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RESUMEN

La giardiosis es una infeccion intestinal cuyo agente cousl es Grardia duadenalis. Este es un
p io fI. lad que parasita un amplio rango de vertebrados, productendo en huminos
cuadros clinicos que abarcan manifestacrones diarreicas hasta sindrome de malabsorcion La giardiosis, es

de tipo en paises en dondc e¢s

incluyve el uso de farmocos, entre los cuales

un probl de salud que conlleva a reper

endémica. Actualmente, el principal mecanismo de control
I, tintdazol, furazolidona y quinacnna. Debido, a que se cuenta con un

estin el metronid.
de i 3 se han Pl algunos de ellos. Esto ultimo ha propicrado
el que se estén g do casas refs ios al de la giardiosis, por el desarrollo de resisiencia
a dichos agentes.
En cl presente bajo, ini se i6 evaluar la sensibilidad de trofozoitos de (7
3 hucia metr k. . farmaco

duadenalis de Ias cepas de referencia \WWB y P-1 cultivados a
‘0 en medio liquido

dos dos fi y {

represemativo de la farulia de los 3-Ni, P

¥ subcultive en medio semisdlida) y comparar ¢stos con 3 meétodos broquimicos: reduccion de sales de
tincidon con colorantes fluoregénicos (FDA-PI) e incorporacion de nucleotidos

tetrazolio (MTT).
y se obtuvieron valores de DLyo

radioactivos ("H-TdR). Los datos
de il de cada
Una vez seleccionado el método optimo, se evaluo la eficacia fanmacoldégsca de seis derivados del

brenidos se Tu

en base a la construccion de curvas dosis-respuesta

como p

grupo de los 5-Ni, determindndose para cada firmaco sus Dl y MIC como pardmetro estricto de

potencia en ellos.
Posteriormente, se rcalizé un estudio transversal en donde se analizaron las dos cepas de

fe i ys mexicanos [INSS-2, INSS-3, CIEA-10 y CIEA-52] can sus clonas

respectivas, con la finalidad de evaluar su scnsibilidad ante el metronidazol y tinidazol. Con base a los
copas, ¥ clonas con

datos otnenidos en el estudio anterior, sc
distintos grados en su sensibilidad a las drogas utilizadas, con e! objetivo de evaluarlos en un estudio

I cultivos




! el G no de resi in a drogas en

Asimismo nos parecic interesant lizar parc
oD vartos de anacrobica de resisiencia a

. dudenalis, para lo cual sc
la radiacion con luz UV

12 INNata o

farmacos 177 vilro, entre los que se incluyeron lar
v 1a seleccién inducida por droga Una vez oblenmidas éstas se procedié a conparar sus procesos celulares

fundamentales con una cepa silvestre (WB) ademas de analizar e efecta de dicho agente farmacologico en
el parasito.

Los resultados mostraron que existen patrones dosis-respuesta caracteristicos para cadia farnmaco
do los de

<t tlizado. Los val de DL para el dazol fueron )

subcultivo en medio liquido, FDA-PI y 'H.TdR. De manera interesante los métodos menos senssbles

fueron el subcultivo en medio semisolido vy la reduccion del AMTT Asinusmo, las cepas analizadas no

mostraron diferencias significativas en la sensibilidad a este farmaco (P<0 05). E! meétodo seleccionado

fue el FDA-P! en términos de sensibilidad, costos, facilidad de real:izacion y reproducibibdad La acuvidad
id. ! > demetndazol >~

dazol > r | > sec

en orden decreciente de los 5-Ni fue: or -1
transversales mostraron una heterogeneidad en la sensibihidad ante los

nietr 1. Los
fanmacos utilizados, mientras que en Ios estudios Ionginudinales se obsenvod un comportamiento diferencial

en la susceptibilidad a Jos firmacos empleados, ademas de que no hay un mantemimiento de un fenotipo

tolerante o sensible. En cuanto a la obtencion de cultivos resistentes al anetronidazol
por droga. debido a que es un proceso que permite consceguir elevar

la resisiencia

particular ya sea

o 5 la

la i6n de los firmacos descartind. definitiv
innata o espontinea debido a la gran variabilidad que presentaron las cepas de referencia, aislados v
con luz U V., propicia la formacion de dimeros

dio ! itudinal. A lar

clonas en el
en Jas pirimidinas lo cual no pernute, aparentemente, que el parisito soporte concentraciones altas de

farmaco.
Por otro lado, el metr
Ortro proceso afectado es la sintesis de RNA la cual también se enconiro

A la cual es

la tasa de sintesis de] D2

a afecta pri

notori

disminuida, y por su parte la sintesis proteinica sélo se afecio ligeramente.




I. INTRODUCCION :

El impacto de las enfermedades parasitarias en ¢l campo de la salud pablica es
enorme. Se ha estimado que una tercera parte de la poblacion mundial esta infectada con

parasitos y que ¢l nimero anual de muertes debido a enfermecdades parasitarias es del

orden de varios millones (Warren, 1988). La rclacidn existentc entre ¢l hospedero y el

parasito es dinamica, en vista de que cada uno modifica las actividades y funciones del
otro, 1o cual trae como consccuencia problemas de salud humana y veterinaria que

generalmente se refleja en la economia de los paises.

Un parasito se define como un organismo que depende metabdlicamente de un

hospedero, y dependiendo de la localizacidon en este Ultimo se catalogan como:

endoparasitos (parasitos que se encuentran dentro del hospedero), y ectoparasitos (si se
sitian fuera del organismo). Generalmente existe cierta especificidad en una relacién

hospedero-parasito. Algunas veces, ésta es tal que el parasito se restringe a una sola

especie del hospedero, en otras ocasiones ésta se amplia dando lugar a una zoonosis, que

ha sido definida por la WHO como infecciones o enfermedades que se padecen por

6n natural del agente causal

entre animales vertebrados y humanos (Faubert,

Dentro de los parasitos se incluyen a los protozoarios, los cuales tienen una
organizacion unicelular simple pudiéndose replicar directamente en circulacién sanguinea,
tracto intestinal o tejidos del hospedero vertebrado. La mayoria de los protozoarios
parasitos permanecen, al menos durante una parte de su ciclo vital, dentro del hospedero
(i.e. eritrocitos, fibroblastos, céls. musculares, macroéfagos); y en varios aspectos son muy
similares a otros agentes infecciosos tales como bacterias y virus, los cuales se replican en
el hospedero en nichos extracelulares e intracelulares.

El desenlace de la relacién hospedero-parisito esta influido por la patogenicidad y

virulencia que presente el parisito, por lo que el comprender las bases fisiolégicas y




bioquimicas de las parasitosis o cualquier enfermedad infecciosa ha dado lugar a medidas

terapéuticas y preventivas aplicables a comunidades endémicas. En el caso de la giardiosis,
stencia de nlmeros crecientes de casos

al igual que otras parasitosis, se ha notado la ¢
refractarios al tratamiento debido a la existencia de drcas endémicas como lo es México y

otros paises, ademas dc las posibles reinfecciones de los pacientes, y en algunas ocasiones
de la ineficacia de los farmacos cn uso comun, por lo que es importante desarrollar

métodos de evaluacién de agentes antiprotozoarios, el cual es ¢l motivo de este trabajo

LA. GENERALIDADES DE Giardia duodenalis :

Este protozoario fue descubierto por Leeuwenhoek (1681) en sus propias heces,
pero la primera descripcidn identificable fue hecha por Lambl (1859) que le dio el nombre
de Cercomonas imestinalis. Por la confusiéon surgida respecto al uso de los nombres
iruesrinalis 'y entérica para esta especie, Stiles (1915) cred la denominacién binomial
Giardia lamblia en honor al profesor A. Giard de Paris y del Doctor F. Lambl, de Praga.

Giardia ha sido clasificada en el phylum Sarcomastigophora y clase
Zoomastigophorea junto con otros parasitos flagelados tales como: Leishmaria,
Trich s, Trapc .y Dientamoeba, en el orden Diplomonadida, y tomando en

cuenta la secuencia de su subunidad menor de RNAr, ha sido propuesto como el

primitive (Sogin ¢ a/. 1988) Giardiad pertencce a un grupo

protozoarios anzcrobios, los

eucarionte mas
cuales aparentemente

filogenéticamente primitivo de
provienen de ancestros arquebacterianos que no presentan mitocondrias (Cavalier, 1987;

Edlind y Chakraborty, 1987).
Se han descrito varias especics de Giardia considerando algunos criterios que
ayudan a diferenciar a este parasito siendo: la especificidad del hospedero, las dimensiones

del cuerpo y las variaciones en la estructura las cuales son: G. agilis que infecta a

anfibios, G. muris que infecta a rocdores, aves y reptiles, y G. duodenalis que infecta a



una variedad de mamiferos incluyendo humanos, asi como aves y reptiles (Filice, 1952), al
respecto ¢s impornante mencionar que se le Hama G. Judenalis en lugar de G. lamblia
por dos razones principales, siendo la primera ¢l lugar en cl que parasita a sus hospederos,
esto es, en ¢l duodeno; y la segunda porque no es adecuado que la especie lleve el nombre
de un investigador. Recientemente se ha propuesto anexar dos especies’ una de cllas sc ha
encontrado en aves de la especie Afelopsiracus undulatus, nombrandoscle G psirraci
(Erlandsen y Bemrick, 1987) También Erlandsen ¢r a/ (1990 b) propusicron la especie G.
ardeae presente en garzas (Ardea herodices) la cual habia sido incluida en el grupo “muris®
por Filice (1952).

Giardia presenta dos entidades morfoldgicas en su ciclo biologico. La fase
vegetativa es el trofozoito, que ¢s un organismo binucleado con forma de pera, mide de
10-15 pum de largo y de 6-10 yum de ancho, su superficie dorsal es convexa y la ventral

céncava, tiene un disco adherente anterior, cuenta con cuatro pares de flagelos dispuestos

e¢n posiciones anterior, lateral, posterior y caudal. El disco no es simétrico, tiene

microtubulos rigidos ordenados en espiral, con una muesca posterior que sirve para que al
overse, los flagelos expulsen ¢l liquido del disco, facilitando 1a adherencia del parasito

sobre las microvellosidades intestinales. Los flagelos se originan e¢n los axonemas

citoplasmicos constituidos por nucve hileras periféricas de icrotubulos pareados, que
rodean a dos microtibulos centrales y estan revestidos por la unidad de membrana
superficial. El movimiento vigoroso de los flagelos anteriores ¥ caudales comprime el
citoplasma del trofozoito, impulsando la circulacion interna de los liquidos cuando los
flagelos caudales sc levantan, la succion ventral disminuye y el microorganismo puede
desplazarse. L.os flagclos anteriores y posterolaterales facilitan ¢l desplazamiento del
protozoario en el liquido duodenal. El cuerpo mediano, de morfologia variable, es un
agregado ovalado de microtiibulos curvos que se extienden hasta los axonemas caudales,
reforzando su capacidad motriz (Carrada, 1984). En el citoplasma se encuentran presentes

granulos ribosomales y de glucogeno, pero no han sido identificados organelos propios de
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eucariontes como mitocondria, glicosomas, hidrogenosomas, peroxisomas y nucléolos

(Adam, 1991., Thompson ¢ alf, 1993 b), (Figura 1-A).

La cntidad infectante es el quiste. mide de 8-12 um de largo y de 7-10 pim de
ancho y esta rodcado por una pared compuesta por proteinas y carbohidratos formando
una malla cuyo espesor ¢s de aproximadamente 0.3 pum de espesor (Erlandsen ¢z a/, 1990
a). Dentro del quiste son visibles de 2 a 4 nucleos (dependiendo si la division nuclear ha
sido completada), cuerpos basales. cuerpos medianos y elementos estructurales del flagelo
y disco ventral (Figura 1-B). El quiste es relativamente resistente al pH gastrico y Ia
desecacion ambiental. Los quistes de G. uadenalis sobreviven bien a bajas temperaturas,
reportandose que duran mas de dos meses a 3°C y menos de 4 dias a 37°C (Bingham ot a/,
1979; Knight, 1980). Asimismo éstos resisten concentraciones altas de desinfectantes
quimicos de uso rutinario, principalmente el cloruro o el dioxido de cloruro, por lo que
actualmente se deben estudiar alternativas para la purificacion de agua de consumo
humano, ya que la desinfeccidon por cloruros genecra trihalometanos los cuales son
potencialmente téxicos (Karanis e a/, 1991).

G. duodenalis tiene un ciclo de vida simple bifasico, consistiendo de una forma
infectiva que es el quiste inactivo metabolicamente v el trofozoito que es la forma
vegetativa. Después de la ingestidn del quiste presente en agua y alimentos contaminados,
el desenquistamiento es inducido al pasar éste por el medio acido del estomago y la
presencia de enzimas hidroliticas pancreaticas. En general, de cada quiste emerge un
trofozoito tetranucleado, el cual se divide por fision binaria longitudinal en el tracto
intestinal alto de humanos y la mayoria de los animales, y colonizan por medio de adhesidn
a la mucosa intestinal. El principal sitio de enquistamiento de los trofozoitos es el yeyuno,
y este se lleva a cabo cuando las materias fecales liquidas se comienzan a deshidratar
gradualmente en su transito hacia ¢} colon, completandose el ciclo cuando los quistes son

expulsados en las heces y son ingeridos por otro hospedero (Adam, 1991; Lindley, 1988)

[Figura 2].
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En regiones dc Estados Unidos se ha mostrado que hay una amplia variedad de
especies de animales silvestres, particularmente ¢l castor, que son portadores de quistes de
Giardia y se¢ ha sugerido que estos animales forman un reservorio importante para
la diseminacidén de la giardiosis (Davies y Hibler, 1979) Estudios recientes realizados en
animales domésticos, perros y rumiantes indican que hay otras fucntes potenciales y
reservorios de Giardica cercanos al hombre (Buret ¢7 a/, 1990). Aunquce se ha demosirado
que la giardiosis es una zoonosis (Thompson e¢r «f, 1988), también se han ecfectuado
investigaciones que corroboran fuertemente esta idea, los cuales han concluido que hay
una identidad fenotipica y genotipica entre aislados de humanos y animales (Faubern,
1988; De Jonckheere ef al, 1990).

Por su parte, Carosi ¢r a/ (1994) reportaron que tan solo 10 quistes viables de
G. duodenalis son suficientes para causar la infeccion en humanos, siendo ésta una de las
razones principales de la alta prevalencia de la giardiosis en comparacién con otras

parasitosis intestinales.

I.LB. GIARDIOSIS. MANIFESTACIONES CLINICAS.

Los sintomas de !a giardiosis se presentan en gran medida por la colonizaciéon de la
pared intestinal por el parasito y, como consccuencia de €sto, se observa atrofia en las
vellosidades intestinales. Las infecciones por Grardia suelen ser asintomaticas o asociadas
a una variedad de sintomas prominentes como una diarrea prolongada, la cual se presenta
en forma leve y produce heces semisolidas, o bien ser intensa y debilitante cuando las
heces llegan a ser acuosas y voluminosas. Las infecciones cronicas se caracterizan por
presentar esteatorrea que acompana un sindrome de malabsorcién con pérdida de peso
substancial, debilidad general y la consecuente fatiga. El periodo prepatente de esta

parasitosis es de 6 a 15 dias, y el periodo de incubacién frecuentemente oscila entre 7 y 21

dias (Knight, 1980). El espectro de la respuesta clinica pucde ser atribuido a la variacion
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en la virulencia de los aislados de Giardia, a factores del hospedero tales como Ia
respuesta inmune o bien una combinacion de los dos, Actualmente se tienen evidencias de

que los aislados de Grardia obtenidos de humanos, idénticos morfolégicamcente, varian
Sash 7 a/, 1990 b), perfiles

con respecto a sus antigenos de superficie (Smith e7 o/, 1982,
de isoenzimas (Andrews ¢z al, 1989), susceptibitidad a proteasas (Nash ¢f af, 1991), y se
ha revelado genéticamente por analisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) y de impresion digital del DNA 6 DNA fingerprinting (Upcroft e af
1990 a; Carnaby ¢r a/, 1991). Un sistema inmune intacto es importante para erradicar la
infeccidn y para desarrollar una inmunidad protectora (Farthing, 1990). Giardia es
esencialmente un parasito luminal ¥ por lo tanto el estudio de los mecanismos inmunes se
han enfocado a la produccion de anticuerpos IgA secretorios. Recientemente hay estudios
que sugieren que hay fallas para desarrollar una respuesta del tipo de IgA a un antigeno
del parisito de 57 kDa, el cual es una proteina de choque térnlico que esta asociada con la
infeccion persistente, a diferencia de una respuesta de IgG a este antigeno y la respuesta
de IgA a otros polipéptidos de este parasito en infecciones de larga evolucion. (Char e al,
1991, 1992).

Giardia provoca alrededor de un 7 %% de casos de diarrea aguda y del 11-45 %% de
casos de diarrea cronica, v menos del SO % de pacientes sintomaticos presentan evidencias
bioquimicas de malabsorciéon de carbohidratos. grasas y micronutrientes, aunque también
sucle ser responsable de! desarrollo vy crecimiento retardado en niflos (Farthing er a/,
1986a; Sullivan ¢r a/, 1991). El mayor impacto clinico de este parasito es en infantes y
nifos, durante los primeros 3 ados de vida, en estados de desnutricion y en pacientes
inmunocomprometidos.

La giardiosis presenta manifestaciones intestinales y extraintestinales, reportandose
una variedad de mecanismos para explicar los procesos multifactoriales involucrados en la
diarrea y malabsorcion causada por Giardia, los cuales se enfocan a: a) la mucosa

intestinal y b) al lumen intestinal (Katelaris y Farthing, 1992).




En los mecanismos de dailo mucasal, se han encontrado anormalidades

estructurales y funcionales ¢n el intestino delgado las cuales pueden ser detectadas en
humanos y animales infectados experimentalmente, v parcce probable que esto contribuya,

al menos en parte, ala diarrea y malabsorcion asociadas a esta infeccion Entre los factores
a) la morfologin, encontrandose mediante

mucosales en la patogénesis se encuentran
observaciones de microscopia de luz que en ocasiones la arquitectura de las vellosidades
parece normal, pero hay cambios ultraestructurales tales como ¢! acortamiento y
engrosamiento de las microvellosidades (Takano y Yardley, 1965, Hoskins 7 v/, 1967,
Morecki y Parker, 1967), ademas de un incremento en la profundidad de las criptas, b)
reduccion en la actividad cnzimatica de lactasa, sucrasa, maltasa y trehalasa ¢cn la
membrana de la microvellosidad (Duncombe ¢7 o/, 1978, Hantong ¢ a/, 1979; Daniels v
Belasevic 1995), reportandose asimismo que la reduccidon en las actividades de la
disacaridasa son maximas cuande la diarrea y las anormalidades morfolagicas son mis

pronunciadas
Se ha mostrado por microscopia clectronica Que los trofozoitos de Grardra, al

adherirse al epitelio, provocan ruptura ¥ distorsion de las microvellosidades en el sitio
microvellosidad

interactia con la membrana de Ia

donde el disco adhesivo wventral
libera, substancias

1973). Giardra posiblemente

(Erlandsen y Chase, produce,
citopaticas hacia el lumen intestinal (Samra o7 i/, 1988), ademas de contener un nimero de
tiol proteinasas las cuales podrian adherirse a las glucoproteinas de la superficie y romper
la integridad de la membrana de la microvellosidad (MHare ¢ </, 1989, Parenti, 1989, North
er al, 1990). También sc ha mostrado que este flagelado expresa en su superficic una
lectina que se une a residuos de manosa (Farthing ¢f </, 1986b). Esta lectina sufre una
ruptura mediada por tripsina de una molécula precursora citoplasmica (Lev ef a/, 1986), ¥y
esta protedlisis puede mediar Ia adhesion a los enterocitos (Inge of o/, 1988), inflamacién

mucosal asociada con la activacion de células T y liberaciéon de citocinas (MacDonald y

Spencer, 1988)



Por otro lado, entre los factores luminales en la patogendsis de la diarrea se han
reportado: a) el sobrecrecimienio bacteriano, que produce anormalidades estructurales en
el intestino delgado similares a las observadas en giardiosis clinica tienen un papel
importante en el dalo mucosal, notandose que la giardiosis sintomatica se asocia con un
incremento ¢n ¢l numero de bacterias aerdbicas v anaerabicas en ¢l intestino delgado

proximal (Tandon ¢r «/, 1977), b) la incorporacion de sales biliares por Giardia, la cual
¢nica del parasito (Katelaris ¢7 2/, 1991) v c) inhibicién de enzimas
reducidas de tripsina,

altera la expresion anti
hidroliticas, apreciandose concentraciones  intraluminales
quimiotripsina y lipasa cn pacientes sintomaticos con giardiosis (Gupta y Mchta, 1973;

Chawla er i/, 1975, Okada ¢r i/, 1983)
En cuanto a la prevalencia de las infecciones por . duodenalis, en estudios

recientes realizados en el Hospital Infantil de México Federico Gomez se encontro la

siguiente distribucidon por edad de los niitos con giardiosis: 21 4 26 en lactantes, 41.7 2% en
%% en adolescentes (Bernal ¢r o/, 1995). En paises en
%% como ocurrc en

preescolares, 27.9 %5 en cscolares y
vias de desarrollo. las tasas de incidencia oscilan entre un 8 » un 2
regiones de Latinoamérica (Figueroa e a/, 1981), Africa (Hason y Patterson, 1987) y Asia
(Hossain ¢r al, 1983). En 1960 se reportod una epidemia de giardiosis en Aspen, Colorado,
debido a que los tubos de drenaje se cruzaron con los del agua purificada infectindose
gran parte de la poblacién. Despuds se confirmo la misina observacion en 23 epidemias de
origen hidrico en Estados Unidos de Nortedmerica enire 1965 y 1980, con mas de 7,000

personas afectadas debido a fallas ¢n el sistema de filtracion. Este problema es frecuente

en Meéxico y otros paises latinoamericanos, donde es comun el consumo de aguas
contaminadas de rios, norias, pozos, canales de riego, manantiales naturales y cenotes.
Esto aliimo se ha manifestado en casos de enfermedad contraida por turistas
norteamericanos o procedentes de regiones como Leningrado, URSS, considerada una

region de riesgo elevado ( Brodsky e¢r al, 19743).
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Por otro lado White ef a/ (1972) y Bradiey (1977) dividieron las enfermedade
infecciosas transmitidas por agentes presentes en el agua en categorias, las cuales reflejan
sus medios de transmision, siendo estas: i) infecciones propagadas a traveés del suministro
del agua (a través de agua ), ii) infecciones difundidas por la falta de agua para la higiene
personal (lavado de agua), iii) infecciones transmitidas a través de un hospedero
invertebrado acuatico (basadas en agua), y iv) infecciones propagadas por inscctos que
dependen del agua (vectores relacionados con ¢l agua) Feachem (1977) observo que
habia un traslapamicnto entre infecciones propiciadas por ¢l suministro del agua y la falta
de este liquido para una higiene adecuada por o que las sitho dentro de las enfermedades
feco-orales, las cuales podian constituir un grupo separado. La clasificacion Bradley-
Feachem fue: i) enfermedades feco-orales (a traves de agua vy lavado de agua), ii)
enfermedades estrictamente por lavado de agua (infecciones de picl y ojos), iii) vecrores
que viven con agua. Tomando en cuenta dicha clasificacion, entre Jos principales factores

se encuentra la transmision a través de agua

de riesgo para la transmision de la giardio
la cual ocurre cuando se consume agua contaminada por Quistes de Grardra. Existen dos
causas por las cuales puede surgir cste problema como son: Ia fuente de agua y el método
de tratamiento usado para la purificacidon de ¢sta. Por otro lado, la transmision a traveés de
alimentos contaminados ocurre porque los quistes de @Giardia sobreviven en la mayoria de
los alimentos que no necesitan ser cocinados antes de consumirse, propiciados por la
inadecuada limpicza de verduras v frutas, v Ia transmision de persona a persona debida a la
transferencia de quisies cn heces de un individuo infectade a otra persona. Aqui se
incluyen factores como la densidad poblacional, las condiciones higiénicas, la proporcion
de individuos susceptibles en una poblacion (Harley, 1988), la cantidad de nifios en las
guarderias (Keystone ¢ al/, 1978) y hombres homosexuales promiscuos (Schmerin ¢f al,
1978).

En Estados Unidos las fuentes y modos de transmision de la giardiosis, de acuerdo

al Center for Disease Control and Prevention (CDDC) estiman que el 90 % de infecciones



por Giardia son adquiridas por beber agua no filtrada o por ¢l contacto con la poblacion

en edad pedriatica, el 10 %6 restante la adquiere por beber agua de superficie no tratada,
viajes internacionales o a traveés de practicas sexuales (Kappus y Juranek, 1988).

