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PROYECTODEINVESTIGACION:
PIBB-92-2: Estudio de las propiedades fisiologicas y
farmacologicas del canal de calcio presente en protozoarios
devidasilvestrey en protozoarios invasivos del ser humano.

IDEAS QUEDEBEN DESTACARSE:
1.- Existe un incremento en la incidencia deenfermedades
parasitarias que afectan al ser humano.

2.- Muchos de los firmacos cominmente usados como
drogas antiparasitarias ya no son efectivos para controlar la
infestacion por pardsitos.

3.- Se requiere de nuevos firmacos que sean eficientes
para el tratamiento de las parasitosis humanas y de loscuales
se pueda conocer su mecanismo de accién a nivel celular y
subcelular.

4 - Eneste trabajo se describe como nuevos firmacos con
posible accion antiparasitaria regulan la permeabilidad ibnica
al calcio de membranas celulares de protozoarios.
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ANTECEDENTES:

1.- Recientemente se ha observado un incremento en la
incidencia de enfermedades parasitarias invasivas del ser
humano. Laresistenciaque presentan distintos parésitos a las
drogas utilizadas en los esquemas convencionales de
tratamiento, asi como hpmu;lcudn;:lmendemmude
contagio en grandes regiones de paises del tercer mundo, son
factores aceptados por la Organizacion Mundial de la Salud
paraexplicar ¢l por qué nuevamente estas plagas afectan ala
humanidad.'

2.- Mas alin, estudios epidemiol6gicos sugieren que la
incidencia de enfermedades parasitarias en el ser humano se
ha visto incrementada, debido a la presencia de procesos
patolégicos que deprimen el sistema inmunologico en el
hombre, como es el caso del Sindrome de Inmunodeficiencia

Adquirida(SIDA).2

3.- Los pacientes infestados con parasitosis presentan
diversas respuestas al tratamiento farmacolégico
convencional, dando como resultado que la terapia
antiparasitaria sea controversial. Lo anterior implica que es
necesario buscar distintas alternativas terapéuticas
antiparasitarias, de las cuales se puede conocer el mecanismo
de accion a nivel celular y subcelular.

4.- El mecanismo de accion de las drogas antimalaria
tales como quinina, quinacrina, cloroquina, primaquina y
mefloquina atm no se entiende completamente. Estas drogas
comparten similitudes de estructura quimica con compuestos
que inhiben las corrientes ibnicas en protozoarios, comoesel
caso del compuesto W-7,

5.- El W-7 [N-(6-aminohexi)-5-cloro-1-naftalen-
sulfonamida), esun compuesto queinhibe laconducta denado
haciaatris dependiente de calcio y las corrientes de calcio en
Paramecium caudatumy Paramecium tetraurelia, sinafectar
las corrientes de calcio en células nerviosas y musculares de
vertebrados *4,

6.- Ademés de su accién como contraceptivo en
varones **, el gossypol esuncompuesto que aconcentraciones
en el rango nanomolar modifica la actividad enzimética y
reduce marcadamente la tasade crecimiento del Trypanozoma
cruzi’; Entamoeba histolytica® y del Plasmodium falciparum®
y tiene unaaccionantiviral contrael virus HIV'®. Elmecanismo
de accion de este compuesto anivel celular y subcelular ain
no esth bien conocido.

7.-Considerando que muchos protozoarios invasivos del
ser humano presentan distintas dificultades técnicas en cuanto
al estudio de sus propiedades bioeléctricas de membrana, en
este trabajo se decidi6 estudiar al ciliado Paramecium como
modelo experimental. Del Paramecium se conocen sus
propiedades conductuales, bioeléctricas, de modulacion
metabolica de permeabilidades ibnicas, asi como los efectos
celulares y subcelulares de distintos compuestos
mwn.u.u,u.u.\s.n.n_




8.- Partiendo de la premisa de que existe la posibilidad de
que distintos parésitos del phylium protozoa pueden compartir
propiedades de membrana, los resultados obtenidos en este
estudio proporcionan evidenciaexperimental de como nuevas
drogas antiparasitarias pueden actuar a nivel celular y
subcelular en protozoarios.

