincidn de los
guistes con colorantes de lipidos como Sudan IV, y confirmado
por la insolubilidad de los quistes en éter, cloroformo,
Xilol y cianuro de potasic {(Manning y cols, 1992).

Los quistes bi y tetranucleados de G. lamblia
(@.duodenalis) o G. muris, albergados en el tubo digestivo
del huésped, cuande son observados por microscopia
electrénica de transmisidén muestran organeles subcelulares
similares a las que presentan los trofezoitos. Durante el
enguistamiento, el citcesqueleto del disco adhesivo,
constituide de tubulina y giardinas, se fragmenta y se
esparce en el citoplasma. Los aXonemas y flagelos son vistos
comoe lineas ccntinuas casi siempre centrales y se muestra la
disposicidén de 9+2 de los microtibulos. No se ven Cuerpcs
mediales, que aparentemente desaparecen durante el
engquistamiento, aungue las observaciones mediante microscopia
electrdnica de tranamisidén han mostrado estructuras
similares. Asimismo 8e& aprec¢ian segmentos de reticule

endoplésmico rugoso y cuerpos bkasales con dispesicidn 940,



Los guistes binucleados inmaduros o tetranucleados ya maduros
contienen de 2 a 4 niicleos en un extremo. En la periferia se
localiza un arreglo de vacuolas con tamafic de 300 a 400 nm,
similares a las de trofozoitos, que también son positivas a
la tincién con la fosfatasa &cida. (Feely y cols, 1884 y
Feely y Dyer, 1987}.

Morfoldgicamente, los quistes de Giardia de diferentes
huéspedes son indistinguibles entre si. Debido a esto
antigencs preparados a partir de quistes y anticuerpos poli y
monoclonales anti-quiste, se han utilizado comunmente para
pruebas diagndsticas, lo cual ha permitido demostrar que no
existen diferencias antigénicas entre los quistes, de acuerdo
al origen de éstos. Esto {ltimo sugiere gue pecdrian ser
empleadas para diferenciar al grupo de G. duodenalis, due
incluye a G. lamblia pardsito del hombre, del grupo murino
representado por G. muris (Sterling y cols, 1988; Stibbs vy

cols, 1988).

DESENQUISTAMIENTO

El trénsito de los gquistes tetranucleades por el
estédmago del huésped, con un pH acido y temperatura de 37°C,
induce el desengquistamiento, el cual culmina en el duodeno, a
un pH de 6.8 a 7.2, con la liberacién de dos trofozoiteos por
cada quiste ingerido, (Hegner, 1927a).

Las bases del conocimiento actual sobre el proceso de
desenquistamiento, fueron establecidas por Simon en 1921,

quién propuso gue las formas méviles flageladas presentes en



las heces, emergfan de gquistes 1leocalizados en el tubo
digestivo (Simon, 1921),.

Ensayog en modelos animales, de hace setenta afios,
sefialaron que el gitio de desenquistamiente se localiza de 30
a 60 cm después del estdmago, dentro del intestine delgado,
sin definir las condiciones del procesc (Hegner, 1925 ¥y
1927b) .

Un gran paso en el estudio de la desenguistacidn se
logrd en 1979 cuando el proceso pudo ser reproducido Min
vitro", en condiciones controladas como pH, temperatura y
potencial de 6xido-reduccién. Estogs factores resultaron
indigpensables para lograr la eclosidn de los trofozoitos en
el laboratorio, lo que permitié estudiar el desenquistamiento
con detalle {Bingham y Meyer, 1979; Gillin y Diamond, 198lb;
Schaefer y cols, 1380; Boucher y Gillin, 1990).

El resultado de gran nlmero de estudios "in vitro"
permiten proponer dque la citocinesis de los trofozeoitos,
previa a la eclosidn, se inicia con una gran actividad dentro
del quiste, en donde les nidcleos se encuentran claros y
polarizades, y en el extremo opuesto sSe produce un
alargamiente en forma de “hurbuja®. Los primeros flagelos
emergen con gran movilidad, y de cinco a treinta minutos
después, se observan los trofozoitecs libres en el medio de
cultivo (Bingham y Meyer, 1979; Corts y cols, 1984; Feely,
1986; Ponce y cols, 1989; Bernal, 1990; Feely y cols, 1991).

A la observacién detallada de 1la citocinesis, se

agregaron el conocimiento de otros fendmencs, como la



secrecidén de material mucoide del interior del quiste gque
sucede Unicamente durante la eclosidn de los treofozoitos en
el caso de G. lamblia, aungue su funcidn no estda c¢lara
(Bingham y Mever, 1979). En el casc de G. muris se reporta la
presencia de un material de composicidn guimica desconocida,
gque fluye scbre la membrana del trofozoito y posiblemente
presenta una actividad enzimdtica. Se ha propuesto gue este
material aunado a la accién de 1leos flageles y de unas
estructuras membranales parecidas a microvellosidades,
localizadas en la membrana citoplidsmica por debajo de 1la
pared del quiste, tienen accién sobre el sitio de la eclosién
de los trefozoitos (Feely v cols, 1984; Coggins y Schaefer,
1984 y 1986; Meyer y Schaefer, 1984). Los flagelos son las
primeras estructuras que aparecen durante el
desenquistamiento, al actuar sobre la pared del guiste
amplian la apertura para ayudar a la salida de los
trofozoitos (Schaefer vy colsg, 1984).

Agregada a la accidn mecanica de los flagelos, para el
caso de G. lamblia se describe también la presencia de
microesférnlas en la zoha en ddnde se ipicia el
desenguistamiento. Se desconoce la naturaleza guimica de las
microesférulas, sin embargo se ha propuesto que participan en
el adelgazamiento y digestidn enzimatica lecal de la pared
del quiste, después de la abertura inicial. Las cobservaciones
mediante microscopia electrdnica de barrido permiten hacer

dog propuestas: primero que existe una digestidn enzimitica



local y segundo gue se presenta una accién mecdnica por parte
de los flagelos recién formados (Buchel v cols, 1987).

En contraste, otros investigadores que emplearon
metodoclogias de microscopia electrdnica de alta resolucidn,
proponen que la pared quigtica de G. muris, 6. duodenalis y
G. psittaci estid constituida por filamentos y sufre un
rearreglo en el momento de la desenquistacién. En los guistes
integros la pared quistica se encuentra formada por
estructuras filamentosas muy compactas de 7 a 20 nm
denominada “ malla compacta". Cuando los guistes sufren la
induccidén de desenguistacidén, se lleva a cabo una disociacién
en el sitio de inicio del proceso, como "malla desatada", con
el propésite de facilitar la salida de los trofozoitos.
Asimismo estas observacicnes muestran la presencia de
vesiculas electrodensas en la periféria, por debajo de la
pared quistica, que sugiere la existencia de una funcidn
enzimidtica local (Erlandsen y cols, 1989}).

La desenquistacién "in vitro" puede inhibirse con el
emplec de anticuerpos policleonales anti-pared del quiste ¥y
anti-aglutinina de germen de trige y permite proponer gue,
posiblemente, 1a interferencia sea con el acideo sidliceo de
las glucoproteinas de la pared del gquiste (Meng y cols,
199¢6) .

Recientemente se describid la presencia de una tiol-
proteinasa © cisteina-proteasa en la periferia de la membrana
citoplasmitica del gquiste de @. lamblia, gue es liberada al

exterior durante el ©proceso de desenguistamiento. La

10



desenquistacidn puede ser bloqueada por inhibidores
especificos de la proteasa de una manera dosis-dependiente.
Ademds se ha identificado uno de los tres genes para
cisteina-proteasa, gque muestra gran actividad proteolitica
(Ward y cols, 1997)

Desde las primeras descripciones, a principios de siglo
en modelos animales, se demostrd que la desenguistacién
culmina con la liberacidén de dos trofozoitos por cada quiste
ingerido; y los ensayos "“in vitro' permitieron obtener una
descripcidn detallada de la eclosidén de los trefozoitos. Sin
embargo hasta el momento se desconocen los mecanismos

intracelulares que intervienen en este proceso bioldgico.

CALMODULINA (CaM)

La CaM es una proteina intracelular considerada comc la
principal aceptora de calcio (Ca®), identificada por Cheung
como el tactivador de la fosfodiesterasa” en los aiios 60
(Cheung v cols, 1978). Esta proteina tiene cuatro veces una
egtructura de hélice-asa-hélice, por lo gue pertenece a la
familia de las denominadas "EF Hands"; estd presente en todas
las cé&lulas eucariotas, hasta el momentc estudiadas. Al igual
gque otras proteinas gque wunen ca®, CaM sufre un cambio
conformacional y expone dos dominios hidrofébicos que le
permiten la interaccidén con diversas enzimas (Cheung, 1%82).

Las descripciones fisico-quimicas de CaM purificada de
testiculos y cerebro bovino © murino, son utilizadas como

referencia para describir la CaM de otras células eucariotas.
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Calmodulina es una proteina acidica con un punto isceléctrico
bajo de 3.9. Tiene un peso molecular de 16,700 daltones, estéd
constituida por una scla cadena polipeptidica de 148
amincacides, con un primer residuo de alanina acetilada en el
extremo N-terminal, una lisina trimetilada en la posicidn
115, carece de cisteina vy triptofano. Presenta cuatro
dominios de unidén al calcic cada unc con 12 residuos de
aminodcidos, separados por regiones de alfa hélice. El primer
dominio va del residuc 20 al 31, el segundo del 56 al 67, el
tercero del 93 al 104 y el cuarto del 129 al 140. Como
caracteristica tiene una fenilalanina (Phe) al inicio del
dominio I y III y otra al final del dominio II y IV. Es una
mclécula con una configuracidn alfa helicoidal del 40% en
ausencia de Ca’” y que aumenta al 50% en presencia de Ca®*
(Watterson y <ols, 1980).

Para estudios filogenéticos de homologia entre las CaMs
de diversas especiegs, se traza una linea imaginaria que
divide a la molécula en cuatro partes iguales y se comparan
las similitudes y diferencias de los residuos de las cuatro
regicnes gue corresponden a los dominios gue unen ca’’. BEsta
estrategia de estudio permitid conocer gue el 70% de los
aminodcidos de los dominics I y III, II y IV son idénticos
(Watterson y cols, 1980; Cheung, 1582; Wylie vy Vanamam,
1988).

Se ha demostrade gue la CTaM es una proteina altamente
conservada en células eucariotas de diferentes especies

animales, vertebradcs e invertebrados. Tiene una secuencia de



amincdcidos similar v la identidad sdle difiere en un 10%
(Baba y cols, 1984)

Una célula nermal contiene, aproximadamente, 1x107
moléculag de CaM y puede constituir hasta el 1% del total de
la proteina de la c¢élula. Se ha purificado de diferentes
tejides como: cerebro, corazén, testiculos, dtero vy
eritrocitogs de mamiferos (Gopalakrishna y Anderson, 198%;
Baba y col. 1984). Las propiedades fisico-gquimicas de la CaM
ge congervan atn después de la extraccién de ésta, siendo
similares en las diferentes especies animales, aungue no
idénticas bioldgica y bioquimicamente (Jamieson y Vanaman,
1979; Means y cols, 1982; Wylie y Vanaman, 1988).

Las propiedades principales son: su termoresistencia
{epbullicidn durante cinco minutos) ; el soportar la
desnaturalizacién con urea al B8M, detergentes, altas
concentraciones de sales, pH &cido y carecer de una funcién
enzimitica (Brostrom y Wolff, 1981; Brady y col 1985},

Calmodulina no es una proteina exclusiva de eucariotes
animales, sino que ha sido aislada de numeroses organismos
vegetales. Se ha reportado la estructura primaria de la
calmodulina de Arabidopsis thaliana extraida de membrana y
del citoplasma, también se ha clonade y secuenciado el gen
gue la codifica (Trewavas y Gilroy, 19291).

La localizacidén de CaM depende de la concentracidn
intracelular de Ca?*, CaM migra hacia el nivel en donde se

2+

incrementd el Ca ésto s8e ha demostrado en células

egtimuladas con factores de crecimientoe y en el




espermatozoide de Guinea pig, durante la reacidn acrosomal
(Trejo y Mdjica, 1990).

Al inicio de los estudios de CaM se le considerd como
una proteina citosélica, pero posteriormente se identificd
también su presencia en el ntcleo. La CaM sin calcio, se
mueve del nidclec al citoplasma y wvisceversa mediante un
acarreador gue la reconoce en su forma libre (Pruschy y cols,
1994) . En el ndclec CaM participa en la regulacidn del
citoesqueleto nuclear y en la modulacidén de la expresidn
genética, tante a nivel de la transcripeién como a nivel del
procesamiento  del RNA mensajero, ¥y  otras funcicones
desconocidas, La concentracidén de CaM nuclear fluctda entre
de 0.35 a 1.1 pg/wg de proteina, estd localizada en la regidn
heterocromidtica, eucromdtica, en el nuclecle y en las

particulas de riboproteinas (Bachs y cols, 1992 y 1994).

FUNCIONES MEDIADAS POR Ca’'-CalM

La concentracién intracelular de Ca®’ en condiciones
basales se mantiene alrededor de 1x10’ M en comparacidén a Ia
concentracidn gue alcanza en el medio extracelular, que es
del orden de 1x10° M. En células activadas la concentracién
de Ca’ libre aumenta de 1 a 10 pM ya sea por entrar del medio
extracelular a través de los canales de Ca’’ en la membrana, o©
por ser movilizado de las resexvas intracelulares mantenidas
en el reticulo endoplésmice. La sgefial de ca® es traducida en
una respuesta intracelular mediada peor las proteinas gque la

unen (Klee, 1988; Criwvici y Ikura, 1995).
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La CaM libre interacciona con los iones de calcio, que
ge unen a los cuatro dominios presentes en la melécula, la
CaM activada (Ca’*-CaM) cambia su conformacién y expone dos
dominics hidrofébicos, dque interactuan c¢on las enzimas
dependientes de ellas; en ese momento la formacidén del
complejo Ca® -CaM es probablemente el encendido/apagado de la
molécula (Stoclet y ceols, 1587) Otra propuesta menciona gue
la unitn de CaM libera una parte inhibiteoria de otro sitie
activo preformade {Vogel, 1994}).

El compleio ca’ -caM participa como mediador de diversas
funcicnes dependientes de ca*’, que se pueden clasificar en
siete grupos:

I) i nucledtigdos ficli . La sintesis vy
degradacién del adencsin monofosfato ciclico {(AMPe) y el
guanidin monofosfato ciclico {(GMPc) es regulada a través de
la adenilato ciclasa, enzima con dos dominics citopldsmicos y
dos membranales, de tipe glucoprotéico con PM aparente de 115
a 180 kDa que tiene como sustrato al adenosin trifosfato
(ATP) v la fosfodiesterasa que actua sobre su gustrate, el
AMPc, cuando aumenta la concentracidn intracelular para
degradarlo a fosfato inorgédnico {(Pi), ambas son incrementadas
por el complejo Cca’'-CcaM. (Stoclet y cols, 1987)

II) ilagidn de otei . Muchas enzimas dependientes
de caM son frecuentemente sensibles a ser fosforiladas por
cinasas serina/treonina, algunas de sustratos especificos vy
otros poco especificos con baja o alta afinidad. Proteina-

Cinasa I, Multiproteina-Cinasa II, Proteina-Cinasa III,
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Proteina-Cinasa IV, Proteina-Cinasa V, Cinasa de las Cadenas
Ligeras de la Miosina y Fosforilasa B Cinasa {(Vogel, 1994;
Criviei y Ikura, 1996}.

III} i fi 1 16

genética. La transmisidén transmembranal de sefilales egtéd
mediada por una red de proteinas en donde participan
diferentes cinasas, cuyo objetivo final es activar una
regspuesta celular especifica. A la fecha han sido
identificadas cinco diferentes vias de transduccidn de
seflales intracelulares {Schulman, 1984 v 1993). Dentro de las
proteinag cinasas dependientes de Ca’‘-CaM involucradas en la
transducccidn de seflales, la multiproteina cinasa II (MPK-II)
tiene un papel muy importante (Baitinger y cols, 1390); esta
cinasa estd ampliamente distribuida en eucariotes inferiores
y superiores, responde al estimulo de muchas hormonas,
neurotransmisores Yy participa en una amplia variedad de
procesos (Taylor vy Adams, 19%2), Posee la capacidad de
autoregularse y la unidn al complejo Ca®**-CaM la convierte en
una cinasa activa, fosforila a proteinas como la proteina 1,
proteina bdsica miélinica, prcteina de las cadenas ligeras de
miosina, tripteofanc monocoxygenasa, MAPs y la § tubulina sobre
residuos de serina y treonina (Goldenring y cols, 1983;
Wandosell y cols, 1986). Asimismo el compuesto (KN-62)
[1- [N,0,bis

(1,5 isoquincleina sulfonil) -N-metil-L-tircsil] -
fenilpiperacina], inhibe 1la wunién de la «cinasa, esta

propiedad ha sido empleada para identificar procescs
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biolégicos ligades a la cinasa MPKII (Hidaka y Kobayashi,
1992). La cadena de fosforilacidén en la gue participa la
multiproteina cinasa II/Ca’*-CaM llega hasta el nicleo y
ccasiona la activacidn de CREB, una proteina que es un factor
positive de la transecripcién, esto puede ser a través de la
fosforilacidn en el sitio activo de la serina 133. Tambien la
proteina CREBR puede ser activada por otra via mediante la
proteina cinasa dependiente del AMPc (PKA) (Sheng y cols,
1990 y 1991; Herschman, 1991).

IV} Desfosforilacifn de proteinas. Especificamente ha sido
reportada la presencia de calcineurina, vuna fosfatasa
dependiente de Ca’"/CaM, la mayor proteina en cerebro (Crivici
y Ikura, 1995), también localizada en el nidcleo de células
levaduriformes de Saccharomyces cerevisiae, Iidentificada

125

mediante ICaM. (Hiraga y cols, 1993). Y la Fosfatasa llb.

V) _Transporte de Ca**, CaM participa en el control de la
concentracién intracitoplasmitica de Ca’’ libre a través de la
estimulacién de tres diferentes sistemas de transporte: 1} La
ATPasa- (Ca®'- Mgh) de membrana plasmdtica que es estimulada
directamente por Ca’'-CaM. 2) La ATPasa-Ca’" del reticulo
endoplédsmico que es estimulada por la fosforilacién del
fosfolambam que activa a esta enzima. 3) Por estimulacidn del
intercambiador MNa®*/ca®* de membrana plasmiatica vy la
fosforilacién de la proteina cinasa II/Ca®’-CaM (Vogel, 19%94).
vI) nLro i eto., En los mecanismos de
contraccidén de misculo ligco, participa la fosferilacidn de la

miosina, catalizada por la cinasa de las cadenas ligeras de
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la miosina {MLCK) y en movilidad y morfogénesis (Upton y
Moss, 1592}

VII) Cicleo celular. Técnicas como la inveccidn de un péptido
inhibidor selectivo de la MPKII/Ca’*-CaM y el empleo de
anticuerpos monoclonales anti-MPKIIT, permiten pcner de
manifieste la participacién de esta cinasa en el rompimiento
de la wmembrana celular vy la formacién del uso mitdtico,
cuande se inyectan estos iphibidores se retarda el
rompimiento de la wmembrana nuclear (Baitinger y cols, 1990).
Multiples estudios han demostrade la necesidad de ca®* para la
proliferacién y crecimiento celular, la calmodulina juega un
papel importante en la regulacién de Ca®’ durante la fase S y
la fase M de la proliferacién, la expresidn de genes, la
replicacién de DNA y la citoquinesis {(Takuwa y cols, 1995,
Chafouleas y cols, 1982).