La proporcion de casos para la transmision de persona a persona, y a través de
alimentos y agua varia de acuerdo a la region geografica En estudios cpidemiologicos
estacionales se ha encontrado un pico en enero en ¢l noreste de Espaia (Garcia er al,

1989), aunque la estacionalidad de la giardiosis en Wisconsin es similar a la que ha sido

reportada en Vermont (Birkhead y Vogt, 1989), Colorado (Wright or al, 1977),

Minnesota (Ayala y Hermida, 1987), Arkansas (Pasley o7 a/, 1989), Oklahoma, México
(Hermida ¢r a/, 1990), y el Reino Unido, notandose los picos entre los meses de julio y
octubre. Se reporta que esta incidencia estacional puede ser mediada por la contaminacion

de agua de superficie durante el verano. La transmision de persona a persona resulta

también por ¢l hacinamiento poblacional
Las medidas preventivas, por su parte, incluyen campafas de ecducacién a la

poblacién para concientizar del riesgo que implica el beber agua de superficie no tratada,
asi como realizar una construccion adecuada de los pozos, promover su mantenimiento, la
reparacién 6 el recambio de pozos poco profundos, y monitarear los sitios de natacion
publicos para minimizar la exposicion a parasitos. Asi mismo se incluyen el tratamiento de
las personas con infecciones identificadas, ¢! mejoramiento en la purificacion del agua y el
control de sanidad que se debe acompailar con programas de cducacién publica dirigidos a

su uso e investigaciones en el desarrollo de una vacuna efectiva.

En relacion con los métodos diagnosticos que se emplean hasta ahora se han
enfocado a detectar etapas especificas del ciclo de vida de G. dwodenalis (quistes y

trofozoitos en distintas muestras), y las téenicas mas usadas son:
1) Métodos tradicionales como son el examen micraoscopico (coproparasitoscopico)

muestras de heces el cual detecta quistes. Sin embargo, dado que los quistes se eliminan

intermitentemente, esta técnica resulta ser inadecuada en una proporcion alta de casos (30-
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50 %) (Kamath y Murugasu, 1974). Asi mismo influyen en ésto otros factores tales como
1a administracidn de antibidticos, antidacidos, y productos de caolin que inhiben la
excrecidn de quistes (Wolfe, 1984). Otros métodos, como la aspiracion duodenal y la
biopsia, identifican principalmente trofozoitos (Gordts ¢f af, 1985) Un m¢todo adicional
consiste en la obtencion de liquido y/o moco duodenal a través de un hilo ¢n una capsula y
que, al ser extraido unas horas después, es exprimido ¥ se hace un frotis de la muestra para
1a observacion directa en el microscopio de luz (Entero-test 6 Cap. Beal)

2) Técnicas inmunologicas que emplean reactivos biologicos para la deteccion de
anticuerpos especificos contra G. dJuodenalis en suero y secreciones. Entre las pruebas
serologicas mas emplcadas se encuentran la inmunoditusion (Vinayac ¢r al, 1978, Jokipiiy
Jokipii, 1982), hemaglutinacion indirecta (Ganguly y Mahajan, 1981), inmunofluorescencia
indirecta y la inmunofluorescencia directa en la cual se han detectado anticuerpos
especificos hacia Giardia en saliva (Osipova ¢r al, 1984) v ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA) en las cuales también se han cmpleado muestras como la leche materna (Miotti
et al, 1986). Por otro lado la deteccion de IgG antigiardia especifica en muestras
sanguineas conservadas en papel filiro presenta una sensibilidad del 91 26 y especificidad
del 95 ©% (Al-Tukhi er a/, 1993). Dicho ensayo también se emplea en la deteccion de
antigenos del trofozoito y/o quiste en  heces Otra técnica wusada es la
contrainmunoelectroforesis (CIE) la cual detecta antigenos de quiste en heces en la cual
se usa comercialmente el ELISA (JanofY ¢7 al, 1989)

3) Técnicas moleculares, que son métodos basados en sondas de DINA y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para secucncias especiticas del DNA. La segunda prueba
se ha empleado para detectar y diferenciar quistes viables y no-viables de Grardia, ademas
de caracterizarse por ser una técnica especifica y sensible dado que puede detectar hasta
un solo quiste, !o cual la hace una herramienta muy util para la deteccion ambiental del
parasito (Abbaszadegan ¢/ al, 1991). Asi mismo se ha empleado dicha técnica para

diferenciar cepas patdgenas de Giardia (Mahbubani ¢f @/, 1992). También se ha empleado
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ital de DNA con la sonda de DNA del fago M13 Ila cual es capaz de
1991) Por otro

la impresion di

mostrar diferencias genéticas entre cepas de Giardiui (Archibald er al.
lado, la electroforesis de enzimas (zimodemos) se usa para examinar la variacion gendtica
entre aislados de (. duodenalis de diferentes areas geograticas y ademas proporciona
informacion sobre la estructura penetica, ploidia y taxonomua y compara aislados de
diferentes especies de hospederos con ¢l fin de demostrar si en realidad la transmision cs
mediada por una zoonosis (Meloni ¢r a/, 1995). El RAPD (DNA polimarfico amplificado

al azar) es otra técnica que detecta la variacién genélica entre aislados de Grardia

(Morgan ez al, 1993 a)

1.C. TERAPEUTICA DE LLA GIARDIOSIS

La piedra angular del tratamiento en la mayoria de las parasitosis intestinales es el

empleo de agentes antiprotozoarios efectivos El tratamiento antiparasitario debe ser

apropiado para cada infecciéon y a la dosis correcta. vigilando los posibles efectos toxicos.
La eleccion de la via de administracion se debe basar en . la farmacodinamia del agente
quimioterdapeutico v Ia toxicidad. La eleccion del agente antiparasitario para un paciente ¥
una parasitosis debe mantener un equilibrio entre la efectividad v el ricsgo de la toxicidad
Haciendo una breve reseia histdrica. antiguamente se usaban para el tratamiento
de la giardiosis sustancias muy toxicas como CClyg, Hg2* v Bid™ v posteriormente  se

utilizd la mepacrina, un agente tradicionalmente antimaliarico (MNendelson, 1980)

Actualmente, los farmacos mas utilizados en esta parasitosis son los siguientes (ver tabla
I

dazol (2-metil-S-nitroimidazol-1-etanol). Este farmaco ha sido

Metror

ampliamente usado en infecciones provocadas por bacterias y protozoarios anaerdbicos. El

mecanismo de accion de este 5-nitroimidazol en el parasito G. dwodenalis es
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TABLA I. REGIMENES DE TRATAMIENTO COMUNMENTE USADO PARA

LA GIARDIOSIS.

f DURACION l EFICACIA 1 REFERENCIA
62-75 %% Hall y Nahar, 1993
Bl % Hall v Nahar, 1993

AGENTES DQOSIS
Dasis unica 600 mg u 1 a3 dias

ROO mg 400 mg 300
Albendazol o $ dias
mg diariamente 95y

|

LI { Davidson, 1984
|
|

Hall ¥ Nahar, 1993

Bmggsdia (3 0 4 10 dias

Furazolidona
veces diariamentc)

Davidsen, 1984

|
] s ains

Metronidazol 1S mg/kp/dia (3 veces l 90 %5
diariamenic)
Ornidazol 1.5 g dosis Gnicas 920 % Jokipii y Jokipii.,
1982
Paromomicina } 30 mgkg/dia (364 I 10 dias } 326 \Wolfe, 1984
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completamente  bioquimico, involucrando principalmente a la enzima ferredoxina
oxidoreductasa conocida también como piruvato sintasa (PFOR), la cual promucve la
reduccidn acl grupo nitro para formar vanios intermediarios toxicos, como el radical anién,
el nitroso, la hidroxilamina y ¢l amino. Estos posiblemente sc pegan al DNA para formar
un complcjo que no pucde funcionar como iniciador para las DNA y RNA polimerasas
inhibiendo la sintesis de DNA u otras moléculas. y se generan finalmente dos mectabolitos
conocidos como acctamida y acido-N-(2-hidroxictil) oxamico [Figura 3] (Ings er al,
1974). Es importante mencionar quc la cnzima PFOR interviene en la via Embden-
Meyerhof-Pamas (EMP) [Figura 4], la cual sc encarga de catalizar la descarboxilacién del
piruvato para generar acetato y CO> a partir de D-glucosa (Lindmark, 1980; Lindmark y
Miller, 1988). La PFOR tienc una masa molecular de 230 kDa, ¢s una proteina dimérica
que utiliza una proteina Fe-S (ferredoxina) como un aceptor de clectrones y tiene un
potencial de media onda muy negativo (Thompson ef a/, 1993 b).

En cuanto a la farmacocinética del metronidazol en humanos, se ha reportado que se
mctaboliza en ¢l higado por la oxidacion de la cadena lateral y la formacian del
glucurdnido correspondiente. Los principales metabolitos oxidativos son: 1-(2-hidroxictil)-
2-hidroximetil-S-nitroimidazol, (¢l mectabolito "hidroxi™) que tiene actividad antibacteriana
y es detectado en plasma y orina, y el acido 1-(2-hidroxietil-2-hidroximetil-5-
Nitroimidazol (el metabolito "hidroxi”) que tienc actividad antibacteriana y ¢s detectado
en plasma y orina, y ¢l acido-2-metil-5-nitroimidazol-1- acético (el metabolito "acido”), el
cual no tiene actividad antibacteriana, y frecuentemente no sc dotecta en plasma pero es
excretado co orina. Asi pequcilas cantidades de metabolitos reducidos. como acetamida »
acido N-(2-hidroxictil) oximico se han detectado en orina y son formados por la flora
intestinal (Koch er @/, 1979 a). El mctronidazol aparece en la mayoria de los tcjidos del
cuerpo y fluidos de secrecion incluyendo bilis, leche matema, fluido cerebroespinal, saliva,

fluido seminal y sccreciones vaginales, alcanzando traciones similares a las del

plasma. También atraviesa la placenta y rapidamente entra a circulacion fetal.
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FIGURA 3. Mecanismo de accién del metronidazol (F), involucrando la reduccion del
grupo 5- nitro a través de la enzima PFOR, generando intermediarios reactivos
como: radical anién (II), nitroso (I1I), hidroxilamina (IV) ¥ amino (V), éstos
probablemecate se pegan al DNA, RNA, proteinas u otros blancos promoviendo
la-muerte celular, para finalmente generar ic.-N-(2-hidroxietil)oxamico (V1) y
acctamida (VII). Reproducido de Goldman e7 a/, 1986 y Borcham er a/, 1988,
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L.os efectos adversos del metronidazol gencralmente estan relacionados con la
dosis, y los mas comunes son: molestias gastrointestinales, especialmente niusea y
desagradable sabor metalico, se acompafa algunas veces por dolor de cabceza, anorexia y
vémito. El régimen de tratamiento requiere de S a 7 dias, y ha presentado una efectividad
del 80-90 %. Algunos estudios han mostrado que es mutagénico en bacterias (Rosenkranz
y Speck, 1975 ; Lindmark y Muller, 1976) y carcinogénico en varias especies de roedores
(Legator e7 a/, 1975, Rustia y ShubiK, 1979). Con lo que respecta a sus reacciones
adversas, cuando es administrado junto con alcohol provoca una reaccién parecida al
disulfiram. La cimetidina cleva las concentraciones séricas de metronidazol incrementando
el riesgo de cfectos necurologicos. Este férm‘nco no esta aprobado por la Food and Drug
Administration en los Estados Unidos para el tratamicnto de la giardiosis, aunque es
ampliamente usado por los médicos para este propoésito en éste y otros paises en vias de
desarrollo. Sin embargo suelen presentarse fallas en ¢l tratamiento con derivados del 5-
nitroimidazol (Mendelson, 1980), siendo algunas causas la inconformidad del paciente con
el régimen de farmacos prescritos, la posible reinfeccion del paciente, los cambios en la
farmacocinética del farmaco, el posible escape de organismos a sitios privilegiados donde
los farmacos antigiardia no son capaces de llegar, las deficiencias en el sistema inmune del
paciente, la inactivacion del farmaco por infecciones bacterianas concomsitantes (Edwards

er al, 1979), 1a heter idad en !a resp a de poblaciones de Giardia a farmacos

antiprotozoarios (Majewska ef a/, 1991), asi como la existencia de cepas resistentes al

farmaco (Boreham ¢t a/, 1988 b). Como se iond, en el > de accién del

metronidazol, este es reducido deniro de las células a intermediarios reactivos con la
formacion de radicales libres, los cuales son responsables de la actividad del farmaco al

causar ruptura a las cadenas del DNA y a los enlaces cruzados en estas mismas. La

i ia a far puede resultar por una disminucion en la incorporacién de
metronidazol por las lineas resistentes, o bien por la acumulacién de metronidazol libre

dentro de las células resultando de las fallas en la formacién de intermediarios reactivos
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por la oxidoreductasa PFOR, y por fallas dc¢ los intermiediarios reactivos dcl metronidazol
para actuar con el DNA (Boreham o7 a/, 1988 a). Asimismo, se ha asociado 1a tolerancia al

metronidazol con cambios en ¢l DNA a nivel cromosomal y niveles de DNA repetitivos

(Upcroft eral, 1989, 1990 b)

(1-[2-(etilsultonil)etif]-2-metil-S-njuoimidazol) Su  mecanismo  de

Tinidazol
accion al igual que otros derivados del S-Nitroimidazol, implica la reduccion del grupo

nitro generando dos metabolitos llamados 2-hidroximetiltinidazol y eril 2-(5-hidroxi-2-

metil-d-nitro-1-imidazolil)-etil-sulfona, los cuales se unen a macromoléculas o el DNA,

siendo ésto letal para la céiula (Edwards o¢r af, 1973) La eficacia del tinidazol en dosis

unicas de 2 g ha sido del 89-100 o (Farid er ¢/, 1974, Petterson, 1975, Schenone er al,

1975; Salih y Abdalla, 1977, Danzig y Hatchuel, 1977) En cuanto a su metabolismo y

excrecién, el etil 2. ( 5- hidroxi-2- metil- 4- nitro-1- imidazolil)- etil- sulfona es un
producto de la biotransformacion hepitica del tinidazol que involucra la hidroxilaciéon y la
reduccion del grupo nitro. El 2-hidroximetiltinidazol es un metabolito menor. El farmaco

no cargado y el metabolito urinario mayoritario se presentan principalmente en heces,

aunque también se han encontrado en bilis, leche materna, fluido cerebrocespinal, saliva v

en una variedad de tejidos del cuerpo. asi como en la placenta Sus reacciones adversas

incluyen ligeros efectos sobre el aparato gastrointestinal, como nidusea y vOomito poco
frecuente y se pucde presentar leucopenia transitoria Este farmaco esta contraindicado en
pacientes con discrasias sanguineas presentes o con antecedentes de las mismas, también
durante el primer trimestre del embarazo y en etapa de lactancia (Rosentein y Del Campo,
1979).

Quinacrina (N4-(6-cloro-2-metoxi-9-acridinil)-N1,N1-dietil-1 .«4-pentanendiamina
dihidroclorure). Es un compuesto antimalarico que actua inhibiendo Ia sintesis de dcidos
nucleicos. El tratamiento involucra un periodo de 5 a 10 dias (Davidson, 1984) y cs

considerado por varios investigadores como el agente de seleccion, con una efectividad del
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90 %. Sus cfectos colaterales son: psicosis toxica y hemolisis en pacientes deficientes en
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,

Furazolidona (3-[(5-nitro-2-furanil) metileno}-amino]-2-oxazolidinona). Es un
derivado del nitrofurano con actividad antiprotozoaria y antibacteriana Actsa dadando el

DNA directamente o por via radicales de oxigeno (Thompson ef «f, 1993 b) Los

nitrofuranos pueden ser reducidos por enzimas citosolicas tales como NADH y NADPH
oxidasa, asi como también por la PFOR (Moreno ¢f al, 1983). Sc ha observado que en
Giardia la sensibilidad a este tipo de farmacaos esta correlacionada con un aumento en la
actividad enzimatica de peroxidasa v reductasa dependiente del tiol, siendo esta una
posible explicacion del mecanismo de resistencia, lo cual en parte puede indicar que un
adecuado funcionamiento del ciclo tiol genera el fenotipo de resistencia (Smith er a/,
1988). Los efectos adversos mas comunes de la administracion de furazolidona involucran
el tracto gastrointestinal ¢ incluyen nausea y vomito, es hepatotdxica, produciendo anemia
hemolitica en pacientes con deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La Food and
Drug Administration de los E.U.(1991) la reportd como carcinogénica y mutagénica, y no
se comercializa para uso humano cn Australia (Townson er af, 1992)

Paromomicina (O-2-amino-2-deoxi-a-D-glucopiranosil-(1—4)-0-[0-2,6-diamino-
2,6-dideoxi-B-L-idopiranosil-(1—3)-B-D-ribofuranosil-(1 —5)]-2-deoxi-D-estreptamina.
Pertenece al grupo de los aminoglicosidos, presentando  actividad antibacteriana,
antihelmintica y antiprotozoaria. Su mecanismo de accion consiste en la inhibicidn de 1a
sintesis proteica, al unirse al RNAr (tipo 16 S) la subunidad ribosomal menor (Adam,
1991). Estudios realizados por Boreham er a/ (1986) con ratones neonatales revelaron que
este fairmaco es de 4 a 5 veces mas activo que cl metronidazo! y la quinacrina, y dado que
€s poco absorbida en el intestino se reduce el riesgo de toxicidad sistémica, lo cual permite
que sea recomendado durante el embarazo (Davidson, 1984). Recientemente se ha
reportado que ¢l par de bases especifica C-1309/G-1491 del RNAr esta implicado en la

susceptibilidad de Giardia a dicho farmaco, mientras que todos los procariontes tienen
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este par de bases, se¢ encuentra ausente cn la mayvoria de cucariontes (incluyendo
mamiferos) y varios protozoarios (Edlind, 1989).

De manera gencral, actualmente sc estan presentando casos refractarios en csta
parasitosis debido al uso indiscriminado y periddico de firmacos prescritos rutinariamente
tanto cn paiscs desarrollados como  en vias de desarrollo. Por tal motivo, es necesario
hacer una cvaluacion de otros farmacos ademas de la sintesis de agentes quimioterapicos
alternativos. En cste sentido, actualmente se ha propuesto el uso de agentes como
pentamidinas y bis-bencimidazoles ( Bell eral. 1991, 1993)

La investigaciéon de agentes antigiardia alternativos ha hecho necesaria la

cvaluacién de Jos bencimidazoles como agentes antiprotozoarios. Entre cllos se

encuentran el albendazol, mebendazol, fenbendazol » nocodazol, cuyo mecanismo de
accién propuesto es la union a tubulina (proteina dimérica compuesta de subunidades a y
B de aproximadamente 50 kDa cada una) y giardinas (que s6lo son encontradas en el disco
ventral de Giardia), viéndose en estudios in vitro que el tratamiento con estos farmacos
deteriora Ia adhesion de los trofozeitos a substratos bioldgicos (céls. epiteliales) 6 inertes
(vidrio, plastico) y ocasiona cambios dramaticos en la morfologia del parasito (Meloni er
al, 1990, Chavez ¢r «l, 1992). El albendazol, mebendazol y oxfendazol producen
embriotoxicidad y teratogénesis cn animales de laboratorio. ademas no deben
administrarse a mujeres embarazadas (Botero, 1986) Recientemente ha sido incorporado

al Cuadro Basico de Medicamentos del Scctor Salud de México el albendazol como
antihelmintico de amplio espectro para uso en medicina veterinaria y humana, ¥ segian el
perfil metabolico del organismo humano existen nuecve metabolitos, encontrindose en
mayor proporcion el sulfoxido y la sulfona de albendazol (Fuentes ¢ al, 1992).

Existen una serie dc farmacos antigiardia cuyo estudio s¢ encuentra en fase
experimental. Por cjemplo, el fairmaco antidepresor clorimipramina inhibe el crecimiento

de Giardia in vitro, posiblemente a través de su capacidad para inhibir ]a ATPasa asociada

con la membrana (Weinbach er a/, 1985). El D-propanolol, al ser un firnmaco estabilizante
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de la membrana inhibe tanto la motilidad como el crecimiento de Giardia in vitro y hay un

reporte clinico de un caso en que al presentarse una falla al tratamiento con metronidazol

DL-propanolol, asociandosele con una rapida

le administré posteriormente
1990) Por otro lado Crouch ¢f a/ (1986), han

se
erradicacién del parasito (Popovic,
evaluado la sensibilidad 71 virro de G, duexdenalis ante varios agentes quimioterapéuticos
que no han sido usados previamente en el tratamiento de la giardiosis, entre los cuales se
encuentran la mefloquina, doxiciclina, y rifampina, observando una fuerte actividad de

éstos contra el protozoario, por lo que se ha propuesto su ecvaluacion clinica como

Actualmente se ha evaluado /n vivo la

potenciales farmacos de tratamiento alternativo
eficacia del zinc de bacitracina encontrindose que es efectivo en el tratamiento de Ia

giardiosis, lo cual es debido a que ¢l zinc forma un complcjo con la bacitracina que
incrementa la estabilidad de la molécula asegurando su actividad farmacolégica, de esta

forma resulta ser un candidato alternativo para el tratamiento de dicha infeccion (Andrews

eral, 1995).
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LD. ANTECEDENTES
1. Generales

La resistencia a fairmacos ha emergido como un obsticulo en el tratamiento y
control de enfermedades de origen parasitario. Ademas,

existe escasa informacion
disponible relaci da con

mos moleculares y bioquimicos que contribuyan al
conocimiento sobre la resistencia a farmacos en cepas y aislados mexicanos de G.
duodenalis, por lo que en este trabajo se pretende evaluar parcialmente células tolerantes
al efecto de los agentes quimioterapéuticos del tipo de los S-Nitroimidazoles.

La resistencia a farmacos ha sido definida como un incremento en la

capacidad de parasitos individuales dentro de una cepa para tolerar dosis de un

compuesto ¢l cual podria ser letal para 1a mayoria de los parasitos en una poblacién
normal de la misma especic. Una disminucion en la sensibilidad podria ser causada por

cambios genéticos o no genéticos en la célula blanco. Si un cambio en la sensibilidad

no involucra un cambio Aen el DNA cromosomal o extracromosomal, entonces es el
resultado de una adaptacion fenotipica. Esto ocurre en cultivos después de una larga
exposicién  al farmaco bajo condiciones favorables para la célula o ¢l organismo. La
resistencia fenotipica no es estable y generalmente se pierde cuando las células después de
haberse cultivado un largo tiempo en presencia de farmaco se transfieren a un medio libre
de agente quimioterapico (Kelly y Hall, 1979).

