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RESUMEN

La ciclosporina A (CsA) es un ciclopéptido hidrofébico de 11 aminoéacidos
utilizado en medicina por sus potentes propiedades inmunosupresoras. Por otro
lado, se le atribuye una fuerte y selectiva actividad antiparasitaria tanto in vitro
como in vivo contra algunos protozoos y helmintos. Existen un sinntimero de
analogos.de la CsA sintetizados artificialmente. Uno de estos analogos conocido
como PSC-833 se ha probado en algunos parasitos mostrando una actividad
antiparasitaria mayor que la propia CsA; este hecho, aunado a que no es un
farmaco inmunosupresor como la ciclosporina A, lo hacen un candidato muy
atractivo en la busqueda de nuevos medicamentos contra las enfermedades
parasitarias asi como para la exploraciéon de los mecanismos de accion del
farmaco.

En el presente trabajo se explord el efecto de la CsA vy su analogo no
inmunosupresor PSC-833 sobre la proliferacion de trofozoitos de la cepa HM-
1:IMSS de Entamoeba histolytica vy el desarrollo del absceso hepitico amibiano
(AHA) en un modelo de hamsteres. La CsA mostré un claro efecto anti-
proliferativo sobre la amiba, asi como protegié a los animales del desarrollo del
AHA. Sin embargo, PSC-833 no mostrd efecto alguno en estos dos casos.

Para evaluar el probable mecanismo de accidon de la CsA, se determind el
efecto de ambas drogas sobre la clona C2 de E. histolytica la cual sobreexpresa
genes que codifican para la glicoproteina-P (Pgp). Estas proteinas de membrana
que actitan como bombas de eflujo de metabolitos téxicos vy drogas, confieren
resistencia a emetina y a otras drogas en dicha clona, presentando un fenotipo de
Multi Drug Resistance (MDR). Esta parte del trabajo se sustenté en la base de que
la CsA vy el PSC-833 bloquean la funcién de las Pgp v son capaces de revertir el
fenotipo MDR en aquellas células que lo posee. Para el caso de esta clona C2, la
CsA inhibid su proliferacion en ausencia y presencia de emetina, mientras que
para PSC-833 solo lo hizo en presencia de emetina. En conjunto los resultados
muestran que la CsA posee actividad anti-amibiana, v que esta actividad podria
estar involucrada con un mecanismo de accidon que no necesariamente involucra
a las Pgp. Asi, pareceria que este efecto anti-amiano este asociado a la capacidad
inmunosupresora de la CsA vy por lo tanto a través de la via por la cual actia en
los linfocitos T. ‘

Por otro lado, en cuanto a los ensayos in vivo, se discute la probable
participacién de la respuesta inmune en la extensién delas lesiones hepéaticas
amibianas en los hamsteres.




1. INTRODUCCION

“Cientos de milenios han tenido que transcurrir en el planeta Tierra, para que en el
,d‘e\‘/enir de la biologia, diversas especies evolucionaran y adoptaran el parasitismo
‘como forma de vida. Muchas especies de parasitos se han adaptado al ser humano
'ﬂocasionéndole miultiples enfermedades e incluso la muerte.

Las infecciones parasitarias se presentan frecuentemente como asintomaticas
debido a que se establece un equilibrio en la relacién huésped-parasito, lo cual permite
la diseminacién y persistencia de los agentes patogenos, facilitando asi la perpetuacion

. de estas especies; sin embargo, en ocasiones esta relacion de equilibrio se rompe por
multiples causas como la existencia de parasitos muy virulentos, cargas parasitarias
muy elevadas o alteraciones en los mecanismos naturales de defensa, como la
inmunidad o la ruptura de barreras anatémicas, lo que conduce a la diseminacion vy

proliferacion de los parasitos, en algunos casos provocando la muerte del huésped.

1. Amibiasis
1.1 Entamoeba histolytica
Seis especies de amibas parasitas se pueden encontrar cominmente en el tracto
gastrointestinal del hombre, incluyendo cuatro especies del género Entamoeba: E.
histolytica, E. hartmanni, E. coli y E. dispar, ademas de dos especies identificadas
como lodamoeba butschlii vy Endolimax nana (Martinez-Palomo, 1998). De estas
especies, solo E. histolytica es considerada de importancia médica, va que es la
causante de una enfermedad distribuida ampliamente en el mundo: la amibiasis.

Asi pues, la amibiasis se define como la infeccion del tracto gastrointestinal
humano por el parasito E. histolytica, el cual es capaz de invadir la mucosa intestinal y

en algunos casos puede llegar a diseminarse a otros érganos, principalmente al higado.



1.2 Ciclo de vida
E. histolytica es un protozoario unicelular que durante su ciclo de vida oscila entre dos
fases: el trofozoito o fase invasora, que es uninucleado y mide de 20 a 40 micras

(Fig.1), y el quiste o fase infectiva, que en su forma inmadura posee un solo nucleo

mientras que al madurar es tetranucleado v mide de 8 a 20 micras de diametro (Fig. 2)
(Martinez-Palomo, 1998).

Fig.1 Micrografia electrénica de barrido in situ de Fig. 2 Quuste de E. histolytica tetudo con yodo
trofozoitos de Entamoeba histolytica.

L.a infeccién con E. histolytica se adquiere por la ingestion de alimentos y agua
contaminados con quistes maduros provenientes de la materia fecal v resistentes a los
Jugos gastrlcos. En el intestino delgado, el quiste pierde su cubierta de quitina
'hberando una amiba tetranucleada que duplica sus nucleos: después el citoplasma se

‘:fragmenta formando ocho pequenas amebas, llamadas amébulas metaquisticas. las

,cuales al mlgrar ‘al intestino grueso se transforman en trofozoitos maduros. Los

£ trofozmtos i vaden el colon donde se alimentan de bacterias y restos celulares. En el

.caso de mfeccxon por E. dispar (aproximadamente S0% de los casos), los trofozoitos
. vxven como comensales en el colon sin ninguna manifestacion sintomatica (Fig. 3A).
Por el contrarlo, en la infeccién por E. histolytica (10%). la mayoria de los pacientes

presenta la clasica disenteria amibiana por invasiéon de la mucosa colénica (Fig. 3B) y

~



en algunos casos (0.1%) desarrollan absceso hepatico por migracidon de trofozoitos a
través de la vena porta (Fig. 3C).

En cualquier caso, los trofozoitos que alcanzan la parte baja del intestino grueso
se enquistan en un proceso estimulado por condiciones luminales poco conocidas, vy
son arrojados en las heces. Los quistes pueden permanecer viables a la intemperie por
» 'semanas o meses, y al ser ingeridos nuevamente, el ciclo de vida se completa (OMS,

“ 1997).

= Colonizacién no invasiva
A - Fooma infectante [B] - entamedad intestinal
A- Forma diagndéstica

= Enfermwdad extraintestina |

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



1.3 Incidencia

La amibiasis es una infeccién cosmopolita que estd presente en los cinco continentes
con tasas de prevalencia variables de un lugar a otro; sin embargo debido a sus
condiciones geograficas, econémicas y sociales, las infecciones parasitarias, entre ellas
la amibiasis, ocurren con mayor frecuencia en los paises tropicales y subdesarrollados.

La incidencia y mortalidad anuales de las principales enfermedades parasitarias
son estimadas por la Organizaciéon Mundial de Salud (OMS). A nivel mundial, la
amibiasis es la infeccidén por protozoarios mas frecuente en el hombre y esta
catalogada como la segunda causa de muerte por parasitos protozoarios, colocandose
justo detrds de la malaria (Boletin Epidemioldgico OPS, 1997). Se estima que
alrededor del 10% de la poblaciéon mundial se encuentra infectada v de este porcentaje
aproximadamente el 10% sufre los sintomas de la enfermedad, causando entre 40 y
110 mil muertes anuales (Conde-Bonfil y cols., 1992; Orozco y cols., 1995; Zambrano-
Villa vy cols., 2002).

En México se estima que el 20% de la poblacion total es portador asintomatico
del parésito, de los cuales el 2% presenta sintomas lo que resulta en la muerte de
10,000 a 30,000 personas anualmente (Conde-Bonfil v cols., 1992). Estos datos
ubican a la amibiasis entre las primeras causas de morbi-mortalidad por infecciones
parasitarias en nuestro pais. La enfermedad es muy comun en areas pobres y con
condiciones higiénicas deficientes donde el hacinamiento, la deposicion inadecuada de

excretas y la contaminacion de las aguas favorece su transmision (OMS, 1997).

