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RESUMEN

La giardiosis es una infeccion intestinal causada por el protozoario parasito Giardia
duodenalis, misma que tiene gran importancia en México y en todo el mundo tanto por sus
manifestaciones sintométicas como las repercusiones de la infeccion asintomatica en la poblacion
pediatrica, ya que es capaz de interferir con el desarrollo normal del individuo al provocarle
sindrome de malnutricion Es por ello que en la altima década en México se encuentran en
desarrollo campafias que buscan la desparasitacion infantil como son las Semanas Nacionales de
Salud. Durante éstas, se administra a todo nifio en edad escolar una dosis tnica de 400 mg de
albendazol, un farmaco del grupo de los Bencimidazoles.

Dada la importancia que est4 adquiriendo el uso de drogas del grupo de los Bencimidazoles
en México, en el presente trabajo se propuso estudiar el efecto de farmacos de este grupo en el
protozoario (5. duodenalis in vifro. Para ello se realizaron comparaciones de métodos de
evaluacion de viabilidad de tipo bioquimico y fisiologico. Entre los ensayos bioquimicos se
incluyeron la tincion con colorantes fluorogénicos, la reduccion de sales de formazan a partir de
MTT y la incorporacion de timidina tritiada (SH-TdR), y dentro de los ensayos fisiologicos: el
subcultivo en medio semisolido de agarosa, el subcultivo en medio liquido y la evaluacién de la
alteracion morfologica. Se determind que los métodos méas adecuados a utilizar para la evaluacion
de la viabilidad de un cultivo tratado con bencimidazoles in vifro fueron los ensayos fisiologicos,
particularmente el subcultivo en medio liquido y la evaluacion de la alteracion morfologica,
teniendo este Ultimo ademas la ventaja de una mayor rapidez y sensibilidad.

Empleando dicho método se evalud la efectividad de varios becimidazoles en la cepa WB,

encontrandose el orden de efectividad siguiente: Nocodazol > Albendazol = Mebendazol >
Oxibendazol >> Tiabendazol >> Bencimidazol.
Por otra parte también se evaluo la sensibilidad in vifro a albendazol y mebendazol (usando la
DLsy) de aislados de origen mexicano en andlisis de tipo transversal asi como longitudinal. Las
evaluaciones transversales de sensibilidad a DLs; de albendazol y mebendazol permitieron
identificar algunas clonas con sensibilidad diferencial respecto al cultivo parental en el momento de
la evaluacion. En las condiciones empleadas se pudieron observar diferencias de sensibilidad dentro
de un rango reducido de viabilidad. El orden de variabilidad observado entre las diferentes cepas y
aislados considerando su conjunto de clonas fue el siguiente: WB > P1 > IMSS-2 > IMSS-3 >
CIEA-52 > CIEA-10.

10
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En las evaluaciones longitudinales de sensibilidad a DLs, de albendazol y mebendazol se
observo una vartacion recurrente en la viabilidad observada tanto en las clonas como en las cepas y
aislados. El tratamiento con mebendazol desarrolld una variabilidad menor de la que se observd
ante albendazol, y no parecié existir una relacion entre el estado de sensibilidad o tolerancia a los
dos farmacos. El orden de variabilidad observado entre las diferentes cepas y aislados,
considerando su conjunto de clonas, fue el mismo que el observado para el analisis transversal.

Posteriormente se realizaron diferentes estrategias en busca de la obtencion de cultivos
resistentes a albendazol y mebendazol, como son la evaluacion de diferentes cepas, aislados y sus
clonas, mutagénesis empleando elementos tales como colchicina y luz ultravioleta y cultivo
permanente en concentracion subletal creciente del farmaco, encontrandose que el anico método
que permitid obtener resultados con sensibilidad apropiada fue este ultimo con el cual se
desarrollaron cultivos de las cepas WB y P1 capaces de crecer en albendazol o mebendazol hasta
una concentracion de 0.18 a 0.2uM después de 2 afios de iniciado el proceso de cultivo.

De manera particular el cultivo de la cepa WB capaz de crecer 0.18 uM de albendazol fue
empleado en la evaluacion de incorporacion de precursores de procesos celulares fundamentales
(replicacion de DNA [BH-TdR}, transcripcion de RNA [SH-UdR] y traduccién de proteinas [L-
[*°S] cisteina]). Se observé que la incorporacion de timidina en condiciones basales (en ausencia de
farmaco) mostré una alta incorporacion de la marca radioactiva para la cepa WB y disminuida para
la WB-RA, lo cual es un indicio de la menor capacidad replicativa que muestra esta ultima como
modificacion en su condicion de resistencia. En presencia de albendazol, la incorporacion de este
precursor se vio reducida. La incorporacion de uridina en condiciones basales en la cepa WB
mostré una mayor incorporacion que la WB-RA. Por su parte la cepa WB-RA en presencia de
farmaco incremento significativamente la incorporacién de este precursor, lo cual hace suponer una
posible respuesta a nivel de RNA, sugerentemente de mensajeros especificos inducidos por esta
condicion de estrés a la cual la cepa se encuentra adaptada. Por su parte, la incorporacion de
cisteina no mostro diferencias estadisticamente significativas entre las cepas sensible y resistente en
condiciones con o sin farmaco.

Los cultivos resistentes obtenidos resultan un modelo interesante de estudio de los
mecanismos de resistencia que puede presentar este parasito, el cual a su vez podra en el futuro dar
lugar af disefio de estrategias que permitan combatir con mas eficacia las infecciones causadas por

(5. duodenalis mediante protocolos de quimioterapia.
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INTRODUCCION

A través de la historia, las enfermedades parasitarias han sido causantes de importantes
problemas de salud para la humanidad que han prevalecido hasta la actualidad manifestandose en
todo el orbe. De estas enfermedades, las infecciones entéricas que producen procesos diarreicos
son causantes de una gran mortalidad y morbilidad, principalmente en poblaciones rurales o de
escasos recursos donde tienen sus mayores efectos sobre la poblacion infantil. En ocasiones el
diagnostico y tratamiento, asi como la prevencion de dichas enfermedades, no lleva un seguimiento
adecuado, o bien presenta dificultad en su desarrollo, lo cual agrava el problema. Entre estos
padecimientos, algunas parasitosis intestinales causadas por protozoarios juegan un papel
importante en relacion a la salud piblica nacional y mundial.

En el caso de la giardiosis (antes denominada giardiasis), cuyo agente etiologico es G.
duodenalis (6 G. lamblia 6 G. intestinalis), resulta ser la infeccion del tracto intestinal mas comiin
causada por un protozoario a nivel mundial. Su prevalencia varia entre 2 % y 5 % en paises
industrializados y un 20 % a 30 % en naciones en vias de desarrollo (Farthing, 1993; Adam, 1991).
Esto hace necesario su estudio, especialmente en aspectos relacionados al control de dicha

parasitosis.

TAXONOMIA Y CLASIFICACION

Los protozoarios clasificados dentro del Género Giardia fueron observados y descritos por
primera vez por Antony van Leeuwenhoek en 1681, quien al examinar sus propias heces relaciond
la diarrea que padecia con la presencia de este protozoario. Doscientos afios mas tarde, en 1859, el
fisico sueco Vilem Lamb observé muestras fecales de nifios con diarrea disentérica y describio6 a los
trofozoitos que encontrd como protozoarios de 0.018 a 0.021 mm de longitud por 0.0086 a 0.011

mmn de ancho con forma semejante a un renacuajo, con un disco suctor y dos micleos, presentando
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movimiento con patrones circulares y le dié el nombre de Cercomonas testinalis. Desde esas
fechas y hasta ahora el nombre ha causado controversia (Boreham ef al., 1990).

Grassi, en 1879, establecid el género Dicercomonas con dos subgéneros, Monomorphus
(Hexaminta) y Dimorphus (Giardia), mas tarde, en 1881, se reemplazé Dimorphus por
Megastoma al observar los mismos organismos en animales domésticos. Blanchard en 1888
propuso el nombre Lamblia; sin embargo, Kunstler en 1882 habia establectdo el género Giardia el
cual se utiliza actualmente (Boreham ef af., 1990).

El nombre especifico también ha sido causa de controversia, ya que la determinacion de
especies se ha hecho tradicionalmente por dos métodos. Inicialmente se empled el hospedero
infectado como criterio de clasificacion, aunque este método es poco practico y preciso, pues la
cantidad de especies hospedadoras es enorme, y se demostrd que una misma especie de Giardia
puede parasitar a organismos de diferentes especies. El segundo método fue propuesto por Filice
en 1952 y se basa en las variaciones morfologicas observadas por microscopia de luz asi como en
la apariencia del cuerpo medio del trofozoito. De este modo se redujo inicialmente a tres el numero
de especies pertenecientes al género, y fileron: G. agilis que parasita anfibios, G. muris en
roedores y (. duodenalis (G. lamblia o G. intestinalis) en mamiferos incluyendo al hombre. Mas
tarde surgié también (. psiffaci que parasita aves domésticas (Melopsittacus undulatus)
(Erlandsen y Bemrick 1987; Ackers, 1980; Adam, 1991; Thompson y Reynoldson, 1993; Boreham
et al., 1990) y a partir de 1990 Erlandsen restablecio la especie G. ardae (de la garza grande azul
Ardae herodias) que habia estado comprendida dentro de la especie de G. muris por la presencia
de un unico flagelo caudal, pero fue separada de esta por las diferencias en la secuencia de
nucledtidos de la subunidad ribosomal 5.88 (Erlandsen ef af., 1990); posteriormente surgié una
sexta especie denominada Giardia microti la cual tiene peculiaridades distintivas en funcion de la
morfologia del quiste y a la secuencia del la subunidad pequefia del IRNA (van Keulen et al., 1998,
Monis ef al., 1999).

Actualmente los protozoarios del Género Giardia estan clasificados dentro del Phylum
Sarcomastigophora, Subphylum mastigophora, en la Clase Zoomastigophorea junto con otros
parasitos como Irypanosoma, Leishmania, Trichomona y Dientamoeba y se considera
perteneciente al Orden Diplomonadida, suborden Diplomonadina y la Familia Hexamitidae (Levine

et al., 1980; Cox, 1981; Baker, 1989; Adam, 1991; Siddall ef a/., 1992; van-Keulen et al., 1993).
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El nombre actualmente aceptado por la Organizacion Mundial de la Salud para el parasito humano
es el de G. infestinalis, aon y cuando se mantiene el uso de G. duodenalis y G. lamblia (Boreham
et al |, 1990)

Debido a la importancia de los protozoarios del Género Giardia desde un punto de vista
evolutivo, se han estudiado estos con la finalidad de establecer su posicién filogenética. Empleando
diferentes métodos se ha observado que este parasito resulta pertenecer al linaje cercano de un
ancestro comun entre procariotes y eucariotes. Esto se ha concluido a partir de la ausencia de
organillos como las mitocondrias (Cavalier, 1987), a la secuencia de genes ribosomales (Sogin ef
al., 1989), a la secuencia del factor de elongacion 2 (Hashimoto ef al., 1995) y de actina (Drouin ef

al., 1995), asi como a la comparacion los codones usados por Giardia con los de otros

organismos, donde se ha mostrado incluso mas emparentado con algunos procariotes que con
otros protozoarios alin pertenecientes a la Clase Zoomastigophorea (Char y Farthing 1992).
Incluso se le ha llegado a considerar como un eslabon en la evolucion entre procariotes y
cucariotes (Kabnick y Peattie, 1991), sin embargo, al analizar caracteres ultraestructurales de
especies pertenecientes al Orden Diplomonadida se llegé a considerar a este protozoario como un

falso pivote en la evolucion de eucariotes (Siddall ef al., 1992).

CICLO DE VIDA

El protozoario Giardia duodenalis presenta un ciclo de vida directo simple, con dos
estadios biologicos que son: el trofozoito y el quiste.

El quiste es la entidad infectiva (Figura 3) la cual presenta la capacidad de resistir las
condiciones adversas del medio ambiente debido a su pared, cuya parte externa esta formada de 7 a
20 filamentos v esta separada del citoplasma por una capa interna. En relacion con la composicion
de carbohidratos de la pared aun existe controversia sobre cuales monémeros constituyen
principalmente a esta estructura (Ward et. al, 1985 y Jarroll ef. al., 1989a). Los organelos més
evidentes dentro del quiste son sus 4 niicleos (o 2 si el enquistamiento es reciente y no se ha dado
la division nuclear), los cuerpos basales, cuerpos medianos, fragmentos del disco ventral y

elementos estructurales del flagelo.
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La infeccion se adquiere por la ingestion de quistes presentes en agua o alimentos
contaminados con éstos. Al paso de los quistes por el estomago y bajo las condiciones acidas que
ahi prevalecen, ocurre el desenquistamiento. Asi, de cada quiste emerge un trofozoito
tetranucleado el cual, en poco tiempo (aproximadamente 30 minutos in vitro), suffe una citocinests
dando lugar a dos trofozoitos binucleados. Todos los trofozoitos son capaces de reproducirse
dando lugar nuevamente a trofozoitos con dos nicleos aparentemente iguales (Kabnick y Peattie,
1991).

El desenquistamiento se ha podido llevar a cabo en condiciones in vitro empleando
soluciones con un pH 4cido entre 1.3 y 4.0, aunque también se ha hecho a un pH neutro. Vartos
estudios han permitido sugerir la participacion de las secrectones pancreaticas en el proceso
(Ackers, 1980; Adam, 1991; Thompson y Reynoldson, 1993). Asi se han realizados algunos
analisis de la ultraestructura del quiste por microscopia electronica en los cuales han observado la
formacion de gran cantidad de vesiculas durante la fase de enquistamiento y desenquistamiento
(Sheffield y Bjorvatn, 1977, Coggins y Shaefer, 1986, Gillin ef al, 1991; Lujan ef al., 1995).
Ademas de esto existe una proteina de ~26 kDa vinculada con estos procesos pues se ha visto que
sc incrementa en el interior de las vesiculas antes mencionadas durante las dos etapas (Mowatt ef
al , 1995).

El trofozoito es la entidad patogena, se caracteriza por presentar forma de media pera la
cual es mantenida gracias a un citoesqueleto rigido. Presenta en la parte ventral un organelo
concavo que abarca “/; partes de ella y recibe el nombre de disco adherente, el cual parece ser de
gran importancia en la patogenicidad del organismo, pues es una estructura rica en ¢-actina,
miosina y tropomiosina que le permite la adhesion a las microvellosidades intestinales, ademas se
distingue del resto de la superficie por la presencia de la proteina giardina (Peattie ef al., 1989) asi
como por una gran cantidad de microtiibulos organizados en espiral. Su motilidad se debe 2 la
presencia de 4 pares de flagelos (anteriores, posteriores, ventrales y caudales) y ademas, en la patte
dorsal presenta un cuerpo medio el cual se cree estd relacionado funcionalmente con el disco
ventral y los flagelos posteriores y caudales.

Entre los organelos que presenta destacan el aparato de Golgi (Rener ef al., 1990; Lujan ef
al., 1995; aunque su presencia ¢s controversial en fases diferentes al proceso de enquistamiento),

vacuolas y un par de nicleos y carece de mitocondrias, peroxisomas y nucledlo (Cavalier, 1987,
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Gillin ef al., 1991, Adam, 1991; Thompson y Reynoldson, 1993). En relacion al mecanismo de
secrecion proteica, se ha indicado recientemente la presencia tanto de aparato de Golgi como de
reticulo endoplasmico atipicos y primitivos (Gillin ef of , 1996).

El trofozoito es capaz de adherirse a las microvellosidades intestinales a nivel de duodeno y
yeyuno y es ahi donde realiza las funciones de nutricion y reproduccion, esta ultima es llevada a
cabo por fision binaria longitudinal v en Gltimas fechas se ha sugerido la posibilidad de presentar
alguna forma sexual (Baker, 1989; Thompson y Reynoldson, 1993).

Bajo condiciones que intentan reproducir las presentes en el yeyuno medio se ha inducido
el enquistamiento in vitro, el cual requiere elementos tales como presencia de sales biliares,
glicocolato, acido miristico y pH 7.8. Entre los elementos que estimulan el enquistamiento i vitro
se encuentran soluciones de lipoproteinas y colesterol con albimina sérica bovina en substitucion
del suero bovino normalmente utilizado en el medio de cultivo (Reiner ef @/, 1995), asi como
también se ha visto que existen lectinas que pertenccen a la dieta normal y favorecen este proceso
(Ortega ef al., 1994).

En cuanto al enquistamiento se ha observado la presencia de antigenos especificos del
quiste los cuales aparecen en el interior del aparato de Golgi tras cinco horas de incubacién en
medio de enquistamiento. Dichos antigenos son transportados por vesiculas entre las seis y
dieciocho horas posteriores y aparecen en la pared aproximadamente a las 24 horas; asi mismo, se
ha sugerido la participacién de un procesamiento diferencial de RNA mensajero en la regulacion
del proceso de enquistamiento (Que ef af., 1996). El ciclo finaliza al ser expulsados los quistes por
las excretas y reingeridos por otro hospedero. Algunos trofozoitos son también liberados,
especialmente en casos de diarrea severa y en ocasiones también llegan a ser infectivos (Ackers,
1980; Owen, 1980a; Adam, 1991; Thompson y Reynoldson, 1993). Por su parte los quistes, se ha
observado que son viables después de mantenerlos a 4°C hasta por mas de dos meses y a 37°C por
hasta 4 dias (Bingham ef al., 1979), esto les permite diseminarse ¢ infectar a un nuevo hospedero a
traves de diversas vias.

Aparentemente el ciclo de vida de G. duodenalis no solo puede llevarse a cabo en el
humano, sino también en animales domésticos y salvajes por lo que se le considera una enfermedad
de tipo zoondtica (Buret ef al., 1990; Boreham et al., 1990; Castor ef al., 1990; Stranden ef al.,

1990; Schantz, 1991; Thompson y Reynoldson, 1993; Meloni ef al., 1995). Este aspecto resulta

17



x

mas evidente debido a las observaciones realizadas en voluntarios humanos y en jerbos después de
haber sido inoculados e infectados con quistes obtenidos de rata canguro gigante de Gambia, en los
individuos tanto como en los jerbos se observo la expulsion de quistes, los voluntarios sufrieron
sintomas propios de esta parasitosis y presentaron respuesta a nivel de anticuerpos (Majewska,

1994).

TRANSMISION Y PATOGENICIDAD

La giardiosis se transmite principalmente a través de dos vias: el agua y los alimentos. El
agua potable en muchas ocasiones proviene de rios y lagos que se encuentran expuestos a la
defecacion tanto humana como animal. Esto Gltimo aunado a que los procesos de potabilizacion
como la clorinacion en ocasiones no son suficientemente efectivos (Leahy ef al., 1987; Sauch y
Berman 1991; Sauch ef al, 1991), ha hecho necesaria la busqueda de herramientas que permitan
una adecuada deteccion de agua contaminada con quistes (Knight, 1980; Boreham ef af., 1990,
Adam, 1991; Thompson y Reynoldson, 1993).

Entre los alimentos mas cominmente contaminados con quistes de Giardia se encuentran
las frutas y hortalizas (Bier, 1991) como la fresa o la lechuga y en México puede ser un factor
importante de transmision dado el uso de aguas negras en el riego de estos productos que suelen
comerse crudos. Otro modo de transmision es la transferencia oro-fecal directa, la cual se presenta
principalmente en zonas carentes de higiene y dentro del grupo familiar, asi como también en
centros de cuidado infantil entre grupos de nifios menores de tres afios. Una variante de este tipo
de transmision es debida a la actividad sexual en homosexuales, donde el contacto del ano y el 4rea
perianal con la boca puede ser la via de ingestion de los quistes, no sélo de Giardia sino también y
en mayor porcentaje de Entamoeba histolytica (Knight, 1980; Boreham et al., 1990; Thompson y
Reynoldson, 1993). Se presenta también transmision de la enfermedad entre nadadores en albercas
o en el mar, asi como la transmision mecanica de quistes por insectos, en los cuales se ha
demostrado experimentalmente que un quiste puede sobrevivir el paso por el intestino de moscas

(Boreham ef al., 1990},
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Existe una gran variacion en cuanto a la manifestacion clinica de la giardiosis, la cual se
desarrolla desde procesos totalmente asintomaticos hasta diarrea cronica son sindrome de
malabsorcion misma que puede derivar en anemia (Jimemez ef al, 1999). Entre los sintomas
relacionados con la giardiosis se encuentran: diarrea, pérdida del apetito, pérdida de peso, colicos,
distension abdomunal, heces grasas o espumosas, flatulencia, ndusea, vomitos, eructos y fiebre
entre otros. El tiempo de incubacién y manifestacion de sintomas es altamente variable lo cual
puede atribuirse tanto a factores propios del parasito como al hospedero {Adam, 1991; Katelaris y
Farthing, 1992; Farthing, 1993; Farthing, 1996; Thompson y Reynoldson, 1993; Vesy y Peterson,
1999).

Entre los factores propios del hospedero se considera importante la edad y el estado
inmune, pues se ha observado que la giardiosis presenta mayor incidencia en nifios que en adultos,
principalmente entre aquellos menores de tres afios, asi como también en personas desnutridas o
inmunosuprimidas (Adam, 1991; Farthing, 1993; Thompson y Reynoldson, 1993).

El parasito muestra una alta variacién en lo que respecta a antigenos de superficie (Adam et
al., 1988; Aggarwal v Nash, 1988; Nash ef al., 1988, Aggarwal ef al., 1989; Nash ef al., 1990;
Nash ef al., 1991; Udezulu ef al, 1992; Hopkins ef al., 1993b; Butcher ef al., 1994), perfiles
isoenzimaticos (Bertram ef af., 1983; Proctor ef a/., 1989; Chaudhuri ef al., 1991, Homan et al,
1692) y susceptibilidad a proteasas (Strandén ef al., 1990; Abaza ef al., 1991), los cuales pueden
ser factores importantes que determinan su patogenicidad asi como la capacidad de evasion a la
respuesta inmune del hospedero.

Ademas se ha observado variabilidad a nivel genético el cual se ha evidenciado por RFLP o
polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (Nash ef al., 1985; Ey ef al., 1993), asi
como por “fingerprinting” o ensayos de proteccion al DNA (Upcroft er af , 1990a; Carnaby ef al,
1991), variacion en el nimero y tamafio de cromosomas observado por electroforésis en campos
pulsantes (Upcroft ef al., 1989, Campbell ef a/., 1990; Sarafis e Isaac-Renton, 1993; Upcroft ef al.,
1993a), asi como en el tamafio de productos de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)
observada por RAPD (DNA polimérfico amplificado al azar) (Morgan et al., 1993a; van Belkum
ef al., 1993), o a partir de secuencias que codifican para RNA ribosomél, las cuales también se ha
observado suffen frecuentes rearreglos génicos (De Jonckheere ef al, 1990; Le Blancq ef al,

1991; Weiss ef al., 1992), o PCR de secuencias antigénicas (Ey ef al., 1993); estos procedimientos
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han permitido disefiar técnicas de deteccion del organismo en muestras de agua asi como
diferenciar entre distintas especies.

Es importante considerar en esta parasitosis la capacidad de variacion que desarrolia
Giardia a diferentes niveles y le brinda oportunidad de evadir al sistema inmune; otros organismos
con caracteristicas semejantes son Plasmodium spp, Trypanosoma spp y Leishmania ssp y, al igual
que Giardia, muestran también variacion en sus cariotipos. En todos estos organismos, incluyendo
a Giardia, se ha sugerido que existe relacion entre la variacion antigénica que desarrollan con la
cercania de los genes que codifican tanto para esas proteinas variantes como para genes
ribosomales con la regién del telomero (Adam er af., 1991; Adam, 1992). Esta cercania se ha
sugerido permite flexibilidad al cromosoma, lo cual facilita el desarrollo de la variacion, pudiendo
ser este un mecanismo compartido entre dichos paréasitos para favorecer su permanencia en el
hospedero (Le Blancq ef al., 1992; Lanzer et af., 1995). En la variacion antigénica desarrollada
debe tomarse en cuenta también la presencia de miltiples alelos para una misma proteina (Yang ef
al., 1994},

Sin embargo, recientemente se ha sugerido una mayor participacion del sistema inmune del
hospedador como determinante en fa patogenicidad, puesto que al hacer un estudio en 200 nifios, a
los cuales se evalué su estado nutricional, inmunoglobulinas séricas y secretorias, presencia de
Giardia en heces, aspirados y biopsias duodenales, asi como infecciones asociadas, no se encontro
correlacion entre la manifestacion sintomatica o asintomatica de la enfermedad con infecciones
asociadas ni con zimodemos del parasito, pero si la hubo con defectos inmunes a nivel humoral en
los nifios sintomaticos (Rajeshwari ef al., 1996).

Estudios hechos en personas que adquirieron la infeccion en un viaje a Leningrado indican
que el periodo promedio de incubacion (desde la infeccion basta el desarrollo de sintomas) es de 1
a 2 semanas pero varia de 1 a 45 dias (Adam, 1991). La duracion de la enfermedad suele ser
relativamente corta, de 4 a 6 semanas alin sin tratamiento, aunque en algunos casos ha durado
varios afios (Owen, 1980b). En voluntarios se ha observado una dosis infectiva 50 % de entre 25y
50 quistes con un periodo de prepatencia de entre 6 y 15 dias y un periodo de incubacion de entre
7 y 21 dias (Knight, 1980). La variacion es debida a factores tanto del hospedero como del

organismo infectante, mismos que ya fieron mencionados.
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El fenomeno de adhesion de Giardia al borde microvelloso epitelial es el mecanismo que le
permite desarrollar una infeccion. En este sentido han sido propuestos diferentes modelos para
explicar el modo en que se lleva a cabo la adhesion de los trofozoitos al epitelio intestinal: la
primera sugicre un proceso mecanico relacionado con proteinas contractiles del disco ventral tales
como actinas, miosinas, tropomiosinas, tubulinas, giardinas, talinas, paxilinas, tensinas, vinculinas y
otras (Feely ef al., 1982, Thompson y Reynoldson, 1993; Narcisi ef al., 1994}, la segunda atribuye
la adhesion a un proceso suctor generado por el disco ventral a partir de la propulsion de liquido
generada por los flagelos ventrales (Carrada, 1984), ésta es la teoria hidrodinimica. La tercera
explica la adhesion como un proceso dependiente de lectinas y receptores especificos de las células
epiteliales del hospedero (Thompson y Reynoldson, 1993). No obstante, ninguna de estas teorias
explica como se desarrolla el proceso invasivo de los trofozoitos al epitelio intestinal ni el
mecanismo por el cual se desarrolla la patogenia.

Se han reportado una gran variedad de anormalidades estructurales y funcionales en la
mucosa del intestino delgado tanto en humanos como en modelos animales debidos a la giardiosis,
entre las cuales estan el dafio epitelial, la remocion de células epiteliales, el acortamiento de
vellosidades y la reduccion en la cantidad de enzimas tipo disacaridasas (Ferguson ef al., 1980,
Thompson y Reynoldson, 1993). La atrofia de las microvellosidades ha mostrado correlacion con
la baja actividad de disacaridasas y esto a su vez resulta en una inadecuada digestion y
malabsorcioén que repercuten en una pérdida de peso y reducido desarrollo en jerbos y ratones
(Thompson y Reynoldson, 1993).

El mecanismo por el cual G. duodenalis causa diarrea y malabsorcion intestinal se
encuentra atn en estudio. La invasion superficial de la mucosa intestinal por los trofozoitos
adheridos se ha sugerido como un factor importante en este proceso, ya que constituye una barrera
que impide el contacto entre los alimentos localizados en el lumen intestinal y fas células epiteliales
(Adam, 1991). Asi también se han observado procesos invasivos de la mucosa intestinal que
causan la destruccion de la misma o bien el desarrollo de procesos inflamatorios, por los cuales las
vellosidades se muestran acortadas de modo que la superficie de absorcion se ve reducida,
impidiendo de este modo la adecuada absorcion del alimento. Otro factor que puede influir a este

respecto es el consumo de sales biliares por el protozoario, que induce un decremento en la
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solubilidad micelar de las grasas la cual es necesaria para la adecuada funcion de las lipasas
pancreaticas (Farthing, 1993).

Un altimo elemento que se encuentra en estudio a este respecto es la presencia de toxinas.
Hasta la fecha han sido reportadas en Giardia enzimas con actividad proteolitica en las cuales
destaca su accion sobre hemoglobina e inmunoglobulina Al (Farthing, 1993; Thompson y

Reynoldson, 1993; Adam, 1991).

GIARDIOSIS EN MEXICO

Esta parasitosis es altamente frecuente en México y, al igual que en otros paises (Ayala y
Hermida, 1987; Garcia ef al., 1989; Pasley ef al., 1989), se ha reportado con un comportamiento
tendiente a incrementos circanuales recurrentes (Hermida ef al., 1990), esto fue indicado a partir
de estudios realizados entre 1977 y 1985, donde los resultados obtenidos han permitido presentar
curvas con incrementos anuales observados entre los meses de mayo y septiembre, los picos que
representan la mayor recurrencia de giardiosis se localizan habitualmente en la tercera semana de
julio El periodo estimado para el cumplimiento de cada ciclo es de 8715.1 hrs.

En fechas recientes se ha observado un incremento en los casos de giardiosis y otras
parasitosis. En México, la giardiosis ha alcanzado una frecuencia del 22 %, la cual se ha atribuido a
las condiciones prevalentes de escasa higiene, habitos alimenticios inadecuados y fecalismo al aire
libre que se han acentuado en 1iltimos afios (Tay ef al., 1994); sin embargo estas condiciones son
un efecto secundario del problema real que se desencadena en el incremento de las parasitosis.
Recientemente se realizo un estudio de toma de energia en nifios mexicanos de escasos recursos de
entre 6 y 10 afios empleando la técnica de doble marcaje con agua durante 7 dias antes y después
de recibir tratamiento y se observd que la eliminacion del parasito por si misma no incrementa de
modo significativo la toma de energia por parte de los nifios, pues ésta s6lo se ve aumentada en
menos de 1MJ/por dia (Valencia ef al., 1995), esto indica que probablemente otros factores,
ademas de la giardiosis, repercuten en el bajo desarrollo de los nifios de modo mas importante que
este parasito. Dicho elemento de mayor relevancia puede ser la desnutricién, a la par con la

presencia de otras enfermedades.
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En cuanto a la prevalencia de las infecciones por G. duwodenalis, en estudios recientes
realizados en el Hospital Infantil de México “Federico Gomez” se encontré a lo largo del periodo
1990-1995 que del total de nifios a quienes se realizaron examenes coproparasitoscopicos, el 37 %
son positivos a Giardia y tienen la distribucion por edad siguiente: 21.4 % son lactantes, 41.7 %
de edad preescolar, 27.9 % escolares y 9.0 % adolescentes; de éstos, el 60.8 % se presentan como
parasitosis iinica, 27.5 % estan asociados a otro parasito intestinal y 12.2 % a comensales del tubo
digestivo (Bernal ef al, 1995).