Lacey (1990) define la resistencia a farmacos en algiin organismo como un cambio
en la farmacodinamia del farmaco (absorcién, distribucién, metabolismo, excreciodn y sitio
de accién), y por lo tanto concluye que la resistencia no necesariamente se presenta en ¢l

sitio de accion del mismo. Estudios basados en la genética molecular de la resistencia a
farmacos en malaria por /. falciparum han propuesto que este fendmeno es propiciado

por dos formas: 1) Resistencia a farmacos antifolato como lo es la pirimetamina y

cicloguanil, 1a cual se debe a mutaciones puntuales en el sitio activo de la enzima
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dihidrofolato reductasa (DHER) (Wellems, 1991), y 2) resistencia a la cloroquina, la cual
es mecdiada por la prateina Namada PgP (P-glicoproteina), para la cual se han encontrado
dos genes mdr (pfmdrl y pfindr2) que codifican para homologos de PgP identificados en

este parasito. Uno de estos (pfidrl) tiene varios alelos que han sido relacionados con ¢l
fenotipo de resistencia a la cloroquina (Cowman, 1991)

Tomando en cuenta esta informacion, y dado que actualmente se estan presentando
casos refractarios al tratamiento de la giardiosis se puede pensar que este problema es
debido a dos razones: uno, la inefectividad de Jos agentes quimioterapicos utilizados, o
bien a la presencia de parasitos resistentes en un hospedero Por lo consiguiente, en el
presente trabajo se pretende evaluar de una forma parcial este renotipo en lineas que scan

inducidas experimentalmente s wrro a presentar resistencia al metronidazol, farmaco

representante de la familia de los $-Ni, el cual se eligid porque cn Mdéxico es de los
farmacos mas prescritos y la presencia de casos refractarios a este farmaco es un problema

que va en aumento

1. Particulares.

La resistencia a farmacos y el numero limitado de agentes quimioterapicos
disponibles para el tratamiento de infecciones debidas a protozoarios y bacterias

anaerobias conduce a serios problemas de salud humana y veterinaria. El metronidazol
es el farmaco de uso mias comun para la quimioterapia de la giardiosis, ademas de

caracterizarse por su uso indiscriminado en ciertas areas endemicas a esta parasitosis, ya
otros agentes infecciosos, tales como Balantiditnn, Gardnerella,

que es prescrita para
Trichomenas

Enramoeba histolyrica, Bacrerordes, Fusiformis, Leishmania mexicana,

vaginalis. Es asi importante enfocarnos a estudios bioquimicos que nos determinen las

bases de Ia resistencia a farmacos con este agente farmacologico en G. druodenalis.
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La resistencia al mectronidazol ha sido reportada en cepas de B fragilis y

Clostridinum pastewriamun, la cual es propiciada por niveles disminuidos de la cnzima
piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) cuya funcion es donar los electrones a la
ferredoxina y en el segundo microorganismo por la hidrogenasa bidireccional (hidrogenasa
1) 1a cual se encarga de reducir el grupo nitro en este farmaco (Britz y Wilkinson, 1979;;

Church er a/, 1988). La resistencia al metronidazol ha sido estudiada con detalle en

Trichomonas, en donde se ha descrito Ja resistencia anaerobica (generada solo en el

laboratorio, Cerkasovova 7 o/, 1984), y la resistencia aerobica (Ja cual se presenta

naturalmente en casos refractarios al tratamiento, Muller ¢7 a7 1988). Estudios i virro
realizados en 7. vaginalis y Tritrichomonas foetus han correlacionado la resistencia
con una disminucidn en la actividad de las enzimas PFOR (Cerkasovova ¢r al/, 1984,

Kabickova e7 al/, 1986).
Estudios recientes realizados por Upcroft er a/, (1992) sugieren que las lineas que

presentan el fenotipo de resistencia a farmacos en G. dwodenalis tienen rearreglos
cromosomales. En el caso del aislado BRIS/83/HEPU/106-2ID10 (linea resistente a 10
dosis letales al metronidazol) se prescnta la delecion de un gen llamado G6/1 en ¢l
cromosoma 4, esta delecion involucra una porcion de un cromosoma parcialmente
duplicado en la cepa BRIS/83/HEPU/106. Al comparar ambas cepas, no encontraron
diferencias en ¢l tamafo del cromosoma, pero observaron que la pérdida de G6/1 en el
p’rimcr aislado esta involucrada con una delecion de un segmento pequeito del cromosoma
mencionado anteriormente que no pudo ser detectada por electroforesis en gel por
inversion de campos (FIGE) debido a que ¢s muy pequeiio o bien un segmento grande con
recambios de DNA que no abarcaron G6/1. Ademais se analizaron otras cepas como la
BAH 12 que sc caracteriza por un crecimiento lento, no presentandose G6/1, por lo cual
asocian a este gen o proteina con e} crecimiento y divisidn anormal del parasito. y
mediante cnsayos de inmunofluorescencia lo encontraron en el nucico de los trofozoitos.

Otro mecanismo de resistencia al metronidazol involucra directamente ¢l
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mecanismo de accion del farmaco bajo estudio, en la quc interviene principalmente el
sistema del transporte de eclectrones, mediado a través de la enzima PFOR. Esta puede

tener una baja actividad enzimatica y se conduce asi a una produccién reducida de

radicales 16xicos que son los responsables del efecto farmacoldgico, o bien por
encontrarse alterados los niveles redox u otras caracteristicas de dicha enzima, siendo
posible también una produccion baja de intermediarios reactivos y una gran cantidad de
metronidazol libre. Lo anterior ocasiona un bajo o nulo efecto citotéxico (Borcham ef al,
1988 b). Sin embargo, otras posibilidades como la presencia de mutaciones puntuales en
la PFOR o bien la presencia de la PgP (P-glicoproteina), la cual esta involucrada con la
resistencia a farmacos en células mamiferas; no han sido aGn explorados en G. dnodenalis.

En general, hasta ¢l momento se desconoce ¢l mecanismo exacto por el cual
surgen los casos refractarios a la quimioterapia en pacientes con giardiosis clinica, por lo

cual resulta interesante estudiar algunos aspectos involucrados con este fenotipo.
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1. JUSTIFICACION :

La giardiosis cs una parasitosis muy frecucnte en México y Otros paiscs tanto cn
vias de desarrollo como desarrollados solicndo ser endémica, que afecta principalmente a
niflos que por la situacion antes expuesta son frecuentemente reinfectados ademas de las
condiciones precarias de higicne presente en esta poblacion, ¢uya forma de control
principalmente involucra el uso de agentes quimioterapicos entre los cuales se destaca el
uso extensivo del mctronidazol, farmaco que presenta un amplio espectro, ¢sto es, tienc un
efecto farmacologico contra bacterias y protozoarios anacrobicos

Dado que actualmente se estin presentando casos refractarios ¢n esta parasitosis y
debido a la existencia de poblaciones de Giardia duodenalis vesistenies a farmacos, es
imponante tencr informacion relacionada con los mecanismos moleculares que puedan
estar alterados cn lineas resistentes que conducen generalmente a fallas en el tratamiento
con la finalidad de desarrollar esirategias metodologicas que controlen esta infeccion.

Por otro lado, se requiere hacer una evaluacion de métodos tanto bioquimicos
como fisiologicos utiles en 1a evaluacion de la susceptibilidad a farmacos en dicho parasito
porque en la actualidad no hay un consenso en estos ensayos. de los cuales se han
repontado el crecimiento clonal en medio semisdlide (Gillin y Diamond, 1980), cl
subcultivo en medio liquido (Flill ¢f /. 1986), la incorporacidon de nucledtidos radioactivos
{Borecham er a/. 1984; Inge v Farthing, 1987), la captacion de colorantes fluorogénicos [
FDA-PI] (Schupp y Erlandsen, 1987) y la reduccion de sales de tetrazolio (Mosmann,
1983), entre los cuales se han observado diferentes valores de DLsg. En la fase
experimental de este trabajo se seleccionara ¢l mas adecuado en términos de sensibilidad,
facilidad de realizacion y reproducibilidad para que pueda tener aplicabilidad a nivel
clinico. Esto permitira diseflar estrategias dc quimioterapia alternativa para casos de
giardiosis refraciarios a uno o mas farmacos. los cuales pueden consistir en el uso de
productos de combinacion, de lenta liberacién o de accion prolongada que tengan un
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cfecto directo cn ¢l parasito, baja toxicidad, sin efectos colaterales y de facil

administracion en esta parasitosis

Otro aspecto interesanie es que los ensayos antes mencionados pueden ser una
herramienta util en el drca de la Investigacion y Farmacologia, ya que permiic hacer una
evaluacion integral dela actividad de nuevos farmacos que pucden presentar mecanismos

de accidn similares o diferentes a los ya empleados en el tratamiento de la giardiosis.
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111. OBJETIVOS

Con la finalidad de entender el fenédmeno de susceptibilidad del parasito Giardia

duodenalis al exponerse a farmacos usados rutinariamente en el tratamiento de dicha

parasitosis, se han planteado los siguicntes objetivos

OBJETIVO GENERAL :

Analizar el cfecto y actividad s virro de farmacos de la familia de los 5-
Nitroimidazoles hacia trofozoitos de Giardia duadenelis, (asi como la respuesta de
sensibilidad de distintos aislados y clonas de este parasito a los farmacos

mencionados)

OBJETIVOS PARTICULARES :

Seleccionar un método Optimo  para evaluar la sensibilidad de trofozoitos de G.
duodenalis a farmacos del tipo de los 5-Nitroimidazoles v viiro

Determinar la sensibilidad i vitro de distintos aislados v clonas de G. dwodvnalis a
farmacos de la familia de los 5-Nitroimidazoles.

Seleccionar lincas celulares de G. duwexienalis con sensibilidad diferencial a los
farmacos empleados.

Implementar diferentes técnicas de mutagénesis celular (fisicoquimicos, fisiolégicos,
espontaneo) para inducir resistencia en trofozoitos de G. duadenalis a farmacos.
Obtener patrones cinéticos de incorporacion de precursores moleculares involucrados
en procesos celulares fundamentales (replicacion, transcripcion y traduccion) en lineas

celulares de G. dnodenalis con distinta sensibilidad a farmacos.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Pariisitos : Las cepas de G. duodenalis utilizadas en estos experimentos fucron la
Portland-1 (PO Aumerican Type Culture Collection No. 30888) obtenida por los Drs. G.
Visvesvara y G. Healy (Center for Discase Control, Atlanta, GA). Esta cepa fue aislada de
una paciente sintomatica de 36 ados de edad en Portland, Oregon (Meyer, 1976) La cepa
WB fue aislada por la Dra. F. Gillin en ¢l NIH a pantir de fluido duodenal de un paciente
de sexo masculino de 27 aios de edad con giardiosis sintomatica con una duracion de 2.5
afos, la cual adquirid en Afuanistan. El tratamiento con metronidazol falldo en este
paciente, ¢l cual recibid cuatro terapias de metronidazol y 3 regimenes de quinacrina
(Smith er al, 1982) Las cepas WB y P-1 fueron proporcionadas por ¢l Dr. E. Weinbach
del National Institutes of Health en Bethesda, Md. (E.U.A ) Los aislados mexicanos
utilizados fucron : IMSS-2 (obtenido de paciente crénico sintomatico), INISS-3 (obtenido
de paciente cronico asintomatico), 52 (obtenido de paciente asintomatico en el CIEA), v
10 (obtenido de pacierie sintomatico en el CIEA) los cuales fueron aislados originalmente

por Cedillo ¢r a/ (1991)

2. Cultivo axénico de Giardia duodenalis : Los trofozoitos de las cepas, clonas y
aislados mencionados anteriormente fueron cultivados axénicamente (subcultivandose tres
veces semanalmente) ¢n tubos dc plastico de fondo conico de 15 ml a 37°C [incubadora
Precisidon modelo 4EG], hasta fase jogaritmica en medio TYI1-S-33 (desarrollade por
Diamond ef a/, 1978 y modificado por Keister, 1983), suplementado con suero bovino al
10 % con 1 ml de los antibidticos cstreptomicina (50,000 U.I./L) - penicilina (50 mg/L).
Los trofozoitos se cosecharon por enfriamicnto de los tubos de cultivo ¢n un bado agua-
hielo durante 90 minutos, invirtiéndose varias veces y resuspendiendése en el mismo

medio. Para los ensayos en que se requirid un nimero de trofozoitos mayor, se cfectio la
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propagacion de la cepa o aislado descado en botellas de plastico de 60 m) a panir de un
tubo stock dc parasitos, realizando de dste inicialmente un conteo en hemocitometro

(Reichert Sci. Instruments) para efectuar calculos tomando como referencia que por cada
ml se alcanza una densidad maxima aproximada 2x109 de trofozoitos y el tiecmpo de

duracién promedio del ciclo de replicacién (= 8 horas).

Los agentes quimicos que sc emplearon fucron el

3. Agentes quimioterapéuticos :
metronidazol (2-metil-S-nitroimidazol-1-ctanol), tinidazol (1-[2-(etilsulfonil) etil}-2-metil-

S-nitroimidazol), ornidazol (a-(clorometil)-2-metil-S-nitro- 1 H-imidazol- 1-ctanol),
secnidazol (a,2-dimetil-S-nitro-1H-imidazol-1-etanol), dimetridazol
El sccnidazol fue gentilmente

(1,2-dimetil-5-nitro-

1H-imidazol), y ronidazol (1-metil-5-nitro-1H-imidazol)

donado por la Dra. Juan de los laboratorios Rhone-Poulenc-Rorer,
Louis, US A Los farmacos

y los farmacos

restantes fueron adquiridos de Sigma Chemical Co, St
fueron disucltos en agua destilada estéril a una concentracion de 1| mg/ml, se pasaron a

través de f{iltros millipore (tamafo de poro 0.22 um; Millipore S.A) Posteriormente sc
caso del

4°C. Las

almacenaron en alicuotas pequeias a temperatura ambiente v, para el

metronidazol, dimetridazol y ronidazol, éstos se almacenaron refrigerados a

estructuras quimicas dc los farmacoes utilizados se mucesiran en la tabla I

4. Clonacién : La obtencidon de clonas se realizé empleando la técnica reportada por

Baum er a/ (1988) basada en diluciones limitantes, para lo cual se cultivaron los
trofozoitos hasta fase logaritmica y se enfriaron los recipientes de cultivo en un bafo agua-
hielo por aproximadamente 30 minutos. Se hizo un recuento celular en un hemocitémetro
de Neubauer (Reichert Sci. Instruments), haciéndose diluciones progresivas hasta obtener

12.5 trofozoitos/ml. Esitos fueron inoculados en razon de 0.5 células/vial en 25 viales de

borosilicato con tapa de rosca de 4.5 ml incubandose a 37°C [incubadora Precision

modelo 4EG] durantc una semana. Posterionnente se revisd el crecimiento celular en
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TABLA 1. ESTRUCTURAS QUIMICAS Y PESOS MOLECULARES
DE LOS FARMACOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO.
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microscopio optico con  sistema  invertido (Olympus) (en colaboracién con la Biol.

Maricela Cruz Soto). La forma en

quc se evalud la clonacion, esto es, el hecho de
que ciertamente un vial positivo representara una clona verdadera se caleuld dividiendo el

Ia

nimero de viales positivos (con crecimiento cclular) entre e! nimero de viales esperados

de acuerdo al inodculo v al numero total de viales inoculados (Hernandees, 1992)

5. Pruebas de susceptibilidad a firmacos : Con la tfinalidad de establecer un método que

evaluara cficazmente la susceptibilidad de los trofozoitos de (5. uadenalts cultivados
axénicamente ante el metronidazol, el cual se utilizd inicialmente como firmaco de
referencia, se emplearon las cepas \WB y P-1 construyendo curvas dosis-respuesta para
cada método utilizado, determinindose la DL la cual se consideré como parametro de

sensibilidad. Los métodos utilizados fueron: Subcultivo en medio liquido, Subcultivo en
Tincion con colorantes fluorogénicos [FDA-PI], Incorporacion de

agar semisolido,
Reduccion de sales de tetrazolio [NMTT})

timidina tritiada {3H-TdR] y.

L.a preparacion de los trofozoitos de . Juexlenalis utilizados en todas las prucbas
mencionadas anteriormente fue la siguiente : en botellas de plastico de 60 ml se colocaron
5 ml de medio de cultivo complcto TYI-S-33 ¥ se adiciono el farmaco en un intenvalo de

concentraciones finales de 2 92x10-% 1M hasta 350 46 uN. después se adicionaron
aproximadamecnte 125,000 trofozoitos de (. unlenalts, se ajusto el volumen total a 60
m! con medio de cultivo y las células se incubaron por un espacio de 24 horas a 37°C. Se
enfriaron las botellas en un bafo agua-hiclo y su contenido se transfirié a tubos de
plastico de fondo conico de SO ml para posteriormente lavarse los trofozoitos tres veces
con solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) [Anexo 1] mediante centrifugaciones

a 840 x g' en centrifuga con sistemna de refrigeracion acoplado [Beckman modelo TJ-6/TJ-
minutos para cada lavado. Los experimentos fueron realizados

R} por un tiempo de 10
por triplicado el mismo dia, evaluandose la viabilidad celular por varios métodos que se

describen enseguida :
34



: En este método se inoculiron 100,000 trotozoitos/ml

S.1 Subeultivo en medio liquido

de Giardic expucstos a farmaco en viales de vidrio de borosilicato de 4.5 ml colocandoles
. Pasado ese

medio fresco completo TYT-S-33 e incubando éstos a 37°C durante 48 horas
tiempo, sc enfriaron las células en un bafio agua-hiclo durante 1 hora y se efectud el
recuento celular en camara de Neubauer, realizindose simultancamente una curva de
calibracion colocando en el ¢je de las ordenadas el namero de trofozoitos inoculado

inicialmente cue abarcaban un rango desde 5,000 hasta 200,000 trofozoitos, y en el ¢je de
las abscisas el nimero de lo trofozoitos obtenidos despuds de 48 horas, considerando el

logaritmo base diez como escala en los cjes yraficados. Para obtener el nimero inicial de
parasitos inoculados en cada vial al ticmpo cero, se le sustrajo ) numero final de
trofozoitos obtenidos despues de 48 horas. El numero inicial de parasitos viables se

extrapold de la curva de calibracién usando ¢l nitmero total corregido a las 48 horas.

Finalmenie el porcentaje de montalidad se calculo mediante la formula. %% de mortalidad

n = ]- (numero de trofozoilos obtenido a partir de la curva de

= 100 x n, donde
calibracion dividido entre el niumero de trafozoitos inoculados inicialmente) (Hill ez a/,

1986).
5.2, Subcultivo en agar semisdlido : En tubos de ensaye de borosilicato de 16x125 mm
ml de medio de cultivo TYI-S-33 y se incubaron déstos a -12°C

15
horas. Los tubos de medio de cultivo con

se colocaron 15

[incubadora Precision] por un espacio de
agarosa fundida se prepararon empleando una solucion stock concentrada al 2 % p/v de

ultrapura, Bio Rad, tipo I, Sca Kem) en medio TYI-S-33, la cual se

-

agarosa (tipo I,
esterilizé a 121°C, 15 Ib de presidn durante 15 minutos (en autoclave) y se conservo en

estufa a 42°C hasta su uso. A los tubos que contenian 15 ml de medio de cultivo calentado
para obtener las

a 42°C se les adicionaron volumenes apropiados de agarosa al 2 %%
siguientes concentraciones : 0.13. 0.16, 0.18, 0.22, 0.25 y 030 % p/v y sc les agregaron
las suspensiones celulares diluidas, las cuales contenian 200 o 500 trofozoitos. La mezcla
se agitd inmediatamente invirtiéndose varias veces y los tubos se colocaron en un baflo
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agua-hielo para solidificar la agarosa Posteriormente los tubos se  incubaron por un
Se procedid a

periodo de 7 dias a 37°C, hasta que las colonias llegaron a ser visibles

realizar cl recucnto de éstas con Ia ayuda de un aparato cuentacolonias (New Brusnswick
Scientific), determinindosc ¢! porcentaje de eficiencia de formacion de colonias (26 CFE),

el cual se define como ¢! namero de colonias crecidas dividido entre el nimero de células

inoculadas multiplicado por 100 (Gillin y Diamaond, 1978)
: En este ensayo a las cdélulas

5.3. Tincidn con colorantes fluarogénicos (FIDA-FPI)

cosechadas y lavadas con PBS se les adicionaron S0 ul de una soluciéon de diacetato de
fluoresceina [FDA] (40 mg/ml en PBS 1X) v 50 ul de una solucien de voduro de

propidium [PI] (30 mg/ml en PB3S). agitandose ¥ dejandose reposar durante 5 minutos a

temperatura ambiente, frenandose la reaccion al meter los tubos en hielo Los recuentos de

células se hicieron en un microscopio éptico can sistema de epifluorescencia (Zeiss) con 2.
de excitacién de 499 nm para el FDA y de 520-610 nm para el PI. En cuanto a la

interpretacion de esta prueba, los trofozoitos tedidos color verde, amarillos o no teflidos,
pero presentando movimiento flagelar, se consideraron viables [FDA positivos], mientras

que los que adquirieron una coloracion rojiza fueron trofozoitos no viables {PI positivos],

haciendo ¢! recuento de 300 cdlulas por cada mucestra para obtener el porceniaje de

viabilidad

5.4. Incorporacion de timidina tritinda (SH-TdR) : Se inocularon I1x100 rotozoitos de
S ml con tapa

G. duodenalis expuestos a farmaco ¢n viales de vidrio de borosilicato de 3.

de rosca, adicionandoles medio TYI-5-33 fresco hasta obtener un volumen de aforo de 3 4
ml, y se incubaron por 2 horas a 37°C. Después se agregaron a cada vial 12.5 uCvml

(56.3 pl) de timidina tritiada con una actividad especifica de -1.33 TBqg/mmol (Amersham
Int. PLC), incubandose cuatro horas mas. La incorporacion sc frend metiendo los viales en

un bafio agua-hiclo. posteriormente los trofozoitos cosechados fueron lavados dos veces
en PBS utilizando centrifugaciones a 840 x g° centrituga [Beckman modelo TJ-6/TJ-R]

durante 10 minutos a 4°C. E! sobrenadante se¢ retiré con pipetas de transferencia
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desechable, en ¢! scgundo lavado se elimind el sobrenadante hasta dejar 1 ml,
resuspendiendo perfectamente la pastilla y transfiriendo ésta a una solucién para emision

de centelleo [anexo 1] para realizar las lecturas en un contador de centellco de liquidos
(Beckman modelo 6000). Los valores de incorporacién de 3H-TdR sc cuantificaron y

onsideraron a las concentraciones del fairmaco se realizéd un analisis de regresion lineal

para obtener ¢l valor de DLsg.
S.5. Reduccién de sales de tetrazolio [MTT] : En este caso se¢ hicieron algunas

modificaciones al método reportado por Aosmann (1983) A los trofozoitos cosechados
se les agregaron S0 ul de metasulfato de fenazina [PMS]) (5 mg/m! de PBS 1X) y una
solucion de NMTT (0.05 26 p/v en PBS 1X) hasta obtener un volumen de aforo de 1.3 ml
Se agitoé suavemente cada tubo eppendortT en un agitador de contacto (Vortex Genie 2) y
se dejaron éstos a 37°C durante 35 minutos. Las lecturas se hicieron en un microscopio
Optico, tomando como criterio de viabilidad celular a trofozoitos que presentaron granulos

color purpura cn su citopiasma, lo cual indica la precipitacién de formazan, mientras que

los trofozoitos no viables no presentaron dicha granulacion.

6. Determinacién de DLgg ¥ MIC de firmacos representativos del grupo de los 5-

Nitroimidazoles (dimetridazol, metronidazol, ornidazol, ronidazol, secnidazol,
tinidazol) : Estos estudios se realizaron empleando la cepa de referencia WB,
construyendo curvas dosis-respuesta de  farmacos derivados del grupo de los S-
Nitroimidazoles mencionados anteriormente. Como criterios para cvaluar la

susceptibilidad de G. diedenalis hacia estos farmacos, sc cligieron la DLsg y MIC, de 1al
manera que al obtener las graficas de tipo sigmoideo se procedié a realizar un analisis de
regresion lincal con la finalidad de obtener dichos valores. Se prepararon varias diluciones
de los farmacos en agua destilada estéril hasta obtencer un intervalo de concentraciones
amplio con la finalidad de cubrir extremos de la grifica donde estuviera involucrada una

viabilidad del 100 % y una mortalidad del 100 %. El procedimiento consistid en cultivar
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los trofozoitos hasta fase logaritmica de crecimicnto, esto ¢s, con un 100 % de

confluencia, despudés se cosccharon las células por enfriamiento y se contaron en

hemocitémetro. A los viales de borosilicato de -4 5 se agregaron Ias eantidades de farmaco

respectivas, y se adicionaron 2 2x10° trofozoitos/ml, aforando con medio de cultivo TY1-

S-33. Los tubos se incubaron por un periodo de 23 horas a 37°C, después sc enfriaron
para coscechar las células por centrifugacion, climinando ¢l sobrenadante y estimando la

viabilidad utilizando el método de tincion con colorantes fluorogénicos descrita en 5.3

7. Evaluncién transversal de Ia sensibilidad in virre de cepas, aislados y clonas de Gl
duodenalis expuestas a DLgg de metronidazal y tinidazol : En este estudio, se hicieron
cosechas cada 96 horas de las cepas o aislados mexicanos con sus clonas respectivas, para
o cual los trofozoitos se cultivaron hasta fase logaritmica de crecimiento v posteriormente
se enfriaron los recipientes de cultivo en un bafo agua-hielo durante 90 minutos En
seguida se efeciio ¢l recuento celular en camara hemocitométrica de Neubauer con el
objeto de inocular 2 2x10* trofozoitos'm! de  Giardicr en viales de borosilicato con tapa de
rosca de 4.5 ml Sc agrego la DLsg del metronidazol ¢ tinidazol segun el caso,
adicionandoles medio TY1-S-33 ¢ incubandolos a 37 °C durante 24 horas. Una vez

transcurrido este tiempo, sc revisd cada vial en microscopio invertido para evaluar el

porcentaje de confluencia, después se metieron en un bajo agua-hielo durante 90 minutos.
En seguida, los trofozoitos se lavaron dos veces transtiriendo el contenido a tubos de
plastico de fondo conico de 15 ml los cuales contenian PBS frio, ¥ se centrifugaron a 840
x g' a 4°C durante 10 minutos En el tltimo lavado se elimino todo ¢l sobrenadante y a la
pastilla se le agregaron 50 1l de una solucién de FDA [40 pg/ml) y SO it de Pl {30g/ml].
se agitd cada tubo y se dcjaron reposando a temperatura ambiente durante S min, para
finalmente frenar la tincion al meter los tubos en un bafio agua-hielo. La determinacién del

porcentaje de viabilidad se realizé haciendo la cuantificacion de 300 células en

microscopio de epifluorescencia tomando en cucnta, para la interpretacion de dicha




prucba, que Jos trofozoitos tefidos color verde, amarillos o sin tincidn eran viables [FDA
positivos], mientras que los que adquirieron una coloracién rojiza fucron troforzoitos no

viables [PI positivos].

