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RESUMEN

La giardiosis es una infeccidn intestinal causada por el protozoario Giardia
duodenalis. Dicho parasito afecta principalmente a la poblacion pediatrica, causando
retardamiento en su crecimiento, entre sus sintomas clinicos prominentes resalta la
perdida del apetito, diarreas agudas y crénicas, hasta sindrome de malabsorciéon. EI
principal mecanismo de control de dicha parasitosis incluye el uso de agentes
antiprotozoarios entre los cuales destacan e! metronidazol, furazolidona, albendazol y
mebendazol.

Se ha reportado que existen casos refractarios al tratamiento con metronidazo!
tanto clinicamente como in vitro (Brown, 1996). Por ello en este trabajo se propuso
efectuar estudios moleculares, a nivel del gen pfor, ya que investigaciones precedentes
sugerian la posibilidad de un deterioro dramatico en la actividad de la enzima activadora
bdel metronidazol, la piruvato ferredoxina oxidoreductasa en cultivos de G. duodenalis
resistentes a metronidazol (Smith y co/l. 1988).

En forma inicial, se obtuvieron lineas y clonas de G. dwuodenalis con
diferente sensibilidad al metronidazol mediante crecimiento del parasito en
concentraciones ascendentes del farmaco. Una vez obtenidos éstos, se estandarizaron
los ensayos de la PCR para regiones altamente conservadas de los genes gdh y pfor, de
los cuales se amplificaron selectivamente fragmentos de 570 pb, y 342 pb
respectivamente. Se realizd el analisis comparativo de la secuencia nucleotidica de los
sitios cataliticos 3Fe-4S y 4Fe-4S del gen pfor entre una clona sensible (WB-1) y una
resistente al metronidazol (WBRM23), no encontrandose algun tipo de modificacion en
este nivel. Asimismo se establecieron las condiciones Optimas para estudios de
hibridacion tipo southern blot, northern blot y RT-PCR, encontrandose en e! primer ensayo
un bajo numero de copias del gen pfor tanto en cultivos sensibles como resistentes al
metronidazol, lo cual sugirié que no habia amplificacion de este gen.

Por otra parte, con respecto al nivel de expresidn del gen pfor empleando la
técnica RT-PCR, se encontrd un incremento de 142.13 % del nivel de RNAmM en |la clona
resistente (WBRM23) a diferencia de la cepa sensible (WB-1). Como alternativa
metodoldgica, el Northern Blot resultd un ensayo altamente reproducible y se observé un
resultado semejante a la técnica antes mencionada. En este contexto, el incremento en el
transcrito del gen pfor se asocié con el fenotipo de resistencia al metronidazol, por o que
de existir una actividad de la enzima PFOR, esta podria deberse a modificaciones a nivel

traduccional o post-traduccional.
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CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1. GENERALIDADES DE Giardia duodenalis

Los organismos del género Giardia han sido clasificados en el phylum
Sarcomastigophora y clase Zoomastigophorea junto con otros parasitos
flagelados tales como: Leishmania, Trichomonas, Trypanosoma, y Dientamoeba,
en el orden Diplomonadida. Considerando la secuencia del RNAr de la
subunidad menor de estos organismos se ha propuesto a G. duodenalis como el
eucarionte mas primitivo (Sogin y col. 1988). Giardia pertenece a un grupo
filogenéticamente primitivo  de protozoarios anaerobios, los cuales
aparentemente provienen de ancestros relacionados con Arquebacterias que no
presentan mitocondrias (Cavalier, 1987; Edlind y Chakraborty, 1987).

Se han descrito varias especies de Giardia considerando algunos criterios
que ayudan a diferenciar a este parasito. Entre estos se encuentran la
especificidad del hospedero, las dimensiones del cuerpo y las variaciones en la
estructura. Asi se distinguen las siguientes especies G. agilis que infecta a
anfibios, G. muris que infecta a roedores, aves y reptiles, y G. duodenalis que
infecta a una variedad de mamiferos incluyendo humanos, asi como aves y
reptiles (Filice,1952). En este contexto es importante mencionar que la
denominacion de G. duodenalis en lugar de G. lamblia se da por el lugar en el
que parasita a sus hospederos, esto es, en el duodeno; y la segunda porque no
es adecuado que la especie lleve el nombre de un investigador. Recientemente
se ha propuesto anexar dos especies a este género una de ellas se ha
encontrado en aves de la especie Melopsittacus undulatus, y recibié el nombre
de G. psittaci (Erlandsen y Bemrick, 1987). Descrita también por Erlandsen y col.
(1990 b) la otra especie G. ardeae presente en garzas (Ardea herodias) la cual
habia sido incluida en el grupo "muris” por Filice (1952).

Giardia presenta dos entidades morfolégicas en su ciclo biolégico. La fase
vegetativa es el trofozoito, que es un organismo binucleado con forma de pera,

mide de 10-12 pym de largo y de 5-7 um de ancho, su superficie dorsal es

R



convexa y la ventral concava, tiene un disco adherente anterior, cuenta con
cuatro pares de flagelos dispuestos en posiciones anterior, lateral, posterior y
,ca’u'dal. El disco no es simetrico, tiene microtabulos rigidos ordenados en espiral,
con una Mmuesca posterior que sirve para que al moverse, los flagelos expulsen
el liquido del disco, facilitando I|a adherencia del parasito sobre las
microvellosidades intestinales. Los flagelos se originan en los axonemas
citoplasmicos constituidos por nueve hileras periféricas de microtubulos
pareados, que rodean a dos microtubulos centrales y estan revestidos por la
unidad de membrana superficial. Los flagelos anteriores y posterolaterales
facilitan el desplazamiento del protozoario en el liquido duodenal. El cuerpo
mediano, de morfologia variable, es un agregado ovalado de microtubulos
curvos que se extienden hasta los axonemas caudales, reforzando su capacidad
motriz (Carrada, 1984). En el citoplasma se encuentran presentes granulos
ribosomales y de glucogeno, pero no han sido identificados organelos propios de
eucariontes como mitocondria, glicosomas, hidrogenosomas, peroxisomas y
nucléolos (Adam, 1991., Thompson y col/. 1993 b). (Figura 1).

La entidad infectante es el quiste, mide de 8-12 um de largo y de 5-10 um
de ancho y esta rodeado por una pared compuesta por proteinas y carbohidratos
formando una malla cuyo espesor es de aproximadamente 0.3-0.5 um
(Erlandsen y col. 1990 a). Dentro del quiste son visibles de 2 a 4 nucleos
(dependiendo si la division nuclear fue completa), cuerpos basales, cuerpos
medianos y elementos estructurales del flagelo y disco ventral (Figura 1). El
quiste es relativamente resistente al pH gastrico y la desecacién ambiental. Los
quistes de G. duodenalis sobreviven bien a bajas temperaturas, reportandose
que duran mas de dos meses a 4°C y menos de 4 dias a 37°C (Bingham y col.
1979; Knight, 1980). Asimismo éstos resisten concentraciones altas de
desinfectantes quimicos de uso rutinario, principalmente el cloruro o el dioxido
de cloruro, por lo que actualimente se deben contemplar alternativas para la
purificacion de agua de consumo humano (Karanis y col. 1991).
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G. duodenalis tiene un ciclo de vida simple bifasico, consistiendo de una
forma infectiva que es el quiste inactivo metabdlicamente y el trofozoito que es la
forma vegetativa. Después de la ingestion del quiste presente en agua y
alimentos contaminados, el desenquistamiento es inducido al pasar éste por el
medio acido de! estomago y la presencia de enzimas hidroliticas pancreaticas.
En general, de cada quiste emerge un trofozoito tetranucleado, el cual se divide
por fision binaria longitudinal en el tracto ‘intestinal proximal de humanos y la
mayoria de los animales, y colonizan por medio de adhesiéon a la mucosa
intestinal. El principal sitio de enquistamiento de los trofozoitos es el yeyuno, y
éste se completa cuando las materias fecales liquidas se comienzan a
deshidratar gradualmente en su transito hacia el colon, completandose el cicio
cuando los quistes son expulsados en las heces y son ingeridos por otro
hospedero (Adam, 1991; Lindley, 1988) [Figura 2].

En regiones de Estados Unidos se ha mostrado que hay una amplia
variedad de especies de animales silvestres, particularmente el castor y la rata
almizclera, que son portadores de quistes de Giardia y se ha sugerido que estos
animales forman un reservorio importante para la diseminacion de la giardiosis
(Davies y Hibler, 1979). Estudios realizados en animales domesticos, perros y
rumiantes indican que hay otras fuentes potenciales y reservorios de Giardia
cercanos al hombre (Buret y col. 19980). Aunque se ha demostrado que la
giardiosis es una zoonosis (Thompson y col/. 1988), también se han efectuado
investigaciones que corroboran fuertemente esta idea, los cuales han concluido
que hay una identidad fenotipica y genotipica entre aislados de humanos y
animales (Faubert, 1988; De Jonckheere y co/. 1990).

1.2. MANIFESTACIONES CLINICAS.

Los sintomas de la giardiosis se presentan en gran medida por la
colonizacion de la pared intestinal por el parasito y, como consecuencia de ésto,
se observa atrofia en las vellosidades intestinales. Las infecciones por Giardia
suelen ser asintomaticas o asociadas a una variedad de sintomas prominentes
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como una diarrea prolongada, la cual se presenta en forma leve y produce heces
semisdlidas, o bien ser intensa y debilitante cuando las heces llegan a ser
acuosas y voluminosas. Las infecciones cronicas se caracterizan por presentar
esteatorrea que acompafia un sindrome de malabsorciéon con pérdida de peso
substancial, debilidad general y la consecuente fatiga. El periodo prepatente de
esta parasitosis es de 6 a 15 dias, y el periodo de incubacion frecuentemente
oscila entre 7 y 21 dias (Knight, 1980). El espectro de la respuesta clinica puede
ser atribuido a la variacion en la virulencia de los aislados de Giardia, a factores
del hospedero tales como la respuesta inmune o bien una combinacion de
ambos. Actualimente se tienen evidencias de que los aislados de Giardia
obtenidos de humanos, idénticos morfologicamente, varian con respecto a sus
antigenos de superficie (Smith y col. 1982; Nash y col. 1990 b), perfiles de
isoenzimas (Andrews y col. 1989), susceptibilidad a proteasas (Nash y col.
1991), y se ha observado a nivel genético por analisis del polimorfismo de la
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) y de huellas digitales del DNA ¢
DNA fingerprinting (Upcroft y col. 1990 a; Carnaby y col/. 1991). Un sistema
inmune intacto es importante para erradicar la infeccion y para desarrollar una
inmunidad protectora (Farthing, 1990). Giardia es esencialmente un parasito
lumina! y por lo tanto el estudio de los mecanismos inmunes se han enfocado a
la producciéon de anticuerpos IgA secretorios. Recientemente se han reportado
estudios que sugieren fallas en el desarrollo de una respuesta del tipo de IgA
hacia un antigeno del parasito de 57 kDa, que se ha descrito como una proteina
de choque térmico que esta asociada con la infeccion persistente. Esto ultimo en
contraste con la produccion de una respuesta de IgG hacia este antigeno y la
respuesta de IgA a otros polipéptidos de este parasito en infecciones de larga
evolucién. (Char y col. 1991, 1992).

Giardia provoca alrededor de un 7 % de casos de diarrea aguda y del 11-
45 % de casos de diarrea cronica, y cerca del 50 % de pacientes sintomaticos
presentan evidencias bioquimicas de mala absorcidon de carbohidratos, grasas y
micronutrientes, aunque la giardiosis suele ser responsable del desarrollo y
crecimiento retardado en nifios (Farthing y col. 1986a; Sullivan y col. 1891). El



mayor impacto clinico de este parasito es en recien nacidos y nifios, durante los
primeros 3 afos de vida, en estados de desnutricion y en pacientes
inmunocomprometidos.

La giardiosis presenta manifestaciones intestinales y extraintestinales,
reportandose una variedad de mecanismos para explicar los procesos
multifactoriales involucrados en la diarrea y malabsorcion causada por Giardia,
los cuales se enfocan a: a) la mucosa intestinal y b) al lumen intestinal (Katelaris
y Farthing, 1992).

En los mecanismos de dafio mucosal, se han encontrado anormalidades
estructurales y funcionales en el intestino delgado las cuales pueden ser
detectadas en humanos y animales infectados experimentalmente, y parece
probable que ésto contribuya, al menos en parte, a la diarrea y mala absorciéon
asociadas a esta infeccion. Entre los factores mucosales que influyen en la
patogénesis se encuentran: a) la morfologia, encontrandose mediante
observaciones de microscopia de luz que en ocasiones la arquitectura de las
vellosidades parece normal, pero hay cambios ultraestructurales en ellas tales
como el acortamiento y engrosamiento de las microvellosidades (Takano y
Yardley, 1965; Hoskins y col/. 1967; Morecki y Parker, 1967), ademas de un
incremento en la profundidad de las criptas, b) reduccidn en ia actividad
enzimatica de lactasa, sucrasa, maltasa y trehalasa en la membrana de la
microvellosidad (Duncombe y col. 1978; Hartong y col/. 1979; Daniels y Belosevic
1995), reportandose asimismo que la reduccion en las actividades de la
disacaridasa son maximas cuando la diarrea y las anormalidades morfologicas
son mas pronunciadas.

Se ha mostrado por microscopia electronica que los trofozoitos de
Giardia, al adherirse al epitelio, provocan ruptura y distorsion de las
microvellosidades en el sitio donde el disco adhesivo ventral interactia con la
membrana de la microvellosidad (Erlandsen y Chase, 1974). Giardia produce, y
posiblemente libera, substancias citopaticas hacia el lumen intestinal (Samra y
col. 1988), ademas de contener un numero de cistein proteinasas las cuales
podrian adherirse a las glucoproteinas de la superficie y romper la integridad de



la membrana de la microvellosidad (Hare y col/. 1989; Parenti, 1989; North y col.
1990). También se ha mostrado que este flagelado expresa en su superficie una
lectina que se une a residuos de manosa (Farthing y col/. 1986b). Esta lectina
suffe una ruptura mediada por tripsina de una molécula precursora citoplasmica
(Lev y col. 1986), y esta protedlisis puede mediar la adhesion a los enterocitos
(Inge y col. 1988), inflamacidn mucosal asociada con la activacion de células T y
liberacion de citocinas (MacDonald y Spencer, 1988).

Por otro lado, entre los factores luminales en la patogenésis de la diarrea

se han reportado: a) el sobrecrecimiento bacteriano, que produce anormalidades
estructurales en el intestino delgado similares a las observadas en giardiosis
clinica los cuales tienen un papel importante en el dafio mucosal, notandose que
la giardiosis sintomatica se asocia con un incremento en el niomero de bacterias
aerobicas y anaerdbicas en el intestino delgado proximal (Tandon y col. 1977),
b) I,ayin:corporaci()n de sales biliares por Giardia, la cual altera la expresion
V'a'ntigér‘\ica del parasito (Katelaris y col. 1991) y c) inhibicion de enzimas
rbyl"lidr,o_‘liticas. apreciandose concentraciones intraluminales reducidas de tripsina,
"Tqu"rya_iCtripsina y lipasa en pacientes sintomaticos con giardiosis (Gupta y Mehta,
1973; Chawla y col. 1975; Okada y col. 1983) .
L En cuanto a la prevalencia de las infecciones por G. duodenalis, en
estudios realizados en el Hospital Infantil de México Federico Gomez se reportd
la siguiente distribucion por edad de los nifios con giardiosis: 21.4 % en
lactantes, 41.7 % en preescolares, 27.9 % en escolares y 9 % en adolescentes
(Bernal y col/. 1995). Recientemente, investigaciones efectuadas en la Republica
Mexicana enfocados al analisis de la prevalencia de la giardiosis se encuentra la
siguiente distribucion: La Trinidad, Guanajuato 45 %, Ixtlahuaca, Edo. de México
18.4 %, Cacaxtla, Tlaxcala 22.0%, Iztapalapa, D.F. 8.2 %, Sonora 34.6 %.

En paises en vias de desarrollo, las tasas de incidencia oscilan entre un 8
y un 25 % como ocurre en regiones de Latinoamérica (Figuerca y col/. 1981),
Africa (Hason y Patterson, 1987) y Asia (Hossain y col. 1983). El principal factor
de riesgo para la transmisidon de la giardiosis es a través de agua. Existen dos
causas por las cuales puede surgir este problema como son: la fuente de agua y



el método de tratamiento usado para la purificacion de ésta. Por otro lado, la
transmision a través de alimentos contaminados ocurre porque los quistes de
Giardia sobreviven en la mayoria de los alimentos que no necesitan ser
cocinados antes de consumirse, propiciados por la inadecuada limpieza de
verduras y frutas. Al respecto Carosi y col. (1994) reportaron que tan sélo 10
quistes viables de G. duodenalis son suficientes para causar la infeccion en
humanos, siendo ésta una de las razones principales de la alta prevalencia de la
giardiosis en comparaciéon con otras parasitosis intestinales. Asimismo, se
consideran como factores importantes en la transmision de esta infeccion el
contacto directo con fuentes de infeccion como son la transmision de persona a
persona debida a la transferencia de quistes en heces de un individuo infectado
a otra persona, la contaminacion de los alimentos que se expenden en la via
publica por los manipuladores de los mismos y el nulo control de las autoridades
sanitarias sobre éstas personas que representan una fuente de infeccion para la
clase trabajadora o cualquier persona que consuma alimentos que se expenden
en la via publica. Aqui se incluyen factores como la densidad poblacional, las
condiciones higiénicas, la proporcién de individuos susceptibles en una
poblacion (Harley, 1988), la cantidad de ninos en las guarderias (Keystone y col.
1978) y hombres homosexuales promiscuos (Schmerin y col/. 1978).

En Estados Unidos las fuentes y modos de transmision de la giardiosis, de
acuerdo al Center for Disease Control and Prevention (CDC) estiman que el 90
% de infecciones por Giardia son adquiridas por beber agua no filtrada o por el
contacto con la poblacion en edad pediatrica, el 10 % restante la adquiere por
beber agua no tratada de superficie, viajes internacionales o a través de
practicas sexuales (Kappus y Juranek, 1988).

La proporcidon de casos para la transmision de persona a persona, y a
través de alimentos y agua varia de acuerdo a la region geografica. En estudios
epidemioldgicos estacionales se ha encontrado un pico en enero en el noreste
de Espana (Garcia y col/. 1989), aunque la estacionalidad de la giardiosis en
Wisconsin es similar a la que ha sido reportada en Vermont (Birkhead y Vogt,
1989), Colorado (Wright y col. 1977), Minnesota (Ayala y Hermida, 1987),



Arkansas (Pasley y col. 1989), Oklahoma, México (Hermida y co/. 1990), y el
Reino Unido, notandose los picos entre los meses de julio y octubre. Se reporta
qué esta incidencia estacional puede ser mediada por la contaminacién de agua
" de éuperficie durante el verano.

Las medidas preventivas, por su parte, incluyen campafias de educacion
a la poblacién para concientizar sobre el riesgo que implica el beber agua de
superficie no tratada, asi como realizar una construccion adecuada de los pozos,
promover su mantenimiento, la reparacion © el recambio de pozos poco
profundos, y monitorear los sitios de natacidn puablicos para minimizar la
exposicion a parasitos. Asi mismo se incluyen el tratamiento de las personas con
infecciones identificadas, el mejoramiento en la purificacion del agua y el control
de sanidad que se debe acompafiar con programas de educacion publica
dirigidos a su uso e investigaciones en el desarrollo de una vacuna efectiva. Sin
embargo, se deben continuar reforzando las campanas nacionales de vigilancia
epidemiolégica en México con la finalidad de detectar por una parte
enfermedades parasitarias reemergentes, y por otro lado para monitorear la
presencia y distribucién de cepas resistentes para darnos un panorama general
de la sﬂuacuon del problema. Aunque las campafias de desparasitacion que

reallza I Secretarla de Salud en nuestro pais deben ser extensivas a la

poblac:on en general para que disminuya la transmision de las parasitosis que
tlenen como vehiculo la contaminacion por materia fecal, limitando el uso masivo
y pe(nodxco de antiparasitarios. En general, la presencia de enfermedades de
origen parasitario son un reflejo de las condiciones sanitarias del pais.