E!l uso de cepas mutantes ha sido de gran utilidad para
determinar la funcionalidad de la molécula de CaM, un ejemplo
es el caso de la levadura Saccharomyces cerevigiae, cuando de
las ocho fenilalaninas (Phe) localizadas en la regidn
hidrofdébica de la CaM activada, siete de ellas son cambiadas
por alanina, éstas mutacicnes alteran la funcionalidad del
complejo Ca’*-CaM en el momento de su interaccién con
diferentes enzimas (Oyha y Anraku, 1989, Oyha y Botstein,

1994) :



CALMODULINA EN PARASTITOS

Plasmedium falciparum. En el caso de Plasmodium
falciparum, agente eticlégico de la malaria, la formacién del
complejo ca®-caM es un prerequisito indispensable para el
crecimiento del parésito en cultivo. La concentracidén de CaM,
en un milldén Qe eritrocitos no parasitados es de 11.2 ng,
mientras que en el mismo nldmerc de eritrociteos gque contienen
trofozoitos en la fase de "anillo®, el valor aumenta a 17.8
ng vy para los eritrocitos parasitados con esguizontes
maduros, la concentracidén se eleva a 23.3 ng; esto fue
determinade mediante la técnica de radioinmunoensayo
{Matsumoto Yy cols, 1387} . Asimismo, la microscopia
electrdnica de barrido muestra gue la CaM se localiza en el
compleio apical, dentro de las roptrias de los merozoitos,
estructuras que participan en la penetracidédn activa del
pardasito a los eritrocitos (Scheibel y cols, 1587). La
ciclosporina A (CsA) a concentraciones de 0.65 upM inhibe la
penetracidén del pardsito a la célula huésped, estc ha
sugeride gue la CsA Dbloguea la regidén hidrofdbica de la
molécula de CaM e impide su interaccidén con enzimas como
adenilato ciclasa y proteinas c¢inasas. Estos resultados
sugieren que la penetracién del pardsito a la célula huésped
es un proceso dependiente de ca’*-caM (Matsumoto y cols,
1987) .

En publicacicnes recientes se reportd el aislamiento de
un gen de proteina cinasa de P. falciparum, en el cual la

cinasa y una proteina parecida a CaM, estan combinadas en un
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mismo polipéptido 1o gque sugiere qgue la participacién de CaM
en el proceso invasive de los merozoitos de P. falciparum
pudiera darse a través de esa cinasa, en la cual la regidn
carboxilo-terminal de ésta, pregenta una seciencia de 32 a
38% de aminodcidos sgimilaregs a CaM. (Zhao y cols, 1954).

El agen de CaM de P. falciparum clonado y secuenciado en
1991, fue descrito como una copia simple socbre el cromosoma
14 con un so0lo intron, posteriormente el mismo autor mediante
amplificacién de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR}
describid la naturaleza polimbérfica del intron del gen de CaM
y sefialé gue é&ste tiene cuatro “motifs* de repeticidn
{Robson, 1993).

Trypanoscoma brucei rhodesiense. La calmodulina de los
tripomastigotes sanguinecs de Trypanosoma brucei rhodesiense
corregponde al 0.3% de proteina total del parédsito. Tiene un
peso molecular aparente de 13.58 kDa, es fisica vy
funcionalmente diferente a la CaM de la c¢é€lula huésped de PM
16.5 {(Ruben y col 1983 y 1984). La estructura primaria de la
CaM de T. brucei rhodesiense difiere con la CaM bovina en los
residuos 99 (Phe), 108 (Ile) y 115 {lisina) este Gltimo nec se
encuentra trimetilado (Walter y Opperdoes, 1982).

Trypanosoma cruzi. Para el caso del agente eticlégico de
la enfermedad de Chagas, la CaM de los epimastigotes tiene un
P de 16.0 kDa y carece de la metilacidn en la lisina 115
(Goncalves y cols, 1980; Orr y ceols, 1%92;). En 7T. cruzgil, se
ha lograde la extraccién de varias proteinas dependientes de

ca’*-caM, con un PM de 20 a 200 kDa, cuya identificacién se
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l1levé a cabo por clonacidn de los genes especificos. Estas
proteinas sblc estan expresadas en las fases de divisidn de
epimastigote y amastigote y parecen estar relacionadas con la
diferenciacién y crecimients del parédsito. La CaM también
participa en el movimiento flagelar de los tripomastigotes
sanguinecs y metaciclicos y se le ha implicado en el recambio
antigénico del pardsito en su fase sanguinea (Tellez-Ifién vy
cols, 1985).

La Ca“—Mgh—ATPasa ha sido caracterizada en vesiculas de
la membrana plasmatica de epimastigotes de T. cruzi y parece
ser dependiente de la CaM enddgena del pardsito {Benaim,
1991). La movilizacidn endégena de ca® en T. cruzi es
utilizada por el parasito durante su ciclec de wvida, perc
también emplea el Ca’ de la cé&lula huésped para la
multiplicacidén de la fase intracelular de amastigote del
pardsito (Salazar, 1995). El gen de la CaM ha sideo clonado en
T. cruzi, el locus de CaM contiene tres regiones idénticas
arregladas en repeticién (tandem) y una regidn intergénica
que difiere en s8lo tres nucledtidos, mientras la regién 3
del tercer gen de CaM es diferente (Ajicka y Swindle, 1993}.

Naegleria sp. Se ha propuesto gue en amibas de wvida
libre como Naegleria gruberi la CaM interviene en la
integracidn del c¢itoesqueleto durante la transformacién de la
célula amiboide en célula flagelada. En el ciclo biclégico
del pardsito de 10 a 15 minutos después de iniciada 1la
transformacién aparece un mMRNA funcional para ¢ v B tubulina

que se coordina con la presencia de mRNA de CaM-1 flagelar,
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probablemente del 7¢ al 90% de la tubulina estructural del
citoesqueleto del flagelo se origina por sintesis de novo.
El producte del IV mRNA es una proteina estable gque une
calcio y comigra con la CaM-1 flagelar, ésta muestra gran
homologia de nucledtidos con la CaM bovina (Shea y Walsh,
1987).

Leighmania donovani. Existen pocos estudics sobre la
presencia de CaM en el parédsito intracelular del sistema
reticulo endectelial, Leishmania donovani, s6lo se conoce gue
en la fase de amastigote dentro de los macréfagos, se
presenta un efecto citotéxico peor parte de la triflucperazina
(TFP), antagonista de CaM. Ademds, antagonistas de cinasas
dependientes de Ca’*/CaM inhiben 1la proliferacién de
promastigotes de L. donovani en cultive ax€nico, esto hace
suponer la participacién de cinasas/Ca’*-CaM en el proceso
(Pearson y cols, 1982).

Giardia lamblia. La caracterizacién de CaM también se ha
realizado en los protozoos pardsitos del tubo digestive,
tales como &. lamblia (Mufioz y colg, 1987) y E. histolytica
{Mufioz v cols, 1891). Se ha encontrado que losg trofozoitos de
G.lamblia, contienen 45.0 ng de CaM/mg de proteina total,
cuantificada mediante el metodec de radicinmunoensayo. La
geparacién electroforética de los sobrenadantes muestra una
comigracién de la proteina purificada de G. lamblia vy la CaM
de cerebro bovino que sugiere una banda con un peso molecular
de 19,000 daltones. Sin embargo &l andlisis de aminodcidos da

un peso molecular aparente de 16.8 kDa para la CaM bovina y

22



16.7 kDa para la CaM de Giardia. La estructura primaria de la
cadena polipeptidica contiene la ligina 115 trimetilada. El
papel de esta proteina en la enquistacidén y desenguistacidn o
en otras funciones del pardsito ne ha sido dilucidada aungue
se ha sugerido su participacién en la regulacién de la ATPasa
dependiente de calcio y su transporte a través de la membrana
{Muficez y cols, 1288).

Entamoeba histolytica. La amiba patégena del hombre,
Entamoeba histolytica requiere de una actividad litica para
invadir la mucosa intestinal <y producir {lceras. Los
trofozoitos al contacto con colagena tipoe I, inducen 1la
formacidn y secrecién de granulos electrodensos (GED), los
cuales contienen actividad c¢olagenolitica, la cual se ha
propuesto puede degradar la matriz extracelular. Poco se
conoc¢e sobre los mecanismos de secrecidn de los GED, perc los
autores que han trabajado sobre la caracterizacidn de ellos,
proponen que la CaM participa en la secrecidn de é&stoes
granulos. En los trofozeitos de E. histolytica la presencia
de CaM con un PM aparente de 19.0 kDa, se demostrd por ELISA,
inmunofluorescencia y actividad de 1la fosfodiesterasa del
BMPc. La participacidén de la CaM en la secrecidn de los GED
se demostrd por la inhibicidén de este proceso por los
antagonistas especificos de CaM, TFP (IC,, 2.5 uM},
calmidazolium (IQg, 2.5 uM} N- {-6-aminchexil-)-5-cloro-1-
naftalenolsulfonamida (W-7) {IC;, 100 uM) vy propanclol ({ICg,
400 pM) {Muficz y cols, 1591). Otros estudios de este mismo

grupo de trabajo enfocados a la localizacidn de CaM en los
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trofozoitos de E. histolytica, muestran mediante microscopia
electrénica de transmisidn, gue la proteina se distribuye en
el citoplasma y la redistribucidén de é&sta, se modifica
después de la induccidén de la secrecién de los GED por
colhgena tipo I y de Ca’* (Mufioz y cols, 1992).

Schistosoma mansoni. En el trematodo Schistoscoma han
gido caracterizadas tres proteinas que unen ca’, 1la primera
aiglada del tegumento de machos adulteos en §. mansoni y
purificada por cromatografia de interaccidn hidrofdbica, la
mayor banda eluida tiene un PM aparente de 19 kDa y resulta
positiva en ensayos de inmunoelectrotransferencia, con
anticuerpos anti-CaM bovina (Thompson v cels, 1988) .
Posteriormente otras dos proteinas que unen ca** han sideo
extraidas de otros estadios, ¥ consideradas
estadio/especifice (Ram y cols, 1989; Moser y cols, 1992;
Fuhrman, 1990). En adultos, machos y hembras, de Schistosoma
se identificé una proteina que une Ca’’, localizada en el
misculo, denominada Sm20, la cual contiene, por 1lo mencs,
tres sitios de unidén a Ca® en donde posiblemente sélo el
dominio IV sea funcional. El analisis a partir de cDNa
confirma que esta proteina pertenece a la familia "EF Hands",
que es un polipéptidec de 154 aa, con homologia del 38.5% a
otras calmodulinas. La lisina de la posicién 115 no se
encuentra trimetilada y el peso molecular aparente es de 17
kDa, el cual es mas bajo gque el PM reportado para Sm20. Por
lo tantc estas caracteristicas permiten proponer gue la

proteina Sm20 es més parecida a las proteinas sarcoplésmicas
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solubles citosdlicas que unen calcio que funcionan como
reservoric en el misculo; propiedad muy similar a la gque se
presenta en otros invertebrados como crusticeos, meluscos ¥y
anélidog (Harvercroft y cols, 1950). Ensayos realizados a
partir de la preparacién de un antigeno somdtico con PM de 20
kDa, extraideo de 5. mansoni y S. haematobium, muestra una
reaccidén cruzada con la proteina Sm20 y con extractos
proteicos de otros tremitodos como Fascicla hepatica y
Paragonimus mexicanus (Stewart y cols, 19%2).

Recientemente Siddiqui aislé del tegumento del adulto de
Schistosoma mansoni, varias proteinas que unen Ca°’, con PM
entre 13 y 205 kbDa, de las cuales dos son compatibles con CaM

(siddigui y cols, 1991).

ANTAGONISTAS DE CALMODULINA

Existen reportes de varios laboratorios gue demuestran
la existencia de un gran nimero de compuestos capaces de
inhibir las funcicones de la calmodulina. Se ha sugerido que
la unién de estos antagonistas a la CaM puede ser de varios
tipos:

1.- Interaccién hidrofébica entre la porcidn no peolar
de la CaM v la regién lipofilica del farmaco.

2.- Interaccidén electrostitica, entre los grupos amino
de la droga, cargadog positivamente y los residuos en 1la
proteina (CaM) con carga negativa.

3.~ Afinidad entre la CaM &cida (pH 5.0) y la droga

bisica (pH 8.0) (Hidaka y Kobayashi, 19%2).
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Para la actividad inhibidora oSptima, la droga debe tener
los grupos amino e hidrofébicos separados por lo menos por
tres Atomos de carbono. El grupo de antagonistas més
estudiado es el de las fenotiazinas; el hidroclohidrato de
trifluoperazina (TFP} antipsicético cuya presencia bloguea
toda accidén sobre las enzimas que reguieren del complejo ca’’-
CaM para su activacidén, la unién de TFP es reversible. La
concentracidén de 5 uM inhibe a la CaM y concentraciones
mayores a 25 MM son toéxicas para las células (Garofale y
cols, 1983; Roufogalis, 1985; Moreno, 1990).

Ademis de las fenotiazinas, las nafthalenesulfonamidas
(relajantes del miscule liso), como N-{-6-aminchexil-}-5-
cloro-1l-naftalenesul fonamida (W-7}), que se une a la CaM con
alta afinidad e interfiere con su accién, al inhibir las
actividades enzimdticas dependientes de CaM. Estos compuestos
son menos téxicos y por lo tanto mds utilizados cuando se
trabaja con células y tejidos vivos, tienen la propiedad de
penetrar la membrana celular y unixse a los complejos ca* /caM
mediante interacciones de tipo hidrofdébico. Estos compuestos
tienen 1a wventaja de contar con W-5, N-({-§-aminohil-}-1-
naftalenesul fonamida con una estructura muy similar a W-7, la
diferencia radica dnicamente en una mclécula de clorc, que le
da una afinidad muy baja con CaM. Debido a ésto, W-5, se
puede emplear como un control de W-7,

La concentracién inhibitoria para W-7 es de 25 a 100 uM

y una concentracién mayor a 150 uM es insoluble, ademds de
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resultar téxico; W-5 no tiene ninglin efecto incluso a
concentraciones mayores de 100 uM.

El efecte de los antagonistas scbhre la CaM se ha
determinade y cuantificado in vitro, mediante la activacidn
de la fosfodiesterasa del AMPc después de la administracién
de los antagonistas de CaM. Estos compuestos al inhibir los
complejos de Ca**-CaM, inhiben la activacién de diferentes
enzimas dependientes de <CaM {Moreno, 1590, Mufioz y cols,
1991},

Se sabe gue los antagonistas de CaM también pueden
inhibir a la proteina cinasa C (PKC), dependiente de
ca’*f/diacilglicercl cuya funcién como mensajero intracelular
en un gran nimerc de procescs figiolégicos y patoldgicos es
independiente de CaM. La inhibicién de la proteina cinasa C
{PKC) es dependiente de las concentraciones de los
antagonistas de CaM gue se emplean, es decir, altas
concentraciones pueden inhibir a la PKC de manera competitiva
con fosfolipidos. Debido a esto dltimoe es necesario emplear
inhibidores especificos de la PKC como controles y de esa
forma descartar aquellos efectos inespecificos atribuibles a
los antagonistas de CaM (Kawamoto y Hidaka, 1984; Wright y
Hoffman, 1987). Para éstos propdsitos se emplea a la
isoguincleina sulfonamida (H-7) que es un compuesto que
inhibe la fosforilacién mediada por PKC, pero no la mediada
por el complejo Ca®’-CaM {Birrel, 1989). Su mecanismo de
accifén es directo sobre el sitic catalitico de la cinasa, que

corresponde al sitio de unidén del ATP {(Kuc-Ping Huang, 19839).
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PLANTEAMTIENTZO DEL
PROBLEMA

Existe un importante nimerc de protozearios y helmintos
que completan alguna etapa de su ciclo bieclégico como
parésitos del hombre. La transformacidén de la fase infectante
en la fase patdgena involucra una reestructuracidn tanto de
la forma del parasito como cambios en la expresidn genética
para sintetizar las proteinas funcionales que permitan el
éxito en la colenizacidén, invasién y multiplicacién dentro
del individuo hospedero. Esto puede lograrse gracias a gue el
parasito posee sistemas sensibles a las condiciones
ambientales gue disparan la ejecucidén de funciones latentes
en &1, asi como la expresidn de los genes especificos
requeridos para la diferenciacién de los mecanismoas de
adhesién, invasidén, multiplicacién y evasidn dentro del
huésped. La identificacién de las sefiales reguladoras del
funcionamientoc del parésito, los sistemas de transmigidn de
seflales a través de la pared y/o membrana, asi como los
segundos mensajercs involucrados, permitird desarrcllar
mejores estrategias para combatir la infeccidén/enfermedad.

La inhibicién de 1la invasién de merozoitos de P.
falciparum a los eritrocitos y de epimastigotes de L.
donovani a hepatocitos, asi como el blogueo de la liberacién
de los granulos electrodensos de trofozoiteos de E.
histolytica con actividad colagenolitica, por compuestos
capaces de antagonizar las funciones dependientes de calcio-
calmedulina (Ca®**-CaM) vy de proteinas activadas por el
complejo Ca’"-CaM, plantea la necesidad de estudiar el papel
de la calmodulina (CaM) en los mecanismos del ciclo de vida

de los protozoarios parésitos del hombre.
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Giardia lamblia presenta en su ciclo biclégico una fase
de resistencia e infectante, el quiste y una fase pardsita y
patdgena, el trofozeito, que se alternan entre el hospedero y
el medio ambiente. Es el quiste la fase infectante gque se
pone en contacte con el huésped e inicia la infeceidn, dentro
del hospederc el quiste se transforma en trofozoito vy
coloniza el ducdeno e inicic del yeyuno.El desenquistamiento
de @. lamblia es un proceso inducide y la pared del quiste
requiere de estimulos externos, como pH &cido y Cemperatura
de 37°C para desencadenar una serie de eventos gque culminan
con la eclosién de dos trofozoitos por cada quiste (Bingham y
Meyer, 1979; Gillin y Diamond, 1981b).

Hasta el momnento s2 desconocen los mecanismos
moleculares que intervienen durante el desenquistamiento.