8. Anilisis longitudinal de In sensibitidad de trofozoitos de G. duodenalis expuestos a
metronidazol y tinidazeol : En esta fase se cevalud la suscepribilidad del parasito al
exponerse al metronidarol ¥ tinidazol, firmacos representativos del grupo de los 5-
Nitroimidazoles, mediante un estudio longitudinal en trofozoitos cukivados en forma
continua durante 32 dias Se realizaron cosechas celulares cada 72 y 96 horas, a partir de
cepas y aislados que junto con algunas clonas, se selcccionaron del estudio transversal en
base a su tolerancia 6 sensibilidad al exponerse a una DL, de los farmacos probados.
Los trofozoitos se cultivaron hasta fase logaritmica de crecimiento a 37°C, posteriormente
se colocaron en un bafo agua-hielo durante 90 minutos, y para cosechar las células se
centrifugaron a 820 x g' durante 10 min. Se climind ¢l sobrenadante y las pastillas celulares
se juntaron en un tubo de plistico de fondo cénico de 15 ml, para finalmente adicionar
medio completo TYI-5-33 hasta tener un volumen total de 10 ml colocando dicho tubo
en un bafo agua-hielo Posteriormente se realizé un recuento ¢n un hemocitdmetro de
Neubauer para ajustar la concentracion de trofozoitos requerida  Se inocularon entonces
2.2x10% trofozoitos/m! en viales de borosilicato de 4 5 ml con tapa de rosca, se les colocod
¢l volumen adecuado de los farmacos mencionados que representaba la dosis letal 50 y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Una vez transcurride ese tiempo. se evalud la
confluencia que presentaba cada tubo mediante observaciones en microscopio invertido,
para después cosechar las células por cnfriamiento, y finalmente cuantificar el porcentaje
de viabilidud con el método de tincidn de colorantes fluorogénicos [FDA-PI),

interpretando dicha prueba como se menciond en el apartado 5.3.

9. Obtencién de lineas resistentes 3




9.1 Induccién por droga : A trofozoitos de las cepas de referencia WRB y PP-1  en fase
logaritmica de crecimiento se les cultivé en presencia de concentraciones ascendentes de
los firmacos metronidazol o tinidacol, tomando en cuenta las curvas dJdosis-respucestas
obtenidas con estos agentes quimioterapicos en el inciso 8 para las cepas respectivas,
siendo expuestos inicialmente a la DLjg Al irse adaptando los troforoitos, se les fue
incrementando la dosis. siempre y cuando estos llegaran a tener una confluencia del 100 %5
varias veces, En ese momento se aumiento la concentracion, v con el objetivo de tener una
reserva de trofozoitos viables con diferentes grados de tolerancia al agente citotoxico

expuesto se les conservo por criopreservacion en Na liquido (Anexo 1)
en fase logaritmica de

9.2 Mutagénesis : A trofozoitos de las cepas WB v P-
crecimiento se les elimino ¢l medio TYI-S-33 para adicionarles PBS de pH=7 2 estéril,
¥ se¢ incubaron en

posteriormente se revisaron los tubos en microscopio invertido
exposicion a radiaciéon de luz UV, (lampara Blank Ray, UVL 22, 115 volts, 60 ciclos,

0.17 amps) durante 3 horas a 37°C. Los tubos se colocaron en un bano azua-hielo durante
ados a 850 x g’ durante 10 minutos a 4°

aproximadamente 30 minutos para scr centrifu,
C. Se eliminé el sobrenadante con pipetas pasteur v se¢ adiciond medio completo TYI-S-
33, metiéndose a incubar a 37°C para despuds de 30 minutos de incubacion evaluar
algunos danos cualitativamente despuds de realizar este tratamiento, como la morfologia
de los trofozoitos y la velocidad de replicacion del parasito, siendo éstos cambios bastante
evidentes despudés de compararse con una cepa control (no sometida a dicho tratamiento).
Después de 48 horas de incubacion se volvicron a revisar en microscopio invertido para
estimar otra vez los parametros antes mencionados. Con el fin de mantener trofozoitos

mutados viables se les sometio a la récnica de criopreservacion en N2 liquido mencionada

en ¢! Anexo I1.
: Al realizar ¢l estudio longitudinal se pudicron observar algunas cepas

9.3. Espontsinea
de referencia, aislados mexicanos y clonas que sin necesidad de inducir con ningan agente

Jograron mantener un comportamienio de tolerancia por si solas, es decir, naturalmente.
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10. Patrones cinéticos dec incorporacién de precursores moleculares involucrados en
procesos celulares fundamentales en lineas celulares de G. duodenalis : Durante la
trabajo los experimentos se hicieron por duplicado en un mismo

reali. on del pr
dia, en las cinéticas se utilizaron concentraciones de SH-TdR, 3H-UdR y 35§-Cisteina de

0.55, 0.55, y 0.4%4 mCi/ml respectivamente Las cepas utilizadas fueron WB y WB
resistente obtenida a partir del inciso 9.1. en donde a cada una de las cepas al tiempo de 2
horas se les colocé el volumen de firmaco que representaba la MIC del metronidazol
conseguida a partir del apartado 5. La mctodologia para los tres ensayos fue la misma,
adicionando la concentracion de nucledtido radioactivo en viales de 3.5 ml de borosilicato
conteniendo 2.2x10° trofozoitos/ml a una temperatura de 37°C, y se dejaron en presencia
de éstos durante un periodo de 2 hasta 24 horas a la temperatura antes mencionada.
Después las ceélulas se colectaron empleando un cosechador de células (Millipore
Corporation Bedforf M.A .S.S.) a través del cual se hizo pasar PBS y ac. tricloroacético al
10% frios. Las muestras cn papel de nitrocelulosa se pusieron a sccar a temperatura
ambiente y se colocaron en viales de 20 ml que contenian 5 ml de solucion de centelleo
(Anexo I). La cantidad de marca incorporada por ¢! organismo se determind por lecturas
realizadas en un contador de centelleo de liquidos (Beckman 6000) obtenidas en cuentas

por minuto [c.p.m.] versus el tiempo de incubacién con dicho nucleétido.

11. Métodos estadisticos: En el presente trabajo se emplearon anilisis de regresion lineal
para la determinacion de DLsg como parametro de sensibilidad en cada método. En los
c€asos en que se requirid la comparacion estadistica de los diferentes métodos de viabilidad
se realizd un analisis de varianza (Andeva), y la prucba DVS de Tukey (DVS : diferencia
verdaderamente significativa). Con respecto al analisis de los estudios longitudinales se

un disefio en bloques, en tanto que en la incorporacidn de precursores

efectud
diferencia entre las medias de dos

moleculares se aplicé la prueba de hipétesis:
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poblaciones, en donde las inferencias estadisticas tienen por 1o menos un 95 % de

confiabilidad (Danicl, 1995).
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V. RESULTADOS

1. Cultiva axénico de G. duodenalis : Las cepas de referencia P-1, WD, y los aislados
mexicanos IMSS-2, INSS-3, CIEA-10 y CIEA-52 fueron cultivados axénicamente en
medio TYI-S-33 tal como se describié en material y métodos, no detectandose diferencias
relevantes en cuanto a la velocidad de replicacion, lo cual fue evaluado mediante
observaciones de campo en microscopio 6ptico invertido, determinado esto por el
porcentaje de confluencia que presentd cada tubo. Generalmente la fase Jogaritmica de

crecimiento fuec el momento clegido para cosechar los parésitos, presentandose ésta

aproximadamente cada 72 horas, lo cual estuvo en funcién del indculo inicial de
trofozoitos siendo de 3,906 trofozoitos/ml utilizados

Por otro lado, cabe mencionar que a las células en cultivo continuo, se les realizd prueba
de esterilidad en medio luria (Anexo I1) con frecuencia, ya que la presencia de algun tipo

de contaminacion hubiese alterado los resultados de la evaluacién de 1a susceptibilidad a

farmacos en este parasito.

2. Clonacién : Con la finalidad de poder obtener poblaciones celulares gendticamente
homoégeneas, se realizo 1a clonacion empleando la técnica reportada por Baum ef a/ (1988)
basada en diluciones limitantes, tal como se describid en el apantado 4 0 de material y
métodos. Se definio una clona como un grupo de células las cuales son la progenia de una
célula inicial. En dichos ensayos se obtuvieron los datos contenidos en la Tabla I11.

Uno de los parametros que permitid evaluar si realmente una clona se derivo de una célula
fue mediante la obtencion del %o CFE cuyo valor maximo es del 100 2. Asi en los datos
anteriores se observo que la cepa WB rebasé el limite superior probablemente al haber una
distribucion celular mayor al esperado tedricamente (12,5 trofozoitos), también el aislado
IMSS-2 presento el menor porcentaje de CFE pero atin se considera un nimero adecuado

para poder ser considerada como clona.
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Por otro lado. también se observaron diferencias relevantes en el numero de clonas
obtenidas y en la velocidad de replicacién entre clonas después de haber sido recalizada la
clonacién. Es probable que las diferencias detectadas en ¢l numero de clonas obtenidas son
propiciadas por la misma metodologia de la clonacidn, ya que el hecho de colocar una

célula en cada dos viales es un evento probabilistico.

TABLA III. RESULTADOS DE CLONACION DE TROFOZOITOS DE Gierdia
duodenalis POR DILUCION LIMITANTE

CEPA O AISLADO NUMIERO DE CLONAS | 24 CFE
OBTENIDAS
wB 14 107.69
P-1 9 69.23
IMSS-2 7 53.84
INSS-3 8 61.53
CIEA-10 1 84.61
CIEA-52 1 84.61

3. Evaluacién de ensayos que determinan Ia susceptibilidad a fiirmacos en Giardia
duodenalis : En la actualidad no se tiene un consenso sobre las metodologias que ayudan
a evaluar la sensibilidad a fairmacos en trofozoitos de Giardia, por lo que en esta parte del
estudio se evaluaron una serie de metodologias que permiticron determinar el porcentaje
de viabilidad en las cepas de referencia (\WB y P-1), con !a finalidad de seleccionar aquella
que fuera Optima en términos de costos, confiabilidad, facilidad, reproducibilidad y
sensibilidad. Asi sc elaboraron curvas dosis-respuesta para cada método, tomandose

como parametro de sensibilidad el valor de DLsg correspondiente . Dichos ensayos se
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clasificaron como dioquimicos [1incién con colorantes fluorogénicos (FDA-PI), reduccion
de sales de tetrazolio (MTT), ¢ incorporacién de timidina tritiada (3H-TdR)]} y fisioldgicos
{subcultivo en medio liquido y subcultivo en agar semisolido].

3.1. Subcultivo en medio liquido : Este ensayo cvalia la capacidad de las células para
poder replicarse después de haber sido expuestas a un agente potencialmente citotoxico, y
se siguid la metodologia descrita en material y métodos. Sc obtuvieron las curvas dosis-
respuesta presentadas en las figuras 8 y 9, obteniéndose valores de DLgg de 1761 ¥
113.2 uM de metronidazol para las cepas WB y P-1 respectivamente. En la figura 10 se
pucde apreciar que resultod ser ¢l método mas sensible, debido a que se determinaron
DLsp mas bajas compirandolas con los demas ensayos de viabilidad probados. Cabe
mencionar que su principal desventaja es el tiempo requerido para la obtencion de los
resultados (48 horas) después de haber expucsto los organismos al agente antiparasitario.
3.2. Subcultivo ¢n agar semisélido : En este ensayo, después de haberse incubado las
células con metronidazol durante 23 horas, se colocaron en tubos de 15 ml con agarosa
semisolida, con la finalidad de que las células individuales fueran capaces de replicarse y
formar una colonia en esta matriz. Para la determinaciéon de la concentracion optima de
agarosa, se emplearon medios semisolidos que abarcaban un rango de concentraciones
desde 0.13 hasta 03 %6 (p/v) empleando en la estandarizacion a la cepa WB. Asi se
observo que cl crecimiento clonal dependio de la concentracion de agarosa empleada, esto
es, en concentraciones bajas como 0.13 %%, las colonias eran incontables y difusas,
mientras quec en concentraciones allas s¢ presentaban pocas colonias y muy pequecias. Asi,
la concentracion 6ptima fue la de 0.16 %5 ya que las colonias se encontraban bien definidas
y de tamafo constante, y éstas fueron apreciables a simple vista después de 7-8 dias de
incubacion a 37°C. Por otro lado, también sc probaron diferentes indculos de células por
tubo (200 y 500) obsenanidose que el namero de colonias era proporcional al nimero de

células inoculadas. En e¢ste caso, se decidid utilizar el inodculo de 500 trofozoitos
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considerando que ¢l tratamicnto con farmaco disminuiria notablemente la eficiencia de
formacion de colonias (2CFE).

Otro aspecto ¢n csta fase del trabajo consistio en cvaluar diferentes agarosas con distinta
pureza tales como Ultrapura {BRL, EEO (-mr)«0 15, grado clectroforesis de punto de
fusidn bajol, tipo I [Sigma, Baja EEO=0.09-0 13), agarosa [Bio Rad, EEO (-mr)=0 13+/-
0.02}, tipo 111 [Sigma, Alta EEO=0.23-026] y agarosa {Sca Kem. EEO media, EEO(-mr):
0.16-0.19], utilizaindose una concentracion de medio semisdlido constante de 0.16% p/v Ia
cual, como se menciono anteriormente, fue la mas apropiada Sc empled como parametro
de evaluacidon el % CFE para cada agarosa empleada, v se obtuvieron los datos que

aparecen en la Tabla IV,

TABLA IV. EFECTO DE DIFERENTES TIPOS DE AGAROSAS SOBRE LA
FORMACION DE COLONIAS (% CFE) EN TROFOZOITOS DE Giurdia duodenalis,
EMPLEANDO SUBCULTIVO EN AGAR SEMISOLIDO CON CONCENTRACION DE

AGAROSA 0.16 %.

TIPO DE AGAROSA % CFE
Ultrapura (BRL) 5.80
Tipo I (Sigma) 19.33
Tipo I (Sigma) 16.86
Agarosa (Sea Kem) 20.13
Agarosa (Bio Rad) 26.60

Como se puede observar, el %% CFE de la cepa WB vario drasticamente con el uso de
agarosas de diferente calidad. La agarosa ultrapura dio el menor %% CFE, observandose
colonias muy pequeiias, compactas y algunas con aspecto micotico. Al emplear agarosa

Sea Kem se obtuvieron colonias medianas, definidas, mientras que con agarosa Bio Rad
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las colonias fucron de tamafio irregular, difusas y grumosas, sunque ambas presentaban un
alto % CFE. Sc decidio no utilizar éstas posteriormente debido a la heterogencidad en la
morfologia de las colonias, ¢ incluso la agarosa tipo I presentd colonias de tamaiio
irregular y grumosas. Por ¢l contrario, la agarosa tipo I1I fue seleccionada porque generéd
colonias bien definidas y de tamaio constante (datos no mostrados) Tomados en su
conjunto, estos datos sugieren que la agarosa mas adecuada fue la tipo {II debido a las
caracteristicas que presentaron las colonias obtenidas al emplearla en el medio semisdlido.

Una vez establecidas las condiciones optimas para esta metodologia, se procedid a evaluar
el efecto del metronidazol sobre ¢l pardsito G. drnodenalis. En la figura 5 se analizd ¢l
cfecto de este firmaco en las cepas de referencia. Se observo asi un efecto significativo
del farmaco sobre la viabilidad celular al disminuir notablemente el namero de colonias
formadas, segun sc puede apreciar en la Tabla V.

TABLA V. EFECTO DEL METRONIDAZOL SODBRE LA EFICIENCIA DE

FORMACION DE COLONIAS DE TROFOZOITOS DE Giardia duodenalis EN
MEDIO SEMISOLIDO.

CONCENTRACION CFE %
DE METRONIDAZOL CEPAS
(uM) WB P-1

Control 2.26 1.40
2.92x10-5 9.87 3.00
2.92x10% 0.40 5.00
14.60 4.80 0.20
58.41 3.80 0.20
350.46 0.0 0.00
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PANEL 1

PANEL 2

FIGURA 5. Observacion visual del efecto de diferentes concentraciones de metr 4 sobre 1a for
- de colonias de Glardia duodenalis cepas WB y P-1. 500 troforoitos  se incubaron en miedio de agarosa 0,16
%% (Tipo 111, Sigma) a 37°C duranie 7 dias, posteriormente se determino el °s CFE de acuerdo a lo descrito
, en material y métodos. Panel 1: Cepa WB. A) 350.46 uM_ B) 2 02x10E ™ uM, ©) control sin farmaco. Panel
. 2: Cepa P-1. A) 350.36M. B) 14.60 uM, C) control sin firmaco.
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Los resultados del % CFE de las cepas de referencia no permitieron hacer la construccion
de una curva dosis-respuesta que tuviera una tendencia sigmoidea clasica para poder
calcular los valores de DL 59 cn forma confiable, ya que al realizar el analisis de regresion
y correlacién se obtuvicron valores para r de 021 y 0.23 en las cepas WB y P-1,
respectivamente. Al ser valores bajos, estos datos nos indican que la ccuacion no se ajusta
a una linca recta y que por lo consiguiente no es posible obtener wvalores de DLj3gp
confiables para dichas cepas, las cuales serian de -3851 98 uNt v -6827.21 uM de
metronidazol para las cepas \WB y P-1, respectivamente

Asimismo, los resultados obtenidos no presentaron la tendencia esperada, dado que a bajas
concentraciones de farmaco debid haber un elevado 2% CFE micntras que a dosis clevadas
debid presentarse un efecto serio en Ja viabilidad, visualizaindose por una disminucién
drastica en ¢l %o CFE y c¢llo no pudo apreciarse en los datos mostrados en la Tabla V,
pudiendo notarse que son valores excesivos si se comparan con los demas ensayos de
viabilidad probados. Por estas causas, ademas de la falta de reproducibilidad en cada
experimento realizado aunado con una baja sensibilidad se decidid descartar dicho ensayo.
3.3. Tincién con colorantes fluorogénicos [FDA-PI] : Con la finalidad de obtener el
porcentaje de viabilidad sobre recuentos celulares directos, éstos se realizaron empleando
microscopio de cpifluorescencia después de  haber expuesto  los  trofozoilos a
metronidazol. Los parasitos viables de . duwodenalis incubados con el substrato
fluorogénico FDA presentaron una fluorescencia verde-amarilla debido a la acitividad
enzimatica de las esterasas las cuales hidrolizaron ¢l FDA generando la fluoresceina dentro
del parasito nombrandoles a dichas células FDA-positivas. Por su parte, las células
dafadas o muertas adquirieron un color rojizo al incorporar ¢l PI, Bamandolas Pl-
positivas. Los patrones de tincion de los trofozoitos con FDA-PI se puede observar en la
figura 6. Algunas veces sc observaron trofozoitos que no se tedian con FDA ni con PI, sin
embargo, en las observaciones microscopicas de campo claro los parasitos tenian

morfologia y motilidad flagelar normal, por lo que se¢ consideraron viables. Los valores de
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DLgq obtenidos a partir de las figuras 8 y 9 fueron de 226 y 226.2 uM para las cepas WB
y P-1 respectivamente. En la figura 10 sc aprecia que no hay una diferencia en los valores
obtenidos entre las dos cepas. Una posible explicacién al hecho de que algunos trofozoitos
no prescntaban tincion puede deberse a que  Ia concentraciéon de FDA se¢ debia
incrementar para que las celulas presentaran fluorocroniasia o bien a que la actividad
enzimatica de las esterasas no cra adecuada para poder hidrolizar el FDA y formar la
fluoresceina.

3.4. Incorporacion de timidina tritiada [31-TJR] : En el prescnte trabajo se hicieron
adaptaciones a los métodos reportados por Borecham ¢f af (1983) y Farthing (1987), en
donde la optimizacidn de esta técnica requirio inicialmente estandarizar el numero de

trofozoitos y el tiempo de¢ incubacion con el nucledtido radioactivo en ausencia de

farmaco. Para ello, se probaron distintos indculos celulares abarcando desde 5.5 x 10 *,
4.4 x10%y 1 x 10 ° trofozoitos/ml adicioniandoles 3H-TdR (12.51 puCi/ml) y realizando
las cosechas a un intervalo desde 2 hasta 8 horas, para posteriormente realizar lecturas en
un contador de centelleo de liquidos.

Los resulitados de 1a figura 7 mostraron que hay una tendencia directamente proporcional
entre el transcurso del tiempo de incubacidon y el aumento en la incorporacion de 3H-TdR
hacia el material génctico (DNA) de Giardia, resuliando ser el indculo éptimo 1x108
trofozoitos, ya que conforme transcurria el tiempo se incrementaba linealmente la
incorporacién durante las 8 hrs probadas. Incluso, en ¢l analisis estadistico se encontré un
coeficiente de correlacion de 0.96, en tanto que el analisis de regresion lineal mostré que a
partir de 1.2 hrs se tuvo una incorporacion del 50 % del nucledtido radioactivo,
descartandose los inoculos de 4.4 x 10 * trofozoitos/ml (r=0.68) y 5.5 x 10 *
trofozoitos/ml (r=0.76) por una falta de linearidad, ademas de que en este ultimo indculo
celular la adicidn del farmaco dafaria seriamente los trofozoitos, dando como

consecuencia lecturas bajas de incorporacion del nucledtido radioactivo. Por otro lado se

decidié seleccionar como tiempo de incubacion éptimo para nuestros propdsitos el de 2
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FIGURA 7. Relacidon entre la incorporacion de 3H-TAR y el indculo celular de trofozolios de Giardia
duodenalis (cepa WB) en cullivos i vitro del parasilo. Se inocularon 5 5x10E3. 2.2x10E5 y
4.4x10E5 trolozoilos/ml de Giardia en vinles que contenian medio TYI-S-33 y se incubaron a 37°C
duranie 2 hrs, posteriormente se adicionaron 12.51 uCi/ml de) nucledtido, snseguida se
cosechason los pardsilos a las 2, 4, 6, 8 y 10 hrs después de iniciados 108 cultives, efectuando las

teciuras en un contador de centelleo de tiquid (Modalo Beck 6000). Los punios en dicha
gralica representan el promedio de experimanios ¢ por di icad en un mismo dia.
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hrs, el cual fue el minimo necesario para detectar incorporacion significativa del
nucleétido, esto con base en ¢l anilisis estadistico mencionado (Cruz, 1996).

Una vez scleccionadas las condiciones éptimas para realizar estos cxperimentos, se
expusicron los trofozoitos a metronidazol y sc incubaron con el nucleétido radiactivo para
posteriormente medir la incorporacion de éste al niicleo de las células mediante lecturas en
un contador de centellco de liquidos. A partir de las figuras 8 ¥ 9 se obtuvieron los valores
de DlLsg después de haber realizado un anilisis de regresion lineal para las cepas WB y P-
1, siendo éstos de 221.5 y 217.4 uM respectivamente. Como se puede apreciar en la
figura 10 y tambi€n por el anilisis estadistico, no sc encontraron diferencias significativas
en cuanto a la sensibilidad de las dos cepas de G. duwodenalis al exponerse a metronidazol.
Estc ensayo es rapido, sicndo sus ventajas el ser un método parcialmente automatizado
quc permite el manejo de muchas muestras, pcro cs costoso porque requicre de
nucledtidos radiocactivos v equipo especial (contador de centelleo de liquidos).