En la Universidad Autonoma de Aguascalientes también se han realizado estudios
poblacionales a partir de muestras de personas que les han solicitado un estudio
coproparasitoscopico y se ha observado un sesgo sobre la poblacién infantil menor de 12 afios que
forman el 69 % del total de los infectados con Giardia. Del total, 41.7 % de los individuos con
esta parasitosis son menores de 6 afios, 35.5 % tienen entre 6 y 12 afios, 10.8 % tiene de 13 a 18
aftos y el 12 % esta entre 19 y 30 afios. En 30 % de los individuos fue una parasitosis Unica, en
tanto que en 27 % de los casos estuvo asociada a otro parasito y en el 43 % hubo 2 6 mas
paréasitos asociados (Gomez ef al, 1995). Este tipo de trabajos, sin embargo, no muestra
confiablemente el comportamiento de la parasitosis en la poblacion, puesto que la presencia de
casos asintomaticos es alta, la atencién en clinicas y hospitales no se lieva a cabo y una parte de la
poblacion no es considerada por la misma razon dentro de este tipo de estudios.

En Mérida, Yucatan, se realizo un estudio poblacional a partir de nifios que no presentaban
la sintomatologia tipica de giardiosis, en este caso se recurrio a las escuelas primarias del sistema
federal y estatal y se selecciond aleatoriamente a 382 nifios de un total de 65 mil que se
presentaban a dichas escuelas. Se observaron quistes de Giardia en el 32.05 % de los nifios, de
estos 30.13 % lo presentaron como parasitosis unica y 69.87 % se encontrd asociado a otro
parasito, 40 % de los nifios no mostraron ninguna sefial de parasitosis intestinales (Gonzélez y

Belém, 1995).
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DIAGNOSTICO

Debido a la alta incidencia a nivel mundial de esta parasitosis, ha surgido la necesidad de
buscar técnicas que faciliten su deteccion, para lo cual se han empleado métodos de rastreo tanto
de quistes como de trofozoitos.

Habitualmente se emplea el examen coproparasitoscépico para detectar los quistes (y en
ocasiones trofozoitos), este método consiste en la observacion de muestras fecales al microscopico
con la finalidad de detectar los diferentes parasitos que estén presentes en ellas. Sin embargo, este
método resulta poco eficiente debido a que los quistes se eliminan intermitentemente, y se requiere
repetir en al menos tres ocasiones €l procedimiento para tener un mayor grado de confianza. Asi
mismo, influyen en la deteccion varios factores como la administracion de antibiéticos, antidcidos,
productos de caolin, aceites laxantes y enemas que inhiben la excrecion de quistes (Boreham ef al,
1990).

Otros métodos, como la aspiracion duodenal y la biopsia, permiten la colecta de
trofozoitos, y en ocasiones resultan mas eficientes (Goka et al., 1990; Guerreiro ef al., 1991). Un
método nuevo consiste en la obtencion de liquido y moco duodenal a través de un hilo de nylon
unido a una capsula, la cual es exprimida para hacer un frotis de la muestra y observarla al
microscopio, en algunos casos este procedimiento se emplea para obtener trofozoitos para.cultivo,
a esta prueba se le dio el nombre de entero-test (Boghdadi ez al., 1988; Korman ef al., 1990; Barr
et al., 1992).

En las ultimas décadas se ha optado por el desarrollo de técnicas inmunologicas para la
deteccion de anticuerpos especificos contra Giardia en suero y secreciones, asi como deteccion de
antigenos varios en las muestras. Entre las pruebas serolbgicas mas empleadas se encuentran la
inmunodifusién, hemaglutinacion indirecta, inmunofluorescencia ¢ inmunofluorescencia indirecta
(Romia ef al., 1990b; Isaac-Renton, 1991), por inmunofluorescencia se han detectado anticuerpos
especificos contra Giardia en saliva (Osipova ef al, 1984) lo cual aporta muchas ventajas por la
facilidad en la obtencion de la muestra y la sensibilidad del método.

Recientemente se han elaborado procedimientos de ELISA (ensayos de inmunoadsorbente
acoplado a enzima) con una gran variedad de antigenos o anticuerpos, algunos de los cuales ya

comienzan a utilizarse comercialmente (Addiss ef al., 1991; Hopkins ef al., 1993a). Esta técnica
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1993). Su mecanismo de accion se especula que se desarrolla a dos niveles. inhibiendo la sintesis
de 4cidos nucleicos por su union a DNA (Webster, 1990) e inhibiendo componentes respiratorios

tales como flavoproteinas y quinonas (Paget ef al., 1989)

PAROMOMICINA

Pertenece al grupo de los aminoglicosidos (O-2-amino-2-deoxi-o-D-ghicopiranosil{1—4)-0-{0-2,6-
diarmno-2,6-dideoxi-f3-L~-dopiranosi{{ 1 -3 )-3-D-nbofurancsl(1—+5)} 2-deoxi-destreptaming), se usa a una dosis
de 30 mg por kilogramo de peso por dia en 3 6 4 tomas por 10 dias (Carter, 1962). Se considera
que este farmaco actiia inhibiendo la sintesis de proteinas por su unidn de alta afinidad con el RNA
ribosomal de la subunidad pequefia. Algunos efectos colaterales que se presentan son la ulceracion
del tracto gastrointestinal y se puede inducir toxicidad renal (Thompson y Reynoldson, 1993). No
obstante estos efectos, la paromomicina resulta ser un tratamiento de eleccion en aquellos casos en
los que los tratamientos convencionales causan toxicidad y, particularmente en el caso de mujeres
embarazadas, es el tratamiento de eleccion debido a su baja absorcion intestinal (Thompson y

Reynoldson, 1993; Edlind ez al., 19890).

FURAZOLIDONA

Es un derivado de los nitrofuranos (3-[[(5-nitro-2-furanil) metileno]-amino] -2-
oxazolidinona) y resulta ser el tratamiento de eleccion para nifios aunque es menos efectivo que
otros. Se utiliza a dosis de 8 mg por kilogramo de peso por dia en 3 6 4 tomas durante 10 dias, con
una efectividad de entre el 72 y 100 % de los casos. Entre los efectos adversos que se presentan
durante la administracion de este farmaco estan: dolor de cabeza, nausea, vomito, diarrea y su
tngesta puede producir hemolisis en individuos deficientes en glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. Se
ha reportado que induce mutaciones en bacterias y en ratas, pero no se ha encontrado este efecto
en humanos (Mendelson, 1980; Thompson y Reynoldson, 1993). El mecanismo de accion de la
furazolidona consiste en inhibir el sistema de transporte de electrones en la via anaerobica por ser
un aceptor alternativo de electrones, ademas de tener fa posibilidad de unirse al DNA al formar
radicales generados por enzimas NADH y NADPH oxidasas y Piruvato Ferredoxina Oxido-

Reductasa (PFOR) en Trichomonas foetus (Moreno ef al., 1984).
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similar a la desarrollada por mebendazol pero con mayor frecuencia de efectos colaterales como

dolor abdominal principalmente (Romero ef al, 1997; Rodriguez ef a/., 1999).

Otros farmacos han sido empleados en modelos in vitro o in vive con resultados
parcialmente exitosos, o bien se encuentran en experimentacion, entre estos se incluyen: analogos
de S-metiltiorribosa (Riscoe ef al., 1988), tetraciclinas (Edlind, 1989a; Katiyar y Edlind, 1991),
otros aminoglicosidos (Edlind, 1989b), doxiciclina y mefloquina (Crouch ef al., 1986; Crouch et
al., 1990), derivados de ribavirina (Kini ef af, 1990), azitromicina, eritromicina (Boreham y
Upcroft, 1991), propranolol (Popovic ef al., 1991}, analogos de pentamidinas (Beli e7 al., 1991),
3-cloroimipramina (Weinbach ef al., 1992), bis-bencimidazoles (Bell ef al., 1993), oxadiazol BTI
2286E (Bhopale ef al., 1993), ciprofloxacina, temafloxacina, azitromicina, claritromicina (Ikerd y
Koletar, 1993), menadiona (Paget ef al, 1993), cuasinoides (Wright ef af., 1993), bacitricina,
bacitricina-zinc, neomicina (Andrews ef al., 1994, Andrews ef af., 1995), sulfato de aminocidina
(Awadalla ef al., 1995), metil-bencimidazoles (Cedillo ef al., 1995), praziquantel (Alamillo et al.,
1995) y disulfiram (Nash y Rice, 1998). Por otra parte, actualmente se estan empleando farmacos
que se habian usado anteriormente como antithelminticos y cuya efectividad muestra ser alta y con

menos efectos colaterales, como son los bencimidazoles.

BENCIMIDAZOLES

Los bencimidazoles son un grupo de farmacos de amplio espectro desarrollados a partir de
la década de 1950. Fueron obtenidos de una parte -estructural de la vitamina B12, llamado 1,6-
dimetil-1-(a-D-ribofuranosil} bencimidazol. El primer farmaco desarrollado de esta familia fue el
tiabendazol, obtenido en 1961 (Thownsend y Wise., 1990) y entre los mas utilizados estd el
albendazol, desarrollado en 1975 (Theodorides ef af., 1976).

Este grupo de farmacos ha sido utilizado en el tratamiento de infecciones por helmintos

tanto en humanos como animales domésticos, también han sido empleados como herbicidas,
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insecticidas, fungicidas y bacteriostaticos. En perros infectados con Giardia el albendazol (dosis
inica de 25 mg/kg) y fenbendazol (50 mg/kg cada 24 h, en 3 dosis) han sido empleados con
resultados efectivos (Barr ef al., 1993; Barr et al., 1994).

En helmintos se ha sugerido que los bencimidazoles acttian a nivel de microtibulos. Estos
tltimos son estructuras de 25 nm de diametro, de longitud variable, formados generalmente de una
serie de 13 protofilamentos cuya constitucion se debe a un equilibrio dindmico entre subunidades
de « y P tubulina (ambas proteinas de aproximadamente 50 kDa) y proteinas asociadas. Este
equilibrio se rompe por la unién directa de bencimidazoles al dimero a-f tubulina impidiendo la
formacion del microtubulo, esto a su vez parece estar asociado a un evento en cascada de cambios
bioquimicos que inducen el blogqueo de la absorcion de glucosa, la deplecion de glicogeno y
provoca alteraciones degenerativas en reticulo endoplasmico y en la capa germinal de
mitocondrias, afectando al sistema de la fumarato reductasa, incrementando la cantidad de
lisosomas e induciendo autolisis celular (Lacey, 1988, Lacey, 1990).

El metabolismo de los bencimidazoles en humanos y animales requiere de enzimas
presentes en el higado (citocromo P450 y monooxigenasa acoplada a flavina). Por lo mismo, se ha
observado que la ingesta de alcohol repercute en su metabolizacion (Justel ef al., 1994; Moroni ef
al., 1995). Sin embargo, otros tipos celulares diferentes a los localizados en higado son capaces de
biotransformar el albendazol a albendazol sulfoxido, tal es el caso de células de intestino de rata de
las cuales se han purificado microsomas conteniendo un sistema enzimatico NADPH-dependiente
que es capaz de realizar la misma funcion (Villaverde ef al., 1995).

En Meéxico la comercializacion de derivados del Bencimidazol se ha incrementado en la
uitima década, y actualmente existen varias marcas comerciales que distribuyen principalmente 2

derivados que son el albendazol y mebendazol.
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Cuadro 1. Nombres comerciales, presentaciones y laboratorios que distribuyen albendazol y
bendazol en Méxi

NOMBRE

COMERCIAL | COMERCIAL (
ALBENZIL SIT Atlex DABEN s Salfran
BENDAPOR S/T Fustery DIAZOLEN T Degort’s
BRADELMIN S/T Degort’s EXAVERM S/T Pharmacos Exakta
DABENZOL S/T Tecnofarma HEDAZOL S/T Arlex
DIGEZANOL S/IT Hormona HELMINZOLE S/T Randall
ENTOPLUS S/T Diba MEBAN S/T Kener
ESKAZOLE S/T Armstrong MEBENZOLE S/T Sanofi-Winthrop
GASCOP S/T Valdecasas MEBENTINE S/T Vitae
LOVERAL S/T Rayerer MEBOVEROID S/IT Valdecasas
PROTIL T Psicofarma MEBENTABS S/T Allen
SEBENZOL T Serral REVAPOR S/T AF.
TENIBEX T Lemery VERMICOL S Degart’s
VERANZOL SIT Collings VERMIN-DAZOL S/T Streger
VERMILAN S/T Quimica y Farmacia VERMOX S/T Janssen
VERMIN-PLUS S/T Streger VERTEX S/T Carnot
VERMISEN S/T Novay VERTIZOLE S/T Rayerer

ZENTEL S/IT  SKB México
Sanofi-Winthrop

Nombres comerciales de las principales marcas de bencimidazoles distribuidos en México, se enlistan las

presentaciones disponibles (A) por los diferentes laboratorios fabricantes (B). S: suspensién, T: tableta.
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ANTECEDENTES

Como se menciond anteriormente, existe un gran nimero de compuestos que se emplean
en el tratamiento de la giardiosis, sin embargo atn se presentan efectos colaterales asi como de
fallas en los tratamientos de modo cada vez més frecuente (Levi ef al., 1977).

Entre los factores que influyen en estas fallas estan el mal seguimiento de los tratamientos
debido a la falta de rigor en la administracion, ya sea por indisciplina o por la presencia de efectos
colaterales, las reinfecciones constantes debidas a una mala higiene, la inactivacion det farmaco por
otras infecciones o problemas en el sistema inmune del hospedero. Asi mismo se pueden presentar
cambios en la farmacocinética del farmaco, escape de los parasitos a sitios de dificil acceso para
¢éste, el uso indiscriminado de ciertas quimioterapias que inducen la seleccion de organismos
resistentes y, de manera particular, la tolerancia natural de los trofozoitos de G. drodenalis.

Para el mejor estudio de este Gltimo punto resulta indispensable contar con cultivos
resistentes a los tratamientos convencionales. Es por ello que en este trabajo se pretendio, en una
de sus partes, obtener cultivos particularmente tolerantes o resistentes a farmacos del grupo de los
bencimidazoles. El uso en México de esta familia de farmacos ha ido en aumento en fechas
recientes y se prescribe por el Sector Salud para un amplio grupo de parasitosis asi como en

desparasitaciones rutinarias.

RESISTENCIA Y TOLERANCIA

La resistencia a drogas se define como el cambio en la frecuencia génica de la poblacion
inducida por la seleccion por droga, de modo que dicha poblacion requiere de mas droga que antes
de la seleccion para presentar los mismos efectos. La resistencia difiere de la tolerancia a drogas en
que ¢sta ultima se presenta de modo innato en ciertos individuos de la poblacion sin haber sido
sometidos a una seleccion previa (Schupp, 1993).

La multirresistencia a drogas es el estado en el cual la poblacién ha sido seleccionada

independientemente por farmacos de diferente modo de accion, produciendo un mecanismo de
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evasion diferente pero concurrente (Schupp, 1993). En este estudio se constderd como sindnimo
de resistencia cruzada puesto que en este caso unicamente se consideran farmacos de la misma
tamilia con idéntico mecanismo de accion.

La sensibilidad a distintos farmacos en Giardia ha sido evaluada previamente por varios
grupos en muy diversas condiciones experimentales tanto in vifro como n vivo, por 1o cual los
resultados obtenidos resultan dificiles de comparar entre los diferentes trabajos reportados. El
conocer los parametros de sensibilidad a farmacos resulta indispensable como paso previo a la
induccion de tolerancia o resistencia in vifro.

En lo referente a sistemas in vivo, la interaccion hospedador-parasito dificulta el estudio de
los mecanismos de tolerancia, mas no necesariamente la induccion a tolerancia. La posibilidad de
obtener organismos resistentes tiene relacion directa con el mecanismo de accion del farmaco, la
frecuencia de uso del mismo y su capacidad mutagenica.

En el caso de la giardiosis el firmaco mas frecuentemente utilizado es el metronidazol,
mismo que es empleado en una gran gama de infecciones intestinales y del tracto reproductor en
las cuales se sospecha la presencia de organismo anaerobios, como bacterias o protozoarios. El
mecanismo de accion de este farmaco es ejercido debido a la union de metabolitos de este sobre
DNA, no de forma directa, sino después de haber sido modificado por la PFOR, la cual promueve
la reduccién del farmaco para formar varios intermediarios toxicos como el radical nitro anion, el
nitroso y derivados de hidroxilamina, y son éstos los que en realidad ticnen la actividad toxica y
mutagénica (Boreham ef al., 1988a)

Se ha observado que para que se presente un efecto mutagénico debido a farmacos del
grupo de los 5-nitroimidazoles, es necesario el paso por un proceso de reduccion del grupo nitro.
se han reportado fres compuestos mutagénicos en la orina humana después del tratamiento con
metronidazol y cuatro para el caso del tinidazol. De éstos, se ha observado que existe correlacion
entre el potencial reductor del farmaco y su actividad mutagénica, la cual se desarrolla debido a la
union de los metabolitos al DNA que a su vez provoca substituciones en los pares de bases
(Voogd, 1981), asi como posibles impedimentos estéricos para las enzimas DNA y RNA
polimerasas.

Aparentemente el mas potente metabolito con capacidad mutagénica producido ante el

tratamiento con metronidazol es el 1-(2-hidroxietil)-2-hidroximetil-5-nitroimidazol, el cual alcanza
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una concentracion mutagénica en plasma 24 hrs después de la administracion de 35 mg/kg en
voluntarios humanos; es importante considerar que la dosis terapéutica generalmente empleada es
de 15 mg/kg cada ocho horas durante cinco dias. Ademas se ha observado en culiivo que este tipo
de farmacos puede actuar sinérgicamente con otros mutagenos ambientales, pues al irradiar
linfocitos en cultivo en presencia de metronidazol, el ndmero de aberraciones cromosomicas
observadas es mucho mayor que en ausencia del mismo. También se ha observado que en ratones
la administracién de metronidazol repercute en la formacién de espermas atipicos (Voogd, 1981).
En relacion a los dafios causados por el metronidazol en el DNA se ha reportado que bajo
condiciones anaerobicas es capaz de cambiar su perfil de hibridacion, causar rupturas de cadena
sencillas y dobles e inhibir la renaturalizacion de fa doble hélice. Se ha calculado asi mismo la
cantidad de metronidazol que se une al DNA, la cual corresponde a 0.73 moles por 10° nucleétidos
de DNA purificado de timo de ternera. Se ha reportado que estos dafios solo ocurren en
condiciones de anaerobiosis y que la presencia de enterobacterias como . coli y otras provocan un
decremento en la concentracion de metronidazol impidiendo su actividad tanto farmacoldgica
como mutagénica (Voogd, 1981).

En cuanto a la actividad carcinogénica del metronidazol, este problema ha sido abordado
en modelos animales como ratén y rata, en los cuales se ha encontrado un incremento en el nimero
de organismos que desarrollan linfomas malignos y tumores de pulmon, estos ultimos se presentan
con mayor frecuencia en organismos del sexo masculino después de tratamientos a dosis altas y/o
prolongadas, En relacion a la terapia en humanos existe dificultad en correlacionar el tratamiento
con metronidazol con la presencia de tumores, pues para que éstos sean observados requieren de
un tiempo de desarrollo de al rededor de 16 afios 6 mas (Voogd, 1981).

Con el fin de calcular regimenes seguros de metronidazol se han llevado a cabo
experimentos en modelos animales en busca de encontrar las concentraciones a las cuales estos
comienzan a sufrir dafios notorios. En este tipo de experimentos se ha observado que tratamientos
de metronidazol en ratén con 270 mg/kg/dia de por vida causan la muerte del 50% de los
organismos debido a tumores, esta dosis corresponde a 375 mg/dia que es la dosis capaz de
provocar la muerte en las mismas condiciones del 1% de individuos humanos de peso promedio.
Dicha dosis puede variar de acuerdo a la cantidad de alimento ingerido habitualmente por el

organismo, de manera que la dosis “segura” calculada corresponde a 0.1% del total de alimento
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ingerido para raton y 0.3% para rata, con lo cual la dosis “segura” extrapolada a humanos es de
10g/dia de modo que las dosis terapéuticas tipicas no debieran ser carcinogénicas (Voogd, 1981).

Respecto a los bencimidazoles, estos comienzan a ser utilizados de modo indiscriminado en
la poblacion de México y otros paises, pero ya anteriormente habian sido empleados a nivel
veterinario. Dado su mecanismo de accién (uniéon en la subunidad B-tubulina) su potencial
mutagénico es elevado al ser esta proteina parte estructural de los microtabulos que, entre otros
muchos procesos, participan en la formacion de los usos mitdticos y en la segregacion de
cromosomas. Sin embargo, estas mutaciones suelen ser letales por abarcar deleciones de gran
nimero de genes. El potencial mutagénico de los derivados bencimidazoles no ha sido tan
ampliamente estudiado como en el caso de los 5-Nitroimidazoles ni para los radicales que de ellos
se generan.

Con relacion al mecanismo de accion del metronidazol en Giardia se ha observado que la
enzima PFOR, la cual se encuentra asociada a membrana en forma de homodimero de 138 kDa, al
ser purificada es capaz de donar electrones a solo uno de los 3 tipos de ferredoxina (Fd I), o de
estar presente, al metronidazol, provocando la reduccion del grupo nitro; sin embargo al cuantificar
esta actividad en trofozoitos resistentes a metronidazol se observa un decremento de la misma
(Townson ef al. 1996). Por otra parte, se ha purificado PFOR de cultivos sensibles y se ha hecho
interactuar con Fd I de cultivos tanto sensibles como resistentes observandose que la actividad se
encuentra decrementada hasta 11 veces en este ultimo extracto (Liu ef a/. 2000), lo cual implica
que en el mecanismo de resistencia hay una participacion tanto de la PFOR como de Fd 1. Dicho
mecanismo, cabe destacar, parece ser exclusivo de metronidazol y no compartido con furazolidona

u otros farmacos.

MECANISMOS DE RESISTENCIA Y MULTIRRESISTENCIA

La resistencia a farmacos usualmente esta asociada al mecanismo de accion del firmaco en
cuestion, el cual puede estar en funcion de la activacion del farmaco como ocurre en el caso de

metronidazol (Smith ef al, 1988), o la unién a su sitio blanco como ha ocurrido con
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bencimidazoles en helmintosis (Driscoll ef a/., 1989). Otra posibilidad es la expulsion activa del
farmaco asi como la mactivacion del mismo.

La expulsion activa de farmaco ha sido ampliamente estudiada en casos de cancer humano
resistente a quimioterapia. Este fenomeno ha recibido el nombre de multirresistencia debido a que,
aunque sea desarrollado inicialmente a un agente quimioterapico, finalmente involucra la
resistencia a otros mas, inclusive no relacionados quimicamente o en cuanto a su mecanismo de
accion.

La multirresistencia ha sido observada tanto en bacterias (en ellas recibe el nombre de
MAR o Multi-Antibiotics Resistance) como en organismos eucariotes, entre ellos protozoarios,
helmintos, nematodos y células de mamifero donde recibe el nombre de MDR (Muiti-Drug
Resistance).

Particularmente cabe resaltar que este fenébmeno ha sido reportado con anterioridad en
parasitos filogenéticamente cercanos con Giardia como Leishmania major, L. tarentolae (Callahan
y Beverley, 1991), Enfamoeba histolytica (Orozco et al, 1985; Samuelson e/ al., 1993),
Plasmodium falciparum {(Ouellette et al., 1991; Foote et al., 1989} y Trypanosoma brucei (Trigla
ef al., 1991) entre otros. Asi mismo se ha estudiado ampliamente en células cancerosas humanas
con multirresistencia a drogas; en todos estos casos el elemento al cual se atribuye la propiedad de
permitir este fenotipo es una proteina altamente conservada denominada P-glicoproteina, PgP o P-
170 debido a que este es el peso molecular que se observa con mas frecuencia en células de
mamifero, aunque hay variacion respecto a su movilidad electroforética (ver figura 2).

La PgP esti relacionada con la presencia de resistencia cruzada a gran variedad de
productos naturales lipofilicos citotoxicos debido a la disminucion en la acumulacion de farmacos,
lo cual trae como resultado la resistencia o tolerancia. Segin parece el gene que da lugar a la PgP
se origind de una duplicacion dando lugar a una molécula simétrica con 12 dominios
intramembranales y 2 sitios de union a ATP internos en la célula en los cuales, al romperse esta

molécula, permiten la obtencion de energia necesaria para el bombeo.
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Fig. 2. Estructura bidimensional sugerida para la P-glicoproteina de humano.

RESISTENCIA A BENCIMIDAZOLES

El grupo de farmacos llamados bencimidazoles se ha observado que presenta una
importante capacidad inhibitoria sobre la mitosis y polimerizacién de microtiibulos en hongos y
nematodos causando cambios ultraestructurales en ellos. Este fenémeno se observa de forma més
evidente en células especializadas en absorcién en el parasito en cuestion (Lacey, 1988; Enos y
coles, 1990),

Es importante destacar que los bencimidazoles se unen selectivamente a la tubulina de los

parasitos, de modo que esta proteina resulta poco afectada en el hospedador, lo cual se ha
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considerado como un mecanismo primatio de tolerancia en el que se sugiere esté involucrado el
niimero de protofilamentos que integran al microtubulo, pues las células de mamifero presentan 13
protofilamentos mientras que en nematodos éste niimero es diferente, por ejemplo: Ascaridia gallr
presenta 11y Trichostrongylus colubriformis tiene 11, 12 y 14 (Davis y Gull, 1983). Sin embargo,
en cultivos in vitro de células de mamifero se ha observado una unidén estable de tubulina-
bencimidazol (Lacey ef al., 1988; Nare ef al., 1994).

En lo que respecta a la resistencia, se ha observado que la migracion electroforética de
isoformas de tubulina en cepas resistentes y tolerantes de Haemonchus contortus (Lubenga y
Pichard, 1990) y Caenorhabditis elegans (Enos y coles, 1990) puede o no mostrar diferencias.
Esto puede deberse a muchos factores, entre effos el tipo de mutacion que desencadeno el
fenotipo. En H. contortus al realizarse un analisis por enzimas de restriccion (RFLP) y luego por
Southern blot {Roos, 1990) se observd que casi todas las poblaciones resistentes, excepto una, no
presentan sitio de corte con la enzima Hpal sobre la tubulina, mientras que entre las poblaciones
sensibles algunas presentan este sitio de corte y otras no lo tienen. Por otra parte, en C. elegans
(Driscoll ef al., 1989) se han encontrado seis diferencias en aminoacidos entre un gene de -
tubulina gue confiere susceptibilidad y dos que permiten resistencia, pero se desconoce cudl o
cuales de los 6 grupos resultan indispensables para elio, ya que se desconoce el sitio especifico de
union de los bencimidazoles a esta proteina.

Los estudios realizados muestran que existe relacion entre la presencia de resistencia y
mutaciones sobre el gene de la P-tubulina. Asi también se ha observado que existe una posible
competencia por un sitio de unién compartido entre colchicina y bencimidazoles, y que la
resistencia ante estos farmacos en helmintos no necesariamente involucra solo cambios en el gene

de la B-tubulina, sino que puede tratarse de un fenomeno poligénico (Lacey, 1988).

BENCIMIDAZOLES Y PgP

Se considera que los bencimidazoles son un posible substrato para la PgP principalmente

por las caracteristicas quimicas que presenta, en especial la presencia del anillo bencénico y la
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carga catidnica, ambas caracteristicas importantes y muy comunes enire drogas que interactuan
con la PgP.

Existen pocos reportes que relaciona a un componente del grupo de bencimidazoles con ia
actividad de PgP Nare et al. en 1994 emplearon el nocodazol en una linea celular de linfoma
humano (CEM) previamente inducida a expresar PgP por crecimiento en medio con vinblastina a
dos diferentes concentraciones. Se observé que al tratar las células CEM con nocodazol se
desarrolla una resistencia cruzada. La resistencia relativa a vinblastina en células CEM tolerantes es
de hasta 800 veces la concentracion tolerada por células CEM que no han sido inducidas a
expresar PgP, mientras que para el nocodazol sélo llega a ser de 2.6 veces ésta concentracion.

En Candida albicans se ha observado un incremento en la expresion de mRNA de
proteinas de multirresistencia llamadas Cdrlp y Cdr2p en presencia de azoles como fluconazol,
donde la resistencia a este farmaco es revertida en presencia de albendazol, indicando de éste
aitimo puede estar interactuando con estas proteinas intimamente emparentadas con PgP (Henry ef

al., 1999).

RESISTENCIA DE Giardia A DIFERENTES DROGAS

La droga mas comiinmente empleada en la giardiosis es el metronidazol, por ello y por la
observacion de que se presentan casos refractarios a este tratamiento en diversas poblaciones se ha
estudiado el mecanismo por el cual Giardia adquiere este fenotipo. La linea celular de Giardia
llamada BRIS/83/ HEPU/106 21D, fue de las primeras en desarrollarse como modelo de estudio
(Boreham ef al., 1988a, b). Esta se obtuvo mediante biopsia de un paciente y se cultivo in vifro por
66 semanas en una concentracién de 4.96 x10° M de metronidazo! que corresponde a 2 veces la
DIy, (Dosis Inhibitoria al 10%), en estos estudios se reporta un decremento en la incorporacion
celutar de metronidazol marcado y este fenotipo se pierde si la droga deja de ser suministrada.

Trabajando con esta misma linea (Smith ef al., 1988) se observo la relacion existente entre
el fenotipo resistente a metronidazol y el decremento de la enzima Piruvato Ferredoxina Oxido
Reductasa (PFOR); esto sugiere que la activacion provocada por las enzimas PFOR sobre el

metronidazol se muestra reducida, impidiéndose de este modo la formacion de los radicales toxicos
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del metronidazol. Por otro lado, la actividad de peroxidasa y reductasa dependiente de tiol se ve
incrementada en células tolerantes a furazolidona, éstas enzimas pueden catalizar la produccion de
peroxidos producidos en presencia de Oxigeno. En estos estudios no se encontro actividad de
catalasas ni superoxidodismutasas (Smith ef al., 1988, Boreham et al, 1991, Upcrofl ef al,
1993b). Este fenotipo resistente no muestra una correlacion con resistencia a furazolidona, pero si
a otros 5-nitroimidazoles (Boreham ef al., 1988b).

A nivel molecular, la resistencia a metronidazol estd asociada con cambios en el DNA
(Upcroft et al., 1990b; Borcham ef al., 1991; Upcroft ef al., 1993b). Al hacer un andlisis de DNA
de distintas cepas digeridas por enzimas de restriccion, la hibridacién contra el DNA del gene de
prueba G6/1 muestra diferentes patrones entre lineas sensibles y la linea tolerante, y aparentemente
este cambio es debido a una translocacion entre el 3er y 40 cromosomas, la cual puede revertirse
(Upcroft ef al., 1993b). Posteriormente se observé que el gene G6/1 esta involucrado no sélo en la
resistencia a 5-nitroimidazoles sino también en la division celular (Upcroft ef al., 1992).