1.3. DIAGNOSTICO DE GIARDIOSIS

En relacion con los métodos diagnodsticos que se emplean hasta ahora se
han enfocado a detectar etapas especificas del ciclo de vida de G. duodenalis
(quistes y trofozoitos en distintas muestras), y las técnicas mas usadas son:



1) Métpdcs tradicionales como son el examen microscopico de muestras de
hécgs el cual detecta quistes (coproparasitoscopico CPS). Sin embargo, dado
que los quistes se eliminan intermitentemente, esta técnica resulta ser
inadecuada en una proporcion alta de casos (30-50 %) (Kamath y Murugasu,
1974). Asi mismo influyen en ésto otros factores tales como la administraciéon de
ér{tibiéticos. antiacidos, y productos de caolin que inhiben la excrecion de quistes
(Wolfe, 1984). Se han descrito en la literatura un gran numero de técnicas
coproparasitoscopicas derivadas de los fundamentos de concentracion de
elementos parasitarios por flotacion y concentracion de los mismos por
sedimentacion con todas sus variantes. Esta diversidad de técnicas no aseguran
la observacién de todas las formas parasitarias por lo que seria importante
disponer de un método sensible que nos permita apreciar la frecuencia y
prevalencia real de las parasitosis. En este sentido resalta la importancia de
emplear y estandarizar técnicas CPS con mayor sensibilidad, reproducibilidad,
facilidad de realizacion y bajos costos.

Otros meétodos, como la aspiracion duodenal y la biopsia, identifican
principalmente trofozoitos (Gordts y col. 1985). Un método adicional consiste en
la obtencidn de liguido y/o moco duodenal a través de un hilo en una capsula y
que, al‘se‘r,extr'aido unas horas después, es exprimido y se hace un frotis de la
muestra pafa la observacion directa en el microscopio de luz (Entero-test 6 Cap.
Beal).

,2“)’.“Téych‘icas inmunolégicas que emplean reactivos biologicos para la deteccion
dé.ahticuerpos especificos contra G. duodenalis en suero y secreciones. Entre
las - pruebas serologicas mas empleadas se encuentran la inmunodifusion
(Vinayac y col. 1978, Jokipii y Jokipii, 1982), hemaglutinacion indirecta (Ganguly
y Mabhajan, 1981), inmunofluorescencia indirecta y la inmunofluorescencia
directa en la cual se han detectado anticuerpos especificos hacia Giardia en
saliva (Osipova y col. 1984) y ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) en las cuales
también se han empleado muestras como la leche materna (Miotti y col. 1986).
Por otro lado la deteccidn de IgG antigiardia especifica en muestras sanguineas
conservadas en papel filtro presenta una sensibilidad del 91 % y especificidad



del 95 % (Al-Tukhi y col. 1993). Dicho ensayo también se emplea en la deteccion
de antigenos del trofozoito y/o quiste en heces. Otra técnica usada es la
contrainmunoelectroforesis (CIE) la cual detecta antigenos de quiste en heces
en la cual se usa comercialmente el ELISA (Janoff y col. 1989).
3) Teécnicas moleculares, que son meétodos basados en sondas de DNA
(marcadas por quimioluminiscencia 6 radioactivamente) y la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) para secuencias especificas del DNA. La segunda
prueba se ha empleado para detectar y diferenciar quistes viables y no-viables
de Giardia, ademas de caracterizarse por ser una técnica especifica y sensible
dado que puede detectar hasta un solo quiste, lo cual la hace una herramienta
muy Util para la deteccion ambiental del parasito (Abbaszadegan y col/. 1991).
Asi mismo se ha empleado dicha técnica para diferenciar cepas patogenas de
Giardia (Mahbubani y col. 1992). Los parasitos que han sido estudiados con
estas técnicas incluyen Plasmodium, Leishmania, Trypanosomas, Toxoplasma
gondii, E. histolytica, T. vaginalis, Cryptosporidurm parvum, Taenia, Echinococcus,
Brugia malayi, Wuchereria brancofti, Loa loa y Onchocerca volvulus (Singh B.,
' 1997). También se ha empleado las huellas digitales de DNA con la sonda de
DNA del fago M13 la cual es capaz de mostrar diferencias geneéticas entre cepas
de Giardia (Archibald y col/. 1991). Por otro lado, la electroforesis de enzimas
(zimodemos) se usa para examinar la variacion genética entre aislados de G.
duodenalis de diferentes areas geograficas y ademas proporciona informacion
sobre la estructura genética, ploidia y taxonomia y compara aislados de
diferentes especies de hospederos con el fin de demostrar si en realidad la
transmision es mediada por una zoonosis (Meloni y col. 1995). EI RAPD (DNA
polimdrfico amplificado al azar) es otra técnica que detecta la variacion genética
entre aislados de Giardia (Morgan y col. 1993 a). Estos métodos probablemente
no sustituiran los métodos tradicionales ampliamente utilizados en el diagnostico
rutinario de infecciones parasitarias en paises subdesarrollados y en vias de
desarrollo donde las enfermedades parasitarias son endémicas esto debido a
los altos costos. Sin embargo, estas pruebas pueden ser extremadamente utiles
para la genotipificacion de cepas de parasitos y para la deteccion precisa del



parasito tanto en humanos como animates domeésticos 6 silvestres durante los
estudios epidemiologicos.

1.4. REGIMEN TERAPEUTICO CONTRA LA GIARDIOSIS

Antiguamente los farmacos utilizados en el tratamiento de la giardiosis
eran sustancias altamente toxicas, como tetracloruro de carbono, mercurio y
bismuto (Mendelson, 1980).

El tratamiento antiparasitario debe ser apropiado para cada infeccion y a
la dosis correcta, vigilando los posibles efectos toéoxicos. Los agentes
‘quimioterapicos que se utilizan actualmente en el tratamiento de la giardiosis,

incluyen principalmente farmacos que pertenecen a la familia de la acridina
v"(q'i.}i.hacrina), aminoglicdsidos (paromomicina), 5-nitrofuranos (furazolidona),
tbéhéimidazoles (albendazol y mebendazol)) y 5-nitroimidazoles (metronidazol)

v'i'(TabIa 1.

De los mencionados anteriormente, los mas ampliamente utilizados son
; Ios dos altimos presentando un amplio espectro de actividad, es decir que tienen
actlwdad ‘contra bacterias y protozoarios anaerobios (Tabla 2).

Metronidazol (2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol). El mecanismo de
accion de este farmaco en el parasito G. duodenalis es desconocido; sin
embargo, se sugiere postular como hipoétesis, por un lado por analogia con
estudios previos de activacion del farmaco realizados en Trichomonas con
resuitados comparables al de otros organismos anaerobios y por otra parte a la
accion de otros radicales libres, se propone inicialmente que el metronidazol se
administra en una forma inactiva y entra a la ceélula por difusion pasiva,
enseguida la enzima piruvato ferredoxina oxidoreductasa conocida también
como piruvato sintasa (PFOR, enzima especifica del metabolismo energético en
protistas amitocondriales; Horner y col. 1999), la cual contiene grupos Fe-S de
200-300 kDa, el cual usa pirofosfato de tiamina (TPP) como un grupo prostético



TABLA 1. TRATAMIENTO UTILIZADO CONTRA LA GIARDIOSIS.
REGIMEN EFECTIVIDAD | REFERENCIA

NOMBRE
COMERCIAL
Valbazen Dosis Unica 62-75% Hall y Nahar,
600 mg u 800 1993.
mg.
400 mg
diariamente, 5
dias.
'Furoxona 8mg/kg/dia (3 80 %
o a 4 veces .
diariamente)
10 dias

PRINCIPIO
ACTIVO
Albendazol

81 %

95 %

Davidson,1984

Furazolidona

Vermox 100 mg cada 80.4 % Rodriguez y
12 hrs. Tres col, 1999.

dias
15mg/kg/dia (3
veces

:Mebendazol:

90 % Davidson,1984

I\'llebtronidyazol Flagy!
diariamente), 5
dias
30mg/kg/dia
(3 a4 veces
diariamente),
10 dias.
emg/kg/dia (3
veces

diariamente)
300 mg por dia
maximo, 5
dias

55 — 73% Wolfe, 1984.

Paromomicina Humatin

90 % Davidson,1984

Quinacrina Atabrina




TABLA 2. USOS CLINICOS DEL METRONIDAZOL

[ENFERMEDAD ORGANISMO TIPO DE FARMACO
Tricomoniosis T. vaginalis (P) 5-NI
Vaginitis inespecifica Gardnerella 5-Ni
(Haemophillus) vaginalis
(B)
Amibiosis intestinal Entamoeba histolytica (P) 5-NI
Giardiosis Giardia duodenalis (P) 5-NI
Sepsis posoperativa Bacteroides sp (B) 5-NI
Sepsis postoperativa Clostridium sp (B) 5-NI
Leishmaniosis Leishmania mexicana ) 5-NI
Estomatitis de Vincent La mayoria incluyendo 5-NI

Bacteroides (B), v

fusiformes (B)

L ;
Loy M0

D]j v....‘u‘“N



(Schénheit y Schafer, 1995). La PFOR se encuentra unida a la membrana en G.
duodenalis (Townson y col. 1996), genera electrones a partir de la
descarboxilaciéon del piruvato, los cuales son donados a la ferredoxina
promoviéndose la formaciéon de varios intermediarios toxicos como el radicat
anion, el nitroso, la hidroxilamina y el amino. Algunos de estos posiblemente se
pegan a proteinas, membranas (Johnson, 1983) é al DNA para formar un
complejo que no puede funcionar como iniciador para las DNA y RNA
polimerasas inhibiendo la sintesis de DNA, el daifo que sufre este acido nucleico
depende del contenido A + T (Edwards, 1980), y se generan finalmente dos
metabolitos conocidos como acetamida y ac. oxamico (Ings y col. 1974) (Figura
3).

Algunos estudios enfocados a la caracterizacion de PFOR (Townson y
col. 1996), ferredoxina (Townson y col. 1994), y NADH oxidasa (Brown y col.
1995) han revelado que los componentes del transporte de electrones en Giardia
se encuentran en la membrana y /o en el citosol.

- @Giardia contiene tres ferredoxinas (Fd I, Il y Ill) siendo exclusivamente la

Fd'l.la que reduce al metronidazol in vitro (Townson y col. 1994, 1996), asi esta
proteina soluble monomeérica de 5.7 KDa presenta una secuencia aminoacidica
términal que tiene un alto porcentaje de homologia a otras ferredoxinas
procaridticas indicando que la Fd | esta estrechamente relacionada a
ferredoxinas de arqueobacterias y eubacterias anaerdbicas.
En este sentido, se han realizado diversos estudios en proteinas fierro-azufre
cuya funcion principal es la transferencia de electrones en una amplia gama de
reacciones metabdlicas. Este tipo de proteinas se dividen en varios subgrupos,
de acuerdo a la naturaleza de sus centros Fe-S y la similitud de su secuencia,
presentando en general potenciales redox bajos (Yoch y Carithers, 1979). Entre
los diferentes tipos de ferredoxinas, se encuentran 2Fe-2S que son proteinas o
dominios de cerca de 100 residuos de aminoacidos en esa region que se
encuentran en organismos fotosintéticos propiamente plantas y algas,
arqueobacterias (Halobium), Rhodobacter capsulatus, y Pseudomonas putida.,
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FIGURA 3. Mecanismo de accion del metronidazol. Inicialmente se

promueve la reduccion de grupo 5-nitro mediante la enzima PFOR,
generando intermediarios reactivos, los cuales posiblemente se pegan al
DNA, RNA, proteinas y/o membranas promoviendo la muerte celular.
Reproducido de Boreham y col/. 1988.




del tipo 4Fe-4S se l|ocalizan en bacterias por lo cual se les conoce como
“ferredoxinas tipo bacteriano” encontrandése ampliamente distribuidas en
anaerobios fermentativos y fotosintéticos como seria el caso de termoacidofilos vy
metanogenos (Kerscher y Oesterhelt, 1982).

En cuanto a la farmacocinética del metronidazol en humanos, se ha
reportado que se metaboliza en el higado por la oxidacion de la cadena
lateral y la formacion del glucuronido correspondiente. Los principales
metabolitos oxidativos son: 1-(2-hidroxietil)-2-hidroximetil-5-nitroimidazol, (el
metabolito "hidroxi") que tiene actividad antibacteriana y es detectado en plasma

y orina, y el acido-2-metil-5-nitroimidazol-1- acético (el metabolito "acido"), el

cual no tiene actividad antibacteriana, y frecuentemente no se detecta en plasma
pero es excretado en orina. Asi pequefias cantidades de metabolitos reducidos,
como acetamida y acido N-(2-hidroxietil) oxamico se han detectado en orina y
son formados por la flora intestinal (Koch y col/.,, 1979 a). El metronidazol
aparece en la mayoria de los tejidos del cuerpo y fluidos de secrecion incluyendo
bilis, leche materna, fluido cerebroespinal, saliva, fluido seminal y secreciones
vaginales, alcanzando concentraciones similares a las del plasma. También
atraviesa la placenta y rapidamente entra a circulacion fetal.

Los efectos adversos del metronidazol generalmente estan relacionados
con la dosis, y los mas comunes son: molestias gastrointestinales,
especialmente nausea y desagradable sabor metalico, se acompaia algunas
veces por dolor de cabeza, anorexia y vomito. Algunos estudios han mostrado
que es mutagénico en bacterias (Rosenkranz y Speck, 1975 ; Lindmark y Muller,
1976) y carcinogénico en varias especies de roedores (Legator y col. 1975;
Rustia y ShubiK, 1979). Con lo que respecta a sus reacciones adversas, cuando
es administrado junto con alcohol provoca una reaccidn parecida al disulfiram.
La cimetidina eleva las concentraciones séricas de metronidazol incrementando
el riesgo de efectos neuroldgicos. Este farmaco no esta aprobado por la Food
and Drug Administration en los Estados Unidos para el tratamiento de la
giardiosis, aunque es ampliamente usado por los meédicos para este proposito en
éste y otros paises en vias de desarrollo. Sin embargo suelen presentarse fallas



en el tratamiento con derivados del 5-nitroimidazol (Mendelson,1980).

Tinidazol (1-[2-(etilsulfonil)etil]-2-metil-5-nitroimidazol). Su mecanismo de
accion al igual que otros derivados del 5-Nitroimidazol, implica la reduccion del
grupo nitro generando dos metabolitos llamados 2-hidroximetiltinidazol y etit 2-(5-
hidroxi-2-metil-4-nitro-1-imidazolil) etil sulfona, los cuales se unen a
macromoléculas o el DNA, siendo ésto letal para la célula (Edwards y col. 1973).
En cuanto a su metabolismo y excrecion, el etil 2- ( 5- hidroxi-2- metil- 4- nitro-1-
imidazolil)- etil- sulfona es un producto de la biotransformacion hepatica del
tinidazol que involucra la hidroxilacion y la reduccion del grupo nitro. El 2-
hidroximetiltinidazol es un metabolito menor. ElI farmaco no cargado y el
metabolito urinario mayoritario se presentan principalmente en heces, aunque
también se han encontrado en bilis, leche materna, fluido cerebroespinal, saliva
y en una variedad de tejidos del cuerpo, asi como en la placenta. Sus
reacciones adversas incluyen ligeros efectos sobre el aparato gastrointestinal,
como nausea y vomito poco frecuente y se puede presentar leucopenia
transitoria. Este farmaco esta contraindicado en pacientes con discrasias
sanguineas presentes o con antecedentes de las mismas, también durante el
primer trimestre del embarazo y en etapa de lactancia (Rosentein y Del Campo,
1979).

Quinacrina (N4-(6-cloro-2-metoxi-9-acridinil)-N1,N1-dietil-1,4-
pentanediamina dihidrocloruro). Es un compuesto antimalarico que actiua
inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos, y es considerado por varios
investigadores como el agente de seleccion. Sus efectos colaterales son:
psicosis toxica y hemodlisis en pacientes deficientes en glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa.

Furazolidona (3-[(5-nitro-2-furanil) metileno]-amino)-2-oxazolidinona).
Presenta actividad antiprotozoaria y antibacteriana. Actiua danando e! DNA
directamente o por via radicales de oxigeno (Thompson y col. 1993 b). Los
nitrofuranos pueden ser reducidos por enzimas citosodlicas tales como NADH y
NADPH oxidasa, asi como también por la PFOR (Moreno y col. 1984). Se ha
observado que en Giardia la sensibilidad a este tipo de farmacos esta



correlacionada con un aumento en la actividad enzimatica de peroxidasa y
reduétasa dépendiente del tiol, siendo esta una posible explicacién del
méc’a’nismo de resistencia, lo cual en parte puede indicar que un adecuado
funbiohamiento del ciclo tiol genera el fenotipo de resistencia (Smith y col.,
: 1988)." Los efectos adversos mas comunes de la administracion de furazolidona
involucran el tracto gastrointestinal e incluyen nausea y vomito, es hepatotdxica,
‘pfoddciiendo anemia hemolitica en pacientes con deficiencia de glucosa-6-
' fosfato deshidrogenasa. La Food and Drug Administration de los E.U.(1991) la
reporté como carcinogénica y mutagénica, y no se comercializa para uso
humano en Australia (Townson y col/. 1992).

Paromomicina (O-2-amino-2-deoxi-a-D-glucopiranosil-(1—4)-O-[O-2,6-
diamino-2,6-dideoxi-B-L-idopiranosil-(1—3)-pB-D-ribofuranosil-(1—5)]-2-deoxi-D-
estreptamina. Tiene actividad antibacteriana, antihelmintica y antiprotozoaria. Su
mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la sintesis proteica, al unirse al
RNAr (tipo 16 S) la subunidad ribosomal menor (Adam, 1991). Estudios
realizados por Boreham y col. (1986) con ratones neonatales revelaron que este
farmaco es de 4 a 5 veces mas activo que el metronidazol y la quinacrina, y
dado que es poco absorbida en el intestino se reduce el riesgo de toxicidad
sistémica, lo cual permite que sea recomendado durante el embarazo (Davidson,
1984). Se ha reportado que el par de bases especifica C-1409/G-1491 del RNAr
esta implicado en la susceptibilidad de Giardia a dicho farmaco, mientras que
todos los procariontes tienen este par de bases, se encuentra ausente en la
mayoria de eucariontes (incluyendo mamiferos) y varios protozoarios (Edlind,
1989).

Bencimidazoles: En este grupo de farmacos se encuentran el
albendazol, mebendazol, fenbendazol y nocodazol, cuyo mecanismo de accién
propuesto es la union a tubulina (proteina dimérica compuesta de subunidades o
y B de aproximadamente 50 kDa cada una) y giardinas (que sodlo son
encontradas en e! disco ventral de Giardia), viéndose en estudios in vitro que el
tratamiento con estos farmacos deteriora la adhesidon de los trofozoitos a
substratos biologicos (céls. epiteliales) 6 inertes (vidrio, plastico) y ocasiona



cambios dramaticos en la morfologia del parasito (Meloni y col. 1990; Chavez y
col. 1992). El albendazol, mebendazol y oxfendazol producen embriotoxicidad y
teratogénesis en animales de laboratorio; ademas no deben administrarse a
" ‘mujeres embarazadas (Botero, 1986). Ha sido incorporado al Cuadro Basico de
Medicamentos del Sector Salud de México el albendazol como antihelmintico de
amplio espectro para uso en medicina veterinaria y humana, y segun el perfil
metabdlico del organismo humano existen nueve metabolitos, encontrandose en
mayor proporcion el sulfoxido y la sulfona de albendazol (Fuentes y col. 1992).

La investigacion de agentes antigiardia alternativos ha hecho necesaria la
evaluacion de los derivados del nitrotiazol especificamente la nitazoxanida, cuyo
mecanismo de accidn es la inhibiciobn de la sintesis de acidos nucleicos
- provocando una alteracion en la estructura de la doble helice del DNA
(protozoarios), e interfiere en el metabolismo de la glucosa creando una acidosis
lactica (helmintos), es un antiparasitario de amplio espectro, pruebas clinicas
realizadas en Coacalco, Edo. de México han mostrado que tiene una efectividad
del 87.6 % (Diaz y col. 1999).