3.5. Reduccién de sales de tetrazolio {MTT] : En este trabajo se hicicron modificaciones
al método reportado por Mosmann (1983), cn donde el ensayo tradicional implica lisar las
células para liberar ¢l formazin insoluble cn agua y solubilizarlo en alcohol-acido
(isopropanol-HC1) para posteriormente cfectuar lecturas de absorbancia en un
espectrofotometro. En este caso, se decidiéo no lisar las células v se efectuo el recuento de
los trofozoitos que ya tenian precipitado ¢l formazin cn el interior de su citoplasma, lo
cual era indicativo de viabilidad, mientras que las células que no presentaban dicha
granulaciéon indicaban que ¢stas no eran viables. Lo anterior sc rcpresenta en las
fotomicrografias de la figura 6. Al realizar la graficacién dec las curvas dosis-respuesta y
aplicar ¢} método de minimos cuadrados, cuya ecuacion general esta dada por la expresion
y=a+bx, cn la cepa WB fue establecida en la forma y = 76.5127 - 0.4433x, en donde se

obtuvo un cocficiente de correlacion r = -0.92
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FIGURA 8. Determinacion de la viabiidad en irofozoltos de Grardia duodenals cepa WB
expuestos a metlronidazo! empleando vanos mélodos. Se inocularon 2.2x10ES 1rofozoltos/mi
y se les adicionaron diferentes concentraciones de melronigazol, posteriormente se
incubaron a 37°C duranie 24 horas. La cuantificacién de la viabilidad se realhizé utilizando
las técnicas indicadas en la parta interior de la gréfica de acuerdo a lo descrto en material
y métodos. En dicha gréatica cada punto 'eplesenla el promedio de experimentaciones

Er Ali no mosird dilerencias signilicatives entre

por tr
los métodos de FDA-PL. 3H-Timidina y subcultivo con una P<0.05

54



i
,
i
H
H
§
i
i
i
i

% VIABILIDAD

140

1204

1OOJ

o Q, Q.,00292 00,0202 0,202 a.92
METRONIDAZOL (M)
— FDA — MTT = 3H-TIMIDINA < SUBCULTIVO

FIGURA 9. Determinacion de la viabilidad en irofozoitos de Giasdia duodenalis cepa P-1
a metronk smpieando diferentes métodos. Se ocutaron 2.2x10ES

tr /miy se les ar diferentes concentraciones de metronidazol,
pononorm.nl. se incubaron a 37°C durante 24 horas. El monitoreo de !a viabilidad se hizo

las en la parte inferior de la grafica y de acuerdo a io descrito
on ma cnal y métodos. Los puntos en dicha grifica representan el promedio de experimentos
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FIGURA 10. Comparacidon de los datos sobre viabilidad en trofozoltos de Giardia
duodenalis expuestos al metronidazol in vitro y evaluado por diterentes métodos. A
partir de los datos presentados en las Figuras 8 y 9. se determinaron 10s valores de
DL50 y DL90 para cada uno de los métodos empleados, en donde SC1 = subcultivo
en medio liquido cepa P-1, SC2 = subcultivo en medio liquido cepa W8, de manera
global @] nUmero 1 indica que se wlilizd la cepa P-1, en tano que el numero 2 indica
Ia cepa WB, FDA = tincidn con colorantes fluorogénicos, TdR = incorporacidn de
timidina tritiada, MTT = reduccidn de sales de tetrazolio.
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De las figuras 8 y 9 sc¢ obtuvicron como valores de DL s para la cepa \WB 3493 uiN y

para la cepa P-1 dc 780.1 M, y al cotejar estos resultados con los obtenidos en las otras

prucbas de viabilidad utilizados se comprobd que fue el cnsayo menos sensible, y se

descartd al igual que el subcultivo en medio semisdlido Esto obedecid a que se obtuvieron
valores muy clevados de DL 5. apreciandose diferencias verdaderamente significativas en

los valores obtenidos en las dos cepas analizadas, lo cual no sucedid con las otras

metodologias, por lo que sc sugiere que dicho método analitico no es confiable para la
determinacion de la viabilidad celular. Sin embargo, cabe mencionar que a pesar de ser
inadecuada. esta técnica tienc ciertas ventajas como son la facilidad de realizacidn, que

permite ¢l mancjo rapido de las muestras y que es un ensayo cualitativo que visualmente

indica en donde se encuentra un 100 %% de viabilidad 6 un 100 %5 de mortalidad celular

De manera general, estos datos sugicren que ¢l método 6ptimo para evaluar la viabilidad
fue ¢! subcultivo en medio liquido, siendo ensayos alternativos la incorporacion de
timidina tritiada y la tincidon de colorantes fluorogénicos (P<0.05) en las dos cepas
analizadas (Figuras 8 y 9), caracterizindose estos ensayos por ser altamente reproducibles
y sensibles, sugiriendo que el mecanismo de accion citotdxico de este farmaco es
inicialmente bioquimico y tiene cfectos inmediatos a nivel fisiologico. De manera
las curvas del ensayo de MTT presentd decrementos de viabilidad mas

particular,
por lo que su sensibilidad fue menor. La finalidad de comparar los diferentes

graduales,
métodos de viabilidad fue para determinar cual de c¢llos nos permitia obtener valores de
DLso confiables bajo nuestras condiciones experimentales

Para el desarrollo de las siguientes estrategias metodologicas, se selecciono el ensayo de
tincién con colorantes fluorogénicos (FDA-PI) por razones practicas siendo la mas
representativa el corto tiempo de procesamiento en cada muestra, descartandose al

subcultivo en medio liquido y la incorporacion de timidina tritiada (3H-TdR) por las

limitantes antes mencionadas.
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i: Durantela

4.0btencién de DLgg y MIC de diversos fitrmacos del grupo de los §-°

realizacién del presente estudid, se decidié hacer una evaluacion comparativa de la eficacia
trabajo,

farmacolégica de los diversos agentes antiprotozoarios utilizados en  este

especificamente del grupo de los $5-Ni, tomanddse como parametro de confrontacién las
DLsg y MIC, empleando como modelo al parasito G. Jwadenalis

Asi, 2.2x10? trofozoitos de Grurdia se expusicron a diferentes firmacos: dimetridazol,
metronidazol, un intervalo de
concentraciones amplio durante 23 horas, para enscguida realizar la cuantificacidén de
los valores de los parametros

ornidazol, ronidazol, secnidazol y tinidazol, en

viabilidad en cada caso, y posteriormente obtencr

mencionados anteriormente.
Los resultados obtenidos (Figura 11) muestran las diferentes curnvas dosis-respuesta para

los farmacos utilizados, las cuales presentaron una tendencia sigmoidea clasica y éstas
presentaron distintas pendientes, lo cual en parnte indica las diferencias en la eficacia de los
farmacos probados en cste trabajo A pamir de las tangentes del dngulo de inclinacién de
las curvas, se realizo un analisis de regresion lineal y se obtuvieron los datos presentados
en la Tabla VI, y que son los valores de DLsg y MIC para los farmacos utilizados. De
acuerdo con éstos, existié una mayor actividad citotoxica del ornidazol la cual fue
equiparable con el tinidazol, siendo de efectividad intermedia el ronidazol, secnidazol ¥
dimetridazol, en tanto que el menos efectivo fue el metronidazol bajo estas condiciones.

De Jos agentes antiparasitarios comiinmente empleados para el tratamiento de la giardiosis,
esto es, el metronidazol y el tinidazol, el primero fue el menos efectivo bajo las
condiciones empleadas, y ¢l segundo se caracterizd por ser uno de los 5-Ni mis activos.

Debido a esto ultimo se eligicron éstos para realizar estudios posteriores con el fin de
discernir si estos resultados se debieron a la presencia de distintas poblaciones del parasito
o bien a un efecto propio del farmaco. Por otro lado, al determinar el indice citotéxico

{MIC/DL50) en los scis derivados del 5-Ni utilizados en el presente trabajo, sc observé un
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rango bastante estrecho ¢n dichos valores abarcando un intervalo desde 1.60 hasia 2.56

(Tabla VI).

TABLA VI, ACTIVIDAD in vitro DE SEIS DERIVADOS DEL 5-
NITROIMIDAZOL CONTRA TROFOZOITOS DE Giardia duodenalis (CEPA
WB). .

COMPUESTO DL 50 (uM) MIC (aM1) MIC /DL S0
Ormidazol 5.18 9.10 1.75
Tinidazol B.65 19.30 223
Ronidazol 13.13 21.58 1.64
Secnidazol 24.46 43.41 1.77
Dimetridazol 38.27 61.58 1.60
Metronidazol 226.00 57931 2.56

Esto ultimo probablemente debido a la similitud de las estructuras base, sugidendo que
éste no se relaciona con la efectividad posolégica de los farmacos como seria el caso de Jla
relacién DLsg / MIC, aunque ésta si pucde funcionar como un parametro util para

determinar la potencia parasiticida de Jos farmacos

8. Andlisis transversal de la sensibilidad de cepas de referencia, aislados mexicanos y
clonas de Giardia duodenalis expuestos al metronidazol y tinidazol : Un objectivo del
presente estudio fue comparar la sensibilidad de cepas de referencia y aislados mexicanos
dé humanos y clonas obtenidos a partir de ellos ante farmacos del tipo 5-nitroimidazol,
para lo cual los trofozoitos se incubaron con una DLsg del metronidazol o tinidazol

determinada en ensayos previos durante 24 horas. Posteriormente se evalud el efecto




citotéxico en los trofozoitos al determinar ¢l porcentaje de viabilidad empleando Ja téenica
de tincién con colorantes fluorogénicos.
De esta manera, en la figura 12 sc puede observar que en Ia cepa de referencia WB y sus

respectivas clonas presentaron una tolerancia gencralmente aita al metronidazol no

descartanddése un comportamicnto heterdgenco en éstas, esto ¢s, scnsibles y tolerantes.
Con el tinidazol ocurrid lo contrario debido probablemente al origen de dicha cepa, la cual
fuc obtenida a panir de un paciente con un cuadro perfectamente establecido de giardiosis
que fue tratado inicialmente con metronidazol y éste fuc inefectivo. Por otra parte, la cepa
P-1 tuvo un comportamiento mas homogdéneo con el tinidazol mostrindose toleranie a
éste, en tanto que con cl metronidazol se obtuvo una respuesta mas heterogénea en su

sensibilidad. En la tabla VII se aprecia el rango del porcentaje de viabilidad obtenidos en

estas lineas.

TABLA VII. VARIABILIDAD EN LA SENSIBILIDAD in virro DE
TROFOZOITOS DE Giardia duodenalis DE CLONAS OBTENIDAS DE
DISTINTOS AISLADOS Y CEPAS EXPUESTAS A DL DE METRONIDAZOL Y

TINIDAZOL.

AISLADO DEL | _RANGO DFL PORCENTAIE DE VIABILIDAD DE LAS.CI ONAS
QUE SE OBTU- METRONIDAZOL TINIDAZOL

VIERON LAS (DLgg = 226um) (DLsg = 8.65 pA)
CLONAS

wB 2.82-100 % 2.41-39.43 %

P-1 25.08.99.50 % 42.57-100 %

IMSS-2 43.62-99.68 % 23.59-99.06 %

IMSS-3 3.56-100 % 6.16-99.43 %

CIEA-10 97.35-100 % 91.53-100 %

CIEA-52 1.52-98.39 % 0.00-72.74 %
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FIGURA 12. Andlisis transversal 3obre [a sensbilidad al metronidazol y tinidazol en

trotozoitos de Giardia duodgenalis (cepaz WB y P-1, y clonas de éstas). 2.2x10ES
trofozoltos/ml de Glardia se cultivaron con DL30 de metronidazol (226 M) y tinidazot

(8.65 M) incubandose a 37°C durants 24 hrs. Posteriormoente la determinacidn deil

efecto citotdxico se realizd empleando la técnica de tincidn con colorantes
fluorogénicos (FDA-PI). En el sje de las ordenadas se jndican por numeros la clona de

tas cepas utitizadas.
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Por su parte, cn los aisiados mexicanos INSS-2 ¢ INMSS-3 también s¢ presentd el mismo
fendmeno que cn las cecpas antes mencionadas, ¢ incluso en el segundo aislado el

porcentaje de viabilidad ante ambos farmacos probados fue muy heterogénco (Tabla VII,

Figura 13). Para los aislados mexicanos CIEA-10 y CIEA-52 sc destaca el

comportamiento del primero,. dado que sus clonas presentaron una tolerancia muy alta

para los farmacos cmpleados (Figura i4), mientras que las c¢lonas del aislado CIEA-52

tuvieron una sensibilidad completamente difercncial, esto es, algunas fueron muy sensibles,

otras presentaron sensibilidad intermedia y Ias restantes fueron tolerantes.

Al presentarse una gran variabilidad en el comportamiento de sensibilidad ante estos

farmacos del grupo de los 5-Ni (Figs. 12 a 14) se decidid establecer una clasificacion que

permitiera catalogar a las células con base en su respucsta diferencial manifestada a los

farmacos probados, esto es, sensibilidad o tolerancia, siendo

0-40 2% de viabilidad : Sensibles (S )
40-70 %% de viabilidad : Sensibilidad intermedia ( ST )

> 70 % de viabilidad : Tolerantes (T )

Este criterio se aplicd para scleccionar aislados v clonas para un estudio longitudinal

posterior en el cual se representaron los diferentes patrones de sensibilidad. De csta

forma, los cultivos seleccionados fucron los que se presentan a continuacion.

Asi, estos datos sugirieron que las clonas derivadas de cepas de referencia y aislados

mexicanos estuvieron compuestas de diferentes poblaciones de parasitos de Giardia

duodenalis, caracterizadas por Jas diferencias significativas en su sensibilidad al
metronidazol y al tinidazol in vitro. Por consiguicnte, sc decidié realizar este tipo de

valoracién en forma longitudinal en cultivos continuos del parasito.
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FIGURA 13, Analisis trangversal cobre la sensibilidad al metronidazol y tinidazol en
trofozoitos de Giardia duodenalis de los aizlacdos IMSS-2 ¢ IMSS.3 con sus respectivas
clonas. 2.2x10ES trofozoitos/m! de Giardia gse incubaron con DLS50 de metronidazol y
tinidazol incubandose a 37°C durante 24 hrs. En seguida ce realizd la cuantificacion de
ia viabilidad mediante ¢! enzayo de tincidon con colorantes flucrogénicos (FDA-PI). En al
oje de las ordenadas el nOmero indica la clona del aislado utilizado.
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FIGURA 14. Analisis transversal sobre la cencibilidad al metronidazeol y tinidazol en
trofozoitons de Giardia duodenalis de las aislados CIEA-10 y CIEA-52 con sus respectivas
clonas. 2.2x10E5 trofozoilos/ml de Giardia se incubaron en presencia de DLS50 de
metronidazol y tinidazo!l durante 24 hrs a 37*C. Para determinar la sensibilidad ante ico
farmacos de la familia de los S-Ni on trofozoitaos de dichos aislados se ciguid ol
protocolo de tinciéon con colorantes fluorogénicos (FDA-Pl). En el eje de las ordenadas
los numeros indican las clonas de los aislados utilizados.
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CEPAS, AISLADOS SENSIBILIDAD ( %)
Y CLONAS METRONIDAZOL TINIDAZOL
WEB-1 2.82(S) 39.43(S)
WB-2 74.06 (T ) 24.33(S)
WB-12 99.69 (T ) 25.51(S)
P-1 . 28.17(S) 25.51(S)
Pl-6 99.50(T) 100(T)
P1-8 73.94(T) 63.46 (SI)
P1-9 96.75 (T) 42.57(SI)
IMSS-2 98.07(T) 24 .59(S)
12.2 43.62(ST) 97.66 (T)
12-7 9230(T) 99.01(T)
IMSS-3 100(T) 87.82(T)
13-5 100(T) 99.16 (T)
13-7 21 58(S) 98.48 (T)
13-8 3.56(S) 125(¢S)

Asi, estos datos sugirieron que Jas clonas derivadas de cepas de referencia y aislados
mexicanos estuvieron compuestas de diferentes poblaciones de parasitos de Giardia
duodenalis, caracterizadas por las diferencias significativas en su sensibilidad al
metronidazol y al tinidazol 77 vizro. Por consiguiente, se decidié realizar este tipo de

valoraciéon en forma longitudinal en cultivos continuos del parasito.
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6. Valoracién longitudinal de la susceptibilidad a DLsg de metronidazol y tinidazol
Giardia duodenalis : >

en trofozoitos de cepas, aislados y clonas de
seleccionados los aislados y clonas mencionadas cen el apartado anterior, se decidio
analizar la sensibilidad de éstos ante el metronidazol v tinidazol durante un periodo de
tiempo decterminado, al ser mantenidos en cultivo continuo. Para cllo se realizaron
cosechas y resiembras de los organismos en periodos definidos (cada 96 horas) hasta que
se cumplicron 35 dias. El monitoreo del porcentajc de viabilidad se hizo mediante la
técnica de tincién con colorantes fluorogénicos (FDA-PI) después de exponerse los
parasitos a DL sg de farmacos representativos del grupo de los 5-Ni.

En gencral la viabilidad varié dristicamente en todas las lineas celulares de G. duodenalis
(Figuras 15-18), siendo los patroncs de variacién mais representativos los del aislado WB v

la clona WB- 12, debido a que presentaron descensos y ascensos graduales de sensibilidad
ind

algunas veces cambios repentinos como el

ante Jos fannacos probad pr
mostrado por WB-1 (Figura 15). En el caso dec la cepa de referencia P-1 sc obsenvaron

caidas repentinas en la sensibilidad al metronidazol en los cultivos P-1 y P-1(8). mientras

que la P-1(6) mostré incrementos graduales presentando una tendencia a mantenerse
que Ja cepa P-1 y la clona P-1(9) mostraron

tolerante. Con el tinidazol se abservé
ascensos y descensos graduales en ] porcentaje de viabilidad, siendo notorio que Ia clona

P-1(6) presenté durante 20 dias un comportamicento con ascensos y descensos graduales v
posteriormente manifesté cambios repentinos al aumentar su tolerancia por dicho farmaco
(Figura 16). Con lo que respecta al aislado IMSS-2, cuando fue expuesto al metronidazol
s¢ observo que la clona I-2(2) presenté un fenotipo tolerante al mantenerse asi durante

aproximadamenvte 24 dias, en tanto que Ja clona 1-2(7) presento ascensos graduales con

ibilidad, sin pri ar esta clona una

una teadeucia a tolerar dicho firmaco. Con el tinidazol cxistié un comportamicnto en

d. graduales en la

B 1 con b4
estadbilidad tolersnte ni scnsible ante el metronidazol (Figura 17). Conforme a lo obtenido

con el aislado IMSS-3, se observé que cuando se exponian ante el metronidazol clonas
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FIGURA 15. Anélisis longitudinal de la sensibilidad in vitro de trofozoitos ce la cepa WB ¥y
clonas de ésta expuestas a DLS0 de metronidazol y tinidazol. 2.2x10ES trofozoitos de Giardiase
inoculaton en viales conteniendo medio TYI1-S-33 y metronidazol (226 uM) 6 tinicdazol (8.65 uM)
¥ se incubaron a 37°C durante 24 horas. El monitoreo de la viabilidad a drogas se realizd en
cada cosecha mediante la técnica de tincidon con FDA-PI. En Ja gréfica los puntos representan
la cuantificacién de aproximadamente 300 células.
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FIGURA 16. Analisis longitudinal sobre la sensibilidad in vitro hacia trofozoitos de Giardia
duodenalis cepa P-1 y clonas de ésta expuestas a DL50 de metronidazol y tinicdazol. 2.2x10E5S
trofozoitos/m) de Giardia se Inocularon en viales conteniendo medio TYI-S-33 y |la DLSO de
metronicdazo! y tinidazol incubandose a 37°C durante 24 horas. La evaluacidn de la
sensibilidad a dichos agentes farmacologicos se realizd en las condiciones especificadas en
material y métodos. En la grafica los puntos representan la cuantificacion de
sproximadamente 200 células. De acuerdo al estadistico eplicado no hubieron dilerencias
signiticativas P<0.05 69
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FIGURA 17. Andlisis longlitudinal de la sensibilidad in vitro de trofozoitos de Giardia
duodenalis del aislado IMSS-2 y clonas de éste expuesios a DL50 de metronidazol y
tinidazol, 2.2x10ES trofozoitos/ml de Glardia se inocularon en viales conteniendo medio
TYI-S-33 y metronidazol (226 uM) o tinidazol (8.65 u4M) y se incubaron a 37°C durante 24
horas. El monitoreo de la viabllidad a drogas se realizd en cada cosecha mediante la técnica
de lincidn con FDA-PI. En la grafica los puntos representan la cuantificacidon de
aproximadamente 300 células. No se presemar%n diferencias signiticativas P<0.05
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como 1-3(3) se manifestaron ascensos graduales con una tendencia a mantenerse estable
con un fenotipo tolerante. En el caso de la clona 1-3(7) hubieron variaciones periddicas en
la sensibilidad a este farmaco, sin tener la capacidad de mantener una cstabilidad en
cuanto a sensibilidad o tolerancia se refiere. Cuando se expuso al tinidazol, la clona 1-3(3)
presenté un comportamiento cstable sensible a dicho farmaco durante aproximadamente
10 dias, presentando posteriormente ascensos y descensos graduales de viabilidad. Las
demas clonas utilizndas mostraron una variacién periddica en la sensibilidad a dicho agente
antiparasitario sin mantener una estabilidad de comportamiento ya sea tolerante o sensible
(Figura 18).
De forma general, todos los aislados presentaron una gran variabilidad a los dos agentes
parasitarios probados con cambios graduales en la scnsibilidad, en donde la gran mayoria
de clonas no mantenian un comportamiento estable para manifestar un fenotipo ya sea
toleranie o sensible. Solamente en casos especificos se observaron cultivos que tenian la
capacidad de mantener temporalmente dichas caracteristicas [p.e. WB, P-1(8), IMSS-2(2).
INSS-3(3)] al ser expuestos al metronidazol, mostrando una tendencia a mantenerse
tolerantes. Por su parte. las clonas P-1(6) ¢ IMSS-3(3) expuestas ante tinidazol tuvieron
un comportamiento contrario, esto es, presentaron un comportamiento sensible. Estos
resultados son interesantes dado que pueden sugerir que el uso indiscriminado del
metronidazol puede propiciar cambios moleculares en los parasitos expuecstos y generar
casos refractarios al tratamiento de la parasitosis.

En funcién de los daros obtenidos en el andlisis estadistico (diseiio en bloques
completamente azarizados) se determiné que, independientemente de la cepa o clona
analizadas, las variaciones en la sensibilidad representaron una caracteristica de las

blaci btenidas en cada ha (P<0.05).
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FIGURA 18. Analisis longitudinal de la sensibilidad in vitro de trotozoltos de Giardia

duodenalis del alslado IMSS-3 y clonas de éste expuestos a DLSO de metronidazol y

tinidazol. La cuantiticacidon de la viabilidad se realizd de acuerdo a io especilicado en la

Figura 15. No se encontraron diterencias signiticativas P <0.05 i
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rios mecanismos

7. Obtencién de linens resistentes de . duodenalis por v
(fisicoquimico, fisiolégico y espontiineo) : El propdsito de esta fase del estudio consistié
en la induccion de la resistencia anaerdbica a metronidazol ¢ viuro. Para lograr dicho

objetivo se ensayaron varios protocolos, y éstos incluyeron los siguientes:

2.)._Scleccion inducida _por_farmaco : Las cepas WB y P-1 resistentes al metronidazol

fueron obtenidas después de cultivarlas durante aproximadamente 10 meses bajo
concentraciones ascendentes graduales del fairmaco, logrando obtener 31.20 incrementos
de dosis con el metronidazol para las cepas WB y P-1 (Tabla VIII). Por otra parte, con el
tinidazo! fue mas dificil aumentar la concentracién; no obstante, se obtuvieron 46.5 dosis
de incrementos para ambas cepas de referencia (Tabla VIII) Durante el desarrollo de la
resistencia es impon’nmc mencionar que nunca se presentd una alteracidn morfologica en
el parasito, lo cual en cierta manera indicé que las células entraban a la division y eran
capaces de completar su citocinesis. Asimismo, conforme se iban aumentando Jas
concentraciones en cualquiera de los dos 5-Ni probados, se presentaron varias ctapas
similares involucrando una replicacion lenta de los trofozoitos, tardando mas de 96 horas
en llegar a una confluencia del 100 2. Asi, conforme las cé¢lulas se adaptaban al cultivo,
habia un mejoramiento y estabilizacion en las propiedades de su crecimiento Este ensayo
es el mas adecuado y confiable para tratar de inducir resistencia in vitrg en una diversidad
de farmacos, pero concomitantemente tiene como desventaja que requiere de periodos

prolongados de cultivo continuo para poder obtener ¢l fenotipo descado.

2.2, Mutagénesis : La metodologia sc siguid tal y como se describid en material y
métodos, en donde después de somieterse los trofozoitos a tratamiento con luz U.V. se
logré que la cepa P-1 tolerara una concentracion maxima de 5.84 nuM de metronidazol, la

cual fue una dosis alia comparanddla con el método de cultivo en presencia constante de
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farmaco, la cual al inicio fue baja. Asimismo, sec observd que al tratar de incrementar dicha
dosis en la cepa P-1, los trofozoitos no soportaron tales condiciones adversas y los
cultivos no progresaron, por lo que no se pudo continuar con la induccidn de resistencia

empleando esta mectodologia.

1.3, Espontanea : Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el estudio longitudinal
se decidid no seleccionar ninguna cepa, aislado o clona debido a la inestabilidad en el
comportamiento tolerante o sensible ante el metronidazol 6 tinidazol. Por consiguiente, se
descartd este método y se optd por transcurrir a los restantes para seleccionar los cultivos

adecuados para los estudios siguientes.