También han sido empleados protocolos de seleccion de organismos tolerantes por
exposicion intermitente o constante a drogas como metronidazol y furazolidona, asi como también
se indujo mutagénesis por luz UV (Townson ef af., 1992) con el mismo fin. En este reporte todos
los procedimientos que se emplearon son eficientes a diferentes niveles segin la cepa a la cual se
haya realizado el procedimiento. En general la mejor eficiencia se obtuvo con la seleccion por
exposicion intermitente, donde se alcanzo una concentracion de 397 uM de metronidazol en cepas
que mostraban inicialmente una ICso de 0.85 pM (467 veces superior), en tanto que para
furazolidona el método mas eficiente fue la mutagénesis por UV, donde los cultivos alcanzaron un
crecimiento a 56 UM cuando se partié de una ICsp de 0.9 pM (62.2 veces menor).

En otros estudios se han obtenido otras lineas resistentes a partir de aislados provenientes
de diferentes lugares del mundo (Townson ef al., 1992). En las lincas BAC2, OASI, WBIB y
BRIS/87/HEPU/713 se indujo a resistencia a metronidazol y furazolidona por tres métodos:
exposicion intermitente a droga, exposicién constante y mutagénesis inducida por luz UV Asi se
obtuvieron lineas tolerantes a metronidazol hasta a 100 veces la DIs, de la cepa parental y 20 veces
la DIy, para furazolidona. El mecanismo por el cual son resistentes estas cepas aparentemente €s

semejante al de las obtenidas con anterioridad aun cuando esto no ha sido probado.
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Existen también clonas resistentes a colchicina reportadas por Hernandez (1992), éstas
fueron obtenidas por seleccion de trofozoitos deficientes en adhesion y mutagenizadas con
nitrosoguanidina Este fendtipo tiene correlacion con una proteina de aproximadamente 200 kDa,
el procedimiento por el cual fueron obtenidas se menciona en el apartado de material y métodos, ya
que estas clonas también se emplearon en la presente tesis.

Para el caso de los cultivos resistente a guinacrina, estos fueron reportados por Upcroft ef
al. (1996a). El procedimiento empleado en su seleccién consistio en un cultivo a una concentracion
subletal de 1 uM seguida de incrementos posteriores de 1 uM hasta alcanzar una dosis de hasta 20
1M en cultivo. Los trofozoitos asi obtenidos muestran una fluorescencia debida a la quinacrina
localizada en la periferia de los trofozoitos, posiblemente en vacuolas, a diferencia de los
trofozoitos sensibles, los cuales muestran una distribucién mas homogeénea en el citoplasma. En
dicho trabajo se sugiere una posible participacion de un sistema de eflujo de farmaco semejante a
fos debido a productos de genes mdr en este fenomeno.

Los intentos de seleccidn de cultivos de Giardia resistentes o tolerantes a bencimidazoles
han sido reportados por distintos grupos y métodos. Para albendazol Morgan ef al. (1993b)
report6 haber utilizado concentraciones subletales de entre 0.08 y 0.64 uM para crecer una clona
de la cepa P1; sin embargo, tras de un tratamiento por un tiempo maximo de 96 hrs el cultivo
muere. Por su parte Farbey ef al. en 1995 reportaron haber encontrado un aislado de un individuo
caucasico que muestra una ICso de 3.6 uM.

Para el mebendazol Edlind ef al. {1990) reportaron haber probado concentraciones de entre
0.10% y 0.338 uM pero en ninglin caso se pudieron recuperar trofozoitos viables. No obstante
esto, recientemente se reportd la obtencion de cultivos resistentes a albendazol por cultivo en
presencia de farmaco (Upcroft e al, 1996b). En dicho reporte se indica no haber encontrado
mutaciones relacionadas con el aminoacido 200, el cual ha sido involucrado en resistencia a
bencimidazoles en diferentes organismos (Edlind ef al,, 1994, Katiyar ef al., 1994), sin embargo
esto no implica que en cultivos resistentes se deba excluir a este o a otros aminoacidos alterados.
Al parecer la resistencia a albendazol mencionada tiene relacion con una tincion preferencial de un
anticuerpo contra tubulina sobre el cuerpo mediano en trofozoitos resistentes. Dicha linea fue
obtenida de la cepa WB inducida a resistencia a metronidazol por mutagénesis con luz UV a la cual

se le dio el nombre de WB1B-M3, y esta fue cultivada paulatinamente en presencia de albendazol.
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debido a la farmacocinética del albendazol en este modelo animal (Reynoldson ef af., 1991). Otros
estudios que han sido realizados en perros de 2 a 5 afios de edad muestran una relativamente baja
efectividad del albendazol empleando dosis Gnicas de 25 mg por kilogramo de peso (2 casos
tallidos de un total de 7). Esto no sucede cuando se da el mismo tratamiento en cuatro dosis, una
cada 12 horas con la misma cantidad de firmaco (2 casos fallidos de un total de 25). En esta
quimioterapia no se observaron signos de toxicidad en [os animales empleados (Barr, 1993).

En cuanto a estudios realizados en humanos, el bencimidazol que se ha reportado con mas
uso en nifios es el mebendazol (Al-Waili ef al., 1988, Al-Waili y Hasan 1992). Este se empled a
dosis de 200 mg por toma tres veces al dia, y se mostrd una efectividad del 65% al ingerirse
durante 3 dias la cual se incrementa al 95% con 5 dias de tratamiento. Durante la quimioterapia
entre los individuos no se reportaron efectos colaterales y al realizar examenes en las heces de
estos nifios dos meses después del tratamiento no se observo la presencia de quistes (Al-Waili ef

al., 1988). Estudios posteriores han permitido corroborar la efectividad del tratamiento al

observarse un 95% de casos que respondieron positivamente al uso del farmaco (21 casos de un
total de 23) empleando la misma dosis y en ausencia nuevamente de efectos secundarios adversos.
Esto fue comparado con un tratamiento de metronidazol a la misma concentracion, observandose
una efectividad semejante (18 casos de un total de 21} pero en este caso los efectos adversos
fueron desarrollados por tres de los nifios tratados. Por otro lado al compararse mebendazol con
nitazoxanida en una poblacién pediatrica resultaron ser igualmente efectivos (80.4 y 78.0%
respectivamente) al emplearse durante tres dias 100mg cada 12 h, en este estudio se observa una
mayor frecuencia de efectos colaterales al emplear nitazoxanida (Rodriguez ef al. 1999).

Respecto al albendazol, éste ha sido probado también en nifios de entre 5 y 10 afios
mostrando poca actividad a dosis anicas de 600 y 800 mg (67 y 79% de efectividad). A dosis de
400 mg por dia durante 3 o 5 dias la efectividad aumenta a 81 y 95% respectivamente de manera
que resulta ser tan exitoso como el metronidazol a la misma dosis (efectividad del 97%) (Hall y
Nahar, 1993) Esto indica que los bencimidazoles pueden ser una alternativa en el tratamiento de la

giardiosis, en particular en los casos donde el tratamiento con metronidazol presente efectos

adversos
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JUSTIFICACION

La giardiosis es una parasitosis muy frecuente en todo el mundo, y particularmente muestra
sus efectos de modo més importante sobre la poblacion infantil. En relacion a México existe una
alta incidencia de esta enfermedad, puesto que las condiciones de hacinamiento en el area urbana y
periurbana, asi como la deficiente higiene existente permiten el adecuado desarrollo de esta y otras
infecciones intestinales

A pesar de la existencia de gran variedad de tratamientos contra esta parasitosis la
presencia de casos refractarios a ellos (Levi ef al., 1977), asi como la alta incidencia de efectos
adversos en la gran mayoria de los tratamientos, hacen necesaria la evaluacién de nuevos
quimioterapicos capaces de interferir en el desarrollo de la infeccion.

Una nueva alternativa viable es el uso de los bencimidazoles, los cuales muestran un alto
potencial por su actividad selectiva sobre ciertas formas de tubulina, particularmente presentes en
parasitos. Este hecho resulta tener mayor importancia en el caso de G. duodenalis ya que al inhibir
la polimerizacion de esta proteina también inhibe la adhesion del estadio infectante considerado
como el paso inicial en la patogenia de Gigrdia. Sin embargo la presencia de posibles mecanismos
de resistencia a dichos tratamientos en el protozoario Giardia también es un punto importante a
ser evaluado, ya que se ha encontrado que esta familia de farmacos tiene actividad inductora sobre
la proteina PgP la cual no sélo actila impidiendo la acumulacién de estos farmacos en particular,
sino también podria participar en la resistencia a otros agentes quimioterapicos.

De manera particular, resalta la importancia de identificar métodos de evaluacion de
viabilidad que permitan, después de un proceso de validacion, ser utilizados en la practica clinica
en la evaluacion de tratamientos e identificacion de casos de resistencia y multirresistencia
desarrollada por aislados de pacientes evaluados in vifro, lo cual podr iniciar su desarrollo como
estrategia en el control de esta parasitosis a partir de comparaciones controladas de los métodos

actualmente reportados, el cual es también uno de los objetivos de este trabajo.
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OBJETIVOS GENERALES

Implementar y evaluar técnicas para determinar la sensibilidad in vitro de trofozoitos de G.

duodenalis a distintas drogas de la familia de los Bencimidazoles.

Determinar el modo de accion de las drogas empleadas incluyendo la relacion estructura-
actividad, asi como la posible presencia de variabilidad y variacion en la susceptibilidad de

(rrardia a éstas.

Inducir resistencia en cepas y clonas de G. duodenalis a miembros representativos del grupo de

los Bencimidazoles y caracterizar parcialmente este fenomeno.

OBJETIVOS PARTICULARES

Seleccionar el método 6ptimo para evaluar la sensibilidad de trofozoitos de G. duodenalis a

drogas.

Determinar la sensibilidad in vitro de distintos aislados y clonas de G. duodenalis a drogas de la

famiiia de los Bencimidazoles.

Establecer la relacion estructura-actividad de las drogas del grupo de los Bencimidazoles con su

accion citotéxica y el dafio morfologico causado a los trofozoitos de G. dwodenalis.

Seleccionar lineas celulares de G. duodenalis con sensibilidad diferencial a las drogas

empleadas.

Implementar diferentes técnicas de mutagénesis celular (fisicoquimicos, fisiologicos y
espontaneo) para inducir resistencia en trofozoitos de G. duodenalis a drogas, y caracterizar

este fendmeno en las lineas resistentes.

Obtener patrones cinéticos de incorporacion de precursores moleculares involucrados en
procesos celulares fundamentales (replicacion, transcripcion y traduccion) en lineas celulares de

(;. duodenalis con distinta senstbilidad a farmacos,
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MATERIAL Y METODOS

PARASITOS

En el desarrollo del presente proyecto se emplearon trofozoitos de G. duodenalis de la
cepa Portland-1 (P1) proporcionada por el Dr. E. Weinbach y la cepa WB proporcionada por el
Dr T. Nash, ambos del National Institute of Healt en Bethesda, Md. (EUA). La cepa P-1 (ATCC
#30888) fue aislada originalmente por Visvesvara y Healty de una paciente sintomatica de 36 afios
(Meyer, 1976); en tanto que la cepa WB (ATCC #30957) fue aislada por Gillin ef al. en 1982 a
partir del fluido intestinal de un paciente de 27 afios con glardiosis sintomaética refractaria a
tratamientos de metronidazol y quinacrina, quien adquirié la enfermedad en Afganmistan y la
manifestd por dos afios y medio (Gillin ef af., 1982; Smith ef al., 1982)

Asi mismo se emplearon aislados obtenidos de individuos mexicanos con giardiosis de
diferentes cursos clinicos (Tabla 1). Estos se obtuvieron en el Centro Médico Nacional Siglo XXI
en la Unidad de Investigacién Clinica de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de
Pediatria (aislados IMSS-2 e IMSS-3) y en el Departamento de Genética y Biologia Molecular del
CINVESTAV-IPN (aislados CIEA-10 y CIEA-52, ver tabla 1) Todos los aislados fueron clonados

en el desarrollo del presente trabajo.

Cuadro 2. Cepas, aislados y clonas empleados.

CEPA O AISLADO  CURSO CLINICO DEL -NUMERODE - REFE

. PORTADOR .- - '- CLONA D
P-1 Sintomatico 9 Meyer, 1976
WwB Cronico asintomatico 14 Gillin et al., 1982
IMSS-2 Crénico sintomatico 7 Cedillo, no pubhicado
IMSS-3 Crénico asintomatico 8 Cedillo, no publicado
CIEA-52 Asintomatico 11 Cedillo et al., 1991
CIEA-10 Sintomatico 11 Cedillo ef al., 1991

CULTIVO DE TROFOZOITOS DE G. duodenalis

Los aislados, cepas o las clonas de estos se cultivaron en medio TYI-S-33 (medio ATCC

#1404, desarrollado por Diamond en 1978 y modificado por Keister en 1983) suplementado con
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bilis bovina al 0.05% p/v, suero bovino descomplementado 10% v/v y antibioticos (penicilina 50
Ul/ml y estreptomicina 50 pg/ml, ver anexo)

Los trofozoitos se cultivaron en tubos de borosilicato ¢ plastico de 15 ml, en viales de
borosilicato de 4.5 mi, o en botellas de plastico de 40 6 60 ml de acuerdo a los requerimientos
experimentales Los cultivos se mantuvieron a 37°C (incubadora Precision modelo 4EG) hasta
alcanzar la confluencia y se realizaron resiembras de los mismos cada 2 6 3 dias en condiciones de
esterilidad bajo una campana de flujo laminar. Para realizar las resiembras y cosechas, los
recipientes de cultivo se enfriaron por 20 minutos 0 mas en bafio hielo-agua y después de agitar
para homogeneizar los trofozoitos ya despegados de las paredes dentro del tubo, se decantd el
medio sustituyéndolo con medio nuevo. Dicho cultivo en ocasiones, en vez de ser decantado, fue
cosechado para los diferentes ensayos realizados.

Para asegurar la esterilidad de los cultivos se realizaron periddicamente pruebas de
crecimiento bacteriano o de hongos en cajas petri con Medio Agar Lurnia las cuales se incubaron

por al menos 24 hrs a 37 °C (ver anexo).

CRIOPRESERVACION DE TROFOZOITOS EN NITROGENO LIiQUIDO

Para la preservacion de trofozoitos los tubos cuitivados con G. duodenalis en fase
logaritmica, éstos se colocaron en bafio hielo-agua por 20 minutos o mas. Posteriormente se
contaron en camara de Neubauer y se centrifugaron a 210 x g durante 10 minutos (centrifuga
Beckman modelo TJ-6 con sistema de refrigeracion acoplado modelo TJ-R). La pastilla se
resuspendio en tubos Nunc® conteniendo medio TYI-S-33 adicionado con 10% de suero bovino
descomplementado y DMSO al 10% de modo que estuvieran a una concentracion de 5 x 106
células/ml; inmediatamente después se almacenaron a -70 °C durante 24 horas. Una vez
transcurrido este tiempo, los tubos se transfirieron a nitrdégeno liquido hasta el momento de su
descongelacion. Para esto ultimo, los tubos se recuperaron del nitrogeno liquido y se
descongelaron en bafio a 37°C o a TA. El contenido de los tubos Nunc® se transfirid a tubos
Falcon® de 15 ml agregando 14 ml de medio TYI-S-33, posteriormente se centrifugarona 210 x g

durante 10 minutos. Este lavado se repiti0 una vez mas para retirar los residuos de DMSO.

47



IS
W

Finalmente se contd el numero de trofozoitos viables recuperados en camara de Neubauer

(Diamond, 1995).

OBTENCION DE CLONAS DE G. duodenalis
La clonacion de los aislados de G. duodenalis (WB, IMSS-2, IMSS-3 y CIEA-52) se llevo

a cabo mediante el método de dilucion limitante (Baum ef al., 1988). Para ello, los trofozoitos se
contaron en camara de Neubauer y se inocularon 25 viales de 4.5 ml a una densidad de una célula
por cada 9 ml Los viales se incubaron a 37°C y se revisaron al microscopio 6ptico invertido

(Olympus modelo BHA) periddicamente para verificar su crecimiento.

TRATAMIENTO CON FARMACOS

Los farmacos del grupo de los bencimidazoles probados fueron: albendazol, mebendazol,
bencimidazol, oxibendazol, tiabendazol y nocodazol (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (tabla
2) Estos fueron almacenados a TA (albendazol, mebendazol, bencimidazol y tiabendazol) o a 0°C
(nocodazol y oxibendazol) tanto en su estado cristalino (en desecador) como las diluciones de los

Mismos.

Cuadro 3. Farmacos derlvado del SIUPO deios ben01m1dazoles emleados en este trabajo
FARMACO | g | o S
Albendazol metil-5- [propxltlo] 2 benmmldazolcarbamato

Mebendazol 5-Benzoil-2-bencimidazol-metilester acido carbamico
Nocodazol metil [5-(2-tienilcarbonil)-1H-bencimidazoi-2-il] carbamato

Oxibendazol  metil (5-propoxi-1H-bencimidazol-2-il) carbamato
Tiabendazol  2-[4-tiazolil]-bencimidazol

Bencimidazol  bencimidazol

Los farmacos fueron disueltos en diferentes solventes como agua, alcohol, acetona, DMFM

y DMSO para evaluar su capacidad de solubilizacion y su toxicidad al cultivo. Empleando estos
criterios se eligid el solvente Optimo y a partir de la solucién méaxima concentrada se hicieron
diluciones en el mismo solvente (DMFM) para obtener las concentraciones deseadas las cuales se
ajustaron finalmente en el medio de cultivo.

Inicialmente las alicuotas de todos los farmacos fueron esterilizadas por filtracion, pero al

clegirse la DMFM por su alta toxicidad se elimin6 este paso substituyéndolo por un periodo de
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preincubacion de al menos 48 hrs. Para verificar la esterilidad se tomaron alicuotas tanto de las
soluciones de farmaco como de los medios de cultivo adicionados con éste de las cuales se
realizaron pruebas de esterilidad en Medio Agar Luria.

Los cultives fueron cosechados por enfriamiento en bafio hielo-agua durante un tiempo
minimo de 20 minutos. Las células se lavaron 3 veces en PBS (Solucion amortiguadora salina de
fosfatos, ver anexo) frio estéril o medio de cultivo TYI-S-33 segin se requirié y se contaron en
camara de Neubauer. Posteriormente se ajustaron a una concentracién de 1 x10° células por 4.5 mi
y se agregaron las concentraciones correspondientes de los farmacos a probar. Dichos ensayos se
realizaron segln se requiri6 en viales de 4.5 ml, tubos Falcon® de 15 ml, botellas Nunc® de 30 mi
o botellas Nunc® de 60 ml respetandose las concentraciones finales de trofozoitos y de los
farmacos probados. En todos los casos los cultivos se incubaron por 24 hrs a 37°C en presencia
del farmaco y se incluy6 un cultivo control al cual sdlo se le adiciono el solvente. Estas condiciones
fueron empleadas para todas las evaluaciones realizadas durante la tesis, con excepcion de los

casos en gue se indica lo contrario.

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE TROFOZOITOS DE G. duodenalis
EXPUESTOS A ALBENDAZOL in vitro

Con el fin de establecer un método capaz de evaluar la sensibilidad de diferentes cepas a los
farmacos mencionados, se estandarizaron diferentes protocolos de evaluacion de viabilidad celular
empleando las cepas de referencia WB y P1 asi como un farmaco representativo del grupo de los
Bencimidazoles (albendazol) y se compararon asi métodos fisiologicos (subcultivo en medio
liquido, subcultivo en medio semisdlido de agarosa y evaluacion morfolégica), asi como métodos
bioquimicos (tincién con colorantes fluorogénicos, incorporacion de timidina radiomarcada y
reduccion de MTT).

En estos ensayos los trofozoitos expuestos o no a droga como se menciond anteriormente
fueron lavados 3 veces en PBS frio estéril por centrifugacion a 210 x g, y se contaron en camara de

Neubauer para ser empleados en la evaluacion de su viabilidad mediante los siguientes métodos:
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2) Subcultivo en medio liquido

En este caso se siguid el protocolo reportado por Hill en 1986, La técnica fue
estandarizada empleando distintos indculos de trofozoitos luego de lo cual se decidié usar 100,000
cclulas tratadas con farmaco o control (con DMFM), los cuales se cultivaron en viales de 4.5 ml
con medio TY1-S-33 sin albendazol, incubando estos por 48 horas a 37°C. Una vez transcurrido
este tiempo, se cosecharon en bafio hielo-agua por un tiempo minimo de 20 minutos y se conto el
namero final de trofozoitos en camara de Neubauer. El porcentaje de replicacion fue calculado
considerando como 100% de replicacion el nimero de trofozoitos que se contd en el cultivo

control

b) Subcultive en medio semisélido de agarosa

En este ensayo se sigui¢ y modificd el protocolo reportado por Gillin (Gillin y Diamond,
1980, Gillin y Diamond, 1981). Para realizar esta técnica se requiri¢ estandarizar las condiciones a
emplear tales como: inéculo celular, concentracion, marca y tipo de agarosa, tipo de recipiente de
cultivo y se verifico el tamafio y tipo de colonia obtenida bajo las diferentes condiciones empleadas.

Al realizar los ensayos se tomaron de 100 a 5000 células y se llevaron a tubos de ensayo de
borosilicato con tapén de rosca de 15 mi o tubos Falcon® de pléastico del mismo volumen. Estos
tubos se preincubaron por al menos 2 horas a 42°C con medto TYI-S-33 completo. Posteriormente
se adicion6 agarosa (se probaron las siguientes: Sigma tipo I [baja electroendoosmosis], Sigma
tipo HI [alta electroendoosmosis], Bio Rad Ultrapura de bajo punto de fusion, Sea Kem y Bio Rad
grado reactivo) a una concentracion final evaluada entre 0.13 y 0.3%, esta concentracion fue
obtenida a partir de una solucion stock estéril de agarosa al 2% p/v en medio de cultivo sin suero.
Inmediatamente después de agregar el cultivo celular al medio con agarosa fundida, se agité
vigorosamente cada tubo (manualmente, en agitador vortex [modelo Genie 2} o en agitador de
platatorma [Bellco]} y se enfrié en bafio hielo-agua hasta su solidificacion. Los tubos se incubaron
durante al menos 6 a 7 dias a 37°C tras de lo cual se conto¢ el nimero de colonias formadas
(cuentacolonias New Brusnswick Scientific). Una vez transcurrido el tiempo mencionado se
determiné la eficiencia de formacion de colonias, considerando como 100% de eficiencia el nimero

de colonias obtenido en el cultivo control.
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¢) Evaluacion morfologica de trofozoitos de G. duodenalis

Para realizar este ensayo se tomaron indculos de 1 x 10° células que se trataron con
albendazol (50, 65, 80, 120, 300, 350 y 450 nM) en viales de 4.5 ml por 24 horas a 37°C, se
enfriaron en bafio hielo-agua, tras lo cual se lavaron tres veces en medio TYI-S-33 y se contaron
en camara de Neubauer. Al realizar este conteo, se tomo en cuenta el porcentaje de deformacion
observado; para esto se considerd un trofozoito viable como aquel que mantiene su forma
piriforme habitual, y no viable a aquel que presentaba un contorno distorsionado de apariencia
ondulada con forma piniforme muy irregular o ausente y generalmente con mayor volumen celular
y motilidad irregular provocada por flagelos normales pero desalineados, y en ocasiones mayor
granularidad. Se cosecho paralelamente un cultivo de trofozoitos no tratado con farmaco el cual se
contd de igual manera. Posteriormente se tomaron diferentes indculos de trofozoitos de cada
concentracion (10x10%, 30x10%, 60x10°, 100x10° y 150x10° trofozoitos) y se recultivaron en medio
sin farmaco por 48 horas en viales de 4.5 ml Para cada concentracion e inoculo cultivado de
trofozoitos tratados con albendazol, se realizé un cultivo paralelo de trofozoitos no tratados con
este farmaco empleando un indculo que corresponde a la cantidad de células no deformadas con el
tratamiento correspondiente. Una vez transcurridas las 48 horas de incubacion a 37°C, los

trofozoitos fueron cosechados y contados al microscopio 6ptico a 400X

d) Incorporacion de timidina tritiada CH-TdR)

Este método fue empleado anteriormente y reportado como un sistema de evaluacion muy
eficaz en los estudios de Inge e al, 1987 y Boreham et al, 1988, por lo que se decidié
tmplementar su uso durante el presente trabajo. En este caso fue necesario estandarizar el indculo
inicial (entre 2.5 x 10° y 2 x 10%) y el tiempo de incubacion con el substrato radioactivo (entre 2 y
10 hrs); la concentracion de marca ya habia sido establecida previamente (Pérez-Taylor e al., 1995
y Ortega, 1995).

Al realizar las evaluaciones se tomaron indculos de 1 x 10° células expuestas o no a droga
que se cultivaron en viales de 4.5 ml con medio TYI-S-33 donde se preincubaron por 2 horas a

37°C. Una vez transcurrido este tiempo se adicionaron 12.52 pCi/ml de *H-timidina (actividad
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especifica de 4.11 TBg/mmol y concentracion radioactiva de 1.0 mCi/ml), y los cultivos se
incubaron nuevamente por 4 horas mas Posteriormente los trofozoitos se lavaron 3 veces en PBS
frio, la suspensién celular se ajusto a 1ml con la misma solucion y se mezclé en liguido para
contador de centelleo (ver anexo). Las cpm de cada cultivo se cuantificaron empleando un

contador de centelleo (Beckman 6000).

¢) Reduccion de MTT

El procedimiento original fue reportado por Wright ef al. en 1992. En este caso 1 x 10°
trofozoitos expuestos o no a droga se lavaron 3 veces en PBS por centrifugacion durante 45
segundos a 16,000 x g (microcentrifuga Eppendorf modelo 5414} dentro de tubos Eppendorf de
1.5 mi enseguida se agregaron 50 ul de PMS (metasuifato de fenazina) preparado con 5 mg/ml en
PBS, y se aforé a 1.3 ml con MTT (bromuro de difenil tetrazolio) 0.05% en PBS (ver anexo). La
suspension se homogeneizd en un agitador vortex y se incubd a TA por 45 minutos. Los
trofozoitos se lavaron en PBS vy finalmente se contd al microscopio Optico el nimero de células
metabolizan el substrato y lo convierten en cristales de formazan de color café intenso (viables) y

las que no lo hicieron (metabolicamente inactivas).

f) Tincién con colorantes fluorogénicos

Para este ensayo se realizo una adaptacion de la técnica reportada por Schup y Erlandsen.
en 1987. Asi se tomaron 1 x 10° células en tubos y se lavaron 3 veces con PBS del mismo modo
que en la técnica anterior, posterformente se les agregaron 100p1 de solucién de FDA (diacetato de
fluoresceina a 40pg/ml en PBS) y 100ut de solucion de PI (Yoduro de propidio a 30ug/ml de
PBS). Los trofozoitos se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente y finalmente se cuantificaron
las células vivas empleando un sistema de epifluorescencia {microscopio Zeiss) con filiro de 436
nm, donde los trofozoitos viables que transformaban el FDA y se observaban verdes, mientras que

aquellos no viables incorporaban PI tomando una coloracion entre rojo y naranja fuerte.
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DETERMINACION DE LAS DL, DE DIFERENTES BENCIMIDAZOLES EN
TROFOZOITOS DE G. duodenalis in vitro

Se realizaron evaluaciones de la sensibilidad de la cepa de referencia WB a 6 diferentes
farmacos del grupo de los bencimidazoles (albendazol, mebendazol, nocodazol, oxibendazol,
tiabendazol y bencimidazol) con el fin de comparar la eficacia de cada uno de ellos ante la misma
cepa. Para esto se cultivaron inéculos de 1 x 10°® trofozoitos de la cepa WB en viales de 4.5 ml con
diferentes concentraciones de alguno de los farmacos mencionados. Inicialmente se realizaron
ensayos considerando las concentraciones minimas de la droga diluibles en ¢l solvente utilizado,
para finalmente emplear aquellas concentraciones que permitieran obtener curvas dosis-respuesta
apropiadas para realizar analisis de regresion lineal que a su vez facilitaran calcular las DLys, DLso
y MIC (dosis letal al 25%, 50% y concentracién minima inhibitoria). La viabilidad fue evaluada

empleando el método mas adecuado de los mencionados con anterioridad.

EVALUACION DE SINERGIA Y ANTAGONISMO ENTRE FARMACOS DEL GRUPO
DE LOS BENCIMIDAZOLES HACIA TROFOZOITOS DE G. duodenalis

Con el fin de observar posibles efectos sinérgicos o antagonicos entre los farmacos
empleados se realizaron evaluaciones de viabilidad en trofozoitos de la cepas WB. En estos
ensayos se emplearon las MIC calculadas para cada uno de los farmacos y algunas de las posibles
combinaciones de ellos. Las combinaciones empleadas fueron: dos farmacos de alta eficiencia, un
farmaco de alta eficiencia con uno de intermedia, un firmaco de alta eficiencia con uno de baja
efectividad, uno de baja eficiencia con otro de actividad intermedia, dos de baja efectividad y dos
de actividad intermedia. Estas se emplearon en la combinacion de fa MIC, %, '/, %4, /s y /s de
estas. A la par se corrieron dos tipos de controles: por una parte, cada farmacoa MIC ya'/s de la
MIC Los resultados de interacciones faﬁnacolégicas fueron analizados estadisticamente
calculando la Concentracién Fraccional Inhibitoria (CFI) segun formula reportada por Liy Rinaldi
en 1999, Ia cual es muy similar al Indice Fraccional de Viabilidad (IFV) reportado previamente por

Pendland ef al., 1994,
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ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD DE CEPAS, AISLADOS Y CLONAS DE G. duodenalis
EXPUESTOS A DL, DE ALBENDAZOL Y MEBENDAZOL

a) Transversal

Los trofozoitos de las cepas y aislados empleados, una vez clonados, fueron evaluados en
funcion de su sensibilidad a DLso de farmacos representativos del grupo de los bencimidazoles
(albendazol y mebendazol) bajo las condiciones que se mencionaron anteriormente. Para ello, cada
cepa o aislado fue evaluado a la par de su conjunto de clonas para poder comparar la viabilidad
obtenida entre todas las clonas y el cultivo parental correspondiente, a fin de definir si existian
diferencias en sensibilidad para alguna de ellas; se procuré hacer esta evaluacion Unica al poco
tiempo de realizada la clonacion. En este caso también se empled el método seleccionado como
optimo para la evaluacion de viabilidad. Cabe mencionar que esta también fue una de las
estrategias empleadas con el fin de obtener trofozoitos tolerantes a los farmacos sin induccion

previa en cultivo (seleccion espontanea).

b) Longitudinal

Se evaluo de igual manera la sensibilidad de algunas clonas que mostraron un
comportamiento diferencial en su sensibilidad a albendazol y mebendazol en el analisis transversal,
pero en este caso el estudio se realizo a través de 12 determinaciones las cuales fueron realizadas
en cultivos continuos a lo largo de 1.5 meses (dos evaluaciones por semana). En todos los casos,
las clonas seleccionadas fueron cultivadas a la par del aislado o cepa del cual se originaron. Para
ello, se mantuvieron cultivos continuos en tubos Falcon® de 15 mi -en ausencia de farmaco- de las
cepas, aislados y clonas a los cuales se les nombré cultivos madre. De estos cultivos, la cosecha
celular total se destino a las evaluaciones; y para este fin se cosecharon de 1 a 3 tubos de 15 ml por
cada cepa, aislado o clona, los cuales se concentraron en una sola pastilla para su conteo. De dicha
cosecha se inocularon 1 x 10° trofozoitos en viales de 4.5 ml con albendazol o mebendazol a la
DLso previamente determinada para la cepa WB y se incubaron por 24 hrs a 37°C tras lo cual se

evaluo la viabilidad por el métado seleccionado inicialmente.
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OBTENCION DE CULTIVOS RESISTENTES A ALBENDAZOL Y MEBENDAZOL

Con la finalidad de obtener trofozoitos que mostraran resistencia o tolerancia a alguno de

los farmacos probados se recurrio a diferentes estrategias:

a) Seleccion espontinea

Se buscaron cultivos con tolerancia espontanea, para lo cual se realizé un anAlisis
transversal de las cepas, aislados y clonas de éstas empleando la DLs. Para ello se incubaron los
trofozoitos por 24 horas con la DLsy de albendazol y mebendazol, y se seleccionaron los cultivos
que mostraran mayor tolerancia a los farmacos representativos de la familia de los bencimidazoles
(albendazol y mebendazol) utilizando para ello el método seleccionado como Optimo para la

estimacion de viabilidad en los cultivos.

b) Separacion de células en gradiente de sacarosa

Con el fin de enriquecer subpoblaciones de trofozoitos que hubiesen tenido una sensibilidad
diferente ante un tratamiento con bencimidazoles a partir del mismo cultivo se realizé6 un método
de tamizaje en sacarosa para lo cual se lavaron trofozoitos previamente tratados con albendazol en
PBS frio para luego centrifugarse a 210 x g por 5 minutos a 4°C dentro de tubos Falcon® de 15
m! con sacarosa en un gradiente continuo de esta (Formador de gradientes con bomba peristaltica,
Sage instruments) cl gradiente fue de 0.85 M a 0.15M de 14 cm de longitud. Una vez
centrifugados se obtuvieron fracciones de 0.5 ml las cuales fueron observadas al microscopio con
el fin de seleccionar las fracciones que muestren células dafiadas y las que presenten células no

deformadas.