Existenb una serie de farmacos antigiardia cuyo estudio se encuentra en
fase experrimental. Por ejemplo, el farmaco antidepresor clorimipramina inhibe el
crecimiento de Giardia in vitro, posiblemente a través de su capacidad para
inhibir}lla ATPasa asociada con la membrana (Weinbach y col. 1985). EI D-
propanolol, al ser un farmaco estabilizante de la membrana inhibe tanto la
motilidad como el crecimiento de Giardia in vitro y hay un reporte clinico de un
caso en que al presentarse una falla al tratamiento con metronidazo! se le
administré posteriormente DL-propanolol, asociandosele con una rapida
erradicacion del parasito (Popovic, 1990). Por otro lado Crouch y col. (1986), han
evaluado la sensibilidad in vitro de G. duodenalis ante varios agentes
quimioterapéuticos que no han sido usados previamente en el tratamiento de la
giardiosis, entre los cuales se encuentran la mefloquina, doxiciclina, y rifampina,
observando una fuerte actividad de éstos contra el protozoario, por lo que se ha
propuesto su evaluacion clinica como potenciales farmacos de tratamiento
alternativo. Se ha evaluado in vivo la eficacia del zinc de bacitracina
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encontrandose que es efectivo en el tratamiento de la giardiosis, lo cual es
debido a que el zinc forma un complejo con la bacitracina que incrementa la
estabilidad de la molécula asegurando su actividad farmacologica, de esta forma
resulta ser un candidato alternativo para el tratamiento de dicha infecciéon
(Andrews y col. 1995). Actualmente se ha evaluado la actividad de nuevos 5-
nitroimidazoles contra parasitos sensibles y resistentes (E. histolytica, G.
duodenalis y T. vaginalis) al metronidazol encontrando que son mas potentes y
efectivos que el metronidazol por lo cual representan una alternativa utit al
tratamiento de dicha parasitosis (Upcroft y col. 1999).
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1.5. ANTECEDENTES GENERALES

La resistencia a diversos agentes quimioterapicos empleados en el
tratamiento de infecciones intestinales debidas a protozoarios, entre ellos G.
duodenalis tiene un gran impacto en la seleccion de los farmacos a utilizarse , ya
sea con fines terapéuticos o profilacticos, por o que el entendimiento de los
mecanismos de resistencia es critico para efectuar una seleccidon adecuada de
una terapia parasiticida.

Actualmente dada la existencia de casos refractarios al tratamiento con
metronidazol, se han efectuado estudios utilizando la combinacion de farmacos
que pertenezcan a la misma familia o a otros que tengan diferente estructura
quimica y mecanismo de accidon con la finalidad de evitar la resistencia cruzada
(Crouch y col. 1990), en este sentido muchos estudios han reportado diferencias
en el patron de sensibilidad a diversos agentes quimioterapicos, entre ellos
metronidazol, furazolidona relacionados con aislados de diferentes areas
geograficas, a nivel de clonas obtenidas a partir de éstas, y cepas de referencia
(WB.y P-1). Lo anterior con la finalidad de erradicar al parasito, sin embargo
sobresale la necesidad de estudiar aspectos bioquimicos, genéticos Yy fisiologicos
con- el propésito de entender y conocer los mecanismos relacionados con la
resistencia para disenar farmacos mas selectivos, que actuen en sitios especificos
de las diversas rutas metabdlicas, involucrados en procesos celulares
fundamentales utiles en la sobrevivencia del microorganismo.

Tomando en su conjunto esta informacidon, sobresale la importancia de
tener un modelo animal y métodos de evaluacion de viabilidad adecuados en
términos de sensibilidad, reproducibilidad y costos, que permitan monitorear la
sensibilidad de G. duodenalis ante diferentes agentes farmacologicos, lo anterior
permitira determinar de una manera 6ptima la concentracion que puede tolerar la
linea resistente. En este aspecto se han descrito diversos métodos que permiten
obtener cultivos resistentes in vitro al metronidazol con la finalidad de tener
material suficiente para estudiar el fenotipo de resistencia, destacando el cultivo de
los trofozoitos bajo exposicion intermitente al farmaco, exposicion constante del
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farmaco en el cultivo y la mutagenésis inducida con luz U.V. (Townson y col.
1992).

Recientemente uno de los principales problemas que conlleva el uso
indiscriminado de agentes quimioterapicos es la presencia de cepas resistentes
las cuales han sido reportadas en G. duodenalis tanto clinicamente como in vitro
(Brown, 1995 a,b), propiciando la existencia de casos refractarios al tratamiento
tradicional. Esto puede ser debido en parte a la limitacion de éstos en el Cuadro
Basico de Medicamentos (en humanos) y Prontuario de Veterinaria (en animales)
para enfermedades de origen bacteriano, viral, micético y parasitario. Asi mismo
se han sugerido como otras posibies causas de fallas al tratamiento inconformidad
del paciente con el régimen de farmacos prescritos (Boreham y col. 1986), la
reinfeccion del paciente, cambios en la farmacocinética del farmaco, escape de
organismos a sitios privilegiados donde las drogas antigiardia son incapaces de
llegar, alteraciones en el sistema inmunolégico del paciente (Boreham y co/. 1988
a), e inactivacion del farmaco por infecciones bacterianas concomitantes (Edwards
y col. 1979).

Tomando en cuenta la informacidon anterior, resaita la importancia de
realizar estudios moleculares con la finalidad de discernir parcialmente los
mecanismos involucrados con la resistencia a drogas, por lo que en el presente
trabajo se evalué la resistencia al metronidazol en clonas, cepas, y lineas de G.
duodenalis analizando aspectos genéticos de la enzima involucrada en la
biotransformacion del metronidazol conocida como piruvato ferredoxina
oxidoreductasa.

1.6. MECANISMOS GENERALES DE RESISTENCIA A DROGAS

Una de las principales formas para interferir con la replicacion del parasito,
es mediante la utilizacion de farmacos, los cuales deben interactuar directamente
con su sitio blanco dentro de los parasitos. Generalmente para que esto ocurra, la
droga tiene que atravesar la membrana del parasito y ser activado en el interior.
Una vez que la droga se encuentra en la biofase, el parasito debe estar lo
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suficientemente incapacitado para ser eliminado y morir. Sin embargo, cada una
de estas etapas le proporciona al microorganismo la oportunidad de interferir con
la accion del farmaco generando un fenotipo de resistencia.

) Considerando o anterior, se ha definido la resistencia como un cambio en
la farmacodinamia de un farmaco (a nivel de absorcion, distribucion,
biotransformacion, eliminacion y sitio de acciéon) (Lacey, 1990).

Los mecanismos generales de resistencia a drogas (Figura 4) incluyen
inicialmente aspectos fisiologicos sobresaliendo una disminucion en la
acumulacion del farmaco debido posiblemente a una pérdida en el transportador
requerido para la incorporacion intracelular de la droga en el microorganismo, lo
cual ha sido reportado en T7Trypanosomas con farmacos tales como arsénicos
basados en melaminas (melarsoprol, utilizado en el tratamiento de casos
avanzados en la tripanosomiasis cuando esta afectado el SNC) y diamidinas
(pentamidina). En estudios realizados en 7. brucei con cepas silvestres se
encontraron dos sistemas de transporte de alta afinidad para adenosina, estando
involucrado uno en el transporte de arsénicos basados en melamina conocido
como tipo P-2. Carter y Faerlamb (1993) observaron que trypanosomas
resistentes carecian de este sistema de transporte, sugiriendo que el fenotipo de
resistencia a arsénicos estd mediado por una disminucion en la incorporacion de
este tipo de sustancias.

Por otra parte, el exporte de drogas hacia el medio extracelular del parasito
puede estar mediado por la presencia de proteinas transmembranales que
funcionan como bombas de eflujo como ATPasas y P-glicoproteinas (P-gp),
promoviendo un decremento en la acumulacion del farmaco. Este tipo de
proteinas han estado involucradas en la resistencia a emetina en Entamoeba
histolytica presentando varias caracteristicas semejantes a! fenotipo MDR
encontradas en células cancerigenas, entre éstas resistencia a drogas
hidrofébicas, incremento en el eflujo de emetina y reversion de resistencia
mediante la administracion de verapamil (Descoteaux y col. 1992), con respecto a
la mefloquina y cloroquina en éste ultimo se han encontrado dos genes mdr
(pfmdr1 y pfmdr2) que codifican para homodlogos de PgP identificados en
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FIGURA 4. Mecanismos generales de resistencia a farmacos.
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Plasmodium spp (Cowman, 1991), y a farmacos de tipo antimoniacal en
Leishmania spp estando involucradas una elevada biosintesis de glutation (GSH),
aunada con una alta actividad de GST y un incremento en el exporte de complejos
formados entre arsénico (As) y GSH [As(SG)i] los cuales sirven de substrato a la
bomba GS-X que promueve la eliminacion de éstos. Por otra parte, con respecto a
los mecanismos genéticos se ha observado que la alteracién en los sitios blancos
de la droga conduce al surgimiento de resistencia, tal es el caso del Plasmodiurn.
En este organismo se han encontrado substituciones nucleotidicas en el gen de la
enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) -timidilato sintasa (TS) propiciando
mutaciones puntuales en el sitio activo de esta enzima. En este caso la primera
enzima realiza la reduccion de drogas antifolato a tetrahidrofolato como la
pirimetamina y cicloguanil. Con respecto al primer farmaco se ha encontrado un
cambio en la posicion 108 del aminoacido serina por arginina (Cowman y col.
1988, Wellems, 1991); ésta mutacion se ha encontrado en aislados de campo
refractarios al tratamiento (Peterson y col/. 1991). También se ha observado que
parasitos del género Plasmodium resistentes a pirimetamina no presentan
resistencia cruzada con cicloguanil. Por otro lado, con respecto al fenotipo de
resistencia con este agente quimioterapico se ha observado sobreproduccion de la
enzima DHFR lo cual es propiciado por la duplicacion de genes (Inselburg y col.
1987). Los farmacos anti-DHFR también se les conoce como drogas antifolato y
son ampliamente usadas en infecciones parasitarias causadas por P. falciparum

y Toxoplasma gondii en humanos.

1.7. ANTECEDENTES PARTICULARES

En Meéxico, el metronidazol es el farmaco de primera eleccion en el
tratamiento de enfermedades cuyo agente etioldgico sea un parasito, siendo los
mas importantes en nuestro pais G. duodenalis, E. histolytica y T. vaginalis,
aunada con otras caracteristicas propias del agente quimioterapico como una
buena biodisponibilidad, bajos costos y amplio espectro de actividad; sin embargo,
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en ocasiones al usarse dicho farmaco en otras infecciones provocan un uso
itimitado del metronidazol llegandose a presentar casos refractarios al tratamiento.
La resistencia al metronidazol ha sido reportada en bacterias como E. coli
la cual es propiciada por la proteina MET que reduce la ruptura de la doble cadena
del DNA (Dachs y col. 1995). En bacterias anaerdbicas la resistencia a 5-
nitroimidazoles es causada por la disminucion en la incorporacion del antibiotico y
baja actividad de la nitroreductasa (Rasmussen y col. 1997). En Bacteroides spp la
resistencia es generada por un decremento en la incorporacion de antibidticos,
disminuida actividad de nitroreductasa, baja actividad de PFOR acompafada de
un incremento en la actividad de lactato deshidrogenasa (Rasmussen y co/. 1993),
y se encontré al gen nim como un marcador general de resistencia a todos los
farmacos pertenecientes a la familia de los 5-nitroimidazoles. En este contexto se
ha desarrollado un método de la PCR en el que se ha logrado la obtencion de un
producto de amplificaciéon para dicho gen de 458 bp util en investigaciones a nivel
epidemioldgico (Trinh y Reysset, 1996). _
Con respecto a Helicobacter pylori Moore y col. (1995), Smith y Edwards
(1995) encontraron diferencias en !a incorporaciéon del metronidazol al utilizar
cepas sensibles y resistentes, siendo mayor en las cepas sensibles,
incrementandose esto bajo condiciones anaerdbicas. Al mismo tiempo se hicieron
pruebas de competencia con la finalidad de determinar si la incorporacion del
metronidazol era inhibida por compuestos relacionados estructuralmente a la
familia de los S-nitroimidazoles o a otros diferentes a éstos. Asi se encontré que
habia un sistema de transporte comuan para esta familia de farmacos y empleando
estudios de cromatografia en capa fina evaluaron si el metronidazol se
biotransformaba similarmente entre cepas sensibles y resistente hallando
productos del metabolismo en éstas. Sin embargo, se desconoce el metabolito
responsable de la accion del metronidazol. Por otro lado, se analizé el efecto de
farmacos nitroheterociciicos, como 2-nitroimidazoles y 5-nitroimidazoles en cepas
sensibles y resistentes al metronidazol, cultivadas bajo distintas condiciones
ambientales. En estos estudios se encontré que altas y bajas tensiones de
oxigeno no tenian efecto en la actividad de los farmacos; sin embargo, cepas
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resistentes incubadas anaerobicamente presentaban una mayor susceptibilidad a
los 5-nitroimidazoles. Esto ultimo se sugiere se debe a que la activacion del
farmaco es a través de vias metabdlicas anaerobicas, las cuales pueden funcionar
poco o no completamente en condiciones microaerofilicas. Asi mismo se observé
que células resistentes al metronidazol reducian lentamente este 5-nitroimidazol
por lo que concluyeron que la resistencia era debido a una inhibicidn 6 disminucion
en la reduccién del farmaco (Jorgensen y col. 1998). Estudios recientes realizados
con la cepa tipo NCTC 11637 de H. pylori mostraron que la resistencia al
metronidazol se debia a mutaciones sin sentido, cambios en el marco de lectura y
deleciones del gen rdxA que codifica para una NADPH nitroreductasa, siendo su
expresion necesaria para la activacion del farmaco (Debets y col. 1999, Tankovik y
col. 2000, Goodwin y col. 1998; Jenks, 1999).

Con respecto a Entamoeba histolytica han correlacionado la resistencia al
metronidazol con enzimas responsables del manejo del estrés oxidativo. Entre
estos se mencionan a la superoxido dismutasa que contiene fierro (Fe-SOD),
peroxiredoxina, alta actividad de la superoxido dismutasa (SOD) la cual se ha
asociado con situaciones de estrés en otros organismos, baja actividad de la
) PFOR:(Samarawickrema y col. 1997), y una baja expresion de la flavinreductasa y
fefredbxina 1 ( Wassmann y col. 1999).

También se ha estudiado ampliamente el mecanismo responsable de la
resistencia al metronidazol en 7. vaginalis y se ha postulado que el fenotipo es
multifactorial. Debido quiza a una disminucién y pérdida eventuatl de la enzima
piruvato ferredoxina oxidoreductasa (PFOR). Asimismo, estudios con este parasito
evaluaron el mecanismo catalitico de PFOR al utilizar sustratos analogos
estructurales al piruvato como 3-bromopiruvato, hidroxipiruvato y analégos de
TTP. Esto con la finalidad de estudiar el sitio activo de la molécula, encontrando
con el piruvato una inhibicion en la actividad de la enzima en concentraciones
desde 10 hasta 400 uM del substrato, y a concentraciones mayores (hasta 5000
M) se restaurd la actividad. Esto ultimo se observé también con la adicion de
agentes reductores como DTT o simplemente con el uso de amortiguadores de

incubacién degasificados. Lo anterior se explicé asumiendo que en
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concentraciones elevadas de piruvato se evitd la inactivacion de la enzima. Esto
debido a que los intermediarios al reaccionar con una segunda molécula de
piruvato producen acido acetolactico y acetoina, y cuando el piruvato se pega al
TPP sobre la enzima la descarboxilacion se presenta en una forma normal. Sin
embargo en bajas concentraciones de piruvato se sugieren reacciones colaterales
que generan la inactivacion de la enzima. Khailova y col. (1985) propusieron que
la inactivacion se debia a que el intermediario hidroxietil-TPP que reaccionaba con
grupos tioles funcionales generaba una forma acetilada en la enzima, y el DTT
evitaba la inactivacion al actuar como un aceptor alterno de grupos acetilos.
Williams y col. (1990) sugieren que el DTT evita la oxidacion del hidroxietil-TPP o
simplemente reacciona con las especies reactivas oxidadas. En el caso del
bromopiruvato, se propone que éste se une al sitio activo y reacciona in situ con
CoA para formar un aducto, siendo una razéon de su efecto inhibidor. Con
hidroxipiruvato se considerd que la protonacion del grupo hidroxilo del
intermediario dihidroxietil-TPFP por un grupo que se encontraba pegado a la
proteina lo hacia un grupo saliente adecuado, generandose un sitio susceptible al
ataqUe por un nucledfilo de la enzima resultando en la inactivacion, también se
cree que se forma un aducto que se encuentra fuertemente unido al hidroxietii-
TPP en el sitio activo, y dado que la eliminacidon de hidroxilos es lenta, el aducto
resulta ser estable.

“En este contexto se han identificado dos oxidoreductasas 2-cetoacidas
alternas que se encuentran completamente activas en cepas de T. vaginalis
resnstentes al metronidazo! (BRIS/92/STDL/F1623 [t mM], y BRIS/92/STDL/B7708
[1,70 ‘rhM]). conocidas como KOR 1 localizada en las fracciones membranales pero
predominantemente en la fraccion hidrogenosomal, y KOR 2 ubicada en
frabciones membranales. Estos proporcionan una via alterna de produccion de
energia a parasitos resistentes al metronidazol evitando la activacion del farmaco
(Brown y col. 1999), aunada con una disminucién en [a transcripcion de la
ferredoxina hasta del 65 % en parasitos resistentes a bajas concentraciones de
metronidazol (1.6 — 16 ng/mi) (Quon y col. 1992). En este aspecto, se ha
encontrado que el crecimiento de 7. vaginalis en medio enriquecido con fierro
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incrementa la concentracidon de proteinas fierro-azufre, especificamente
ferredoxina y PFOR, lo cual se traduce en un incremento del metabolismo
hidrogenosomal in vivo (Gorrel, 1985). Asimismo, estudios realizados en C.
pasteurianum han mostrado que en cultivos creciendo a una concentracion de 10
uM de fierro encuentran activa la sintesis de ferredoxina, sin embargo cuando
disminuyen las concentraciones de fierro exogeno se suspende la sintesis de esta
enzima, disparando la sintesis de otras proteinas. Tal es el caso de la piruvato
sintasa (PFOR) que incrementa su actividad cuando el cultivo se encuentra en
ausencia de fierro. Asimismo, Vanacova y col/. (2001) han descrito cambios
relacionados con decrementos en la expresion de proteinas hidrogenosomales
como la enzima malica, la hidrogenasa y la PFOR cuando T. foetus crece en
medio restringido con fierro, compensando asi su funcion deteriorada al activar
como via alterna enzimas citosdlicas cuyo producto final es el etanol. Dichos
cambios fueron reversibles al adicionar fierro, por lo que concluyen que hay un
control a nivel de transcripcion de genes que son dependientes de fierro. Otra
funcion del fierro ha sido propuesta por Keyer e Imiay (1996), que postulan que el
anidén superdxido (Oz7) dafia al DNA al liberar fierro de proteinas deshidratasas
que contienen grupos (4Fe-4S), ya que anteriormente se creia que era liberado de
proteinas de almacenamiento como bacterioferritina y ferritina, hipotesis que ha
sido refutada. El mecanismo por el cual se produce dafio al DNA es debido a que
el superédxido reduce fierro, y una parte de éste se pega al DNA donde es oxidado
por el peréxido de hidrogeno, generando radicales hidroxilos oxidantes que atacan
el DNA deteriorandolo, mientras que otra porcion del fierro se deposita en la
bicapa lipidica promoviendo la peroxidacion de los lipidos (Miller y col. 1992).

En estudios con T. vaginalis enfocados al analisis de la P-gP llamada
también Tvpgp no se ha correlacionado con el fenotipo de resistencia al
metronidazol (Johnson y col. 1994). En otras investigaciones se ha sugerido que la
PgP en protozoarios puede estar involucrada en una respuesta de estrés que
permite que el organismo sobreviva cuando se monta una respuesta especifica
(Ouellette y Borst, 1991 b) mientras que en 7. foetus éste se debe exclusivamente
a una actividad deficiente de la PFOR (Kulda, 1999). Estudios realizados en T.
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vaginalis han encontrado que los farmacos pertenecientes a la familia de los 5-
nitroimidazoles, para ser activados, deben contener valores de potenciales de

) reduccnon':(E° ) entre 425 a —500 mV para que la reduccion del farmaco sea un

proces dependlente de ferredoxina, mientras que para los 2-nitroimidazoles con

; E“’“.de‘—zoo a —425 mV su reduccion se presenta en ausencia de ferredoxina, y

.‘compuestos con E°° mayores a -425 se presenta exclusivamente por la

"|nteracc10n entre la ferredoxina y ia PFOR (Yarlett y col/. 1986 b).
“Por otra parte, no pueden descartarse algunas modificaciones

conformacionales que pudiesen llegar a presentarse en PFOR por cambios en sus
'estados de oxidacién y reduccidn, tal como sucede en la ferredoxina humana (Xia
-y col. 1998). Por otro lado, también podria estar implicada una dependencia en la
velocidad de reaccion sobre la fuerza idnica. Esto daltimo reflejaria la importancia
de la electrostatica sobre la reactividad de las proteinas 6 bien modificaciones a
nivel postranscripcional de la misma, asi como alteraciones en reacciones del tipo
oxido-reduccion de la enzima promovido probablemente por el microambiente
reductor del parasito. En este contexto, Romero (1996) al utilizar un cultivo
resistente obtenido in vitro en condiciones anaerdbicas y en concentraciones
ascendentes de Mtz, encontré en patrones cinéticos de incorporacion de 35S-
cisteina una baja tasa de incorporacion del aminoacido reductor, a diferencia de
una cepa sensible (WB). Esto quiza provocaria variaciones en las condiciones
redox del compartimento intracelular del parasito, promoviendo alteraciones en la
activacion del Mtz.