1.4 Patologia

La virulencia de E. histolytica se debe a diferentes factores entre los que destacan: a)
una proteina lectina de superficie, que interviene en la unién del parasito a las células
del huésped y que puede contribuir a la resistencia de la amiba ante la respuesta
“inmune del complemento {Braga y cols., 1992), b) pequefos péptidos conocidos
como amibaporo, similares al C9 del complemento vy capaces de lisar las células, los
cuales juegan ;Jn papel irhportante en la destruccion de células epiteliales, intestinales,

hepatocitos y células del sistema inmune (Leippe v cols.. 1991), ¢) una familia de



proteasas de cisteina las cuales se cree son la clave de la invasion de tejidos, evasion de
la respuesta inmune del hospedero y colonizacién de diferentes 6rganos (Gadasi v
Kessler, 1983; Hidalgo vy cols., 1990) y d) otros compuestos como la fosfolipasa, el
lipofosfoglicano y una amplia variedad de enzimas hidroliticas (Long-Krig v cols.,
1985; Ravdin, 1986; Bailey y cols., 1990). Todos estos factores contribuyen en la
virulencia y patologias causadas por la amiba

Dos formas de amibiasis han sido reconocidas por los médicos: la amibiasis
luminar en donde los sintomas son aparentes, y la amibiasis invasora en la cual los
trofozoitos invaden la mucosa intestinal produciendo disenteria y/o abscesos por
migracién de los trofozoitos a través del torrente sanguineo hacia organos

extraintestinales (Martinez-Palomo, 1987).

1.4.1 Disenteria Amibiana

L.a invasién de la mucosa coldnica causa la disenteria amibiana, que se caracteriza por
la formacién de tlceras frecuentemente en forma de botella acompanadas de
hemorragias causando fiebre y dolor abdominal agudo. En la mayoria de los casos la
infeccién con E. histolytica esta confinada al lumen intestinal; sin embargo. en algunas
ocasiones aproximadamente el 10% de los casos puede resultar en la invasion de la
mucosa coldénica que se complica cuando los trofozoitos se diseminan a la cavidad
peritoneal o al higado por la perforacién de las paredes intestinales y via el sistema
porta, resultando asi en la formacién de un absceso hepatico 6 en una peritonitis

asociada a una fistula (Ravdin, 1988).

1.4.2 Absceso Hepatico Amibiano (AHA)

Es causado por la migracién de trofozoitos al higado a través de la vena porta y es la
causa de la mayoria de los casos letales por infeccidn con E. histolytica. En el absceso.
el parénquima hepdatico es completamente sustituido por restos necréticos de
hepatocitos con la presencia de escasos trofozoitos y células inflamatorias (OMS.
1997). En casos extremos, la formacién de un AHA de grandes dimensiones puede

llegar a perforar la cavidad peritoneal, pericérdica y pleural. Cuando se perfora el

W



diafragma, la infeccién amibiana llega a invadir el parénquima pulmonar o los
bronquios resultando en la formacion de abscesos en pulmones, e incluso en algunos
casos, esta diseminacidn alcanza érganos tan distales como el cerebro. Estos casos son
solo ocasionales, asi como aquellos en los cuales se han encontrado trofozoitos en

otros tejidos como la piel y las mucosas asociadas a los 6rganos genitales.

1.5 Tratamiento
Debido a que a la fecha no se ha tenido éxito en el desarrollo de una vacuna contra
este parésito, el tratamiento farmacolégico, es la unica herramienta de combate de la
infeccién. Este se administra sobre la base de medicamentos que pueden subdividirse
en fres grupos: a) los que actian en el lumen intestinal, como las quinoleinas, la
diloxanida, el sulfato de paromicina y las quinfamidas; b) los amebicidas tisulares
como: la emetina, la dehidroemetina y la cloroquina y ¢) los que actian en ambos
kn}ivelgs Como el metronidazol y sus derivados (Conde-Bonfil y cols., 1992). Los
k brif_‘r\\érgs_’tfatamientos de la amibiasis se realizaban con la administracién de emetina,
‘sﬁinget‘nybyafgo en la actualidad el medicamento de eleccidn por su alta eficacia es el

metronidazol.

1.5.1 Emetina

Esta droga, pionera en el tratamiento de la amibiasis, es un alcaloide que se obtiene de
la raiz de una planta conocida en Ameérica del Sur como ipecacuana (Schavenberg y
Paris, 1977). En los eucariontes, la emetina inhibe la sintesis de proteinas al unirse
irreversiblemente a la subunidad 60S de los ribosomas en el sitio de elongacion de la
cadena polipeptidica, resultando asi en un efecto letal sobre los trofozoitos de E.
histolytica (Orozco y cols., 1995) Se ha reportado que esta droga se acumula en el
higado, por lo cual fue ampliamente utilizada para el tratamiento de pacientes con
absceso hepatico (Martinez-Palomo, 1989). Sin embargo, la gran cantidad de efectos
toxicos colaterales como hipertension, taquicardia y alteraciones gastrointestinales,
limitaron en gran medida su uso. Se han sintetizado diferentes analogos de la emetina

como la dehidroemetina, la cual tiene mayor potencial amebicida que la propia



emetina y ademdas sus efectos téxicos son menores, sin embargo el uso de estos

analogos fue desplazado por la alta efectividad del metronidazol.

1.5.2 Metronidazol

El metronidazol (MTZ) [1-(pB-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol], se desarrolié con el
propdsito de combatir infecciones por Tricomonas vaginalis. Poco después, su uso se
diversific6 para combatir las infecciones provocadas por E. histolytica y Giardia
lamblia. Hoy en dia el metronidazol es también considerado uno de los medicamentos
maés eficaces para combatir las infecciones por bacterias anaerobias tanto gram-
negativas como gram-positivas { Menéndez, 2002).

La eficacia de este compuesto se ha demostrado desde 1961. Sin embargo, la
frecuencia de los efectos colaterales adversos que se producen en un buen nimero de
pacientes (nausea, mareo, sabor metdlico, dolor de cabeza, etc.) y sus efectos
mutagénicos y cancerigenos en ratones a altas dosis (Conde-Bonfil v cols., 1992), ha
generado interés por el desamrollo e identificacion de sustitutos del metronidazol,
igualmente eficientes pero con un mayor grado de tolerancia (Garcia-Manzo, 1989).

El MTZ en su forma nativa es practicamente inactivo hasta que es metabolizado
dentro de los organismos susceptibles; entra a las células por difusion pasiva en donde,
por la accién reductora de la enzima ferredoxina o flavodoxina, el grupo nitro es
transformado y activado a un radical-nitro citotdxico resultando en la formacion de N-
hidroxietil del acido oxamico y de acetamida. Asi pues, se ha postulado que el
mecanismo de accién del fArmaco es a través de la eliminaciéon del potencial reductor
de los microorganismos, ademas de la formacién de complejos con las proteinas y los
acidos nucleicos dafiando a las células (Bendesky y cols.. 2001).

Aunque este farmaco es muy efectivo, en los tltimos afos se ha incrementado el
interés en el estudio de nuevas alternativas en el tratamiento de estas enfermedades,
debido a la generacién de resistencia al farmaco demostrada para tricomonas, giardia
(Upcroft y cols.,, 1999) y en cultivos in vitro de trofozoitos de E. histolytica por
exposicién continua al MTZ (Samarawickerma y cols., 1997, Wassmann y cols., 1999,

2000; Upcroft et al. 1999). Al mismo tiempo, y probablemente debido al uso



indiscriminado del metronidazol para el tratamiento de varias parasitosis intestinales y
en algunos casos por automedicacién, muy recientemente se detecté un grupo de 19
pacientes con AHA que no respondieron al tratamiento usual con MTZ, sugiriendo la
presencia de un fenotipo de resistencia a la droga (Hanna y cols., 2000).

En virtud de lo anterior y de que el fendmeno de resistencia a dicha droga ya se ha
demostrado en parasitosis como giardiasis, tricomoniasis (Upcroft y cols., 1999) vy
amibiasis (Hanna y cols.,, 2001), el desarrollo de nuevas drogas anti-parasitarias

ademas del metronidazol, se considera de suma importancia.

2 Efecto de la Ciclosporina A sobre parasitos.
2.1 Ciclosporina A
La Ciclosporina A (CsA) es un péptido ciclico de 11 aminoacidos extraido del hongo
Tolypocladium inflaturm. Posee poderosas propiedades inmunosupresoras, por lo que
es ampliamente utilizado en el tratamiento y control de ciertas enfermedades
autoinmunes, asi como para la prevencién del rechazo de transplantes de 6rganos v
tejidos (Handschumacher y cols., 1984).

Sin embargo, en 1981 Tomen-Scott y colaboradores realizaron un experimento

“en el cual, casualmente descubrieron las propiedades antiparasitarias de la CsA. En

© este ensayo, se inyecté CsA a ratones que posterionrmente se infectaron con

: ‘Plasmodium chabaudi y P. berghei con el objeto de investigar el papel de las células T
en. el control de la infeccién. Contrario a lo que esperaban, la CsA redujo la

_"'parasitremia en los ratones en lugar de aumentarla, y por otro lado extendid

v’_{significati’vamente el tiempo de vida de los ratones infectados. (Tomen-Scott, 1981;

Nickell y cols.,, 1982). Esta propiedad antiparasitaria fue confirmada mas tarde en

' .ekbérimentos in vitro para P. yoelii, P. falciparum y P. vivax (Bell y cols., 1994;

Dobson y cols.,, 1999; Kocken y cols.,, 1996) asi como para algunos helmintos,
~“céstodos y nematodos (Chappell y cols., 1992). A la fecha, el efecto antiparasitario de
~la CsA se ha documentado in vitro contra casi todos los grupos taxondmicos

ensayados (Tabla 1) (Chappell y cols., 1992; Bell y cols.. 1996). Sin embargo vy debido



a su efecto inmunosupresor sobre las células T, en algunos grupos de parasitos la CsA
exacerba la infeccién in vivo. Tal es el caso de las infecciones por Trypanosoma vy
“Giardia, y en algunas ocasiones en Toxoplasma y Leishmania en estos dos ultimos con
un efecto variable (Chappell vy cols., 1992). Los resultados de la administracion de la
droga in vivo varian dependiendo de factores como la sincronizacién del tratamiento
con respecto a la infeccién, la ruta de administraciéon del farmaco, la dosis y el nimero

de tratamientos aplicados.