OBJETIVO:

Realizar conductuales y electrofisiologicos
enel protozoario Paramecium calkinsi paraestudiar laaccion
del gossypol y algunas drogas antimalaria sobre la
permeabilidad idnica de membrana de este protozoario.

MATERIALYMETODOS:

Preparacion biolégica:

La preparacion utilizada en el presente trabajo fue el
ciliado marino Paramecium calkinsi. Este protozoario fue
mantenido enun medio de cultivo artificial de agua de mar al
25%y alimentado con Enterobacter aerogenes 24 hrs. antes

de ser utilizado para los experimentos '*'*,
SOLUCIONES:

I).- Solucién de agua artificial de mar para cultivo del
Paramecium: Stigmasterol, 5.0 mg/l; Caseaminoécidos, 0.3
gr/l; NaCl, 125 mM; Citrato de Sodio, 1 mM; KCI, 10mM;
CaCl,, 5SmM; MOPS, 10mM; MgCL, 10 mM;pH 7.3

I1).- Soluciones usadas en los experimentos conductuales:

a) Soluciénnormal o “dereposo’™: (enmM) NaCl, 125;
CaCl,, 1, MOPS, 5. El pH se ajust6 aun valorde 7.3.

b) Solucién de alto potasio o “‘de prueba’: (en nM):
NaCl,62.5;KCI, 62.5, CaCl,, 1, MOPS, 5. El pH se ajustb a
unvalorde7.3.

111).- Solucion de prueba con O-Na; O-K conteniendo
bloqueadores de canales de potasio (enmM): TEA-CI, 125,
CsCl,5;4-AP, 5,3 4-diaminopiridina, 5; CaCl,,0.05mMand
MOPS, 10;pH 7.3

IV).- Solucién extracelular usada en los experimentos
electrofisiologicos (enmM): TEA-CL, 125;CsC), 5,4-AP, 5,
CaCl, 15,;MOPS, 5,pH7.3.

Protocolo desarrollado en los experimentos conductuales
de Paramecium

Cuando el Paramecium esta en su medio normal, al
encontrarse con alguna barrera mecénica, percibir algin
estimulo quimico o eléctrico, etc., presenta la conducta de
huida o de nado hacia atrés. La duracién de nado hacia atras
del Paramecium en condiciones normales es de 1-3
segundos 2. Parapropdsitos experimentales, dichaduracion
resulta ser un periodo muy corto para evaluarse en forma
objetiva y sistemética. Es por lo anterior que en el presente
trabajo se incrementd experimentalmente la duracion de nado
hacia atris del ciliado, al depositar a la célula en un medio

conteniendo alto potasio (ver solucién de prueba, en el apartado
de soluciones). En estas condiciones experimentales, la
duracion de laconductade nado hacia atris del Paramecium
calkinsi varia entre 100 y 150 segundos, tiempo al cual el
Paramecium logra adaptarse al alto potasio y reiniciaanadar
nuevamente hacia adelante *'2'¢,

ElParamecium esel organismomés primitivo que presenta
canales de calcio voltaje dependientes *'*'*'* Estos canales
estin localizados fundamentalmente en lamembrana de las
centenas de cilios que cubren al protozoario '*1*°, Ha sido
postulado que la activacion de estos canales modula la
conductade nado haciaatris del Paramecium **'*15*2' Méas
afin, se ha propuesto que existe correlacion entre la duracion
de la conducta de nado hacia atrds del Paramecium y la
magnitud de la corriente entrante de calcio **°.

En base a esto (ltimo, se puede postular que cualquier
fendmeno o substancia quimica que modifique laconductade
nado hacia atras del Paramecium, es una indicacion indirecta
de lamodificacion de los canales de calcio que dependen del
voltaje de transmembrana presentes en el Paramecium. Durante
cldesarrollo de los experimentos presentados en este trabajo,
los Paramecium fueron incubados (de 1-15min. ) ensolucién
dereposo que conteniadistintos compuestos de interés. Tales
compuestos fueron aplicados a concentraciones similaresen
ambas camaras, la de solucién normalo “dereposo” y laque
contenia solucion de alto potasio o “de prueba”.