Al respecto, Arglello-Garcia (comunicacion personal, 2000) anatizo el
efecto de la concentracion de cisteina en el medio extracelular sobre la
sensibilidad al Mtz in vitro. Asi se encontré que cuando trofozoitos de la cepa WB
se cultivaban en una concentraciéon normal de cisteina en medio TYI-S-33 (0.2 %)
y se exponian a concentraciones ascendentes del Mtz (desde O hasta 25 uM) su
viabilidad se afectaba dramaticamente en 10 UM de Mtz. Esto ultimo a diferencia
de un cultivo conteniendo 100 veces menor concentracion de cisteina (0.002 %)
donde la viabilidad se afectd hasta una concentracion de 20 uM. Lo anterior

permite especular por una parte, que al haber un incremento en la pO; se
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decrementa notoriamente la activacion del Mtz, ya que se presenta una
competencia por los electrones entre el 5-nitroimidazol y el oxigeno, aunado
posiblemente a modificaciones en las propiedades redox, viéndose afectada
dramaticamente la actividad de PFOR. Es decir, la enzima PFOR cuyo papel
primordial es la descarboxilacion del piruvato para obtener electrones vy
transferirlos a la ferredoxina |, no ejerceria su funcion adecuadamente por tener
condiciones reductoras intracelulares desfavorables. También se podria sugerir
que al propiciar condiciones aerobicas de crecimiento del parasito, es decir, al
disminuir dramaticamente la concentraciéon de cisteina, los grupos Fe-S de la
enzima pueden presentar cierta vulnerabilidad a ia oxidacion y permanecer en una
forma inactiva estable por largos periodos en estas condiciones, y posteriormente
activarse al encontrarse en condiciones anaerobicas, tal como sucede con el
Bacteroides thetaiotaomicron (Pan e Imlay, 2001). Por otra parte, podria sugerirse
en que el farmaco al estar en presencia de oxigeno, el mismo 6 alguno de sus

mtermedlanos reactivos (aniodn, nitroso, hidroxilamina 6 amino) que son altamente

kdar‘\ nos'para el parasito, pueden reoxidarse propiciando una falta de actividad

o) or,parte de! Mtz. Esto significaria que la eficiencia en la activacion
dlsmlnuma significativamente, sin embargo los parasitos aun tendrian la capacidad
de actlvar el farmaco.

Tomados en su conjunto, estos resultados demuestran que la cisteina
puede ser esencial para la activacion del farmaco, paso critico del proceso, sin
restar importancia a las bases metabdlicas de la activacion para determinar la
especificidad y selectividad de los 5-nitroimidazoles.

Los mecanismos de resistencia al metronidazol estudiados en G.
duodenalis se han enfocado principalmente a! analisis de la incorporacién de
farmaco radiomarcado con C'¥, Asi se han reportado diferencias entre aislados
sensibles y un cultivo resistente obtenido en el laboratorio (BRIS/83/HEPU-106-
21D4p), encontrandose mas afectada la incorporacion en éste ultimo. Esto quiza es
debido a alteraciones en el mecanismo de transporte a través de la membrana
celular, o bien una disminucién y/o inhibicion en la activacion del farmaco debido
posiblemente a la enzima PFOR. Por una parte, esto suprimiria la formacion de
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intermediarios reactivos o bien éstos no podrian tener la capacidad de interactuar
directamente con su sitio blanco (Boreham y col/. 1988 a,b; Upcroft y co/. 1990).
En ensayos recientes de nuestro grupo (Romero, datos no mostrados) se
cuantifico la concentracion extracelular del Mtz en medio de cultivo entre clonas
sensibles (WB-1) y resistentes (WBRM23) mediante ensayos de cromatografia de
liquidos de alta resolucion (utilizandose una columna Supelcosil LC-18-DB; 25 cm
x 4.6 mm, Sum) en condiciones anaerdbicas, encontrandose una disminucion
significativa en la concentracion del 5-nitroimidazol a la sexta hora de exposicion a
Mtz en la clona sensible, no sucediendo asi con la clona resistente, la cual
mantuvo constante su concentracion conforme transcurrio el tiempo. Lo anterior
'su'girbe,fe diferencias en la incorporacion del farmaco, aunado posiblemente con
- cahﬂbios y/o alteraciones en la permeabilidad membranal y procesos
féfmacocinéticos en los cuales se contempla la activacion del farmaco (Land y
“Johnson, 1999), estando asi involucrada directamente la enzima PFOR.

Por consiguiente, se podrian realizar estudios para cuantificar
intracelultarmente el Mtz en los diferentes cultivos tolerantes crecidos en medio
TYI-S-33, ademas de la deteccion de los principales metabolitos biotransformados
por el parasito, empleando herramientas como la espectrofotometria de masas o
en su defecto espectrofotometria de infrarrojo para la completa dilucidacién de la
estructura quimica que presentan éstos. Sin embargo, se desconoce el
mecanismo de transporte membranal de este 5-nitroimidazol en Giardia, aunque
se ha sugerido que éste es pasivo (Muller, 1981). Adn asi, se requiere esclarecer
si el ingreso del farmaco a través de membrana es mediante difusion simple,
proteinas membranales, por canales de proteinas o bien mediante el
reconocimiento especifico de un sitio receptor.

Hoyne y col. (1989) evaluaron el efecto del metronidazol sobre el ciclo
celular en trofozoitos de Giardia duodenalis con diferente sensibilidad al agente
antiparasitario. En estos estudios se encontréo que la linea sensible al farmaco
BRIS-83-HEPU/106 expuesta 24 horas con metronidazol (5 uM) presentaba un
arresto en el ciclo celular en la fase G2+M debido posiblemente al dafo provocado
al DNA, el cual interfiere en el proceso mitético normal. Sin embargo la cepa
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resistente BRIS/83/HEPU-106-21D10 no tiene ningun efecto sobre el ciclo celular,
lo cual sugiere que la enzima PFOR no esta biotransformando al metronidazol y al
haber una carencia ¢ bajo niumero de intermediarios reactivos éstos no interactuan
con su sitio blanco evitando el efecto farmacoldgico.

En la linea resistente al metronidazol WB1B-M3 (cultivo obtenido por
mutagenésis con luz U.V.) se encontré6 aumentada la expresion de una proteina
rica en cisteina conocida como CRP136, la cual presenta homologia con toxinas
de vibora conocidas como sarafotoxinas (Chen y col. 1995).

Al evaluarse posteriormente la actividad de la enzima PFOR se observé una
disminucidn de aproximadamente la mitad en la linea BRIS/83/HEPU-106-21D4o
respecto a la cepa sensible. Asi mismo se identifico otra oxidoreductasa 2-
oxoacida llamada (BOR) que utiliza sustratos alternos al piruvato como el a-
cetobutirato, junto con un incremento en las actividades de la peroxidasa y
reductasa dependiente del tiol en la cepa resistente al metronidazol
BRIS/83/HEPU-106-21D,,. En este caso las reacciones anteriores tendrian un
papel secundario en la defensa o proteccion contra el metronidazol (Smith y col.
1988, Townson y col. 1996). En la misma linea resistente al metronidazol se han
encontrado cambios en los cromosomas al compararse con la cepa sensible
(Upcroft y col. 1989).

Upcroft y col. (1992) evaluaron en una cepa con deficiencias en adhesion
que habia una asociacidon entre el dafio a nivel de ciclo celular, en el nucleo
aunado con una falta de sensibilidad al metronidazol, debido a la ausencia de la
secuencia que codifica para una proteina llamada G6/1 la cual se encuentra
ausente en el cromosoma 4 pero no en el 3, de acuerdo al tipo de cepa de G.
duodenalis, lo anterior lo justifican con los continuos rearreglos cromosomales que
sufre el parasito.

Por otra parte, se evalud la capacidad de eliminacion del oxigeno (0O2) en
aislados provenientes de casos refractarios al tratamiento con metronidazol (Ad
113 y BRIS/83/HEPU/120), y cepas sensibles no encontrando diferencias
significativas en éstas. Sin embargo se encontré aumentada la actividad de la
enzima NADPH-oxidasa en los aislados de pacientes que no respondieron al
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metronidazol.. En estas circunstancias al parecer la NADPH en condiciones
anaersdbicas participa en las condiciones redox de G. duodenalis (Lloyd y col.
) 1989) y se ‘sugiere que actue mediante una inhibicibn competitiva con el
metromdazol prornovaendo la inadecuada o falta de activacion del mismo (Ellis y
col. 1993)

‘ Actualmente Liu y col. (2000) postularon que la resistencia al metronidazol
en G. duodenalis esta asociada con una disminucion en el nivel y actividad de la
. ferredoxina | en tres lineas resistentes al metronidazol obtenidas en el laboratorio
mediante crecimiento continuo en presencia del farmaco (BRIS/83/HEPU/106-
21D10 ) y mutagénesis con luz U.V. (BRIS/87/HEPU/713-M3, WB1B-M3).

Recientemente Dan y col. (2000) utilizaron un vector de RNA viral para
reducir la expresion del gen pfor analizando el nivel de expresion del RNAm de
dicho gen y la actividad enzimatica. Asi se observo en células transfectadas una
. disminucion de un 46-60 % con la ribozima (PR=zS) flanqueada con 20 nuctedétidos

de RNA antisentido para PFOR en cada brazo, y del 69-80 % con la ribozima
flanqueada con 600 y 1500 nucledtidos de RNA antisentido del PFOR. Dichas
éélulas mostraron una elevada tolerancia al metronidazo! en concentraciones de
1. 28 771 y 18.43 pM respectivamente. El valor de DLsg fue definido como la
,conc 'ntracxon del metronidazo! requerido para inhibir el crecimiento celular al 50

% despu 's de 48 horas de cultivar los trofozoitos in vitro. Cuando estas células se

en distintas condiciones ambientales (aerbobicas y anaerodbicas) crecian
lgualmente blen siendo lo contrario con la cepa sensible WB-1, la cual unicamente
crecno,hde ‘una. forma adecuada en condiciones anaerébicas. Asi cuando se
cons'id’eran en su conjunto estos resultados sugieren el papel importante de dicho
gen enla barticipacién del desarrollo de resistencia al metronidazol.
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CAPITULO ll. JUSTIFICACION

La giardiosis es una infeccion intestinal, en la cual se han presentado casos
refractarios al tratamiento con los farmacos antiparasitarios comunmente utilizados
en nuestro pais. Esto puede deberse a una terapia administrada
inadecuadamente, o bien porque los pacientes son infectados con una cepa
resistente.

Actualmente se desconocen los mecanismos moleculares involucrados con
la resistencia a drogas en Giardia duodenalis; sin embargo, hay algunos reportes
que describen que la enzima responsable de la biotransformacion del metronidazol
es la PFOR en este parasito. Esta ultima se encarga de transferir los electrones a
la ferredoxina para reducir el grupo nitro de! metronidazol con la generacién de
compuestos nitrosos y radicales libres, y de esta forma se genera un efecto
farmacoliogico. Considerando estos hechos resulta necesario efectuar estudios a
nivel molecular con ia finalidad de conocer si existen diferencias en el nivel de
expresion del RNAmMm del gen pfor entre cepas sensibles y resistentes al
metronidazol. Esto se puede abordar empleando la técnica de RT-PCR la cual
puede ser utilizada para detectar y diferenciar cepas con distinto grado de
resistencia al farmaco en estudio. Asi mismo, dicha técnica puede ser una
herramienta atil en Jla deteccidon de aislados mexicanos que presentan este
fenotipo, Io que permitiria dar un tratamiento alternativo en pacientes refractarios
al régimen de farmacos prescritos.

Por otra parte, el monitoreo de la resistencia al metronidazol podra darnos
un panorama general del problema sobre resistencia a drogas y eventualmente
puede tener aplicabilidad como un programa de vigilancia de susceptibilidad a

metronidazol.
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CAPITULO lll. HIPOTESIS

.8i se conoce que la enzima involucrada en !a biotransformacion del
metronidazol es la piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) entonces en caso
de existir un fenotipo de resistencia con dicho agente quimioterapico, se podrian
encontrar diferencias en los niveles de expresion del RNAmM para el gen pfor, o
bien a nivel de su secuencia en sitios cataliticos 3Fe-4S y 4Fe-48S.
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Con la finalidad de conocer parcialmente los mecanismos moleculares
involucrados ' con el fenotipo de resistencia al metronidazol en cultivos de G.
duodenalis  con diferente patron de sensibilidad /in vitro a dicho agente
farmacologico se plantearon los siguientes objetivos:

CAPITULO IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL :

Detectar el gen pfor y analizar su expresion en cepas de G. duodenalis con
distinto grado de resistencia /in vitro a metronidazol.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Seleccionar cepas de G. duodenalis resistentes a metronidazol.

2. Disefiar y sintetizar oligonucledtidos de secuencias complementarias a regiones
conservadas de los genes gdh y pfor.

3. Amplificar por PCR secuencias especificas del gen pfor de G. duodenalis,
analizar sus secuencias y caracterizarlo parcialmente a nivel genémico.
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CAPITULO V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Cepas: La cepa de G. duodenalis utilizada en este trabajo fue la WB aislada
por la Dra. F. Gillin en el NIH a partir de fluido duodenal de un paciente de sexo
maséulino de 27 anos de edad con giardiosis sintomatica con una duracion de 2.5
afios, la cual adquiric en Afganistan. El tratamiento con metronidazol no fue
efectivo en este paciente, el cual recibié cuatro terapias de metronidazol y tres
régimenes de quinacrina (Smith y col/. 1982) ésta cepa fue proporcionada por el
Dr. E. Weinbach del National Institutes of Health en Bethesda, Md. (E.U.A.).

5.2. Agentes quimioterapicos: El agente quimico utilizado en este trabajo fue el
metronidazol (2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol), dicho farmaco fue disuelto en agua
desionizada estéril a una concentracion de 10 uM, se pasd a través de filtros
millipore (tamarfio de poro 0.22 um, Millipore S.A.). Posteriormente se almacend en

alicuotas pequefias a temperatura ambiente protegido de la luz.

5.3. Obtencion de cultivos resistentes al metronidazol: La cepa WB fue
cultivada en concentraciones ascendentes de metronidazol en condiciones
axénicas en medio TYI-S-33 (anexo 1) suplementado con suero bovino al 10 % vy
antibidticos (estreptomicina 50,000 UI/L — penicilina 50 mg/L). En cada incremento
de dosis, se evalud la morfologia, viabilidad y la velocidad de crecimiento del
parasito para establecer la adaptacion de los organismos a la droga. Ademas, se
realizaron continuamente pruebas de esterilidad con la finalidad de detectar
alguna contaminacion que pudiese interferir en los ensayos moleculares y dar

falsos positivos.

5.4. Cultivo de trofozoitos de G. duodenalis: Los trofozoitos de la cepa, la
clona y la linea de cultivos con distinto grado de resistencia al metronidazol fueron
cultivados axénicamente (subcultivandose tres veces semanalmente) en tubos de
plastico de fondo coénico de 15 ml a 37°C [incubadora Precision modelo 4EG],
hasta fase logaritmica en medio TYI-S-33 (desarrollado por Diamond y col. (1978)
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y modificado por Keister, 1983). Los trofozoitos se cosecharon por enfriamiento de
los tubos de cultivo en un bafo agua — hielo durante 100 minutos, invirtiéndose
varias veces y resuspendiéndose en el mismo medio. Para los ensayos en que se
requirido un numero de trofozoitos mayor, se efectud la propagacion de la cepa,
clona 6 linea en botellas de plastico de 60 ml a partir de un tubo stock de

parasitos.

5.5. Clonacién de cepa resistente al metronidazol: Se empled el método de
diluciones limitantes reportado por Baum y col. (1988), para lo cual se cultivaron
los trofozoitos hasta fase logaritmica de crecimiento de la linea Ste 21 se elimind
el medio que contenia las células no adheridas, se adicionaron 15 ml de medio
TYI-S-33 y se enfriaron los recipientes de cultivo en un bafo agua — hielo por
aproximadamente 90 minutos. Se hizo un recuento celular en un hemocitometro
de Neubauer (Reichter Sci. Instruments), haciéndose diluciones progresivas hasta
obtener 7.5 trofozoitos/ml. Estos fueron inoculados en razén de 0.5 células/vial en
15 viales de borosilicato con tapa de rosca de 4.5 ml! sin farmaco, y otra serie bajo
las mismas condiciones experimentales adicionandosele una concentracion de 10
rM de metronidazol incubandose a 37°C (incubadora Precision modelo 4EG)
durante una semana. Posteriormente se reviso el crecimiento celular en
microscopio optico con sistema invertido (Olympus). Una vez que se observo
proliferacion celular de cada clona generada se procedid por un lado a
criopreservar los cultivos en nitrogeno liquido y por otro se realizé un aumento
progresivo del farmaco para aumentar asi la resistencia al mismo a partir del cual
se realizé la clonacion, asi se inicid con una concentracion de 10 uM con la
finalidad de obtener un cultivo que soportara la mayor concentracion del farmaco
utilizado asegurando asi una mayor resistencia por parte de éste. La forma en la
que se evalud la eficiencia de la clonacion fue dividiendo el nUmero de viales con
crecimiento celular entre el numero de viales esperados de acuerdo al indécuio y el
numero total de viales inoculados (Hernandez, 1992).
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5.6. Disero de iniciadores para glutamato deshidrogenasa (gdh), y piruvato
ferredoxina oxidorreductasa (pfor): Se hicieron busquedas de secuencias
aminoacidicas para el gen de la pfor, y gdh en microorganismos tales como
protozoarios, bacterias, hongos y algas. Una vez obtenidas las secuencias se hizo
una alineacién en el programa BCM Search Launcher, Baylor College of Medicine
HGSC [direccion electronica: http://searchlauncher.bcm.tmc.edu] con el objeto de
determinar secuencias conservadas dentro del gen de interés. Posteriormente se
determin®d el contenido de G-C de cada secuencia analizada para localizar
regiones de =~ 21 pb cuyo valor permisible fue alrededor de 40 a 60 % de éstos
nucledtidos, enseguida se descartaron las secuencias gque contenian en sus
extremos terminales dos o mas G o C contiguas, a fin de evitar la formacién de
estructuras secundarias al someterlos a una reaccion de PCR. Posterior a esto,
para verificar la homologia especifica de las secuencias propuestas como
iniciadores se compard éstas con la de los genes correspondientes en otros
microorganismos empleando el programa computacional FASTA tHomology
Search [direccion electrénica: http://www.ddbj.nig.ac.jp/E-mail/lhomology.html]. Por
otra parte, para la obtencion de los iniciadores, una.vez disenados los juegos
correspondientes para cada uno de los genes mencionados anteriormente, se
mandaron a sintetizar al Servicio de Sintesis de Oligonucledtidos en la Unidad de
Acidos Nucleicos del Departamento de Genética y Biologia Molecular del
CINVESTAV-IPN. Los iniciadores se utilizaron en una reaccion de la PCR y el
producto resultante de amplificacion se marcd con digoxigenina empleando el kit
comercial DIG-High Prime DNA Labelling and Detection Starter Kit Il (Boehringer
Mannheim) descrito en la secciéon 5.16 del presente capitulo.