Varios estimulos externos podrian actuar sobre la pared
del quiste de . lamblia y facilitar la entrada de Ca’" o
mobilizar el calcic intracelular, gque al unirse a proteinas
de la familia EF Handsg, COMO calmodulina, podrian
desencadenar el proceso de dessengquistamiento, apoyado en un
gran nimero de observacicnes gque demuestran gue el complejo
Ca**-caM puede participar en la transmisién de sefiales que
regqulan el funcionamiento de diversos procesos biolégicos. El
propésite de este trabajo es definir la localizacidn de CaM,
asi como actividades enzimiticas estimuladas por Ca’’-CaM
durante el desenguistamientc de G. lamblia asimismo
determinar si este proceso es blogueado por compuestos anti-

CaM.
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HIPOTES STIS

Si la calmodulina (CaM) participa activamente durante la
degenquistacidén de Giardia lamblia, entonces podran
detectarse cambios y redistribucidn de CaM, asi come la
presencia de proteinas dependientes de ca® -rcaM, vy el empleo

de antagonistas de CaM blogueardn este proceso bioldgico.

OBJETTIVO GENERAL

Determinar la participacién de la CaM en la regulacidn
del desengquistamiento del protozoario intestinal Giardia

lamblia como parte de su cicleo bicldgico.

OBJETIVOS ESPECIVPFICOS

1.- cCuantificar ¢CaM durante el desenguistamiento de
G.lamblia.

2.- Evaluar si se detectan cambios en la localizacidn de
CaM durante el desenguistamiento de G. lamblia.

3.- Determinar si el tratamiento de los guistes
completos (QC) de G. lamblia con antagonistas de CalM,
modifica el desenquistamiento.

4.- Determinar si se modifica la ecleosidén de los
trofozoitos de ¢. lamblia cuande los gquistes inducidos (QI)
son colocados en el medio de cultive suplementade con
antagonistas de CaM.

5.- TIdentificar si existe fosforilacidén de proteinas
dependiente de ca*'-caM, durante el proceso de

desenquistamiento de &. Jamblia.
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MATERIAL ¥ METODOS

QUISTES DE Giardia lamblia

Los guistes de G. lambliia fueron obtenidos de muestras
de heces de nifios Cuyos resultados de examenes
coproparasitoscépicos (CPS), indicaron su presencia. Se
procesaron sélo aguellas heces que albergaban a G. lamblia
como idnice pardsito y gue por cbeervacidn con microscédpica de
luz contenian més de 1,000 quistes/campo. Las muestras de
heces se conservaron en refrigeracién hasta su use. Todas las
muestras fueron proporcionadas por el laberatorio de

parasitologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

CONCENTRACION, PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE
QUISTES

Para la obtencién de quistes purificades y viables de
ser utilizados en diversos ensayos sSe homogeneizaron
porciones de 4.0 g de heces con 45 ml de Triton X-100 al
0.2%, tamizados con una malla de alambre y gasa a un tubo de
50 ml vy después se centrifugd a 700 Xg durante cinco minutos.
Este procedimiento se yepitié dos veces, para desechar la
mayor cantidad de detritus y guedar finalmente con un
sedimento que contenia los guistes.

para concentrar los quistes se utilizé la técnica de
gradiente simple de sacarcsa 0.85 M (densidad 1.1} a 4°C ¥

centrifugacién a 600 Xg durante 10 minutos, é€sto permitid

3



obtener en la interfase los pagquetes de guistes (Bingham y
Meyer, 1979).

Después de la separacidén con sacarosa, los Quistes se
lavaron con solucidén salina isoténica para realizar un
segundo gradiente discontinuo con percoll (30%, 40% v 50%),
centrifugacién a 600 Xg a 4°C durante 15 minutos, Yy
finalmente recuperar los guistes en 1la interfase de 40%
(Avron y cels, 1983).

Para eliminar la contaminacidén de enterchacterias v
levaduras, antes y después de las concentraciones con los
diferentes gradientes, y después del tratamiento con la
solucién inductora, los quistes se lavaron con una solucidn
salina isoténica con antibidtico (8SA) (penicilina 1 milldn
de unidades, estreptomicina 1 gramo, gentamicina 100 mg Yy
anfotericina B 50 mg, en un litro de solucién salina
isotdnica 145.3 mM). Después de realizar este procedimiento
se verificd la ausencia de desarrollo bacteriano y micdtico
con siembras en medio de cultivo para Gram (+) y (-}, agar
sangre, agar eosina-azul de metileno (EMB}, McConkey y para
hongos el medio de Sabaurocud (Bernal, 1990).

Los gquistes obtenidos se cuantificaron con el empleo de
una cémara de Neubauver, para manejar cantidades conocidas en
los diferentes ensayos (Henry, 1990). De esa manera se
determind el numero de quistes por mililitro de suspensién en

SSh y se identificaron como quistes completos {(QC).
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PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LOS QUISTES

A partir de los paguetes de guistes completos, se
tomaron 20 pl de suspensidén con 20,000 quistes de G. lamblia
y fueron depositados en un porta-objeto, se le agregd 20 pl
de solucién acuosa de eosina Y al 1% y se colecd un cubre-
objeto. Bajo observacién microscépica con seco fuerte (40x)
se realizé una cuenta diferencial en 100 guistes, entre los
gque permanecian sin colorear (viables) y los que se tefiian de
rojo (nc viables). La cuenta diferencial se realizé cinco

veces y se obtuvo el promedioc (Bingham y cols, 15879).

INDUCCICON "in vitro” DE DESENQUISTACION

Los QC viables (verificados por exclusidén de eosina) en
un volumen de 1.0 ml, se colocaron en una suspensidén 1:10,
con 9.0 ml de solucidn inductora de HCl1 0.iN a pH 1.6
(preparada con agua inyectable PISA). La suspensién fue
incubada a 37°C, durante 40 minutos, en agitacidén lenta.
Después de la incubacién los quistes recibieron de dos a tres
lavados con S88A (600 Xg/ 2 min) y fueron identificados como

quistes inducidos QI (Bernal, 1590).

ECLOSION DE LOS TROFQZOITOS

Todas los ensaycs de eclosidn de los trofozoitos se
llevaron a cabo en el medio de cultivo BI-5-Bb (biocsate
(BBL)- 3.0 g, glucoga - 55.5 mM, clorurc de sodio - 3.41 mM,

ac. ascdrbico - 1.14 mM, L-cisteina- HCl- monchidratado -
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1.65 mM, fosfato dibasico de potasio - 0.574 mM, fosfato
moncbasico de potagio - 0.440 mM vy citrate férrico de amonio
- 2.0 mwM, en agua bidestilada, suplementado con bilis bovina
- 0.1 g v suero bovino - 10 ml, por cada 100 ml, ajustado a
pH 7.2 (con NaQH 1.0 M) y esterilizado por filtracidn con una
membrana Milipore de 0.45 um (Keister, 1983).

Para conservar el medio de cultivo hasta su uso, éste
fue envasade en condiciones estériles en tubos de
borosilicato con tapén de rosca y @ conservades @ en
refrigeracidn no mis de dos semanas.

Las condiciones de ecleosién en medio de cultive axénico
fueron distintas segin el propésito del experimento y se
identificaron comoc guistes inducidos y colocados en medio de
cultivo QIMC:

a) Para ensayos con los antagonistas de CaM y los
inhibidores de proteina cinasa C se utilizaron 300,000 QI. En
las placas de cultivo de 96 pozos, a las que previamente se
les colocaron 200 pl de medio BI-S-Bb; se les agregé 3,000
QI/pozo y de inmediato se incubaron a 37°C. Las placas de
cultivo sge colocaron bajo el microscopio de luz invertida
para observar la eclosidn de los trofozoitos y determinar el
porcentaje de desenguistacidn, a una hora y 24 horas de ser
colecades los QI en el medie de cultivo.

b) Otro grupoe de QI (en paguetes de 1x10° a 50x10°) se
depositaron en tubos (eppenderf) con 1.0 ml de medio BI-S-Bb
y de inmediato se incubaron a 37°C durante una hora, estos

quistes identificados como guistes inducidos e incubados en
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medic de cultivo (QIMC). Los QIMC fueron utilizades en
ensayos de inmunofluorescencia (IFI), electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) e inmunoelectrotransferencia

(Western blot) .

DETERMINACION DE PROTEINAS EN EXTRACTOS DE
QUISTES

Con el propdsito de determinar la concentracién de
proteinas en los extractos de guistes completos {QC}, se les
agregd inhibidores de proteasas, p-hidroximercuri-benzoato
(pHMB) 20 mM y N-etil-maleamida en una concentracidén 10 mM.
Posteriormente éstos se rompieron por senicacidn, en una
frecuencia de 18 micrones, con 15 pulsos de 30 seg c/fu, con
intervalos de 30 seg, en bafio de hielo. La ruptura de los
quistes se verificé con observaciones microscépicas. La
cantidad de proteina en los extractos de guistes se determind
mediante la técnica de Lowry y @ <ols (1951), en
concentraciones de 5, 10, 20 y 25 pl, se utilizd la albimina
sérica bovina {BSA) como estdndar. La reaccidén colorida se
cuantificd en espectrofotdédmetro con luz wvisible (VIS) a 750

nm.

CUANTIFICACION DE CaM MEDIANTE LA ACTIVACION DE

LA FOSFODIESTERASA DEL AMPc
Para determinar la CaM en guistes completos y gquistes
inducidos se utilizaron inhibidores de proteasa para prevenir

la degradacidén y determinacidn errénea de los niveles de CaM;
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los quistes fueron solubilizadoes por sonicacidn y se
cuantificd la cantidad de proteina. Se elabord una recta de
correlacién, come referencia, a partir de una scolucidén de
fosfato de sodic dibésico anhidro (Na,HPO,) en una cinética de
0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 yv 0.5 pmol.

Todo el material de cristalerfia utilizadeo en los ensayos
de determinacién de fosfate inorgénico y de activacidn de la
fosfodiesterasa del AMPc, se lavd con detergente libre de
fosfatos y se gecd al horno.

La cantidad de CaM en los extractos proteicos de quistes
completos e inducidos fue cuantificada c¢on base en la
determinacién de la activacién de la fosfodiesterasa del AMPc
de corazén bovino. La solucidén de incubacién (Tris, acetato
de magnesioc, CaCl,, 5’'nucleotidasa, fosfodiesterasa, en agua
desionizada) fue agregada a 30°C en agitacidn durante 30°',
como sustrato BMPc 20 mM de acuerdo a la técnica de Teo y
Wang, 1973. La reaccidn se pard con A&cide triclorocacético
{(TCA) al 50% a temperatura ambiente, mis molibdato de amonio
al 2.5%. Se reveld con solucidn de Eicfgeno 1,2,4 &cido amino
oftaleno sulfdnico (ANS) en incubacién a temperatura ambiente
durante 30 minutos. El ortofosfato inorginico {(Pi} se midid
en el sobrenadante después de ser liberado por la hidrolisis
del 5' BMP, realizado por la 5'nucleotidasa, segin el método
colorimétrico de Flynn y cols, la lectura de absorbancia fue
con luz visible (VI8) a 660 nm (Flynn y cols, 1554).

A la densidad dptica leida en el espectrefotdmetro a €60

nm, se le calculd la concentracién de Pi, de acuerdo a la
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recta de correlacién de fosfato incrgénice ({(r=0.8%}. La
actividad de fosfodiesterasa se graficé en nmoles/minuto
contra microgramos (pg) del extracto de proteina de guistes.
La lectura en extractos de trofozoitos de G. lamblia vy
calmodulina bovipa se utilizé como control. Una unidad de
calmodulina (UCaM/mgP) es el valor obtenide cuando se logra
el 50% de activacién de la fosfodiesterasa(Sharma y cols,

1988) .

ANTICUERPOS POLICLONALES DE BORREGO ANTI-QUISTE
DE G¢. lamblia

Con la finalidad de preparar los anticuerpos contra
quistes se elabord un esquema de inmunizacidén a borrego.
Primero se obtuvieron 20 ml de sangre total del borrego, para
separar un suero preinmune. De acuerde al esquema de
inmunizacién se inoculdé por via intramuscular 1.0 mg de
proteina de quistes en 1.0 ml de amortiguador salino de
foafatos (PBSY a pH 7.2, mezclada con 1.0 ml de adyuvante
completo de Preund. La inmunizacidn se repitid en cuatro
ocasiones, cada ocho dias, mé&s adyuvante incompleto de
Freund. Diez dias después de la filtima inyeccidén se
sangraron 100 ml del animal para determinar anticuerpos. Tres
semanas después el borrego recibié un segundo esquema de
inmunizacién, con inoculaciones de 2.0 mg de proteina en 1.0
ml de amortiguador, en cuatro ocasiones mids, cada oche dias.
Finalmente se sangraron 100 ml del borregce {Harlow y Lane,

1988) .
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EXTRACCION DE CaM BOVINA

Para la obtencién de CaM bovina utilizada para inmunizar
un conejo fue necesario realizar varias extracciones a partir
de testiculos bovincs. Se lavaron, cortaron en pedazos y se
homogeneizaron 300 gramos de testiculos bovinos con
amortiguador Tris-HCl mis &cido etilendiamina tetraacético
(EDTAR) a pH 7.4. Se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15
minutos a 4°C. Para precipitar las proteinas se calentd el
sobrenante en bafio Marfa a ebullicidn por cinco minutos, (en
esas condiciones la CaM es termoestable), el precipitado se
centrifugd nuevamente. El sobrenadante se dializd durante
toda la noche a 4°C contra un amortiguador Tris-HCl a pH 7.4,
en agitacién constante. Para separar las protelnas se aplicé
la rmuestra a una columna hidrofébica de fenil-sepharosa
equilibrada con amortiguador Tris-HC1l de alta concentracién y
CaCl, a pH 7.4; después se lavd con amortiguador Tris-HC1 de
baja concentracién y fue eluido con Tris-RC1 y EDTA a pH 7.4.
Se colectaron las fracciones de 1.5 ml y determinadas a 280
nm (Gopalakrishna y cels, 1982). A las fracciones de maycor
densidad &ptica, se les cuantificd la concentracidn de
proteinas, con la técnica de Lowry y cols {1951) vy las de
alta concentracién, se colocaron en electroforesis en un gel
de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10%,

tefiidos después con azul de Coomassie.
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ANTICUERPOS POLICLONALES DE CONEJO ANTI-CaM

A partir de las extracciones de <calmodulina de
testiculog Dbovinos, se inmunizé un conejo con 1.0 mg de
proteina mas adyuvante completo de Freund, en la primera
ocasién y posteriormente tres inmunizacicnes, 1.0, 1.4 y 1.55
mg sin adyuvante, cada diez dfas. Previo a la inmunizacidén se
realizé un sangrado de 10 ml, para obtener suerco preinmine
(Harlow y Lane, 1988). Diez dias después de la dGltima

inmunizacidn el conejo se sangrd a blanco.

ANTICUERPOS POLICLONALES DE RATON ANTI-CaM

Se inmunizaron tres ratones Balb/c con calmedulina
hovina comerxcial {8igma) por via intra-plantar, con el
siguiente esquema: Previa obtencién de suerc preinmune. La
primera dosis de 50 pg de CaM, se emulsiond con 50 ul de
adyuvante Titer Max, lag siguientes tres inoculaciones en
lapsos de ocho dias, fueron de 50 pg sin adyuvante. En un
segundo refuerzo, 10 dias después por dos ocasiones, se le
inocularon 100 pg de CaM con 100 ul de Titer Max, la primera
vez y la segunda dosis sin adyuvante. Se sangraron totalmente

diez dias después.

PRECIPITACION DE GAMAGLOBULINAS DE BORREGO,
CONEJO Y RATON

El suero hiperinmune de todos los animales inmunizados se
separd por centrifugacidén, se le agregd® amortiguador de

boratos con pH 8.7, ¥y las inmuncglobulinas se precipitaron
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con sulfato de amenio saturadeo (SAS) al 50%. El precipitado
ge resuspendid en PBS a pH 7.2 y dializdé contra PBS a pH 7.2
durante tres dias a 4°C y agitacién continua, en varios
cambios. Las gamaglobulinas obtenidos se separaron en

alicuotas y conservaron a -20°C (Dixon, 1953).

CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS POR EL ENSAYO
INMUNOENZIMATICO INDIRECTO (ELISA)

Anticuerpos policlonales de borrege anti-quiste., EI
antigeno de G.lamblia que se emplec en la prueba de ELISA fue
preparado de extracto sonicado de quistes y resuspendide en
amortiguader de Tris- pHMB. Se recubrieron las placas de
Tmmunol I con 10 pg de antigeno aforade a 50 pl con
amortiguador de carbonatos a pH 9.6 e incubadas durante toda
la noche a 4°C., Trangcurrida la incubacidn las placas se
lavaron tres veces con PBS-Tween 0.05%. Se blogquearon con
PBS-BSA al 1% e incubaron a 37°C, durante una hora, ¢ toda la
noche a 4°C y lavadas nuevamente. Para titular el anticuerpo
se realizaron diluciones seriadas de 1:50 a 1:3,200, con
PBS-Tween 0.05%. Se agregd el conjugado anti-
borrego/peroxidasa ({(Sigma) y se incubé a 37°C durante una
hora. Después de lavado, se reveld con ortofenildiamina (OPD)
{Sigma) como sustrato. La reaccidén se detuvo con acido
sulfavico 2.5 N vy los valores de densidad O&ptica se
determinaron en el espectrofotdédmetro a VIS 452 nm (Voller vy

Bidwell, 1586).
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Anticuerpos policlonales de coneijo y de ratén anti-CaM.

lLos pozos de poliestireno de la placa Inmunol I se
recubriercn con 10 pg de CaM bovina comercial (Sigma)/pozo
aforado a 50 pl de amortiguador de carbonatosg, en una
incubacién de 4°C toda la noche. Transcurrida la incubacidn,
los pozos se bloguearon con albtmina sérica bovina (BSA) al
1.0% y posteriormente lavados. Los sueros de conejo y ratdn
se probaron de acuerdo con los siguientes esquemas:

A) En el caso del anticuerpo policlonal de cconejo anti-
CaM se usd en diluciones seriadas de 1:50 a 1:1,000 y se
incubhd a 37°C durante una hora. Después del lavado se agregd
el conjugado anti-conejo/peroxidasa (Sigma), las placas se
incubaron a 37°C una hora. Después del lavado la reaccidn se
reveld con ortofenildiamina (OPD) como sustrato. La reaccidn
se detuve con &cide sulfilirico 2.5 N y fue leido en el
espectrofotdmetre a VIS 482 om.

B) E! anticuerpo policlonal de ratén anti-CaM se usd en
diluciones seriadas de 1:50 a 1:1,000, las placas se
incubaren a 37°C por una hora. Después del lavado se agrego
el conjugado anti-ratdn/peroxidasa. El resto de la técnica

fue similar al inciso (&) .