Tablal. Parasitos susceptibles al tratamiento con CsA (Page v cols., 1995).

Pardsitos susceptibles a CsA

PROTOZOA
Haemosporina
Plasmodium berghei
Plasmodium yoelii
Plasmodium chabaudi
Plasmodium falciparum

Trypanosomatina

Tripanosoma brucei brucei

Leishmania major
Leishmania tropica

Eimeriina
Eimeria tenella

HELMINTOS
Nematoda

Trichinella spiralis
Litomosoides carinii
Acanthochiclonema viteae
Strongyloides ratti

Trematoda
Paragonimus miyazakii
Fasciola hepatica
Schistosoma mansoni

Cestoda
Hymenolepis microstoma

Eimeria vermiformis
Eimeria mitis
Toxoplasma gondii

2.2 Efecto de la CsA sobre E. histolytica.

Recientemente nuestro grupo de investigacion describié la primera ciclofilina (CyP) de
E. histolytica (Ostoa vy cols., 2000). En este contexto la importancia de esta proteina
recae en el hecho de que en algunos grupos de parasitos donde la CsA ejerce un
efeg:to; se demostré que la CyP es el blanco intracelular de la droga inmunosupresora
(Bell y cols., 1994; Clipstone y cols., 1994; Dobson y cols.,, 1999; Khattab vy cols..
1999). Si_h embargo no se conocia el efecto de la CsA sobre la amiba, por lo que

..nuestro grupo se avocé a determinarlo, para lo cual se disefic un primer ensayo.




El tratamiento de cultivos de trofozoitos (5x10%ml) de la cepa HM-1:IMSS de E.
histolytica con concentraciones de CsA entre 0.001 y 50 ng/ml demostraron una
inhibicién en la proliferaciéon dosis-dependiente a las 72 h de exposicién al farmaco
(Fig. 4). Asi mismo los resultados mostraron el 50% de inhibicién (IC,;) de la
- proliferacién con una dosis de 1 pg/mly un efecto letal a dosis = 50 ng/ml (Carrero v
cols., 2000).

En comparacién con lo reportado acerca del efecto de CsA sobre otros
parasitos, los datos obtenidos colocan a la amiba como un parasito altamente
susceptible a la CsA. Estos antecedentes son la base del presente trabajo de
investigacion, dirigido a determinar el mecanismo de la actividad anti-amibiana por

CsA.
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Fig. 4 Efecto de la CsA sobre la proliferaciéon de la cepa HM-1:IMSS de E: histolytica. IC,=1

ng/ml a las 72 h. de cultivo.

El mecanismo de accién de esta actividad anti-amibiana de la CsA es ain
desconocido. Sin embargo, en el presente trabajo y en base a la literatura se proponen
dos posibilidades mediante las cuales la droga podria estar ejerciendo su efecto

antiparasitario.



‘a) La primera propuesta se soporta precisamente en el mecanismo por el cual la
CsA suprime al sistema inmune (Neil y cols., 1992); al igual que como lo hace con los
linfocitos T (Fig 5) se ha propuesto que en los parasitos, la CsA forma complejos
kproteicos con las CyP de las células, los cuales a su vez podrian interferir con la
actividad de una fosfatasa dependiente de calcio y calmodulina denominada
: calcineurina (CN) o con una molécula similar existente en los parasitos (Clipstone y
cols., 1994; Dobson y cols., 1999). En el caso de los linfocitos T, en una de las vias de
sefnalizacién celular, la CN defosforila factores de transcripcién, como el NF-AT
permitiendo su translocacién al nacleo y como resultado la expresion de genes como el
de IL-2 involucrados en la replicacidn celular (Fig 5); de tal forma que la inhibicién de
la CN en los linfocitos T impide la expresién de IL-2 y por lo tanto inhibe su
proliferaciéon (Neil y cols., 1992). En el caso de algunos parasitos como Schistosoma
mansoni, se ha demostrado que la inhibicién de la CN por los complejos CsA-CyP
inhibe la expresién de genes como Sm28GST asociados al crecimiento vy
diferenciacién del parasito (Serra v cols, 1999).
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Fig. 5 Via mediada por la inhibicién de la CN. Esta inhibicién es mediada por el bloqueo de
la transcripcion de genes involucrados en la replicacion celular o en el desarrollo de los

parasitos por accién del complejo CyP-CsA.



b) Por otra parte, existen reportes de que este efecto antiparasitario tambien podria
estar mediado por la inhibicién de la funciones de las glicoproteinas-P (Pgp), proteinas
transmembranales a las que se les atribuyen diferentes funciones. En este sentido, la
CsA se puede unir de manera irreversible a la Pgp impidiendo funciones tales como la
eliminacién de metabolitos téxicos que pueden llevar a las células a la muerte y/o la
inhibicién del eflujo de algunos farmacos (Fig.6) (Foxwell y cols., 1989; Archinal-
Mattheis y cols., 1995; Di Pietro vy cols., 1999).
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Fig. 6 Via mediada por la inhibicién de las funciones de la Pgp. La inhibicién se da
mediante el bloqueo del eflujo de metabolitos téxicos o farmacos, también puede ser por la

inhibicidn de otras funciones asociadas a la Pgp.

A continuacidon se describen las principales moléculas involucradas en los dos

mecanismos de accidén propuestos y descritos anteriormente.



3. Via mediada por la inhibiciéon de la CN.
Debido a que postulamos que la inhibicion de la CN en E. histolytica es una via
indirecta en la cual se involucran los complejos proteicos formados entre la CsA vy las

CyP de la amiba, hablaremos un poco de estas moléculas.

3.1 Ciclofilinas

Las ciclofilinas son una familia de proteinas que se han identificado en varios
compartimentos celulares como el reticulo endoplasmico. el nicleo, las mitocondrias vy
el citoplasma; asi mismo, se han encontrado en una gran variedad de organismos
incluyendo mamiferos, bacterias, hongos, plantas e incluso en algunos parasitos como
Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Schistosoma mansoni v lLeishmania
major. Aunque la funcién especifica que desempenan en estos organismos no se
conoce completamente todas las isoformas de ciclofilinas poseen una actividad
enzimatica de peptidil-prolil cis-trans isomerasa (Anexo 1) inhibible por la CsA.

La primera ciclofilina se describié en timocitos de ternera, es una proteina
citoplasmica de 18 kDa con un punto isoeléctrico alcalino mayor a 9.
" (Handschumacher, y cols., 1984). Posteriormente se encontré su equivalente en
. humanos con un alto grado de identidad (Harding MW, y cols.. 1986).

El estudio de las ciclofilinas como blanco de la CsA ha tomado gran importancia
erjalgunos parasitos debido principalmente, al hallazgo antes mencionado sobre la
-actividad antiparasitaria de CsA (Tomen-Scott y cols., 1981) v a estudios subsecuentes
_en otros parésitos tanto protozoarios como helmintos (Chapell v cols., 1994; Carrero y
cols., 2000). Recientemente nuestro grupo de investigacién reporté el primer gene
" identificado en E. histolytica que codifica para una proteina tipo ciclofilina (EhCyP) el
'.'_cual posee una identidad del 68-72% con otras CyP ya reportadas, una masa
hdlecula}':de 18,152 Da y un punto isoeléctrico de 8.8 pH (Ostoa v cols., 2000). La
ldentxﬁcacxén de este gen en E. histolytica cobra importancia al relacionarlo con el
L efgcio far;itiamiano de la CsA, ya que podria ser uno de sus blancos intracelulres,

mediante el cual pudiere estar ejerciendo su efecto anti-amibiano.



3.2 Calcineurina.
Al mismo tiempo y debido a que la formacién de complejos CsA-CyP inhiben la
funcién de la calcineurina (CN), esta enzima también es importante dentro de este
mecanismo de accién propuesto para la CsA en contra de la amiba.

En general, las fosfoserinas-treoninas fosfatasas, estdn formadas por dos familias

de metalo-enzimas: las fosfoserinas fosfatasas M (PPM) v las fosfoserinas fosfatasas P

. (PPP). La CN es una fosfatasa citoplasmica perteneciente a esta ultima familia, estas

‘pueden ser de varios tipos: las fosfatasas 1 y 2 (PP1 y PP2) las cuales se inhiben por
acciébn del acido okadaico (Khattab y cols., 1999), la fosfatasa 2C (PP2C)
dependientes de Mg*2, v la fosfatasa 2B (PP2B) llamada también calcineurina, la cual
es dependiente de Ca*?y calmodulina para llevar a cabo su funcién defosforilante de
factores de transcripcidon del tipo NF-AT, una vez que estos factores son defosforilados,
entran al nicleo y promueven la transcripciéon de ciertos genes (Neil v cols., 1992), es
precisamente esta actividad defosforilante de la CN la.que se inhibe por la accién de
los complejos formados entre la CsA y la CyP (Fig. 5). Otro inhibidor especifico de la
actividad fosfatasa es el EGTA, un quelante especifico de calcio (Clipstone y cols.,
1994; Khattab vy col., 1999).