Registros electrofisiolégicos en Paramecium

Para lograr la realizacion de experimentos de registro
intracelular en el Paramecium, éste fue atrapado en un medio
de agarosa siguiendo el procedimiento descrito
previamente ' La cAmara de registro que contenia a los
Paramecium fue llenada con lasolucion extracelulary colocada
en la platina de un microscopio invertido y se observd auna
gananciade 800X Los experimentos electrofisiologicos de
registro intracelular en ¢l Paramecium, se realizaron en
condiciones de fijacion de corriente y fijacion de voltaje en
los cuales se monitorearon los potenciales de accion clcicos
(PA%H y las corrientes entrantes de calcio (ICA,+) en

controly despuésde laadministracion de distintos
compuestos. Se us6 un preamplificador Dagan 8500 (Dagan
Co., Minneapolis Mn). La aplicacién de pulsos de corriente
(tanto despolarizante como hiperpolarizante). Laadquisicion
de datos y el andlisis de los potenciales de accion, se llevoa
cabo usando una computadora AT (Gateway 200), acopladaa
un convertidor analogico Digital (Axon instruments) con la
ayuda del programa Pclamp (Axon instruments).

RESULTADOS:
Efecto de las drogas Antimalaria y del W-7 sobre la
Conducta de Nado y las Corrientes de Calcio del
Paramecium

Las drogas antimalaria, tales como la quinacrina,



cloroquina, quinina, primaquinay mefloquinapresentan varias
similitudes de estructura con el compuesto W-7%, EIW-7 es
un compuesto que inhibe la conducta de nado hacia atris
dependientede calcio y las corrientes de calcio en Paramecium
MAI51E Porlo tanto, nosotros probamos silas drogas antimalaria
también inhiben el nado hacia atris y las corrientes de calcio
en Paramecium. Cuando el Paramecium es transferido al
medio de alto potasio, éste se despolariza, abriéndose los
canales de calcio presentes en la membrana ciliar y por
consiguiente el ciliado marino nada hacia atris. Al ser
aplicados inhibidores de los canales de calcio, tales como el
W-7 se observé una reduccion en la duracion de la conducta
denado hacia atrds. Similares resultados fueronencontrados
cuando se probaron la quinacrina, mefloquina, quinina,
cloroquina y primaquina. Todos estos compuestos redujeron
la duracion de la conducta de nado hacia atrés con diferente
potencia (ver. Fig. 1). Estos efectos fueron encontrados tanto
en soluciones de alto potasio conteniendo sodio y libres de
éste, asi como en las soluciones despolarizantes libres de
sodio con bloqueadores de potasio. En esta Gltima solucion la
cual contenia baja concentracion de calcio, el nado hacia
atrisdel Paramecium fue inhibido en un 50% aconcentraciones
de 100 nM hasta 30 uM.

Los efectos de la quinacrina y del W-7 fueron probados
directamente sobre las corrientes de calcio utilizando la
técnica de fijacién de voltaje con dos microelectrodos. Enun
medio con 15 uM de calcio, la quinacrina y el W-7 a
concentracion de 100 uM redujeron la corriente de calcio al
pico en un 51 y un 42% respectivamente (ver. Fig. 2). Lo
anterior sugiere que las drogas antimalaria reducen las
corrientes de calcio en Paramecium calkinsi.