TABLA vIOr. HISTORIA DE LAS LiNEAS RESISTENTES AL
METRONIDAZOL Y TINIDAZOL DE LAS CEPAS WB Y P-1 DE Giardia
diuodenalis INDUCIDAS POR SELECCION EN PRESENCIA DE FARMACO.

CEPA FARMACO | TIEMPO RANGO DOSIS DE

REQUERIDO PARA | [FARMACO] JINCREMENTOS
INDUCCION [ (M)

(DIAS)

wB MTZ 331 0.29-9.05 31.20

P-1 MTZ 331 0.29-9.05 31.20

wB TNZ 427 0.04-1.86 46.5

P-1 TNZ 327 0.03-1.86 46.5

*MTZ = Metronidazol
*TNZ = Tinidazol
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8. Cinéticas de incorporacién de precursorces molcculares durante la replicacién,
transcripcién y traduccién en dos lineas de G. duodenalis can sensibilidad diferencial

: Uno de los objetivos principales en este trabajo fue el tratar de

al metronidazol :
comparar los procesos cclulares fundamentales en lincas del parisito con sensibilidades

diferenciales, esto es, mediante Ja utilizacion de una cepa silvestre ¥ otra con el fenotipo
resistente la cual cn alguna medida soportaba una concentracion alta de farmaco [5.84
nM] para evaluar cl cfecto del metronidazol sobre la replicaciéon del DNA, la transcripcion
del RNA y la traduccién de proteinas; y de esta forma determinar ¢l modo de accién que
cjerce ¢l farmaco sobre ¢l pardsito bajo estudio.

Con esta finalidad se hicieron mediciones de incorporacion de los difereates nucledtidos
radioactivos incubados con 1 x 10 *trofozoitos de Giardia durante un periodo de 24 horas
mancjindosc dos scries de tubos. Una serie sc utilizd como control, la cual nunca fue
expuesta al metronidazol /n virro (cepa WB) ¥ 1a otra (WB-RM) mantenia una tolerancia a
dicho 5-Ni ya quec era cultivada siempre en presencia de firmaco, aunque antcs de iniciar
¢l estudio se lc elimind el agente quimioteripico con la finalidad de poder comparar
posibles diferencias metabolicas basales presentes entre cepas.

La capacidad sintetizadora de DNA en Grardia se cvalué por la incorporacién de 3H-TdR

al niicleo del parasito, pudicndo obscrvarse en la Figura 19 que la cepa silvestre comenzo

a sintetizar lincalmentc su material genético a pantir de las 9 brs logrando tener un

porcentaje de viabilidad al finalizar la cinética de 99.68 %5, lo cual nos confirmd que el
parasito estaba siendo capaz de replicarse, no sucediendo lo mismo con la cepa resistente
Ya que no se observé un incremento inicial en su sintesis de DNA, notindose un aumento
ligero a partir de las 18 hrs. Sin embargo dicha linea no presentéd un aumento semcjante al
de la ccpa sensible, considerando cstrictamente como parametro de replicacion la
incorporacion del nucleétido hacia el material genético de Giardia. Con respecto a la
cuantificacién de la viabilidad al finalizar la cinética, dste resultd ser del 95.53 %6 y ello fue
litati diante observ de campo realizados a todos las

. "
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FIGURA 19. Efecto del metronidazol sobre la sint
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dia. No se encontraron difer i significati ontre cepas (P<0.05).
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viales de experimentacién. Esto nos sugiere que la linca resistente presenta diferente
metabolizacidn del nucledtido debido probablemente a una baja retoma de éste en sus
secuencias o bien a una alteracién en ¢l receptor transportador de  dicho nucledtido CH-
TdR). Por otro lado, en base al anilisis estadistico aplicado no se encontraron diferencias
significativas entre cepas (nivel de significancia a=95 %6); por otra parte, se scleccionaron
algunos tiempos representativos en dicho ensayo encontrandose que a las 6 hrs la
probabilidad de obtencr diferencias en sus tasas de incorporacidén del nucledtido
radioactivo es del 0.9778, sin embargo a las 18 horas la probabilidad de obtener una
diferencia en la captacion de *H-TdR entre ambas cepas ¢s del 0.7257.

Con lo que respecta al efecto sobre la sintesis del RNA, 1a cepa resistente presentéd una
saturacién mas rapida en el proceso de transcripcidn con un pico maximo a las 15 hrs,
encontrandosc posteriormente un descenso en dicho proceso después del tiempo
mencionado (Figura 20). La cepa silvestre mostré un comportamiento bastante semejante
con la cepa resistente, siendo su principal diferencia el tiempo de saturacion en la sintesis
del acido ribonucleico. en ¢l cual la cepa control presentd un ascenso en la sintesis del
RNA a pantir de 2 hrs, alcanzando su punto maximo a las 21 hrs ¥ en un tiempo posterior
se detuvo este proceso. Por su parte, la cepa resistente saturd su capacidad de sintesis de
RNA hacia las 15 hrs. La viabilidad que presentaron la cepa silvestre y la resistente al
finalizar dicha experimentacion fue de 96.16 % y 99.06 %%, respectivamente. En base a la
estadistica utilizada no se encontraron diferencias significativas entre las dos cepas; sin
embargo al aplicar la distribucidén de la diferencia entre las medias de dos muestras y
seleccionando solo algunos tiempos se encontré quc la probabilidad de que hallan
diferencias en la captacion de * H-UdR en ambas cepas ¢s del 0.9834, en tanto que a las
15 hrs la probabilidad es del 0.5832.

En cuanto al efecto del metronidazol sobre la sintesis de proteinas, se modificé la
formulacién del medio de cultivo TY1-S-33 (Anexo I), al cual sdlo se le agregd 0.6 g de

cisteina, esto con la finalidad de favorecer la incorporacion del aminoacido radioactivo. En
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FIGURA 20. Efecto del metronidazol sobre la sintesis del RNA de Giardia duodenalis.
2.2x10ES5 trofozoitos/ml de Giardia se incubaron con 3H-UdR (0.55 uCi/ml) vy el
monitoreo de la incorporacidn del nuciedlido radicaclivo se realizd mediante lecturas
en un contador de centelleo de liquidos (Modelo Beckman 6000). Los punios

n el pr dio de dos oxperimentaciones rcalizadas en un mismo dia. En la
p.no superior do la grafica so indican lns cepas empleadas. RM = Cepa WB resisientie
& mewronidazol. No se encontraron diterencias signilicativas entre cepas P<0.05
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1a Figura 21 se aprecian claramente las diferencias cxistentes entre las cepas analizadas. En
lo referente a la cepa sensible, s¢ observd en las 2 primeras hrs una tasa de sintesis
" proteinica alta y a las 7 hrs posteriores se detuvo dicho proceso celular, y nucvamente se
disparé csta sintesis a partir de las 21 hrs. En la cecpa resistente  s¢ presentd un
comportamiento muy diferente, ya que durante las primeras 12 hrs iniciales, se presento
una tasa de sintesis practicamente basal, y a partir de las 15 hrs sc disparo este proceso
(Figura 21). La cuantificacidn de !a viabilidad al término de dicho estudio mostré valores
de 99.33 % para la cepa silvestre, y de 94.58 % para la linea resistente. Con lo que
respecta a la estadistica aplicada, se encontraron diferencias entre estas cepas con un «=95
%., también en este cnsayo sc analizd la probabilidad de que hallan diferencias cn la
retoma de ** $-Cisteina a las 2 hrs es del 0.9922, en 1anto que a las 6 hrs fuc del 0.5596,
micntras que a las 21 hrs se encontrd una diferencia del 0.0823.
Tomados en su conjunto estos datos sugieren que la cepa resistente a metronidazol realizé
una disminucidn primaria severa en la tasa de sintesis del DNA, con un efecto ligero

itativo en la capacidad de transcripcion del RNA, aunque con un efecto secundario

severo sobre la tasa de sintesis proteica.

En base al analisis estadistico aplicado a los datos sobre replicacion de DNA y sintesis de
RNA (disefio en bloques completamente aleatorizado y la prueba de hipotesis: la
diferencia entre las medias de dos poblaciones) [Daniels, 1995}, se mostré que
independientemente de las cepas utilizadas, las diferencias obtenidas en los patrones
cinéticos presentados se debieron a caracteristicas propias de las poblaciones del parasito
analizadas (P<0.05). Por su parte, la sintesis proteinica presento diferencias en sus tasas de

incorporacién de cisteina radioactiva entre ambas cepas (P<0.05).
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FIGURA 21. Efecto del metronidazol sobre !a sintesls de proteinas de Giardia duodenalis.
2.2x10ES trofozoitos/m) de Giardia se marcaron con 35S-Cisteina (0.55 pCi/ml) en medio
TYI-§-33 con 0.6 g da cisteina. La incorporacién de la marca radiactiva se realizé
mediante lecturas oblenidas en un contador de centelico de liquidos (Modelo Beckman
8000). A las 24 horas se cuantificéd la viabilidad siguiendo el prolocolo descrito en
material y métodos. Los puntos en la grifica represcntan ol promedio de oxperimenios
realizados por duplicado en un mismo dia. Se encontraron dilerencias significativas entre

cepas (P<0.05). 30



VI. DISCUSION

Durante varias décadas se han realizado diversos estudios involucrados con las variaciones
moleculares que presenta el parasito Giardia duodenalis. Esto Gltimo se ha realizado por
una parte con la finalidad de conocer los mecanismos por los cuales dicho parasito logra
adquirir la capacidad para sobrevivir ante condicioncs adversas no naturales, y por otro
lado para diseflar algunas estrategias que ayuden a controlar dicha infeccion. En este
sentido, se ha recurrido principalmente a la quimiolerapia y al disedo de nuevos agentes
farmacoldgicos aplicables al tratamiento de la giardiosis

Tomando en cuenta lo anterior, es importante conocer las interacciones huésped-parasito
que ayuden al entendimiento del cuadro clinico quc desencadena la giardiosis, estando
involucrados factores propios del huésped (estado nutricional e inmunolédgico, edad,
sexo), y también las caracteristicas intrinsecas del parasito [virulencia, patogenicidad,
variabilidad ¢n sus antigenos de supertficie (Nash, 1992), susceptibilidad a proteasas
intestinales (Nash <7 a/, 1991), diferencias fenotipicas y genotipicas presentes en aislados
de diferentes origencs geograficos y especies (Carnaby of af, 1994), v susceptibilidad a
farmacos (McIntyvre er al/, 1986)]

Dichas investigaciones han padido ser realizadas gracias al desarrollo exitoso del cultivo
axénico del parasito (Meyer, 1976) el cual ha sido muy util para mantener su ciclo vital,
esto es el quiste » el trofozoito En este trabajo se cstudio la fase vegetativa del parasito,
es decir, ¢l trofozoito, lo cual tiene la ventaja de que esta fase puede mantenerse mediante
cultivos continuos s viiro por periodos de tiempo indefinidos, mediante la utilizacién del
cultivo TYI1-S-33. Este ultimo se caracteriza por ser altamente complejo, siendo algunos
de sus componentes principales agentes reductores itales como la cisteina y el acido
ascorbico, sales. antibidticos, amortiguadores de pH, sucro, bilis. El empleo de este medio

ha permitido realizar estudios farmacolégicos, en donde se han analizado aspectos tales
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como: el mecanismo de accion, la terapia alternativa para casos refraciarios al tratamicento
y ¢l papel del parasito al exponerse a farmacos (Smith ¢r a/, 1982)

Durante la realizacion del presente estudio inicialmente se pretendid hacer una evaluacion
de diversos métodos de viabilidad w1 vitro que ayudaran a probar el efecto de farmacos
sobre Giardia, dado que en la actualidad no se tiene una convencion para establecer una

metodologia estandar que ayude a evaluar de una forma rapida y eficaz la sensibilidad a
farmacos. Asi se¢ probaron el subcultivo en medio liquido (Hill s a/, 1986), subcultivo en

medio semisélido (Gillin ¥y Diamond, 1980), incorporacion de nucledtidos radioactivos

1987, Boreham ¢7 al/, 1984), tincion con colorantes fluorogenicos

{Inge y Farthing,
(Schupp y Erlandsen, 1987) y reduccion de sales de tetrazolia (Mosmann, 1983) Lo
anterior se hizo con la finalidad de comparar las caracieristicas de éstos métodos y
seleccionar aquel que tuviera la mejor sensibilidad, confiabilidad, y reproducibilidad, para
que eventualmente pueda tener aplicabilidad a nivel clinico y de esta forma poder hacer un
sondeo de diversos farmacos y determinar la quimiorerapia alternativa en pacientes con
fallas al tratamiento en dicha parasitosis.

Para la realizacion Je las técnicas mencionadas anteriormente, se utilizaron trofozoitos de

las cepas de referencia ampliamente empleadas [\WB v P-1] ocupando al metronidazol
i. en ensayos que permitieron obtener

como farmaco representativo de Ia familia de los S-
el valor de DL sg (dosis que mata el 50 % de los oruanismos), esta ultima se considera
como un parametro que ayuda a probar el efecto /17 viro de los agentes antiprotozoarios,
y ofrece una medicion mas exacta de !a sensibilidad de los métodos ensayados.

Con lo que respecta al subcultivo en medio liquido, se realizé un ensayo al paralelo de

éste con otros farmacos de distinto mecanismo de accion, los cuales fueron los

bencimidazoles (Cruz, 1996), y al cotejar los resultados obtenidos con ambas familias de

firmacos, se observo que este fue el ensayo idoneo para ambos tipos de agentes

quimioterapicos. debido a que se determinaron asi valores de DLsg mas bajos para las

as utilizadas. Estas fueron de 176.1 y 113.2 uM de metronidazol para las cepas WB
cep. P ¥
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P-1 respectivamente, teniendo una varincion de 1.75 veces. Cabe mencionar que este
Gltimo valor representa Ia variacion que hay entre los valores de DLss obtenidas en ambas
cepas utilizadas, lo cual indica que ¢} ensayo permite obtener valores confiables. Lo
anterior se puede deber al hecho de que este ensayo fisioldgico evaloa especificamente la
capacidad de un sistema biologico para scguir realizando sus funciones vitales tal como la
replicacidon celular después de ser expuesto a un agente potencialmente citotoxico Esto
significa que se evalha el efecto farmacologico del agente antiparasitario después de
haberse presentado la interaccion farmaco-molécula blanco, no importando que ¢l blanco
del agente quimiolerapico se encuentre a nivel de material genético, DNA, RNA,
proteinas, vias metabolicas del parasito u otros sitios. En el presente trabajo Jas diferentes
técnicas empleadas para evaluar Ia sensibilidad a farmacos nos permiticron detectar el
efecto citostatico (viabilidad = 90 2%) y citocida (mortalidad del 100 ¢%) de los farmacos
analizados, sin embargo se considero un agente quimioterapico efectivo aquel que afectara
dramaticamente la viabilidad celular, csto es que manifestara un 100 % de mornalidad. Se
destaca que las diferencias estructurales y mecanisticas de los distintos farmacos pucden
influir en el sistema de evaluacion de susceptibilidad a farmacos, los cuales también nos
ayudan a predecir si su modo de accién es bioquimico (involucrando reacciones quimicas
principalmenie oxidaciones propiciadas por enzimas), fisiologico (alteraciones en el
funcionamiento celular a nivel genomico) 6 de ambos tipos dependiendo del patron de su
respuesta. Por otro lado, cabe mencionar que dicha técnica ha sido empleada para evaluar
los mecanismos de defensa del huésped sobre los trofozoitos de Grardia (Hill er al, 1986).
De manera particular, este ensayo tiene muchas ventajas con respecto a los demas que se
utilizaron en este trabajo, dado que no requiere de material costoso ni equipo sofisticado
como: nucledtidos radioactivos, contador de centelleo de liquidos ¢ microscopio de
epifluorescencia resultando ser la prueba mas util en lugares que carecen de esta

infraestructura. Sin embargo, tiene como limitante el que su realizacion requiere de mucho
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tiempo. Por lo que sc e puede postular como el metodo estandar para probar diversos

farmacos con distintas estructuras quimicas y propicdades fisicoquimicas

Por otro lado, el subcultivo en medio semisélido, aunque pertenece al grupo de los
ensayos fisiolégicos presenté limitaciones muy importantes dada su baja sensibilidad. Esto
fue evidente al proporcionar valores bajos de DL g, siendo de -3851 .98 uMN para la cepa
WB y de -6827 21 uM para la cepa P-1 Estos valores presentan diferencias significativas
entre las dos cepas, lo cual confirma que ¢l ensayo no es adecuado para tales fines.
Asimismo tuvo una variacion de 1.77(= 2) veces, siendo éste un valor aceptable, pero
como se obtuvieron dosis por debajo del umbral de deteccion experimental (i.e. valores de
DLso negativas) no es representativo y por ello se descartd dicho ensayo. Por otro lado,
este analisis presentd algunas limitaciones como el largo tiempo que sc requiere para
obtener los resultados (7 dias), siendo e! aspecteo mas interesante la falta de
reproducibilidad de este método debido en parte a que la viabilidad de los trofozoitos
puede estar afectada drasticamente por la exposicion a cambios dramaticos de temperatura
(4°C y 42 °C) lo cual posiblemente los daia a nivel de la bicapa lipidica propiciando la
muerte celular. Por otra parte. si tomamos en cuenta que dicha técnica se basa en la
capacidad de trofozoitos individuales para formar una colonia en la matriz semisolida
(agarosa), ¢s probable quec al exponer el parasito al metronidazo! se dafien seriamente y
conjuntando esto con una seleccion celular de trofozoitos de Grardia provenientes de un
cultivo que presenta subpoblaciones mixtas con sensibilidad a farmacos diferente, se tienen
muy pocas probabilidades de obtener un adecuado %o CFE Sin embargo. el subcultivo en
medio semisolido puede tener aplicacion en el aislamiento de clonas, las cuales pueden dar
informacion sobre el grado de heterogeneidad en una poblacion determinada

Respecto a la técnica de incorporacion de colorantes fluorogénicos, este se fundamenta
en que el diacetato de fluoresceina [FDA] es una molecula no fluorescente pero que sirve

como substrato en ciertas reacciones enzimaticas, en donde las esterasas intracelulares

inespecificas se unen a dos grupos acetatos mediante un enlace éster con dicho substrato
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y producen la fluoresceina, una molécula polar que emite fluorcscencia verde a una 2, =
499 nm (Hoffman y Sernctz, 1983) Se requicre asimismo una bicapa lipidica intacta en
las células para que cstos tengan la capacidad de retener el fluorocromo. En algunas
investigaciones han correlacionado a lipasas, acilasas, y proteinasas en la hidrélisis del
FDA.: pero la presencia de estas enzimas no sc ha investigado con detalle en las dos
entidades morfologicas del parasito. En este sentido se decidio usar dicho colorante dado
que el FDA no es 16xico, lo cual ha sido corroborado al utilizarse en una variedad de
células, entre las cuales se incluyen las células de mamifero y los cultivos de tcjidos
(Rotman y Papermaster, 1966). Por su parte ¢l fluorocromo fenantrinico (PI) ¢s capaz de
penetrar al parasito y ubicarse especificamente en la doble cadena de los dcidos nucleicos
debido a una alteracion en la estructura membranal del parasito (Bami ez o/, 1981). En
este ensayo resalta como una ventaja DL 4 detectadas en las cepas WB y P-1 de 226 ¥
226.2 uM respectivamente. Como se puede observar, estos valores son muy semejantes y

no existieron diferencias significativas, lo cual indica que es un ensayo suficientemente

cxacto para este tipo de evaluaciones. Asimismo cabe scialar que estos resultados

mostraron ¢! valor de variaciéon mas bajo. siecndo de | vez en la sensibilidad, lo cual sugiere

que el método es muy adecuado para tales fines

Es importante mencionar que la tincion con FDA-PI no habia sido utilizada en los
reportes precedentes para medir !a viabilidad en trofozoitos de Giardia expucstos a

farmacos, pero resulid ser bastante adecuada para nuestros fines, ademas de tener varias
ventajas con respecto a los otros ensayos utilizados como son: la sensibilidad,

reproducibilidad, rapidez (ya que los resultados se obticnen en aproximadamente 5 min en

el andlisis de cada muestra) y para una mayor rapidez en un gran numero dec muestras en

lugares que cuenten con un nivel adecuado de infraestructura, se puede utilizar la

citometria de flujo [FACS & separador de células activadas por fluorescencia] ) y es

relativamente economica (donde puede ser bastante cvidente el bajo costo de los reactivos

utilizados en esta técnica si se compara con el precio de los nucledtidos radioactivos) por
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lo que se propone como una técnica potencialmente util en este tipo de determinaciones,
resultando ademas ser confiable como alternativa al subcultivo en medio liquido.

Con lo que respecta a la incorporacion de 3H-TdR, ¢sta nos permitié evaluar de manera
parcial ¢l mecanismo de accion de! metronidazol, dado que ¢f 3H-TdR al incorporarse al
DNA nos sugiere que ¢] parasito esta siendo capaz de replicarse, ¥ en un menor grado,
que existe una pequefa reparacion de éste Dado que se conoce que este S-Ni actua a
nivel de DNA, dicho ensayo corrobord que ¢l fairmaco estd interactuando con el material
genético y se refleja en una fuerte inhibicion del crecimiento celular En base a las DL4, de
221.5 y 217.4 uM para las cepas WB y P-1 respectisamente, se obtienen variaciones de
1.01 el cual e¢s comparable con ¢l ensayo del FDA Si se tomara como base de referencia
esle parametro, estos ensayos serian idoncos para los propositos del estudio Por otra
parte, ¢l contador de centelleo ¢s un aparato ue cuenta con un paquete computacional
qQue proporciona ventajas tales como un procesamiento y cuantificacion automatizados,
permitiendo reportar un mayor numero de muestras v entregar resultados completos en un
dia. Esta tecnologia ofrece una gran exactitud asi como un ahorro de tiempo soélo al
momento de la cuantificacion de la viabilidad dado que cada muestra se procesa en un
tiempo maximo de 2 min, pero e¢s largo el tiempo en ¢l que deben mantenerse en
incubacion los trofozoitos con la marca radioactiva (2 hrs), sin embargo a pesar del cosio
de los nucledtidos radioactivos y ¢l equipo mencionado anteriormente, dicho ensavo
también resultd ser alternativo al subcultivoe en medio Jiquido debido a que permizio
detectar valores de DL semcjantes Por otra parte es importante mencionar que los

nucleos de las célufas no incorporan la marca en la misma proporcion debido
primordialmente a la fase S del ciclo celular ¢n la que ocusre la replicacion celular
(Wieschahn e¢r a/, 1984).