4. Via mediada por la inhibiciéon de la Pgp.
El segundo mecanismo de accién planteado en las hip6tesis, se basa en la inhibiciéon
de la o las funciones de la Pgp en los trofozoitos de E. histolytica, a continuacién se

presentan las principales caracteristicas e implicaciones de esta proteina en el parasito.

4.1 Glicoproteinas P

Las Pgp son proteinas transmembranales que pertenecen a la superfamilia ABC (ATP-
Binding-Casette), implicadas en diversas funciones tales como la detoxificacién celular,
la translocacién de moléculas orgéanicas (lipidos), el transporte de algunas citocinas
(Van Helvoort, y cols. 1996) y el movimiento de iénes durante la requlacidén osmaética

actuando como canales de cloro (Higgins, 1995; Delgadillo y cols., 2002), también se
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les ha relacionado de alguna manera con la diferenciacién celular y la apoptosis
(Bunting, v cols. 1998). Finalmente se ha descrito que funcionan como bombas de
efluyjo expulsando compuestos o farmacos citotdxicos al exterior celular y en contra de
un gradiente de concentracién mediante un transporte dependiente de ATP.

Por otro lado, aqui cabe mencionar que existe un fendmeno de resistencia a
farmacos conocido como Multi Drug Resistance (MDR), el cual ha sido ampliamente
documentado. Este fenémeno es multifactorial, debido a que los mecanismos celulares
v moleculares implicados en el mismo son muy variables, e incluso en algunas
ocasiones pueden coexistir. Los mecanismos descritos son: modificaciones en la
entrada del farmaco, inactivacion de las drogas, mutaciones en los genes vy en las
proteinas blanco de accidn, modificaciones en la capacidad de reparacion del dano
celular, v un incremento en los niveles de expresion de moléculas involucradas en la
eliminacién de los farmacos. Es precisamente este ultimo mecanismo el que se
involucra directamente con las glicoproteinas P yva que se sabe que la sobreexpresion
de estas proteinas en las células confieren un fenotipo MDR

Esta condiciéon confiere a las células la capacidad de resistir el efecto de una
droga que funciona como agente selectivo v al mismo tiempo confiere resistencia
cruzada a un amplio espectro de farmacos diferentes estructural y bioquimicamente
(Gros, v cols. 1996). Las Gnicas caracteristicas que frecuentemente comparten estas
drogas es que son anfifilicas, poseen anillos aromaticos en sus estructuras y pesan entre
100 y 2000 Da. La habilidad de las células para desarrollan el fenotipo MDR,
recientemente ha cobrado gran importancia en el estudio sobre el desarvollo y

persistencia de enfermedades causadas por parasitos.

4.2 Parasitos y MDR

Existe una amplia evidencia de que la sobreexpresion de las glicoproteinas-P son
frecuentemente un mecanismo responsables del fenotipo MDR. En células cancerosas,
la sobreexpresién de las glicoproteinas-P se ha relacionado precisamente con su
caracteristico fenotipo de resistencia hacia las drogas anticancerigenas utilizadas

durante el tratamiento (Shustik v cols. 1995; Di Pietro y cols.. 1999). Por otro lado, en
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algunos parasitos como P. falciparum, L. major, T. vaginalis, G. lamblia y E. histolytica
va se ha descrito una resistencia a los fArmacos empleados en el tratamiento mediante
" diferentes procesos moleculares (Gamarro vy cols., 1997).

Por ejemplo, la resistencia al metronidazol en la mayoria de los casos
reportados hasta ahora, se debe a una mutacién en la enzima piruvato-ferredoxina
oxidoreductasa que usualmente aporta un electrén para la activacién del MTZ
(Wassmann y cols., 1999; 2000). En el caso de E. histolytica se ha reportado la
induccién in vitro de resistencia a metronidazol en condiciones microaerofilicas debido
a la sobreexpresiéon de las enzimas superoxido dismutasa y la peroxirredoxina, las
cuales inactivan al metronidazol (Samarawickrema, y cols., 1997; Wassman v cols.,
1999). Sin embargo, también existen clonas de E. histolytica resistentes a emetina,
cuya resistencia se relaciona con la sobreexpresion de Pgp, tal es el caso de la clona C2

de E histolytica.

4.3 Clona C2 de E. histolytica.
Esta clona fue desarrollada en 1985 por el grupo de la Dra. Esther Orozco en el IPN-
CINVESTAV como un modelo para el estudio de la resistencia a farmacos en E.
histolytica (Orozco y cols., 1985). La clona C2 presenta resistencia a diversas
concentraciones de emetina, a partir de la cepa HM-1:IMSS por clonacién se extrajo
una clona sensible a emetina denominada clona A, la cual fue sometida a un proceso
de mutagénesis quimica con etilmetanosulfonato (EMS). Posterior a la mutacién, se
realizé6 una seleccién de los trofozoitos capaces de crecer en presencia de emetina,
obteniéndose dos tipos diferentes de clonas resistentes: la C9 resistente a 35 uM de
emetina y que resulto ser sensible a otras drogas, v la C2 resistente a concentraciones
mayores a 90 uM de emetina vy que ademas mostrd resistencia cruzada con otras
drogas no relacionadas como colchicina, iodoquinol y diloxanida, presentando asi un
fenotipo MDR. (Samuelson J y cols., 1990; Ayala y cols., 1990).

Mientras que la clona C9 aparentemente se encuentra alterada en la maquinaria
de sintesis proteica, la clona C2Z resulto tener modificaciones en el transporte de la

droga. Afios mas tarde se realizé un estudio fisioldégico para determinar el proceso de
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resistencia a emetina. Los resultaron mostraron una menor acumulacién intracelular de
la emetina en la clona resistente (C2) en comparacién con la sensible (CA) como
resultado del transporte de emetina mediado por la Pgp (Gémez v cols., 1996). Al
mismo tiempo se demostré que el Verapamil, un bloqueador de canales de calcio,
revertia el fenotipo MDR de los trofozoitos de la clona C2 mediante la inhibicion de la
Pgp, corroborando que su resistencia se debia al transporte y a la sobreexpresion de
esta bomba de superficie. Actualmente la clona C2 es capaz de crecer a 225 uM de
emetina (Samuelson y cols., 1992).

Estudios recientes han demostrado que E. histolytica posee 2 pseudogenes y 4
genes de Pgp, de los cuales el gene EhPgpl se expresa constitutivamente (Gémez y
cols., 1998) v el EhPgp5 con una expresién inducible por emetina, confieren esta
resistencia frente a la droga ( Pérez y cols., 1998). Debido a que codifican para
proteinas tipo Pgp, éstas acttan como bombas de eflujo expulsando la emetina fuera
de la célula permitiéndole a la amiba crecer a concentraciones elevadas de emetina

(Descoteaux y cols., 1992; Gémez vy cols., 2000; Pérez v cols., 2000).

4.4 Inhibicién de la Pgp por CsA

La CsA vy algunos de sus analogos son capaces de revertir el fenotipo MDR que
generalmente desarrollan las células cancerigenas al tratamiento farmacolégico debido
a la sobreexpresidon de Pgps; es decir actian como efectivos quimio-sensibilizadores
(Foxwell y cols., 1989). Al mismo tiempo existen estudios en células de mamifero
(CHRCS5) que demuestran una clara interaccién molecular entre la CsA y las Pap
(Demule y cols.,, 1997). Incluso, en parasitos como Toxoplasma gondii vy
Criptosporidium parvum, se ha demostrado la unidon irreversible de la CsA vy algunos
analogos como el PSC-833, con las Pgp bloqueando su capacidad de bombeo e
impidiendo el efluvio de metabolitos téxicos. Se ha sugerido que este proceso puede
ser parcialmente responsable del efecto antiparasitario de las drogas (Silverman y cols.,
1997 y Perkins y cols., 1998).



5. Analogos de CsA

A la fecha se han descrito cientos de analogos de la CsA sintetizados artificialmente por
introduccién, delecién y substitucion de grupos funcionales en la molécula original
(Archinal-Mattheis vy cols., 1995). La mayoria de ellos fueron disefiados para
incrementar la susceptibilidad de las células cancerigenas a las drogas utilizadas en el
tratamiento de la enfermedad, debido a que como se ha mencionado antes, la CsA vy
sus analogos ademas de unirse a las ciclofilinas, también lo hacen a las glicoproteinas P
(Pgp) inhibiendo su funcién y algunas veces revirtiendo el fenotipo de multiresistencia
a estas drogas (Shustik y cols., 1995; Twentyman, 1992).

Gran parte de estos analogos muestran también actividad antiparasitaria, en
algunos casos con una eficacia superior a la lograda con la CsA (Silverman y cols.,
1997; Perkins y cols., 1998). La importancia de estos analogos recae en el hecho de
que no son inmunosupresores, lo que abre la posibilidad de que puedan llegar a ser
utilizados como agentes antiparasitarios confiables en humanos. La identificacién de
los mecanismos de accién de estas drogas, también posibilitan la identificacién de
blancos especificos mediante los cuales los farmacos ejercen efecto y por ende en el
futuro desarrollo de drogas especificas contra los parasitos, evitando su efecto sobre las
células del hospedero. Sin embargo, es claro que su uso en este sentido requiere de

muchos estudios adicionales.