¢) Mutagénesis

Se probaron dos métodos de mutagénesis al azar: la exposicion a luz UV y exposicion a
colchicina. En Ja estandarizacién de fa técnica de mutagénesis por luz UV se utilizaron deferentes
condiciones. Para todos fos casos se emplearon cultivos confluentes de trofozoitos de las cepas
WB y P1, las cuales se colocaron en una camara obscura en presencia de una lampara de luz uv
(Blak Ray UVL.22 115 voltios 60 ciclos 0 17 amperes), la cual fue colocada a una distancia de
entre 15 y 40 cm del recipiente de cultivo. Los trofozoitos se expusieron asi por espacio de 30

minutos a 6 hrs, debido a que este fue el tiempo minimo en el cual se encontraron efectos visibles
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en ¢l cultivo. El medio en el cual se mantuvieron los trofozoitos durante ese tiempo fue TYI-S-33
o PBS vy, en todos los casos, la temperatura de incubacion fue de 37°C, a excepcion de los ensayos
efectuados en la campana de flujo laminar en cuyo caso fue a TA. Los recipientes empleados para
esta técnica fueron viales de 4.5 ml, frascos de vidrio, tubos de 15 ml o cajas petri de plastico
abiertas (en este caso la exposictdn a UV fue realizada en la campana de flujo laminar). So6lo fueron
evaluados ante el tratamiento con albendazol los trofozoitos expuestos bajo las condiciones que se
consideraron como optimas (ver resultados).

En el caso de mutagénesis por colchicina se utilizdé una concentracion fija de 10 mM de
droga a la cual se expuso el cultivo confluente de trofozoitos de la cepa WB en viales de 4.5 ml
por 6 hrs a 37°C. A lo largo de este tiempo el cultivo fue observado cada hora para ver su
apariencia general, posteriormente los trofozoitos flieron enfriados en bafio hielo-agua y se lavaron
por centrifugacion 3 veces en medio TYI-S-33 para eliminar el firmaco y finalmente las c€lulas se
resembraron en tubos de plastico de 15 ml con medio fresco.

Cabe sefialar que en el laboratorio se habian obtenido previamente cultivos deficientes en
adhesion por protocolos de mutagénesis al azar mediante exposicion a N-metil-N-nitro-N’-
nitrosoguanidina seguida de dos procesos de seleccion por incubacidn en presencia de colchicina
25 mM por 24 hrs a 37°C cada uno y un proceso de clonacion y seleccién de trofozoitos
deficientes en adhesion a monocapas de células epiteliales de rifion de perro (MDCK). Este cultivo
llamado WB-C5 proviene de la clonacion inicial de la cepa WB seguida por procesos de
subclonacion y seleccion de trofozoitos con mayores deficiencias en adhesion se obtuvo la clona
WB-C7 (Hernandez, 1992). Ambas clonas fueron utilizadas en el proceso de seleccion de cultivos

resistentes a bencimidazoles.

d) Cultivo en concentracién subletal ascendente de droga

Las cepas WB y P1 se cultivaron en presencia constante de los fairmacos albendazol o
mebendazol empleando la concentracion inicial mas alta que éstas fueron capaces de tolerar. En el
momento en que los cultivos mostraron un crecimiento estable, la concentracion de droga les fue
incrementada. Para realizar los incrementos se recurrid a probar una gama de concentraciones

superiores a la anterior hasta encontrar fa concentracion mas alta a la cual los trofozoitos pudieran
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mantenerse aun viables. Después de cada incremento y estabilizacion de un cultivo, los trofozoitos

fueron congelados en Nitrogeno liquido para su criopreservacion hasta su uso

CINETICA DE INCORPORACION DE PRECURSORES RADIOMARCADOS

Se realizaron ensayos longitudinales de radiomarcaje celular empleando precursores de
procesos celulares fundamentales tales como timidina, uracilo y cisteina marcados
radioactivamente con el fin de observar cual de los tres procesos (replicacion, transcripeion o
traduccion) se muestra afectado como consecuencia de las adaptaciones sufridas por cepas
resistentes en ausencia de droga, asi como también se pretendio observar que variaciones se
desarrollan en estos procesos cuando la misma estd presente (Sigeti ef al, 1983). Para ello se
utilizaron trofozoitos de la cepa WB y de cultivos resistentes a albendazol (WB-RA) bajo dos
condiciones que fiieron con o sin tratamiento con albendazol a la concentracion MIC ( 0.1667 uM)
hasta por 22 hrs.

En este casa los trofozoitos cosechados de los recipientes de cultivo fueron sometidos a
tres lavados en medio fresco estéril para eliminar el farmaco del cuitivo de trofozoitos WB-RA
Posteriormente se realizé un conteo celular para inocular 1 x 10° trofozoitos en viales de 4.5 ml e
incubarlos a 37°C por 2 hrs (periodo de estabilizacion). Una vez transcurrido este tiempo, la marca
radioactiva fue adicionada y este momento se consideré como inicio de la cinética (tiempo cero).
Las marcas radioactivas empleadas (Amersham Int. PLC) fueron las siguientes: *H-TdR {(metil,
1°,2°-*H) timidina (empleada a una concentracién de 3.33 pCi/ml, act. esp. 4.11 TBg/mmol)], *H-
UdR [(5,6-°H) uridina (empleada a una concentracion de 3.33 pCi/ml, act. esp. 1.52 Tbq/mmol)] y
$5_Cisteina [L-[*’S] cisteina (empleada a una concentracion de 0.55 pCi/ml, act. esp. 37
Mbg/mmol)]. Al iniciar la cinética los viales correspondientes a tiempo cero no [levaron marca
radioactiva y mostraban asi la radioactividad basal del sistema; Asi mismo se dejo un cultivo
control de 24 hrs sin marca el cual ademas se empleé para cuantificar fa viabilidad del cultivo por el
método de evaluacion seleccionado. De la misma forma, durante una de las cinéticas realizadas se
evalué 1a viabilidad a lo largo de todas las determinaciones. Al resto de los viales si s les adiciono

la marca correspondiente a la concentracion indicada y se incubaron por dos horas mas. En este
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momento a todos los viales se les adiciond la concentracion de albendazo!l correspondiente a una
MIC (0.1667 uM), con excepcion de los viales que les correspondio ser cosechados en ese
momento y aquellos que se evaluaron en condiciones basales (en ausencia de albendazol). El resto
de los viales fueron cosechado a los tiempos de 4, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 hrs por enfriamiento en
bafio hielo-agua. En cada paso del proceso los viales fueron observados al microscopio invertido
para verificar que éste se llevara de manera adecuada. Posteriormente el contenido de los viales fue
decantado en tubos Falcon® de plastico de 15 ml conteniendo PBS frio, donde se realizé6 un
proceso de tres lavados por centrifugacion a 4°C. La pastilla obtenida de ellos fue resuspendida en
2 ml de PBS vy filtrada en un cosechador de células de presién negativa (Millipore modelo 1225)
con filtros circulares de papel de nitrocelulosa (diametro 2.5 cm y poro 0.22 um) utilizando 5 ml
de solucion fria estéril de acido tricloroacético 10% (ver anexo). Finalmente los papeles de
nitrocelulosa fueron secados a TA, colocados en viales de 20 ml con 5 ml de solucion para
contador de centefleo (ver anexo) y las cpm de los viales fueron obtenidas en un contador de

centelleo de liquidos.

METODOS ESTADISTICOS

Las pruebas estadisticas empleadas fueron la comparacion por métodos de vt de
Student realizados en el Programa Excel version 5.0, asi como Regresiones Lineales por ajuste
semilogaritmico empleando el método de minimos cuadrados; ANOVA de dos vias para
comparacion de modelos lineales seguida de un método de comparacion de pares por prueba t de
Bonferroni, estos fueron realizados en el programa Sigma Stat de Jandel Scientific. También se
empled un método de comparacion de regresiones lineales (Weisberg, 1980, y Allen y Cady, 1982)
y un método de evaluacion de interaciones farmacologicas (sinérgia, aditividad, indiferencia y
antagonismo) reportado por Li y Rinaldi en 1999; estos Gltimos también fueron realizados

empleando el programa Excel para su gjecucion.
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RESULTADOS

CULTIVQ, CRIOPRESERVACION Y CLONACION DE CEPAS Y AISLADOS DE G.

duodenalis

Los trofozoitos de las diferentes cepas, aislados y clonas empleadas en este trabajo fueron
cultivados hasta alcanzar la confluencia en medio TYI-S-33 en el cual crecieron eficientemente a lo
largo de periodos de entre 2 a 4 dias, tras los cuales se realizaron las resiembras correspondientes.
Para realizar estas resiembras, los cultivos fueron sometidos a periodos de enfriamiento en bafio
hieflo agua por tiempos variables (de 20 minutos hasta foda ia noche). Durante las resiembras y
cosechas realizadas se observo, particularmente en las cepas P1 y WB; una tendencia a incrementar
la capacidad de adhesion a las paredes de los recipientes de cultivo, por lo cual las condiciones de
enfriamiento llegaron a ser extremas (refrigeracion por mas de 10 hrs).

El medio de cultivo y las condiciones empleadas resultaron ser eficientes para el
crecimiento de trofozoitos de G. duodenalis ast como para la criopreservacion de los mismos. Los
cultivos que pasaron por procesos de congelacion y descongelacion bajo las condiciones descritas
en material y métodos mostraron en general caracteristicas de viabilidad y ttempo necesario para la
resiembra semejante al mostrado antes de dicho proceso, por lo cual se consideré que éste fue
realizado eficientemente.

Con la finalidad de tener cultivos con caracteristicas mas homogéneas que las cepas y
aislados, fue necesario realizar clonaciones de los mismos empleando el método de dilucidn
Jimitante. Las clonaciones realizadas mostraron ser exitosas al obtenerse un nmero adecuado de
cllas en cada clonacion como se muestra en el cuadro 1.

Las clonas obtenidas no mostraron diferencias en cuanto a su tiempo de replicacion al
compararse entre si y con los cultivos parentales de los cuales se obtuvieron. Al analizarse por el
método de x° y comparar el nimero de clonas obtenido experimentalmente con el esperado para
una distribucion de tipo Poisson, no se observaron diferencias significativas (P< 0.05) para las
cepas clonadas lo cual indica que, estadisticamente, el numero de clonas obtenido es apropiado

para considerarse confiablemente como tales. Un valor de % menor al observado en tablas (5.991)

59



T ——— S ———

para P<0.05 indica semejanza entre ambos datos, que a su vez representa que la distribucién de los
trofozoitos clonados en los viales de cultivo fue al azar y no hubo factores externos que influyeran

en la misma, de manera que se pueden considerar confiablemente como clonas segin el

procedimiento empleado.

Cuadro 4. Eficacia del método de clonacion de aislados de G. duodenalis por medio de dilucion

limitante.
CEPA O AISLADO ~~ #CLONAS - - - INTERVALO.. =
EMPLEADO ~ - OBTENIDO ESPERADO. . ' /- i
9 7.58 134 - 14.81 0.1112
B 14 7.58 1.34 - 14.81 46199
IMSS-2 7 7.58 1.34 - 14.81 0 1543
IMSS-3 8 7.58 1.34 - 14.81 0.0008
IEA-52 11 7.58 1.34 - 14.81 1.1233
[EA-10 11 7.58 1.34 - 14.81 1.1233

El valor esperado corresponde al calculado para una distribucién de Poisson, en tanto que el valor de y” indica las
diferencias entre dicho valor y el observado. Un valor de +* menor al observado en tablas (5.991) para o=0.05 indica
semejanza entre ambos datos.

ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA
EXPOSICION DE TROFOZOITOS DE G. duodenalis A DERIVADOS DE
BENCIMIDAZOL

Inicialmente se realizaron diluciones de los bencimidazoles a probar para conocer el limite
de solubilidad que muestran los farmacos en diferentes solventes y asi seleccionar el que mejor
conviniera a los ensayos considerando su toxicidad al cultivo, asi como el volumen necesario a
emplear. Algunos solventes polares tales como el agua o el etanol no permitieron en absoluto ia
disolucion, en tanto que compuestos no polares tales como la acetona, el DMSO o la DMFM
permitieron una adecuada disolucion. De estos solventes, los que mostraron mejores resultados
fueron la DMEM y el DMSO. Sin embargo, este Gltimo ha sido reportado que presenta un efecto
estabilizante de microtibulos (Gill y Lacey, 1992); considerando esto se opt6 por el uso de la
DMFM, el cual se empled como solvente optimo de los farmacos. En todos los casos se considero
que la concentracion del solvente en el medio de cultivo no sobrepasara un limite del 0.5%, aunque

al realizar curvas de viabilidad con éste la cantidad de DMFM que puede emplearse sobrepasa esta
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concentracion. El valor del limite de solubilidad permitié elaborar soluciones patrén con cantidades
de farmaco que fuesen confiablemente pesadas y adecuadamente disueltas para trabajarse en otras

diluciones las cuales llamamos soluciones de trabajo (cuadro 2).

Cuadro 5. Caracerxstlcas de soubxhdad en DMFM d los ben01m1doles emlead
BENCIM]DAZOL PESO LIMITE DE SOLUBILIDAD '
MOLECULAR . EN DMFM (s luciones

Albendazol  S0mM 0.10 mM

Bencimidazol 118. 13 superior a 3.3 M 333 mM
Mebendazol 29532 40 mM 0.10 mM
Nocodazol 301.30 superior a 11 mM 0.11 mM
Oxibendazol 24829 superior a 5 mM 0.41 mM
Tiabendazol 201.26 superior a 100 mM 10.0 mM

Una vez obtenidos los limites de solubilidad en DMFM, se procedié a evaluarlos
empleando las soluciones sefialadas en el cuadro 4 y se determind las diluciones de éstas dentro de
las cuales se encontrara el rango de letalidad del fairmaco (soluciones de trabajo). En todos los
casos estas diluciones también fueron hechas en DMFM vy finalmente ajustadas en el medio de
cultivo a la concentracion necesaria, en general al diluirse en el medio de cultivo el medio
previamente disuelto en DMFM no hubo precipitacion del farmaco salvo con albendazol a

concentraciones superiores a ImM.

SELECCION DEL METODO DE EVALUACION DE VIABILIDAD PARA
TROFOZOITOS DE G. duodenalis

Con el fin de obtener parametros confiables de viabilidad que mostraran las condiciones de
sensibilidad o tolerancia de cepas, aislados o clonas ante los bencimidazoles, se realizaron ensayos
de viabilidad empleando las cepas de referencia P1 y WB expuestos a un farmaco representativo

del grupo, el albendazol Dichos ensayos se clasificaron en dos grupos: fisiologicos y bioquimicos.
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a) Ensayos bioquimicos
Se clasifico dentro de este grupo a aquellos ensayos cuyo resultado mostrd de modo
indirecto el estado de viabilidad de la cepa en cuestion. Los indicadores de viabilidad son, en estos

casos, rutas metabolicas importantes para el parasito las cuales fueron evaluadas por los

procedimientos que a continuacion se mencionan:

i. Tincién con colorantes fluorogénicos

Las observaciones de tincion celular con los colorantes FDA y PI mostraron una adecuada
reproducibilidad en los ensayos realizados (fig. 3). Ademés esta prueba permitio obtener resultados
rapidos con una apropiada resolucion entre células que transforman el FDA (verdes) y las que
integran el PI (rojo-naranja).

La diferencia de tincion es debida a una adecuada actividad de las enzimas esterasas y otras
hidrolasas las cuales catalizan la formacion de fluoresceina a partir del FDA. Este tultimo
compuesto es capaz de atravesar la bicapa lipidica y entrar en contacto con las enzimas dando
lugar a la fluorescencia verde. Por su parte la integridad de la membrana celular impide la entrada
del PI cuando el trofozoito esta viable y, cuando no es asi, este colorante penetra al interior de las
células, las cuales, por la acumulaciéon del mismo, adquieren una coloracion rojiza tipica al ser
excitado por la luz UV. Uno de los principales sitios de union de este colorante es el DNA, de
manera que es frecuente observar trofozoitos no viables con los nicleos fuertemente tefiidos.

En los casos que ambos colorantes llegaron a observarse dentro del mismo trofozoito se
considerd a la célula como viable, ya que al iniciarse la evaluaciéon por este método tenia la
capacidad de transformar el FDA a fluoresceina. Cuando los trofozoitos carecian de la
fluorocromasia con ambos reactivos también se consideraban viables, debido a que se pudo
observar que algunos trofozoitos con esta caracteristica, a un mayor tiempo de incubacion, si
lograban mostrar la tincién con el FDA. Los efectos anteriormente expuestos eran muy raros de
observar y, aun de haberse ignorado, no hubiesen afectado de modo importante los resultados
obtenidos.

No obstante las ventajas del métodd, éste no fue seleccionado como el Optimo por su

menor sensibilidad comparando los resultados obtenidos con los de otros métodos (fig. 3 vy 4),
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particularmente al comparar los resultados con el método de subcultivo. Esto resulté evidente al
observar los diferentes patrones en las curvas dosis-respuesta obtenidas, asi como las DLsy DL
observadas para este método (cuadro 3). Dichas dosis no muestran diferencias relevantes entre las
cepas empleadas, asi como tampoco las pendientes de las curvas dosis-respuesta son

estadisticamente diferentes entre si.

Cuadro 6. Curvas de regresion y valores de DL para los métodos de evaluacion de viabilidad
_probados.

Método - Ecuacion
FDA-PI 70.4-13.5X
MTT 81.6-11.6X
*H-TdR 81.8-17.6X
Subcultivo 33.7-21.3X

Método  Ecvacion . .. r* DLy
FDA-PI 70.1-15.4X 084 2000  >>500

MTT 67.6-18.2X 0.88 92.0 377.48
‘H-TdR 79.5-16.7X 0.87 120.0 >>500
Subcultivo 45 6-19.2X 0.67 5.9 44.49

Para ¢l cilculo de estos parametros se emplearon los datos mosirados en las corvas dosis-respuesta de la figura 3, se
siguid el procedimiento de minimos cuadrados. Las dosis letales (DLso DLog) se expresan en concentracion nM,

i, Reduccion de MTT

La incorporacion del MTT se observo por la precipitacion de sales de tetrazolio que tiene
fugar debido a la reaccion que se produce con enzimas de la via glucolitica. Las sales de formazan
que se forman dentro de los trofozoitos fueron observadas al microscopio como pequefios
granutos color café obscuro los cuales se distinguen facilmente a 400 aumentos en el microscopio
optico. Esta técnica, ademas de sus ventajas en funcion de economia y rapidez, mostré una
adecuada reproducibilidad. Sin embargo, fue el método de menor sensibilidad entre los utilizados
en estas evaluaciones. Esto en parte fue debido al rigor con el que se siguio la prueba, pues al
observarse al menos un granulo de sales de tetrazolio en el trofozoito éste se considerd como
viable (figs 3 y 5). Por otra parte el nimero de granulos de formazan observado en cada célula fue
variable y en algunas concentraciones de albendazol se encontré un mayor numero de granulos que

en los cultivos no tratados (fig 4).
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Las diferencias observadas entre fa pendiente calculada para cada una de las cepas por este
método con respecto al resto de los métodos empleados resulté estadisticamente significativa. Sin
embargo, el patron es diferente para cada cepa empleada; en tanto gue para la WB la pendiente es
la menor de todas, para la P1 es la mas alta entre las obtenidas por los métodos bioquimicos, estas
diferencias se reflejan en las DLs, calculadas para las mismas cepas y pueden ser indicativas de una
diferente capacidad de metabolizacion del substrato para dar origen al formazéan, mas que a
diferentes sensibilidades reales de las cepas, puesto que otros métodos no reflejan el mismo efecto

{cuadro 3).

iii, Incorporacion de timidina fritiada (3H—TdR)

La incorporacion de timidina se realiza por toda célula a lo largo de la fase S del ciclo
celular como una preparacion para fa duplicacion del genoma antes de la mitosis. En el caso de los
ensayos realizados en este parésito, se observé una apropiada reproducibilidad en cuanto a las
cuentas por minuto (cpm) incorporadas. Durante la estandarizacion de esta técnica fue necesarno
realizar varios ensayos previos con el fin de seleccionar las condiciones de cantidad de trofozoitos
inoculados y tiempo de marca Optimos, ya que la concentracion de marca radioactiva habia sido
establecida previamente a 12.52 pCi/ml (Pérez-Taylor ef al., 1995). En este sentido fueron
probados tres indculos celulares diferentes de (5.55x10%, 2.22x10° y 4.44x10 trofozoitos/ml) de la
cepa WB, observandose una mejor incorporacion por célula en los indculos 5.55x10% y 2.22x10°, y
una mayor incorporacion total en los indculos de 2.22x10° y 4.44x10°. Por lo anterior, se eligi6 el
inoculo de 2.22x10° trofozoitos/ml. En forma simultanea, los cultivos con los tres indculos fueron
cosechados a los tiempos de 2, 4, 6, 8 y 10 hrs encontrandose un tiempo optimo de cosecha de 4
hrs ya que en ese momento se inicio una meseta en la incorporacion de la marca (fig. 5).

Bajo estas condiciones, la incorporacion de timidina radiomarcada mostré una adecuada
reproducibilidad. Sin embargo, entre las desventajas que mostro este método se encontré una baja
sensibilidad con respecto a otros métodos empleados. Dichas diferencias se hicieron evidentes al
observar los patrones dosis respuesta obtenidos, donde se observo que existen diferencias de los

resultados obtenidos con respecto al subcultivo (fig. 3). Cabe destacar que los resultados de DLso
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calculados no difirieron significativamente de los obtenidos por el método de FDA-PI, asi como
tampoco la pendiente de las graficas.

En general, este grupo de métodos mostré una adecuada reproducibilidad con patrones
dosis-respuesta semejantes entre si (diferencia significativa P€0.01) mostrando como unica
excepcion a la evaluacion por reduccion de MTT donde la prueba estadistica de comparacion de
regresiones (Weisberg, 1980) indica que presentd una pendiente diferente, menos pronunciada que
el resto de los métodos para la cepa WB y la mas elevada para la cepa P1 entre los métodos de este
grupo De esta forma los valores de DLgy resultaron mucho mas elevados para la cepa WB (fig. 3 y
cuadro 3). Asi mismo no se observaron diferencias significativas entre las dos cepas empleadas (P<
0.05) con excepcién del método de MTT. Estos datos en conjunto sugieren que el tratamiento de
trofozoitos con albendazol en las condiciones empleadas y a baja concentracidn (0.001pM a 1uM)
no afecta principalmente los mecanismos enzimaticos de la via glucolitica que participa en la
formacion de sales de formazan a partir del MTT, ni tampoco afectan la activacion de enzimas
hidrolasas involucradas en la induccion de fluorescencia del FDA. Tampoco parece interferir
inicialmente en la fase S del ciclo celular del parasito, puesto que la timidina también es

incorporada bajo dichas condiciones.

b) Ensayos fisioldgicos

Se agruparon en esta clasificacion a aquellos ensayos que de modo directo permitieron
conocer la sensibilidad del cultivo empleando su nivel de replicacion celular como indicador de
viabilidad, o bien, a los ensayos en que se demostré que tienen efecto directo sobre este parametro.

Aqui se consideraron los siguientes métodos:

i. Subcultivo en medio semisélido de agarosa

Este fue el inico método que no mostrd reproducibilidad debido a que se observé que en
éste pueden influir variables tales como las condiciones de agitacion, el recipiente de cultivo, las
temperaturas de preincubacidn, solidificacion e incubacién, el tipo de agarosa y posiblemente la
mas importante sea la posibilidad de que se presenten diferentes capacidades en cada trofozoito

para formar o no colonias en el medio semisolido de agarosa. Este método fue descartado para su
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uso posterior, pues en los ensayos realizados, al variar dichas condiciones, no se encontrd una
adecuada correlacion entre el nimero de células inoculadas v el nimero de unidades formadoras de
colonias (datos no mostrados).

No obstante esto, fue posible obtener algunos parametros importantes a considerar. Entre
ellos destaco la correlacion existente entre la concentracion de agarosa probada (entre 0.13 y 0.3
%) y la estructura de la colonia la cual era muy difusa a bajas concentraciones o pequefia y
compacta a concentraciones altas. Asi, la concentracion mas adecuada a emplear correspondié a un
valor de 0.16 % aunque la de 0.22 % también mostrd una efectiva formaciéon de colonias.
Utilizando esta concentracion se probo con diferentes tipos y marcas de agarosa como son Sigma
tipo I (baja electroendoosmosis), Sigma tipo III (alta electroendoosmosis), Bio Rad Ultrapura de
bajo punto de fusion, Sea Kem y Bio Rad grado reactivo. De éstas, los mejores resultados fueron
obtenidos con las agarosas de Sea Kem y Bio Rad grado reactivo con una eficiencia de formacion
de colonias superior al 20% (cuadro 4). Asi mismo, se realizo el ensayo en tubos Falcon® de
plastico o tubos de ensayo con tapon de rosca de vidrio resultando mas eficiente el vidrio para esta
técnica. Al emplearse con diferentes concentraciones de albendazol, los datos obtenidos no

correlacionaron entre si, por lo cual se descartd este método para los analisis posteriores.

Cuadro 7. Eficiencia de formacion de colonias de trofozoitos de G. duodenalis en medio
. scmisolidodeagarosa
MARCADEAGAROSA "~~~ Eficiencia en’

Ultrapura de jo pun de fusién.

Sigma Tipo L 19.33
Sigma Tipo Il 16.86
Sea Kem. 20.13
Bio Rad Grado reactivo 26.60

Se indican las marcas de agarosas emapleadas en la estandarizacion, La eficiencia en la formacion de
colonias se observd con un inéculo de 500 trofozoitos por tubo de ensayo con tapdn de rosca de aproximadamente 16
ml, sin tratamiento con fArmacos, a 6 hrs de preincubacion a 42 °C, agitacion manual vigorosa, un periodo de
solidificacién de 30 minutos en bafio hielo-agua y una incubacion a 37°C por una semana.

ii. Subcultivo en medio liquido

Este método resultd ser muy ventajoso en la practica, al ser el mas sensible de todos los

métodos empleados. En la figura 3 se puede observar que tanto en la grafica de la cepa WB como
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en la P1 las curvas dosis-respuesta correspondientes a este método presentaron una pendiente méas
pronunciada v el punto de interseccion con el eje de las ordenadas es mas bajo que para ¢l resto de
los métodos. Esto indica que es mas sensible que el resto de las evaluaciones, pues a una
concentracion menor de farmaco, el efecto citocida resultd ser mas notorio. Dicho efecto es un
indicio directo de ausencia de mitosis en los trofozoitos en cultivo.

No obstante las ventajas mostradas de sensibilidad, economia y sencillez en la realizacion
de este método, tiene el inconveniente de requerir periodos de incubacion prolongados (48 horas
después del tratamiento con farmacos) para poder obtener resultados. Es por ello que se optd por
la busqueda de un método alternativo. A lo largo de las evaluaciones realizadas fue posible
observar el efecto severo que desarrolla el albendazol sobre la morfologia de los trofozoitos
tratados (foto 1), ain en concentraciones en las cuales solo el método de subcultivo indicaba
efectos sobre la viabilidad. Por ello se decidid evaluar tal efecto y compararlo con la viabilidad

observada por el método de subcultivo.

iil. Alteracion morfologica

Con la finalidad de comparar los resultados observados ante el mismo tratamiento
empleando el método de subcultivo en medio liquido y la observacion morfologica de los
trofozoitos, se realizd un ensayo donde ambos elementos (division celular y dafio morfologico)
fueron evaluados a la par (fig. 6). Esto fue realizado debido a las graves alteraciones morfologicas
observadas en los trofozoitos al ser expuestos a concentraciones bajas de albendazol y otros
bencimidazoles, donde solo el método de subcultivo en medio liquido permitia detectar efectos
sobre la viabilidad (fig. 4).

A nivel microscopico, entre las alteraciones consideradas como deformaciones resulto
evidente la total pérdida de la estructura tipica del trofozoito, asi como un incremento del volumen
celular y en la granularidad citoplasmatica, ademas la membrana de los trofozoitos se mostro
ondulada. En varias ocasiones se observo que trofozoitos durante la division mitotica pueden estar
uno de los dos productos deformado mientras el otro no lo estd. En tal caso, fueron contados

como un trofozoito viable pues era capaz de reproducirse alin y cuando generaba clonas abortivas.
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La evaluacion morfologica mostré reproducibilidad, ademas de ser un método répido,
sencillo de realizar y de bajo costo. A lo largo de la comparacion de estos dos métodos se observo
que a concentraciones bajas de albendazol no existieron diferencias evidentes entre el nimero de
trofozoitos cosechados a partir de cultivos tratados con farmaco y aquellos que se inocularon en
cantidades semejantes a la observada de trofozoitos no deformados, en tanto que a
concentraciones intermedias o altas (superiores a 50 nM) si existieron diferencias, de manera que
se observd que trofozoitos no deformados tratados con albendazol se replicaron mas lentamente
que aquellos que no fueron expuestos al farmaco (fig. 6).