Efecto del Gossypol sobre la duracién dela conducta de
nado y sobre el potencial de accién del Paramecium

Elgossypol es un compuesto que, aconcentracionesenel
rango nanomolar, hamostrado ser efectivo paramodificar la
actividad enzimitica de ciertas enzimas de pui.mos y
reducir marcadamente la tasa de crecimiento del
Tripagnozoma cruzi ' de Entamoeba histolytica * y del
Plasmodium falciparum®. A pesar de lo anterior, ¢l posible
efecto del gossypol a nivel de mebrana celular, para regular
flujos idnicos, es atn desconocido. Por lo tanto, decidimos
estudiar el papel del gossypol sobre la conducta de nado del
Paramecium. Dicha conducta fue medida en condiciones
controly cuando las células fueron incubadas de 1-15min. a
diferentes concentraciones de gossypol, se encontré que el
gossypol incrementd la CNHA en un 57.5, 177, y 989.4%
cuando las células fueron tratadas con gossypol a
concentracionesde 0.1, 1 y 10 uM respectivamente, durante
S minutos (ver. Fig. 3tabla1).

Los resultados obtenidos en los experimentos conductuales
del Paramecium sugieren que el gossypol podriamodular la
permeabilidad ibnicade mebranadel ciliado pero no aportaron
hechos experimentales concluyentes alrespecto. Porlotanto
decidimos evaluar la accion del gossypol sobre la

permeabilidad iénica del canal de calcio que subyace al
potencial de accién cdlcico del Paramecium. Dicha sefial
eléctrica fue medida en condiciones control (durante 5 min.,
registrindose auna frecuenciade 15 hertz), y cuando se aplicd
extracelularmente el gossypol (4 uM). Se encontrd que el
gossypol (4 uM) incrementd la duracion del potencial de
accion cdleico en un 159 + 13% D.E. n =4 células. El in-
cremento producido por gossypol se presentd al minuto de ha-
berse perfundido ladrogay semantuvo despuésde 10 minutos
(Fig. 4-A). El efecto reversible del gossypol fue observado
después de 20 minutos de lavado. Cuando se tratd a lacélula
con 4 uM de gossypol y 100 uM de W-7 (un bloqueador
selectivo de canales de calcio) se observ una disminucion
total del incremento en la duracién del potencial de accién
clcico micialmente producido porelgossypol (ver. Fig. 4-B).

DISCUSION

1. El mecanismo de accién por medio del cual distintas

drogas caracterizadas como antiparasitarias afectan a
protozoarios es alin controversial.

2. Enel presente trabajo nosotros hemos encontrado que
el gossypolmodula la conductade nado hacia atrds (ver Fig.
3, tabla 1) y la duracién del potencial de accibn cdlcico (ver
figs. 4-A y 4-B). Contrario alo anterior, las drogas antimalaria,
en particular la quinacrina, inhibieron laconductadenadoy
disminuyeron la magnitud de las corrientes de calcio en el
ciliado marino Paramecium calkinsi.

3.-Considerando quetanto la duracion de laconducta de
nado hacia atris del Paramecium, asi como la duracion del
potencial cdlcico y las corrientes de calcio de este ciliado, son
mediciones indirectas de laactivacién del canal de calcio que
dependen del voltaje, nuestros resultados apoyan la hipGtesis
deque, tanto el gossypol como las drogas antimalaria regulan
la permeabilidad iénica al calcio de protozoarios.

4.- Los canales de calcio que dependen del voltaje de
transmembrana juegan un papel determinante en la regulacién
de distintos procesos celulares *'#***, Por lo tanto es factible
el suponer que cualquier substancia que afecte la funcién de
dichos canales, repercutiri en las propiedades fundamentales
de los seres vivos. Como fue el caso de los hallazgos

experimentales obtenidos en este trabajo.
CONCLUSIONES
1.- Los resultados experimentales presentados en este
trabajo sugieren que tanto el gossypol como las drogas
antimalaria modulan la permeabilidad de calcio en el
Paramecium. El gossypolincrementa dicha

mientras que las drogas antimalaria y el compuesto W-7 la
inhiben. Siendo ambos fendmenos criticos para la fisiologia
del protozoario Paramecium, existe la posibilidad de que éste
sca el mecanismo por el cual el gossypol y las drogas
antimalaria ejercen su accion antiparasitaria sobre distintas
especies de protozoarios invasivas del ser humano.
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2.- Para esclarecer con mayor objetividad el mecanismo
de accion del gossypol y de las drogas antimalaria sobre la

unitarias a través de canales Gnicos de calcio, asf como la
cvaluacion de los niveles de calcio intracelular (usando
colorantes sensibles al calcio).
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Tabla 1.-EFECTO DELGOSSYPOL SOBRE LA DURACIONDE LACONDUCTADE

NADO HACIA ATRAS (CNHA) DEL Paramecium. (seg. +D.E.)