DETECCION DE CaM POR EL ENSAYO INMUNOENZIMATICO
INDIRECTO (ELISA} EN QC, QI y QIMC DE G. lamblia

e llevd a cabo una ELISA indirecta para la deteccidn de
CaM en extractos proteicos de QC, QI y QIMC. Las cajas de

poliestirenc Immunol I fueron recublertas con el extracto de
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proteina en concentraciones de 50 pg/pozo, aforado a 5C pl en
amortiguador de carbonatos, en una incubacién a 4°C durante
toda la noche. Se adiciond el primer anticuerpc policlonal de
conejo anti-CaM 1:800 {obtenido en el laboraterio), enseguida
se agregd el segundo anticuerpo, anti-conejo conjugado con
peroxidasa (1:64) (Sigma) y el resto de la técnica se realizd
de acuerdo a lo descrito anteriormente. Como contrel se
emplearon 25 Mg de extracte de trofozoitos de G. duodenalis
de la cepa Portland-1 (donado por la Dra. . Ortega-Pierres)
y 10 ug de CaM bovina comercial {(Sigma).

Otro ensayo, en condiciones similares, fue con el empleo
de un anticuerpe policional de conejo anti-CaM (donado por la

Dra. G. Benitez-King).

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI) CON
ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-QUISTE Y ANTI-CaM

Para log ensayos de IFI se preparon diferentes lotes de
QC, QI, QIMC y trofozoitos eclosionados en el laboratorio,
ademas trofozoitos de ¢. ducdenalis de la cepa Portland-1.

Los quistes con los diferentes tratamientos se lavaron
con PBS pH 7.2 y fijaron durante 15 minutos con formaldehido
al 1.85% vy glutaldehido al 0.125% a 37°C. Be lavaron
nuevamente con PBS y se neutralizaron con glicina 1.0 M
durante 15 minutos a 37°C. Después los quistes se
permeabilizaron con Triton X-100 al 1.0% y los trofozoitos al
0.5%, ambos tefiidos con azul de Evans 0.0025% a temperatura

ambiente durante 20 minutos.Se lavaron tres veces con

42



solucién salina isoténica. Los quistes y los trofozoitos asi
tratados se distribuyeron en alicuotas de 250,000 cada una,
por tubo eppendorf en solucidén salina isotdnica.

Anticuverpos anti-quiste. Las alicuotas de QC, QI, QIMC y
los trofozoitos fueron tratados com el primer anticuerpo
policlonal de borrego anti-quiste 1:10 durante toda la noche
a 4°C y lavados tres veces con PBS. En seguida se incubarcn
con el segundc anticuerpo de conejo anti-borrege conjugado
con isotiocianato de fluoresceina 1:1,000 (Sigma) & 37°C
durante una hora y lavados con PBS; finalmente se montaren en
glicerol al 50%.

Anticuerpes anti-CaM. Los quistes tratados ¥ los
trofozoitos fueron incubados con el primer anticuerpo, el
policlonal de conejo anti-CaM 1:10 durante toda la noche a
4°C y lavados tres veces con PBS. Inmediatamente se incubaron
con el segundeo anticuerpo, Ig@ de borrege anti-conejo
conjugadas con isotiocianato de fluorescefina 1:1,000 (Sigma},
a 37°C durante una hora y lavados con PBS. Finalmente se
montaron en glicerel al 50%.

En otros ensayos con las mismas mismas muestras, se
emplearon en iguales condiciones los primeros anticuerpos
pero, para amplificar la sefial de fluorescencia las muestras
se incubaron con un segundo anticuerpo conjugado a proteina
A-biotina (1:200) {Sigma} vy finalmente se trataron con un
tercer anticuerpc acoplade a avidina-flucresceina (1:100) .
Las laminillas se observaron a 100x en microscopia de luz

fluorescente, con una longitud de onda de 495 nm.
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TRATAMIENTO DE QC Y QI CON ANTAGONISTAS DE CaM E
INHIBIDORES DE LA PROTEINA CINASA C (PKC)

Tratamiento de quistes completos (QC). Para llevar a
cabo estos ensayos, primerc se prepararon las diferentes
concentraciones de los antagonistas de CaM, Trifluoperazina
dehidroclorada (TFP) (Sigma) de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 5.0, 10.0,
15.0, 50 y 100 pM, N-(-6- aminchexil-}-5-cloro ~1-
naftalenolsulfonamida (W-7) (Sigma) y N-({-6-aminchexil-)-1-
naftalenosul fonamida (W-5) (Sigma) de 10, 15, 20, 50 y 100
uM, v tampbién el compuesto {1-5-isoquinolne sulfonyl)-2-
methylpiperazine (H-7) inhibidor de proteina cinasa C {(PKC),
de 10, 20, 50 y 100 nM. Todos los antagonistas e inhibidores
ze disoclvieron en dimetilsulfdxido (DMSO} al 2%.

En estos ensayos se incubaron 20,000 guistes completos
purificados, en tubos eppendor{ con las distintas
concentraciones de antagonistas de CaM e inhibidor de
proteina cinasa C (PKC), preparados en DMSO al 2%, de 16 a 18
horas a 4°C. Después de la incubacién se retird el
sobrenadante, mediante centrifugacién y los quistes se
lavaron con solucién salina con antibidético. De inmediato los
quistes se colocaron en la solucidn inductora, e incubkaron a
37°C por 40 minutos, después de la incubacidén se lavaron
nuevamente con SSA. En placas de cultive de 96 pozos, se
colocaron alicuctas con 3,000 guistes inducidos y 200 pl de

medico de cultive (Keister, 1983)/pozo. Asimismo,  se
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utilizaron guistes sin tratamiento con antagonistas, sdlo en
solucién salina con antibidtico y quistes colocados en el
solvente DMSO al 2%. Todas las placas de pozos se incubaron a
37°C durante 24 horas. En todes los casos el ensaye se

realizd por cuadruplicado y se determiné viabilidad.

Tratamiento a quistes inducidos (QI).

En este tipo de ensayo se colocaron 200 pl de medio de
cultive en las placas de 96 pozos y se les afiadieron los
antagonistas de CaM, TFP, W-7, W-5, ¥ el inhibidor de
proteina cinasa C, H-7, a las mismas concentraciones que el
ensayo anterior. Posteriormente fuercn agregados 3,000
quistes inducidos/pezo ¢ incubados a 37°C por 24 horas. En

todos los casos los ensayos se realizaron por cuadruplicado.

CUANTIFICACION DEL PORCENTAJE DE DESENQUISTACION
Y VIABILIDAD

Para determinar el efecto de los compuestos se
cuantificé el porcentaje de desenquistacidén, es decir, el
nfimere de trofozoitos gque eclosionan contra el nimero de
quistes inducidos que permanecen integros, después de una y
24 horas de incubacién en el medio de cultive. Transcurrido
el tiempo de incubacidn se cbservaron al microscopio de luz
invertida. En cada una de las concentraciones de
antagonistas, inhibider y controles se realizéd un promedio de
cinco lecturas, en una cuenta diferencial de 100 células,

todo por cuatriplicado.
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________ X 100 = % Desenquistacién

T + QC {schaefer y cols, 1984)

QC= quistes completos
T= trofozoitos

Después de cuantificar el porcentaje de desenquistacidn a
las 24 horas, se tomaron 20 pl de medio de cultivo con los
guistes, entre porta y cubre-objeto y se les agregd 20 pl de
eosina-Y al 1%, para cuantificar el porcentaje de viabilidad.
Se realizd el promedio de cinco lecturas de cada
concentracién de antagonista de <CaM, inhibidor de PKC vy
controles, en una cuenta diferencial de 100 células. Los
quistes no tefiidos corresponden a los viables y los quistes
tefiidos a los no viables. Esto se realizd en todos los
ensayos por cuadruplicado. Los resultades se reportan en

porcentaje de viabilidad {Bingham y cols, 157%9).

INUMOFLUORESCENCIA INDIRECTA CON ANTICUERPOS
POLICLONALES ANTI-CaM EN QUISTES TRATADOS CONW
COMPUESTOS ANTI-CaM (TFP,W-7,W-5) Y ANTI-PKC (H-7},
ANTES Y DESPUES DE LA INDUCCION DEL
DESENQUISTAMIENTO

Para observar la localizacién de CaM en quistes tratados
con compuestos anti-CaM, la cantidad de 30,000 gquistes

completos fueron incubados con tres concentraciones de log
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antagonistas de CaM, TFP (2.5, 5.0 y 10.0 uM), W-5 y W-7
(10, 20 y 25 uM) vy el inhibidor de PKC, (10, 20 y 50 nM}, a
4°C, de 16 a 18 horas. Después de retirade el scbrenadante y
lavados con solucién salina més antibidtico (S8A) se
gepararon tres alicuotas con 10,000 guistes cada unas

1} gquistes completos (QC), 2} quistes colocados en solucidn
inductora (QI) y 3) quistes cclocados en solucidn inductora vy
después en medio de cultivo {QIMC). Después de efectuada la
incubacién, los gquistes se lavaron nuevamente con SSA Yy se
fijaron durante 15 minutos con formaldehido 1.85% ¥y
glutaldehido 0.125% a 37°C. A continuacién se llevd a cabo
la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) con

anticuerpos de conejo anti-CaM.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE-
SpS) DE EXTRACTOS DE QC, QI y QIMC.

Los extractos proteicecs de QC, QI y QIMC se depositaron
en 60 pl de ameortiguador de muestra (glicerol/sDS) sin beta
mercaptoetanol y se rompieron por ebullicidén durante 5 min;
después se les agregd beta mercaptoetancl a una concentracién
final del 5% y se colocaron en ebullicidn por otros S min. Se
prepararon los geles de poliacrilamida al 7.5%, 10% y 12%
{agua bidestilada, Tris-HCl pH 6.8 y 8.8, big/acrilamida,
gps, Temed y persulfato de amenio) {Laemmli, 1970).

Del extracto de guistes sonicados, se tomarcn 20 pl que
contenian 20 pg de proteina; se les agregé 5 ul de

amortiguador de muestra y se pusiercn en ebullicidn durante 5
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min. Se colocaron en el gel los marcadores de peso melecular
(97.4 kDa fosforilasa de misculo de conejo, €6.2 kDa albimina
sérica bovina, 45.0 kba ovoalbumina de pollo, 31.0 kDa
anhidrasa carbdnica bovina, 21.0 kDa inhibidor de tripsina de
soya v 14.4 kDa lisczima de polle). En el resto de los
carriles se depositaron las muestras; la corrida
electroforética se realizd a 100 volts durante 20 minuteos,
después se tifi® con azul de Ccomassie y/o nitratoe de plata

(Oakley y cols, 1980).

ELECTROTRANSFERENCIA

Transcurrido el tiempo de corrimiento electroforético,
el gel fue retirado de 1la camara de electroforesis vy
sumergido en amortiguador de transferencia
{Tris/glicina/metancl) a pH 8.3 para equilibrar. La
transferencia se realizé en algunag ocasiones en la cémara de
condiciones niimedas y otras en condiciones semi-secas, sobre
papel de nitroceluleosa. La transferencia de proteinas se
realizé a 4°C en una cémara fria a 150 volts, durante 50
minutes.
Después de realizar la transferencia se verificd con roje
ponceu el pasc de las proteinas al papel de nitrocelulosa;
posteriormente la membrana fue bloqueada con PBS-tween 20 a
0.05% y leche descremada al 5.0%, a temperatura de 4°C,

durante una hora, [(medificacién de Towbin y cols, 1372).
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INMUNODETECCION DE CaM EN QC Y QI POR
ELECTROTRANSFERENCIA EN PAPEL PVDF

Se realizaron varios ensayos de IET en las condiciones
ya descritas, con la membrana de nitrocelulozsa y el
amortiguador de inmunotransferencia Tris-glicina-metanol, sin
lograr la transferencia de CaM.

Por la dificultad de electrotransferencia de CaM se
procedié mediante la técnica descrita por Hulen y <ols; en
condiciones ya descritas se realizd una electroforesis en un
gel de poliacrilamida al 10%. Posteriormente las proteinas se
electrotransfirieron en condiciones htGmedas con amortiguador
de transferencia de fosfatos {KH,PO,/K,HPO,) a pH 7.0 a una
membrana de difluoruro de pelivinile (PVDF). Después de la
transferencia se f£ijé la membrana con glutaldehide 0.2%
preparado en amortiguador de fosfates, durante 45 min a
temperatura ambiente y Dblogueada con TBS-tween 20 a
temperatura ambiente (Hulen vy cols, 1991) . Para la
inmunodeteccidn se realizaron ensayos con dos variantes: Uno
en donde se empled un primer anticuerpo anti-CaM de conejo en
dilucidn 1:200 de acuerdo a la titulacién &el laboratorio y
otro con el empleo de un primer anticuerpo anti-CaM de ratén
en dilucidn 1:800 de acuerdo a la titulacidn del laboratoerio,
en las dos variantes los anticuerpos se incubaron por una
hora a 37°C y la membrana se lavd vigorosamente por tres
veces, cor Solucién TBS-tween 20 a 0.05%. Como segundo
anticuerpc se empled un anti-conejo y un anti-ratén, ambos

acoplados a peroxidasa 1:2,000 {8igma) durante una hora a
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37°C y se lavon en la misma forma. Firalmente la
inmunodeteccidn se realizdé mediante luminol revelada scbre
una placa de rayos X durante unc o deos minutos,

Un tercer variante en otro ensayc de inmunodeteccidén fue
el empleo de un primer anticuerpo de conejc anti-CaM 1:800,
come segundo anticuerpo un anti-gonejo biotinilado 1:2,000 y
al final se agregd® streptoavidina-fosfatasa 1:2,000 y se
reveld c¢on nitra azul de tetrazolio- 5-bromo-4-cloro-3-

indilil fosfato (NBT-BCIP).

IDENTIFICACION DE FOSFOPROTEINAS EN DIFERENTES
TIEMPOS DE INDUCCION DE DESENQUSITAMIENTOQ
con el propSsito de identificar proteinas fosforiladas
durante el proceso de desenguistamiento se realizaron varios
tipos de ensayos.
A 250 millones de quistes purificados, colocados en 1.0
ml de medio Eagle wmodificade por Dulbeco (DMEM) gin fosfato,
con una mezcla de inhibidores de fosfatasas, molibdato de
sodio 20 mM, ortovanadato de sodio 20 M y fluoruroc de sodio
50 mM, les fue incorporado 0.4 mCi de ortofosfato [**p] (en
condiciones especiales de manejo de radigcactividad), en una
incubacién a temperatura ambiente de 16 horas, con agitacién
continua. Al término de la incubacién se retixrd la wmarca
radicactiva con tres lavades de PBS. Los quistes, dividos en
cinco alicuotas de 50 millones, se sometieron a la accién de

la solucidn inductora de desenguistamiento, en periodos de

50



10, 20, 30, 40 y 60 minutos, a 37°C. Finalmente se lavaron
una vez mis con PBS, para quitar el excesoc de &cido. A la
pastilla, después de la centrifugacidén, se le agregaron 60 pl
de amortiguador de muestra sin beta (B} wercaptoetanol, se
sometid a ebullicién durante 5 minutos, se les agregd P
mercaptoetancl a concentracién final de 5% y nuevamente se
calentd a ebullicidén por otrog 5 minutos. Se realizd un
corrimiento electroforétice en un gel de poliacrilamida al
10%, tefiidc con nitrate de plata. El gel se colocd sobre
papel filtro en un secador de geles durante 20 minutos.
Pogteriormente fue expuesto a autorradiografia por cuatro

dias, a -70°C. La placa se reveld (Rudolph vy Krueger, 1979}.

AUTORRADIOGRAFIA

En todos los casos el gel geco, fue ccolocade en un
cassette y expuesto sobre una placa de rayos X a menos -70°C.
El tiempo empleado de exposicidén varié de acuerde al
experimento. Aszi mismo todas las placas se revelaron en el
cuarto obscuro, en solucién reveladora {(Kodak) al 25% de 2 a
3 minutes y con fijador (Kodak) al 25%. de 2 a 3 minutes y

finalmente se lavaron ¢on agua corriente.

DETECCION DE FOSFOPROTEINAS DE QC, QI y QIMC.

A 200 millones de QC, se les incorperd la marca
radicactiva de ortofosfato [*°P] (0.4 wCi}, después de la
incorporacién se dividiercn en tres grupos: QC, QI y QIMC. Se

rompieron los gquistes en las condiciones ya descritas y se
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realizé un corrimiento electroforético en un gel de
poliacriliamida al 7.5%. Desgspués de secar el gel éste se
expusc por autorradiografia durante 50 horas y se reveld la

placa para su cbkservacién.

DETECCION DE FOSFOPROTEINAS DE QUISTES
PERMEABILIZADOS CON TRITON X-100.

& cuatro paguetes de quistes, de 30 millones cada uno,
preparadocs en concentraciones de Triton X-10C de 0.05, 0.1,
0.2 y 0.5%, se les incorpord® por separado 0.1 mCi de **p).
Las diferentes alicuctas se incubaron en sclucidén inductora
de desenquistamiento, a 37°C, durante 40 minutos ¥y tratados
en las mismas condiciones con el amortiguador de muestra. Los
extractos se separaron en dos alicuotas: Una fue colocada en
gel de poliacrilamida al 10% para electroforesis, tefiidos con
Coomasie, destefiidos y secados. Otra, para facilitar la
resolucién de los pelipéptidos de alto peso molecular se
colocd en gel de poliacrilamida al 7.5% para electroforesis,
también fueron tefiidos, destefiidos Y secados. La

autorradiagrafia de ambos geles se realizé a -70°C durante de

50 horas.

DETECCION DE FOSFOPROTEINAS DE QUISTES TRATADOS
CON AMORTIGUADOR RIPA

El amcrtiguader de RIPA es empleado para facilitar el
rompimiento de células, su preparacidn es: Tris-HC1 pH 7.4

gpg, desoxicolato de sodio. A 100 millones de guistes se les
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manej® en condiciones similares de incorporacidén de
ortofosfato. Después del lavadc se formaron dos grupos de 50
millones cada uno:

Quistes completos mas RIPA (QC+RIPA)

Quistes inducidos mas RIPA (QI+RIPA)

La solucidén de RIPA en todos los casos se agregd en un
volumen de 50 ul/50 millones de quistes, m&s inhibidores de
fosfatasa y se incubaron a 4°C, durante una hora, en
agitacién continua. Posteriormente los quistes se rompieron
en condiciones similares a lo ya descrito y se llevd a cabo

la electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5%.

INMUNODETECCION DE FOSFOTIROSINA EN QC vy QI

A una muestra que contenia 200 millones de guistes les
fue incorporado el ortofosfate *’p], se dividieron en dos
lotes uno para QC y otro tratado con solucidn inductora de
degenguistamiento (QI). Los quistes se rompieron en
condiciones ya descritas, los extractos se colocaron en un
gel de peoliacrilamida al 10.0% para electroforesis vy
posteriomente las proteinas fueron electrotransferidas a
papel de nitrocelulosa en  condiciones himedas con
amortiguador de transferencia Tris-glicina (Towbin, 1979} .