5.1 PSC-833.

Es un andlogo de CsA ([3’-keto-Bmtl]-Val2]-cyclosporin), no inmunosupresor ni
nefrotéxico, también conocido como Valspodar 6 Amdray. PSC-833 se une con alta
afinidad a las Pgp v es un inhibidor no competitivo pobremente transportado por esta
bomba de eflujo (Archinal-Mattheis v cols., 1995; Sikic, 1997). Se ha reportado que es
de 5 a 30 veces mas potente que CsA en la inhibiciéon de la expulsion de drogas
citotéxicas en células resistentes, incrementando asi, la acumulacién de drogas en el

interior celular.



En el caso de parasitos, PSC-833 mostré un efecto antimalaria 10 veces mas
potente que el de la CsA (Bell y cols., 1994) e inhibié la actividad de las Pgp de
Cryptosporidium parvum y Toxoplasma gondii, bloqueando la eliminacion de
substancias toxicas producto del metabolismo, asi como la incorporacién de nutrientes
criticos lo que resulté en la muerte de los parasitos (Perkins et al., 1998; Silverman et
al., 1997).

Adermnés de PSC-833 se han reportados otros anadlogos con actividad antiparasitaria
como: SDZ 033-243, SDZ 215-918, SDZ 216-070 y SDZ 217-383. De ellos, PSC-833
por sus caracteristicas no inmunosupresoras y su potente actividad antiparasitaria se

vislumbra como una poderosa herramienta de investigaciéon y a la vez como un

"~ potente y seguro farmaco antiparasitario y anticancerigeno.



II. JUSTIFICACION

-La principal forma de defensa contra enfermedades como la amibiasis se basa en la
quimioterapia sin embargo se ha demostrado la existencia de un fenotipo de
resistencia en E. histolytica y otros parasitos frente a los farmacos utilizados en el
tratamiento de las parasitosis. Por lo tanto el desarrollo de nuevos farmacos para el
tratamiento y control de dichas enfermedades asi como la determinacién de sus
mecanismos de accidén es de suma importancia.

En el presente trabajo nos propusimos determinar el efecto de la CsA en el
desarrollo del absceso hepéatico y al mismo tiempo probar el efecto del farmaco PSC-
833 no inmunosupresor sobre E. histolytica. Finalmente tratamos de determinar el

mecanismo de accién mediante el cual los farmacos actuan.
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III. OBJETIVOS
1. Objetivo

e FEvaluar el efecto in vivo e in vitro de la ciclosporina A vy su analogo no

inmunosupresor PSC-833 sobre Entamoeba histolytica.

2. Metas
e Establecer el mecanismo de accidon de la ciclosporina A sobre E. histolytica.
e Determinar el efecto in vitro del andlogo PSC-833 sobre la proliferaciéon de
trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM-1:IMSS vy la clona C2.
e Explorar el efecto de la ciclosporina A y su analogo PSC-833 en el desarrollo

del absceso hepético amibiano en un modelo de hamster.




IV. MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo axénico de E. histolytica

1.1 Cepa HM-1:IMSS

Trofozoitos de E. histolytica (7x10°%) de la cepa HM-1:IMSS se cultivaron en 50 ml de
medio TYI[-S-33 estéril suplementado con 15% de suero bovino adulto, 3% de la
mezcla de vitaminas de Diamond, 100 U/ml de penicilina v 100 ng/ml de sulfato de
estreptomicina (Diamond, et al., 1978) a 37°C por 72 horas. Una vez transcurrido este
tiempo los trofozoitos se cosecharon por enfriamiento en hielo durante 5 min y
centrifugacién a 1500 rpm durante 5 min. La pastila se lavé dos veces en
amortiguador de fosfatos PBS:Na,PO, (15 mM pH 7.2, NaCl 0.15 M) centrifugandolos
a 1500 rpm durante 5 min a 4°C.

1.2 Clona C2

Esta clona se cultivé también en medio TYI1-S-33 estéril, adicionado con 14% de suero
bovino adulto (Biofluids), 6% de la mezcla de vitaminas de Diamond (JRH,
Biosciences), 1.2 U/ml de penicilina v 1.4 pg/ml de estreptomicina (Lakeside). Los
cultivos se hicieron en tubos de ensayo con 12 ml de medio en ausencia y en presencia

de emetina a concentraciones de 40 uM (clona C2-40) y 225 uM (clona C2-225).

2. Cinéticas de Crecimiento

Para registrar las curvas de proliferaciéon de la cepa HM-1:IMSS vy de la clona C2 de E.
histolytica, se cultivaron 1.4 x 10* trofozbﬂos/ml en medio de cultivo TYI-S-33
manteniéndolos a 37°C en ausencia o presencia de CsA entre 1 y 100 ng/mi y de PSC-

833 entre 0.001 a 100 pg/ml. Las cinéticas de crecimiento se determinaron evaluando

[B]
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L ebl.k ntmero de trofozoitos cada 24 h con la ayuda de una cdmara de Neubawer y azul

...de fripano (una tincién vital) para determinar viabilidad celular. En el caso de las

El&has C2-40 y C2-225 de E. histolytica, la cinética se realizé en presencia de emetina

La una concentracién final de 40uM y 225uM respectivamente (Fig. 7) (Pérez DG y
- cols., 1998).

in vitro
1.4x10* trofozoitos/ml

5>

Clona C2 (40 y 225 puM)

Clona C2 en

Cepa silvestre presencia de emetina

HM:1-IMSS

Control (-
PSC-833

-~
—
o
-
-
=
(=]
(&

PSC-833
CsA
Control (-)
PSC-833
CsA

r Cinética de Crecimiento cada 24 h. ]

Fig. 7 Esquema del tratamiento de cultivos de E. histolytica HM:1-IMSS, clona C2 en

presencia y ausencia de emetina con diferentes concentraciones de CsA y PSC-833.
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3. Absceso Hepatico Amibiano

3.1 Induccién del AHA

La induccién del absceso hepatico amibiano en el modelo de hamster dorado
Mesocricetus auratus se realizé mediante una laparotomia en hembras de 8 semanas
de edad v de aproximadamente 100 g de peso.

Los animales fueron sedados con Anestesal (pentobarbital sodico) a dosis de 63
mg/kg de peso por via intraperitoneal, se rasuraron ventralmente, se hizo asepsia con
alcohol v se realizé6 una incisién con la ayuda de un bisturi, primero sobre la piel y
después sobre el tejido muscular. Una vez expuesto el higado, se inyectaron
directamente en la vena porta 5 x 10° trofozoitos axénicos de la cepa HM-1:IMSS
resuspendidos en 200 pl de PBS estéril. Inmediatamente después y para evitar una
hemorragia, se cubrid el sitio de la inyecciéon con Gelfoam, una esponja sintética vy
estéril que es absorbida por los tejidos del cuerpo. Finalmente, los tejidos se suturaron
en dos planos con hilo de seda 4-0 (Viclyl) v el &rea se limpid con perdxido de

hidrégeno ( Tsutsumi y cols., 1984).

3.2 Esquema de tratamiento con CsA y PSC-833.

La CsA y su andlogo PSC-833 se administraron en experimentos por separado, a
grupos de 6 hamsteres hembras de 8 semanas, via intra-peritoneal en dosis diarias de
15 mg/kg de peso en 150 ul de solucién oleosa (aceite de ricino). La administraciéon de
las drogas se hizo dos dias previos a la inoculacién intraportal y se mantuvo por siete
dias mas (Fig. 8). Transcurrido este tiempo los animales fueron sacrificados y se extrajo
el higado, el cual fue revisado macroscépicamente y comparado con los érganos de
animales controles no infectados, animales no infectados pero tratados con la droga vy
animales infectados pero no tratados. Posteriormente los higados se fijaron en una
solucién de Formol al 10% en PBS. Estos experimentos se repitieron 2 veces para cada

droga.



CsA 6 PSC-833: dosis diaria de 15mg/kg de peso por via i.p.
Dias [1 [2 Ja [4 [s [6 [7 |8 [9 ]10]
2

Inoculacién intra-portal
5x10° trofozoitos cepa
HM-1:IMSS

Sacrificio

Anadlisis Histolégico del Higado

Fig. 8 Representacién esquemaética del tratamiento de hamsteres con CsA y PSC-833 durante
ta induccién y el desarrollo del AHA.