Estos resultados indican que el método de subcultivo es menos eficiente que el de
observacién de la alteracion morfolégica, pues la cantidad de trofozoitos viables obtenidos es
calculada en el método de subcultivo por extrapolacion a una curva patréon con un nimero
conocido de trofozoitos inoculados y no se considera que los trofozoitos viables pueden tener una
capacidad de replicacion disminuida con respecto a células no tratadas con farmaco como se
observa a partir de la evaluacion realizada. Es por lo antertor que el método de observacion de la
alteracion morfologica se selecciond como el método optimo, pues es rapido, sencillo de realizar,
no es costoso y fue el mas sensible entre el total de los evaluados.

Al considerar este método como Gptimo se procedié a eliminar la comparacion con
subcultivo. Para su uso rutinario en las diferentes aplicaciones empleadas en este trabajo se
inocularon 2.22 x10° trofozoitos/ml los cuales se incubaron por 24 hrs a 37 °C, tras de lo cual se
procedio a cosechar los trofozoitos por enfriamiento en bafio hielo-agua. Después se les observo y
contd al menos 300 trofozoitos empleando ¢l sistema de contraste de fases con microscopio optico
con objetivo 40X. El porcentaje de deformacién siempre fue calculado con referencia a un cultivo
control tratado solo con el solvente del farmaco (DMFM) el cual no sobrepasé el 0.5% de
deformacion. Este procedimiento se emples en la mayor parte de los experimentos posteriormente

realizados, salvo aquellos en los que se indican otras condiciones de evaluacion.
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De manera global los métodos contemplados en este grupo tuvieron mayor heterogeneidad
en sus resultados. El cultivo en medio semisolido con agarosa bajo las condiciones empleadas,
resultdé de menor reproducibilidad que cualquier otro. Por su parte, las evaluaciones de alteracion
morfologia y subcultivo en medio liquido mostraron semejanza entre si, e incluso existid una mayor
precision al determinar la morfologia como parametro de viabilidad, ya que de este modo pudimos
saber directamente cuantos trofozoitos viables se presentaban en un cultivo. En cambio, en el
método de subcultivo en medio liquido esto se hizo por interpolacion del nimero de células a una
curva patron (expuestas solo a DMFM) y no se consideré de ningin modo que pudiese existir un
retraso en la velocidad de duplicaciéon de los trofozoitos (efecto citostatico) ademis del efecto
citocida que se present6. Esto result¢ evidente al observar (fig. 6) que las curvas en las cuales se
contaron trofozoitos control (sin albendazol y sélo con DMFM) tuvieron una mayor tasa de
reproduccion (mayor niimero de trofozoitos contados después de 48 hrs de cultivo) que aquellos
que fueron expuestos al farmaco, aun cuando los primeros se encontraban en un indculo
equivalente al niumero de trofozoitos tratados con albendazol que no mostraban dafio morfologico
(fig. 6).

Al comparar ambos grupos de métodos, destacaron las diferencias observadas entre el
subcultivo en medio liquido (y por ende la evaluacion morfologica) con el resto de métodos
probados (fig. 3 y cuadro 4). Esto fue evidenciado al utilizar la prueba de comparacion de rectas la
cual mostrd diferencias estadisticamente significativas entre la pendiente obtenida por el método de
subcultivo y el resto de las evaluaciones realizadas para las dos cepas (P<0.01). Esto podria estar
relacionado con el mecanismo de accion del farmaco, ya que los bencimidazoles, al actuar & nivel
de microtubulos, sus efectos se pueden reflejan muy tardiamente sobre vias metabolicas. Asi, en las
condiciones empleadas, el primer efecto observado es sobre el ciclo celular, particularmente la

mitosis, asi como sobre la morfologia del trofozoito.

DETERMINACION DE LAS DLs; DE DIFERENTES BENCIMIDAZOLES EN LA CEPA
WB
Los 6 farmacos del grupo de los bencimidazoles mencionados anteriormente fueron

evaluados 2 vifro ante la cepa WB de referencia empleando diferentes concentraciones de éstos
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para poder determinar por interpolacion matematica las DLys, DLsg y MIC de cada uno de ellos. Al
comparar estos valores y las graficas obtenidas, se observé una susceptibilidad diferente de los
trofozoitos a dichos farmacos. El método de evaluacién empleado fue la observacion de la
morfologia que, como se determino, resultd alterada ante el tratamiento con todos los farmacos
empleados, aunque para el caso de tiabendazol y bencimidazol la deformacion mostrd
caracteristicas diferentes a las observadas con el resto de los bencimidazoles (fig. 7). En ¢l caso del
bencimidazol la diferencia en la deformacién fue mas notoria, puesto que ésta no consistid en un
incremento en granularidad ni en un ondulamiento de membranas importante, sino solo en un
notorio incremento en el volumen celular, En tanto, el tiabendazol si mostrd un aumento ligero en
la granularidad citopldsmica y ondulamiento de la membrana celular.

El mas efectivo de los farmacos del grupo probado resultd ser el nocodazol con una DI.s
de 0.048 uM; le siguieron el albendazol, mebendazol y oxibendazol con una efectividad
ligeramente menor; y el tiabendazol y bencimidazol fueron los menos efectivos del grupo evaluado
(Fig. 7 y cuadro 5). Estas diferencias, por ser tan elevadas, debieron ser graficadas en escala

logaritmica de concentracion.

Cuadro 8. Curvas de regresion y valor de DL para trofozoitos de la cepa WB expuestos a los
___diferentes bencimidazoles ] _
"ECUACION ... n - R¥ =

FARMACO

Nocodazol 120.9 - 1.469x10° X 11

Albendazol 116.6 - 698.8x10° X 8 0.154
Mebendazol  127.0 - 725.4x10° X 8 0.171
Oxibendazol  134.8 -341.9x10° X 11 036
Tiabendazol  156.4 - 5.702x10° X 11 0.957 18.0 25.0
Bencimidazol 121.6 - 12.23x10° X 11 0.937 5830.0 9120.0

Resultados obtenidos por el método de minimos cuadrados a partir de los datos experimentales observados
ante ¢l {ratamiento con varias concentraciones de cada farmaco del grupo de los Bencimidazoles en la cepa WB
mostrados en Ia figura 7. Las concentraciones se expresan en el orden micromolar.
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Las curvas obtenidas mostraron una apropiada reproducibilidad debido a la precision de las
evaluaciones realizadas y aunque en general la fendencia fue la misma, los valores de DLsy y DLog
llegaron a ser heterogéneos debido a la variabilidad que desarrollaron los trofozoitos de .
duodenalis en su respuesta ante el farmaco. Sin embargo, a pesar de la variacion observada, los
datos se mantuvieron dentro de ciertos intervalos.

Como se puede observar en la figura 7, las curvas obtenidas mostraron patrones dosis-
respuesta muy caracteristicos y perfectamente distinguibles entre los diferentes Bencimidazoles
empleados y la prueba estadistica de comparacion de rectas lo corrobor6. El caso en el cual la
diferenciacion de los patrones dosis respuesta no fue tan notoria fue aquel entre Albendazol y
Mebendazol, pues en algunos puntos las concentraciones empleadas y viabilidades observadas se
traslaparon, por lo cual se realizd una prueba de comparacion de rectas independiente para este
par De dicha prueba se concluy6 que las curvas obtenidas para estos farmacos son diferentes entre

si pues mostraron pendientes estadisticamente diferentes (P<0.01).

RELACION ENTRE ESTRUCTURA Y EFECTIVIDAD in vitro DE DERIVADOS DE
BENCIMIDAZOL CONTRA G. duodenalis

La estructura mas sencilla de los farmacos de este grupo es la del bencimidazol el cual solo
presenta dtomos de hidrdgeno en sus radicales 1y 2 (R-1 y R-2} (Fig. 7), lo cual coincidi6 con ser
el mismo farmaco que mostrd la menor efectividad sobre el protozoario G. duodenalis. Esto
posiblemente se debe a que la interaccion con su molécula blanco (B-tubulina) es dependiente de
las caracteristicas de esos dos radicales.

En su gran mayoria, los farmacos evaluados corresponden al grupo de los bencimidazol-
carbamatos por contener este grupo como substituyente en la posicion del segundo radical (R-2) y
las unicas excepciones son el tiabendazol y bencimidazol. Esto sugiere el alto potencial giardicida
atribuible a este radical, puesto que los dos derivados que no lo presentan fueron los menos
efectivos Asi, no obstante que la complejidad del R-2 presente en el tiabendazol es mayor, el R-1
del mismo farmaco es muy sencillo (un atomo de hidrogeno) y por lo mismo podria estar
enmascarando la efectividad del anterior.

Entre los bencimidazol-carbamatos no se encontré una relacion evidente entre la

complejidad del R-1 y su actividad giardicida, pero si pareci0 existir una relacion entre la

77



E\,
N
simplicidad de este radical y su baja efectividad, es decir, probablemente no es tan importante la
complejidad de la molécula como lo podria ser la estructura activa que ésta tiene y su capacidad de
interaccion con el sitio blanco.

Si bien los resultados obtenidos a este respecto son limitados por la gama de farmacos
ensayados y se necesitaria la evaluacion de un conjunto mayor de variaciones en los substituyentes
para realizar las observaciones correspondientes, los resultados obtenidos coincidieron con los
reportes de la bibliografia. Asi por ejemplo, se ha sefialado como un factor importante en la
actividad del farmaco a la distribucién de cargas en los extremos de la molécula constituidos
justamente por esos dos radicales, de manera que mientras mas cargado positivamente esté el R-1
y negativamente el R-2, la efectividad de la molécula es mayor. En este sentido también resulta

importante la estructura tridimensional de la molécula (ver discusién).

EVALUACION DE SINERGIA Y ANTAGONISMO ENTRE FARMACOS DEL GRUPO
DE LOS BENCIMIDAZOLES

En este experimento se empled la MIC de los Bencimidazoles asi como algunas de las
combinaciones posibles entre ellos. Las combinaciones se eligieron segun la efectividad que mostro
cada uno de los farmacos por separado. Estos ensayos fueron realizados con trofozoitos de la cepa
WB. Las combinaciones empleadas fiieron las que se muestran en el cuadro 9. El criterio empleado
para considerar la efectividad relativa de los bencimidazoles fue en base al comportamiento de las
curvas dosis-respuesta, donde el mas efectivo fue el nocodazol, los poco eficientes fueron
tiabendazol y bencimidazol y los de efectividad intermedia fueron albendazol, mebendazol y

oxibendazol.

Cuadro 9 Combmamones de farmacos utlllzadosa25 DLs,.

Farmaco ~ - S . Caracteristicas:
Nocodazol- Albeudazol (+/+)
Nocodazol- Oxibendazol (+/+£)
Nocodazol- Bencimidazol (+/-)
Bencimidazol- Oxibendazol (-/1)
Bencimidazol- Tiabendazol (-/-)
Oxibendazol -Mebendazol (#H1)

Se muestran las caracteristicas de efectividad relativa de los fArmacos empleados (+, muy eficiente; +, de
cficiencia regular; -. pocoe eficiente).
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Se empled la MIC de cada farmaco y sus combinaciones con ¢l fin de observar los efectos
independientes y sumatorios de los firmacos empleados (fig. 8) Los resultados obtenidos de tales
combinaciones, al ser analizados estadisticamente (Li y Rinaldi, 1999), permitieron identificar las
interacciones entre los farmacos en las condiciones empleadas (fig. 8). Estas se determinaron
empleando la Concentracion Fracciona Inhibitoria (CFL) que fue calculada como la suma de las
Concentraciones Fraccionales Inhibitorias independientes (CFImn=CFIm+CFIn), donde CFIm=
MIC calculada en la combinacion mn dividida entre la MIC calculada con el farmaco m soélo; y
CFln= MIC observada en la combinacion mn dividida entre la MIC observada el farmaco » sélo
[.a forma de interaccion fue determinada al comparar la CFI calculada de cada combinacion con el
valor establecido previamente por Li y Rinaldi; esto es, se consideréd que existe una sinergia si el
valor de la CFI de la combinacion fue < 0.5, se identifico como aditivo si fue > 0.5 pero <1,
indiferente si fue > 1 pero < 2, y antagonico si fue >2. Los resultados obtenidos permitieron
observar para las combinaciones de Nocodazol- Albendazol y Nocodazol- Oxibendazol una
interaccion de tipo indiferente, en tanto que para el resto de las combinaciones se observo un
antagonismo muy moderado puesto que la CFI de dichas combinaciones se encontréd muy cercano
al valor de corte de 2 (cuadro 10).

Cuadro 10. MIC y CFI calculados Dara las dlferentes combmacmnes de farmacos enla -_‘_7
COMBINACION ST . :

Nocodazol- Albendazol 0.107 0237 | 0.097 0.215 1.814 Indiferencia
Nocodazol- Oxibendazol 0.107 0.539 | 0.098 0.496 1.836 Indiferencia
Nocodazol- Bencimidazol 0.107 12322 | 0.108 12514 | 2.025 Antagonismo
Bencimidazol- Oxibendazol | 12322 0.539 | 12464  0.545 2.023 Antagonismo
Bencimidazol- Tiabendazol | 12322 43,44 | 12340  43.55 2.003 Antagonismo
Oxibendazol -Mebendazol 0.53 0.37 0.55 0.385 2,078 Antagonismo

MIC calculadas para cada farmaco independiente y en combinacion. m y # reprcsentan al primer y
segundo farmaco respectivamente listados en la combinacién correspondiente. El criterio de determinacion del tipo

de interaccion entre farmacos es indicado en ¢l texto.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Fig. 8. Viabilidad desarrollada por la cepa WB al emplear las MIC independietes de los farmacos y

combinaciones de estas

Farmaco

% Viabalidad
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DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE TROFQZOITOS DE AISLADOS,

CEPAS Y CLONAS DE G. duodenalis EXPUESTOS A DLs;, DE ALBENDAZOL Y
MEBENDAZOL

a) Evaluacion transversal de la sensibilidad ante albendazol y mebendazol

Los aislados y cepas, asi como sus respectivas clonas, fueron evaluados ante farmacos
representativos del grupo de los bencimidazoles (albendazol y mebendazol) con el fin de obtener
de! conjunto alguna o algunas clonas con una sensibilidad diferente (mas sensible o tolerante que el
resto). Para ello se empled la DLg, de dichos farmacos en las condiciones antes mencionadas.

Los resultados obtenidos (figs 9, 10 y 11) mostraron un incremento en la tolerancia de la
cepa WB (misma que se utilizo para la determinacion de la DLsp) ante los dos farmacos, en tanto
que el resto de las cepas y aislados, asi como sus clonas, presentaron un porcentaje de viabilidad
por encima del 50%. Dentro de los resultados obtenidos destaco el grupo de clonas del aislado
CIEA-10 (fig. 11), donde globalmente la viabilidad fue superior al 80%; sin embargo, el
comportamiento en general no fue homogéneo como en este caso. Asi, entre clonas de una misma
cepa o aislado se observd una variacidn importante en la susceptibilidad y se mostré de mancra
mas evidente en el grupo de clonas de los aislados WB e IMSS-3 (figs 9 y 10 respectivamente).
Dentro del grupo evaluado sobresalieron los resultados de los cultivos que se mencionan en el
cuadro 8.

Las caracteristicas a que se refiere dicho cuadro fueron consideradas wtilizando como
parametro de comparacion el comportamiento del conjunto de clonas que corresponde a la cepa o
aislado del cual se originaron y al comportamiento de éste inclusive. También se seleccion6 el
cultivo de origen el cual encabeza a las clonas seleccionadas en las graficas.

En estos ensayos se esperaba encontrar una posible correlacion entre las cepas y aislados
obtenidos de pacientes sintomaticos cuyo tratamiento con farmacos hubiera sido prolongado con
una mayor tolerancia iz vitro ante los bencimidazoles utilizados. Sin embargo no ocurno asi, por el
contrario, fue observada una alta heterogeneidad en la sensibilidad atn dentro del mismo aislado,
lo cual es un indicio de la potencial variabilidad de respuestas ante tratamientos que puede mostrar

el protozoario G. duodenalis.
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Cuadroe 11. Cepas, atslados y clonas que fueron seleccionados a partir de los resultados del
analisis transversal realizado

aislado o clona . - Caracteristica de sensibilida

intermedia
wh-1 sensible sensible
wb-8 tolerante tolerante
wb-12 muy sensible  tolerante
P1 tolerante tolerante
pl-6 intermedia tolerante
pl-10 sensible sensible
IMSS-2 tolerante tolerante
imss2-2 tolerante tolerante
imss2-7 intermedia sensible
IMSS-3 tolerante tolerante
imss3-3 muy sensible  tolerante
imss3-7 tolerante tolerante
CIEA-52 intermedia tolerante
ciea52-5 intermedia tolerante
cieaS2-9 sensible intermedia
CIEA-10 tolerante intermedia
cieal0-1 tolerante tolerante
cieal0-8 sensible intermedia

Se empled en cstc caso como parametro de seleccién al comportamiento del conjunto de clonas que
corresponde a la cepa ¢ aislado del cual se originaron y al comportamiento de éste inclusive. En todos los casos
también se selecciond el cultivo de origen.

b) Evaluacion longitudinal de la sensibilidad ante albendazol y mebendazol

Una vez seleccionadas las clonas con sensibilidad diferencial en un analisis transversal, se
procedio a evaluar la posible variabilidad en la sensibilidad de cada una de ellas a través del tiempo,
para observar si la sensibilidad mostrada es o no constante. Este seguimiento fue hecho en cultivos
continuos mantenidos durante un periodo de cinco y media semanas (39 dias), aunque en las
graficas correspondientes (Figs. 12 a 14) se presentan también los datos que corresponden a la
evaluacion transversal como el primer punto. El aislado CIEA-10 no fue incluido en esta serie de
evaluaciones

En estos ensayos se observd una amplia variabilidad tanto en el comportamiento de las
clonas como en el de las cepas y aislados. El comportamiento general de todos éstos ante

mebendazol mostré una variabilidad menor de la que se desarrollé ante albendazol y no parecid
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existir una relacion entre el estado de sensibilidad o tolerancia a los dos diferentes firmacos a pesar
de que las células provenian del mismo cultivo para los dos tratamientos y de que fueron trabajados
a la par en las mismas condiciones. En el caso de las clonas tratadas con albendazol, la sensibilidad
mostré rangos de variacion mayores y entre ellos sobresalieron los puntos correspondientes al dia
7, en el cual todos los cultivos mostraron un pico inverso de tolerancia. Esto podria ser un efecto
de algin factor externo pero hasta ¢l momento no es posible asegurarlo, puesto que las mismas
condiciones de trabajo se siguieron para el mebendazol y no se observd el mismo comportamiento.
La tUnica diferencia que existid entre ellos fue el farmaco probado y esa alicuota fue la misma que
se utilizo dias antes y después del mencionado, por o cual a pesar de baja probabilidad existente,
se sugiere que este comportamiento homogeéneo fue efecto del azar.

En general el comportamiento de los cultivos fue heterogéneo, aunque la mayor
variabilidad fue observada en la cepa WB y sus clonas (del mismo modo que fue observado en la
evaluacion transversal). Dentro de este grupo, la cepa WB fue la que mostré una variacidn mas
paulatina, particularmente entre los dias 7 a 36 donde desarrollé un comportamiento general que
da indicio de un incremento en la tolerancia. Dicho comportamiento quiza sea indicador de una
tendencia ciclica en los datos, pues también se encontrd un pico de tolerancia entre los dias 1 a 4
(fig. 12). Por su parte, el resto de las clonas de ese grupo, asi como la cepa WB, se desarroliaron
con comportamientos aparentemente ciclicos donde se observaron picos de tolerancia entre los
dias 1 a 4, 15 y 25 (aproximadamente cada 10 dias). Este comportamiento no mostro relacion con
lo observado en el caso de mebendazol, donde el rango de variacidn se desarrollo entre 80 y 100%
de viabilidad al igual que ocurrid con el resto de las cepas, aislados y clonas (figs. 12 a 14).

Para la cepa Pl y sus clonas también se observé un comportamiento que podria
considerarse ciclico, pero en el caso de este grupo resaltd la clona P1-6 en cuanto a su
comportamiento con mebendazol, ya que ante este farmaco se observo una curva entre losdias 1 a
32 encontrandose un valor maximo cercano al centro de la curva en el dia 16; posterior al dia 32

parecio iniciar el desarrollo de una segunda curva que podria o no tener una tendencia semejante

(fig. 12).
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En lo que respecta a los aislados IMSS-2 e IMSS-3 el comportamiento fue parecido,
puesto que las clonas imss2-2 e imss2-7 desarrollaron tres picos inversos de tolerancia a intervalos
de 14 y 11 dias respectivamente para el caso de tratamientos con albendazol, mientras que con
mebendazol esto no ocurrié. La clona imss3-7 también aparentd un comportamiento ciclico el cual
fue evidenciado por picos inversos cada 11 dias aproximadamente (fig. 13). En lo que se refiere al
aislado CIEA-52 y sus clonas frente al tratamiento con albendazol, no sélo parecié presentarse una
ciclicidad, sino que también existié una coincidencia entre el aislado CTIEA-52 y la clona ciea52-9,

lo cual no ocurrid para el mebendazol (fig. 14).

OBTENCION DE CULTIVOS DE G. duodenalis TOLERANTES Y RESISTENTES A
ALBENDAZOIL Y MEBENDAZOL

Con el fin de obtener cepas, aislados o clonas con una sensibilidad diferente ante farmacos
representativos del grupo de los bencimidazoles se realizaron tres estrategias. La primera
contempld un rastreo entre un conjunto de cepas y aislados de diferentes caracteristicas asi como
entre sus clonas de modo gue se seleccionara entre ellas aquellas tolerantes o sensibles de modo
natural (seleccion espontanea). Esta estrategia aportd pocos resultados en este aspecto pues todas
las cepas, aislados y sus clonas mostraron un comportamiento heterogéneo al través del tiempo,
ademés presentaron una tendencia semejante con variaciones recurrentes de sensibilidad que, en
todos los casos, se mantuvo dentro de un intervalo de viabilidad a la concentracién empleada (figs.
12,13y 14),

La segunda estrategia contemplé la induccion a resistencia por métodos de mutagénesis,
empleando para ello elementos tales como colchicina y luz ultravioleta. Estos procedimientos
tampoco permitieron la obtencion de trofozoitos con sensibilidad diferencial a la cepa WB puesto
que al ser expuestos a diferentes concentraciones de albendazol, las comparaciones no mostraron
diferencias significativas al considerar los datos de viabilidad obtenidos por una prueba de 7 para
datos no homoscedasticos (cuadro 9 y fig. 15). Los trofozoitos tratados con luz UV
correspondieron a aquellos que fueron expuestos por 6 hrs a una distancia de ~20 cm en viales de

cultivo de borosilicato de 4.5 ml a 37°C, en tanto que la cepa WB expuesta a colchicina fue
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mutagenizada bajo las condiciones que se describen en material y métodos. Durante los procesos
de mutagénesis empleados se observo un efecto moderado del procedimiento sobre la adherencia,
replicacion, asi como leves cambios en la morfologia de los trofozoitos. Sin embargo, a nivel
genético aparentemente los procedimientos empleados no tuvieron las repercusiones deseadas,
puesto que no se observaron diferencias respecto a la cepa parental en relacion a su sensibilidad a
farmacos

Por su parte, los trofozoitos previamente mutagenizados por el procedimiento descrito por
Hernandez (1992) y seleccionados por su deficiencia en adhesion a células MDCK, mostraron
diferencias en sensibilidad minimas con respecto a las observadas para la cepa WB, y sOlo para el
caso de la clona WB-C7 la diferencia fue estadisticamente significativa (P<0.05) lo cual era
esperado ya que pasaron también por un proceso de seleccion en colchicina (cuadro 9). Como se
sabe, este farmaco también tiene como sitio de accién a los microtibulos, al igual que los
bencimidazoles. Una caracteristica particular de estas clonas, ademas de su deficiencia en adhesion,
es la alteracion morfologica que presenta, asi como también su menor tasa de replicacion. Es por
ello que ain a una concentracion de 0.65uM la deformacion observada fue alta (fig. 15).

La tercera estrategia correspondié al crecimiento permanente in vifro de los trofozoitos de
(. duodenalis en concentraciones maximas permisivas de droga con incrementos de concentracion
a intervalos que la sensibilidad de la cepa permiti6. Esta uiltima estrategia fue la que mejores
rendimientos mostrd, puesto que fue fa Ginica que permitié de manera consistente la obtencién de
cepas con diferencias en sensibilidad estadisticamente significativas (cuadro 9 y fig. 15). La
concentracion maxima de farmaco bajo la cual los trofozoitos crecieron a aproximadamente un afio
del inicio de su induccion fue de 0.18 pM de albendazol (cepa WB) y 0.2 pM de albendazol (cepa
P1) y 0.2 uM de mebendazol (cepas WB y P1) como se muestra en el cuadro 9.
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Cuadro 12. Resultados estadisticos de la evaluacidn de sensibilidad a albendazol de cultivos
g CSiStENLES Obtenidos por diferentes estrategias.
.Cultivos™ ~: - - 2o - Valor'de t caleulado

WB - P1RA (0.2pM) 0.1767
WB - WBRA (0.18uM) 0.2006
WB - P1RM (0.2uM) 0.2152
WB - WBRM (0.2uM) 0.2156
WB-WBC7 0.7811
WB - WBDMFM 0.8767
WB-WBC(CS 0.8875
WB - WB COLCHICINA 0 9819
WB-WB UV 0 9860
7 (.05 0.8160

Se muestran los valores de f obtenidos para cada comparacion empleada, asi como el valor de tablas, las
cifras en negritas corresponden a los valores de ¢ que indican diferencias estadisticamente significativas, lo cual
permite concluir que €stas cepas tienen una mayor {olerancia que la ccpa WB. Las dosis mosiradas entre paréntesis
corresponden 2 la concentracion de firmaco a 1a cual se encuentra en cultivo permanente la cepa.

Como se indicé en material y métodos, durante el procedimiento de obtencidén de
trofozoitos sensibles por el método de cultivo permanente en concentracion subletal creciente se
mantuvo a la par un cultivo control con trofozoitos en presencia del solvente (DMFM). La
sensibilidad de esta cepa también fue evaluada y se observd que, si bien no existieron diferencias
estadisticamente significativas en sensibilidad con respecto a la WB, los valores de ¢ indicaron que
el tratamiento por el cual pasaron fue mas eficiente que los procedimientos de mutagénesis por luz
UV o colchicina. Esto podria ser un indicio de que este solvente también es un estabilizante de
microtubulos. Por su parte, la cepa WB sin ningun tratamiento previo mostré un comportamiento
dosis-respuesta tipico y fue la que menor viabilidad mostré para la mayoria de las concentraciones
probadas, con excepcion de la cepa WB expuesta a colchicina y con 0.15 uM de albendazol, en la
cual la mayor letalidad pudo deberse a la variacion propia de la misma (fig. 15).

Como se mencioné anteriormente, en cultivos resistentes también se observaron trofozoitos
en diviston con diferencias en sensibilidad entre las dos células originadas de la mitosis. Es por ello
que, para hacer mas eficiente el proceso de seleccion, se recurrio a elaborar gradientes de sacarosa
para subdividir la poblacion original, esto con el fin de recuperar una poblacion enriquecida de

trofozoitos resistentes.
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Después de probar con diferentes concentraciones de sacarosa realizando los ensayos a
partir de la concentracion usualmente empleada para la purificacion de quistes (Bingham ef al.,
1979) como la concentracion mas alta (0.85 M), se realizaron diluciones de la misma en agua o
PBS Se encontro que la presencia de sales del PBS, aunque deben alterar la densidad de la matriz
de sacarosa, los resultados que se obtuvieron en la separacion de subpoblaciones con diferente
grado de deformacion no se alteraron de manera importante al usar uno u otro solvente. En
cambio, la velocidad de centrifugacion y el tiempo de duracion de ésta si fueron altamente
relevantes. Sin embargo, bajo las condiciones empleadas no fue posible determinar un limite en el
gradiente que permiticra separar de manera inequivoca trofozoitos integros de trofozoitos
deformados, puesto que en ciertas regiones ambas subpoblaciones coexistieron. Esto ultimo resulté
mas relevante en presencia de trofozoitos en division, puesto que la densidad de estos resulté ser
igual o menor que la de muchos trofozoitos deformados.

En las fracciones colectadas, los trofozoitos que mantuvieron su morfologia integra y no se
encontraban en division migraron en el gradiente hacia el fondo del tubo por su mayor densidad, en
tanto que los trofozoitos deformados por el incremento de volumen que muestran disminuyeron su
densidad migrando en las partes intermedias y altas del gradiente, en tanto que los trofozoitos en
division se ven enriquecieron en las fracciones que correspondieron a aproximadamente las dos
terceras partes superiores de la matriz de sacarosa.

Este procedimiento mostrd ser Gtil en el enriquecimiento de poblaciones resistentes, sin
embargo depende del estado de adaptacion del cultivo a la concentracion de farmaco a la cual se
encuentre y las condiciones de esterilidad pueden perderse debido a la dificultad de mantener
estéril la camara formadora de gradientes. Por ello, este protocolo no pudo ser empleado para la
obtencion de cultivos con una resistencia mayor que fa obtenida s6lo por el cultivo permanente

ante el farmaco.

ANALISIS CINETICO DE INCORPORACION DE PRECURSORES
RADIOMARCADOS

Se realizaron cinéticas de incorporacion de precursores de procesos celulares

fundamentales tales como timidina (replicacion), uracilo (transcripcion) y cisteina (traduccion)
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marcados radioactivamente con el fin de observar en un nivel global los mecanismos adaptativos y
de respuesta desarrollados ante el tratamiento con albendazol en trofozoitos sensibles y resistentes
de la cepa WB. Se observo también cudl de los tres procesos es el primero en mostrarse afectado y
en qué momento el precursor correspondiente suffe un cambio en su nivel de incorporacion. Para
ello se utilizaron trofozoitos de la cepa WB y de cultivos resistentes a albendazol (WB-RA) bajo
dos condiciones experimentales que fueron: con o sin tratamiento con albendazol a su MIC
(0 1667 uM) hasta por 22 hrs (Figs. 16, 17, 18 y 19).

En los marcajes con timidina, en condiciones basales en ausencia de tarmaco, se observd
una alta incorporacion de la marca radioactiva para la cepa WB y disminuida para la WB-RA, lo
cual es un indicio de la menor capacidad replicativa que muestra la segunda como modificacion en
su condicion de resistencia (fig. 16). La diferencia en incorporacion fue evidente desde periodos
muy tempranos (4 hrs) y al paso del tiempo ésta se fue acentuando (P<0.05).