Después de realizar la transferencia se verificé el paso
de proteinas al papel de nitrocelulosa con rojo Ponceu. La
memnbrana fue blogueada con PBS8-tween 20 0.1%/leche al 5%, a
temperatura ambiente. El primer anticuerpc fue anti-tirosina

de conejo en dilucidén 1:200, e incubados durante una hora a
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37°C. Se lavdé vigorosamente con solucién PBS-tween 20 0.1%,
tres veces. Como segundo anticuerpo se empled un anti-coneio
biotiniladeo diluido 1:2,000, durante una hora a 37°C. Lavado
en la misma forma. Finalmente se agregd estreptoavidina-
fosfatasa 1:2,000, por una hora a 37°C y fue revelado con
nitroazul de tetrazolio y S-bromo-4-cloro-3-indolil fesfato

{NBT-BCIP).

DETECCION DE FOSFOPROTEINAS DE QUISTES TRATADOS
CON ACETATO DE TETRA DECONOIL FORBOL (TPA}.

La variable gue tuvo este experimento fue que los
quistes después de la incorporacién de ortofesfate y la
induccién de desenguistamiento, se trataron con el activador
de la proteina cinasa C tetradeconoil forbol (TPA) a 0.5 uM.
El tratamiento de ruptura dJ&e quistes. El corrimiento
electroforético y la autorradiagrafia fueron similares a lo

descrito.

TITULACION POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE
ANTICUERPO POLICLONAL DE CONEJO ANTI-MPK-IT Y ANTI-
CaM

Con el propésite de determinar el titulo de anticuerpo
policlonal anti MPK-II y anti-CaM se empled una muestra de
200 pl que contenia 450 ug de extracto de trofozoitos se
separd en un gel preparativo de poliacrilamida al 10%,.
Pcsteriormente las proteinas separadas se

electrotransfirieron en condiciones himedas o semi-gecas a

54



papel de  nitrocelulosa. El anticuerpc policlonai fue
preparado en diluciones seriadas de 1:50 a 1:6,400 con PBS-
tween 20 a 0.1% con BSA al 5%, en un volumen final de 400 pl.

La membrana transferida fue colocada en la cémara de
titulacidén (Mini-screening) v se llend cada carril de la
cédmara con 400 @l de cada dilucidn del anticuerpe policlonal
e incubada a 37°C durante una hora. Transcurrido el tiempc se
retiré la membrana de la cémara y se lavd vigorosamente tres
veces, con sclucidn TBS-tween 20 a 0.05%. La membrana se
cubrié con el segundo anticuerpo anti-coneje acoplade a
peroxidasa en incubacidn a 37°C durante una hora. Fue lavada
en iguales condicicnes. La inmunodeteccidn se realizé al
cubrir la membrana con luminol y colocarla sobre una placa de
rayos X durante uno o dos minutos, se reveld y £iid con

Kodak.

IDENTIFICACION DE CALMODULINA ¥ PROTEINA-CINASA
II (SLOT-BLOT)

A partir de una muestra de extracto de guistes, se
colocaron 10 pl, que contenian 1C¢ pg de proteina, scobre la
membrana de nitrocelulosa en la cémara de slot-blot. BSe
colocaron también calmcdulina comercial (Sigma), proteina-
cinasa II v la albGmina sérica bovina (BSA), todos en igual
coneentracidn (10 ug/l0 pl). Come primer anticuerpo, se
utilizé uno de conejo anti-proteina cinasa II ¢ de conejo
anti-CaM, en diluecién 1:10 y fue incubado a 4°C toda la

noche, despuds de lavar por tres veces, se agregd el segundo
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anticuerpoc anti-conejo acoplado a peroxidasa 1:2,000 y se
incubd a 27°C durante una hora y media. La membrana se lavd
vigorosamente y se cubrié con luminol por un minute, de
inmediate fue expuesta en autorradiografia durante unc y dos

minutos y después revelado.

INMUNODETECCION DE PROTEINA CINASA II EN QC Y QI

Las proteinas de guistes completos {QCy, gquistes con
induccién de desenguistamiente (QI) vy quistes con induccién
de desenquistamiento y colocados en medio de cultivo (QCMO),
se separaron en un gel de poliacrilamida al 10%, con 20 pl de
extracto. Las proteinas fueron electrotransferidas en
condicicones semi-secas a papel de nitrocelulosa con
amortiguador Tris-glicina. Después de bloguear la membrana,
le fue agregado el primer anticuerpo, anti-proteina cinasa II
{PKII) de conejo (donado por la Dra. G. Benitez) a un titulo
de 1:800 previamente determinade en el laberatorio, a 37°C
durante una hora. Se lavdé vigorosamente con solucidn TBS-
tween 20 a 0.05% v se incubd con el segunde anticuerpo, anti-
conejo acoplado a peroxidasa 1:2,000 a 37°C por una hora. La
inmunodeteccidn se realizd con luminol y fue revelada por

autorradiografia durante unc ¢ dos minutos.
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RESULTADOS

QUISTES DE Giardia lamblia

En promedio se aislaron de 1 a 5 millones de quistes
por gramo de heces y la cuenta total de guistes, se manejd
por mililitro de solucidn salina con antibidtico {8SA).

La determinacidén de proteinas en el sobrenadante del
extracto de quistes completos, después de la sonicacidn,
mostré gque cohtenia una concentracidn de proteina gque
fluctud entre 29.5 pg a 56.2 lg, con un promedio de 42.78

ug de proteina por millén de quistes.

RECONOCIMIENTO DE COMPONENTES DE QC, QI Y QIMC
CON UN ANTICUERPO ANTI-QUISTE

A partir de los extractos de QC, QI vy QIMC, el
corrimiento electroforetico en gel de poliacrilamida al 10%
v la tincién con Coomasie reveld en el c¢arril 1 de QC,
polipéptidos con pese molecular aparente que varid de 10,
30, 45 y 60 kDa. En el carril 2 de QI se observaron seis
proteinas de 10, 18, 30, 45, 60 y 95 kDa. En el carril 3 de
QIMC, se distinguen seis proteinas de 10, 18, 30, 50, 60 v
95kPa. En todos los casos se observé un polipéptido
dominante compartide en los tres carriles de un PM aparente

de 30 kDa (Fig. 1-A).
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Fig. 1 INMUNODETECCION DE COMPCNENTES
PROTEICOS EN QC, QI y QIMC DE Giardia
lamblia CON ANTICUERPO ANTI-QUISTE.

ranel A. La electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10%, se efectud con 20 ul
de extracto proteico de QC {carril 1),
QI {(carril 2) y QIMC [carril 3).

Panel B, La presencia de pclipéptidos
fue revelada con el empleo de anticuerpos
de borrego anti-gquiste 1:200, QC(carril 1)
QIl{carril 2) vy QIMC ({(carril 3).
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En los ensayos de inmunoeectrotransferencia con
anticuerpos policlonales de borrego anti-quiste, sE
reconocieron polipéptidos con PM aparente gque fluctuaron
entre 3¢ y 200 kDa. Reimismo se revelaron por lo menos de
12 a 15 peolipéptidos compartidos en todos los carriles. Es
evidente gue el nimero de proteinas reveladas en el carril
gue contiene los polipéptidos de QIMC, el reconocimiento

fue marcado (Fig. 1-B)

INMUNOFLUORESCENCIA CON  ANTICUERPOS ANTI-
QUISTE EN TROFOZOITOS Y QUISTES

En estudios de inmunofluorescencia con los anticuerpos
de borrego anti-guiste se observé gue éstos reconocieron
tanto a los quistes, como a los trofozoitos de G. lamblia
{Fig. 2 y 3} y también al control de trofozoitos de G.

ducdenalis de la cepa Portlana-1.

59



Fig. 2 y 3 INMUNOFLUORESCENCIA DE TROFOZOITOS
¥ QUISTES DE Giardia lamblia, CON ANTICUERPC
POLICLONAL ANTI-QUISTE. 100x

Frotis de trofozoites y guistes de G. lamblia
fijados con formaldehido al 1.85% y glutalde-
hide al 0.125%, 15 min a 37°. Tratados con
anticuerpo policlonal de borrego anti-guiste,
de acuerdo a lo descrito en material y métodos.
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EXTRACCION DE CaM BOVINA

Con el propdsito de obtener anticuerpes especificos
anti-calmodulina se llevaron a cabo cuatro extracciones de
CaM a partir de 300 g de testiculos bovinos, en cada
ocasgidn; de acuerdo a la técnica descrita por Gopalakishna,

1982. Los resultados se pueden cbservar en la Tabla 1.

TABLA 1 EXTRACCION DE CALMODULINA

BOVINA
EXTRACCION CONCENTRACION DE
PROTEINA
Primera 1.00 mg/mi
Segunda 1.00 mg/ml
Tercera 1.42 mg/mi
Cuarta 1.95 mg/ml
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DETERMINACION DE CaM POR ELISA EN QC, QI y QIMC

La presencia de CaM en QC, QI y QIMC se determind por
ensayo inmunecenzimitico (ELISA) con  un anticuerpo
policlonal de conejo anti-CaM 1:800 (obtenido en el
laboratorio) . En estos el promedic de lectura de densidad
Sptica, de tres ensayos, fueron positivag con un valor de
corte 20.5, de 0.541 para QC, 1.23 para QI y 1.62 para
QIMC. Con el empleo del anticuerpo peliclonal de conejo
anti-CaM donado por la Dra. G. Benitez 1:800, el promedio

fue de QC 0.57, QI 1.30 y QIMC 1.72.

DETECCION DE CaM POR INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA EN QC ¥ QI

Con el propdsito de estudiar la redistribucidn de la
CcaM durante el desenguistamiento, se detecté é&sta con
anticuerpos especificos anti-CaM por inmuncflucrescencia.
En los quistes de &. lamblia recién aislados (QN) se
ocbservé la calmodulina difusa en todo el guiste (Fig. 4A).

En losz guistes inducidos {QI) la inmunofluorescencia
se incrementd en la pared del quiste, ademds de observarse
muy brillante en el citoplasma, en donde de wmarcan algunas

estructuras internas {axéstilo) (Fig. 4B).
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Fig. 4 QUISTES CCMPLETOS {(QC) Y CON INDUCCIGN
DE DESENQUISTAMIENTC (QI) DE Giardia lamblia,
EN INMUNQFLUORESCENCIA INDIRECTA CON ANTI-
CUERPO POLICLONAL DE CONEJO ANTI-CALMODULINA.

Panel A. Quistes completes (QC) que muestra
la marca fluorescente difusa en  todo el
guiste. Aumento 100x

Panel B. Quiste inducido (QI) gque muestra en
forma muy intensa la fluorescencia en el
citoplasma, se marcan algunas estructuras
internas (axéstileo). Aumento 100x.
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Fig. 5 OBSERVACION DE LA REDISTRIBUCION DE CALMODULINA DURANTE
EI, DESENQUISTAMIENTO DE Giardia lamblia. MEDIANTE INMUNOFLUORES -
CENCIA INDIRECTA CON ANTICUERPO POLICLONAL anti-CaM

Panel A y B. Quistes inducidos en los primeros segundos.

Panel C,D y E. Eclogién de los trofozolitos
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REDISTRIBUCION DE CaM POR IFI EN QIMC

Posteriormente en los quistes inducides (Fig. SA) ¥
puestos en el medio de cultivo B-S-Bb (QIMC) la
fluorescencia se observd nuevamente en la membrana aungue
se ve polarizada en el extremo donde se forma la “burbuja”,
una de las primeras estructuras que se presentan en el
proceso de desenquistamiento (Fig. 5B). De cinco a diez
minutos despuéds de haberse colocado los guistes inducides
en el medio de cultiveo, la polarizacidn de la fluorescencia
se observd en el extremo donde ocurrid la eclosién y la
fluorescencia se muestra claramente en el disco adhesivo de
los troforoitos que permanecen unidos por el extremo del
canal ventral (Fig.5C).

lLos trofozoitos recién eclosicnados y en forma
independiente, mostraron una concentracidn de la
fluorescencia en el disco adhesivo localizado en la regidn
ventral {Fig. 5D). Los quistes inducidos que no
eclosionaron, presentan fluorescencia en toda la superficie

vy los trofozoitos la muestran claramente (Fig. 5E).

CUANTIFICACION DE CaM MEDIANTE LA ACTIVACION
DE 1A FOSFODIESTERASA DEL AMPc.
Para averiguar si el extracto protéico obtenido de 108

quistes completos (QC) y quistes inducidos (QI), contenia
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actividad de CaM se realizd una prueba de activacién de la
fosfodiesterasa del AMPC. La activacidn de la
fosfodiesterasa de corazén bovino fue estimulada a su nivel
maximo con 1.0 pg de CaM bovina y la velocidad maxima
alcanzada fue de 11 nmcles en 30 minutos.

Sin embargo esta actividad fue menor cuando se usaron
los extractos proteicos de dguistes de G. lamblia, la
cantidad de proteina de QC y QI necesaria para alcanzar la
mayor activacién de la fosfodiesterasa fue también de 1.0
ug para los dos casos, pero en el caso de QT la velocidad
mixima fue 8.8 nmoles y para QI de 9.4 nmoles. Los calculos
sobre la grifica muestran que con 0.32 ug de extracto
proteico de QC y 0.25 ug de QI se logrd el 50% de
activacién de la fosfodiesterasa. Al convertir a unidades
de CaM por miligramo de proteina (UCaM/mgP), se obtuvieron
3125 para los QC vy 4000 para los QI {Tabla 2). Los
regultados muestran un incremento en la actividad de CaM de

QI en comparacidn a QC, <on una significancia p<0.905.

TABLA 2 ACTIVACION DE LA FOSFODIESTERASA
POR CALMODULINA DE Giardia lamblia

MUESTRA U CaM/mg de proteina
QUISTES NORMALES 3125
QUISTES INDUCIDOS 4000

UCaM: Concentracion de la proteina necesaria para lograr

el 50% de la activacion de la fosfodiesterasa del AMPc. t-student p< 0.05
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Fig. 6 INMUNODETECCION DE CALMODULINA (CaM)
EN QUISTES COMPLETOS (QC)Y EN QUISTES CON INDUCCION
DE DESENQUISTAMIENTC (QI) DE Giardia lamblia,
CON ANTICUERPO POLICLONAL DE CONEJO ANTI-CaM.

Veinte ug de extracto proteico de quistes completos
{QC)y de guistes con induccién de desenquistamiento
(I}, se separd en un gel de poliacrilamida al 10%
y después fue electrotransferidc a papel PVDF, en

condiciones himedas con amortiguador de fosfatos,en
una corriente a 20 volts toda la ncche a 4°C.

El papel de PVDF fue revelade con anticuerpo de

conejo anti-CaM 1:800, 2° anticuerpo anti-conejo

biotinilado, al final estreptoavidina-fosfatasa
/NBT-BCID.

Carril 1.Quistes completos {QC)

carril 2.Quistes con induccién de desenguistamiento
(QrI)
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INMUNODETECCION DE CaM EN QC Y QI.

La determinacién de calmodulina con el empleo de la
técnica de slot blot, con un anticuerpe de conejo anti-CaM,
permitié poner de manifiesto la presencia de esta proteina
en QC vy Ql. La calmodulina también se detectd por
inmunoelectrotransferencia en papel PVDF con el empleo de
un anticuerpo policlonal de conejo anti-CaM. Los resultadoes
mostraren dos proteinas compatibles con CaM en los
extractos de QC (caril 1) y extractos de QI (carril 2) con
peso molecular de 15 y 19 kDa (Fig. 6) las cuales son
similares en PM a lo reportado para la CaM de trofozoitos

de &. lamblia (Mufioz y col, 1987).

EVALUACION DE LA PARTICIPACION DE CaM EN EL
PROCESO DE DESENQUISTAMIENTO

Con el propésito de determinar la posible
participacidn de CaM en el proceso de desenguistacidn, se
incubaron quistes recién aislades con los diferentes
antagonistas de calmodulina. En el caso de trifluoperazina
(TFP) desde la primera concentracién de 1.0 uM disminuyd el
porcentaje de desenquistacidén al 84.4%, con una inkibicidén
del 11.6%. La mayor inhibicién, del 45.1%, se alcanzd en
una concentracién de 15.0 pM, es decir sélo el 54.9% de los
QI completd la eclosidén. La concentracién cero, sin
antagonista, con sélo la presencia del scolvente DMSO se
considerd como el 100% de desenquistacidén, similar a las

condiciones normales cuando los guistes no fueron tratadcs
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con antagonistas, ni con DMSO (Fig. 7A). La wviabilidad de
los quistes fue del 80% y de 100% de los no tratados.
Cuande los guistes fueron tratados con W-7, un
compuesto menos téxice, la maxima inhibicién fue de 52% a
la concentracidn de 50.0 pM, es decir sbélo el 48.0% de los
quistes lograron la eclosidn. A la concentracidn de 10 uM
la desenquistacién fue de un ©56.6%. El testigo sin

compuesto corespondié a las muestras incubadas con solvente

DMSO (Fig. 7B).

TABLA 3 EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS
DE CaM SOBRE EL DESENQUISTAMIENTQO DE
Giardia lamblia

COMPUESTO ICsy,
TFP 15.0 pM
W-7 20.0 uM
W-5 N.E.
H-7 N.E.
IC;y: concentracidén de los antagonistas para

lograr el 50% de inhibicién del desenquistamiento.
Cada valor vrepresenta la wedia del ensayo por
cuadruplicada. M.E. no se cbservd efecto.

El antagonista W-5 es estructuralmente similar a W-7,
y 8blo varia en la presencia de un Atomo de cloro. Esta

variacién en su férmula impide gue interactue con CaM, por
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lo tante carece de efecto, por lo cual se uso como testigo.
Para descartar que el efecto de los antagonistas sea sobre
lags proteinas cinasas se empled el inhibidor H-7. Los
resultados wmostraron que ambos compuestos ne tienen ningidn

efecto. (Tabla 3).

EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS DE (CaM DURANTE LA
ECLOSION DE LOS TROFQZOITQS DE G. lamblia.

Al considerar que el papel de la CaM puede ser
importante no sélo antes de inducir el desenguistamiento,
sino también después de la induccién durante el proceso de
eclosidn de los trofozoitos, los quistes inducides fueron
tratados con los diferentes antagonistas de CaM y con el
inhibidor de proteina cinasa comp control. Los resultados
mostraron que con empleo de TFP en concentraciones de 1.0
MM a 15.0 pM, la eclosién de los trofozoitos se logrd
obtenar en un 20% en la concentracién de 1.0 pM. (Fig. 7C).
La wviabilidad de los quistes y los trofozoitos se mantuvo
en un 80%.

En el caso de W-7 a concentraciones 10.0 y 15.0 uM el
porcentaje de eclesidn fue alrededor del 80%; éste
disminuyé a 76% cuando se emplearon concentraciones de 20.0
UM, se redujo 70% en concentracién de 25.0 pM; descendid en
forma importante a 52%, en concentraciones de 50.0 uM.
{Fig. 7D}. La wviabilidad de los dquistes sin desenguistar
fue del 80%.

El control de W-5 y el inhibider de la proteina cinasa

H-7 no mostrarcn ningin efecto.
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Fig. 7 PORCENTAJE DE DESENQUISTACION DE QUISTESDEG. lambiia
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON LOS ANT AGONISTAS DE CalM,
TRIFLUOPERACINA (TFP) Y N-{6-aminohexil-}- 1-(paphtalenosulfonamida)
(W-7).