5.7. Extraccion de DNA en G. duodenalis: Se estandarizaron dos protocolos de
extraccion para la obtencion de DNA,

a) Extraccion con proteasas (proteinasa K): Las cepas y clonas de G.

duodenalis con diferente grado de sensibilidad al metronidazol se cultivaron en
tubos de 15 ml y se lavaron una vez en PBS 1X a 2,000xg en una centrifuga
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Sorval®  RT7 con sistema de refrigeracion acoplado durante 12 min.
Posteriormente se efectud un recuento celular y 60x10° trofozoitos se
cerntafué:a‘r'c}njdurénte 1 min a 14,000xg en tubo eppendorff, la pastilla resultante
se rvesusAbendié'en 200 nl de agua destilada desionizada ésteril. Los tubos se
calentaron a 90°C por 5 minutos y se enfriaron a temperatura ambiente durante 5
minutoé. Posteriormente se adicionaron 66.6 pl de buffer de digestion (100 mM de
N‘aCl. 10 mM de tris HCI pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8, SDS 0.5 %) y 10 ul de
proteinasa K (10 mg/mi), se mezclaron los tubos manualmente y se incubaron en
un bafo maria a 65°C durante 18 hrs. Se adicionaron 266 nl de cloroformo
mezclando suavemente con la finalidad de eliminar restos de oligopéptidos,
centrifugando a 14,000xg durante 30 min. Se adicionaron 116 ul de RNasa A
(1mg/ml de buffer TBE 0.5 X) y se incubd 1 hora a 65°C, después se adicionaron
224 1l de acetato de amonio 7.5 M y 1 ml de etanol al 100 %. Posteriormente los
tubos se transfirieron al ultracongelador (Cryostat 88 Queue) a -74°C durante una
hora, enseguida se centrifugd a 12,000xg durante 16 min y después se realizé un
lavado con etanol al 75 % centrifugando a 7,500xg por un espacio de 6 min, para
finalmente resuspender Ila pastilla en agua inyectable, Arguello-Garcia
{(comunicacion personal).

b) Extraccion con solventes organicos: Las diferentes cepas se expandieron
mediante el crecimiento de los parasitos en botellas de plastico de 40 ml, las
cuales se enfriaron y posteriormente se realizé un conteo. Enseguida los parasitos
se precipitaron en tubos eppendorff de 1.5 ml a una concentracion de 60x10°,
luego se lavaron una vez con PBS 1X centrifugando a 14,000 x g durante 5 min,
enseguida se elimind el sobrenadante y se adiciond proteinasa K en una
concentracion final de 1 mg/ml y 500 ul de buffer de lisis o digestion. Esta
suspension se incubo toda la noche a 49°C, al dia siguiente se adiciond 500 ul de
fenol - tris HCI pH 8. Posteriormente se mezcld suavemente 42 veces en forma
vertical y se centrifugd a 12,000 x g durante 5 min. La fase acuosa se transfirio a
tubos nuevos tratando de colectar aproximadamente 500 ul, luego se adicioné 1
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volumen de fenol — cloroformo - alcohol isoamilico (25:24:1) se centrifugd a 12,000
x g por 5 min. Posteriormente se transfirié la fase acuosa a tubos nuevos y se
égfeéb 1 volumen de la mezcla cloroformo:alcoho! iscamilico. Este volumen es
serhejante al del buffer de lisis adicionado al inici® del protocolo y el cual se
centrifugo a 12,000 x g por 5 min, y la fase acuosa se transfirio a un tubo nuevo,
adicionando 1 ml de etanol absoluto frio virtiéndolo lentamente gota a gota,
enseguida se agitd suavemente en forma horizontal hasta no ver la presencia de
dos fases. Los tubos se transfirieron a Revco durante 2 hrs se centrifugé a 12,000
x g durante 10 min, se elimind el sobrenadante, se adiciond 1 ml de etanol al 75
%, se centrifugd a 12,000 x g durante 5 min, se elimind el sobrenadante y se seco
la pastilla de DNA a TA, la cual se resuspendié en agua inyectable a 65°C durante
10 min. Finalmente se adiciond RNasa A con una concentracion final de 0.01 mg
incubandolos a 37°C durante 1 hr.

5.8. Extraccion de RNA: A 10x10° trofozoitos de G. duodenalis contenidos en
un tubo eppendorf se le adicionaron 0.75 ml de TRIzol® y se dejaron reposar
durante 5 min a temperatura ambiente, enseguida se adicionaron 0.2 ml| de
cloroformo la suspension se mezclé en vortex por 15 segundos y los tubos se
dejaron reposar durante 15 min a TA. La muestra se centrifugé a 12,000 x g
durante 16 min a 4°C en centrifuga Sorval RT7 con sistema de refrigeracion, se
transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo y se adicionaron 0.5 ml de isopropanol,
se mezcldé la suspension y se incubd 10 minutos a TA. Después la mezcla se
centrifugo a 12,000 x g a 4°C durante 11 min y se elimino el sobrenadante. Se lavd
la pastilla de RNA con 1 ml de etanol al 75 %, se centrifugd a 7,500 x g durante 6
min a 4°C, se elimind el sobrenadante, se secd la pastilla y se resuspendid en
agua inyectable. Luego se adiciond 10 U/ul de DNasa | (Roche No. de catalogo
776785) y se incubd a 37°C durante 1 hr en thermomixer 5436 y calentando a
75°C durante 5 min para inactivar a la DNasa 1., Cruz-Soto (comunicacion
personal).
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5.9. Cuantificacion de acidos nucleicos: Se hicieron diluciones 1:100 con agua
desionizada estéril se adiciono 1.0 ul de DNA se mezclé por vortex y se hicieron
lecturas en el espectrofotometro Smart Spec™ 3000 (BIO-RAD) en intervalos de
longitudes de onda de 325, 280, 260, y 235 nm, enseguida con el objeto de
evaluar la pureza de los acidos nucleicos obtenidos, se calculd el cociente de
absorbancias Asso/Azs0 . La lectura de absorbancia obtenida a A de 260 nm se
multiplicd por el factor de diluciéon de 100 y el resultado obtenido se expresdé en
unidades de ng/mi de DNA.

5.10. Electroforesis de DNA y RNA en geles de agarosa: Para evaluar
cualitativamente la calidad de los acidos nucleicos obtenidos, se preparo un gel de
agarosa al 1.2 % en buffer TBE 0.5 X, el cual contenia bromuro de etidio (0.5
mg/ml). Las muestras se corrieron a 80 V durante aproximadamente 45 minutos.
Después se coloco el gel en una camara transiluminadora de luz UV donde los
acidos nucleicos se observaron como bandas cuya caracterizacion se hizo en
base al tamafo o longitud del acido nucleico extraido. La mayoria de los RNAmM
eucarioticos se localizan en un rango de tamarnos de 400-2000 bases. Las bandas
habian sido caracterizadas por Montanez y col. (1989) en base al tamano en
unidades Svedberg observadas de~5 Kb para la subunidad mayor 28S, y para la
subunidad menor 18S ~2 Kb en tamario.

5.11. Reaccion en cadena de la polimerasa para gdh y pfor: Inicialimente se
evaluaron como variables en la PCR, la concentracion final de magnesio la cual
incluyd un intervalo desde 1 hasta 5 uM, y la temperatura de alineamiento tedrica
de los iniciadores (tabla 3) fue obtenida mediante la formula proporcionada por
GibcoBRL Custom Primers, considerando que se trataba de un iniciador de mas
de 10 bases con una concentracion de sales de 0.05M, Tm = §9.9 + 41 (% GC) —
(675/longitud del iniciador), donde el % GC en el calculo de Tm se expreso en
valor decimal.

Para estandarizar cada uno de los iniciadores, primero se trabajo en cada
reaccion con una concentracion constante de DNA siendo ésta de 100 ng asi
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también como el numero de ciclos que consistio de 30 para cada una de las
reacciones respectivas, y una vez obtenido el tamano del producto amplificado se
variaron las concentraciones de acido nucleico abarcando diferentes intervalos.

TABLA 3: INICIADORES Y CONDICIONES PARA LA PCR

Nombre del Secuencia 5-3° Direccion %&: ?m
iniciador TJeodrica
SPFOR-G TGC GGT TTC TGC | Iniciador sentido 57.14 51.18

985 TCT GTC CAG para pfor
APFOR-G GTT GCA GCT CTC Iniciador 57.14 51.18
986 CGT GTC GAT antisentido para
pfor
[ 595GDH ATC TTC CGC GTC | Iniciador sentido 61.90 53.13
(M7) CCC TGG ATG para gdh
242AGDH CAG TTC GCG TGC Iniciador 61.90 53.13
(M8) GAG AAG CTC antisentido para
gdh

5.12. Cinética enzimatica con endonucleasas de restriccion: Con el objetivo
de tener una digestion completa, inicialmente se determind el tiempo de
incubacion optimo y la concentracién de enzima de restriccion para tener una
adecuada eficiencia de cortes, se selecciond la enzima Kpn |. Se adicionaron 10
ug de DNA de la cepa VWB y la enzima, misma que se adiciono a tubos de PCR en
cantidad constante ( 10 U), variando los tiempos de incubaciéon que incluyeron 30
min, 1, 3, 6, y 21 hrs. Por otra parte se modificaron las concentraciones de enzima
5, 10, 20, 30, y 40 U manteniendo constante el tiempo de incubacion de 21 hrs a

37°C. Al final se frend la reaccidn al transferir los tubos al Revco durante 10 min, y
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enseguida se adiciond colorante (azul de bromofenol y xilencianot) el cual contenia
EDTA a una concentracion final de 12.5 mM.

5.13. Perfil de restriccion para el producto obtenido por la PCR para gdh y
pfor: Con la finalidad de confirmar si la banda amplificada para los genes
estudiados correspondia a la esperada, con la ayuda del programa computacional
BCM Search Launcher query sequence [direccion electronica:
http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/cgi-bin/seq-util/seq-util.pl] se proceso la
informacién que abarcaba la secuencia de los iniciadores asi como la amplificada
por éstos. Esto ultimo con la finalidad de obtener un mapa de restriccion, mismo
que se utilizaria para la verificacion en gel de agarosa de los productos de
restriccion correspondientes a los fragmentos ampilificados.

5.14. Secuenciacion: Se realizoé la PCR para el gen pfor con DNA extraido de
la clona 23 resistente al metronidazol (WBRMZ23) y la clona sensible al
metronidazol (WB-1) bajo las condiciones antes descritas, se hizo una mezcla de .
200 il de dicho producto para cada clona analizada y se corrio
electroforeticamente en gel de agarosa at 1.5 % adicionado con 10 ul de bromuro
de etidio (0.5 mg/mi), se corrid6 a 70 V durante aproximadamente 980 minutos.
Posteriormente se reviso que el tamano del producto de PCR fuera de 342 pb lo
cual se realizé empleando un transiluminador de luz UV. Posteriormente se corté y
peso la banda para luego emplear el kit Concert™ Gel Extraction Systems (Gibco
BRL), el cual consiste brevemente en purificar fragmentos de DNA a partir de
geles de agarosa mediante el empleo de cartuchos de centrifugacion los cuales
contienen un soporte de silica que capturan el DNA, el gel de agarosa es disuelto
por la accion de perclorato de sodio y el DNA queda adsorbido en la silica, dicha
adsorcion depende de la temperatura y la composicion de los buffers. Finalmente
la agarosa, agentes inhibitorios y los buffers de electroforesis son eliminados con
los buffers de lavado que contienen etanol.

Una vez purificado dicho material nuevamente se separd electroforéticamente en
un gel de agarosa al 1.2% para confirmar el tamarnio del producto y enseguida se
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procedid a realizar el marcaje del producto mediante una reaccion de PCR
empleando el kit Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing (ABI PRISM, PE Applied
System). Esto se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones, un paso de
desnaturalizacion a 96°C 1°, seguido de 25 ciclos de 96°C 10"/50°C 5"/60°C 4~
para finaimente mantenerse a 4°C hasta el momento de realizar la purificacion de
los productos de extension y eliminar el exceso de dNTP’'s marcados sin
reaccionar, para esto se utilizo el kit comercial centri-sep (Princeton Separations,
Inc). Este consistio brevemente en hidratar una columna con 0.8 ml de agua
inyectable y eliminando las burbujas del ge! contenido en dicha columna
mezclando con vortex suavemente. Posteriormente se elimind el exceso de agua
mediante gravedad al! colocar dicho dispositivo en un tubo de desechos, se
centrifugd a 750xg durante 2 min en una microcentrifuga Eppendorf Modelo 5415
C, se elimind el liguido y se vertieron 20 ul de la reaccion de secuenciacion en et
centro de la columna sin tocar las paredes ni el gel ya que esto ocasiona una
contaminacion con oligonucledtidos fluorescentes libres. Posteriormente se
centrifugd a 750xg durante 2 minutos, y el producto purificado se sec6é con una
centrifuga de vacio (Speed vac) durante aproximadamente 30 min. Finalmente se
obtuvd la secuencia del producto deseado en el Servicio de Secuenciacion
Automatica en la Unidad de Acidos Nucleicos del Departamento de Genética y
Biologia Molecular del CINVESTAV-IPN.

5.15. Obtencién y purificacion de sondas: El producto obtenido despueés de
haber realizado la PCR con el DNA de los distintos cultivos con distinto patron de
resistencia al metronidazol para los genes gdh y pfor, se realizé una electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio (10 mg/mi). A partir de
éste se realizo la purificacion del DNA amplificado, para lo cual se probaron dos

protocolos que a continuacién se describen:
a) Freeze-Squeze: Se cortd con una espatula la banda deseada del gel de

agarosa al 0.8 %, se colocd en una jeringa de tuberculina y se mantuvé una hora
a -70°C. Después se extrajo el agar y se recolectd el liquido en un tubo de 1.8 mi
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se agregaron 2 volumenes de cloroformo y se mezclo vigorosamente en vortex. Se
centrifugé 18 minutos a 14,000 x g y se retiré la fase acuosa colocandola en un
tubo nuevo. A ésta se agregaron dos volumenes de etanol absoluto al 100 % vy
266 11l de acetato de sodio 3 M se dejo una hora a -70°C, se centrifugd durante 16
min a 12,000x g , se elimind el sobrenadante, se lavo con 1 ml de etanol al 75 % y
se centrifugd de nuevo bajo las condiciones antes descritas, se secd la pastilla a
TA y se resuspendio en agua inyectable.

b) Protocolo para extraccion de DNA a partir de gel (Gibco BRL, Kit
comercial): Se cortd el area que contenia el DNA a partir del gel de agarosa
ultrapura de bajo punto de fusidon (Gibco BRL) al 2 % usando una espatula limpia,
se pesd el fragmento cortado del gel, se adicionaron 30 ul de buffer de
solubilizacidn del gel (L1, contiene perclorato de sodio concentrado, acetato de
sodio y solubilizador de TBE) por cada 10 mg de gel. Enseguida se incubd a 50°C
por un espacio de 15 min, mezclandose cada 3 min para asegurar la completa
disolucién, después de que el gel parecio disuelto se incubd 5 min mas.
Posteriormente se coloco el cartucho de centrifugacion en tubo de lavado de 2 ml,
se transfirid la mezcla anterior en el cartucho de centrifugacién, los tubos que
contenian la mezcla se centrifugaron a 12,000 x g durante 1 min. Se elimind la
fase acuosa, se colocd el cartucho de centrifugacion en el tubo de lavado de 2 mi.
Se adiciond 700 ul de buffer de lavado (L2, contiene NaCl, EDTA, y Tris-HCI) en
un cartucho de centrifugacion y se incubd 5 min a TA, la mezcla se centrifugo a
12,000 x g 1 min, se elimind |la fase acuosa, se centrifugd una vez mas por 1 min
para remover el buffer residual. Se coloco el cartucho de centrifugacion en un
tubo de recuperacion de 1.5 ml. Se adiciono 50 ul de buffer TE [10mM Tris-HCI pH
8.0, 0.1 mM EDTA] tibio directamente al centro del cartucho de centrifugacion. Se
incubo 1 min a TA y se centrifugd a 12,000 x g por 2 min.

5.16. Marcaje de sondas: Se realizd el marcaje de templados de DNA por el
meétodo de random primer con DIG-11-dUTP con el kit comercial conocido como

DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I, (Boehringer
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Mannheim). Brevemente, se adiciond 1 ung del templado de DNA obtenido a partir
de la PCR para gdh y pfor, y agua destilada estéril hasta obtener un volumen final
de 16 ul por vial de reaccion. Se desnaturalizé el DNA a 95.0°C durante 10 min,
enseguida se incubd a 37°C, se adicionaron 4 p! de DIG- High Prime se mezclo y
se mantuvo a 37°C durante 21 hrs, se freno la reaccion por calentamiento a 65°C

durante 10 min.

5.17. Eficiencia del marcaje de sonda: Se diluyd 1 ul de la reaccidon del marcaje
con 39 u! de buffer de dilucion de DNA para obtener una concentracion final de
1png/ml, posteriormente se realizaron diluciones con la finalidad de obtener las
siguientes concentraciones 300, 100, 30, 10 y 3 pg/ul; enseguida se adiciond 1 ul
de cada una de las cinco diluciones en los cuadrados marcados de las tiras de
prueba para la cuantificacion DIG proporcionadas por el distribuidor. Se secaron al
aire durante 2 min. Se enjuagaron las tiras de prueba en las soluciones descritas
en el Kit. Se frend la reaccion colorida después de un maximo de 30 min y se
enjuagaron las tiras de prueba en agua, se secaron al aire sobre un papel
Whatman 3MM, protegidas de la luz. El tiempo maximo permisible en la reaccion
de coloracion no fue mayor de 30 min ya que esto ocasionaria un incremento del
fondo. La coloracion se produce porgue en el DNA marcado se incorporaron
moléculas de digoxigenina las cuales van a ser reconocidas por e! anticuerpo anti-
DIG el cual tiene conjugado un fragmento proteico con actividad de fosfatasa
alcalina, misma que da lugar a la defosforilacion del BCIP (5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato), el grupo hidroxilo sufre tautomerizacion formando una cetona la
cual se oxida y dimeriza para producir azul insoluble 5,5 -dibromo-4,4 -dicloro-
indigo, en el proceso de dimerizacion, los iones hidrogeno son liberados y éstos
reducen el NBT(nitroazul de tetrazolio) formando un precipitado purpura intenso de

diformazan en la membrana.

5.18. Southern blot: Este ensayo se dividio en varias etapas, primero se efectuo
una digestidon enzimatica con las siguientes endonucleasas, para pfor BamH!, Spe
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I y Xho |, las dos primeras no cortaban dentro de la secuencia del gen mientras
que la altima cortaba dentro de éste, los marcadores de peso molecular A Hind ill ,

o y uno de bajo peso molecular distribuido por BQ fueron marcados de acuerdo a las

reccim’endaciones del fabricante y la sonda del gen gdh se utiliz6 como un control
de carga para el primer gen. Primero a tubos de PCR se adicionaron 10 ug de
DNA, 5 U de la enzima seleccionada, buffer 1/10 y finalmente se aforaba al
volumen deseado con agua inyectable incubandose a 37°C durante 18 hrs.
Posteriormente se realizd una electroforesis, para lo cual se prepard un gel de
agarosa al 0.9 % con 15 ul bromuro de etidio (10 mg/ml) y se corrio éste a 21 V
durante 12:30 hrs (O/N). Posteriormente el gel se expuso en luz U.V. durante 5
min, se le sacd una fotografia en el Fotodyne, enseguida se transfirid a una
charola en la cual se adiciond 100 ml de una solucion de HCI 0.25 M durante 10
min. Luego se lavo el gel rapidamente durante 10 segs con agua desionizada
estéril. dos veces, después se elimind el agua y se adiciond buffer de
desnaturalizacion (NaOH 0.4 N y NaCl 1.5 M) durante 40 minutos. Enseguida se
volvio a lavar el gel dos veces en agua. Se adiciond buffer de neutralizacion (NacCl
3M, Tris-HCI 0.4 M pH 7.5) durante 20 min posteriormente el gel se transfirié al
bosifblot.. el montaje de este equipo consisti® en mojar un papel wattman 3MM
previamente esterilizado en horno de microondas con buffer 10X SSC y se colocd
en el posiblot segin se muestra en la figura 5, entonces se corté la membrana de
nylon cargada positivamente que se humedecid en agua desionizada estéril
durante 5 min posteriormente con buffer 10 X SSC, la esponja se metio en agua
desionizada estéril sélo cuando se usd por primera vez, se exprimié la esponja y
se metid en buffer 10 X SSC se cerro el posiblot y se ajustd la presion a 75 mmHg
durante 50 min. Se marcd la localizacion de los pozos con lapiz en la membrana y
ésta se seco sobre un papel wattman a TA, enseguida la membrana de nylon se
coloco en el crosslinker efectuando 2 pulsos (1200 ndx100) o se dejaba irradiar en
el transiluminador de U.V. durante 3 minutos por el lado de la membrana que
contenia el DNA. La segunda etapa consistié en la prehibridizacion en la cual se
adicionaron 5 ml de buffer DIG Easy Hyb a la membrana la cual se incubd durante
1 hora a 39°C, al mismo tiempo se desnaturalizd la sonda en buffer DIG

51



FIGURA 5. Aparato de transferencia de acidos nucleicos por vacio (Posi-
blot). El montaje del equipo comprende inicialmente una cubierta de plastico
rugosa, depués la colocacion de un papel filtro wattman 3 MM, seguida por una
membrana de nylon cargada positivamente, a continuacidon una mascara
cuadriculada de plastico distribuida por el fabricante, posteriormente el gel de
agarosa al 0.9 %, luego otro papel filtro wattman de 3 MM, y finalmente una
cubierta porosa de grosor aproximado de 3 cm la cual esta embebida de una
solucion de transferencia para southern blot y northern blot SSC 10X.