Otro método empleado fue la reduccion del MTT, Ia cual es una prueba colorimétrica que
mide la actividad glucolitica de parasitos viables En ésta se presenta reduccion

metabdlica de 1a sal de tetrazolio propiciando la precipitacion del formazan en el interior
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del citoplasma de los trofozoitos, ya que en la bioreduccién  del nuclco de tetrazolio
central cargado positivamente s¢ reduce la carga neta positiva a cero y asi ¢} formazan del

MTT resulta scr insoluble (Scudiero ¢f al, 1988) Dicho ensayo carecio de sensibilidad
debido a que dio valores muy altos de las DL o, siendo de 3393 pM para la cepa WB y
de 780.1 uM para la P-1, presentando variaciones de 2 23 veces. Resulto evidente que
este ensayo mMoOstrd variaciones mis grandes, v otras desventajas concomitantes fueron el
que siempre se presentd un fondo debido a que 1as células recién muertas todavia podian
tener actividad enzitmatica y dar lugar a falsos positivos, esto se supuso ya que al comparar

dicho ensayo con jos otros probados se noto claramente que a concentraciones clevadas

del metronidazol se afectaba drasticamenie ta viabilidad. Basados en los resultados

anteriores se decidio extrapolar v considerar en cste cnsayo que a esas concentraciones se¢
carecia de viabilidad celular, si bien el MTT no permitia evaluar estos criterios fue debido
a que todavia habia precipitacidn de formazan en trofozoitos no viables de Grardia. Esta

sal de tetrazolio (MTT) no ha sido empleada para evaluar la viabilidad en Grardia

después de ser expuesta a farmacos  Sin embargo, el XTT si se ha uiilizado
especificamente con estos fines (Wright ¢f o/, 1992) y este ulimo tiene como ventaja que
genera un producto color naranja hidrosoluble que permite realizar varias determinaciones
en un mismo cultivo sin necesidad de lisar las células, y como consecuencia se requieren
cantidades minimas de muestra para poder obtener resultados Por otra parte, algunos
estudios realizados en este laboratorio han mostrado que las subpoblaciones de trofozoitos
de Giardia en un cultivo, esto es. células adheridas, no adheridas y totales presentan
variaciones metabdlicas en su capacidad para reducir la sal de tetrazolio [MTT], siendo las
no adheridas las que presentan una mayor 1asa metabolica (Pérez er al, 1990)

Retomando los datos obtenidos en las diversas técnicas que ayudaron a evaluar la
viabilidad en Giardia. éstos confirmaron que el mecanismo de accion del metronidazol es

inicialmente bioquimico ya que s¢ efectiian una serie de reacciones quimicas realizadas por

la enzima biotransformadora del farmaco llamada PFOR, involucrando principalmente
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oxidacioncs. Estas ultimas dan lugar a la generacion de varios intermediarios reactivos los
cualcs se intercalan en ¢t DNA aceptor para propiciar la interaccion farmaco-receptor. La
biofase es un aspccto cuyo requisito implica una concentracidn adecuada de farmaco para
que pucda llevarse a cabo una interaccion efectiva que conduzca al efecto farmacologico
desendo, cn donde cs necesario considerar que para que un agente quimiotlerapico alcance
su sitio de accion debe ser capaz de interactuar en dos ambientes diferentes, el lipofitico
(membranas) y el acuoso (citoplasma) El citoplasma de una célula es esencialmente una
solucion diluida de sales en agua. v todas las celulas vivas estan rodeadas de una fase no
acuosa que es la membrana Algunas funciones de la membrana son proteger a la célula
de substancias hidrosolubles para evitar la citolisis, o bien formar una superficie en la cual
cnzimas y otras proteinas pucden unirse para producir una organizacion estructural, y
también ayuda a scparar soluciones que presentan diferentes potenciales clectroquimicos.
Aunque la estructura de la membrana no ha sido completamente dilucidada, el modelo
ampliamente acepiado es ¢l del mosaico fluido, donde hay proteinas integrales que se
encuentran embebidas en la bicapa lipidica, y proteinas periféricas que s¢ asocian solo a la
superficie de la membrana La estructura de la membrana ¢s determinada primariamente
por la estructura de los lipidos de los cuales esta compuesta, siendo las principales el
colesterol ncutro v los fosfolipidos idnicos (Stryer, 1988) Asimismo s¢ menciond que el
mecanismo de accion posterior es fisiologico, ya que al haber un dano serio en el material
genético (DNA) los trofozoitos son incapaces de realizar sus funciones vitales como la
replicacion y el crecimiento, dando lugar a la mueste del pardsito

También es importante considerar ¢! papel que jucga la estabilidad de los intermediarios
reactivos, ya que de esto depende el que haya un efecto deseado, influyendo
principalmente ¢l pH del medio ¢! cual determina la protonaciéon y asi la posible
reactividad del radical libre producido, 1a protonicidad o el grado de componentes acuosos
en el medio, y finalmente la presencia de algin otro componente con ¢l cual las especies

reducidas producidas puedan intcractuar propiciando un inadecuado efecto citotoxico.
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Estudios recientes han mostrado que la influencia de! pH modifica Ja estabilidad del radical
anidén del metronidazol y por lo consiguiente se propician interacciones reducidas del
farmaco con las bases del DNA (Tocher y Edwards, 1994). Es importante considerar que

el farmaco sélo cjerce su accion en trofozoitos, no sucediendo lo mismo con ¢l quiste.

Esto trae como consecuencia que ¢l uso de este farmaco no permita un control adecuado
en dicha parasitosis, propiciando la diseminacién de la enfermedad.

De forma global, las concentraciones de DL gg obtenidas en este trabajo no se parecen a
las reportadas por otros investigadores, entre los cuales destacan: Gillin y Diamond
(1981) que utilizaron la cepa P-1 ¥ reportaron un intervalo de concentraciones de 0.88-
5.84 1M empleando al crecimiento clonal, Smith «7 «/ (1982) reportaron un intervalo de
5.84-9.35 uM utilizando al crecimiento clonal, Gordts ¢f a/ (1985) repontaron MIC de
2.92-5.83 uM empleando 25 aislados y el método de macrodilucion en medio semisélido,
Boreham er al (1987) reportaron DL, de O 68-1 uN utilizando los aislados 106/1/1 hasta
el 106/1/11 en 1anto que para los aislados 120/1/1 al 120/1/15 se detecto un intervalo
desde 0.56-1.18 Ny la captacion de timidina tritiada, Walh er a/ (1988) reponaron
Dl de 1.75-4.38 uMf con los aislados WB, PO, RS, LT, CAT y la prucba de adherencia
en microcultivo. Meloni ¢r af (1990) utilizaron a BAHS3 reportando concentraciones de
7.65, 17.22 y 163 M con la prucha de adhesion, Majewska er a/ (1991) emplearon
LSLP-116, SLP, GGPRP-114, HP-98, HP-109 reportando un rango de 0 51-6 53 uM
mediante la inhibicidn de crecimiento, Wrigth ¢7 a/ (1992) utilizaron el XTT y el conteo
DLso de 1.16-2 98 con el aislado VNBI1, Favenncc ¢7 al (1992)
aislado PARIS/SG6/LCF/3

visual encontrando
emplearon la prucba de adherencia de crecimiento con el
encontrando un intervalo de 6.72-8.76 uM. Algunas posibles explicaciones de cstas
variaciones experimeniales son: primero, la utilizacién de diferentes cepas que se
caracterizan por tener sensibilidad diferencial a farmacos lo cual ocasiona variaciones en

los valores de DL, 6 MIC; segundo. el uso de los diferentes métodos que determinan el

efecto citotdxico de los farmacos, yva que en el presente trabajo, se pudo observar que no
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todos los métodos son 1os adecuados para lograr este fin lo cual esta en funcion del
mecanismo  de  accion  que presenten Jos  farmacos a  evaluar y  puede  influir
determinantemente con la seleccion de alguno de ellos Tercero las adapiaciones realizadas
a las metodologias ya reportadas, asi como la concentracion de las diversas sustancias
utilizadas, y cuarto, no se descarta la posibilidad de una baja actividad del metronidazol en
contra de los trofozoitos obtenidos en distintos zislados y clonas

Asi, los resultados obtenidos con los diferentes métodos de viabilidad sugirieron el uso de
1a tincién con colorantes fluorogénicos como un método de eleccion por las ventajas antes
mencionadas, ademas de ser un ensayo que puede tener aplicabilidad en diversos campos
de investigacion a nivel clinico y epidemiolagico

en comparar la actividad farmacolégica de seis derivados

Otra meta del trabajo consis
O ¢omo un farmaco alternativo que

del 5-Ni los cuales fueron dimetridazol (se uti
pudiera tener aplicabilidad en Medicina Humana). metronidazol (se selecciono por ser de
prescripcion frecuente), ornidazol (por ser un farmaco que empiecza a utilizarse en el
tratamiento de la giardiosis), ronidazol (por ser un agente quimioterapico con accion

prometedora a dosis bajas y también con la finalidad de hacer comparaciones con los 2-

metil-5-Ni ya que éste es l-metil-5-Ni, aunque es ampliamente utilizado en Medicina

Veterinaria), secnidazol (por ser una farmaco de eleccion alternativa al tratamiento de la
giardiosis) y tinidazol (por utilizarse en tratamientos combinatorios especialimente en casos
fallidos con metronidazol). Para ello se utiliza la cepa de referencia (WB) ampliamente
empleada en investigacion. y se¢ construyeron curvas dosis-respuesta para obtener los
valores de DLsg y NMIC con la finalidad de comparar su actividad citotoxica evaluando el
porcentaje de viabilidad con la tincion de colorantes fluorogénicos (FDA-PI).

La actividad antigiardia de estos derivados del 5-Ni  variaron ampliamente
con valores de DL gg ¢n un intervalo de 5.18 uM hasta 226 1M para ¢l compuesto menos
potente, por lo que la efectividad en orden decreciente fue: ornidazol=tinidazol>ronidazol

>secnidazol>dimetridazol>>>metronidazol. Este anailisis se basé en la NMIC (concentracion
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de fairmaco que causa la completa inhibicidén del crecimiento del parasito) expresada como
concentracién  micromolar. lLas concentraciones molares son mas relevantes en
evaluaciones comparativas dado que la actividad biologica de varios 5-Ni dependen de la
reduccion de un grupo nitro por molécula (Knox ef af, 1981 a; Lindmark y Miuller, 1976,
y Reynolds er a/, 1975). Tomando en cucnta los resultados obtenidos ¥ con base en las
estructuras quimicas de los derivados empleados (Tabla 11), se descarta Ia posibilidad de
que ¢l incremento en el peso molecular (P M) o o' 1amaidio del substituyente en la posicion

i incrementen la actividad contra Grardia. Estos

1 de tos distintos derivados del S-D
resultados sugieren que el efecto farmacologico no esta relacionado por ¢l aumento en la
complejidad del sustituyente en la posicion 1, que como es bien sabido todos los Z-metil-
S-nitroimidazoles varian solo en esta substitucion (Tabla 11) Sin embargo, es posible que
Srupos quimicos presentes cn esta posicion puedan potenciar la actividad del farmaco en
contra de trofozoitos de Grardia Algunos de ellos son la presencia de halégenos como el
cloruro en ¢l ornidazol. o bien metilenos en ¢! dimetridazol y ¢l ronidazol, no
descartandose la posibilidad de que otras partes de la molécula puedan contribuir a una
potenciacion del efecto citotoxico  Asimismo, existe la posibilidad de poder uenerar
mecanismos de accion alternos aparte de la clasica reduccion del grupo nitro en la posicion
5 del anillo imidazol, y ésto se basa principalmente en la siguiente hipdtesis. 1) los reportes
mas recientes mencionan que los bencimidazoles que contienen grupos carbamatos ejercen
su accién en proteinas contractiles del parasito [tubulinas y giardinas) (Morgan ¢r a/. 1993
b) ¥ asi por observaciones de microscopia Optica. cuando se expusicron trofozoitos de
Giardia ante ¢l ronidazol. un derivado que presenta un yrupo carbamato en la posicion 2
del anillo imidazol, se observo una alteracidon en su morfologia, por lo que seria interesante
realizar estudios de microscopia electronica analizando la ultraestructura del parasito.
Retomando lo anterior, resalta la importancia de las relaciones existentes entre la
estructura quimica y la actividad bioldgica de ésta Gltima. Sc deben tomar en cuenta 1) la

lipofilicidad que es requerida para que el firmaco llegue al sitio de accion. y 2) los
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factores electrénicos requeridos para la interaccion con el sitio de accién, entre los que
estan contemplados enlaces débiles (fuerzas electrostiticas, enlaces de hidrogeno) y
fuenies (de tipo covalente) lo cual propicia que se¢ genere la accion farmacologica

De la misma forma nos percatamos que ol indice citotoxico presentado en la tabla VI nos

indica los efectos descables e indescables de un farmaco, es decir la NMIC » la DLy . en
donde valores altos de este indice nos sugicre que tencmos un margen de seguridad mas
grande, cn tanto que valores pequeios nos indican lo contrario, lo cual en parte bien

puede sugerirnos que al tener un margen bastante estrecho puede llevarnos mis facilmente
a los efectos adversos de cualquicr farmaco. siendo uno de los mas importantes su
toxicidad. Otro aspecto interesante es ¢l tiempo de vida media de los compuestos 7y » (es

el tiempo en que tarda en ser climinado un farmaco de un organismo) el cual no se ha
estudiado  Ju viro. Sin embargo.  si extrapolamos  estos  conceptos 3 nuestras

experimentaciones podemos sugerir que cuando se agregaba firmaco a nuestros cultivos

se encontraba una concentracion alta de éste lo cual provocaba un cfecto serio en la
viabilidad de los 1irotozoitos, » contrariamente. cuando  transcurria el tiempo
probablemente disminuia la concentracion de metronidazol en «l medio. lo cual propiciaba

un incremento celular de Grardia Por otro lado, cabe mencionar que se han reportado en
humanos valores de t/ > para ¢l ornidazol de 109 hrs (Jokipit v Tokipu, 1982), el
11 1 horas (Jokipii v Jokipii, 1982), ¢l secnidazol con 17 horas

1979y Otro aspecto

tinidazol ticne (Videau
er al, 1978) y el

interesante en el cstudio de los firmacos son los farmacoforos (la parte activa de la
la eficacia de un agente

metronidazo! con 95 hrs (Jokipii v Jokipii,

molécula del firmaco) los cuales son los responsables de

farmacologico. Por otra parte, se ha mostrado que la actividad mutagenica de algunos S-
Ni como el dimetridazol, metronidazol, ornidazol, y tinidazol a bajas concentraciones es
semejante, por lo que s¢ ha sugerido una relacion entre la actividad mwutagénica y Ia
naturaleza quimica de los substituyentes en Ja posicion 1 del anillo del imidazol (Voogd 7

al, 1979). En cuanto a la relacion estructura quimica-mutagenicidad, se sabe que ¢l
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imidazol es una molécula que se encuentra cargada positivamente y se compara como
base débil, mientras que cl grupo NO:; atrac ¢ decbido a que la moldécula esta cargada
negativamente. Por su pante ol grupo metilo tiene la propiedad de donar ¢, lo cunl
incrementa la capacidad reductiva de los nitroimidazoles con el grupo alquilo unido a un

Si el

atomo del niicleo adyacente al atomo del nacleo imidazol que Heva al grupo NO:
vacidad reductiva disminuye y esto

grupo metilo no esta adyacente al grupo NO;, la ¢
propicia que sean menos mutagénicos Sin embargo, cuando hay un grupo que atrae ¢ o

una estructura de resonancia en la posicion 2 de los compuestos 1-metif-S-nitroimidazol la

mutagenicidad se incrementa poe. ol ronidazol (Tabla )
Es impontante resaltar que un cultivo continuo del parasito puede implicar cambios en su

produciendo sensibilidades diferenciales a los farmacos en Grardia (Carnaby ef

genoma,
al, 1994). ya que observamos que durante las determinaciones de las DlLss en dias
diferentes, en ocasiones se moditicaban dichos valores, habiendo variaciones entre ellas,

por lo que el determinar ésto cn un estudio transversal puede gencrar este tipo de

problemas y no ser un valor representativo.
Entre otras de 'as perspectivas de este trabajo se pucde considerar la combinacion de

farmacos de esta misma familia para determinar si existe sinergia o antagonismo pudiendo
evaluarse esto al aplicar et indice de concentracion fraccional inhibitoria [FIC] (Eliopoulos
y Moellering. 1991), lo cual puede ser bastante til a nivel clinico principalmente en casos
de giardiosis refractaria al tratamiento tradicional, aunque cabe la posibilidad de realizar

combinaciones con farmacos diferentes estructural y mecanisticamente con la finalidad de

controlar dicha infeccion
Los datos precedentes ayudaron a analizar la sensibilidad de los trofozoitos en un estudio

transversal en donde pudo notarse que, al clonar diferentes cepas de referencia (WB y P-
(INSS-2, IMSS-3, CIEA-10, y CIEA-52) se generaban

especialmente a nivel de

1) y aislados mexicanos
poblaciones con diferenies caracteristicas fenotipicas,
suscepribilidad a DLsg de tinidazol y metronidazol, teniendo en general un
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comportamicento mas homogénco ante el tinidazol que con ¢l metronidazol. Esto ultimo

pucde estar influenciado, al menos en parte, por ¢l uso indiscriminado del firmaco en areas

endémicas. la resistencia a los farmacos utilizadas, la inadecuada dositicacion y el
i plimiento del ré 1 terapéutico. Nuestros resultados han sido comparables con los

obienidos por Borcham er al. (1987) y Majewska ¢7 o/ (1991), en donde también se ha

mostrado una heterogeneidad en la respuesta de sensibilidad a farmacos Estos estudios
indican claramente que los aislados o cepas estan compuestos de una mezcla de
poblaciones (clonas) que presentan algunas caracteristicas  diferentes a los cultivos
parentales de los cuales se derivan dichas clonas Aunque los mecanismos moleculares y
fisiologicos responsables para caplicar la diferente susceptibilidad no se conocen en
detalle, se sugiere que los cambios genomicos sean los responsables de que se presente
esta variabilidad fenotipica. Los trofozoitos individuales generan variantes como son una
! a farmacos entre los aislados y clonas. aunque la velocidad de

sensibilidad diferen
aparicion de dicho fenotipo puede variar dramaticamiente. dependiendo del aislado v en

parte de Ja plasticidad genémica. De la misma manera, Ias diferencias en la sensibilidad a
farmacos sugiere que la enzima biotransformadora de éste puede tener niveles enzimaticos

alterados. Estas adaptaciones de Jos trofozoitos sugiere su capacidad para sobrevivir v de

esta forma explicar el amplio rango de huéspedes a los que infecta Grardia. Al mismo

tiempe, estas variaciones o heterogencidad en la susceptibilidad a farmacos puede

ya que los

conducir a casos refractarios al tratamiento tradicional de dicha parasitosi
trofozoitos de (iardia, al no ser homogeéneos, pueden umplicar la presencia de unos
cuantos organismos que no s¢ mucren por la accion del farmaco y son potencialmente
capaces de sobrevivir al tratamiento y continuar la infeccién. Lo anterior podria ser una
explicacién parcial de la persistencia de la parasitosis o bien la cronicidad de la giardiosis,

lo cual se observa particularmente en areas endémicas o en poblaciones con alto riesgo a la

reinfeccion.
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Otro perfil que se contemplo en la realizacion del presente cstudio consistio en evaluar ¢f
comportamiento que prescntaron cicrtos aislados, cepas y clonas de Giardia seleccionados
en el estudio anterior en un cultivo continuo, con base en patrones de sensibilidad
diferencial a nivel transversal. Estos se analizaron partiendo de su respucsta inicial hacia
DL sg de metronidazol y tinidazol. En este estudio longitudinal sc observd con frecuencia
una gran variabilidad en ta sensibilidad a dichos farmacos, mostrandose una estabilidad
hacia una respuesta ya sea tolerante (con el metronidazol) o de sensibilidad (hacia el
tinidazol). El comportamiento con el metronidazol en cierta mancra se esperaba, debido a
que es un farmaco de prescripcion frecuente, mientras que aunque el tinidazol parece tener
una mejor actividad a dosis mas bajas sugiere que puede ser mas cfectivo Sin embargo,

bilidad) lo cual puedce deberse a la

1ambién se presentd ¢l mismo comportamiento (variz
similitud estructural de ambos agentes anti-Giardia  Asi, es probable que fiarmacos de
familias semejantes pueden conducir con el tiempo a la generacion del mismo problema,
por lo que se sugiere que la combinacion de agentes quimioterapicos sea preferiblemente
con farmacos diferentes estructuralmente, ya que cstudios realizados en protozoarios
como Plasmoditm falcipariem se han encontrado que uno de los factores que influyen en
el desarrollo de la resistencia o tolerancia a la mefloquina es la resistencia cruzada con
otros antimalaricos los cuales son seniejantes en sus estructuras quimicas (Brasseur er al.
1992). Incluso cabe la posibilidad de 1a existencia de 1a P-glicoproteina, en (. Jduwdenalis
aunque es probable que durante ¢l cultivo de los parasitos exista seleccion de trofozoitos
que pueden tener un fenotipo particular, esto es, tolerantes o sensibles a los farmacos
probados, proliferando eventualmente en el cultivo lo cual da dichos resultados. Por otra
parte, estos resultados refuerzan lo mencionado anteriormente en el sentido de que el
parasito, al ser expuesto a farmacos y soportar dichas condiciones adversas no naturales,
adquiere la capacidad de seuuir infectando a otros huéspedes ademas de continuar la

propagacion de la enfermedad.
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Actualmente se han estado presentando casos refractarios al tratamienta de la giardiosis
debido a la existencia de trofozoitos de Grardia duodenalis resistentes al metronidazol
{(Upcroft y Upcroft, 1993 Johnson, 1993) por lo que surgio nuestro interdés en realizar
estudios parciales enfocados en este aspecto De esta forma, se propuso obtener lincas
resistentes a dicho agente funnacologico bajo condiciones de laboratorio

Para lo anterior sc utilizaron diferentes metodologias de seleccion de resistencia a
farmacos. De éstas, se¢ considero al cultivo continuo en presencia de concentracion
creciente de farmaco como la mas adecuada, descanando definitivamente a la seleccion
espontanea o innata dado la gran variabilidad que presenta el parasito lo cual sucedio
cuando se realizaron cvaluaciones en cultivos continuos  Asimismo se descarto la
mutagénesis por radiacion U V' cuyos resultados no fueron comparables ¢on aquellos de
Townson ¢r al. (1992) dado que e¢n su estudio lograron obtener de esta forma dos lineas
bastante resistentes o tolerantes al metronidazol, siendo WBI1B-M3 (obtenida de un
adulto) y BRIS/S7/HEPU/713/M3 (obtenida de un niio) lineas que soportaron 50 veces
Ian DLsg (62 y 42 uM de metronidazol respectivamente)} de la cepa parental Se ha
reportado que las alteraciones propiciadas por la irradiacion con luz U N se encuentran a
nivel de la membrana del plasma, cnzimas y biomoleculas 1ales como protlavina y ¢l DNA,
los cuales han side sugeridos como los blancos intracelulares posibles para la U 'V en los
microorganismos (Jagger, 1976, Thomas. 1977) En e¢ste proceso, una mutacion se
considera cfectiva siempre y cuando solo resulten viables aproximadamente el 5 2% de Ia
poblacién total y yosterior al tratamiento deben mantenerse en obscuridad ya que de lo
contrario se activan las enzimas reparadoras del DNA corrigiendo el dafle producido

(Lewin, 1994) Teunando en cuenta eoste criterio, nuesiros resultados no sugirieron una

irradiacion altamente efectiva, ya que los cultivos de trofozoitos presentaban una
confluencia del 10 %%, los cuales tenian caracteristicas aparentemente normales en base a la
motilidad y mortologia, aunque no sc elimina la idea de que éstos parasitos tenian alguna

alteracion a nivel ae informacién genética porque soportaron una concentracion maxima
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de farmaco de 5.84 M. Estos estudios, de una forma indirecta, nos reflejan la capacidad
clonal del parasito dado que cuando s¢ intentd rebasar la concentracién maxima tolerada
se afcctaba drasticamente la viabilidad, permaneciendo en los recipientes de cultivo un
nuomero muy bajo de parasitos (probablemente menos de 05 célulasivial), los cuales
conforme transcurria el tiempo se replicaban e incrementaba la poblacion celular

l.os datos presemtados en este trabajo confirman que la resistencia anaerobica de G.
duodenalis al metronidazol puede ser inducida mr wiro Esto fue logrado mediante el
cultivo continuo del parasito (cepas WB vy P-1) en mcdio TYI-S-33 ante la presion
continua de concentraciones ascedentes de metronidazol y tinidazol por varios meses Se
tuvo asi 31 2 incrementos de dosis de metronidazol que fueron toleradas por las cepas P-1
y WB, en tanto que para el tinidazol se utilizaron en ambas cepas incrementos de dosis de
hasta 465

Con lo que respecta a la progresion de la resistencia anaérobica de Grardia en cultivo
continuo en concentraciones ascendentes de metronidazol v tinidazol se presentaron varias
etapas caracteristicas, siendo 1) una replicacion disminuida de los parasitos al exponerse

inicialmente a los dos farmacos probados. 2) conforme se adaptaban éstos a las farmacos

habia un mejoramiento y estabilidad en las propiedades de crecimiento del parasito, y 3)
cuando Giardia se exponia a concentraciones altas se presentaba un retardamiento muy
marcado en la replicacién de los parasitos pero éstas eran viables ¥ los cultivos ya no
Itlegaban a la confluencia. presentando este fenotipo sdlo una poblacion muy reducida de
trofozoitos Si bien durante la realizacion de este experimento no se notaron alteraciones
en la capacidad adhesiva del parasito a superficies inertes (paredes del recipiente de
cultivo). los 1rofozoitos que entraron en division celular fueron capaces de completar su
citocinesis lo cual fue confirmado al no detectarse alteraciones morfolégicas en los

parasitos, lo cual sugiere que el metronidazol no cjerce a este nivel un arresto en el ciclo

celular de Giardia.
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La ctapa de adapiacion fue muy importanic en este proceso, ya que los parasitos tuvicron
cambios quiza en algunos procesos bioquimicos lo cuul les permitié soportar y eliminar los
efectos adversos de los farmacos viendose reflejudo en una normalizacion de su velocidad
replicativa. Considerando €] mecanismo de accion propuesto para el metronidazol en 70
vagrnalls  y otros microorganismos anaercbicos (Ings, 1973) se  sugiere que pucden
existir modificaciones en su metabolismo posiblemente a nivel de actividad de PFOR 1a
cual imposibilita la actuvacion del farmaco v con ello se evita un efecto furmacologico
eficaz. De manera global. estas observaciones indican que ¢! desarrollo de la resistencia al
metronidazol es un proceso multitactorial