Panel A. TFP Panel B. W-7

PORCENTAJE DE DESENQUISTACION DE QUISTES INDUCIDOS (QI)
DE G. lamblic COLOCADOS EN MEDIO DE CULTIVO SUPLEMENTADO
CON LOS ANTAGONISTAS DE CaM, Trifluoperacina  (TFP) Y
N-{6-aminohexil)- 1-(naphtalenosutfonamida) (W-7).

Panel C. TFP Panel D. W-7
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FOSFQPROTEINAS DE QUISTES A DIFERENTES TIEMPOS
DE INDUCCION DE DESENQUISTAMIENTO

Muchas proteinas dependientes de CaM estan
involucradas en la transmisidn de seflales wediante
fosforilacién/desfoforilacidn, en un evento como la
induccidn de desenquistacién varias proteinas debian ser
forforiladas durante el proceso. El corrimiento en gel de
poliacrilamida al 10%, tefiido con nitrato de plata, mostrd
que desde los 10 a 60 minutes de induccién se presentaban
cuatre proteinas dominantes de 22, 37, 45 y 61 kDa
aproximadamente. Las proteinas de 45 y 61 fueron
compartidas en todos los tiempes (Fig. 8A). La autorradio-
grafia después de cuatrc dias de exposicidn reveld las
fosfoproteinas con PM aparentes de 29, 62, 78 y &5 kDa en
el carril cuatro, gue corresponde al tiempo de induccidn de
40 minutog, en donde se obtiene el wmayor porcentaje de
desenquistacién. No se observaron fosfoproteinas en otros

tiempos de induccidn (Fig. 8B).

FOSFOPROTEINAS DE QC, QI Y QIMC, EN
CONDICIONES NORMALES

La electroforesis en gel de poliacrilamida demostrd
en todos los carriles, siete proteinas con PM aparentes
entre 10 a 100 kpa. (10, 17, 30, 45, 70, 90 y 100}, sblo
con mayor intensidad en el carril 4 que correspeonde a QIMC.
En los carrileg 3 (QI) y 2 (QC), se marcd claramente un

doblete entre 45 y 50 kDa y otra proteina de 30 kDa, méas
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Fig. @8 POLIPEPTIDOS Y FOSFOPROTEINAS DE QUISTES
G.,lamblia A DIFERENTES TIEMPOS DE INDUCCION DE
DESENQUISTAMIENTO.

Un total de 200 millones de quistes de G. lamblia
fueron incubados con (.4 mCi de ortofosfato.
Posteriormente se dividieron en cinco alicuotas
y fueron sometidos a diferentee tiempos de induccidn
10, 20, 30, 40 y 60 min a 37°C,

Panel A. Los diferentes alicuctas de quistes se
rompieron por la accidén del amortiguador de muestra
vy ebullicién. Las proteinas se separaron en un gel
de poliacrilamida al 10%,Tefiido con nitrato de plata
carril 1. Marcadores de peso molecular

Carril 2. 10 min. Carril 3. 20 min,.

Carril 4. 30 min. Carril 5. 40 min.

Carril 6. 60 min.

Panel B. El gel teflido y seco s8e colocd en

cagsette sobre una placa radiogradfica, se expuso
cuatro dias, a -70°C.
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Fig. 9 FOSFOPROTEINAS DETECTADAS EN QUISTES COMPLETOS
{0C) QUISTES CON INDUCCION DE DESENQUISTAMIENTC (QI)
Y QUISTES CON INDUCCION COLOCADOS EN MEDIO DE CULTIVO
(QIMC) .

Un total de 200 millones de guistes le incorporaron
0.4 mCi de ortofosfato después se dividieron en QC,
QI y QIMC, se rompieron por la accidn del amortigua-
dor de muestra y la ebullicidn.

Panel A. Se colocaron 20 pl en cada carril en un gel
de poliacrilamida al 10%. Tincién de Coomassie

Carril 1. Marcadores de pesc molecular

Carril 2. QC Carril 3. QI Carril 4. QIMC

Panel B. Fosfoproteinas expuestas sobre una placa

radiografica por 50 minutos a -70°C.
Carril 3, QI Carril 4. QIMC
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Fig. 10 FOSFOPROTEINAS DE QUISTES DE G. lamblia
PERMEABILIZADOS.

Cuatro alicuotas de quistes de G. Jlamblia con 50
millones cada uno, se resuspendieron en concen-
traciones de Tritén X-100 de 0.05, ¢.1, 0.2 ¥y
0.5%. Se incubaron con 0.1 mCi de ortofosfato,
para su incorporacién. Después del marcaje los
guistes se sometiercon a la induccién del desen-
guistamiento. Los quistes se rompieron con
amortiguador de muestra y ebullicidn.

ge colocaron 20 pl de extracto en cada carril en
un gel de poliacrilamida al 10%.

El gel tefiido con Coomassie y seco, fue colocado
sobre una placa radiografica a -70°C, durante 50
horas de exposicién.

Carril 1. Triténm X-100 al 0.5%

Carril 2. Tritdnm X-100 al 0.2%.
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acentuada gue en el carril 4 (Fig. 9A) . En la
autorradiografia de estos quistes, las fosfoproteinas gue
se reconocieron en el carril 4 {QIMC) vy 3 {QI), tienen PM

aparentes de 20 y 34 kDa (Fig. 9B).

FPOSPOPROTEINAS DE QUISTES PERMEABILIZADOS

Los resultados de la autorradiografia de gquistes
inducidos mostrd en el carril uno (tritén 0.5%) y dos
(tritén 0.2%), tres fosfoproteinas con PM aparentes de 29,

43, 62 y B0 kDa (Fig. 10).

FOSFOPROTEINAS DE QUISTES TRATADOS CON RIPA

Se logrd la ruptura de los guistes con el tratamiento
del amortiguador de muestra ¥ ebullicién, para un mayor
rompimiento, en este ensayo ademds se agregd a las muestras
de quistes amortiguador de RIPA e inhibidores de
fosfatasas. La autorradiografia para quistes completos mas
RIPA (DC+RIDA), sefiald tres proteinas con PM aparentes de
22, 30 y 66 kDa gque fueron més acentuadas en los quistes
inducidos mas RIPA (QI+RIPA} y ademds con la aparicidn de

una proteina de 88 kbDa (Fig. 11).

FOSFOPROTEINAS DE QUISTES TRATADOS CON TPA

Con el propésito de determinar =i las fosfoproteinas
presentes en los geles pudieran corresponder a cinasas
dependientes del complejo Ca’*/CaM, se monté un ensayo con

el empleo de acetato de tetra deconoil forbol (TPA)
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Fig. 11 FOSFOPROTEINAS DE QUISTES DE G. lamblia
TRATADOS CON AMORTIGUADOR RIPA.

A 100 millones de quistes de G. lamblia se le
incorpord 0.2 mwCi de ortofosfato y ademids se
trataron con el amortiguador RIPA. Se dividieron
en dos alicuctas para QC y QI.

Los gquistes se rowpieron c¢on amortiguador de
muestra y ebullicidn. Se colocaron 20 pl por
carril en un gel de poliacrilamida al 7.%% vy se
gometieron a electroforesis.

El gel tefiido con Coomassie y seco, fue colocado
gobre una placa radiogriafica a -70°C, S0 horas.
Un carril con marcadores de peso molecular
Carril 1. Quistes completos (QC)

Carril 2. Quistes inducidos (QI}
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Fig. 12 INMUNODETECCION DE FOSFOTIROSINA EN
QUISTES COMPLETOS E INDUCIDCS DE G. lamblia

A 100 millones de quistes de G. lamblia les
fue incorporado 0.2 mCi de ortofosfato.

Se dividieron en dos alicuotas para QC y QI
Log gquistes se rompieron con amortiguador
de muestra y ebullicidn. Se colocaron 20 ul
por carril en un gel de poliacrilamida al
10% y se sometieron a electroforesis.

El gel fue electrotransferide a papel de |
nitrocelulosa y revelado con anticuerpo

wonoclonal anti-tirosina, mediante la

téenica de fosfatasa/NTB-BCIP.

Carril 1. Quistes completos (QC)
Carril 2. Quistes inducidos (QI}

78



activador de la PKC. Los resultados en la autorradiografia
nc indican activacién en forma marcada (no se muestra

figura) .

INMUNODETECCION DE FOSFOTIROSINA
La inmunodeteccidn con anticuerpos anti-fosfotirosina
en gquistes normales y quistes° inducidos, mostrdé un doblete

con PM aparentes entre 78 y 85 kDa (Fig. 12}.

INMUNODETECCION DE PROTEINA CINASA II

La electrotranferencia revelada con anti-multiproteina
cinasa II (MPKII) 1:800 v técnica de peroxidasa-luminol;
dié resultado positivo en los tres carriles de QON, QI y
QIMC, que mostraron un doblete con peso molecular aparentes
de 58.0 y 51.0 kDa (Fig. 13). En esta figura no se aprecia

ninguna diferencia significativa entre las muestras.
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Fig. 13 INMUNODETECCICN DE MULTIPROTEINA CINASA TI
(MPK II) EN EXTRACTCS DE QUISTES COMPLETOS E
INDUCIDOS DE G. lamblia .

Un total de 100 millenes de quistes se dividieron
en dos alicuotas para QC ¥y Q con induccidn del
desenquistamiento.

Los gquistes se rompieron con amortiguador de
muestra y ebullicién. Se colocaron 20 ul por
carril en un gel de poliacrilamida al 10.0% y se
sometieron a electroforesis.

El gel fue electrotransferido al papel de nitro-
celulosa en condiciones himedas con amortiguador
Tris-glicina-metanocl. Después de la electrotrans-
rencia la membrana se reveld c¢on anticuerpo anti-
MPK-II 1:800, mediante peroxidasa- luminol.

El gel se colocé sobre una placa radiogrdfica,2 min.

Carril Quistes completos {Q0)

1.
Carril 2. Quistes inducides (QI)
Carril 3. Quistes inducidos en medio de cultivo (QIMC)

80



DISCUSION

Diferentes autores han demostrade gue la desenguistacidn
en G. lamblia es un proceso inducible, que las condicionesg
presentes en el estémago de les huéspedes naturales
satisfacen las necesidades para inicar el proceso de
induccidn y que éstas han sido reproducidas "in vitro".
pungue se han identificado algunas de las condiciones
extrinsecas que inducen el desenguistamiento Yy se han
descrito la secuencia de eventos de la citocinesis para la
formacién y liberacitn de dos trofozoitos por quiste {Hegner
1924, Bingham y Meyer, 1979, Bernal 1990, Boucher y Gillin
1990, Coggins y Schaefer 1984 ¥ 1986, Feely 1986). Sin
embargo hasta la fecha los mecanismos moleculares que regulan
el desenquistamientc y llevan a la formacién de dos nuevas
células son poco conocidos.

El primer objetivo se propuso para cuantificar v
localizar CaM durante el desenquistamiento. Se sabe que el
estimulo externo desencadena una serie de sefiales, en donde
participa caleic vy proteinas gue unen calcio, COmo
calmodulina, ademds de nucledtidos ciclicos come B&AMPC ¥
cinasas dependientes de Ca**-caM y de AMPc.

La induccién sobre un receptor ligado a la adenilato
ciclasa de la membrana celular, incrementa la concentracidn
intracelular del AMPc, Vv la degradacién de éste nuecledtide
ciclico se inicia de inmediato a través de la fosfodiesterasa

del AMPc/Cah—CaM, para originar S5'AMP vy finalmente fosfato
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inorgénice [Pi]. Desde 1987 fue demostrado que la CaM obtenida
de trofozoitos de G. lamblia, estimula la actividad de la
foafodiesterasa del AMPc, la concentracidén regquerida para la
maxima activacién es de 25 nM, la cual es el doble de la
requerida para CaM bovina, 12.5 nM (Mufioz y cols, 1987}. Para
nuestro modeloc de desenguistacién “in vitro” fue demostrada
la activacién de la fosfodiesterasa del AMPe con el emplec de
un extracto total proteico de gquistes completos (QRC) ¥
guistes con induccién de desenquistamiento (QI).

En los QC v QI de G. lamblia la méxima activacidn de la
fosfodiesterasa se logrd con 1.0 pg de extracto y se
alcanzarcn 8.8 nmol y 9.4 nmol respectivamente. Los cédlculos
indican gue con 0.32 pg de extracto de QC y 0.25 ug de QI =ze
logra el 50% de activacién de la fosfodiesterasa. Ambos
extractos alcanzaron el 650% de activacién pere 1los QC
requiren de mayor cantidad de proteina gque los QI. La CaM de
OC alcanzé el 80% y QI el 85% de la activacidén méxima
inducida por ecalmodulina bovina, utilizada como control en
los ensayos.

Rasmugsen propone gue los cambios en el metabolismo del
AMPc por enzimas dependientes de Cca’*/CaM intervienen en los
cambios merfoldgicos de la célula (Rasmussen y Means, 1992).
De manera el incremente de UCaM/mg para QC de 3125 Jque se
eleva a 4000 en QI, con difrencia significativa de p<0.05
(Tabla 2) podria guardar relacién con les cambios
morfolégicos que se estan 1levando a cabo en el interior del

quiste, para la formacidén de los nuevos trofozoitos.
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La inmunoelectrotransferencia de QC y QI revelado con
anticuerpos anti-CaM (Fig.6) apovan la presencia de CaM
durante el proceso de desenquistamiento, corresponden al peso
molecular descrito para trofozoitos de G. lamblia que sugiere
un PM de 19 kDa (Muficz y cols, 1987), un peso molecular
similar para CaM de trofozeitos de E. histolytica (Mufioz ¥y
cols, 1991) v para la CaM del teguwento del adulto de 5.
mansecni (Thompson y cols, 1986). Otros protozoarios pardsitos
presentan una CaM con PM entre 15 y 16 kDa, similar a la
segunda proteina gue se detecta en los CC y QI (Fig. €).

Log titulos de absorbancia del ensayec inmuncenzimitico
(ELISA) asi como la técnica de Slot blot resultaron positivos
para CaM en QC y QI, esta técnica cuantitativa nos permite
proponer la presencia de calmodulina en G. lamblia.

Existe un importante namero de compuestos gque
interfieren con la actividad del complejo Ca’’-CaM y la unién
de éste a una enzima; la accidén de estos antagonistas ha sido
ampliamente utilizade para identificar la participacién de
CaM en diversas funciones bioldgicas. En nuestros ensayos en
donde se emplearon a los antagonistas de CaM para demostrar
la participacién de ésta en el proceso de desenquistacién,
los compuestos como TFP y W-7 tuviercn una accidn inhibitoria
en la desenquistacidn, sobre guistes inducidos de G.
lamblia en porcentajes de 45% y 52% respectivamente,
mostrades en la Fig. 7,A-B.

El inhibidor mas efectivo en el proceso de

degenquistacién fue TFP, con IC, de 15.0 uM, que conserva
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una wviabilidad del 100% para trofozoitos y mayor del 80.0%
para los quistes que no desenquistaron, lo que indica que la
toxicidad del compueste fue muy baja, también fue reportando
por Ruben y cols en 1983 para T.b.rodesiense. Paxa W-7 el IC;,
fue mencr a 20.0 UM, manteniendose el 90.0% de los quistes
que no desenquistaron viables (Tabla 3).

La dosis efectiva al 50% (EDg,) requerida para reducir
el crecimienteo “in vitro” de P. falciparum a la mitad después
de la exposicidn por tres dias con ciclosporina A (Sheibel y
cols, 1%87) es para W-7 de 2.1 puM, de 1.9 pM para W-7. En
este trabajo el EDg, requerida para reducir al 50%, "in vitro"
la desenquistacién de G. lamblia después de 16 horas de
exposicién a los antagonistas fue 15.0 pM para TFP y <20 uM
para W-7. Lo que sugiere fuertemente gque el efecto de
antagonistas es scbre la CaM del parédsito.

En otros modelos come L. donovani el empleo de
antagonistas ha permitido demostrar la participacidn de
enzimas especificas en la penetracién del pardsito a la
célula huésped (Pearscn, 1982). Cuando los macrdfagos son
tratados con inhibidores de PRC, no existe dafio sobre el
parasito invasor, estc se demuestra por el incremento en la
cantidad de amastigotes presentes en las  células; en
contraste cuando los macréfagos son tratados con inhibidores
de cinasas dependientes de ca®-caM la proliferacién de
promastigotes es dafiada por estos inhibidores (Moore y cols,
1993). Igualmente ha sido demostrado "in vitro" que la

proliferacién de promastigotes en el medic de cultivo, se ve
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inhibide en forma especifica con la presencia de cinasas
dependiente de Ca®’-CaM. Estos estudios nos apoyan en el
gentido de gue la especificidad de los inhibidores, puede ser
utilizada para determinar la participacién de una enzima en
un evento determinado.

El uso de antagonistas de CaM podria ser empleadeo en el
tratamiento de enfermedades parasitarias, tenemos varios
ejemplos de farmacos que tienen una accidén sobre CaM
utilizade come wedicamento, come es el caso de la
ciclosporina para P. falciparum. Lo importante serlia poder
contar con un férmacoe cuyo mecanismo de accidn fuera
especifico contra la CaM del pardsitc y concretamene actuara
sobre la zona de la woldcula que es diferente a la CaM del
huésped. Estas diferencias estan demostradas en T. cruzi,
cuyos andlisis bioguimicos han permitido conocer las
caracterfsticas estructurales de la CaM del parésito y la del
huésped. Aungue la molécula de CaM se encuentra mas © MEenos
conservada en toda la escala filogenética de los eucariontes,
se ha demostrado en forma particular, wvariaciones en la
estructura molecular de cada una de ellas, que podrian ser
utilizadas en forma especifica para la accidén de las drogas
{Mannhol y Timmerman, 1992).

El empleo de inhibidores de proteina cinasa C, <como H-7,
en ensayos de desenguistacién "in vitro" no tienen ningtn
efecto, lo cual indica que la inhibicidn de desenguistamiento
no estéd regulada por PKC. Cuando se agregd acetato de

decanoil forbol (TPA) activador de PKC a los quistes tratados
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con ortofosfato [**P]l, antes de de  induccidn Qe
desenguistamiento, é&ste no tuvo ningin efecto sobre las
fosfoproteinas.

Bl compueste TFP tiene una afinidad mds alta por el
compleijo ca®*-caM que W-7 (Garolfc y colg, 1983). La carencia
de efecto de W-5 tiene una explicacidn, a pesar de ser una
molécula muy parecida a W-7, la diferencia en la presencia de
un cloro hace gue la afinidad hacia el complejo Cca’*-CcaM sea
practicamente nula. El W-5 no tiene ningdn efecto (Tabla 3}.

la administracién de antagonistas de CaM sobre los
cultivos de ecélulas CHO provoca la redondez, la accidn es
reversible, lo que indica gue la droga no altera la
viabilidad de la célula (Chafouleas y cols, 1982). Er los
ensayos presentados en esta tesis, después del tratamiento a
los guistes c¢on los antagonistas de CaM, cuande ge revisa la
viabilidad de los gque no desenquistaron y de los trofozoitos
obtenidos en los medios de cultivo, se encuentra un
porcentaje del 100% para los trofozoitos y del B80% al 100%
para los quistes, esto tanto para TFP, como para W-7 y sin
ningin efecto por W-5 y H-7, lo que indica que ninguno de los
compuestos fue téxico para los quistes.