DESPUES DESPUES DESPUES | % DE
DE 1 DE 5 DE 10 AUMENTO A
MIN. MIN. MIN. LOS § MIN.
CONTROL | 1688+47 [1641+43 |16641+5
GOSSYPOL 2122482 [2272:63 [2059+5 57.5 %

0.1uM

CONTROL

1366 + 4.5

1424 + 4.1

1473 + 56

GOSSYPOL
1 uM

402.5 + 11

4119 £+ 11

424 £ 9.7

177 %

CONTROL 1541+ 7.7 1984 + 6.1 1628 + 9.1
GOSSYPOL 1500 + 5 1555 + 4 1670+ 655 9894 %
10 uM

Figura 1.-EFECTO DE DROGAS ANTIMALARIA SOBRE LA CONDUCTA DENADO DEL Param ecium: Quinacrina (QC), W7,
Qﬂinn(Q),Moquim(MQ).Gmm(CQ)yhmmu(OQ)mthhhhm&mmwhqu.
Enestos experimentos las células fueron expuestas a una solucién de prueba con TEA (ver apartado de soluciones). Losntimeros debajo
delasbarras indican laconcentracion dela droga en uM. Todos los efectos fueron significativos, excepto para el W-7 aconcentracién de
10uM. Lascolumnas representan el promedio de la duracién dela conducta de nado haciaatras de 10- 18 células y las barras representan
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Figura2.-QUINACRINA Y W-7REDUCEN LA CORRIENTE DE CALCIO EN Paramecium: A. Quinacrinaa unaconcentracion
de 100uM reduce el pico de la corriente de calcio en un 52%. Lacélula fue fijadaa un potencial demembrana de-20mV'y despolarizada
con pulsos comando con incremento de +10mV (trazos superiores) para producir las corrientes de calcio (trazos inferiores). B. Muestra
larelacién corriente-voltaje de las corrientes de calcio en presencia y en ausencia de 100 uM de quinacrina. C. A una concentracion de
150 uM, el W-7 reduce la corriente de calcio en un 88%. La célula fue fijada a un potencial demembrana de -20mV'y despolarizada con
pulsos comando con incremento de +10mV (trazos superiores) para producir las corrientes de calcio (trazos inferiores). D. Muestra la
relacion corriente-voltaje de las corrientes de calcio en presencia y en ausencia de W-7 150 uM.
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Figura 3.- EFECTO DEL GOSSYPOL SOBRE EL TIEMPO DE NADO HACIA ATRAS DEL Paramecium: La duracién dela
conducta denado hacia atrés de Paramecium (en segundos) es graficadaen condiciones control (columnanegra) y cuando las células fueron
tratadas con gossypol a diferentes concentraciones (0.1, 1 y 10 uM), durante S minutos de exposicion a las drogas. Todas las columnas
representan el promedio de al menos 50 células y las barras representan los valores de la desviacion estandar.
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Figura 4.-EL GOSSYPOL MODULA ELPOTENCIAL DE ACCION CALCICO DEL Paramecium: A) Enesta figura segrafica
laduracion del potencial de accion (enmseg.) contra el tiempo, en condiciones control, cuando lacélula es expuesta a gossypol (4 uM),
y después del lavado de gossypol. B) Se presentan registros tipicos delpotencial de accién célcico del Paramecium en condiciones control
(panel superior), cuandolacélula fue expuesta algossypol a una concentracion de 4uM (panel de enmedio), y después de la aplicacionde
lasolucion extracelular que contenfa gossypol (4 uM) +W-7 (100 uM). El trazo superior de cada panel representa el monitor de corriente.
El trazo inferior representa los cambios de potencial demembrana producidos porla inyeccién decorriente. Los valores deescalason40mV/
seg.
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