4. Procesamiento de Tejido Hepatico para Analisis Histolégico.
El tejido hepético fijado en formol se embebié en parafina, se realizaron cortes
transversales con un microtomo y se elaboraron laminillas que se tiReron con
hematoxilina y eosina (HE), una coloracion mixta (dcido-base) mediante la cual las
estructuras nucleares se tifen de azul o purpura oscuro y practicamente todas las
estructuras citoplésmicas, las sustancias intercelulares y el tejido conectivo de rosa
(Leeson y cols., 1990). Las laminillas fueron analizadas bajo el microscopio éptico para
determinar el grado de dano causado por el absceso y el efecto de los farmacos en el

desarrollo del mismo. Por ultimo se tomaron fotografias de las areas representativas de

cada corte histolégico.
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V. RESULTADOS

1. Efecto de CsA y PSC-833 sobre la cepa HM:1-IMSS.

1.1 Efecto de CsA.

Este es un resultado obtenido vy reportado previamente en el laboratorio (Carrero vy
cols., ZQOO) pero que en esta tesis es importante debido a que contribuye al
planteamiento de las conclusiones, asi como aporta una visién global al lector sobre el
efecto del inmunosupresor CsA y de su analogo no inmunosupresor PSC-833 sobre
E. histolytica. En breve podemos decir que los trofozoitos HM:1-IMSS tratados con
concentraciones de CsA entre 0.001 y 10 ng/ml mostraron una clara inhibicién en la
proliferacién de una manera dosis-dependiente presentando un IC,, igual a 1 ng/ml,
asi mismo concentraciones iguales o mayores a 50 ng/ml provocaron la muerte de los

parasitos (Fig. 4).

1.2 Efecto de PSC-833.

En este trabajo lo primero que se hizo fue determinar el efecto de diferentes
concentraciones del andlogo PSC-833 sobre la proliferacion de esta cepa silvestre. El
efecto se determind, al igual que con la CsA, a concentraciones entre 0.001 vy 10 ng/ml
agregando una ultima concentracién de 100pg/ml. Se monitoreo la cinética de
crecimiento de los cultivos cada 24 h; y a diferencia de la CsA, el PSC-833 no mostré
efecto sobre la proliferacién de los trofozoitos en ningin tiempo ensayado a
concentraciones entre 0.001 y 10 pg/ml, esto con respecto a la curva de crecimiento
de los cultivos no tratados (Fig. 9). Unicamente en la concentracién de 100 pg/ml se
observé un ligero retrazo en la velocidad de crecimiento de los trofozoitos a partir de
las 48 y hasta las 72 h de cultivo. Sin embargo, al cabo de 96 h, la cinética de
crecimiento se recuperé y se mantuvo similar al resto de las concentraciones

ensayadas vy al control no tratado (Fig. 9).
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Fig. 9 Cinética del efecto de PSC-833 (0.001-100 pg/ml) sobre la proliferacién de la
cepa HM-1:IMSS de E. histolytica.

2. Efecto de CsA vy PSC-833 sobre la clona C2.

Los ensayos con la clona C2 se realizaron tanto en ausencia como en presencia de
emetina, en el primer caso con la finalidad de comparar la susceptibilidad de la cepa
silvestre HM1:IMSS con respecto a esta clona C2 proveniente de la misma cepa pero
que sobreexpresa Pgp. Y en el sequndo caso, la finalidad fue analizar el efecto de

ambos fArmacos sobre la actividad de la Pgp sobreexpresada.

2.1 Efecto de CsA.

Al igual que como ocurrié con la cepa silvestre, el tratamiénto de la clona C2 con CsA
en ausencia de emetina mostré un efecto anti-amibiano dosis-dependiente a las
concentraciones ensayadas de 1, 10, 100 y 1000 ug/ml (Fig. 10A). Sin embargo, se

puede observar que de las cuatro concentraciones solamente 1 pg/ml no mostré
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diferencias significativas con el control cultivado sin droga y al mismo tiempo, el efecto
sobre la proliferacion de 10 pg/ml fue muy evidente. A partir de esta concentracién los
trofozoitos vistos bajo el microscopio se mostraron redondeados y poco moviles. Por
su parte, concentraciones iguales o superiores a 100 pg/ml mataron a los trofozoitos
desde tiempos tempranos (Fig. 10A). El IC;, determinado para la CsA en la clona C2
fue de 7.13 pg/ml en cultivos de 72 h (Fig. 10B).

25
A —&— Control sin CsA
——1 ug/ml
20 —— 10 ug/ml

—— 100 ug/ml
—©&— 1000 ug/ml

Trofozoitos / ml (1x10 *)

- . . O
0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)

IC50 = 7.13 ug/ml CsA

a0

% Proliferacién

20

0-0 1 wmt
- ny'ml
Concentracién de CsA (ug/ml)

Fig. 10. A) Cinética del efecto de la CsA (1-1000 pg/ml) sobre la proliferacién de

trofozoitos de la clona C2 de E. histolytica en ausencia de emetina. B)

e o 10 W 100 10RXY vl

Determinacién de ICg, en cultivos de 72 h tratados con CsA.



Para determinar el efecto de la CsA sobre la resistencia a emetina de la clona
C2 sin afectar su crecimiento y tomando como base el experimento anterior, se hizo
un monitoreo con concentraciones de CsA por debajo de 10 ng/ml. La cinética se
realizo durante 96 h, utilizando tres concentraciones de CsA 1, 5 y 10 ug/ml. Las
cinéticas de proliferacién mostraron al igual que el experimento anterior que 10 pg/ml
resulto ser una dosis que afectaba significativamente la proliferacion, mientras que
concentraciones de 5 vy 1 pg/ml no presentaron un efecto inhibitorio a las 72 h de
cultivo con respecto al control crecido sin droga. (Fig. 11). Por lo tanto obtuvimos dos
concentraciones que no afectaron la proliferacién de los trofozoitos C2 cuando se
cultivan sin emetina, mismas que mas adelante utilizamos para evaluar su efecto sobre
la funcién de la Pgp de los trofozoitos cuando se crecen con emetina.

Al realizar las cinéticas de proliferacién con la clona C2 con estas dos
concentraciones de CsA (1 y 5 png/ml) pero ahora en presencia de la concentracion de
emetina (225 nM) en la cual los trofozoitos crecen cotidianamente, se observé que la
proliferacién de los trofozoitos disminuyd considerablemente con respecto al control
crecido con emetina pero no tratado con CsA, a tal grado de llevar a los cultivos a la
muerte al cabo de 96 h (Fig. 12) revirtiendo el fenotipo de resistencia a emetina de la
clona C2.

2.2 Efecto de PSC-833

En base a los antecedentes que sugieren una modulacién de Pgp por PSC-833, se
decidié evaluar su efecto sobre la clona C2 que sobreexpresa Pgp en ausencia de
emetina, de la misma manera que con la CsA. La cinética obtenida a 144 h de cultivo
con concentraciones de 1, 10 y 100 pg/ml, mostro al igual que como ocurrié con la
cepa silvestre, que en la clona C2 en ausencia de emetina, el tratamiento con PSC-833
a concentraciones de 1 y 10 pg/ml no inhibié la proliferacion significativamente con
respecto al control no tratado. De igual forma, sélo la concentracién mas elevada de

100 pg/ml inhibid el crecimiento a partir de las 48 h (Fig. 13).
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Fig. 11. Cinética del efecto de la CsA (1-10 pg/ml) sobre la proliferacion de trofozoitos de la

clona C2 de E. histolytica cultivados sin emetina. (1x10%).
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Fig. 12. Cinética del efecto de la CsA (1 v 5 pg/ml) sobre la proliferacion de trofozoitos de la
clona C2 de E. histolytica en presencia de 225 uM de emetina.
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Fig. 13. Cinética del efecto de PSC-833 (1, 10 y 100 pg/ml) sobre la proliferacion de

trofozoitos de la clona C2 de E. histolytica en ausencia de emetina.
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Fig. 14. Cinética del efecto de PSC-833 (0.1 y 1 pg/ml) sobre la proliferacion de
trofozoitos de la clona C2 de E. histolytica en presencia de 40 uM de emetina.
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Posteriormente, para evaluar el efecto de las concentraciones del PSC-833
determinadas en el experimento anterior, pero ahora sobre la resistencia a emetina de
la clona C2, a cultivos que se encontraban creciendo cotidianamente en 40 uM de la
droga se le agregdé 1 pg/ml del analogo que como se describid antes, no mostré efecto
sobre la proliferacién de dicha clona en ausencia de la emetina, ademas se abrid el
rango utilizando 0.1 pg/ml del PSC-833. A diferencia de la falta de efecto en ausencia
de emetina, en este caso las dos concentraciones de PSC-833 revirtieron el fenotipo
de resistencia a emetina a partir de las 48 h matando a los trofozoitos al cabo de 96 h
(Fig.14).

Este interesante resultado junto con el obtenido para la CsA, sugirieren un
bloqueo funcional de las glicoproteinas-P de la clona C2 por accién de ambas drogas
CsA v PSC-833) dicho bloqueo conlleva a la acumulacién intracelular de la emetina

llevando a los trofozoitos a la muerte.
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3. Efecto de la CsA sobre el desarrollo del AHA.

En la figura 15 se muestra un corte histoldgico del tejido hepatico de un hamster
control tratado con CsA (como se describe en materiales y métodos) y no infectado
con E. histolytica. Por comparacidn con cortes de higado de hamsteres no tratados, se
observa que el tejido no sufrid ninguna alteracién por efecto de la administraciéon

diaria de CsA. En e! corte se distinguen los nicleos de los hepatocitos tenidos en

purpura v el resto de las estructuras celulares en rosa.

ORI SRR S R S N e ke T IR o
Fig. 15 En esta fotografia se observa el tejido hepatico de un hamster tratado con
CsA vy sin infeccidn con E. histolutica. La estructura tisular no es alterada por el
tratamiento con CsA. NH: Nuicleos de Hepatocitos, H: Hepatocitos, ES: Espacios

Sinusoidales o Vasculares y V: Vena Central. Aumento 10x. Tincion HE.