————
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calentando en una bafio maria a 94°C durante 10 min, posteriormente se incubo
la membrana con la sonda a 39° C durante toda la noche, al dia siguiente se
recuperd y almaceno la sonda y se agregaron 25 mi de buffer de lavado | 2X (SSC
2X/SDS 0.1 %) durante 10 min a TA dos veces, enseguida se lavo dos veces con
25 mi de buffer de lavado Il 0.1X (SSC 0.1X/SDS 0.1 %) a 42° en agitacion. La
tercera fase consistido en la deteccidon inmunologica, en la cual después de
desechar el lavado de astringencia se agregaron 15 ml de buffer A (acido maleico)
y 60 ul de tween 20 durante 2 min a TA, se desechd la solucion anterior y se
agrego 15 ml de buffer B (bloqueo) a 42°C durante una hora. Una vez transcurrido
este tiempo se tomaron 8 ml de buffer B y se agregaron 0.8 ul de antidigoxigenina
incubandose 30 min a 37°C. Después de haber desechado el buffer 8 que
contenia el anticuerpo, se agregaron nuevamente 10 ml de buffer A y se incubaron
a TA durante 15 min dos veces, se elimino la soluciéon anterior y se agregaron 15
ml del buffer de deteccion (C), se incubd a TA durante 10 min dos veces. Luego
se colocd la membrana sobre un acetato y se agregaron de 3 a 4 gotas del
sustrato CSPD, esto funciona porque el DNA marcado con digoxigenina va a ser
reconocido por el anticuerpo anti-DIG que tiene conjugado un fragmento proteico
con actividad de fosfatasa alcalina misma que al entrar en contacto con el sustrato
quimioluminiscente (CSPD) y dar lugar a la defosforilacion de éste genera una
sefial luminosa que es detectada por una pelicula autorradiografica, y se cubrid
con otro acetato, en este paso se evitdé la formacion de burbujas y el secado de la
membrana, para lo cual se adicionaron 200 ul de buffer C incubandose a 37°C
durante 30 min, finalmente se colocd este dispositivo en un cassette de revelado y
se expuso durante 5,10, 15, 30 y 120 min. La cuarta fase consistio del revelado,
en la cual la pelicula se colocd en solucion reveladora durante 2 min, después se
lavd en agua durante 3 min y finalmente se transfirio a la solucion fijadora por un
espacio de 3 min.

5.19. Remocion de sondas alcalinas de Southern Blot: Se lavo la membrana
en agua desionizada estéril por 1 min a TA, posteriormente se incubd dos veces
durante 10 min cada vez en una solucion de denudamiento de sonda alcalina a
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37°C en agitacion continua (horno de hibridacion). Esta incubacion elimino la
sonda marcada con DIG labil a alcalis. Enseguida se enjuagd la membrana
vigorésamente en SSC 2X, y después del denudamiento de la sonda presente en
la r{'uéfnbrana se comenzo a resondear en el paso de prehibridacion de acuerdo a
lo descrito en el inciso anterior.

5.20. Transferencia de RNA (Northern Blot): Se incubaron las muestras de
RNA de cepas, lineas y clonas de G. dwuodenalis resistentes al metronidazol
durante 10 minutos a 65°C, luego se transfirieron en un bafo de hielo y se
adiciond la siguiente solucidon 25 ul de formamida concentrada, 5 ul de buffer
MOPS 10 X, y 8 ul de formaldehido al 37 % (12.3 M), enseguida se adicionaron 5
1! de glicerol al 560 % conteniendo 0.1 mg/ml de azul de bromofenol,
posteriormente dichas muestras se corrieron electroforeticamente en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1 % (buffer MOPS 10X, agua, y 18 ml de
formaldehido al 37 %) a 90 V durante aproximadamente 40 min, siendo el buffer
de corrida una solucion buffer de MOPS 1X. Terminada la electroforesis, el gel se
agité con una solucién de SSC 10 X durante 20 min, enseguida se transfiere el
RNA en el posiblot de acuerdo a lo descrito en el apartado 5.18, utilizando como
buffer de transferencia SSC 10X. Una vez obtenida 1a membrana de nylon se
irradié por la parte que contenia el RNA en un transiluminador de UV durante 3
min, y se prehibrido en solucién buffer DIG High Prime a 39°C para el gen pfor y
41°C para el gen gdh por un tiempo no menor a 1 hr, las temperaturas de
hibridacion referidas anteriormente fueron ajustadas considerando que el kit de
solucion de hibridacion (DIG Easy Hyb) hacia referencia a que en situaciones en
las que se tuviera una sonda con una homologia al 100 % se recomendaba un
rango de temperaturas de 37 - 42°C dependiendo del contenido de GC que tuviera
la sonda, luego se hibrido con las sondas respectivas en las condiciones antes
descritas de temperatura durante aproximadamente 12 hrs, después se incubd la
membrana tres veces en 10 m! de buffer de lavado | durante 15 min cada vez a 39
6 41 °C dependiendo de la sonda utilizada. Se elimind la solucion anterior y se
adiciond buffer de lavado Il durante 10 min dos veces, se desechd la solucién y se
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agrego buffer A (de acido maleico) durante 1 minuto una vez a TA, posteriormente
la membrana se enjuagé dos veces en buffer C (deteccién) a TA durante 10 min
cada vez. La membrana se colocé sobre un acetato y se adicion® sustrato
(CSPD) evitando que se secara mediante la adicién de 200 ul de la ultima solucion
en la que se incubd la membrana, enseguida se coloco otro acetato, luego ésta se
transfirid a una incubadora a 37°C durante 30 min. Finalmente se expuso la
membrana en una pelicula autorradiografica durante 10, 15, 30, 60 min hasta ver
la aparicion de bandas.

5.21. Remocion de sondas de RNA: Inicialmente se lavé la membrana en agua
durante 1 min, enseguida se adicionaron 10 ml de una soluciéon de denudamiento
(ver anexo) a 37°C durante 10 min en agitacion dos veces, posteriormente se
adicionaron 10 ml de buffer SSC 2X y finalmente se continuo en el paso de
prehibridacion de acuerdo a lo descrito en el apartado anterior.

5.22. RT-PCR: Con la finalidad de analizar la presencia o bien la ausencia de un
transcrito del gen pfor, inicialmente se realizo la estandarizacion de dicha técnica
analizando primero el efecto de diferentes concentraciones de cDNA para los dos
genes bajo estudio, asi como el numero de ciclos para evaluar el efecto de
saturacion del sistema. En la sintesis del cDNA se adicionaron 1 ug de RNA total
para obtener un volumen final de 4 ul con agua inyectable, el cual se desnaturalizo
a 94°C durante 5 min posteriormente se preparé una mezcla de reaccion que
consistio en agregar como concentraciones finales 1X de buffer de sintesis de la
primera cadena, 1TmM de solucidon de dNTP’s, 10 ng/ul del primer oligo(dT)+s, 0.5
1ti/10 nl de reaccion de transcriptasa reversa M-MLV (20 U) y 1.0 ul/S ul de
reaccion de inhibidor de RNasa. Enseguida se adicionaron 6 ul de la mezcla
anterior al RNA desnaturalizado mezclando suavemente, se incubo durante 120
min a 42° C dos ciclos, luego se desnaturalizéd la transcriptasa reversa por
calentamiento durante 15 min a 95°C y se conservo a -20° C. Posteriormente se
realizé la PCR para un fragmento conservado de gdh de 570 pb y la region
correspondiente a sitios cataliticos de pfor de 342 pb (ver tabla 4), y finalmente al
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producto amplificado se le efectud un corrimiento electroforético en gel de agarosa
al 1.2 % para confirmar el tamano del producto obtenido en base a la interpolacion
de la longitud determinada para cada gen bajo estudio, con un marcador de peso
molecular de DNA de 100 pb. Se realizd un anadlisis densitomeétrico a partir de
corrimientos obtenidos para lo cual se consideré como control de carga al gen
constitutivo gdh con la finalidad de poder apreciar diferencias en el nivel de
expresion del gen pfor.
TABLA 4. PROTOCOLO DE RT-PCR

Sintesis de DNAc y pre-desnaturalizacion

2 ciclos

l

94°C por 5 min

!

42°C por 120 min

l

95°C por 15 min

PCR para pfor

Desnaturalizacion 94°C por 5§ min

25 ciclos
Desnaturalizacion 94 °C por 30 seg
Alineamiento 69.6 °C por 1 min
Extension 72 °C por 1 min
Extension final

72°C por 10 min
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CAPITULO VI. RESULTADOS

6.1. Cultivo de trofozoitos de G. duodenalis: La cepa de referencia (WB), |la
clona sensible al metronidazol (WB-1), la clona resistente al metronidazol
(WBRM23) y la linea de cultivos resistentes a dicho farmaco (Ste 10, Ste 11, Ste
13, Ste 14, Ste 17 y Ste 21) fueron cultivados axénicamente en medio TY!-S-33 tal
y como se describié en material y métodos. Generalmente la fase logaritmica de
crecimiento fue el momento elegido para realizar la resiembra de cada cultivo, ésta
se llevd al cabo cada 72 horas.

No se detectaron diferencias relevantes con respecto a la velocidad de replicaciéon
del parasito entre los distintos cultivos descritos anteriormente. Esto ultimo se
confirmé mediante observaciones directas de cada cultivo en microscopio
invertido; sin embargo, sobresalio la capacidad de adhesion que presentaron
especificamente las clonas WB-1 y WBRM23, ya que dichos cultivos en ocasiones
necesitaban enfriarse hasta por periodos mayores a 5 hrs para lograr despegar los
trofozoitos de G duodenalis de las paredes del recipiente de cultivo, aun con la
adicion de un bafno agua-hielo-etanol.

Es importante sefalar que en todos los cultivos se realizaron continuamente
pruebas de esterilidad con medio luria (ver anexo), ésto con la finalidad de
asegurar en forma precisa la tolerancia que tenia cada cultivo resistente hacia el
metronidazo! y eliminar cualquier interferencia propiciada por la existencia de

microorganismos contaminantes.

6.2. Generacion de cultivos resistentes al metronidazol: De acuerdo a
investigaciones anteriores (Romero, 1996) se establecié que uno de los mejores
meétodos para la obtencidn de cultivos resistentes al metronidazol era la seleccion
inducida por farmaco mediante el cultivo continuo en concentraciones
ascendentes del agente quimioterapico; con base en estos antecedentes se
decidid utilizar esta estrategia nuevamente. Durante el desarrollo de la obtencion
de cultivos resistentes al metronidazol se aprecid que este proceso consistio de
multiples etapas, observandose diferencias en fa susceptibilidad al farmaco. Asi,
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sobresalid inicialmente una dramatica pérdida de viabilidad aunada con una lenta
velocidad'd'e'iArepli‘Cacién del parasito. Sin embargo, conforme se establecia una
adaptacuon’ hacia el metronidazol los trofozoitos de G. duodenalis presentaron un

comportamlento norma!l, esto con base a criterios evaluados durante cada
mcremento de concentracion como fueron morfologia, viabilidad y velocidad de
rephca0|on celular

) La concentracion del farmaco generalmente se incrementd en el momento
que’ :Ios,cu]tlvos presentaban velocidades de replicacion similares al cultivo
sénsiblé~ y habia confluencia en los cultivos. Una de las formas de aumentar la
concentracnon del farmaco consistio en emplear una cantidad de trofozoitos
kconstante ky ‘aumentar la concentracion del farmaco, iniciando a partir de la

concentramon en la cual se encontraba creciendo el cultivo, hasta la maxima
er tracnon en la cual aun crecian los trofozoitos. AlUn en casos extremos en los

‘Ios cultlvos presentaban hasta un 30 % de confluencia, éstos seguian

mantenlendose en presencia continua de farmaco, y una vez que éstos se
~a§apta‘ron a las mismas condiciones de concentracion del farmaco alcanzaban
‘unaconfluencia del 100 %. Los cultivos resistentes se obtuvieron ya sea por
mantenimiento de los trofozoitos en cultivo axénico, o bien por criopreservacion

sin farmaco, adicionando metronidazol al momento de descongelar los cultivos.

6.3. Clonacion del cultivo Ste 21: Uno de los principales parametros
considerados para evaluar la eficiencia de la clonaciéon fue mediante Ila
determinacion del porcentaje de eficiencia de formacion de colonias (% CFE), en
cuyo experimento se obtuvo en las dos clonaciones realizadas con o sin
metronidazol, el mismo % CFE teniendo un valor de 2. Ambas clonas fueron
capaces de soportar una concentracion maxima de 23 ptM segun se indica en la
tabla 5. Las clonas mostraron diferencias en la velocidad de replicacion después
de la clonacién; sin embargo, conforme transcurrié¢ el tiempo se observaron
tiempos de replicacion similares por adaptacion de los cultivos a la presion
ejercida por el farmaco. Si bien los resultados obtenidos mostraron que la
clonacién se encontraba por debajo del limite inferior para ser considerada ctona,
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se debe tomar en cuenta la baja probabilidad que presenta una célula para
sobrevivir en un microambiente con una concentracidon elevada de farmaco,
aunado al efecto probabilistico que representa la misma metodologia de clonacion
al inocular un trofozoito en cada dos viales,

TABLA 5. CLONACION DE CULTIVOS DE G duodenalis RESISTENTES A
METRONIDAZOL POR DILUCION LIMITANTE.

CULTIVO | CONDICIONES No. DE % CFE | CONC. MAXIMA DE
DE LA CLONAS METRONIDAZOL
cLonNAciON loBTENIDAS SOPORTADA (uM)
Ste 21 S/ Farmaco 1 2 23
Ste 21 C/10 uM de 1 2 23
metronidazol

6.4. Obtencion de DNA a partir de trofozoitos de G duodenalis: Una vez
realizados los protocolos de extracciéon del DNA del parasito, se evalud la calidad
de los acidos nucleicos por separacion electroforética en geles de agarosa al 1.2
% (figura 6). En esta se observa el DNA como una banda alrededor de 9 Kpb. En
ocasiones en la parte terminal del gel se localizaba un barrido que correspondia a
RNA degradado, en cuyos casos se adicionaba RNasa A y se hacia nuevamente
una extraccidén cloroformica hasta resuspender el DNA en agua inyectable. Otra
forma de valorar cuantitativamente la pureza del DNA fue determinando la razén
de absorbancias Azso/2s0 CUyos valores oscilaron entre 1.18 hasta 2.95. El primer
valor sugiere la presencia de proteinas, ya que éstas al tener un pico de
absorbancia en 280 nm ocasionaban una disminuciéon en el valor del cociente. Por
lo anterior, se decidid no utilizar dichas muestras, y aquellas que presentaron
valores altos se consideraron adecuadas tomando como referencia que la
literatura reporta valores de 1.8 a 1.9 para DNA. En este contexto, investigaciones
realizadas por Wilfinger y col. (1997) han determinado que el pH y la fuerza idnica
de la solucion en la que se realizan las lecturas espectrofotomeétricas influyen en la
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23130
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2322
2027

Figura 6. Analisis electroforético de DNA a partir de trofozoitos de G.dwuodenalis.
DNA de 60x10° trofozoitos de Giardia fueron extraidos por el método descrito en el
apartado 7 de material y métodos. Carril 1Marcador A digerido con Hind lll, carrit 2 DNA
de la cepa WB-1.
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razén Azso/zso. Por otra parte, en la cuantificacion de este acido nucleico se obtuvo
un rendimiento de 0.096 pg de DNA/ trofozoito de G. duodenalis .

6.5. Obtencion de RNA a partir de trofozoitos de G duodenalis: Se realizo el
protocolo de extraccion de RNA de acuerdo a lo indicado en el capitulo 5.8., para
lo cual se utilizo el reactivo TRIzol® que es una solucion monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina. Este reactivo mejora el método de aislamiento del RNA
de un solo paso desarroltado por Chomczynski y Sacchi (1987). La optimizacion
de esta técnica requirio inicialmente estandarizar el inoculo celular, probando para
ello diferentes nameros de trofozoitos (5x10°, 10x10°%, 20x10°%, 30x10%, y 40x10%) y
efectuando el protocolo ya descrito. Los resultados de la figura 7 mostraron que no
hay una correlacion entre el niumero de trofozoitos de Giardia y la eficiencia de
obtencion de RNA, lo anterior al considerar el valor de la razon de absorbancias
que refleja la pureza de dicho material el cual disminuyd dramaticamente a partir
de 20x10° trofozoitos, debido a lo anterior el inodculo 6ptimo fue 10x10 © trofozoitos
segulin se aprecia en la figura 7. Lo anterior sugiere que al haber un incremento del
namero celular se deteriora la eficiencia de recuperacion del RNA posiblemente al
no reaccionar adecuadamente en cantidades estequiométricas el reactivo TRiIzol®
en base al numero celular, o bien se satura la capacidad del reactivo. Una vez
estandarizadas las condiciones éptimas de extraccion de RNA de cada muestra se
evalud la integridad del RNA cualitativamente y cuantitativamente. En esta se
determind la ‘migracic'm de RNA ribosomal 18S y 28S por el corrimiento
electroforético en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes
(formaldehido al 1.2 %), apreciandose bandas definidas. Por otra parte, en las
evaluaciones cuantitativas del valor de la razén de absorbancias descrito en
material y métodos, se obtuvieron valores desde 1.29 hasta 1.85, siendo 6ptimos
los ultimos ya que la literatura reporta como intervalo aceptable de 1.9 a 2 para
RNA. Se obtuvo asi un rendimiento de 0.08 pg de RNA / trofozoito de G
duodenalis.
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A B C D E rRNA

Figura 7. Analisis electroforético de RNA total obtenido a partir de preparaciones de
trofozoitos con diferente densidad celular. Se extrajo RNA segun lo descrito en
material y métodos. Carril A 5x10%, carril B 10x108%, carril C 20x10%, carril D 30x108%, carril E

40x10° de trofozoitos de Giardia.
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6.6. Diseio de iniciadores para gdh y pfor: Tomando en consideracion las
busquedas nucleotidicas y/o aminoacidicas realizadas en NCBI Entrez nucleotide
query o NCBI Entrez protein query, se seleccionaron los iniciadores en base a los
criterios ya establecidos en el apartado 5.6 de material y meétodos. Las siete
secuencias encontradas para el gen gdh en G duodenalis se procesaron en Match
Box Server 1.2, con la finalidad de determinar secuencias altamente conservadas.
Una vez realizado ésto, se seleccionaron iniciadores que funcionaron para
cadena sentido y antisentido, cada una de ellas se mandaron analizar en DDBJ
FASTA e-Mail server Version 1.50 (Pearson y Lipman, 1988) con la finalidad de
determinar la homologia que ellas presentaban con secuencias reportadas. En
este caso la homologia fue de 100.000 % con respecto al gen glutamato
deshidrogenasa dependiente de NADP de G duodenalis como se aprecia en la
figura 8.

Con el gen pfor se decidio utilizar la secuencia reportada de Giardia cuyo numero
de acceso fue L27221. Se muestra en la figura 9 la secuencia nucleotidica y
aminoacidica de los iniciadores utilizados para pfor con una longitud de 21
nucledtidos, los cuales flanquearon las regiones cataliticas 3Fe-4S y 4Fe-4S del
producto de dicho gen del tipo ferredoxina.