Al observar la incorporacion de esta marca radioactiva en presencia y ausencia de
albendazol, se observé que este farmaco provocd en la cepa WB una disminucion considerable de
la incorporacion habitual la cual comenzé a diferir a las 9 hrs, aunque es estadisticamente diferente
hasta las 12 hrs (fig. 16). Para la cepa WB-RA ocurri6 lo mismo pero a mucho menor proporcion y
a mayor tiempo (24 hrs).

Los resultados anteriores sugieren que el mecanismo adaptativo por el cual pasé la WB-RA
involucré un decremento importante de su sintesis de DNA, reflejada en este caso por una
reduccion en la incorporacion de timidina y hace sugerir que probablemente mientras mayor
capacidad replicativa presenten los trofozoitos mayor sera su susceptibilidad al firmaco. Esto se
evidencia ain més al observar que las mayores diferencias en incorporaciéon de esta marca se
observaron entre la cepa WB sin albendazol y la WB-RA con dicho firmaco (fig. 16).
Estadisticamente, al emplear una prueba ANOVA de dos vias se observd que para este
experimento hubo diferencias significativas tanto entre las cepas como a lo largo del tiempo
(P<0.01). La prueba ¢ de Bonferroni mostré que la mayor diferencia entre cepas se observo entre

WB y WB-RA cuando esta tiltima ha sido tratada o no con farmaco. En relacion al tiempo, se
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encontrd que las diferencias mas notorias y estadisticamente significativas fueron a 24 hrs con
respecto a cualquier otro tiempo evaluado (P<0.01)

En lo que respecta a la incorporacion de uridina, nuevamente se observé que en
condiciones basales la cepa WB tuvo una mayor incorporacion que la WB-RA (fig. 17) la cual no
fue tan significativa como en el caso anterior y mostro diferencias a tiempos mayores (a partir de
18 hrs y es estadisticamente significativa a 21 hrs), en tanto que al comparar la cepa WB con y sin
albendazol se hizo evidente que la presencia del farmaco provoco un decremento en la
incorporacion de este precursor, lo cual se observo a partir de las 15 hrs (P<0.01). Por su parte, la
cepa WB-RA en presencia de farmaco incremento significativamente las cpm correspondientes a
esta marca radioactiva, o cual hace suponer una posible respuesta a nivel de RNA, sugerentemente
de mensajeros especificos inducidos por esta condicion de estrés a la cual la cepa se encuentra
adaptada.

La mayor diferencia en incorporacion de este precursor fic observada entre la cepa WB y
la WB-RA ambas en presencia de albendazol, lo cual aparentemente indicO que el proceso
adaptativo de respuesta al tratamiento seguido por esta cepa involucrd para su sobrevivencia, la
necesidad de incorporar uridina en grandes proporciones. Estadisticamente la diferencia principal
fue debida al tiempo més que a los cultivos empleados (P<0.01) y las horas a las cuales hubo
diferencia fueron a 15, 21 y 24 hrs. Probablemente el tiempo de 18 hrs no fue estadisticamente
significativo debido a alguna variable interna o externa que redujo de incorporacion de marca
radioactiva detectada.

Por su parte, la incorporacién de cisteina no mostrd diferencias estadisticamente
significativas para ninguno de los casos (fig. 18), alin y cuando las pruebas estadisticas indicaron
diferencias significativas a través del tiempo para 2 y 24 hrs con respecto al resto (P<0.01) Io cual
sugiere que, de ser correcta la aseveracion anterior en relacion al incremento de la transcripcion de
mensajeros especificos, la traduccién diferencial de estos provocaria una alteracion fisiologica de
manera que, aunque la traduccion global de proteinas no se muestre afectada, posiblemente la
traduccion de proteinas especificas si muestre alteraciones importantes.

En los resultados obtenidos, suponiendo un tiempo de generacion promedio de 8 hrs para
la cepa WB normal, habria de esperar una duplicacién en la incorporacion de esta marca
radioactiva asi como de timidina aproximadamente en ese momento. Esto resulto cierto para la
sintesis de DNA pero no para la de proteinas, la cual por el confrario mostré una aparente

reduccion. Esto puede ser indicativo de un posible error experimental, ya que no es posible que
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selectivamente [os trofozoitos tomen de la poza cisteina no radiactiva ni tampoco existié una
degradacion de proteinas, puesto que los trofozoitos sin tratamiento con el firmaco no sélo se
mantenian estables como el resto para ese tiempo en particular, sino que ademas estaban en un
proceso replicativo importante. En estos experimentos, a pesar de haberse empleado la
concentracton MIC, la viabilidad mostrada por parte de la cepa WB fue mayor al 20% y esto es un
efecto de la variabilidad propia de la cepa. Por su parte la cepa WB-RA mostré una viabilidad de
entre el 80 y 100%, misma que fue debida a la presencia permanente de clonas abortivas en el
cultivo (fig. 19). De cualquier forma, la sensibilidad de las 2 cepas fue distinta tanto cualitativa
como cuantitativamente.

A partir de los resultados obtenidos pudo calcularse el tiempo necesario para que se
presentara el efecto del farmaco sobre la viabilidad. Este se obtuvo como el sitio de interseccion
entre la cepa resistente y la sensible tratadas con albendazol en la grafica 17, dicho tiempo es de
4.4 hrs. Asi mismo, se calculd por el método de minimos cuadrados el tiempo necesario para
observar la muerte del 50% d trofozoitos, este fue de 20.2 hrs para la cepa sensible. Por
extrapolacion se calculd el tiempo necesario para observar el 0% de viabilidad, el cual
correspondié a 37.27 hrs,

En conjunto, los datos anteriores sugieren que el mecanismo adaptativo basal de la cepa
WB-RA involucra una reduccion en la sintesis de materal genético y su respuesta ante la
exposicion a estos farmacos resulta en un incremento en traduccion. Esta (ltima se sugiere pueda
ser selectiva a partir de mensajeros especificos que se incrementan en respuesta al firmaco como
una condicidén de estrés, también se sugiere a partir de los resultados obtemdos que la mayor
capacidad replicativa de la cepa WB puede tener relacion directa con su mayor sensibilidad a

albendazol.
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DISCUSION

La terapia farmacologica es la estrategia de control mas empieada en el caso de giardiosis
asi como otros tipos de parasitosis; en muchas ocasiones el abuso en la utilizacion de los
tratamientos de amplio espectro y el mal seguimiento de los regimenes quimioterapicos pueden dar
lugar a una incompleta erradicacion del parasito en cuestion y facilitar de este modo [a seleccion de
organismos resistentes

En el caso del presente trabajo se empled un modelo iz vitro de cultivo de trofozoitos del
parasito G. duodenalis €l cual fue utilizado en la comparacion de diversos métodos de evaluacion
de viabilidad, en la observacion de la efectividad de farmacos del grupo de los bencimidazoles, ast
como en la evaluacion de la sensibilidad desarrollada por aislados de origen mexicano del mismo
parasito.

Durante los experimentos realizados, en el modelo de cultivo in vitro del parasito, en
general los procedimientos de cultivo, congelacion en nitrogeno liquido y clonacion no mostraron
problema alguno en su realizacion, aunque podria modificarse el protocolo de clonacion a fin de
hacerlo estadisticamente mas confiable, por ejemplo incrementando el nimero de recipientes de
clonacién. Los recipientes de cultivo empleados en general no mostraron diferencia en cuanto a la
capacidad replicativa o de adhesion por parte de los trofozoitos que en ellos se cultivaron, pero si
existio diferencia en relacion al tiempo de enfriamiento requerido para desadherir a los trofozoitos
ya que el plastico es mejor aislante de temperatura que el borosilicato.

Un punto importante a destacar es precisamente el enfriamiento de los cultivos pues, como
se menciond en material y métodos, en ocasiones se debieron realizar condiciones extremas de
enfriamiento de algunas cepas, como son la WB y P1, para que los trofozoitos se desprendieran de
las paredes del recipiente. En los casos en que esto ocurri6, en tanto fue posible, se procurd
mantener al resto de los cultivos en las mismas condiciones para que las diferencias observadas en
las evaluaciones realizadas fueran debidas al experimento y no al manejo de los cultivos, esto
considerando que el enfriamiento de los cultivos hasta por 12 hrs no afecta la viabilidad de los
cultivos.

Una explicacion al fenomeno antes mencionado tiene relacion con posibles modificaciones

postraduccionales de proteinas, particularmente el caso de a-tubulina, la cual en diferentes
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Ofganismos como mamiferos, peces y algunos protozoarios (Bulinski er al., 1988; Torres y
Delgado, 1989; Webster y Borys, 1989; Takemura ef af., 1992; Rutberg et al., 1995; Delgado ef
al., 1996) incluyendo Giardia (Crossley ef al., 1986, Soltys y Gupta, 1994) se ha observado que al
sufrir un proceso de acetilacion adquiere mayor tolerancia al frio, esto es, los microtubulos que
habitualmente tienden a despolimerizar a bajas temperaturas, cuando esta proteina esta acetilada, lo
hacen pero en menor proporcion.

Los reportes realizados en relacion a evaluaciones ir vitro de bencimidazoles con diferentes
parasitos, incluyendo Giardia, coinciden generalmente en el empleo de DMSO como solvente para
este grupo de farmacos por su baja toxicidad al cultivo y la adecuada solubilidad alcanzada. No
obstante esto, se prefirio emplear DMFM puesto que también existen publicaciones que consideran
que el DMSO es capaz de estabilizar los microtabulos (Gill y Lacey, 1992), lo cual quiza podria
influir en los resultados obtenidos al trabajar con desestabilizantes de éstos. Las concentraciones
usualmente reportadas como limite del solvente del farmaco van de < 0.5 a < 0.05%. En esta tesis
fue utilizada una concentraciéon de DMFM < 0.5% aunque, como observamos en algunos ensayos
realizados, atin a concentraciones superiores el solvente no es apreciablemente toxico para el
cultivo.

Por otra parte, destaca el hecho de que todos los bencimidazoles trabajados son altamente
hidrofobicos, de manera que no fue posible disolverlos en agua o alcohol. Esto puede ser
importante al considerar que entre las pocas caracteristicas que comparten los farmacos capaces de
inducir resistencia mediada por PgP estin: la presencia de dos anillos heterociclicos y la
hidrofobicidad de los mismos, y estas caracteristicas se encuentran presentes en los bencimidazoles
utilizados (Lipkowitz y McCracken, 1993). De igual manera, la hidrofobicidad del farmaco
repercute de modo importante en su transporte in vivo, dando lugar al desarrollo de toxicidad
hacia aquellos parasitos para los cuales el farmaco requiere de procesos complejos de transporte
para tener contacto con su sitio blanco. Asi también el organismo que las consume puede presentar
efectos en casos en que el farmaco sea mas hidrosoluble.

Actualmente existe controversia en cuanto al método de evaluacion de viabilidad mas
adecuado para emplearse i vifro, ya que aun dentro de cada método hay muchas variaciones en el

seguimiento de éstos (Gillin y Diamond, 1980; Hill 1986; Inge ef al., 1987, Boreham et al., 1988,
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Wright ef al. 1992), por lo cual los resultados reportados en la mayoria de las 0c¢asiones no son
comparables confiablemente.

Inicialmente se pretendié realizar un estudio comparativo de métodos de viabilidad con el
fin de proponer aquel que fuera més sensible, sencillo, rapido y econémico, y que pudiera ser
realizado a nivel clinico y rutinario. Sin embargo, dados los resultados obtenidos, consideramos
que deben tomarse en cuenta muchos factores para la eleccién de, un método.

En la literatura se encuentran gran cantidad de métodos que pueden ser utilizados bajo
diferentes condiciones. En el presente trabajo se propuso desarrollar una evaluacion comparativa
de varios métodos igualando las condiciones experimentales lo mas posible considerando aquellas
reportadas en trabajos previos con el fin de poder comparar eficientemente la sensibilidad de cada
método ante un tratamiento con albendazol en el pardsito . duodenalis. Asi, se pudo observar una
variacion cualitativa y cuantitativa de resultados al utilizar los procedimientos de subcultivo en
medio liquido y la evaluacién morfolégica con respecto al resto de métodos empleados.

El método estandar utilizado, incluso para validar otras estrategias, resultd ser el subcultivo
en medio liquido, pues los resultados que se obtienen de esta técnica son altamente confiables ya
que todo trofozoito viable debe ser capaz de reproducirse e incrementar Ja poblacion (Gault ef al.,
1985: Hill ef al., 1986; Wahl ef al., 1988; Edlind et al., 1990; Majewska et al., 1991; Cedillo y
Mufioz, 1992; Katiyar ef al., 1994). No obstante, ain empleando este procedimiento cabe la duda
del tiempo que es adecuado utilizar para verificar ¢l crecimiento del cultivo, puesto que ante el
tratamiento con farmacos existe la posibilidad de que los trofozoitos se encuentren dafiados
reversiblemente y que el tiempo de replicacién sea diferente al mostrado por el cultivo antes del
tratamiento. Asi mismo, al emplear diferentes aislados o cepas con tiempos de replicacion distintos,
hallan sido o no tratados con drogas, este factor crearia problemas en la interpretacion de los
resultados. En el caso de las evaluaciones por el método de subcultivo se eligié un tiempo de 24
hrs, el cual es suficiente para que un trofozoito normal pase aproximadamente por tres ciclos de
replicacion.

Como era de esperarse, el método de subcultivo en medio liquido no sélo fue reproducible,
si no que ademas mostrd una adecuada sensibilidad a diferencia del resto de los procedimientos
inicialmente empleados. Esto puede deberse a que el mecanismo de accion del farmaco puede

influir en la estimacion del estado de una célula, de manera que un trofozoito vivo y
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metabdlicamente activo puede resultar no viable, esto es, puede no ser capaz de regenerar un

cultivo como ocurre en los resultados obtenidos. Es por ello que las dosis calculadas se indicaron
como dosis letales (DL) y no como concentraciones inhibitorias (IC).

No obstante esto, el método de subcultivo en medio liquido requiere de 2 dias para la
observacién de resultados, pero en el caso del presente trabajo, para la realizacion de los
cxperimentos, fue indispensable contar con un método confiable, barato y sensible como el
subcultivo en medio liquido y que a la vez permitiera una mayor rapidez en la obtencion de
resultados. Asi, se realizd una evaluacién morfologica la cual fue considerada tomando en cuenta
tanto los reportes referentes a la alteracion fisica sufrida por los trofozoitos tras el tratamiento con
cste grupo de farmacos (Gault et al., 1985; Chavez ef al., 1992; Oxberry ef al., 1994), como a las
observaciones realizadas durante este trabajo.

En relacion a la evaluacién morfoloégica de trofozoitos reportada es usual que,
independientemente del método de viabilidad empleado en las publicaciones, antes de realizar
cualquiera de ellos se hace una observacién somera (o algo mas detallada en el caso de realizarse
conteos) del estado general del cultivo, para lo cual se considera la movilidad y capacidad de
adhesion de los trofozoitos como criterio de evaluacién (Crouch ef al., 1986; Crouch ef al.,, 1990;
Edlind et al., 1990; Meloni ef al., 1990; Cedillo y Mufioz, 1992; Chavez et al.,, 1992; Morgan et
al., 1993b; Katiyar et al., 1994; Oxberry et al., 1994; Farbey ef al., 1995). Esto también fue hecho
en este trabajo, sin embargo, el método de evaluacion morfoldgica no se basd en tales aspectos
sino en la alteracién fisica de la estructura los trofozoitos. Si bien también se observé una
alteracion en la movilidad v en la capacidad de adhesion, éstos dos criterios son altamente variables
entre los diferentes cultivos de manera que no fueron considerados apropiados a emplear. El
ensayo de adhesion a substrato es de los mas usados para evaluar viabilidad de trofozoitos en
cultivo (Crouch ef al., 1986; Crouch ef al., 1990; Meloni et al., 1990; Morgan et al., 1993b;
Farbey ef al., 1995, Pearce ef al., 1996, Baveja ef al., 1998), aunque en este trabajo no fue
empleado pues se consideré que, como parte del metabolismo normal de los trofozoitos, existen
periodos en los cuales éstos se encuentran adheridos a supetficies y etapas en las cuales no lo
estan, de manera que la estimacién de viabilidad por este criterio tendria un valor basal muy

variable dependiendo de la cepa o aislado del que se trate.
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Las evaluaciones morfologicas realizadas resultaron cumplir con todas las expectativas que
teniamos para considerarlo como un método eficiente y adecuado debido a que el tratamiento con
hencimidazoles conlleva a una alteracion de la morfologia tipica muy evidente. Asi mismo se¢ evita
el error presente en el método de subcultivo en medio liquido referente a la subestimacién de un
efecto solo de retardamiento del ciclo celular como se menciond anteriormente, pues el tiempo
cmpleado permitié en teorfa una triplicacion de la poblacion inoculada inicialmente cuando el
efecto del farmaco no era evidente. Sin embargo, a concentraciones intermedias y altas de droga, la
capacidad replicativa de trofozoitos viables se puede reducir solo parcialmente. Esto es observado
en las graficas de la fig. 6 (a y b) donde, a pesar de haber inoculado una cantidad de trofozoitos
normales en los controles igual a la cantidad de trofozoitos viables obtenidos en respuesta al
tratamiento, el comportamiento de las curvas es diferente, pues muestra una mayor replicacion por
parte de los trofozoitos que no habian sido inoculados con albendazol a la que presentan los que si
habian sido tratados con dicho farmaco.

No obstante lo adecuado y reproducible que resulté ser el método de evaluacion
morfolégica, cabe pensar en la posibilidad de automatizarlo para hacerlo menos susceptible al error
humano, en cuyo caso existen dos alternativas. Una de ellas involucra el empleo de un sistema de
conteo y separacién de células por FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter), lo cual resulta
costoso puesto que el equipo que se requiere es sofisticado; en tanto que la segunda alternativa
puede ser el empleo de centrifugacion en gradientes continuos o discontinuos para la separacién de
subpoblaciones celulares, de manera que en cualquiera de los dos casos se cuantifiquen los
trofozoitos de acuerdo a su densidad, puesto que el dafio inducido por bencimidazoles tiene como
efecto un incremento en el volumen celular y consecuentemente un decremento en la densidad.
Rajo las condiciones empleadas el método depende en absoluto de Ja percepcion y experiencia de
quien lo realiza y, si bien no es subjetivo, si es susceptible a mejoras que no son indispensables si se
tiene el entrenamiento adecuado. Sin embargo debe tomarse en cuenta también la rapidez en la
obtencion de resultados que se tiene en este método, misma que se reduciria en caso de llevarse a
cabo estrategias alternativas como las mencionadas.

En relacion a los métodos evaiuados que fueron descartados, solo uno de ellos mostré una
reproducibilidad sumamente baja y fue el de subcultivo en medio semisolido de agarosa. La

eficiencia en formacién de colonias obtenida fue incluso inferior a la reportada por Gillin y
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colaboradores, quienes lo publicaron y validaron por primera vez en Giardia (Gillin y Diamond,
1980 y 1981) indicando una efectividad de 20 a 40%. En el caso de los resultados obtenidos, ésta
fuc inferior al 20% y encontramos muchas dificultades para llevarlo a cabo pues, en gran parte, los
trofozoitos viables que no formaron colonia en la agarosa en cambio si formaron una monocapa en
las paredes del tubo del cultivo. La diferencia principal existente entre el procedimiento empleado y
cl llevado a cabo por Gillin fue el medio de cultivo empleado (TP-S-1), lo cual hace pensar en la
posibilidad de que en un medio rico en nutrimentos como lo es el TYI-S-33 usado en el presente
trabajo, los trofozoitos tengan mayor facilidad para recuperarse del proceso de enfriamiento de
manera que logran migrar y adherirse répidamente a las paredes del tubo antes que la agarosa
alcance a solidificar.

En general, los reportes en que se emplea dicho método no suelen mencionar la eficiencia
en formacion de colonias que obtienen y en su caso ésta suele ser muy baja como en los resultados
obtenidos en el presente trabajo e igualmente poco reproducible (Shaio ef al, 1987). Por otra
parte, resalta el hecho de que en los reportes previos se menciona una proporcionalidad entre los
trofozoitos inoculados y el ntmero de colonias obtenidas (Gillin y Diamond 1981; Gordts ef al.,
1985); pero esta relacion no es altamente equitativa, esto es, aunque a mayor ntmero de
trofozoitos inoculados se obtenga un mayor nimero de colonias, siempre hay trofozoitos que no
forman colonia. Lo anterior puede deberse a que existen diferencias intrinsecas entre los
trofozoitos que determinan la posibilidad de formar o no colonias, independientemente de que se
encuentren viables.

Asi mismo, existe la posibilidad de que los trofozoitos reduzcan o pierdan su capacidad
replicativa habitual por el procedimiento propio del método; sin embargo, esto se descarta puesto
que existieron una gran cantidad de trofozoitos adheridos a las paredes que incluso alcanzaron la
confluencia sobre esta superficie. Otra posible explicacién es referente a la adhesién de trofozoitos
a un substrato (normalmente células intestinales, o cultivos in vitro de lineas celulares o las paredes
del recipiente), donde se desconoce que tan dispensable es para el trofozoito este proceso, pero
aparentemente es muy importante. Una matriz de agarosa no es un substrato tan solido como los
mencionados y puede ser que solo algunos trofozoitos estén en posibilidades de “adhetirse™ a €1,

favoreciendo la posibilidad de replicarse y formar una colonia. Una vez que tienen lugar las
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primeras replicaciones es probable que las siguientes se vean facilitadas ya que, por la cercania a la
cual se encuentran los trofozoitos entre ellos pueden servirse mutuamente como “substrato”.

En relacién a los métodos bioguimicos para evaluar la viabilidad del parésito, aquel de
incorporacion de colorantes fluorogénicos no ha sido reportado a Ia fecha para trofozoitos de
Giardia, pero si para quistes (Schupp y Erlandsen, 1987) donde se encuentra, al igual que en este
trabajo, la situacion de ausencia de tincion por los dos fluorocromos y coinciden en la posibilidad
de que por alguna circunstancia los pardsitos requieran de un tiempo de incubacion mas
prolongado para la observacion de fluorescencia por FDA. Pese a ello, las dobles tinciones no son
mencionadas en dicho trabajo, lo cual puede deberse a que en las preparaciones observamos una
muerte muy reciente de los trofozoitos, la cual da lugar a la pérdida de la integridad de membrana
y favorece la entrada del PI sin que haya pérdida del FDA en tanto que, para el caso de quistes, la
pérdida de la integridad de la pared requiere de un tiempo mayor, de manera que es mas dificil
localizar un quiste con doble tincién que un trofozoito. No obstante esto, aun para los trofozoitos
empleados, las dos circunstancias fueron poco frecuentes y de no haberse considerado ninguno de
los dos efectos, los resultados no se habrian visto alterados de manera significativa.

En lo que se refiere al método de incorporacién de timidina tritiada y de colorantes
fluorogénicos se observaron resultados semejantes pues en ambos hay reproducibilidad pero con
menor sensibilidad. Esto Gltimo puede explicarse por el mecanismo de accién de los
bencimidazoles y la relacion que este puede tener con la efectividad del método. En virtud de que
el mecanismo de accién de los bencimidazoles se lleva a cabo sobre proteinas de tipo tubulina, los
cfectos se reflejan sobre procesos que dependen de estas proteinas como son la mitosis, la
adhesion, el ciclo celular y la alteracién de fa morfologia debida a la pérdida de integridad del
citoesqueleto. Tales efectos repercuten muy tardiamente €n procesos metabolicos relacionados con
la bioquimica intracelular como es el caso de la presencia y actividad de enzimas, transportadores
de nuclestidos, etc. El método de incorporacion de timidina ha sido muy utilizado en la evaluacién
in vimo de farmacos como metronidazol, tinidazol, quinacrina, mepacrina, furazolidona,
critromicina y azitromicina los cuales si tienen un efecto inicial sobre vias metabblicas, de manera
que esto concuerda con la eficiencia en los resultados obtenidos (Boreham et al., 1984; McIntyre
et al.. 1986; Boreham ef al., 1987; Inge et al., 1987; Hoyne et al., 1989; Borcham y Upcroft,
1991; Pearce et al., 1996).
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Trabajos realizados por Romero-Montoya (1996) muestran que, al emplear metronidazol,
los métodos bioquimicos como la incorporacion de timidina tritiada y la tincion con colorantes
fluorogénicos resultan ser tan sensibles como el subcultivo en medio liquido y mas eficientes que
éste por la rapidez con que se obtienen resultados. Dicho trabajo, en conjunto con el presente,
permiten afirmar que el mecanismo de accidén del farmaco en cuestion resulta determinante en la
cleccion del método de evaluacidn, pues de no tomarse este en cuenta puede caerse en una
subestimacion o sobreestimacion de la efectividad de un tratamiento in vitro. Estos resultados han
sido recientemente corroborados por el trabajo de Pearce ef al. (1996) donde al trabajar tanto con
albendazol como con metronidazo! y empleando el método de cuantificacion de la inhibicion de la
adherencia e incorporacion de timidina tritiada observan que cada firmaco es evaluado de mejor
manera por un método diferente, en su caso los efectos sobre la viabilidad del albendazol son
cficientemente evaluado por la reduccidén en la adherencia a sustrato mientras que para
metronidazol resulta mas adecuado el uso de la timidina tritiada (Pearce et al, 1996). Es
importante destacar que en su desarrollo experimental ellos hacen uso de un diferente indculo de
trofozoitos de acuerdo con la capacidad replicativa del cultivo en cuestién, lo cual unicamente es
posible hacerlo si se conoce la velocidad de crecimiento del cultivo previamente; esto resultaria
muy dificil de aplicar en la practica clinica pues en su caso retardarfa mucho la obtencion de
resultados.

Asi mismo otros métodos de caracter bioguimico han sido empleados con buenos
resultados para evaluar la susceptibilidad de trofozoftos en cultivo ante metronidazol como son la
retoma de oxigeno (Sousa y Poiares-Da-Silva, 1999) y un ensayo colorimétrico en microplaca que
se basa en la liberacion de actividad de nucledsido hidrolasa durante la lisis inducida; aunque este
método es mas bien una forma indirecta de conteo celular, mostrd ser util en la evaluacion de
viabilidad en cultivos de Giardia tratados con metronidazol, tinidazol y furazolidona in vitro (Kang
et al., 1998).

Para el caso del método de reduccion de sales de formazan a partir de MTT los resultados
fueron fuertemente influenciados por el rigor con el cual se realizo la prueba, e incluso usualmente
esta técnica emplea métodos épticos como espectrofotometria o en un contador de ELISA para la
obtencion de resultados. En este tltimo caso, la cuantificacién del formazén se realiza después de

haber roto los trofozoftos en un medio acido para propiciar la liberacion de los granulos, o bien por
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sonicacion (Wright ef af., 1992). Sin embargo, en este caso se decidié hacerlo por conteo bajo ¢l
IMIiCroscopio porque consideramoé la posibilidad existente de que diferentes trofozoitos mostraran
también diferencias metabdlicas que, independientemente del tratamiento, dieran lugar a diferencias
en la formacion de granulos; aunque esto no fue observado en la presente tesis si ha sido detectado
en otros trabajos (Pérez-Taylor, 2000). En otros trabajos realizados con esta técnica se ha
encontrado que al utilizar un cultivo con trofozoitos muertos (por cinco procesos de congelacion
en N, liquido-descongelacion a 80°C por 5 minutos) como control negativo los valores de
absorbancia que se obtienen son elevados (Navarro, 1993; Ponce ef al., 1994). Esto indica que la
presencia de las enzimas de via glucolitica activas no es indicativa de una capacidad replicativa por
parte de los trofozoitos, y que probablemente dichas enzimas se mantengan al menos parcialmente
activas a tiempos relativamente cortos después de la muerte de los trofozoitos.

Los bencimidazoles como el albendazol actian sobre la tubulina en otros parasitos y
posiblemente también en este caso. No obstante, una causa de la letalidad del farmaco puede ser la
interferencia sobre una fase importante del ciclo celular del parasito que es la adhesion, la cual de
manera natural se desarrolla sobre el epitelio intestinal a nivel de duodeno y yeyuno. En el sistema
in vitro empleado en este trabajo se refleja que fa adhesion no solo es un mecanismo que le permite
al parasito mantenerse fijo a un sustrato, sino una fase metabdlicamente importante a otro nivel tal
vez relacionado con el ciclo celular (Pérez-Taylor, 2000).

La deformacion de trofozoitos ha sido comiinmente observada ante el tratamiento con
bencimidazoles, pero no suele ser empleada como un pardmetro de viabilidad, lo cual a la luz de
los resultados de este trabajo puede hacerse teniendo la certeza de una alta sensibilidad del método.

Aunque los métodos bioquimicos empleados no permitieron calcular verdaderas dosis
letales al porcentaje indicado (DLse, por ejemplo) debido a que, como se indico anteriormente, la
letalidad del cultivo sélo fue probada para ef caso de los métodos de subcultivo en medio liquido y
la evaluacion morfologica, referimos genéricamente con éstos términos a las dosis calculadas
aunque estrictamente representan concentraciones inhibitorias metabdlicas (CIM) pues reflejan una
inhibicion de algunos procesos. No obstante, todos los métodos estdn en o sobre el rango de
letalidad del farmaco, por lo cual y para evitar confusién de términos, hemos referido en todos los

casos con el termino de DL a las concentraciones calculadas para los diferentes métodos.
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En el caso de los bencimidazoles probados empleando el mélodo de evaluacion
morfologica como criterio de viabilidad in vitro, éste permitid obtener patrones dosis-respuesta
caracteristicos para cada farmaco. Dichas graficas incluso debieron presentarse en escala
logaritmica debido a las diferencias de sensibilidad mostradas por los trofozoitos para los diferentes
farmacos.

El mas eficiente de los bencimidazoles bajo las condiciones probadas resulté ser el
Nocodazol. Este bencimidazol ya anteriormente habia sido evaluado en G. duodenalis (Katiyar et
al., 1994) y se le considerd también como una de los bencimidazoles mds eficientes. Sin embargo,
como suele ocurrir al comparar resultados de diferentes publicaciones, las DLs, calculadas no son
comparables entre si confiablemente puesto que las condiciones de evaluacion fueron muy
diferentes. En el caso del trabajo mencionado los trofozoitos fueron incubados en presencia del
farmaco por 48 hrs después de las cuales se realizd un conteo y se compard el nimero de
trofozoitos obtenidos con un cultivo control con solvente (DMSO). Bajo dichas condiciones su
DlLso fue ~10 veces menor (0.0016 uM,) a la que observamos, lo cual es debido al mayor tiempo
de incubacién de los trofozoitos con la droga. De aquel trabajo es importante destacar que
probaron en forma simulténea la toxicidad del farmaco a un cultivo de células Vero (pertenecientes
a una linea de células de rifién de mono verde africano) encontrando que, aunque resultaba téxico
al cultivo, la concentracion necesaria para observar dafio en estas células es muy superior (30 a 60
veces) a la requerida para los trofozoitos.