En las figuras 16, 17 y 18 se muestra el dano hepatico siete dias después de la
induccién del AHA en hamsteres sin tratamiento con CsA. A nivel macroscopico (Fig.

16 A) podemos observar una fuerte hepatomegalia vy la presencia de zonas vy puntos

(4]
[¥7]



blancos producto de la destruccién del tejido por la formacidn de los abscesos
hepaticos. Mientras que a nivel microscépico (Fig. 17 v 18) existe una clara pérdida de
la estructura del tejido, una lisis celular extensa y un severo infiltrado de células
inmunes, principalmente polimorfonucleares v algunas células mononucleares
(Ravdin, 1988). Estas fotografias se pueden comparar con las figuras 19 y 20 en
donde se muestran cortes histolégicos representativos de los higados de hamster
infectados con E. histolytica y tratados diariamente con 15 mag/kg de peso de CsA. A
nivel macroscépico, los higados de los animales tratados se mostraron similares en
peso v color a los higados de animales no infectados ni expuestos a la droga, con la
excepcién de diminutos puntos blancos (~ 1 mm de diametro) extendidos por toda la
superficie (Fig. 16 B). El analisis microscépico revelo que estos puntos eran camulos
de trofozoitos bien delimitados que causaron destruccion del tejido solo en el centro de
los mismos (Fig. 19 y 20). El tejido circundante a éstos comulos se asemeja a una
cubierta de fibroblastos en formacién que recuerda a un proceso inicial de
cicatrizacién. El resto del tejido hepatico se mostré sano a pesar de que los trofozoitos
estaban vivos, lo cual se demostré mediante su recuperacién en medio de cultivo TYI-
S-33.

Como era de esperarse, el tratamiento con CsA resulté en una
inmunosupresién concomitante con la proteccién contra el AHA, lo que se demostré
por el conteé de células blancas en sangre periférica asi como por la incorporacién de
timidina tritiada (Carrero y cols., 2000).
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Fig. 16 A) Higados de hamster infectados con E. histolytica. Se observa la
hepatomegalia en relacién a la fotografia B vy los abscesos hepaticos como zonas o
puntos blancuzcos distribuidos en la mayor parte del tejido. B) Higados de
hamster infectados con E. histolytica y tratados con 15 mg/kg de peso de CsA.
Ademas de la ausencia de hepatomegalia, la mayoria del tejido no fue afectado v
se observan solo algunos pequenos puntos blancos. Es evidente la diferencia entre

los animales tratados con la droga v los que no fueron sometidos al tratamiento.
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4. Efecto de PSC-833 sobre el desarrollo del AHA.

A diferencia de la CsA, v en concordancia con su nulo efecto in vitro sobre la
proliferacion de E. histolytica, PSC-833 no mostré efecto alguno sobre el desarrollo del
AHA bajo las condiciones estudiadas. En la figura 21 se muestra un corte histologico
representativo de una porcidn del higado de un hamster infectado con E. histolytica,
mientras en la figura 22 se observa parte del tejido hepatico de un animal infectado
con trofozoitos y tratado con dosis diarias de 15 mg/kg de PSC-833. En ambos casos,
se observé una destruccién extensiva del tejido hepatico con liquefaccion del mismo,
infilrado celular difuso en el borde de la las lesiones vy presencia de un numero

moderado de trofozoitos dentro del area de la lesiéon vy en los bordes.

Fig. 21 Corte histoldgico del higado de un hamster control infectado con E.

histolytica v no tratado con PSC-833. En este caso al igual que con los animales
controles de CsA, la liquefaccion del tejido (L) asi como el infiltrado celular (I) son

severos, con miultiples trofozoitos teiidos en rosa (T). Aumento 10x. Tincién HE .
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Fig. 22 En la fotografia se muestra el tejido hepatico de un hamster infectado con
E. histolytica y tratado con 15 mg/kg de peso de PSC-833. A diferencia del claro
efecto de la CsA, PSC-833 no mostrd efecto alguno sobre el desarrollo del AHA.

Como en el control no tratado, se observa la destruccion del tejido (L), un severo

infiltrado celular (I) v miiltiples trofozoitos (T). Aumento 10x. Tincion HE.



V1. DISCUSION

Partiendo del hecho de que la CsA posee un efecto antiparasitario ampliamente
reconocido y debido a que en un estudio anterior a éste, nuestro grupo de trabajo
demostré un claro efecto inhibitorio de la CsA en contra de la proliferacion de la cepa
HM-1:IMSS de E. histolytica (Fig. 4: Carrero v cols., 2000), en el presente trabajo se
realizaron una serie de ensayos dirigidos a caracterizar este efecto, asi como tratar de
determinar el mecanismo de accién por el cual la CsA actiia sobre la amiba.

Dado que la CsA es un farmaco inmunosupresor por excelencia, su uso para el
tratarniento de las infecciones parasitarias, incluyendo la amibiasis, no es viable. Sin
embargo, existen algunos farmacos derivados de la CsA que no son
inmunosupresores, tales el caso del PSC-833. Se ha descrito que en algunos parasitos,
este anadlogo tiene un efecto antiparasitario incluso mas potente que la propia CsA. Por
ejémplo en T. gondii el IC,, para la CsA es de 4.5 pg/ml, mientras que el valor
determinado para el analogo PSC-833 es de 2.7 pg/ml (Silverman vy cols., 1997). Otro
parasito en el que se ha contrastado el efecto de estos dos farmacos es C. parvum en
el que se obtuvo para la CsA un IC,; de 1.6 uM y para el analogo de 1 uM (Perkins y
cols., 1998). Este efecto lo han atribuido en ambos casos, a un posible bloqueo de las
glicoproteinas-P de los parasitos ya que a diferencia de la CsA, PSC-833 no se une a
las ciclofilinas y por lo tanto no tiene capacidad inmunosupresora (Archinal-Mattheis y
cols., 1995). Es precisamente esta caracteristica la que se aprovecho en este trabajo
para explorar el mecanismo de accion de la CsA, como lo veremos mas adelante.

En cuanto a la cepa HM-1:IMSS y contrario a lo que se habia observado
previamente para la CsA, el tratamiento de los trofozoitos con el analogo PSC-833 no
mostré efecto inhibitorio sobre la proliferacion (Fig. 10). Debido a que existe evidencia

suficiente de que el andlogo inhibe la funcién de bombeo de las glicoproteinas-P
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(Archinal-Mattheisy cols., 1995; Demule y cols., 1997; Di Pietro vy cols., 1999), este
resultado nos llevé a plantear dos posibilidades 1) PSC-833 no es capaz de inhibir la
Pgp amibiana y por lo tanto no afecta la proliferacion de los trofozoitos v 2) PSC-833
si inhibe la funcién de bomba de la Pgp, pero esta funcion no es crucial para la
proliferabcién de los trofozoitos de E. histolytica, al menos en las condiciones de cultivo
ensayadas in vitro. Para determinar cual de estas hipotesis era la comecta, decidimos
probar el efecto tanto de la CsA como del PSC-833 en la clona C2, la cual como ya se
mencioﬁé en la introduccién es capaz de crecer en ciertas concentraciones de emetina
dada la sobreexpresion de los genes que codifican para las glicoproteinas-P. (Orozco vy
cols., 1999). Al mismo tiempo, estos ensayos nos permitirian discernir entre los dos
mecanismos de accidn propuestos para el efecto de la CsA. El primero de ellos podria
ser similar al mecanismo por el cual la CsA suprime al sistema inmune, inhibiendo la
proliferacién de los linfocitos T, mediante la formacion de los complejos proteicos CsA-
CyP, los cuales indirectamente y por medio de la inhibicion de la actividad
defosforilante de la CN inhiben la replicacién celular del parasito (Fig. 6) (Bell y cols.,
1996; Silverman v cols., 1997). La segunda posibilidad tiene que ver con la inhibicidn
de la funcién de bomba de la Pgp v por lo tanto de la detoxificacion celular (Fig. 7)
(Foxwell y cols., 1989).

La disposicién de la clona C2 de E. histolytica que sobreexpresa Pgp permitio
por una parte, demostrar que el anadlogo PSC-833 utilizado en los ensayos, estaba
activo; esto en base a su capacidad ampliamente conocida de unirse a las
glicoproteinas-P e inhibirlas funcionalmente: ademas de permitirnos analizar
directamente la segunda via propuesta y asi deducir cual de ellas era el blanco del
efecto anti-amibiano registrado para la CsA. LLos resultados mostraron que. al igual
que la cepa HM-1:IMSS, la clona C2Z es susceptible a la CsA con un IC,, igual a 7.13
pg/ml (Fig. 11B), sin embargo el anédlogo no tuvo efecto sobre dicha clona (Fig. 14).