6.7. Estandarizacion de PCRs para gdh y pfor: Inicialmente se efectuaron las
PCR con una cantidad constante de DNA, siendo ésta de 100 ng, y posteriormente
se evaluo el efecto de la concentracion de magnesio, asi como la temperatura de
alineamiento tedrica del iniciador la cual fue ajustada de acuerdo al valor obtenido
en la tabla 3. Con el gen de la gdh se observé que en concentraciones de
magnesio de 1 y 2 mM se produjo una banda de 570 pb siendo 6ptima la ultima
concentracion, a diferencia de las concentraciones de 3 hasta 5 mM en las cuales
aparecian dos posibles bandas inespecificas (datos no mostrados). Una vez
establecidas las condiciones optimas con respecto al tiempo, temperatura de
alineamiento y extension de los iniciadores mostrados en la tabla 6, se analizaron
diferentes concentraciones de DNA (10, 25, 50, 75 y 100 ng) observandose una
banda bien definida de 570 pb con tan solo 10 ng (figura 10).
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1o 20 oo 30
ATCTTCCGCGTGCCCTGGATGGATGACGCT

M84604 GAGAGGATGCTTGAGCCGGAGCGCGTCATCATCTTCCGCGTGCCCTGGATGGATGACGCT

MB84604 GGACGCATCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTGTCCAG
430 440 - 450 460

100" 110 120
AAGGGTGGCCTCCGCTTCCACCCCTCTGTCAAT

M84604

MB4AG04

MB84604 GACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGCCAGTCCTTCATG ;,

MB4604 ACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGCCGGC
670 680 - €90 . 70000 07100

340 350 : 360" - 370
GGCGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTGAGGAA

MB4 604 -

MB84604

MB84604

GGTAAGAACGTCCTTCTTTCTGGCTCCGGCAALQLLbCCCAbLLJb&leCGAGAACTC

M84604 GGTAAGAA(_L' TCCTTCTTTCT bL:CTCCGGCAACGTTGCCCAGT'I'TGCTTGCGAGAAGCTC

910 220 830 940 950 960
M84604 ATTCAGCTCGGCGCAAAGGTCCTCACCTTCTCAGACTCCAACGGGACCATTGTCGACAAG
970 980 990 1000 1010 1020

Figura 8. Comparacion de secuencias nucleotidicas de las regiones flanqueadas por el
juego de iniciadores S9SGDH y 242AGDH para el gen gdh de G. duod lis con respecto a la
misma reportada en el banco de datos. E! programa utilizado para determinar la homologia entre
secuencias fue FASTA, el numero de acceso de la secuencia de Giardia es M84604.
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SPFOR-G 3750-3771 APFOR-G 4071-4092

v 3Fe-4S 4Fe-4S
—

3787-3822 nt 39904038 nt

Gen pfor 10422 nt

P G G Y S K ’ A K v P M i :
aaggagaactgcatccag Lo : tgccecgcacgcaecgecgtaecgc

: T8 VvV Q@ € P H A AV R
tgcttcqtcatgaatgaggacgcaaagcctgacaacgtccccgaggacttcgagatgctc

C F v M N E D A K P D N v P E D B M L
gacatgaagggcaagctcgctgccgttaacagcgattccthaagatcaagttccgcgtc

D M K G K L A A V N s D s S K I K F R V
caggtttcgccgctcgactgcaggggatgcggagtctgtgtagaggcctgtcccaaggat
Q VvV s P L D € R
gcccttgccatgacccccatcgacactgtcctcgacaagcagcaqaaqctcttcgactgg
A M T P I D T VvV L D K
gcctacgattctcttcagttcacccagggcecaccacaaac

Figura 9. Secuencia de aminoacidos y nucleétidos de las regiones flanqueadas por el
juego de iniciadores SPFOR-G y APFOR-G para el gen pfor de G. duodenalis. La
secuencia nucleotidica marcada con letras verdes corresponde al sitio catalitico 3Fe-4S, las
letras azules representan el sitio 4Fe-4S; y las letras anaranjadas muestran las secuencias
flanqueadas por los iniciadores.
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<+— 570 pb

Figura 10. Efecto de saturacién del producto de PCR para el gen gdh en funcién del uso
de distintas concentraciones de DNA de G. duodenalis. La PCR se realizé de acuerdo a lo
descrito en material y métodos, carril A control de PCR, carril B 10 ng, carrit C 25 ng, carrit D
50 ng, carril E 75 ng, carril F 100 ng de DNA de la cepa WB, y carril G marcadores de 100 pb.
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Por otro lado, con el gen pfor inicialmente se estandarizo la temperatura de
alineamiento del iniciador debido a que la Tm tedrica generaba bandas no
deseadas por debajo del producto amplificado esperado, posteriormente se fue
incrementando gradualmente la temperatura hasta lograr las condiciones 6ptimas,
luego se encontré que a partir de 2 hasta 5 mM de magnesio hubo amplificacion,
apreciandose una banda de 342 pb utilizando como concentracion optima 3 mM.
Asimismo, se corrieron simultaneamente diferentes concentraciones de DNA (50,
100, 150, 200 y 250 ng) observandose un efecto de saturacion a partir de 100 ng
(Figura 11). Los tiempos y temperaturas de desnaturalizacion, alineamiento y
extension para este gen se esquematizan en la tabla 6.

TABLA 6. CONDICIONES PARA LA PCR

Longitud del

Gen Desnaturalizacion Alineamiento ]| Extensién | Ciclos |producto (pb)

pfor 94 °C/30 seg 69.6 °C/1 min 72 °C/1 min 30 342
e
gdh 94 °C/30 seg 53.1 °C/1 min |72 °C/1 min 30 570

6.8. Cinética con endonucleasas de restriccion: Se realizdé una cinética con ta
finalidad de determinar la concentracion y el tiempo de incubacion 6ptimo con las
diferentes enzimas de restriccion. Se empled la enzima Kpn | con fines
representativos, e inicialmente se utilizd una concentracion constante de enzima
de 10 U, combinada con diferentes tiempos de incubacién a 37°C, observandose
que a partir de 30 min hasta 21 hrs la enzima presentd actividad (Figura 12). Eil
DNA utilizado en este ensayo era de buena calidad, ya que funciond
adecuadamente como sustrato para la enzima. Por otra parte, se observé que a
partir de 5 hasta 40 U se presentd el mismo patron de digestion (Figura 13). Sin
embargo, para estudios en los que se requirié efectuar digestiones enzimaticas se
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4—342 pb

Figura 11. Efecto de diferentes concentraciones de DNA sobre la amplificacién del
producto del gen pfor. La PCR se llevo a cabo de acuerdo a lo descrito en material y
meétodos. En esta se adicionaron diferentes concentraciones de DNA, carril A control negativo
de PCR, carril B 50 ng, carril C 100 ng, carril D 150 ng, carril E 200 ng, carril F 250 ng de DNA
de G. duodenalis, y carril G Marcadores de 100 pb (Gibco BRL).
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Figura 12. Cinética enzimatica con la endonucleasa de restriccion Kpn 1. Se
realizaron digestiones enzimaticas evaluando el efecto del tiempo de incubacion con
enzima sobre el perfil de restriccion. Carril A marcadores A digerido con Hind Ill, carril B
30 min, carril C 1 hr, carril D 3 hrs, carril E 6 hrs, y carril F 21 hrs.
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Figura 13. Efecto de diferentes concentraciones de la enzima Kpn | sobre el perfil de
restriccion de DNA de trofozoitos de G. duodenalis. Se emplearon como condiciones
de digestion enzimatica 3 hrs a 37°C. Carril A Control, DNA sin digerir, carrit B 5 U, carril
C 10 U, carril D 20 U, carril E 30 U, carril F 40 U, y carril G marcador A digerido con Hind
lit. 10 ng de DNA de la cepa WB de G. duodenalis fueron cargados por carril.
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decidio realizarlas con 21 hrs de incubacion, con el fin de garantizar la actividad
completa de las distintas enzimas empleadas.

6.9. Analisis del perfil de restriccion para el producto obtenido por la PCR
para gdh y pfor: Con la finalidad de corroborar si el producto obtenido despues
de la amplificacion de la PCR correspondia al esperado, se tomaron dos
parametros como criterios que confirmaron la identidad del producto para los
genes estudiados. El primero fue el corrimiento electroforético en gel de agarosa al
1.5 % tenido con bromuro de etidio para determinar aproximadamente su tamano
expresado en pb, y después se analizo el nUmero de cortes con endonucleasas de
restriccion. Cabe mencionar que las enzimas seleccionadas (Kpn | y Pst |)
cortaban dentro de la secuencia del gen amplificada por los iniciadores, asi
también se incluyd la region de éstos, para determinar con precision el nUmero de
cortes. Dicha secuencia se analizé en BCM Search Launcher Baylor Coliege of
Medicine HGSC, para los fragmentos de gdh y pfor y se seleccionaron las
endonucleasas que cortaran dentro o fuera de dichos fragmentos, efectuandose
digestiones enzimaticas de acuerdo a lo descrito en material y métodos. Al
analizar el perfil de restriccion de fragmentos de gdh éon la enzima Kpn | se
observaron dos cortes (219 y 351 pb), mientras que el fragmento de pfor digerido
con la endonucleasa Pst | generd cortes de 184 y 158 pb; esto se muestra en la
figura 14. En cada digestion enzimatica realizada, se corroboré que la digestion
fuese completa al introducir controles que carecian de enzima.

6.10. Homologia de sitios cataliticos tipo ferredoxina 3Fe-4S y 4Fe-4S del gen
pfor en clonas de G duodenalis con diferente sensibilidad al metronidazol:
Al usar la PCR e iniciadores de oligonucledtidos no degenerados para regiones
altamente conservadas del gen pfor, y con el proposito de encontrar diferencias a
nivel de sitios catalitico del tipo ferredoxina se secuenciaron dichos fragmentos. Lo
anterior nos permitiria sugerir que, de encontrar diferencias en éstas, se tendria
una asociacion directa con el fenotipo de resistencia al metronidazol. E!

espectroferograma mostrado en la figura 15 representa la secuencia del sitio
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Figura 14. Analisis del perfil de restriccion y secuencias nucleotidicas con sitios de corte para ias enzimas
de restriccion indicadas para los genes gdh y pfor obtenidos a partir del producto de PCR de DNA
gendémico de G. duodenalis. Las digestiones enzimaticas se hicieron de acuerdo a lo descrito en el apartado 5.13
de material y métodos. Carril 1 producto de PCR sin digerir para el gen gdh, carril 2 producto de PCR de gdh
digerido con Kpn |, carril 3 producto de PCR sin digerir para el gen pfor, carril 4 producto de PCR de pfor digerido
con Pstl, carril 5 escalera de DNA de 100 pb. Los tamafios se expresan en pb. La secuencia nucleotidica que se
representa con letras color rojo corresponden a las regiones flanqueadas por cada juego de iniciadores, mientras
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Figura 15. Espectroferograma de la clona resistente al metronidazol de G. duodenalis
(WBRM23). Secuenciacion parcial del gen pfor abarcando los sitios cataliticos 3Fe-4S y 4Fe-
4S mediante el método de terminaciéon de cadena dideoxi (Sanger y col, 1977), con el kit Big
Dye™ (ABl PRISM PE Applied Biosystems).
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catalitico del gen pfor de la clona resistente (WBRM23), mientras que la figura 16
esquematiza una comparaciéon de secuencias nucleotidicas de dichos sitios entre
la clona sensible y resistente empleando el programa FASTA. Asi, no se
encontraron diferencias, sino una homologia del 100.000 % entre WB-1 y
WBRM23 sin hallar ningun tipo de cambio genético debido a inserciones o
deleciones, aunque es importante mencionar que al inicio de la secuencia el
equipo no ley6é adecuadamente debido al traslapamiento de picos presentes en los
espectroferogramas proporcionando la fectura del nucledtido que presento mayor
area, asimismo como el ignorar la presencia de picos pequefios.

6.11. Obtenciéon de sondas: Una vez obtenido el producto de PCR para ios
genes gdh y pfor , se realizd su purificacidon a partir de geles de agarosa al 2 %
para lo cual se utilizaron dos protocolos. El primero es conocido como "freeze
squeze" que no funciond debido a que el DNA quedaba retenido en ta agarosa.
Estas observaciones se realizaron cualitativamente mediante la visualizaciéon del
gel de agarosa en el transiluminador de luz U.V. Por lo anterior, se recurrio a una
segunda estrategia experimental, que fue el uso de un protocolo comercial
(Concert ™) el cual permitioc tener DNA adecuadamente con rendimiento
aceptable. Como se muestra en el corrimiento electroforético de la figura 17,
hubieron diferencias en la intensidad de bandas para el gen pfor con una longitud
de 342 pb, lo cual se corrobord cuantitativamente al estimar el porcentaje de
recuperacion el cual tuvd un valor de 48.93 % al emplear este método.

6.12. Eficiencia del marcaje de sondas: La figura 18 representa la cuantificacion
de las sondas utilizadas en el presente trabajo mediante deteccion colorimétrica,
observandose diferencias de intensidades en las gotas aplicadas en las tiras
prueba las cuales se visualizan como manchas coloridas.

De esta forma, se encontrd para el gen pfor 0.01 pg/ul de moléculas marcadas con
DIG.
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Figura 16. Comparacion de secuencias nucleotidicas de sitios cataliticos tipo
ferredoxina 3Fe-4S y 4Fe-4S obtenidos por secuenciaciéon del producto de
PCR para el gen pfor. El numero 1 representa la secuencia de la clona WB-1 y el
2 la secuencia de WBRM23 de G. duodenalis. La secuencia nucleotidica que se
representa con letras color verde corresponde ail sitio 3Fe-4S, mientras que las

letras azules al 4Fe-4S.
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Figura 17. Analisis comparativo de la eficiencia de recuperacion del producto de PCR a
partir de gel mediante protocolo comercial (Concert). Carril 1 Escatera de DNA de 100 pb,
carril 2 poza del producto de PCR del gen pfor, carril 3 y 4 producto purificado del mismo gen.
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Figura 18. Estimacion de la eficiencia del marcaje con DIG de las sondas para el gen pfor.
En este marcaje se utilizaron tiras controles cargadas con cinco diluciones de DNA control (3,
10, 30, 100, y 300 pg/ml) establecidas por el distribuidor, y para los genes en estudio se aplicé
DNA marcado con DIG el cual se distribuyd en los cuadrados de las tiras proporcionadas por el

fabricante. Tira 1 control, tira 2 pfor.
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6.13. Similitud en el numero de genes pfor de G duodenalis: Los niveles de
expresion de un gen se pueden relacionar en forma parcial con el numero de
copias por célula, lo que podria involucrar que la amplificacion de la cantidad de
genes se utilice para sobreproducir proteinas que en este caso seria el
responsable del fenotipo de resistencia al metronidazol. Debido a lo anterior, se
examind el numero de copias gendmicas del gen pfor en una clona sensible a
droga (WB-1), cepas resistentes (Ste 14, Ste 17, y Ste 21) y una clona resistente
(WBRM23) mediante analisis tipo Southern-Blot. Cantidades iguales de DNA total
de G duodenalis fue restringido con tres endonucleasas, siendo las primeras
BamHI| y Kpn | (que se caracterizaron por no cortar la secuencia dentro del gen
pfor), y la tercera Xho | (que corté dentro de la secuencia del gen estudiado),
posteriormente, se separaron electroforéticamente los productos de Ilas
digestiones enzimaticas en gel de agarosa al 0.9 % y se transfirio el producto a
una membrana de nylon cargada positivamente, la cual se hibriddé con la sonda
para el gen de la pfor marcada por random primer con DIG, utilizando como gen
control gdh. Con el uso de la enzima BamHI el patron de restriccion al emplear-
DNA de las clonas y cepas antes mencionadas fue semejante, ya que se
produjeron fragmentos definidos cuyo tamano aproximado fue de (2730, 1973 vy
1370bp) seglun se aprecia en la figura 19, y al hibridar la membrana con la sonda
pfor se obtuvieron los resultados mostrados en la Fig. 20. Las cepas y clonas
analizadas en el presente trabajo presentaron un numero de copias igual, es decir
dos»ban‘das cuyos pesos moleculares fueron de aproximadamente 4871 y 4240
pb. mientras que con el gen gdh se presentd una banda de aproximadamente
4465 pb. El patron de hibridacion observado fue diferente al patron de restriccion
obtenido cuando el DNA fue digerido con las distintas enzimas utilizadas en dicho
estudio.

Con el empleo de la enzima Kpn | e hibridacion con la sonda del gen pfor se
observdé una banda con un tamano aproximado de 4112 pb (Figura 21), y cuando
dicha membrana se denudd y rehibridd con la sonda del gen gdh se encontré una
banda con una longitud de 2386 pb. En el caso de la enzima Xho | al hibridarse
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Figura 19. Analisis de restriccion enzimatica de DNA de G. duodenalis digeridos con
BamHLI. 10ug de DNA de Giardia fue digerido con la endonucleasa antes mencionada
durante 21 hrs a 37°C y separada electroforéticamente en gel de agarosa al 0.9 %. Carril
1 Marcadores A Hind lll, carril 2 WB-1, carril 3 Ste 14, carril 4 Ste 17, carril 5 Ste 21 y carril

8 VWBRM23.
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Figura 20. Autorradiograma de la hibridacién tipo Southern Blot para las sondas
pfory gdh con DNA genomico de G. duodenalis. 10 ng de DNA de cepas y clonas con
diferente tolerancia al metronidazo! fueron digeridos con Bam HI, posteriormente
separado electroforéticamente en del de agarosa al 0.9 %. El DNA fue transferido a
membrana de nylon (Amersham, Hybond-N) (Southern, 1975) e hibridado con sonda pfor

(A) y gdh (B), marcadas mediante random primer con DIG. Carril 1 WB-1, carril 2 Ste 21 y
carril 3 WBRM23.
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Figura 21. Autorradiograma de la hibridacion tipo Southern Blot para las sondas
pfory gdh con DNA gendmico de G. duodenalis. 10 ng de DNA de cepas y clonas con
diferente tolerancia al metronidazol fueron digeridos con Kpn | de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y separado electroforéticamente en gel de agarosa al 0.9 %.
E! DNA fue transferido a membrana de nylon (Amersham, Hybond-N) e hibridado con
sonda pfor (A) y gdh (B), marcadas mediante random primed con DIG. Carril 1 WB-1,
carril 2 Ste 21 y carril 3 WBRM23.
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con la sonda pfor se observé una banda con una longitud de aproximadamente de
3068 pb (Figura 22).

Las cepas y clonas (WB-1, Ste 10, Ste 21 y WBRM23) presentaron el mismo
patron de hibridacion, indicando que no habia amplificacion génica de pfor en las
clonas resistentes con respecto a la sensible.

6.14. Variacion en la expresion del gen pfor: Con la finalidad de evaluar
diferencias en el nivel de expresion del gen pfor, se realizé el RT-PCR de acuerdo
a lo descrito en material y meétodos considerando como gen control gdh.
Inicialmente se determinaron las condiciones optimas de dicho ensayo (datos
mostrados en la tabla §). Se analizdé enseguida el efecto de diferentes
concentraciones de RNA total que sirvieron de templado para la sintesis de DNAc,
encontrando como condicion optima 1 ng de! templado (datos no mostrados).
Después se evalud la posible saturacion que pudiese presentar el sistema al
manejar distintos numeros de ciclos, encontrandose como ideal 25 ciclos para el
gen pfor ya que, cémo se observa en la figura 23, a partir de 28 ciclos habia una
disminucion en la amplificacion para pfor debido quizas a la terminacion, calidad y
concentraciones de reactivos empleados como: iniciadores, templado de DNA, Taq
polimerasa y dNTP's disponibles en la reaccion, también al efecto acumulativo
propiciado por el numero repetido de desnaturalizacion de la muestra sobre la
polimerasa. Con el gen gdh se obtuvieron como condiciones ideales para dicho
ensayo 1 ug de templado y 30 ciclos (datos no mostrados). Posteriormente se
analizaron distintas cepas, encontrandose diferencias en el nivel de expresion del
gen estudiado (Figura 24). Sin embargo, no se tuvd reproducibilidad en dicho
ensayo, debido a la aparicion de productos inespecificos de menor tamano al
esperado debido a que la eficiencia para pegarse de los oligos se ve afectada por
la tendencia de los oligonucledtidos para formar horquillas © bucles debido al
autopegado de los mismos, ademas de no haber un decremento en el nimero de
bpandas aun modificando las condiciones experimentales establecidas en la tabla
4, incluyendo diferentes concentraciones de magnesio, o modificaciones en la
temperatura de alineamiento de los iniciadores.
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Figura 22. Autorradiograma de hibridacién tipo Southern blot para la sonda pfor con DNA
genédmico de cultivos de G. duodenalis con diferente sensibilidad al metronidazol. E| DNA
fue digerido con Xho | y separado electroforeticamente en gel de agarosa al 0.9 %, la
transferencia e hibridacion fue realizada de acuerdo a lo descrito en e! apartado de material y
meétodos. Carril 1 WB-1, carril 2 Ste 10, carril 3 Ste 11 y carril 4 WBRM23. Los tamafios se
expresan en pb.
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Figura 23. Efecto del numero de ciclos para el gen pfor sobre la amplificacién de
RNAmM. En este ensayo se cargdé 1 ug de templado de DNAc para la PCR que se llevo a
cabo acorde a lo descrito en material y métodos. Carril A Marcadores de 100 pb, carril B
20 ciclos, carril C 25 ciclos, carril D 28 ciclos, carril E 30 ciclos, carril F 35 ciclos, carril G
40 ciclos.
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Figura 24. Analisis comparativo del nivel de expresién de RNAmM para el gen pfor
mediante RT-PCR, en clonas de G. duodenalis con diferente nivel de tolerancia al
metronidazol. Carril 1 MPM, carril 2 WB-1, y carril 3 WBRM23.
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Debido a las dificultades obtenidas durante el ensayo RT-PCR, se decidio analizar
_la expresion del gen pfor in vivo a partir de RNA total, mediante analisis tipo
Northern blot con la finalidad de determinar si dicho gen se encontraba
sobreexpresado o subexpresado en clonas con diferente tolerancia al
rhetronidazol. Inicialmente se uso como sonda control gdh de Giardia, mostrando
.qué fueron cargadas cantidades semejantes de RNA en las muestras analizadas
encontrandose un transcrito de 2.23 kb (Figura 25).