Un trabajo anterior realizado por Morgan et al. (1993b) es mucho mis concordante con los
resultados de esta tesis en el sentido de considerar al nocodazol como el mas eficiente al emplearlo
por 24 hrs (al igual que esta tesis) y la DLse reportada en su caso es muy cercana a la determinada
en el presente estudio (0.07 pM comparada con 0.048 uM), aun a pesar de que difirié en el
método empleado (reduccion en la capacidad de adhesién con respecto a un cultivo control), asi
como el medio de cultivo utilizado, que en su caso recibe el nombre de BI-S-33 y contiene suero
fetal bovino y Biosate® en substitucion del suero bovino y la tripticasa y extracto de levadura
respectivamente (Meloni y Thompson, 1987).

El método empleado en este reporte tiene mucha relacién con la evaluacion morfol6gica
pucs ambos son consecuencia de la disrupcién de los microtibulos. Por otra parte el medio de

cultivo no parece ser muy diferente al TYI-S-33, o al menos las diferencias no parecen interferir

It



con la actividad del farmaco en cuestion. Sin embargo, en su reporte Morgan ef al. (1993b)
consideran que el efecto debido al nocodazol se pierde si se mantiene ¢l cultivo en ausencia de
farmaco por mas de 48 hrs, Esto indica que el nocodazol provoca alteraciones reversibles bajo las
condiciones empleadas. En esta tesis, no realizamos evaluaciones por un tiempo mayor a las 24
hrs, pero dada la grave deformacion observada, resulta dificil pensar que los trofozoftos puedan
recuperarse del dafio.

El albendazol por su parte también mostré adecuados resultados, pues es el segundo en
efectividad entre los bencimidazoles probados. En esto concuerdan Ja mayoria de las publicaciones
pero alguna lo consideran el tercero después del nocodazol y mebendazol (Morgan et al., 1993b).
Iiste farmaco es de los més evaluados para Giardia tauto in vivo como in vitro. Entre las
publicaciones existentes se encuentran datos coincidentes con los de la presente tesis dentro de
ciertos intervalos pues hay que considerar las diferencias en método.

Asi por ejemplo, Meloni ef al., (1990) publicaron un estudio comparativo entre albendazol,
metronidazol y tinidazol para el cual emplearon tiempos de cultivo con farmaco de 4 y 24 hrs con
incubaciones posteriores en ausencia del firmaco de tiempos variables. Se emple¢ un método
semicuantitativo de adherencia (por conteo el nimero de trofozoitos adherentes por campo
después de terminado el tratamiento). Sus resultados indican que, para el caso del albendazol, Ia
MIC calculada a 24 hrs con farmaco y 24 hrs de subcultivo en medio fresco es 2 veces mayor
(0.158 pm) a la observada en esta tesis. Cabe destacar que ellos también emplearon el medio BI-S-
33 antes mencionado, el solvente fue DMSO y se trabajé con 48 hrs de subcultivo en medio fresco
en lugar de las 24 empleadas en su reporte (el doble al igual que la dosis calculada).

Un punto muy importante a considerar del trabajo mencionado es que, mientras mayor sea
¢l periodo de incubacién en ausencia de droga, después de que los trofozoitos fueron expuestos
por 4 hrs a la misma, la ICsy del farmaco se redujo para el caso del albendazol, en tanto que para
metronidazol y tinidazol la ICso se incrementd; y esto es un indicio de que el efecto provocado por
cl albendazol (y posiblemente la mayoria de los bencimidazoles) es irreversible porque, una vez
provocado un efecto se desarrolla un proceso que trac como consecuencia tardia Ia muerte del
trofozoito atin en casos en los que el firmaco ya no estd presente en el medio de cultivo.

Otro estudio semejante (Edlind er al., 1990) donde se empleé el medio TYI-5-33 e

incubaciones con farmaco por 3 hrs con un subcultivo posterior de 48 hrs, se observo que fa ICsp
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¢s muy semejante a la DLso obtenida en este trabajo, siendo unicamente 0.5 veces supertor (1.22
(M) a pesar de la gran discrepancia en el tiempo de incubacion. Por su parte Cedilio y Muifloz
(1992) reportaron una ICse 0.5 veces inferior (0.037 pM) cuando utilizan un tiempo de incubacion
con farmaco de 48 hrs y 48 hrs posteriores de subcultivo en medio fresco TYI-S-33.

Morgan ef al. (1993b) reportaron que, si bien el efecto del nocodazol es reversible, el
albendazo! no ticne el mismo comportamiento, por el contrario, es sumamente eficiente. La ICso
calculada para albendazol en este trabajo fue 3.5 veces (0.25 pM) superior a la encontrada en este
trabajo caso bajo las condiciones metodologicas mencionadas anteriormente.

Posteriormente Oxberry et al (1994) reportaron una ICsy 5.5 veces superior a la
determinada en este estudio (4 pM); en aquel caso se empleé un tratamiento por 24 hrs con el
farmaco seguido de un periodo de subcultivo también de 24 hrs en medio BI-S8-33. La viabilidad en
este caso fue observada por subcultivo. Cabe destacar que ellos hicieron evaluaciones morfologicas
por microscopia de transmision y encontraron que el albendazol provocaba ondulamientos,
deformacién y aumento en la granularidad del trofozoito conforme se incrementaba el tiecmpo de
subcultivo (a un tiempo constante de incubacién con droga de 4 hrs). A pesar de no tener la
resolucion que ellos emplearon, concordamos con sus observaciones microscopicas, asi como
también con el hecho de que los trofozoitos deformados por el proceso de envejecimiento normal
del cultivo no muestran las mismas alteraciones morfolégicas que aquellos tratados con albendazol.

En el mismo afio Katiyar, por el procedimiento ya mencionado, reportd una ICsp para
albendazol ligeramente inferior a la calculada en el presente trabajo (0.060 uM) y una toxicidad a
células Vero a concentraciones mucho mayores (entre 11 y 22 pM), lo cual es sugerente del efecto
selectivo de ésfos farmacos.

Cabe destacar que usualmente se considera al albendazol-sulfdxido como la forma activa
del albendazol en reportes donde se emplean helmintos como modelo (Pérez-Serrano et al., 1994;
Pérez-Serrano ef al., 1995). No obstante esto, en Giardia el albendazol-sulfoxido muestra una
cficiencia muy baja in vitro segn reportan Katiyar ef al. (1994) y Morgan et al. (1993b). En este
altimo trabajo observé una ICse de 3.15 uM. Esto puede ser debido a que el albendazol-sulféxido
es mas hidrosoluble, lo cual facilita su acceso a tejidos en los cuales puede estar embebido €l
pardsito en tanto que, para el caso de Giardia, por ser un parasito del lumen intestinal la

metabolizacion del albendazol por el citocromo p450 para convertir el farmaco a la forma de
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sulfoxido no facilita el acceso del farmaco al parésito como en €l caso anterior, de manera que las
evaluaciones in vitro pueden resultar més representativas de lo que ocurre in vivo en el caso de la
giardiosis tratada con albendazol.

Para el mebendazol Edlind ef al. (1990) reportaron una ICso ligeramente inferior (0.152
11tM), en tanto que Cedillo y Mufioz (1992) observaron en sus estudios una dosis 2 veces superior
{0.203 pM) a la reportada en esta tesis. Morgan ef al. (1993b) encontraron que esta droga es mas
eficiente que el atbendazol con una ICso de 0.25 uM (2.5 veces superior a la DLso calculada),
siendo el Ginico que ha reportado esto. Katiyar ef al. (1994) por su parte reportaron una 1Cso de
0.06 pM (la mitad que en esta tesis). Las condiciones de trabajo para cada uno de ellos ya han sido
mencionadas anteriormente.

El oxibendazol, al igual que el bencimidazol, Gnicamente ha sido gvaluado en Giardia por
Katiyar ef al. (1994) quicnes encontraron una ICso de 0.128 uM (la mitad de la que se observo en
esta tesis) y mayor a 25.39 pM respectivamente para los farmacos mencionados, en tanto que el
tiabendazol fue empleado tanto por Edlind er al. (1990) como por Katiyar ef al. (1994) y se
reportaron 1Cs de 19.37 y 10.93 uM (casi idéntica y 0.33 veces inferior) respectivamente.

En los resultados obtenidos por los diferentes grupos para los distintos farmacos
empleados, destaca el hecho de que las dosis calculadas no difieren tanto como seria de esperar
debido a las diferencias metodologicas mencionadas e incluso a otras como son la cepa empleada,
el in6eulo inicial, el volumen de cultivo, etc. En cuanto a las cepas empleadas, aunque en algunos
trabajos se utilizaron cepas diferentes, los resultados mencionados corresponden a WB, P1 o
clonas obtenidas de éstas, aunque si bien en la presente tesis no s¢ encontraron diferencias
significativas entre las dos cepas de referencia probadas, se puede considerar que es un factor de
poca discrepancia debido probablemente a que tanto WB como P1 han sido mantenidas en cultivo
por un tiempo tan prolongado que puede ser que hayan perdido sus caracteristicas iniciales de
tolerancia a farmacos, al menos parcialmente.

Entre otros farmacos del grupo que han sido probados en Giardia se encuentran: el
flubendazol, fenbendazol, parbendazol, ciclobendazol, cambendazol, oxfendazol, carbendazim y
benomyl (Morgan ef al., 1993b; Katiyar ef al., 1994), mismos que se mencionan en el orden de

efectividad reportado y que en conjunto con los otros permiten reconocer su efectividad giardicida.
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En reportes donde Ia refacion estructura-actividad ba sido inicialmente evaluada en Giardia
(Katiyar et al., 1994), al igual que en esta tesis, la mayoria de los farmacos probados tienen un
grupo carbamato en la posicién 2 (R-2 de la fig. 7b) y varian en el radical Jocalizado en la posicion
5 (R-1). Dicho reporte coincide con los resultados obtenidos en relacion a que los farmacos que
carccen de un radical en posicién 5 (tiabendazol y bencimidazol empleados en esta tesis, asi como
carbendazim y benomyl) tienen muy poca actividad giardicida. Por lo demas existe poca
informacion a este respecto en dicho parésito, ya que los bencimidazoles han sido empleados como
antihelminticos mas que contra cualquier otro tipo de organismos, es por ello que todos los
estudios en relacién a la evaluacion de la estructura del farmaco y su vinculo con la actividad
parasiticida que muestra han sido realizados en parésitos tales como FHymenolepis diminuta. A
partir de tales evaluaciones se ha llegado a algunas conclusiones en este aspecto (McCracken y
Lipkowitz, 1990a, 1990b; Lipkowitz y McCracken, 1991, 1993).

Asi, se han obtenido resultados de efectividad en ratas inoculadas con H. diminuta ante el
empleo de farmacos del grupo de los bencimidazoles a dosis tinicas. Gracias a estos resultados asi
como a los resultados tedricos y computacionales se ha llegado a una serie de conclusiones.
Fxisten parimetros de la estructura quimica del farmaco que pueden ser evaluados
experimentalmente, como la estructura quimica tridimensional y caracteristicas electronicas de
distribucién de cargas, las cuales se han determinado empleando combinaciones de mecanica
cudntica, graficas moleculares por computadora y técnicas de modelamiento molecular en algunos
farmacos del grupo como son: el albendazol, albendazol-sulfoxido, oxibendazol, tiabendazol,
triclabendazol, triclabendazol-sulfoxido, triclabendazol-sulfona, oxfendazol, cambendazo!l y
tioxidazol (McCracken y Lipkowitz, 1990a, 1990b; Lipkowitz y McCracken, 1991, 1993). Dichos
resultados han correlacionado con la efectividad in vivo de los farmacos probados.

A partir del empleo de las herramientas mencionadas se ha determinado que la efectividad de éstos
farmacos depende de: Ia distribucion de cargas en la molécula, el area de la molécula accesible a
solventes; las energias HOMO y LUMO y la forma de la molécula.

a) La distribucion de cargas en la molécula. Los bencimidazoles se comportan como moléculas
neutras pues la suma algebraica de sus cargas parciales es cero. No obstante, para facilitar la
interpretacion se ha dividido a la molécula en tres regiones, la primera corresponde al radical

localizado en posicién 5 ([R-1], usualmente 2-metil carbamato o bien 2-tiazolyl), la segunda es el
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bencimidazol, y la tercera corresponde al radical en posicion 2 ([R-2] es altamente variable). La
carga de cada region corresponde a la suma de las cargas parciales de cada atomo presente en la
misma. Siguiendo este criterio se ha llegado a concluir los que farmacos con un R-1 muy negativos
(en especial por el carbamato) y R-2 muy positivos son los que muestran una mayor efectividad in
vive,

b) El drea de la molécula accesible a solventes. Este pardmetro define a la cantidad de fuerzas de
van der Waals que estdn accesibles a moléculas de solvente y tiene mucha relacion con la
solubilidad en agua, asi como a la capacidad del férmaco de ser transportado en ambientes
acuosos, de modo que mientras més sitios accesibles al agua se presenten en fa molécula (mayor
polaridad), el transporte de la misma serd mayor. Este pardmetro es de mayor importancia en tanto
fa accesibilidad al sitio blanco o al parasito sea menor. Para el caso de Giardia, a diferencia de H.
diminuta, es de los elementos menos relevantes por tratarse de un parasito intestinal inicamente
cubierto por su membrana celular, puesto que el firmaco no requiere atravesar la serie de barreras
que sc requieren para tener acceso a otro tipo de helmintos (McCracken y Lipkowitz, 1990a,
1990b; Lipkowitz y McCracken, 1991, 1993).

¢) Las energias HOMO (higest occupied molecular orbitals) y LUMO (lowest unoccupied
molecular orbitals). Los altos valores de estos parametros indican una tendencia en la molécula a
sufrir procesos de oxidacién o reduccién respectivamente. Estos valores tienen relacién con la
metabolizacion del farmaco y las posibles reacciones con intermediarios reactivos, los cuales
pueden propiciar una mayor actividad de la droga o facilitar su excrecion. Cabe destacar que el
albendazol es uno de los bencimidazoles que sufren procesos de oxidacién por un citocromo p450,
dando lugar al albendazol-sulféxido; este Ultimo es reconocido como la forma activa del farmaco
para diversas helmintosis pero no para giardiosis. Ello tiene relacién con el hecho de que el
albendazol-sulféxido es mas soluble en agua lo cual favorece su transporte, como se menciond
anteriormente (McCracken y Lipkowitz, 1990a, 1990b; Lipkowitz y McCracken, 1991, 1993).

d) La forma de la molécula. Para los bencimidazoles la forma estd determinada por la capacidad de
rotacion de tres dngulos principales, asi como de la energia libre que tiene la misma al modificarse
la posicion de dichos angulos. En este aspecto se ha encontrado que los bencimidazoles que

muestran una forma L debida a la rotacion estable (de baja energia libre) del R-1 son mds efectivos.
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Sin enibargo, hay también farmacos muy efectivos con forma U (McCracken y Lipkowitz, 1990a,
1990b; Lipkowitz y McCracken, 1991, 1993).

Las conclusiones obtenidas en esta serie de publicaciones concuerdan con la efectividad
observada para los distintos farmacos del grupo al emplear trofozoitos de Giardia, con solo una
excepeion. Esta consistio en la efectividad del albendazol-sulfoxido la cual fue mucho menor a la
del albendazol por si solo, al contrario de lo que sus calculos y observaciones predicen
{McCracken y Lipkowitz, 1990a); esto indica que para el tratamiento de la giardiosis la solubilidad
del firmaco no es trascendental para la efectividad del mismo. Por lo demas, los parametros
importantes a ser considerados como determinantes en la efectividad de los bencimidazoles para
esta parasitosis son: la distribucion de cargas en la molécula y Ja forma tridimensional tipica de la
misma.

Puesto que el sitio blanco reconocido para los bencimidazoles en diferentes sistemas
celulares es el mismo (la B-tubulina), cabria esperar un posible efecto antagonico entre los distintos
miembros de este grupo empleados en esta evaluacion. Esto era de esperarse particularmente al
combinar nocodazol con bencimidazol puesto que, por la concentracion a la cual se encuentra el
segundo para dar un efecto letal, podria estar desplazando de la molécula blanco al primero, aun a
pesar de la efectividad mostrada por este. Es por ello que se decidié emplear la MIC para evaluar
las interacciones desarrolladas por los bencimidazoles y algunas de sus combinaciones. En los
resultados obtenidos se observaron interacciones de tipo indiferente cuando los farmacos
empleados son efectivos al ser usados de modo independicnte, tal fue el caso de las combinaciones
Nocodazol- Albendazol y Nocodazol- Oxibendazol; sin embargo, para las combinaciones donde
fueron empleados farmacos poco efectivos la interaccion resulté en un antagonismo moderado,
puesto que los valores de CFI fueron muy cercanos al valor de corte de 2. tal fue el caso de las
combinaciones Nocodazol- Bencimidazol, Bencimidazol- Oxibendazo] 'y Bencimidazol-
Tiabendazol. Por su parte la interaccion de drogas con efectividad media como es el caso de la
combinacién Oxibendazol- Mebendazol también presenté la misma interaccidn antagdnica
moderada.

A este respecto no existe literatura reportada para este grupo de firmacos. No obstante
esto, otras drogas si han sido evaluadas para verificar las interacciones que pueden desarrollar en

sistemas in vifro. Entre ellos destaca el método reportado por Pendland et . (1994}, en el que se
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emplearon curvas dosis-respuesta completas para cada farmaco evaluado de manera individual, asi
como para cada combinacion empleada. De esta manera les fue posible calcular para cada
combinacion tres diferentes dosis MIC (dos correspondientes a los farmacos individuales y una de
J]a combinacion). Cabe sefialar que en estos experimentos no se pretendié proponer la combinacion
de bencimidazoles como posible terapia en sistemas vivos, porque si bien puede ser una alternativa
mejorar la efectividad de las terapias combinando tratamientos, la combinacion de farmacos debe
ser preferentemente con drogas diferentes en su mecanismo de accion y estructura.

Al evaluar la sensibilidad de cada cepa o aislado y sus clonas en estudios de tipo transversal
se observé que Ja variacién presente fue mds evidente entre las cecpas WB y Pl y sus clonas que
entre el resto de los aislados observados y sus clonas. Esto puede ser debido al tiempo que se bhan
mantenido en cultivo, de manera que en ausencia de una presion de seleccion, todas las clonas con
diferentes fenotipos estan en posibilidad de replicarse de igual manera, en tanto que aislados
obtenidos en fechas més recientes y que se han mantenido en cultivo por menos tiempo aun pueden
reflejar un fenotipo més cercano al que probablemente mostraron originalmente antes de ser
axenizados. El orden de variacion observado considerando el tratamiento con ambos farmacos en
los aislados, cepas y su conjunto de clonas fue el siguiente: WB > P1 > IMSS-2 > IMSS-3 >
CIEA-52 > CIEA-10.

Una explicacién al fendmeno observado consiste en considerar una posible exposicion
previa a un factor de seleccion en Jos individuos de quienes se aislaron los cultivos, de tal manera
que se favoreciera en algn momento la presencia de clonas tolerantes pero sin eliminar del todo
Jas sensibles. Esto propiciaria que existiera una heterogeneidad dentro de los cultivos y que el azar
fuese el elemento determinante que favorezea la propagacion de unos trofozoitos mas que otros.
Algunos factores de seleccion probables que pudieron haberse presentado en alguna ocasion son:

a) El peristaltismo intestinal. Puesto que la capacidad de adhesion del parasito es trascendental en
su permanencia en el intestino in vivo (Hernandez, 1992) y esta caracteristica esta vinculada con
proteinas como tubulinas y giardinas, mismas que pueden ser el sitio blanco de los bencimidazoles.
Es posible que elementos en estas proteinas que determinen una adecuada capacidad de adhesion
tengan efecto a nivel de la sensibilidad a drogas. Este tipo de factor en algin momento habria
favorecido a aquellos trofozoitos con una dinamica de polimerizacién de microtibulos mas

cficiente, asi como a aquellos que presentaran mayor funcionalidad de sus proteinas contractiles.
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b) Exposicién previa a miembros del grupo de los bencimidazoles. Este grupo de farmacos ha sido
cmpleado con diferentes fines como son el tratamiento veterinario de algunas parasitosis, asi como
plaguicidas y herbicidas (Lacey, 1988). Como la posibilidad de zoonosis no ha sido descartada para
¢l caso de giardiosis, ésta continua siendo una posible via de infeccion de manera que se favorezca
que animales tratados con bencimidazoles (particularmente mebendazol) pueden presentar una
parasitosis sintomatica o asintomética por trofozoitos de Giardia resistentes a los tratamientos. Asi
mismo, la presencia de restos de herbicidas y plaguicidas (que incluyan miembros de este grupo de
farmacos) en alimentos mal lavados pudiera ser una via de consumo involuntario de
beneimidazoles, aunque las cantidades consumidas probablemente serian muy bajas como para
propiciar una seleccién de trofozoitos resistentes. El tratamiento con los bencimidazoles de uso
mas frecuente aun es escaso en México, de manera que es poco probable que haya existido una
exposicién previa. Sin embargo no se descarta esta posibilidad.

¢) El tratamiento previo con otras drogas. Otros tratamientos empleados en los individuos pueden
tener efecto en la seleccion de tolerantes por mecanismos de amplio espectro como es la presencia
de PgP o proteinas relacionadas. La presencia de esta proteina en Giardia ain no ha sido
demostrada, pero existen ya algunas evidencias que indican que este puede ser un factor de
resistencia en este parsito (Uperoft et al., 1993¢). El tratamiento de mayor uso en esta y otras
parasitosis es el metronidazol, mismo que ha sido reportado con actividad mutagénica en diversos
sistemas biologicos.

Considerando lo anterior, de estar presente algliin mecanismo de tolerancia o resistencia
habria correlacion entre los resultados de sensibilidad obtenidos ante los dos bencimidazoles
probados, lo cual no ocurrié asi. Esto indica que existe algun elemento extra vinculado con las
diferentes sensibilidades desarrolladas por los trofozoitos, o bien que el azar con el que se presenta
la predominancia de ciertas clonas en un cultivo enmascara en parte las caracteristicas dc
sensibilidad o tolerancia a farmacos. En virtud de que atn dentro de cultivos clonados existid una
variacién tan amplia como la de los cultivos de los cuales se originaron dichas clonas, cabe suponer
un mecanismo de variabilidad intrinseco de cada trofozoito o incluso la posibilidad de
recombinacién genética debida a la reproduccion sexual que se ha sugerido presenta Giardia
(BBaker, 1989; Thompson y Reynoldson, 1993). Sin embargo, si este es el caso, el farmaco también

debe jugar un papel importante pues se ha observado que en los mismos cultivos bajo iguales
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condiciones la variacién observada ante metronidazol o tinidazol (Romero-Montoya, 1996) es

mayor que la desarrollada ante albendazol o mebendazol. También existe la posibilidad de que, por
el mecanismo de accion de los bencimidazoles, [a madecuada funcién de los microtibulos durante
la mitosis pudiera propiciar una migracion de cromosomas atipica que favoreciera la recombinacion
en un trofozofto mientras que en otro determinase su muerte. Esto ademas explicaria parcialmente
la presencia de parejas mitoticas con sensibilidad diferente que se observo en este trabajo.

Resultados semejantes fueron obtenidos al realizar las evaluaciones longitudinales de
sensibilidad donde se encontré una amplia variacién de la viabilidad observada en los diferentes
dias probados. Tomados en conjunto los resultados obtenidos de las evaluaciones longitudinales
para el caso de tratamientos con albendazol se observo que el orden de variacién es semejante al
observado en la evaluacion transversal. Ademas, los resultados muestran que hay una variabilidad
de la respuesta a través del tiempo para todas las cepas, aislados y clonas empleados, de manera
que no hay diferencias significativas entre ellos. La variabilidad observada a través del tiempo
aparentd en algunos casos un comportamiento ciclico con frecuencias independientes para cada
clona, cepa o aislado utilizado. No obstante, no se puede ser concluyente a este respecto, pues
para cllo hace falta aplicar un sistema estadistico apropiado, mismo que tequiere un conjunto
mayor de datos. Sin embargo, los resultados obtenidos no mostraron un espectro de variabilidad
tan amplio como el que se observd en el caso de evaluaciones semejantes con metronidazol y
tinidazol (Romero-Montoya, 1996). Asi mismo, en los resultados del trabajo mencionado no
existieron indicios de variabilidad ciclica. Sin embargo, anteriormente ya se habia sugerido la
posibilidad de presentarse este fenémeno en publicaciones previas (Mclntyre et al., 1986).

Los resultados obtenidos indican que la sensibilidad a los distintos farmacos es
independiente para cada caso, de manera que un incremento o decremento en la tolerancia a alguno
de cllos no tiene relacién con la viabilidad observada para el otro. Cabe destacar que la DLso
empleada no se comportd como tal y los casos en que la viabilidad fue menor al 50% fueron
cscasos, lo cual hace pensar en un posible decaimiento de la actividad de los farmacos,
particularmente mebendazol. Otra posible explicacion a este fenomeno es la presencia de
modificaciones en los trofozoitos a lo largo del experimento. Como se menciond anteriormente,
modificaciones postraduccionales como la acetilacion de la tubulina (Torres y Delgado, 1989),

reduce el proceso de despolimerizacion normajmente observado a bajas temperaturas y, del mismo
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modo, favorecer la tolerancia a bencimidazoles por incrementar la estabilidad de los microtibulos.
ks importante indicar que en esta fase experimental las condiciones de enfriamiento en ocasiones
llegaron a ser extremas pues la adhesion de los trofozoitos a los recipientes de cultivo se
incrementd notoriamente. Es importante en un futuro tratar de verificar la presencia de
acctilaciones en los microtiibulos de Giardia y su relacién con la resistencia a farmacos como los
bencimidazoles, asi como otras modificaciones que pueden repercutir en un fenotipo resistente
como podrian ser la presencia de proteinas de estrés del tipo PgP o bien proteinas de choque
térmico.

Farbey e al. (1995) reportaron la susceptibilidad in vifro de 28 aislados de Giardia
obtcnidos de individuos caucasicos y aborigenes australianos,. En dicho reporte se observo una
variacién amplia entre la sensibilidad de los aislados expuestos a albendazol (ICsp entre 1.1 y 9.6
M), la cual fue inferior a la que observaron para metronidazol (ICse entre 9.4 x 107 y 1.54 x 10
tM). Estos resultados concuerdan con los obtenidos, puesto que en el andlisis transversal la
viabilidad observada varié aproximadamente un 65% entre la clona mds baja observada {IMSS-2
(7) con 30.5] y la clona més alta {CIEA-10 (5) con 94.0] para los aislados tratados con
mebendazol y de 85% [el més bajo la clona IMSS-3 (3) con 7.0 y el més alto la clona CIEA-10 (1)
con 93.0] para albendazol. En el andlisis transversal, mientras tanto, se encontré que al promediar
los resultado de los diferentes dias hubo una variacién para albendazol menor del 20 % [entre
CIEA-52 (5) 85.3 + 7.2 ¢ IMSS-3 (7) 65.0 + 24.0] y para mebendazol del 7 % [entre IMSS-3 (3)
90.6 + 2.9, ¢ IMSS-2 (7) 83.9 + 16.4]. Sin embargo para metronidazol y tinidazol ha sido
reportada una variabilidad mayor de la que observamos para los bencimidazoles en aislados
mexicanos (Romero-Montoya, 1996).

Por otra parte, en ¢l mismo trabajo De Farbey et al. se observo que existen diferencias
significativas entre los aislados de poblacién aborigen (3.6 pM + 2.1) y la caucasica (2.3 pM +
0.8) ante el tratamiento con albendazol. Dichas concentraciones fueron calculadas empleando
medio BI-S-33 con 4 x 10° trofozoitos expuestos por 4 hrs al firmaco, después de lo cual se
subcultivaron en medio liquido por 20 hrs para luego evaluarse considerando su capacidad de
adhesién como método de evaluacion. Estos datos son indicativos de la variacién de sensibilidad

que puede existir entre cepas.
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Otros casos de heterogeneidad en la sensibilidad a diferentes farmacos han sido reportados

anteriormente, sobre todo para el caso de metronidazol (Boreham er al., 1987; Majewska et al.,
1991). Otro aspecto de gran importancia donde este parasito ha mostrado una amplia variacion es
a nivel de antigenos (Adam ef al., 1988; Aggarwal y Nash, 1988; Nash ef al., 1988; Aggarwal ef
al., 1989; Nash et al., 1990; Hopkins ef al., 1993b). Se ha reportado que existen en la cepa WB
subpoblaciones que se caracterizan por presentar siempre una clase de antigeno pero varian en
otras, en tanto que existen otras poblaciones a las cuales no se les ha identificado un antigeno
tipico o mas frecuente. En dichos estudios se ha determinado el tiempo que se requiere /n vitro
para que un antigeno determinado se exprese y es de entre 10 y 13 generaciones, también se ha
calculado el niimero de antigenos promedio presente en la cepa WB, y se ha determinado un rango
entre 20.5 y 184 antigenos (Nash e al., 1990). Cabe la posibilidad de que alguno de dichos
antigenos variantes tenga relacién con la entrada, metabolizacion o expulsion del farmaco, de
manera que debido a esto se hayan observado las variaciones ciclicas encontradas en esta tesis.

La presencia de casos de tratamientos fallidos en la poblacion humana parasitada por
Giardia ha ido en aumento y aunque no todos los casos son debidos a tolerancia del parasito, es
necesario tener modelos para el estudio de este fendmeno. Otras razones por las cuales un
tratamiento puede fallar son: el incumplimiento o cumplimiento,inexacto del régimen prescrito, la
reinfeccién constante en zonas endémicas y grupos familiares parasitados, cambios en la
farmacocinética de la droga, el escape de los organismos a sitios de dificil acceso para el farmaco,
deficiencias en el sistema inmune del hospedero, inactivacion de la droga por parte de bacterias
presentes en el intestino (Boreham ef al., 1988b; Edwards et al., 1979).

Se han hecho intentos de seleccién de cultivos de Giardia resistentes o tolerantes a
bencimidazoles por distintos grupos y métodos. Para albendazol Morgan ef al. (1993b) reportd
haber utilizado concentraciones subletales de entre 0.08 y 0.64 puM para crecer una clona de la
cepa P1; sin embargo, después de un tratamiento por un tiempo maximo de 96 hrs el cuitivo
muere. Por su parte Farbey e al. (1995) reportaron haber encontrado un aislado de un individuo
aborigen que muestra una ICs, de 9.6 pM en condiciones en las que la poblacion caucasica
promedio tiene un ICso de 2.3 pM. En este reporie no se indicé haber cultivado a alguna
concentracion de droga los trofozoitos de ese individuo de manera que sea capaz de observar

replicacion celular. En el presente trabajo no hemos determinado la DLso de las cepas tolerantes,
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ademas de que las condiciones metodologicas empleadas dificultan comparar la resistencia de las
cepas obtenidas en esta tesis con las reportadas en otros estudios.