Por otra parte, s¢ pucden sugerir alternativamente como mecanismos de resistencia al
metronidazol en este parasito la amplificacion de gencs, una regulacion alterada de genes,
una reducida permeabilidad celular por el farmaco o cambios estruciurales en la enzima
PFOR, aunque ¢l farmaco puede ser secuestrado o no convertido en un intermediario
reactivo cuando tenga que interaccionar con su blanco, propiciando una escasa o nula
eficacia citotoxica

Es importante mencionar que se han logrado obtener lineas resistentes al metronidazol w7

vitro en protozoarios tales como Jrurichomeonas fooris (Rulda er al, 1983), Trichomorcas

vargrinalis (Honigberg v Livingston 1966, de Carnert 19606), v G, duodeinilts con la cepa

BRIS/S3/HEPU1CO-2ID 1o (Borcham ¢r a/, 1988 by En ¢l presente estudio no se evaluo
en (rardis con estos  agentes

la estabilidad de la resistencia a metronidazol
antiprotozoarios probados, la cual pudiera ser una perspectiva interesante Sin embargo,
esto ha sido reportado en otros parasitos como /. _falciparum cultivado en presion
continua de mefloquina, donde la resistencia se mantuvo estable por un periodo de tres
afos (Oduola, 1988). mientras que 7. foefus expuesta a metronidazol permanecid con
resistencia estable curante dos aios (Kulda 7 @/, 1984)

A nivel clinico, si consideramos que los pacientes con cuadros bien definidos de giardiosis

sufren una infeccidn por poblaciones mixtas de parasitos, y son sometidos a un tratamiento
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quimioterapdéutico en ¢l cual estan contempladas farmacos tales como ¢l metronidazol,
furazolidona, quinacrina (de uso comun), es obvio quc decline la replicacion de algunos
parasitos, especialmente las cepas sensibles permancciendo las resistentes, las cuales

conforme transcurre el tiempo pueden expandir su poblacion generando casos refractarios

a dicha parasitosis o bien cronicidad de la misma Asimismo estos estudios enfatizan el

hecho de que un aislado  esta constituido por una poblacidon heterogénea genotipica y

fenotipicamente de parasitos, los cuales promueven diferencias en la susceptibilidad a
farmacos que son usados indiscriminadamente debido a una falia de agentes alternativos
parasitosis, y ésto sucede

para el tratamiento de la giardiosis o cualquier otra

frecuentemente en México
Se ha reportado recientemente que aislados ¥ clonas obtenidas de un paciente con

giardiosis cronica antes y después de someterse a varios tratamientos fallidos con
metronidazol y también el cultivo continuo de la cepa WB mostro diferencias genotipicas
1o cual sugiere que dicha heterogencidad en G. diodenclis es debido a la plasticidad del
genoma © a la presencia dc una poblacion mezclada de trofozoitos en la infeccion
(Carnaby ¢z a/, 1993) En otro estudio realizado en un paciente refractario al tratamiento
tradicional, se aislaron y axenizaron sus trofozoitos antes v después de haberse tratado
varias veces con metronidazol. lo cual propicido la obtencién de una linea resistente,
encontrandosc diferencias en sus perfiles antigénicos (Butcher er a/, 1993) Estos estudios
sugiecren como perspectivas del presente trabajo por una parte el analisis antigénico y por

otro lado efectuar estudios a nivel genético
En el presenie trabajo se determinaron algunas diferencias en procesos celulares
fundamentales tales como 1a replicacion [mediante la incorporacion de 3H-TdR],
transcripcion [incorporacion de 3H-UdR] y traduccion de proteinas [captacion de 35s.
Cisteina), en una cepa silvestre y en la linea resistente al metronidazol obtenida mediante el

cultivo continuo bajo la presencia de metronidazol. También se analizdé el efecto que

presema dicho farmaco directamente en el parasito en ambas lineas. Cabe mencionar que
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la cepa resistente utilizada cn estos experimentos fue capaz de crecer anacrobicamente en

5.84 uM de metronidazol

En base al proceso de replicacion no se detectaron diferencias significativas (P<0.05) entre
las cepas silvestre y la resistente, asimismo ¢ésta ultima tenia afectada drasticamente su
capiacion de *H-TdR al material genético (DNA), sin embago su replicacién era normal,
confirmandose al determinar su porcentaje de viabilidad (95 53 2%) Algunos de los
factores que afectan la incorporacion del nucledtido radioactivo son. alteraciones en el
transportador especifico de la base timidina, como pucden ser cambios conformacionales,
una baja expresion en el gen que 1o expresa, reportandose en la literatura que el 80 2% del
influjo de Ia timidina es mediado por este mecanismo (Davey ¢z al, 1992), encontrandose

dos tipos de permeasas de membrana involucrados con la incorporacion de los

nucleodtidos, el transportador tipo | que se caracteriza por tener una alta afinidad por

uracilo, timina, timidina y uridina, ¥ el transportador tipo 2 que es de amplia especificidad
(Ey er al, 1992), también en la actividad de ciertas enzimas, el tamado d¢ la timidilato v
pools endodgenos de TTP, su catabolismo en la célula v sistemas de cultivo de tejidos, la
degradacion por bacterias, siendo lo mas probable las diferencias en la utilizacion de “H-

TdR duranie el penodo S (Kotélnikos, 1986) Al respecto hubiese resultado interesante

efectuar la lacalizacion deil nucleotido radioactivo en los trofozoitos de Grardra medianie
estudios autorradiograficos. En estudios realizados con misonidazol (un 2-nitro-1-
imidazolil-3-metoxi-2-propanolol) se ha efectuado Ia reduccidon del DNA de varios
organisimos con diferente composicion de bases electroliticamente a potencial constante y
han detectado una liberacion de mono y difosfatos de timidina. Por lo anterior, se propuso
que el misonidazol causa ruptura de¢ enlaces fosfodiéster alrededor de los residuos de
timina en el DNA y se predijo que el grado de dafo que consiste en Ia liberacion de
derivados de timina pueden estar relacionados con el contenido de A+T del DNA, ademas
encontraron que habia una relacion entre la composicion de bases del DNA y la cantidad

de derivados de timina que se liberaban (Knox er of, 1981 b). Sin embargo hay otros
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trabajos que muestran que el metronidazol también presenta el mismo efecto que el

misonidazol (LaRusso, 1977).
Con lo que respecta a la transcripeion no se detectaron diferencias significativas entre

cepas. Se ha estimado que ¢l metronidazol cjerce un efecto en este nivel secundariamete,
ya que no sc csta afectando tan seriamente dicho proceso celular fundamental debido

probablemente a una actividad de RNA polimerasas poco afectada

Por otro lado en la incorporacion de *'S-cisteina se sabe que cste aminoacido es muy

importante en Grardia tanto a nivel de supersficie (composicion de antigenos de superficie

los cuales estan compuestos de  secuencias  de aminoacidos que  contienen

aproximadamente 12°%6 de cisteina [Aguarwal o7/, 1989, Nash e7 o/, 1988, 1990 a,1992;

Thompson v Meloni 1993a]) comeo intracelularmente. También este aminoicido juega un

papcl muy importante como agente reductor, ya que disminuye los efectos toxicos

propiciados por las altas tensiones de oxigeno, por 10 que durante la realizacion de este
experimento. con la finalidad de facilitar la incorporacion de ’* §-Cisteina al interior del

parasito, se modifico la formulacion del medio TY1-S-33 el cual como se mencioné al

inicio contiene cisteina como agente reductor En base a Jos datos obtenidos, resultd

interesante que la cepa resistente al metronidazol mantuviera baja su tasa de incorporacion
de dicho nucledtido radioactivo. Esto sugiere que si dicha cepa no esta caprando este
aminoacido, probablemente otras vias alternas se estan disparando para promover la
destoxificacion de radicales toxicos actualmente llamadas especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Jacobson, 1996) tales como el ion superoxido (O -2). hidroxilo (OH) ¥ peréxido
de hidrogeno (H;0:). aunque en estudios recientes en Giardna se han evaluado estas ROS
actividad de

y se ha encontrado que lineas resistentes al metronidazol no ticnen

superoxido dismutasa (SOD), catalasa y peroxidasa. Sin embargo, en aislados silvestres se
encontrd que Jla NADH oxidasa citosdlica no produce O3 ni HpO2 pero sc detecia
como producto final al agua, y también se detecté una baja actividad en la NADH

peroxidasa a nivel de membrana. por lo que se sugiere que estas enzimas son las
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responsables de a eliminacion de los productos toxicos mencionados (Brown et al, 1995)
Por otro lado, se han realizado estudios sobre ia cistcina en Grardia en donde sc ha
analizado ¢l papel de dicho aminoacido y se han utilizado olros agentes reductores tales

como L-cisteina, D-cisteina. glutation, acido-L ascor!

o, ditiotreittol, ac¢ cisteico, L.-

metionina, &c. tioglicdlico, L-cistina, entre otros. En estos estudios se reporto que la L-

cisteina es ¢l unico agente reductor que permite un crecimiento favorable del parisito

(Gillin y Diamond, 1981), o bien Ia presencia de centros Fe-S, componentes cruciales en la
cadena transporiadora de € en Grurndia Dada la imponancia de estas proteinas, se puede
explicar el que el parasito use altos niveles de cisteina, o bien pudiera ser por el continuo
recambio de antigenos de superticie 1o cual le da al parasito Ia capacidad de sobrevivir ante
condiciones adversas no naturales (Nash, 1992) Al respecto Jocelyn (1972 sugiere que
ias propiedades mas importantes de la cisteina también como de otros noles es su
capacidad para actuar como agentes reductores, va que dos moleculas se oxidan a cistina,
ademas el Fe'' v los grupos tioles pueden actuar cataliticamente en reacciones de
intercambio. Al respecto, senia interesante analizar el perfil antigénico de dichas cepas para
ver las posibles diferencias cuantitativas en base a la cantidad de un epitopo particular, o
bien a ta varicdad de ¢éstos en la superficie del parasito, va que si se esta uuilizando la
cisteina y esta involucrada en este nivel, resultana interesante ver los cambios en estos. lo
cual le da al parasito la capacidad de adaptarse ante condiciones agresivas propiciadas por
el medio ambiente en el que sc encuentre. No obstante, también pudieran presentarse
alteraciones a nivel de membrana, 1a cual pudiera estar modificada v de esta forma
propiciar esta baja incorporacion

Se sugicre que los niveles alterados de esta enzima biotransformadora del farmaco (PFOR)
apoyan fuertemenie la definicion propuesta por Lacey (1990) Ja cual posiula que la
resistencia a farmacos en algun organismo puede ser ¢) resultado de un cambio en la
farmacocinética del agente quimioterapico, por lo que la resistencia no necesariamente se

presenta en ¢l sitio de accidn del mismo.
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Con respecto a la resistencia al metronidazol en Tritrichomonas foetus, se ha reportado
quc elevadas concentraciones del farmaco propician el consumo de oxigeno y la formacion
de H:O: por los hidrogenosomas presentes en el parasito, ademas se sugiere que la
ferredoxina juega un papel importante en ¢l proceso de reduccion del farmaco (Moreno ¢f
al, 1984). Estudios realizados con la cepa resistente de 77 Foems KVI1-1MR-100 han
encontrado que ¢l fenotipo de resistencia al metronidazol se correlaciona ¢on una ausencia
en la actividad de la enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa y con un incremento en
{a fermentacién alcoholica (Cerkasovova er al, 1984)

En estudios recientes se menciona que Guurdia presenta cambios en ¢l transporte de
agentes quimioterapicos por lo cual sugiere la existencia de un fenotipo de multiple
resistencia a farmacos en parasitos resistentes a la quinacrina (Upcroft ¢7 o/, 1996) En

este sentido, no s¢ descarta la idea de la existencia de la P-glicoprotcina (PgP) en la

to, la cual puede tener dos configuraciones funcionales que generan

membrana del para
funciones distintas como el transporte de farmacos (que requiere la hidrelisis de ATP) y
como canal de cloruros (que tan solo necesita la union de ATP) (Gill e a/, 1992). Dicha
proteina fue enccentrada en células cancerigenas La PgP es codificada por un gen de
multiple resistencia a farmacos (gen I;le') el cual es amplificado a nivel de DNA o de
expresion de RNA (Wilson ¢r a/, 1989)

Estudios realizados en parasitos protozoarios han mostrado que [ resistencia a la
mefloquina en . falciparum es debido a la amplificacion y sobreexpresion del gen
pfmdri que esta codificado en cl cromosoma 5 (Cowman e7 al, 1993) En el mismo
parasito se ha reportado que la resistencia a pirimetamina es debida a mutaciones en punto
en el gen dihidrofolato reductasa-sintasa timidilato (Zolg ver a/.1989). En FEmramocba
histolytica se han identificado genes de P-gP v su genoma contiene al menos 6 genes P-
gP, de los cuales 4 son genes completos y dos pseudogenes ademis de un gen Ehabe 1
qQue codifica para un miembro nuevo de la familia unida de cassettes ATP, el cual se ha

secuenciado y codifica para una proteina de 91.7 kDa (Zhang y Samuelson, 1993). Por
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otra parte, en 7. vagrnalis han aislado un gen que codifica para una protcina parecida a la

tudios recientes se han enfocado a correlacionar los

P-gP (Johnson eor a/, 19943)
cambios en la actividad y/0 niveles de varias protein-cinasas con los niveles de mdr y/o
multiresistentes a

acumulacién del farmaco, en donde han demostrado que células

farmacos expuesias con cstimuladores de protein-cinasa tales como ¢l éster de forbol
{12-O-tetradecanacilforbol- 1 3-acetato] (TPA)  estimulan  la

promotor  de tumores

fosforilacion de la P-gP reduciendo la acumulacion del agente farmacolégico y

propiciando la resistencia a farmacos (Hamada e¢r a/. 1987, Fine ¢f o/, 1988, Chambers,

1990), aunque no para todos los compuestos (Bates o7 /. 1992) Sin embarugo, el
tratamiento de celulas multiresistentes a farmacos con inhibidores de protein-cinasa (p e.
estaurosporina, calfostina C) disminuven la fosforilacion de la P-gP e incrementzn ia
acumulacion del agente farmacologico (Bates ¢7 ¢/, 1993). Los agowistas aurentan la
expresion de genes MDRI tanto a nivel de RNAm como a nivel de proteinaz Todo esto
sugierc que se pucde activar un proceso de transduccion de sedales mediado por la
protein-cinasa C (PKC) la cual puede estar involucrada en la resulacion de la expresion de
genes NMDRI, aunque no necesariamente la fosforilacion de la P-gP puede conducir a la
aparicion del fenotipo resistente (Germann of af, 1995) A respecto cabe la posibilidad de
realizar estudios en este topico para determinar ¢l posible papel que pudiera tener la PgP y
ta transduccion de sedales en el parasito bajo estudio. en la cual se podrian utilizar
estimuladores de PKC.

Estos datos, sugieren primeramente que la actividad biolédgica de un compuesto esta dada
por su estructura quimica por lo que seria interesanie que se diseiaran farmacos cada vez
mas selectivos, €sto es, que tengan una mayor potencia en su efecto terapéutico y menos

efectos colaterales indeseables, por lo que el conocimiento de las propiedades

fisicoquimicas y de los efectos producidos permite realizar correlaciones sobre la manera

en que ciertos parametros fisicoquimicos [p.e. solubilidad, Ilipofilicidad, efectos

elecironicos, ionizacion y estereoquimica] inciden en el efecto. De esta manera se pueden
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disedlar de una mancra racional los farmacos a sintetizar logrando estructuras quimicas
cuyas propiedades les infieran mayor sclectividad y eficacia. Por otro lado también el
anilisis antigénico entre cepas sensibles y resistentes al metronidazol mediante estudios
longitudinales puede indicarnos posibles diferencias cntre d¢stas, estudios a nivel de
genoma involucrando ¢l uso de sondas moleculares que codifiquen para un determinado
gen que e¢n este caso scria el de la piruvato ferredoxina oxidoreductasa (PFOR) o
alternativamente el gen de la P-gP que ayudaria a discernir ¢l papel de la amplificacién y
sobreexpresién de los mismos genes que estuvieran mediando el fenotipo de resistencia
Por otra parte, se pucde abordar 1a evaluacidn de 1a actividad de dicha enzima asi también
como la expresiéon de RNAmM o bien alteraciones en el sitio activo de la PFOR mediante
estudios a nivel de cristalografia Sin embargo, el analisis de la permeabilidad membranal
del parasito pudiera efectuarse mediante la utilizacion de farmaco marcado con
nucledtidos radicactivos en donde se evaluara la cantidad de auente quimioterapico
incorporado por la célula, o posiblemente con agentes quimioterapicos que emitieran por
si mismos fluorescencia v que mediante el empleo del microscopio de epifluorescencia
pudiera localizarse el farmaco en el interior del parasito

Algunas posibles imiplicaciones de los resultados obtenidos, sugieren que un determinante
imponante en la seleccion de algun método de evaluacion de viabilidad a farmacos puede
ser el mecanismo de accion del agente quimioterapico y ¢l mecanismo molecular del
sistema de evaluacion. Por otra parte, las poblaciones de parasitos estan compuestas por
subpoblaciones mixtas con sensibilidad diferente a farmacos observada en los cultivos
continuos, ademas de que los trofozoitos individuales presentan diferencias fenotipicas y
genotipicas, lo cual puede reflejar un papel activo de G. dnodenalis en las fallas al
tratamiento. Esto ultimo propiciaria casos refraciarios al tratamiento con agentes
quimioterapicos. Por otro lado, la resistencia a farmacos en G. duodenalis sugiere que el

parasito se esta adaptando ante condiciones adversas, ademas de presentarse diferencias




metabdlicas en ambas cepas tanto a nivel de replicacion, como de transcripcidon y

traducciodn.



VH. CONCILUSIONES :

El método éptimo para evaluar la sensibilidad de Giardia duodernalis s farmacos de la
familia de los S-nitroimidazoles resulté ser el subcultivo en medio liquido, siendo
ensayos alternos Ia tinciéon con colorantes fluorogénicos (FDA-PI) ¢ incorporacion de

titnidina tritiada ("H-TdR) en funcién de su scnsibilidad y reproducibilidad (P<0.05 %a).

El método utilizado en los estudios longitudinales y transversales para evaluar la
viabilidad en trofozoitos de G. dunodenalis fue Ia tincién de colorantes fluorogénicos

debido a su reproducibilidad, sensibilidad y facilidad de realizacién.

Las curvas dosis-respuesta mostraron que ¢! orden decreciente de efectividad en los 5-
Nitroimidazoles fue: omidazol = tinidazol > ronidazol > secnidazol > dimetridazol >>

metronidazol, tomando como parametro de sensibilidad la MIC.

E! analisis transversal en cepas aislados y clonas de G. dunoderialis mostré una gran
variabilidad en la sensibilidad a farmacos, siendo estas diferencias mas graduales con el
metronidazol que con el tinidazol. Sin embargo, el aislado CIEA-10 presenté un

comportamiento homogénco tolerante con ambos fairmacos.

El analisis Jongitudinal de sensibilidad a farmacos en cultivos continuos presentd
variaciones graduales y repentinas en la susceptibilidad a fairmacos representativos del

grupo de los 5-Ni, mostrindose en general un comportamiento tolerante con el
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metronidazol [i.e. WB, P1(8), 12(2). e 13(3)). mientras que con ¢l tinidazol Jas clonas

P1(6) e 13(3) manifestaron una mayor sensibilidad

Los datos reunidos en este estudio demostraron que el efecto primario del metronidazol
en Giardia duodenalis se puede observar a nivel de una disminucion en Ja tasa de

sintesis de DNA., afectando secundariamente la sintesis de RNA y de proteinas
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ANEXO 1: REACTIVOS Y SOLUCIONES COMPLEMENTARIAS

. MEDIO TYI - S - 33 SUPLEMENTADO CON BILIS (ATCC) # 1404

Bilis bovina bacteriologica (Sigma Chem-Cu) O5g
Tripticasa (casein digest peptone, BBL) 200¢g
Extracto de levadura (BBL) 10.0y
Dextrosa (Baker An) i00g
Cloruro de sodio 20g
Cisteina - monoclo-hidrato 20
Acido ascorbico Olg
Fosfato de potasio monobasico (Baker An) 0Gg
Fosfato de potasic dibasico (Baker An) 10y

230g

Citrato férrico de . monio (Baker An)

Disolver en a1y aa destilada hasta SO0 mi

-
Ajustar pH de 6.8 - 6.9 y atorar 2 900 m.

« Filtrar en membrana de 0.22 mim de diametro de poro.

« Realizar la prusba de esterilidad

= Completar con 100 i) de suero bovino descomplementado (HyClone) y 1 ml de stock
de penicilina (20,000 U. 1), estreptomicina (50 mg). Almacenar a 4”2 hasta su uso.

Es estable por dos semanas una vez completado.
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t. AMORTIGUADOR DE FOSFATOS - SALINA (PBS) STOCK 10 X

Cloruro de sodio 800y
Cloruro de potasio 20g
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado 21.7g
o dodecahidratado 2898 g
Fosfato de potasio monobasico 20g

« Disolver en agua destilada hasta 800 ml
- Ajustar pH a 7.2 y aforar a 1 litro
- Para suuso a 1 X disolver 1:10 en agua destilada,

Es estable varias semanas
ttt. PREPARACION DE COLORANTES FLUOROGENICOS [FDA - PI}

Solucién stock de FDA
« FDA 10 myg
e CH;COCH; 1 ml

Se almacena a -20 °C protegido de la luz.
Solucion de trabajo de FDA (40 mg/ml)

e Solucién stock de FDA 40 ul
s PBS pH7.2 10 ml
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Solucion stock de Pl (30 mg/ml)
- Pl 1.5 my
e PBSpH 7.2

Se almacena a -4 °C en obscuridad

50 mi

Solucion de trabajo de PI.

Igual a la solucion stock (30 mg/ml).

1u. PREPARACION DE (3-(4,5-DIMETILTIAZOL -2-1L.)-2,5-DIFENIL BROMURO
DE TETRAZOLIO [MTT]

5 mg/ml de PBS 1X
0.05% en PBS IX

e PMS
e MTT

u. SOLUCION PARA EMISION DE CENTELLEO

Para preparar 200 ml de dicha solucion :
08 g

60 ml

e Orniflior al 0.9 %%
e Tritén 100 X al 30 %

Se afora con tolueno a 200 ml.
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vt. PREPARACION DE ACIDO TRICLOROACETICO [CCI;,COOH] AL 10 %

vrv)

Se colocan 10 ml de acido tricloroacético y se¢ atora con 90 ml de agua destilada

estéril, si se observan impurezas se procede a realizar la filtracion mediante papeles

filtro.

vit. PREPARACION DE MEDIO LURIA PARA PRUEBA DE ESTERILIDAD

e Peptona (Dibco) 10g
e NaCl (Monterrey) 10g
e Extracto de levadura (Dibco) 5g
e NaOH 2 M (Baker) 1 ml
15g

® Agar bacteriologico (Dibco)
Se disuelven todos los reactivos mencionados anteriormente en 500 m! de agua destilada

¢ésteril y se aforaa I It con agua
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ANENXO I : TECNICAS COMPLEMENTARIAS

ttA. CRIOPRESERVACION DE TROFOZOITOS DE G. duodenalis EN N2
LiQuioo

e Culiivar los trofozoitos en medio TYI - S - 33 hasta fase logaritmica de crecimiento.

. Enfriar los tubos de cultivo 60 minutos e.n un bafo de agua - hielo.

. Centrifugar a 830 x y~ durante 10 minutos a 4° C.

. Retirar el sobrenadante y contar en camara de Newbauer.

- Agregar medio adicionado con DMSO al 10 % ( en razdn 1:1 por cada 5x106
trofozoitos ) y se resuspenden

Transferir el contenido a criotubos Nunc MR de 1 8 ml de capacidad y enfriar en bafio
de hielo-agua

- Almacenar los tubos en ultracongelador a -70° C una noche

« Transferir los criotubos a inmersion en N2 liquido y almacenarios hasita su

descongelacion. Son viables hasta por 1res aios

11B. DESCONGELACION DE TROFOZOITOS DE G. duodenalis
- Colocar los criotubos en bailo a 37° C hasta su fusion (S a temperatura ambiente).
e  Transferir el medio con células a un tubo cénico de 15 ml conteniendo 1 m! de medio

TY1-S -33 fresco.
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Centrifugar a 840 x g’ durante 5 minutos a temperatura ambiente
Decantar €l sobrenadante y llenar con 15 ml de medio fresco.
Revisar los trofozoitos al microscopio éptico

Incubara 37° C.

Cambiar el medio al dia siguiente para eliminar las células muertas
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