En el segundo tipe de ensayo cuando los quistes
sufrieron la induccién de desenguigtamiento y posteriormente
fueron colocados en medico de cultive suplementado con las
diferentes concentraciones de antagonistas, el efecto que se
tuvo sobre la desenquistacién fue menor, posiblemente debido

a que el proceso de desenquistacibn se inicié antes de la
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unién con el antagonista y esta induccidén es muche mis rapida
gque la accidn gue de estos compuestos (Fig. 7, C-D}. En las
condiciones de este ensayc los antagonistas presentes en el
medic de cultivo no tiene ningun efecto scobre la viabilidad
de los quistes y trofozoitos.

La técnica de inmunofluorescencia con el empleo de
anticuerpos policlonales anti-CaM muestra en QC, la wmarca
fluorescente en todo el borde de la pared quistica y con
mayor intensidad en los QI (Fig. 4A y 4B). Ademis permitid
sequir la redistribucién de la CaM en los guistes gue sufren
la induccidn del desenquistamiento. La marca fluorescente se
localizdé en la periferia del gquiste inducido y desde los
primeros pasos en los que aparece la polarizacidén y la
formacién de la ‘"burbuja" se hizo muy evidente en esos
sitios, también muy remarcada en el disce adhesgivo de les
trofozoitos recién eclogionados (Fig.SA-E). Resultados
similares se demostraron en el caso de la formacidén vy
liberacién de las vyemas en las c8lulas levaduriformes de
Saccharomyces cerevigiae, en donde la CaM se concentra en el
sitio de origen de la yema, mis o menos 10 minutos antes de
que &sta emerga, en una interaccidén con el citoesqueleto de
la e¢&lula (Brockerhoff y Davis, 1992). Muy similar a la
redistribucidn de CaM en espermatczoites de Guinea pig
(cuyo), en donde puede seguirse el tiempo de 2 a 7 minutos Yy
la movilizacién es dependiente del estado de la reaccidn

acrosomal (Trejo y Mujica, 1930).

87



Los resultados de los diferentes estudios sugieren la
participacidn de la CaM en el desenquistamiento, sin embargo
para definir los mecanismos de accidn se decidid tomar el
modele de Jackson (Jackson, 1992) quién propene que la
Fosforilacién es la via que facilita la inforwacidn desde el
estimulo extracelular hasta los factores de la transcripcidn
en el niicleo y que se trata de un mecanismo ideal paza llevar
a cabo la cascada de informacién, por la rapidez del efecto y
porgque las cinasas participantes son altamente especificas.
gi la fosforilacién es la via que facilita la cascada de la
transduccién de sefiales, nuestros resultados demuestran due
exigte fosforilacién durante el proceso de desenguistacidn;

que después de la incorporacién de ortofosfato (37

P] a los
guistes normales y someter a éstos a la induccidén “in vitro”,
la autorradiografia recomoce la presencia de fosfoproteinas
de PM aparente de 20 a 85 kDa y gque dentro de este rango se
encuentran cinasas dependientes del complejo ca* -CaM.

El patrén de fosfoproteinas identificadas de QC y QI
bajo condiciones normales, correspondiexon a pesos
moleculares de 20 y 34 kDa (Fig. 9B), para tratar de obtener
mayor  niimero de fosfoproteinas los quistes fueron
permeabilizados con tritdn, la autorradiografia reveld bandas
de peso molecular de 29, 43, 62 y 80 kDa {Fig. 10} .Al tratar
a los quistes completos (QC) con amortiguador RIPA que
produce lisis celular para facilitar la liberacién de mayor

nimero de proteinas, la accidén de RIPA reveld las
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fosfoproteinas con PM aparente de 22, 30, 66 y 8B ({Fig. 11},
muy similares a lo ya identificado.

La entrada de Ca’ a un sistema es, en muchos casos, el
disparador para los mecanismos intracelulares dependientes de
&l, y por <consecuencia para la activacidén de enzimas
dependientes de Ca**-CaM (Sheng y cols, 1990). Bronstein
supone que las cinasas dependientes de Ca’"-CaM  son
estimuladas por ca®™ e inducen autofosforilacién y continuan
la cascada de seflales (Bronstein, 1993}); en el casc de la
desenquistacién, el contacto con soluciones inductoras a pH
dcido favorece el intercambioc de icnes y parece ser el
disparador discutido por Bingham y Meyer en 1979 y realizado
en todos los ensayos de desenquistacidn de esta tesis .

Los microtibules han sido descritos como estructuras
dindmicamente inestables, alternando entre ensamblaje vy
desensamblaje, las diferencias en la orgagnizacidén del
citoesgueleto son observadas en respuesta a la elevacidn de
CaM unida a proteinas de citoesqueleto y é&stas pueden
funcionar come un intermediaric entre el estimulo externo y
los eventos intracelulares gue propagan la sefial, a través
del citoplasma kRasmusen y Means, 1%92). Esto ocasiona
cambios en las proteinas gue integran el citoesgueleto, en
algunos de los cuales participan las enzimas dependientes de
ca®*-caM;: dentro de ellas una de las wis importantes es la
multiproteina cinasa 11/ca**-caM que es multifuncicnal, ¥y

tiene como sustratc varias proteinas de citoesqgueleto.
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La tubulina es uno de los principales sustratos de la
cinasa II/Ca®*-caM-. La fosforilacidén de la tubulina resulta
de una medificacidn estructural y funcional de la proteina.

La tubulina y la giardina son las principales proteinas
componenteg del citoesqueleto del disco adhesivo, axonemas y
flagelog de los trofozoitos de @. lamblia, la sintesis y
ensamblaje se presentan después de la induccidén de
desenquistamiento, cuando se forman las nuevas células.
Dentro de las fosfoproteinas identificadas, la
autorradiografias muegtran siempre bandas de pesos
moleculares de 29 y 34 similares a lo descrito para giardina
(Fig. $B, 10B) y de 43 y 45 peso wmelecular aparente de
tubulina (Fig. 10B).

cuando se realizéd una inmunoelectrotransferencia de
extractes de QC y QI y revelades con el empleo de anticuerpos
antifosfotirosina, los resultades mostraron polip&ptidos con
pesos moleculares aparentes de 78 y 85 kDa (Fig. 12). De la
misma wmanera, en el pardsitoc Trypanoscma brucei, se han
identificado proteinas tirosina-cinasa con pesos moleculares
aparentes de 89 kDa en las formas gue realizan divisién
celular durante el desarrollo, los amastigotes Yy
epimastigotes (Parson y cols, 1993), estos autores sugieren
que las cinasas juegan un papel importante en la regulacidn
de la proliferacidn y diferenciacidn del protozoarico, ademids
otros autores {(Logan y ©cols, 1994) opinan gque las
foaforilaciones en residucs de tirosina son compenente

esencial en las seflales de transduccidn.
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La proteina cinasa multifuncional dependiente de Ca®’/CaM
juega un papel importante en la modulacién de la transmisién
sinaptica. La ¢inasa permanece intacta por la presencia en su
molécula de un dominio auteoinhibiterio, la unidn de ca’*/caM
hace desaparecer el efecto inhibitoric y la convierte en una
cinasa activa que le permite inducir una autofosforilacidén y
fosforilacién a otros sustratos. Las proteinas asociadas a
microtibulos MAPs son sustrato de la PKA y de la Ca®’/CaM-MPK;
loe estudios en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) las muestran
en una banda polipéptidica de 51 muy prominente y en un
doblete de 60 kDa (Schulman, 1984).

la autorradiografia de los gquistes completos e inducidos
permiabilizados con Tritdén X-100 y con RIFA, marcan bandas de
62 y 66 kba (Fig. 10 y 11); las pruebas de inmunodeteccidn
con anticuerpo policlonal anti-multiproteina c¢inasa II,
revelan en los extractos de ON, QI y QIMC {Fig. 12} dos
bandas de 51 y 5B kDa, los cuales de acuerdo al corrimiento
electrofordtico y la identificacién podrian corresponder a la
multiproteina cinasa II, ademds debemos tomar en cuenta que
la Ca®*-CaM multiproteina es inscluble en es0S detergentes
(Cohen, 1988).

Para considerar gque el efecto producido sobre la
desenquistacidn es debido a CaM v no a PKC, en los ensayos de
antagonistas sge utilizd como contrel la accién del compuesto
H-7 que es un inhibidor de PKC, los resultados de estos
ensayos (Tabla 2) nostrarcen gque no tienen ningtn efecto sobre

la desenquistacién. Asimismo se trataron los QC con TPA,
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activador de la PKC, la impresidn en la autorradiografia no
mostré ningdn efecto activador, estos resultados sumados a
los antericres sugieren que la PKC no participa en este
evento.

El aumento de Ca*' intracelular y la activacidén de la
multiproteina cinasa dependiente del complejo Caz‘/CaM estan
implicados en las seflales de transduccidn de las terminales
sindpticas (Kuo-Ping-Huang, 1989} el incremento abastecido
por la entrada de Ca’ del fluido extracelular por medio de
los canales dependientes de voltaje o por 1la liberacién
interna de las pozas de Ca’’ interviene en la cascada de la
transduccién de seflales. Esta participacién estd Dbién
jdentificada porque en el cerebro existe en gran cantidad 1la
multiproteina c¢inasa II. Un fendmeno similar pudiera
presentarse en un proceso inducido como la desenguistacién,
en donde la exposicién de los guistes a solucicnes con alto
contenido de hidrogeniones {solucién inductora con pH 1.6)

* vy Ca**, que se convierta en el

favorezca la entrada de Na®
disparador para la cascada de la transduccién de seflales
dentroc del quiste.

1a obtencién de anticuerpos pelicleonales de borrego
anti-quiste fue utilizado para demostrar la presencia de
varios polipeptidos compartidos durante el proceso de
desenqusitacién. Los antigenos de superficie en trofozoites
estan bién caracterizadcs corresponden a un grupo de

proteinas ricas en cisteina, que difieren entre cepas Y

muestran variacidén antigénica {(Aggarwal y cols, 1%89). Esta
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demostrado gue estos cambios ocurren “in vitro” y también “in
vivo”. El principal antigeno de superficie reconocido en los
trofozoitos, tiene un PM aparente de 170 kDa, que ficilmente
es reemplazado por otra proteina también rica en cisteina de
peso aparente entye 50 y 170 kbDa {Adam, 1991). Estan
identificados otros antigenos de superficie ricos en cisteina
de PM 66-85, cuyo gen ha sido clonadc y secuenciado {Gillin vy
cols, 1990) y un antigeno inmuncdominante de 32 kDa
posiblemente asociado a citoesqueleto, talvez glardiana,
comprcbado mediante la identificacién con un anticuerpe
policlonal anti-giardina (Vinayak y cols, 1991}. Cuando se
utiliza un antisuerc policlonal anti-guiste se revela un
antigeno inmunodeminante de 30 kDa y también se muestran
varios polipéptidos de 45, 66, 105 ¥ 180 kDa, igual en el
corrimiento de ON y QI observado en la Fig 1A y B. Resultades
similares estan previamente reportade por Einfield (Einfield
vy Stibbs, 1984), en aislados de diferentes &reas geograficas,
en donde la tincién de Comassie o de nitrxato de plata tifie
escasos polipéptides en el gel, pero al revelar con
anticuerpe especifico anti-guiste, el nimerc real de
polipéptidos se pone de manifiesto.

Se han identificado varios antigencs de quistes de mas o
menos 21, 28, 49 kDa gque son reactivos a un suero policlenal
de conejo anti-guiste y gque no son reconocidos en extractos
de trofozocitos de G. lamblia y =i por guistes con
desenquistacién “in vitro”, son antigenos de 21, 28 y oOtro de

96 kDa. El patrén normal de corrimiento de trofozoitos
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tratados con Tritdn X-100 (Holberton, 1981) muestran bandas
de 52 y 30 kDa, siendo el dominante el de 30 kDa. Esto mismo
fue identificade por Taylor (Tayler y «cols, 1987) ¥
considerado como un antigenc dominante llamado giardina, Yy
también otros de 27, 28, 55 y 80 kDa.

lLos antigenos mas utilizados para diagndstico en sueros
humanos, corresponden a proteinas de superficie, a
citoesqueleto, y a los antigenos gque van a gonstituir la
pared del gquiste, durante el enquistamiento. Un anticuerpc
monoclonal contra quistes de Giardia de varias especies
animales que incluyen al hombre, se utiliza para clasificar
la especie, por ser especie/especifico (Stibbs y cols, 1988)
ya gque resulta positivo al grupo de G. ducdenalis y negative
a G. muris.

otros antigenos empleados para la deteccidn de Giardia
gon: unc con peso molecular aparente de 31 kDa gue se
reconoce en el suero humano de pacientes giardidsicos (Taylor
y cols, 1987) y Ootyo con aparente peso molecular de 88 (Edson
y cols, 1986) también util para el diagndstico. Mediante
técnicas de inmuncblot 1los sueros de pacientes sintomaticos y
asintomaticos reaccionan con antigencs de PM entre 35 y 200
kDa, de los cuales los de 55, 63 y B2, son detectados por
sueros de ambos tipog de pacientes (asintomidticos ¥y
sintomaticos) vy la proteina de 88 kDa sblo es detectada por
el suero de pacientes sintomdticos, estos antigenos son

utilizados en la clinica (Edson y cols, 1986).
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Para la deteccién de coproantigencs, el antigeno de 66
ha sido utilizado en forma comercial (ELISA} (Rosoff Stibbs,
1986 y Roscff y cols, 1989) por considerarlc un antigeno

estable y detectable en heces.

CONCLUSIONES

En conclusidn se puede decir que el proceso de
desenquistamiento en Giardia Imblia estd regulado por
calmodulina (CaM) va gque:

1.- La actividad de la fosfodiesterasa se incrementa en
los quistes activados para desenquistamientc.

2.- Hay una redistribucidn de CaM durante el proceso de
desenquistamiento.

3.- Los antagonistas de CaM inhiben el precese de
desenquistamiento.

4.- La CaM fue detectada tanto en quistes completos (QC)
como en guistes inducides {QI).

Asimismo se observé gue existe muy probablemente un
procesc de seflalizaciones inducido en guistes inducidos (QI)
va que:

1.- Hay una foaforilacién de proteinas durante el
proceso de desenguistamiento.

2.- Se evidencia la presencia de proteinas de peso
molecular aparente de 51 y 58 kDa, con anticuerpos anti-MFK

11 en quistes completos (QC) y quistes inducidos (QI) .
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II en quistes completos (QC) y gquistes inducidos (QI).
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sbstract The protozoan Giardia lamblia initiates infec-
pen when trophozoites emerge from a cyst in the hosts
 the excystation process. Although this process is
crucil to the initiation of infection by G. lamblia, little is
inewn about its regulation, To study the possible in-
wolvement of calmodutin (CaM) in excystation we tested
the effect of several CaM antagonists (TFP, W-7, and
W5y on this ceftular function. Except for W-5 the rest of
these compounds inhibited excystation. The protein
linuse C inhibitor H-7 had no effect on excystation,
uggesting that CaM antagonists acted by selectively
mhibiting CaM. Furthermorz. CaM was redistributed
afier the induction of excystation and there was an
wnerease in its fluorescence and activity. These Tesults
<ugzest that a CaM-dependent process is invalved in
. fkanhlia excystation.

introduction

Intestinal parasites are responsible for widespread dis-
eas¢ in humans and animals. One of the most important
hunan imestinal parasites is Giardia lamblia. the caus-
atve agent of glardiasis (Farthing 1992). This parasite is
cosmopolitan in its geographic distribution; various
otimates indicate that it is an important cause of
waterborne and restaurant-associated outbreaks of di-
arrhea. traveler's diarrhea, and diarrhea in child-care
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facilities (Levine et al. 1990: Sullivan et al. 1990; Adam
1991: LeChevallier et al. 1991; Vidat et al. 1991; Quick et
al. 1992). Indeed, G. lambiia has caused a number of
waterborne putbreaks of diarrhea in the United States,
and it is one of the endemic intestinal parasites most
frequently identified in Mexican children (Bernal 1954},
The Giardia life cycle inciudes a cyst, which is
absolutely required for survival outside the host as well
as for injtiation of new infections {RendtorfT 1954). This
form protects the enclosed trophozoite from desiccation
and harsh chemical environments. The success of this
adaptation is underscored by the observation that
G. lambiia is now the most common intestinal parasite of
humans worldwide (Adam 1991; Kappus et al. 1994},
Excysiation of fecal cysts in vitro has been accomplished
by mimicking of passage through the acid-filled stomach
and upper small intestine: thus. some of the differentia-
tion process has begun to help clarify the mechanisms of
excystation (Bingham and Meyer 1979: Rice and Shaefer
1981). Since very little is known about the regulation
mechanisms. we have begun to study the role of cal-
meodulin (CaM) in this process, CaM is a ubiquitous
protein found in all eukaryetic cells (Crivici and Ikura
1995; Vogel and Zhang 1995). including the parasites
G. lamblia {Mufoz et al. 1987) and Entamoeba histoly-
tica {(Mufioz et al. 1991, 1992) . This activator is widely
recognized as the common primary intracellular receptor
for calcium in most eukaryotic cells (Crivici and [kura
1995; Vogel and Zhang 1995). The protein can interact
strongly with up to four calcium ions per mole. and the
calciom-CaM complexes subsequently bind to and reg-
ulate a farge number of functions. Among such functions
are cell secretion. microtubule-related motility, cyclic
nucieotide metabolism., and activation of enzymes such
as protein kinase, myosin light-chain kinase, nicotin-
amide adenine dinucleotide (NAD)-kinase, Ca? ™ -Mg* -
adenosine triphosphatase (ATPase). phospholipase A,
and methyl transferase, among others {Crivici and Tkura
1995). In view of the manifold physiclogical effects of
Ca®* -CaM complexes, it was of interest to us to ascer-
tain if CaM participated in excystation of G. lamblia.
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Materials and methods

Cysts

Giardin famblia cysts present in feca) specimens (1-3 x 10°'mD)
obtained from human donors (children) from the Hospital Inf-
aptil de Mexico were separated from the fecal material by emul-
sification of feces in a solution of Triten X-100 at 0.2% and were
filtered through four layers of cheesecloth. The filtrate was cen-
1rifuged at 700 g for 5 min and the sediment was suspended in an
equal amount of water. The cvsts were separated from the pellet
by flozation on 0.85 M sucrose in a modification of the procedure
described by Sheffield and Bjorvatn {1977). The suspension was
diluted 10-fold with water and then ceminfuged a1 40 g for
3 min. Finaliv. a gradient of Percoll (30% uand 50%: Sigma
Chemica) Co.. S5t. Louis, Mo.) was run by centrifugation a1 600 g
at 4 *C for 15 min (Avron et al, 1983); the 30-30% Percoll layer
contained mostly mature cysts. For elimination of contamination
by different microorgamisms the cysis were washed two times with
a washing solution consisting of ©.13 M NaCl containing peni-
cillin (107 units ml), streptomycin {1 mg mil. geatamicin (0.1 me,
mi). and amphotericin B {(.05 mg mk Sanfer Laboratory. Me-
xico). Cysts were stosed in this washing solution a1 4 °C for a
maximum of 21 days. Cyst densities were determined by bema-
cytometer counls.