Posteriormente se encontré un reporte de Gene Bank con una secuencia parcial del gene de
B-tubulina de la cepa WBIB-M3 alb (numero de acceso L77219). La cepa WBI-B-M3
originalmente se obtuvo por procedimientos de mutagénesis con luz UV, con la cual se indujo
resistencia a metronidazol (Townson ef al., 1992) y, aunque no existen mas datos, el nombre de la
nueva clona es sugerente de haber sido seleccionada por una sensibilidad diferencial a este farmaco
(tal vez més tolerante o sensible). Sin embargo, la secuencia parcial mostrada no presenta
diferencias con respecto a la presente en la cepa WB (nimero de acceso de Entrez X06748).
Recientemente fue publicada la existencia de esta clona y su capacidad de crecimiento en 2uM de
albendazol asi como un arreglo distinto de la tubulina en esta clona, particularmente en ¢l cuerpo
medio lo cual se evidencid por inmunofluorescencia indirecta empleando un anticuerpo que
reconoce tubulina (Upcroft ef al., 1996b).

Para el mebendazol, Bdlind ef al. (1990) reportaron haber probado concentraciones de
entre 0.101 y 0.338 puM pero en ningin caso fue capaz de recuperar trofozoitos viables. Las cepas
tolerantes obtenidas en el presente trabajo, en cambio crecen entre dosis de 0.18 y 0.2 pM de estos
dos farmacos, pero desconocemos actualmente sus DLso o si revierten o no su fenotipo al ser
cultivadas en ausencia del fairmaco.

La seleccién de trofozoitos resistentes a otros farmacos por mutagenos ha sido posible,
particularmente para metronidazol y furazolidona, donde procedimientos de mutagénesis por luz
UV han permitido obtener cepas resistentes con relativa facilidad. En este sentido cabe tomar en
cuenta que el metronidazol, al igual que la furazolidona, por si mismos pueden considerarse
mutagenos de potencia media y, por lo mismo, no presenta mucha dificultad utilizarlos como
agente selectivo y mutagenos a la vez, facilitando la obtencion de cultivos resistentes (Speck ef al.,
1976; Voogd, 1981; Townson et al., 1992). Esto resulta importante al considerar que naturalmente
suelen exponerse trofozoitos y quistes a estos dos procesos, al metronidazol debido a su sobre-
utilizacion farmacolégica y a la luz UV empleada como potabilizante de agua para consumo, la
cual con frecuencia estd contaminada por quistes.

Ambos mutigenos son totalmente inespecificos, por lo cual se requiere de un gran numero

de trofozoitos (0 en su caso quistes) expuestos al mismo para que alguno presente la mutacion
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deseada. Debido a que fa mayoria de las mutaciones suelen ser letales, se espera que en un proceso
de mutagénesis eficiente la cantidad de organismos sobrevivientes sea muy baja. El caso de la
mutagénesis por luz UV requiere ademas de la ausencia total de luz para evitar la activacion de
enzimas que reparen el dafio como son las DNA fotoliasas o enzimas fotorreactivantes (Espinoza

eral. 1993}

Cuadro 13. Mutaciones en el gene de la §-tubulina relacionadas con cambios en la sensibilidad a
bencimidazoles en diferentes organismos. - _

ORGANISMO" '~ MUTAC _ i
- 'UBICACION* _ SENSIBLE® TOLERANTE® ; EN GIARDIA  ‘REFERENCI

H. contortus 200 Phe Tyr Phe Geary et al., 1992;
76 Phe Val Val Kwa et al; 1994 y
38 Tie val Ile 1995

C. elegans 31 Gin Asp Asp Driscoll et al,
33 Asp Thy Ser 1989.
35 Lys nc Glu
287 Ala Pro Pro

N. crasa 167 Phe Tyr Phe Orbach ef al., 1985.

L. hellem 200 Phe nc Phe Edlind ef al., 1994.
198 Glu nc Glu

C. parvum 200 ne Gin Phe Katiyar y Edlind,
198 ne Ala Glu 1994,

C. parvum 198 Glu Ala Glu I;gagcshin et al,

1. viridae 6 His Tyr His Goldman, 1993.

S. cereviseae 241 Arg His Arg Thomas et al.
238 Thr Ala Ser 1986; Driscoll ?t
T I R

1994,

Se indican los aminodcidos que experimentalmente han mostrado efecto sobre el fenotipo de los
organismos indicados. * Sitio en que se localiza ¢l aminodcido relacionado con €l cambio en el fenotipo; *
aminodcido relacionado con el fenotipo sensible; * aminoacido relacionado con el fenotipo resistente.

Los mecanismos de resistencia a bencimidazoles, en otros modelos, basicamente se
enfocan a modificaciones en las proteinas tubulinas y particularmente son mutaciones en el gen de
la B-tubulina, pero también modificaciones postraduccionales de la o-tubulina pueden tener efecto

(Torres y Delgado, 1989). Las mutaciones mas frecuentemente reportadas son sobre la fenilalanina
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localizada en el aminoacido nimero 200, la cual en organismos resistentes ¢s substituida por una
glicina o tirosina, aunque existen otras mutaciones que se han encontrado relacionadas con este
fenotipo (cuadro 10).

En los resultados obtenidos resalta el hecho de que los procedimientos de mutagenesis
empleados no fueron eficientes, pero el procedimiento que se acercd mds al limite de rechazo de la
hipotesis nula (para mostrar diferencias significativas con la cepa parental) fue la cepa WB tratada
con DMFM. Esto puede ser indicativo de que este solvente, al igual que el DMSO, puede
estabilizar los microtibulos.

Considerando los resultados mencionados, los mecanismos generales de resistencia
ptesentes en Giardia que consideramos pudieran estar actuando en los cultivos resistentes
obtenidos son:
¢ Respuesta de proteinas de choque térmico (IISP70). Estas proteinas han sido reportadas

previamente en Giardia (Lindley et al., 1988; Gupta ef al., 1994a) donde ademas existen otras
proteinas expresadas en respuesta a estrés calérico con pesos moleculares de 30, 83 y 100 kDa
(Lindley ef al., 1988; Aggarwal et al., 1990). Particularmente la HSP70 se encuentra altamente
difundida en toda clase de organismos, Io cual ha permitido emplearla para estudios
filogenéticos (Gupta ef al., 1994a; Gupta ef al., 1994b; Rensing y Maier 1994). En varios
estudios se han observado incrementos de esta proteina en respuesta a diferentes tipos de estrés,
de los cuales el mas caracterizado es la respuesta a incrementos de temperatura. Durante la
fisiologia normal de una célula esta proteina también se encuentran presentes en bajas
cantidades y resulta particularmente interesante que haya sido localizada en sitios de ensamble
de microtibulos en flapelos de algas (Bloch y Johnson, 1995) donde su presencia es sugerente
de una posible participacion en esta funcion. Esto ha sido corroborado por otros trabajos en
diferentes modelos (Gao ef al., 1993; Melki et al., 1993; Lewis ef al., 1996). Los resultados
obtenidos pueden ser indicativos de la relevancia de esta proteina en el estrés provocado por
albendazol, es el hecho de que este tipo de respuesta se caracteriza por incremento en la sintesis
de ciertas proteinas con decremento de otras, de manera que la sintesis global tiende a no variar.
Lo anterior se ha visto principalmente en sistemas bacterianos, pero también en protozoarios

como Trypanosoma cruzi (Requena ef al., 1992).
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o Decremento de la concentracion intracelular del farmaco. Esta puede ser debida a proteinas
semejantes a PgP y en este punto existen trabajos referidos a la secuenciacion de un gen de tipo
mdr en Giardia (Upcroft et al., 1993c; referencia obtenida de Farbey ef al., 1995); asi como la
presencia de una secuencia semejante a una proteina relacionada con PgP llamada CFTR/MRP
(Regulador de Conductancia Transmembranal de Fibrosis Quistica/Proteina Relacionada con
Multirresistencia). Esta proteina se ha relacionado con mullirresistencia en células de cancer
pulmonar (Cole et al., 1992; Cole ef al, 1994) y ha sido confundida por el fenotipo que
confiere con PgP en Leishmania (ltpgpA) donde se ha relacionado con resistencia a metales
pesados, arsenjato, arsenato y antimoniales (Callahan y Beverley, 1991). La secuencia
correspondiente a esta proteina ain no ha sido publicada pero fue referida por Dean y
Allikments en 1995. Es importante destacar que en cultivos seleccionados en laboratorio como
resistentes a metronidazol, muestran también tolerancia a otros 5—‘nitroimidazoles, y ademas se
ha observado que presentan una menor acumulacion intracelular de firmaco (Boreham ef al.,
1988a). Fstas caracteristicas son sugerentes de la participacion de proteinas tipo PgP en el
proceso; no obstante, no existe resistencia a farmacos no relacionados como furazolidona y
quinacrina en la publicacion mencionada, por lo que dicha posibilidad pudiese ser relacionada
mas con resistencia cruzada que con PgP y multirresistencia. De igual manera cultivos inducidos
a resistencia a quinacrina (Upcroft ef al., 1996a) y albendazol (Upcroft et al., 1996b) fueron
previamente inducidos a resistencia a metronidazol o furazolidona por mutagénesis y
posteriormente reinducidos a resistencia a los farmacos mencionados por cultivo en presencia
del farmaco, lo cual favorece la seleccién de multiples mecanismos de resistencia en el mismo
cultivo mas que la presencia de un mecanismo tnico de multirresistencia. En cambio, resultados
recientemente obtenidos demuestran que en los trofozoitos inducidos a resistencia por cultivo
en concentracién subletal creciente (a 1.35 uM de albendazol) presentan también resistencia a
farmacos no relacionados como furazolidona, paromomicina, metronidazol y prazicuantel sin
requerir de exposicion previa a éstos farmacos ni tampoco suffir procesos de mutagénesis de
ninguna clase (datos no mostrados). Asi, estas observaciones sugicren que es factible Ia

participacion de proteinas de tipo PgP.
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Con la finalidad de observar el mecanismo adaptativo de la cepa inducida a resistencia, asi
como la respuesta que se desarrolla ante la presencia del farmaco, se realizd una evaluacion
cinética de la incorporacion de precursores radiomarcados de procesos celulares fundamentales. Se
observo que, al comparar la cepa resistente WB-RA con la cepa sensible WB sin ser tratadas con
albendazol, el metabolismo basal observado indico que entre las adaptaciones sufridas por la WB-
RA se encontraron un decremento significativo en la sintesis de DNA, moderado en la de RNA ¢
imperceptible en la de proteinas. Al ser expuestas a albendazol, ambas cepas redujeron su
capacidad replicativa proporcionalmente y no sufrieron cambios importantes en la sintesis de
proteinas, pero la tasa de transcripcion se incrementd de modo importante en la RA en tanto que
cn la WB ésta se redujo.

A la fecha no se tienen reportes en este aspecto para Giardia. No obstante cabe resaltar la
importancia de los procesos metabdlicos evaluados, asi como las caracteristicas de incorporacién
que tienen los precursores empleados.

Numerosos estudios han demostrado que Giardia es incapaz de sintetizar purinas y
pirimidinas de novo (Lindmark y Jarroll, 1982; Wang et al., 1983; Aldritt es al., 1985; Vitti ef al.,
1987; Jarroll et al, 1989b: Baum e al., 1993) y se ha buscado estudiar el proceso de
incorporacién y toma de nucleétidos, nucledsidos y bases. En este sentido resultan de interés los
avances en relacién a las caracteristicas de toma e incorporacion de la timidina y el uracilo. La
timidina es incorporada a un nivel bajo de 0.2 pmol/minuto/ 10° trofozoitos (correspondiente a
0.025 nmol/minuto/mg de proteina) por una enzima llamada timidina fosfotransferasa. Esta misma
enzima al igual que la timidin-cinasa (con una actividad de 0.0123-0.0142 nmol/minuto/mg) se
encargan de convertir rdpidamente este substrato en timidin-monofostato, difosfato y trifosfato
(TMP, TDP, TTP) segtin reportaron Aldritt ef af. (1985). La conversién a TTP asegura una rapida
incorporacion al DNA de la marca radioactiva.

Se ha empleando un sistema de incorporacion a 0°C para eliminar el efecto de la
acumulacion de metabolitos de timidina y estudiar asi realmente la toma del substrato. En el caso
de timidina se ha determinado que la incorporacién es llevada a cabo con alta afinidad (80% de la
incorporacion total de timidina a 0°C, Km= 50 uM) y de modo especifico y saturable por un
transportador llamado Tipo 1, mismo que puede ser inhibido por timina (Ki= 30uM), uracilo (Ki=

45 uM), timidina, deoxiuridina y uridina (Ki= 64-96 uM). Estos datos sugieren que el mismo
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transportador funciona en la toma de uracilo, uridina y timidina, reconociendo al oxigeno en
posicion 4 del anillo de pirimidina (Davey ef al., 1991).

Empleando un sistema semejante se reportd posteriormente la presencia de un
transportador de nucledsidos de amplio espectro llamado Tipo 2, el cual muestra afinidad por
ribonucledsidos y 2’-deoxirribonucledsidos con una ligera preferencia por los purina-
ribonucledsidos (el transportador reconoce al anillo §-furanosil, particularmente los nitrégenos 1y
3 del anillo pirimidico, y 9 y 7 del purico), de manera que su actividad solo favorece entre un 12y
26 % del influjo total de timidina a 0°C, ya que grandes cantidades de esta (Ki= 205+90uM) son
requeridas para inhibir la toma de deoxicitidina (Davey ef al., 1992).

Otro transportador llamado transportador Tipo 3 fue detectado usando estrategias
similares, este Gltimo transportador muestra una constante de afinidad sumamente baja para la
toma de bases y ademas es incapaz de transportar nucle6sidos; para el caso de timidina se encarga
del transporte de menos de 10 % de la timidina total gue entra al trofozoito, Este transportador,
por su baja afinidad, se ha sugerido que se encarga de la excrecion de bases como la timina, pues
esta no es utilizable por trofozoitos de Giardia y se genera del metabolismo de timidina y uridina,
sc ha sugerido que el mismo metabolismo genera un gradiente alto de concentracion mismo que
favorece la expulsion (Ey ef al., 1992)

Para los tres transportadores se lleva a cabo una difusién facilitada puesto que existe una
saluracion en el estado-estable (a concentracion idéntica dentro y fuera del trofozoito) de manera
que nunca se observa transporte a contragradiente; ademas el transporte activo virtualmente cesa a
0°C.

Para el caso de la uridina Aldritt et al. en 1985 observaron que a 37°C trofozoitos de
(Giardia incorporan altos niveles de uridina y uracilo a rangos de 2.25 pmol/minuto/ 1x10° células,
en tanto que la timidina se incorpora en menor proporcidn (0.2 pmol/minuto/ 1x10° células),
ademas se encontré una alta conversion entre los nucleosidos de uridina y nucledtidos de citidina.
En ¢l mismo reporte también se observd la actividad citosélica de la enzima uracil fosforribosil-
transferasa, la cual es responsable del salvamento y conversién de uracilo a UMP. También se
cncontrd actividad de uridina fosfotransferasa misma que también da lugar a la formacion de UMP,
pero no hay uridin- o citidin-cinasas. La presencia ¢ importancia de la enzima uracil fosforribosil

transferasa se corroboré mas tarde por Vitti e al. (1987) y Jiménez y O’sullivan (1994). Asi
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mismo, la cantidad de uridina y uracilo puede verse afectada por la actividad del transportador
Tipo | previamente comentado,

A la luz de los resultados y de la evidencia reportada, las diferencias observadas en la
incorporacion de timidina y uridina no fueron del todo debidas a diferencias en la toma de
nucledtidos (pues no existe aparentemente razdn para que este se vea alterado), sino al
metabolismo intracelular de los mismos y a la alteracién e interconversiones que éstos sufren atun
de modo independiente del farmaco, de modo que enmascaran mucho los efectos del mismo.

En relacion a la toma de cisteina, el empleo de un sistema donde la adicion de sulfato de
bactocuproina previene la autooxidacién de la cisteina ha permitido el crecimiento de trofozoitos
de Giardia en concentraciones bajas de este aminoacido. En estas condiciones la toma de cistefna
sc lleva a cabo por dos sistemas de transporte que dan lugar a un comportamiento no saturable con
una capacidad de 3.7 pmoles/ trofozoito/ minuto/uM de cisteina. En dicho transporte
aparentemente predomina la actividad de difusion pasiva; sin embargo, el transporte es ligeramente
inhibido por metionina, cisteina y homocisteina de manera que se indica la posibilidad de un
transportador que reconoce aminodcidos con azufre como parte de la molécula (Lujan y Nash,
1994). Por otra parte los experimentos realizados en esta tesis en cuanto a la incorporacion de este
aminoacido fueron hechos en presencia de bajas cantidades de cisteina no radiomarcada, la cual es
indispensable para ¢l adecuado crecimiento del parasito y que, no puede ser substituida totalmente
por la forma radioactiva y esto posiblemente inhibirfa también la incorporacioén de dicha marca. No
obstante, al tratarse de un sistema donde predomina la difusidon pasiva, ambas formas fueron
incorporadas en las proteinas recién sintetizadas y la ausencia de diferencias observadas es debida a
que la sintesis general de proteinas no se ve afectada por el farmaco.

En cuanto a las perspectivas de trabajo que se desarrollaron con base a los resultados
obtenidos en la presente tesis, se presento la necesidad de clonar la cepa WB inducida a resistencia
y contar asi con un modelo mas homogéneo de estudio para posteriormente analizar la sensibilidad
a farmacos de uso frecuente en el tratamiento de giardiosis no relacionados quimicamente con el
farmaco con el cual se indujo la resistencia (albendazol), con el fin de obtener datos referentes a
una posible resistencia cruzada o multirresistencia. En este sentido ha sido observado un fenotipo
multirresistente en resultados preliminares (datos no mostrados). Asi mismo, se observd la

citolocalizacién de farmacos autofluorescentes en trofozoitos de las cepas y clonas tanto sensibles
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como resistentes. Ademas, se pretende realizar transferencias a papel de nitrocelulosa de
corrimientos electroforéticos en una y dos dimensiones, las cuales seran emplcadas para realizar
inmunotransferencias con anticuerpos contra a- tubulina, o-tubulina acetilada, B-tubulina y PgP.
[.as inmunotransferencias serdn realizadas en mas de una cepa resistente y en las clonas
scleccionadas.

Una vez obtenidos resultados de los experimentos antes mencionados, éstos ofreceran
bascs para proponer estrategias que permitan estudiar el mecanismo o mecanismos de resistencia
presentes en Giardia, asi como elegir (si es que hay mas de uno) aquel que sea de mayor
relevancia. De dicha proteina se iniciara el proceso de disefio de oligonucledtidos especificos para
posteriores experimentos de hibridacion tipo Northern blot y Southern blot. Del mismo modo se
pretende realizar la clonacion del gen de la p-tubulina y posiblemente de genes emparentados con

mdr que codifican para PgP u otras proteinas similares.

130



—

CONCLUSIONES

I:] cultivo, criopreservacion y clonacion realizados permitieron un manejo adecuado de las
cepas, aislados y clonas obtenidas bajo las condiciones empleadas. Asi mismo, las clonas
obtenidas mostraron estadisticamente que ¢l nimero obtenido es apropiado para ser

consideradas como tales.

La solubilidad de los fArmacos Gnicamente fue posible en substancias no polares como el DMSO
y la DMIM. Esta tltima fue empleada como solvente del farmaco a partir del cual se hicieron
las soluciones patron y de trabajo, para finalmente ajustarse en el medio de cultivo a la

concentracion necesaria.

Los métodos de viabilidad evaluados mostraron patrones dosis-respuesta caracteristicos para
cada uno de ellos. La Gnica excepcion fue la formacion de colonias en medio semisélido de
agarosa, Dicho método mostré una reproducibilidad muy baja, posiblemente debido a la
posibilidad de que se presenten diferentes capacidades en cada trofozoito para formar o no

colonias en el medio semisélido de agarosa.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos para
las cepas P1 y WB ante cada método probado, con excepcion de la reduccion de MTT que fue

el menos sensible de los evaluados.

Los métodos bioguimicos evaluados fueron reproducibles, aunque menos sensibles que el
método de subcultivo en medio liquido y la evaluacion de la alteracion morfologica que se

encontrd que fueron mds apropiados para evaluar el efecto de los firmacos empleados.

Los datos obtenidos muestran indicios de la importancia que tiene el mecanismo de accion del
farmaco para la eleccion del método de evaluacion de viabilidad a emplear, ya que el mecanismo
de accion de los bencimidazoles tiene lugar a nivel de microtubulos (B-tubulina). Los resultados

indican que, aunque los trofozoitos se encuentren atin vivos después del tratamiento con
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albendazol a las concentraciones probadas, ya no resultan viables pucsto que carccen de la

capacidad de replicarse y dar lugar a una nueva poblacion.

‘Tanto ¢l método de subcultivo como la evaluacién de la alteracion morfoldgica resultaron ser
ccondmicos, sencillos, reproducibles, sensibles y eficientes. Sin embargo, al ser evaluados en
forma paralela se observd que el subcultivo en medio liquido fue ligeramente menos sensible

que la evaluacion de la alteracion morfolégica.

El empleo de los diferentes bencimidazoles permitio la obtencion de curvas dosis-respuesta para
trofozoitos de la cepa WB por el método de evaluacion de la alteracion morfologica,
encontrandose diferentes niveles de toxicidad para cada uno de ellos, de manera que el orden de
efectividad observado fue el siguiente: Nocodazol > Albendazol > Mebendazol > Oxibendazol
>> Tiabendazol >> Bencimidazol (las DLso calculadas fueron: 0.048, 0.078, 0.111, 0.24, 18.0 y
5830.0 pM, respectivamente). La mayoria de los fairmacos evaluados corresponden al grupo de
los bencimidazol carbamatos por contener este grupo como substituyente en la posicién del
segundo radical (R-2) y las tnicas excepciones son el tiabendazol y bencimidazol, mismos que
resultaron ser los menos efectivos en las condiciones evaluadas. Esto sugiere la gran

importancia giardicida atribuible al grupo carbamato en esa posicion.

Al emplear combinaciones de MIC y fracciones de estas de distintos farmacos del grupo de los
bencimidazoles se observd para las combinaciones de Nocodazol- Albendazol y Nocodazol-
Oxibendazol una interaccion de tipo indiferente, en tanto que para el resto de las combinaciones

se observd un antagonismo moderado.

Las evaluaciones transversales de sensibilidad a DLsy de albendazol y mebendazol permitieron
identificar algunas clonas con sensibilidad diferencial respecto al cultivo parental en el momento
de 1a evaluacion. En las condiciones empleadas se pudieron observar diferencias de sensibilidad
dentro de un rango reducido de viabilidad. El orden de variabilidad observado entre las
diferentes cepas v aislados considerando su conjunto de clonas fue el siguiente: WB > Pl >

IMSS-2 > IMSS-3 > CIEA-52 > CIEA-10.
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0 Iin las evaluaciones longitudinales de sensibilidad a DLsy de albendazol v mebendazol se
observo upa variacion recurrente en la viabilidad observada tanto en las clonas como en las
cepas v aislados. El tratamiento con mebendazol desarrolld una variabilidad menor de la que se
observd ante albendazol, y no parecid existir una relacidén entre el estado de sensibilidad o
tolerancia a los dos diferentes farmacos. El orden de variabilidad observado entre las diferentes
cepas y aislados considerando su conjunto de clonas fue el mismo que el observado para el

analisis transversal.

¢ El método de seleccion de trofozoitos resistentes que permitid obtener cultivos con diferencias
significativas de sensibilidad ante albendazol y mebendazol fue el cultivo permanente en
concentracion subletal creciente. Por este procedimiento se obtuvieron cultivos de las cepas WB
y P1 resistentes a dosis entre 0.18 y 0.2 uM de albendazol y mebendazol. Los resultados
obtenidos muestran resistencia cruzada por parte de la cepa sensible 2 mebendazol a la misma

dosis de albendazol.

¢ Trofozoitos seleccionados como deficientes en adhesidn por mutagénesis con nitrosoguanidina
y cultivo en colchicina (CIEA-C7) también mostraron diferencias con respecto a la cepa
parental, pero no tan amplias como las de las cepas antes mencionadas. Esta resistencia puede
ser debida a modificaciones a nivel de microtibulos, pues este es el sitio de unidn tanto de los

bencimidazoles como de la colchicina.

0 Los procedimientos de mutagénesis por exposicion a colchicina y a luz UV no fueron lo
suficientemente eficientes para permitir la obtencién de trofozoitos con diferente sensibilidad a

la observada por la cepa parental.

0 La replicacion de DNA en condiciones basales (en ausencia de farmaco) fue observada como
alta para la cepa WB y disminuida para la WB-RA, lo cual es un indicio de la menor capacidad
replicativa que muestra esta (ltima como modificacién en su condicidn de resistencia. En

presencia de albendazol, 1a incorporacion del precursor timidina se vio reducida.
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¢ La transcripeion de RNA (medida en funcion de la incorporacion de uridina) en condiciones
basales en la cepa WB mostrd una mayor incorporacién que la WB-RA. Por su parte, la cepa
WB-RA cn presencia de farmaco incremenid significativamente la incorporacion de este
precursor, lo cual hace suponer una posible respuesta a nivel de RNA, sugerentemente de

mensajeros especificos inducidos por esta condicion de estrés a la cual la cepa se encuentra

adaptada.

0 La incorporacién de cisteina no mostré diferencias estadisticamente significativas entre las cepas

sensible y resistente en condiciones con o sin farmaco.
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APENDICE

MEDIO TYI-8-33 SUPLEMENTADO CON BILIS (ATCC #1404).

Bilis bovina bacteriologica (Sigma) 05¢g
Tripticasa (casein digest peptone BBL) 200g
Extracto de levadura (BBL) 10.0 g
Dextrosa (Baker) 100 g
Cloruro de sodio 20g
Cisteina ~ monoclorhidrato 20g
Acido ascorbico (Merck) Olg
Fosfato de potasioc monobisico (Baker) 06g
Fosfato de potasio dibasico (Baker) 1.0g
Citrato férrico de amonio (Baker) 23.0mg

Se disolvid en agua bidestilada estéril hasta 800 ml.

Se ajustd el pH de 6.8 - 6.9 y se aford a 900 mi.

Se filtro en membrana de 0.22 mm de didmetro de poro (Whatmann),

Se realizo la prueba de esterilidad por incubacion del volumen total a 37°C por 8-14 hrs.

Pudo ser o no almacenado en este estado hasta por dos semanas a 4°C.

Lo "+ - S o)

Se completd con 100 ml de suero bovino descomplementado (HyClone) v 1 ml de stock de
penicilina (50,000 U. 1), estreptomicina (50 mg).

¢ Se almaceno a 4°C hasta su uso.
Se mantiene estable hasta por dos semanas una vez completado.

Para su uso en el marcaje con cisteina se adiclond al medio de cultivo unicamente 0.6 g de

cisteina monohidrato fria, mas la marcada radioactivamente.
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AMORTIGUADOR DE FOSFATOS - SALINA (PBS) STOCK 10 X

Cloruro de sodio 80.0 g
Cloruro de potasio 20g
Fosfato de sodio dibasice heptahidratado 21.7¢g
0 dodecahidratado 2898 g
Fosfate de potasio monobasico 20g

¢ Se disolvieron los ingredientes en agua destilada hasta 800 m|.

<

Se ajustd el pH a 7.2 y se aford a 1 litro.

>

Para su uso a 1 X se disolvio 110 en agua destilada

<

Tanto la solucién 10X como 1X se esterilizaron en autoclave antes de su uso,

Es estable varias semanas.

PREPARACION DE COLORANTES FLUOROGENICOS (FDA - PI)

SOLUCION STOCK DE FDA (Diacetato de floresceina).

FDA 10 mg
Acetona (CH;COCHS;) 1 ml

¥ Se almaceno a 0°C protegido de la luz.

SOLUCION DE TRABAJO DE FDA (40 pg/ml).

Solucion stock de FDA 40 ml
PBS 10 mi

O Se almacena a 4°C en obscuridad.
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SOLUCION STOCK DE PI (Yoduro de propidio, 30 mg/ml),

P1 1.5 mg
PBS 50 ml

¢ Se almacena a -4 °C en obscuridad.

0 La solucion de trabajo de P1 es la misma solucion stock (30 mg/ml).

PREPARACION DE BROMURO DE DIFENIL TETRAZOLIO (MTT)

PMS (Metasulfato de fenazina) 5 mg/ml de PBS
MTT (Bromuro de difenil tetrazolio 0.05 % en PBS

SOLUCION PARA EMISION DE CENTELLEO

Para preparar 1 litro’

Obnifluor : tolueno 0.4 % p/v 40 g/ 700 ml
Triton X 100 a alcanzar 30 % del total 300 ml
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PREPARACION DE ACIDO TRICLOROACETICO AL 10 % (V/V)

Para preparar 100 ml:

Acido tricloroacético 10 ml
Agua bidestilada estéril 90 ml.

0 Una vez preparado se filtro para eliminar impurezas.

CRIQPRESERVACION DE TROFOZOITOS DE G. duodenalis EN N» LIQUIDO

0

Se cultivaron los trofozoitos en medio TYI-S-33 hasta alcanzar la fase logaritmica de
crecimiento.

Se enfriaron los tubos de cultivo en un bafio de hielo-agua.

Se centrifugd el medio con trofozoitos a 210 x g durante 10 minutos a 4°C dentro de tubos
Falcon® de 15mi

Se retirod el sobrenadante.

Se agreg6 medio con DMSO al 10 %, un mililitro por cada 5x10° trofozoitos aproximadamente
y fueron resuspendidos cuidadosamente.

Se transfirio el contenido a criotubos Nunc® de 2 ml. y se enfriaron en baiio de hielo agua.

Se almacend los criotubos en ultracongelador a -70°C aproximadamente 24 hrs.

Se transfirieron los criotubos a inmersion en nitroégeno liquido donde se almacenaron hasta su

descongelacion.

Son viables por varios afios
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DESCONGELACION

% Los criotubos fueron descongelados a TA o en bafio hielo-agua.

O Se transfirio el contenido del criotubo a un tubo cénico de 15 ml conteniendo 14 ml de medio
TYI-S-33 fresco

O Se centritugd a 210 x g durante 5 minutos a 4°C o en ocasiones a TA

O Se decantd el sobrenadante llenandose nuevamente el tubo de cultivo con 15 ml de medio
fresco.

¢ Se reviso los trofozoitos al microscopio optico para verificar la adhesion celular y la motilidad
del cultivo.

¢ Seincubd a 37°C por 4-24 hrs.

0 Se cambié el medio de cultivo para eliminar las células muertas y los residuos finales de

DMSO.

PREPARACION DE MEDIO LURIA

Para asegurar la esterlidad de los cultivos y firmacos empleados se incubaron alicuotas de
15 pl de los mismos por al menos 24 hrs en Medio Agar Luria preparado como sigue (preparado

en la Cocina del Departamento de Genética):

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 5g
Bactoagar 15g

Se disolvid en 800 ml de agua bidestilada y se ajust6 el pH a 7.5 con NaOH.

Lo

<

El medio fue aforado a un litro y esterilizado en autoclave.

<

Se decanto aun caliente y liquido sobre cajas petri de plastico estériles donde el agar solidifico,

para finalmente almacenarse a 4°C hasta su uso

O Previamente a ser empleadas se preincuban a 37 °C para asegurar su esterilidad.
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