Por otro lado, para evaluar el efecto de la CsA y el analogo no inmunosupresor
sobre el fenotipo de resistencia a emetina de la clona C2, primero se determinaron las
concentraciones de ambas drogas que no ejercieron efecto sobre el crecimiento de los

trofozoitos C2en ausencia de emetina(Fig. 11A. 12 vy 14). Concentraciones de 1 v 5
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pg/ml fueron las elegidas para la CsA vy de 0.1 y 1 pg/mi para el PSC-833.
Posteriormente estas mismas concentraciones se administraron pero ahora a cultivos
con trofozoitos C2 crecidos con emetina. Los resultados obtenidos demostraron que
en estas condiciones las concentraciones de CsA vy PSC-833 que no afectaron el
crecimiento de C2 en ausencia de emetina, inhibieron la proliferacion del cultivo
significativamente en presencia de emetina a panir de las 48h. (Fig. 13 y 15). Estos
hallazgos sugieren una inhibicién de la funciéon de detoxificacidon de la emetina llevada
a cabo por la Pgp amibiana. En este caso cuando los trofozoitos tienen la presién de la
emetina; los resultados muestran que ambas drogas matan a las amibas debido a la
acumulacién de emetina intacelular, como resutado de la inhibicion de bombeo de la
Pgp, revirtiendo asi el fenotipo de resistencia.

Estos resultados ponen en evidencia la actividad de las drogas CsA y PSC-833
sobre la actividad de las glicoproteinas-P de la amiba coincidente con lo que se ha
reportado en otros sistermas. Sin embargo, el hecho de que la CsA ejerza un efecto
antiproliferativo sobre la cepa HM-1:IMSS y la clona C2 en ausencia de emetina, pero
PSC-833 no tenga efecto en ninguna de las dos, sugiere que el mecanismo de accién
de la CsA sobre E. histolytica es mediado preferencialmente por la via de la inhibicién
en la replicacidén celular a través de la enzima CN (CsA-CyP). Sin embargo, la
demostracidon de esta sugerencia requiere de experimentos especificos para esta via,
como por ejemplo la demostracién de la existencia de una CN en E. histolytica y del
bloqueo de sus funciones por la interaccién con los complejos proteicos de CsA con
las CyP citosolicas, por otro lado, la demostracién de la translocacién al nacleo de un
factor tipo NF-AT en la amiba seria definitiva.

Finalmente, el hecho de que los trofozoitos de la clona C2 solo fueran afectados
en su crecimiento por PSC-833 en presencia de emetina, sugiere que la actividad de
Pgp es probablemente esencial para la sobrevivencia de la amiba en aquellos casos
que amerite la eliminacién de drogas potencialmente téxicas v a altas concentraciones.
En ausencia de éstas la sobrevida de la amiba no parece ser afectada por el bloqueo

de sus glicoproteinas-P.
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En cuanto al efecto de la CsA sobre el desarrollo del AHA en hamsteres, se
observd una inhibicién en la extensidon de los abscesos hepéticos en los animales
tratados con respecto a los hdmsteres sin tratamiento. Inesperadamente por efecto del
tratamiento se observé una gran cantidad de trofozoitos viables agrupados en
cimulos. Es notable que a pesar de que el nimero de trofozoitos en los animales no
tratados (controles) y que desarrollaron extensivos AHA fue menor que en los
tratados, sin embargo estos mostraron un daino muy extenso con poco tejido sano y
presencia de severos infiltrados celulares y liquefacciéon en la mayor parte del tejido
hepatico.Por el contrario, la presencia de cumulos de trofozoitos viables en los
animales tratados con CsA, contrasta con un infiltrado muy pobre y un dano en la
estructura del tejido casé imperceptible. Estos resultados nos llevaron a postular
algunas hipétesis:

a) Debido a que la administracion de CsA mantiene a los hamsteres
inmunosuprimidos al mismo tiempo que los protege de las lesiones hepéticas, se
sugiere un posible papel de los linfocitos T y de las células T ayudadoras en la
diseminacién del dano hepéatico. La participacion de la respuesta inmune en el dano
hepéatico producido por la amiba es apoyada por trabajos del grupo de Martinez-
Palomo (Tsustsumi y cols, 1984), en los que se sugiere que la lisis del parénquima
hepético no es resultado del contacto directo de las amibas con los hepatocitos puesto
que dicho contacto es poco frecuente, ademéas de que trofozoitos fijados e inyectados
en animales provocan el mismo dano hepatico que los trofozoitos viables. Sus trabajos
sugieren que el establecimiento del AHA en el modelo de hamster podria iniciarse por
la lisis de PMN y la consecuente liberacion de sus enzimas liticas que destruirian el
tejido del hospedero. Este fendmeno yva ha sido descrito anteriormente para otros
agentes patdgenos como Mycobacterium tuberculosis, en el que el establecimiento de
la infeccidén es mediada por la participacién de las células T CD4 " del sistema inmune
del hospedero (Van-Crevel v cols., 2002).. Lo anterior da pauta a que un mecanismo
similar pudiera estar interviniendo en el establecimiento del AHA.

b) Por otro lado, la presencia de una gran cantidad de trofozoitos viables en

cimulos, sugiere que la CsA podria estar inhibiendo algin mecanismo de liberacién



de los productos liticos de la amiba que normalmente utiliza para su diseminacién y
destrucciéon del tejido, confindndola en un area reducida del tejido hepatico. La
proliferacién in situ de los trofozoitos en este caso, no parece haber sido afectada por
el tratamiento con CsA.

A diferencia de CsA y de acuerdo con los resultados obtenidos in vitro, PSC-
833 no ejercié ninglin efecto sobre el desarrollo de las lesiones hepaticas. Debido a
que tampoco posee un efecto in vitro sobre los trofozoitos de E. histolytica, no se
puede aseverar que el dano observado en los hamster tratados con PSC-833 este
dado por la intervenciéon de las células del sistema inmune; sin embargo, el hecho de
que PSC-833 no ejerza ningan efecto sobre la amiba, a excepciéon de cuando ésta
depende de la funcionalidad de sus Pgp’'s para eliminar emetina y probablemente
otras drogas, sugiere que bajo condiciones libres de drogas la amiba es altamente
susceptible por la via de la CN y la inhibicién de la replicacion, dejando abierta la
posibilidad del uso de esta via como blanco para el desarrollo de agentes
antiamibianos mejor tolerados por el humano que la CsA.

Ahora el reto en esta parte del trabajo consiste en determinar el papel de las
células del sistema inmune en el desarrollo del AHA, para lo cual es necesario trabajar
con fdrmacos que posean actividad anti-amibiana y que al mismo tiempo no sean

inmunosupresores, como podria ser el caso de la Rapamicina.
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VII. CONCLUSIONES

1. A diferencia de CsA, PSC-833 no ejerce efecto sobre la proliferacién de

Entamoeba histolytica ni sobre el desarrollo del AHA en hamster.

2. Tanto la CsA (1-5 ng/ml) como el PSC-833 (0.1-1 ng/ml) inhiben la funcion de la

Pgp de Entamoeba histolytica, revirtiendo el fenotipo MDR de la clona C2 resistente a

emetina.

3. va que PSC-833 parece unirse a la Pgp de la amiba pero no a la CyP, se puede

especular que el efecto anti-amibiano in vitro de la CsA podria ejercerse a través de la

via mediada por la inhibicién de la calcineurina mediante los complejos Cyp-CsA.

4. Basados en algunas sugerencias previamente reportadas acerca de la respuesta

inmune en el AHA y al hecho de que habia gran cantidad de trofozoitos vivos en los
higados protegidos del absceso por la CsA, se sugiere que el efecto de la CsA sobre el
desarrollo del AHA podria estar mediada a través de la via inmunosupresora en el

huésped .
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IX. ANEXO

Actividad de peptidil-prolil cis-trans isomerasa
Cuando dos aminoacidos forman un enlace peptidico, los carbonos a (Cq-Cq, en la
figura) de cada uno de los aminoacidos involucrados pueden quedar en posicidn cis o
en posicién trans uno con respecto al otro. Sin embargo, la gran mayoria de los
enlaces peptidicos presentan la posicidn trans debido a que la posicién cis origina
conflictos estéricos en la cadena de aminoacidos. Los enlaces peptidicos que
involucran a la prolina como segundo aminoacido son la excepcidn debido a que las
fuerzas repulsivas de la cadena de aminoacidos son similares en ambos isémeros,
aunque sigue predominando la conformacidén trans. De esta forma, se calcula que
mientras un 10 al 30 % de los isémeros que involucran a la prolina como segundo
aminoéacido del enlace peptidico se encuentran en conformacion cis, para los enlaces
peptidicos formados por el resto de los aminoacidos se piensa que menos del 0.1% de
los isémeros se encuentran en dicha conformacién. Ambos porcentajes son calculados
en péptidos lineares. En las proteinas de las que se conoce la estructura terciaria,
aproximadamente el 7% de los enlaces peptidicos que involucran a la prolina en la
segunda posicidn se encuentran en conformacidn cis. Normalmente cada uno de estos
enlaces peptidil-prolil presentan una conformacién unica, ya sea cis o trans cuando
forman parte de proteinas. Esto es impuesto por la estructura terciaria que adquiere la
proteina. Sin embargo en algunos casos los enlaces peptidil-prolil se comportan como
los de oligopéptidos pequernios y permiten la existencia de ambos isémeros. En estos
casos particulares es donde participan las enzimas con actividad de peptidil-prolil cis-

trans isomerasa para ayudar al plegamiento de algunas proteinas.
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