Excystation of human cysts

The excysiation procedure comprised basically two steps: a low-pH
induction step and an excystation siep in culture medium (Keister
1983} 25 described by Rice and Schaefer {1981). The procedure was
conducted with a suspension of 3 x 10® tysis ml. in the induction
step the cysts (3.0 x 10°) suspended in 1 ml of washing solution
containing aniibiolics (see above} were incubated in a total volume
of 10 ml by the addition of 9.0 m} of aqueous solutien of 0.1
hydrochloridic acid. (pH 1.6). The tube was immediately capped
tighily and tie contents were blended and incubated for 4 min at
17 °C. After this incubation the cysts were sedimented by centrif-
ugation at 600 g for 2 min and the supernatant was discarded and
washed two [imes with the washing solution (see above).

For study of the role of CaM during the induction step. 3 x 10
cysts suspended in 0.14 M NaCl were preincubated for 16 hat 4 °C
with different concentrations of the CaM antagonists purchased
from Sigma Chemical Co. {81. Louis. Mo.. USA). The CaM an-
lagonists. trifluoperazine {(TFP) and N.(6-2minohexyvilchloro-1-
naphrhalenesulfonamide (W-7), were added belore the addition of
1he acidic solution. N-{(6-amnohexyi)-naphthalenesulfonamide (W-
5: Sigma Chemical Co.. 5t. Louis. Mo.. USA). which {5 similar in
structure 10 W-7 but does not bind 1o CaM. was used 4s a control.
Finally, after betng wastied with the washing solution (see gbove).
cysts were treated at low pH as mentioned above.

The excyslation step was initiated by suspension of the cysts
3 x 10°) in 0.2 ml of TYL-5-33 medium (Diamond et at. 1978) as
modified by Keister (1983) for either | or 24 hat 37 °C in mudtiwell
tissue-culture plates (model 76-003-03. %6 flar-borromed wells. di-
ameter 0.8 ¢ Linbro Chemical Co.). The number of emerging
cysts was derermined by microscopic counting. The viability was
determined by eosin exclusion (Bingham and Meyer 1979).

To determine the role of CaM in the second step of excystation
we tested the effect of CaM untugonists (TFP, W-7, and W-5) by
incubating 3 x 107 induced cysts in each weil of multiwell tissue-
culture plates 196 Rat-bottomed wells) in 0.2 mi TYL-S-33 medium
{Diamond e1 al. [978) contining the CaM antagonists according
Lo Keister {1983). Beeause CaM antagenisis may also inhibit pro-
1ein kinases when wsed at high concemirations. the protein kinase
inhibitor H-7 (Seikaguku Kogye Co.. Lid, Takyo, Fapan) was
tested as u control in both steps of exeastation. Afler | and 24 b,
respectively. cysts and trophozoites were counted and the per-
centage of excvstation was calculuted. The viability was also eval-
wited in these preparittions us mentioned above.

Anti-CaM antibodies

Bovine testis CaM was purified according 1o the procedure de-
scribed by Gopelokrishna and Anderson {1982). Antibodies were
raised in rabbits by injection of 1 mg of CaM as described by Van
Eldik and Wanerson ¢1981). [gG from immune rabbits was pre-
pared by ammonium sulfate precipitation as described elsewhere
(Andrew and Titus 1992).

Elzetrophoretic blotting procedures

Proteins from sonicated evsts {20 pg of protein well} were first
separated by sodium dodecyl sulfate-polvacrylamide gel eleciro-
phoresis (SDS-PAGE: Laemmli [970): this was followed by elee-
rophoretic transfer of proteins ‘o a pelvvinylidene difluoride
{PVDF) membrane {Bio-rad. Hercules. Calif.. USA: Towbin et al.
1579). Afterward the PVDF membrane was incubuted with gly-
taraldehvds (0.2%) and washed with phosphate-buffered saline
{PBS). The blots were incubated with a [:800 diluton of rabbit
anti-bovine testis CaM t1 mg /ml. prepared in the laboratory). The
second antibody, goat unti-rabbit tgG {Zymed Laboratories Inc..
San Francisco, Calif.. U'SA) conjugated 10 2 phosphatase (0.75 mg
ml). was dilated 1:2000 . Finally. immunodetection was performed
as described previously tLeary ez al. 19833).

Immunofluorescence

MNormal cysis and induced cvsts were fixed for 13 min in a solution
containing formaldehyde {1.85%) and glnaraldehyde (0.125%) at
37 °C. then washed with PBS and incubated with [ A glycine for
15 min at 37 *C. The cysts were then permeabilized with 0.3% (w
v) Triten X-100 in 15 m3f phosphaie buffer (pH 7.2) containing
0.18 M NaCl and washed three times with the same solutjon. Cysts
were then incubated with 0.0025% Evans blue for 20 min at 37 °C
and finally incubated overnight a1 4 °C with andi-CaM arntibody
oblained as described above (1 mg mi. diluted 1:10}, After being
washed with PBS. cysts were incubated first with goat anti-rabbit
112G conjugated to bictin (0.6 mg ml, dituted 1:200; Zymed Labo-
ratorigs Inc.. San Francisce, Calif., USA) and thea with fluores-
cein-streptavidin (0.75 mg ml. diluted 1:100: Zymed Laboratorfes
[nc.. San Franciseo. Calif. USA). Excess streptavidin was removed
by washing of samples three times with PBS. Cysts were then
mounted in 50% glycerol and examined by flucrescence micros-
capy.

Cyst extracts
For the determination of the phosphodiesterase activation by

CaM. supernatants of crude extracts were prepared as foliow:
washed normal cysts or induced cysts, suspended in 3 buffer sohs-

tion consisting of 40 milf TRIS-HCL 4 mY ethylene-
diaminetetraacene  acid (EDTA) 100 my  NaCl containing
proteinase  inhibitors. 20 mAf  parshvdsoximercuribenzoute

(pHMB). and 10 mAs N-ethyimaleimide {Sigma Chemical Co.. 5t.
Louts. Mo.. USA)at pH 7.4 were disrupted 41 4 mA for 30 s inu
Bronson Sonicator Model B-30 (Bronson Instruments) and then
centrifuged at 808 g for 10 min. The supernatant obtuined from
this centrifugation was used 10 test CaM activity,

Ca® ™ -CaM-dependent cvelic adenosine monaphosphate
phosphodiesteriise activation by cy3st extracts

Heart cyvclic udenosine monophosphate (cAMPI phosphodiesterase
was assiyed at 30 5C for 30 min using the one-stage procadure
described by Teo and Wang (1973 The procedure imolved the
conversion of ¥-AMP. the product of the cAMP phosphodiester-
ase reaction. w adenosine and inorganic phosphate by 3-pu-
cieotidase. The reaction mitture in o volumne of 0.9 m! contzined. 10




addision 1o activator-deficient beef-heart cAMP phosphodiesierase
and the protein activator. 25 mM TRIS, 25 mA imidazole.
9.1 mA CaCly. 3 m¥f magnesium acetate, 1.2 mM cAMP. and 0.2
unit of 5-nuclectidase. Inorganic onthophosphale was measured in
supernatant fuid after centrifugation using the colorimetric meth-
ol described by Flyan et al (1954 1 unit of ¢AMP phosphodi-
eslerase aclivity is equivalent ta the amount of enzyme that. when
maximelly activated by both the protein activator and Ca”" . hy-
drolyzes | pmol of cAMP min at 3¢ °C under standard conditiens.
7™M was assayed by measurement of the extent of stimulation of a
fived smount of activator-deficient beef-heart cAMP phosphodi-
avterase: § unit of pratein activatar activity is defined as the amount
\hat is required 10 give 50% stimulation of .02 unit of cAMP
phuosphodiesterase.

Results
immunodetection of CaM in Giardia lamblia cysts

CaM from cysts was detected using antibodies raised
aminst bovine testis CaM by Western-blot assays
\Fie. 1) and immunofluorescence (Figs. 2, 3). Results of
Western-blot analysis showed that antibodies against
hovine testis CaM recognized two polypeptides with
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Fig. I Tmmuroblots of extracts (tom Giardia lumblia cysis, Extracts
from eysts (fare A) and indvced cysts (lane BY were subjected 1o SDS-
PAGE. blotted onto nitrocellulose. and probed with rabbit anti-
bovine CaM, Molecular-mass markers are shown in kDa. The
comtrol, incubated with normal inmuncglobulin. did not show any
reaction

Fig. 24-D Immunofluorescence microscopy of G. lamblia cysts with
anti-CaM antibody. A Punified cysts stained with anti-CaM. B HC-
induced cysts stained with anti-CaM. The control. incubated with
rormal immurogtobulin. showed a negative stain




Fig. JA—E_ Immunofluorescence microscopy of G. lumblia cysts 3 min {C. D). und 3 min (E) and were then slained with rabbit anti-
stined with anti-CaM aniibodies during excysiation. Cysts were  CaM from bovine testis us mentioned in Muterials and methods. The
incubated with HCL washed. and fixed after 0.5 min {A). | min (B), contrel, incubated with normal immunogloblulin. showed no stain




Table 1 Activity of cyclic nucleotide phosphodiesterage indueed by
CaM of Giardia laniblia

Sample U CaM/mg protein”
Normal cysts 3125
Cysts with induction 4000

a1 activator unit is the amount of CaM that is necessary to raise the
activity of C#*~ -dependent CaM-free heart phosphodiesterase to
50% of its maximal activation at CaM sawration (Sharma and
Wang i979); P < 0.05

apparent molecular weights of 15 and 19 kDa (Fig. 1).
Immunofluorescence assays using these specific ant-
bodies showed that CaM was localized within the cyst
wall and diffuse in the cytoplasm (Fig. 2A), After acti-
vation with HCl the fluorescence increased (Fig. 2B) and
CaM was redistributed to the wall, the plasma mem-
brane and the cytoplasm (Figs. 2B, 3A). It is also
noteworthy that the activation of cysts was heteroge-
neous since the guantity of fluorescence varted in a
group of cysts stained at the same time (Fig. 2B). During
excystation the fluorescence was also observed as small
spots m both the periphery and the cytoplasm of the
cysts (Figs. 2B, 3A, 3B). The fluorescence in emerging
trophozoites was localized in the membrane, cytoplasm,
and flagella (Fig. 3C, 3D). After the trophozoite had
emerged, flucrescence was also detectable in the cyst
walls (Fig. 3E). CaM was then assayed in supernatants
of G. lamblia cysts, induced cysts, and emerging tro-
phozoites by its ability to activate the Ca’ ™ -CaM-de-
pendent cAMP phosphodiesterase from bovine-heart
CaM. The supernatant fractions of G. lamblia cysts
stimulated this enzymatic activity up to 3125 U of CaM/
mg of protein (Table 1). An increase of about 28%
{4000 U CaM/mg protein) in specific activity was de-
tected in the supernatant of cysts induced for excysta-
tion. which was apparently reflected by an increase in the
finorescence of induced cysts (Fig. 2B).

Effect of TFP, W-7, and H-7 on G. lamblig excystation

To determine if CaM played a role in the induction step
of excystation we tested the effect of CeM antagomists.
Preincubation of human eysts in TFP and W-7 at dif-
ferent concentrations before the induction step inhibited
excystation. TFP at a concentration of 15 M inhibited
excystation by up to about 52% (Fig. 4A). The viability
of cysts and emerging trophozoites was 50%. The effect
of W-7 was similar at a concentration of 20 mM
{(Fig. 3B). The 50% inbibitory concentrations (1Csg
values) are shdwn in Table 2. The low-affinity antago-
nist W-$ and ihe protein kinase C (PKC) inhibitor
showed no effect in the induction step of the excystation
process.

For investigation of the role of CaM in the second
step of excystation, after the induction siep the cysts
were incubated in TYI-8-33 medium containing the
CaM antagonists as mentioned in Materials and meth-

£91

"o
1004

301

80|
TGW
0
30
4%

204
104

A
1004 y
30
80+ 3
704

601
50

EXCYSTATION

/e

30

244 4

i C 3]

g ey , . ,

0 150 1) 200 250 S0 OC BOD 0D 1000 MO0 2000 2500
TFP w7

CONCENTRATION uM

—
5000

Fig- 4A-D Effect of calmodulin antagonists on G. lamblia excysia-
tion, To test the effect of CaM antagonists during the induction siep
we incubated cysts with different concentrations of the CaM
antagonists (A, B) and then with the induction solution. Finally. the
excysiment stép was initialed as mentioned in Materials and methods,
and the effect of CaM antagowists {TFP, W-7)in the second step of
excystation was lested by incubation of induced cysts in TYT-5-33
medium containing TFP and W-7 (C, D) as described in Materials

- and methods. Afier | and 24 h. respectively, cysts and trophozoites

were counted and the perosntage of excystation and viability was
calculated. All experiments were repeated at least 3 times in triplicate.
Standard deviations are represented by bars

Table 2 Effects of CaM inhibiters on G. famblia excystation (NE
No effect)

Compound Stage | Stage I Viability
{%)

1C5 (MY
CaM

Triflucperazine 15 - 90

W-7 20 50 95

W-5 NE NE 95

H-7 NE NE 95

2 Concentration of compound giving 0% inhibition of G. lamblia
excystation. These values tepresem the average of at least four
independent experiments

ods. TFP, a potent inhibitor of CaM, partially inhibited
the emergence of trophozoites. A maximal inhibition of
20% was observed with [0 pM of this compound
(Fig. 4C). W-7, another CaM inhibitor, also produced
inhibition rates of 35% and 50% at concentrations of 25
and 50 uM. respectively. versus the emergence of tro-
phozoites (Fig. 4D). This compound showed no toxicity
toward cysts or trophozoites of G. lamblia. The ICso
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values are shown in Table 2. W-3, a low-affinity antag-
enist. did not show any inhibitory effect.

H-7 was included since CaM antagonists may also
inhibit PKC. In these assays there was no detectable
inkibition of the emergence of trophozoites when in-
duced cysts were incubated with these compounds. Cell
viability was also unaffected.

Discussion

The etiological agent Giardia lambliz is an intestinal
protozoan that is transmitted by the cyst stage. Excy-
station is a complex process that occurs in response to
relatively rapid and extreme changes in temperature and
pH. Upon their ingestion by a new host, cysts pass from a
cold, hypotonic environment with a pH of betweer 5 and
6 in water to the warm stomach with a pH of 2-4, and
then to the small intestine with a pH of 7-8. Bingham and
Meyer (1979) showed that exposure to acid was the key
stimulus for the excystation of fecal cysts in vitro. Sub-
sequently, Rice and Schacfer (1981) demonstrated that
the efficiency of excystation of fecal cysts in vitro was
tncreased by exposure to reducing envirenment and
proteases, and Gillin et al. (1987) extended those findings
to in-vitro-derived cysts. We obiained an excystation rate
af 90-95% by incubution of cysts exclusively with HCl
solution in the tow-pH induction step as mentioned in
Materials and methods. Apparently, exposure 1o acid
was the only key stimulus for the excystation of fecal
cysts in vitro, as Bingham and Meyer (1979) had re-
ported. More recently, Ward et al. (1997) have shown
that excystation is blocked by specific cysteine protease
inhibitors, and they suggest that a cysieine protease that
is contained in cytoplasmic vesicles and needed for ex-
cystation is released just prior to excystation. This sug-
gests that the addition of proteases, although not strictly
required, could facilitate excystation, as has been pro-
posed by other authors {Rice and Schaefer 1981).

Meng et al. (1996) have suggested the possibility that
because antibodies against purified cyst walls (PCW)
and anti-wheat germ agglutinin {WGA) inhibit excy-
station by more than 90%, antibodies might interfere
with stage II stimuli by binding to sfalic-acid-containing
glycoproteins. Apparently the binding of anti-PCW or
WGA prevented the normal breakdown of the 6.
fambfia cyst wall during excvstation. These authors
demonstrated the importance of cyst wall components
for excystation and provided initial insights into the
physiological responses of Giardia cysts 1o specific en-
vironmental stimuli. However, doubts remain aboui the
regulatory mechanisms by which excystation occurs.
Furthermore, there is no insight regarding the role of
CaM in any excystation process.

The approach taken to discern the role of CaM in the
regulation of G. lamblia excystation was to test {a) the
effect of CaM antagonists. (b) the immunocytochemical
localization of CaM itself, and (¢) CaM activity through
the activation of brain phosphodicsterase by the parasite

W

protein in excystation stages I and II. In addition, this
protein was detecied by immunobtoting, which revealed
apparent molecular weights of 19 and 15 kDa. This
CaM is therefore similar 10 that previously reported in
this parasite {Mufioz et al, [987) and is similar to that
found in the parasitic protozoan Entamoeba histolvtica
(Muitoz et al. 1991, 1992), in Plasmodium falciparum
(Scheibel et al. 1987), and in mammalian cells {Crivici
ard lkura 1995; Vogel and Zhang 1995).-)

in a2ddition, the immunofluorescence ‘studies showed
that CaM localization changed during the different
stages of excystation, which correlates with a redistri-
bution of this activaior in different celiular processes for
other protozoan cells such as E. histohyticy during the
induction of secretion (Mufioz et al. 1992). This suggests
that CaM participates in the excystation process.

The results of the present study indicate that excy-
station stage | was inhibited in intact trophozoites by the
CaM antagonists TFP and W.7. The most effective in-
hibitor was TFP, which exhibited an 1Csy value of
2.5 nM. This ICs, value was similar to that reported in
in vitro studies {Nishikawa et al. 1680; Weiss et al. 1982;
Roufagalis 19835). Although it has been reported that
TFP is highly toxic to other eukaryotic cells. in G.
lamblia cysts the viability was kept around $0%. A less
toxic compound highly specific for CaM was W-7, which
exhibited an [Csp value of 20 pM. W.5, which is a less
effective CaM inhibitor, did not inhibit excystation. This
study is important. since drugs that inhibit excystation
could impair this ceflular process and, therefore, block
infecuon.

The CaM antagonist concentrations required to in-
hibit excystation in this parasite were lower than those
reporied to inhibit PKC (Mori et at. 1980; Schatzman el
al. 1983; Wise and Kuo 1983). Therefore, as we ex-
pected. H-7. a potent inhibitor of PK.C, had no effect on
excystation. Thus, we conclude that CaM antagonists
inhibited this cellular activity through 2 Ca*”-/CaM-
dependent process.

In summary, the results presented in this paper sup-
port the notion that CaM is involved in the mechanism
of excystation in G. lamblia. Further research is required
to determine the exact mechanisms of inhibition.
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