Cuando se utilizé la sonda pfor se detecté un transcrito de 4.62 kb en ambas
clonas analizadas (WB-1 y WBRMZ23). Sin embargo, la clona resistente presentd
un aumento en los niveles relativos de RNAmM del gen estudiado con una media y
desviacién estandar de 142.13 % +42.5 de tres experimentos independientes
realizados en dias distintos, lo anterior se realizé con el empleo de un software del
fotodyne el cual determind diferencias en pixeles, es decir, en el numero de puntos
que integran una banda y que se ve reflejado en la diferencia de intensidades
entre bandas analizadas, y mediante evaluaciones cualitativas, esto es, mediante
simple observacion directa de la pelicula autorradiografica notandose diferencias
dramaticas en el grosor de la banda del transcrito del gen pfor, en ambas clonas
analizadas, apreciandose un aumento en la clona resistente (Figura 25).
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FIGURA 25. Analisis tipo Northern blot a partir de RNA total de G. duodenalis. 5 g
de RNA total fue cargado por carril, el cual se corrid electroforéticamente en gel de
agarosa formaldehido al 1 % (A), transferido a membrana nylon e hibridado con sonda
gdh (B) y pfor (C). Carril 1 MPM, carrilt 2 WB-1 , y carrit 3 WBRM23. Los tamaros se
expresan en Kb.
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CAPITULO VII. DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se evalud parcialmente el mecanismo de resistencia
al metronidazol (Mtz) en G. duodenalis. Debido a que la resistencia a drogas
puede no presentarse exclusivamente en el sitio blanco, sino también en cualquier
“paso involucrado en la farmacocinética de la droga, se propuso evaluar la
biotransformacion del Mtz, destacando el papel de la enzima PFOR. Esta enzima
participa en la transferencia de electrones a la ferredoxina para reducir el grupo
nitro de este 5-nitroimidazol y formar una serie de intermediarios reactivos para
ejercer un efecto farmacoldgico (Ings y col. 1974). Asi, se evaluaron basicamente
dos aspectos moleculares: a) el nivel de expresion del gen pfor, y b) el namero de
copias del mismo. Lo anterior se basé en el hecho de que se desconoce la
regulacion y el control de expresion de dicho gen en G. duodenalis.
; Inicialmente, se procedid a realizar la obtencion de cultivos resistentes al
Mtz tomando en consideracion que la literatura reporta tres formas para lograr
. dlcho objetivo: mutagénesis por luz U.V., exposiciones intermitentes al farmaco y
‘cf‘eiéi'fnie'nto de los parasitos en concentraciones subletales ascendentes del
"m'i”s'ii'h”orf (Towson y col. 1992). Sin embargo, en experiencia previa de nuestro
gr‘L'j;':'o_(.Romero, 1996) se observo un mejor resultado en la obtencion de cultivos
re$istentes al Mtz con el ultimo método mencionado. Cabe mencionar que en
nuérsy‘tro grupo se obtuvieron resultados semejantes con farmacos de la familia de
los bencimidazoles, obteniéndose cultivos resistentes a mebendazol y albendazol
(Cruz y col. 1996, 2000). En este sentido, se han obtenido cultivos resistentes al
Mtz mediante ia seleccion de microorganismos bajo presion continua det farmaco
en Tritrichomonas foetus (Kulda y col. 1984), Trichomonas vaginalis (Demes y col.
1985, Honigberg 1978, De Carneri 1966), Bacteroides fragilis (Britz y Wilkinson,
1979) y Clostridium perfringens (Sindar y col. 1982). Asi, es notoria la importancia
del ultimo meétodo para generar resistencia in vitro a farmacos que difieren en su
estructura quimica y su mecanismo de accion; ésto con el objeto de tener material
bioldgico suficiente y caracterizar el fenotipo de resistencia. Esto ultimo refleja la
capacidad de los trofozoitos para adaptarse a condiciones ambientales
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desfavorables ejercidas por los farmacos con la unica finalidad de sobrevivir,
posiblemente al desarrollar vias o mecanismos bioquimicos alternos aunado con
cambios genéticos para evitar el efecto citocida.

Asi el parasito, al aumentar, disminuir 6 bloquear ciertas funciones
enzimaticas puede adquirir la capacidad de generar un mecanismo de resistencia
cuyo origen puede ser genético o simplemente adaptativo a fin de eliminar &
soportar los efectos del farmaco (Kelly y Hall, 1979). En este sentido, es
interesante resaltar la importancia del método de induccion de resistencia, ya que
estudios realizados en Trichomonas a partir de cultivos resistentes al Mtz
obtenidos mediante induccion anaerdbica (cultivos obtenidos en el laboratorio), el
fenotipo presentd caracteristicas tales como modificaciones en la regulacion de la
transcripcion de! gen de la ferredoxina (Quon y col. 1992) aunada a una
disminucién en los niveles intracelulares de la ferredoxina; alteraciones en las
propiedades redox de la enzima (Yarlett y co/. 1986 a,b); disminuciéon en la
actividad enzimatica de esta hidrogenasa, asi como niveles disminuidos 6 falta
total de actividad de la enzima PFOR; incremento en LDH (Gorrell, 1985; Kulda y
col. 1993), y un decremento en la incorporacion del Mtz en cultivos resistentes
(Muller y Gorrell, 1983). Lo anterior sugiere una asociacion entre la resistencia
éna'e‘rébica y la activacion de vias metabodlicas alternas asegurando la
fermentacion del piruvato a lactato; y la resistencia aerdbica se ha asociado con
propie‘ciiv des de deterioro en la eliminacion de especies reactivas del oxigeno
(Cerkasovova y col. 1984, Muller y col. 1988).

En la‘linea resistente WB1B-M3 (obtenida por mutagénesis con luz U.V.) se

ha encontrado una duplicacion parcial del cromosoma 3 con al menos una copia
del gen crp 136, por lo que la duplicacion de cromosomas se asocidé con cambios
en la expresién de CRP 136 y CRP 65, y en otros estudios se detecto la
duplicacién parcial del cromosoma 5 (Chen y col/. 1995, 1996). Las proteinas ricas
en cisteina (CRP) tienen una familia cuyos miembros incluyen CRP 65 y CRP 136
las cuales llevan varias unidades repetidas de motivos de aminoacidos CXXC
dentro de un cassette altamente conservado. Algunas funciones biolégicas de las
CRP incluyen la resistencia a proteasas intestinales y sales biliares, por la
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abundancia de residuos tipo cisteina (Gillin y col. 1990; Aley y Gillin, 1993), y la
inhibicion de enzimas intestinales dependientes de metales debido a la presunta
capacidad de las CRPs para unir zinc (Nash y Mowatt, 1993). En su conjunto,
estos resultados resaltan la importancia de tener modelos de seleccion de
resistencia a Mtz lo mas cercanos al fenémeno de infeccion natural sin introducir
modificaciones genéticas por factores externos como seria la induccion de
mutageénesis. Asi, se pretende que la tolerancia in vitro sea inducida
exclusivamente por e! farmaco, esto con la finalidad de estudiar el fenotipo en
condiciones que se parezcan mas a una relacion hospedero-parasito normal, aun
y con la utilizacion de cepas resistentes obtenidas en el laboratorio. Sin embargo,
no debe descartarse la idea de efectuar estudios in vivo infectando jerbos
(Meriones unguiculatus) con clonas sensibles y resistentes al Mtz obtenidas in
vitro con la finalidad de evaluar la severidad de la infeccion, y comparar la eficacia
del metronidazol con otros agentes farmacoldgicos con distintas propiedades
fisicoquimicas. Esto ayudaria a estudiar los mecanismos de resistencia en G.
duodenalis y podria ser util en la determinacion de regimenes Optimos para la
erradicacidn de cepas resistentes.

Durante el proceso de generacion de cultivos resistentes sobresalio la
ausencia de alteraciones fisiologicas como lo es la morfologia del parasito, lo cual
indicé que se completaba la citocinésis, promoviendo la capacidad de éstos para
replicarse a velocidades equiparables a la cepa silvestre una vez que se
encontraban los cultivos adaptados al farmaco. Asimismo también sobresalio la
alta capacidad de adhesion que presentaron la clona sensible (WB-1) y resistente
(WBRM23). Lo anterior podria tener justificacion a nivel de antigenos de
superficie, los cuales presentan altos niveles en el contenido de cisteina,
aminoacido relacionado en la capacidad de adhesion, crecimiento y division
celular de Giardia (Gillin y col. 1981). Las posibles alteraciones en la cubierta
celular podrian traer como consecuencias modificaciones a nivel membranal. Esto
ultimo asociado quizas con variaciones de potencial en la bicapa lipidica, debidos
por cambios en la transferencia de electrones y protones, promoviendo asi
alteraciones en la infiltracion del farmaco hacia el ambiente intracelular del
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parasito. En este contexto, estudios realizados en nuestro grupo han detectado
diferencias en la expresion de antigenos de superficie marcados con 2% entre
cultivos de cepas sensibles y resistentes al metronidazol, furazolidona, albendazol
y quinacrina. Lo anterior debido posiblemente a la activacion de genes que
codifican para proteinas especificas en Giardia relacionadas con el estrés ejercido
por la droga (Velazquez-Delgado, 2001). Esto podria asociarse a su vez con
cambios en los sacaridos que se encuentran en la superficie celular, tal como
sucede en 7. vaginalis en la cual han encontrado diferencias en D-GalN, D-Gal y
residuos parecidos a manosa entre cepas sensibles y resistentes (Dias y col.
1992).

En el presente trabajo, se realizé la clonacion de una linea resistente al
metronidazol mediante el método convencional de dilucién limitante propuesto por
Baum y col. (1988), a fin de tener una poblacion genéticamente homogénea a
partir de una célula progenitora, a diferencia de una cepa silvestre la cual esta
compuesta de una poblacion heterogénea de parasitos. Esto ha sido corroborado
al realizar la clonacién a partir de estos cultivos, ya que los clones obtenidos han
presentado diferencias en la susceptibilidad in vitro al Mtz y tinidazol evaluados
por tincion con colorantes fluorogénicos FDA-P| en cepas de referencia y de
origen mexicano obtenidas de pacientes pediatricos (Romero, 1996). Las clonas
pueden presentar variacion en su sensibilidad in vitro cuando éstos se cultivan en
forma continua en ausencia del farmaco debido posiblemente a la plasticidad
bioldgica del parasito (Romero, 1996). Si bien los diferentes estudios realizados
sobre resistencia al Mtz en diversos microorganismos anaerobios han utilizado
cultivos mantenidos en concentraciones ascendentes de Mtz 6 cultivos
mutagenizados, y tomando como antecedente los resultados precedentes de
Boreham y col. (1987), Majewska y col. (1991), y Romero (1996) mostraron
heterogenidad en la sensibilidad del parasito a farmacos ademas de diferencias
fenotipicas y genotipicas aun en cultivos obtenidos a partir de pacientes
refractarios al tratamiento (Butcher y col. 1994), nuestro grupo decidid enriquecer
una poblacion de parasitos mediante la clonacion de la cepa Ste 21 la cual mostro

un fenotipo inestable. Estos cultivos no presentaron reversion inmediata, ya que
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los clones lograron soportar un incremento 4 veces mayor a la concentracion letal
~minima (5.84 uM) obtenida experimentalmente para la cepa WB.
Con el fin de abordar el analisis de la expresion del gen pfor, en lo referente
a la obtencion de acidos nucleicos del parasito (DNA y RNA) fisicamente intactos,
se estandarizaron protocolos para la purificacion de cada uno de ellos. Con
resbécto al DNA, se probaron dos protocolos de extraccion segun se describido en
la seccién de material y métodos, que consistieron basicamente en la ruptura de
; merhbranas citoplasmicas y nucleares de los parasitos con la subsecuente
remocion de proteinas: primero, la digestion usando proteasas (proteinasa K) en
v'pré;.‘encia de EDTA y un detergente (SDS), y segundo, la desnaturalizacion y
. 'extréccién con solventes organicos (fenol y cloroformo). En estas circunstancias,
el DNA aislado de G. duodenalis por los dos protocolos descritos, mostré un
' ‘rer}'qi'n'\iento semejante de 0.096 pg de DNA/trofozoito y de 0.048 pg DNA/nucleo,
’ B fﬁie:ntras que Erlandsen y Rasch, (1994) han descrito un contenido de
0.144pg+0.018 de DNAJ/céiula, 6 0.072 pg DNA/nucleo, mediante ensayos de
microespectrofotometria de absorcion de Feulgen y microscopia confocal de rayo
'Iéserj, ‘mientras que Kabnick y Peattie (1990) reportaron un valor de 0.15 pg de
DNA por organismo binucleado. En este contexto, las variaciones encontradas en
el rendimiento del DNA obtenido por trofozoito puede depender basicamente de la
sensibilidad de! método usado.

. Asimismo, para el aislamiento del RNA se utilizo el TRIzol el cual emplea
agentes desnaturalizantes fuertes de proteinas que actuan lisando
sirhUlténeamente las células e inactivando las ribonucleasas celulares que
pudieran dafiar el RNA, siendo el isotiocianato de guanidina y fenol. El primer
reactivo mencionado ha sido empleado para extraer RNA a partir de fuentes ricas
en' ribonucleasas como el pancreas (Chirgwin y col. 1979). Asi, se encontré una
efidiencia en la purificacion de RNA de 0.08 pg RNA/trofozoito de Giardia. Este
rendimiento fue inferior a los reportados por Montafnez y col. (1989) quienes
describieron eficiencias diferenciales en el rendimiento de RNA a partir de
trofozoitos de Giardia obtenido mediante tres protocolos diferentes. En uno de
ellos empleando la extraccion fenol-cloroformo se obtuvo un rendimiento de 1.43
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pg/trofozoito (Brawerman, 1974); en un segundo protocolo mediante extraccion
con isotiocianato de guanidina [0.21 pg/trofozoito] (Chirgwin y col. 1979), y en un
)t'ercero mediante cromatografia de hidroxilapatita el rendimiento fue de [0.51
pg/trofozoito] (Markov e lvanov, 1974).

El estudio del nivel de expresion del gen pfor es importante en el modeio
‘estudiado ya que en la via glucolitica de Giardia, la unica enzima involucrada en la
descarboxilacion del piruvato es la PFOR (situada en la membrana) la cual obtiene
electrones y los transfiere a la ferredoxina 1 (localizada en la fraccion citoplasmica)
y reduce el grupo nitro de los 5-nitroimidazoles (Townson y col. 1994 a,b;1996). Si

_bien se sabe que en cultivos de 7. foetus y T. vaginalis resistentes a Mtz la
actividad de PFOR se ha encontrado disminuida y teniendo como antecedente que
la actividad enzimatica de esta molécula en cultivos de Giardia resistentes al Mtz
se encontré muy reducida (Smith y col. 1988), se podria sugerir que existe un
mecanismo multifactorial de resistencia.

Dada la importancia de la enzima PFOR en la activacion del farmaco, se
decidid analizar si habian diferencias a nivel de su secuencia nucleotidica en los
sitios cataliticos que pudiesen relacionarse con el fenotipo de resistencia, lo
anterior debido a que estudios realizados en Clostridium pasteurianum han
encontrado que los residuos de prolina que se encuentran adyacentes a los
ligandos de cisteina en la secuencia del sitio 4Fe-4S son importantes ya que
es,tf‘ab;illiiatri el sitio activo de la molécula (Quinkal y col. 1994), asimismo en D.
afri¢ nus han observado que la secuencia de la PFOR difiere de otras en su
exemo :carboxilo la cual contiene 60 residuos adicionales en su cadena
pdifbéptidica. los dos residuos de cisteina ubicados en la region adicional estan
im‘\/“_o.‘lucrados con la formacion de puentes disulfuro asociados con el proceso de
activacion de la via catalitica, algunas mutaciones encontradas en el extremo
carboxilo sugiere que las deleciones encontradas en ese lugar tienen un efecto
serio en la estabilidad de la enzima hacia el oxigeno (Pieulle y col. 1997), otros
estudios han demostrado que los complejos involucrados en la transferencia de
electrones en las ferredoxinas son dirigidos por un complejo que se encarga de
éste mecanismo, los cuales son dirigidos por una forma estable la cual requiere de
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interacciones electrostaticas asi también como de una geometria establecida para
el reconocimiento y union al piruvato (Coghlan y Vickery, 1992). Asi, el disefo de
iniciadores para el gen pfor incluyd la region que contenia los sitios cataliticos tipo
3Fe-4S y 4Fe-4S. La intencion de abarcar ambas regiones se debid a reportes
precedentes encontrados en bacterias reductoras de sulfito (SRB)
especificamente del género Desulfovibrio, en la cual pueden presentarse
interconversiones del grupo 3Fe-4S al 4Fe-4S. Esto significara que la
incorporacion o pérdida del grupo hierro en este sitio esta relacionada con la
concentracion de hierro contenido en el medio de cultivo en presencia de un
agente reductor (ditiotreitol) y del potencial redox. Por lo anterior, el hierro es un
sensor relacionado con el estado redox de la célula (Thomson, 1991; Saito y
Williams, 1991). Sin embargo, la ausencia de modificaciones en los sitios 3Fe-4S y
4Fe-4S de la enzima PFOR observada en el presente trabajo sugiere que el
mecanismo de resistencia al Mtz en los cultivos de Giardia analizados no se
presento en este nivel.

Se ha observado que el medio de cultivo utilizado para crecer y propagar el
parasito, (TYI-S-33) al estar envejecido, la mayoria de sus tioles se presentan
como disulfuros (Brown y col. 1993). Las alteraciones en las propiedades redox
propiciadas por compuestos tioles (como la cisteina) pueden afectar la estructura
de las proteinas, la regulacidon de la actividad enzimatica y el control de la
transcripcién. Lo anterior también demuestra que el efecto amortiguador redox
promovido por los compuestos tioles depende de la concentracion y de las
condiciones redox de compartimentos extracelulares o intracelulares. Los
compuestos tioles tienen propiedades antioxidantes tales como ser
amortiguadores de radicales (DiMascio y col. 1991), siendo su funcion mas
importante in vivo la de ser amortiguadores redox celulares que regulan la
composicion tiol-disulfuro de proteinas. Los enlaces disulfuro son esenciales para
mantener la estabilidad estructural de las proteinas solubles. La formacion
reversible de disulfuros esta involucrada en muchos procesos enzimaticos y de
transporte. La formacidon y ruptura de enlaces disulfuro depende de la
disponibilidad de donadores y aceptores de electrones, los cuales determinan el

94



potencial redox del ambiente. En general la capacidad de los compuestos tioles
(cisteiﬁa, glutation, cisteamina, ac. dihidrolipoico) y disulfuros (cistina, disulfuro de
glutéiiéh. ‘cistamina y ac. lipoico) para reaccionar con los disulfuros de las
b'r‘o.t‘e"irivas para formar tioles libres 6 una mezcla de disulfuros, depende
dife'rctiaAmente de efectos termodinamicos y cinéticos, involucrando factores tales
com‘gr v‘los cambios conformacionales, pH, pKa, interacciones carga-carga y
~ehtvr_'t‘:_)pia. La reaccion entre una proteina activa redox y otra proteina o molécula
pevc‘:‘;u‘eﬁa puede afectar el potencial tiol-disulfuro si la interaccion es mas favorable
en uno de los estados de oxidacion (Gilbert 1990, 1995).
" Por otra parte, la hibridacion de DNA gendmico de Giardia con sondas gen-
especificas identifico un nimero restringido de bandas, sugiriendo una copia para
Clos genes gdh y pfor en el parasito estudiado. Los resultados del numero de
copias obtenidos en este estudio, son similares a los descritos por Yee y Dennis
(1992) para el gen gdh de G. duodenalis, los cuales mostraron solamente una
copia. En algunos protozoarios no hay variaciones en el numero de copias del gen
gdh, por ejemplo P. falciparum contiene exclusivamente una copia (Wagner y col.
1998). Con el gen pfor se encontréo una copia, lo cual descarta la posible
amplificacion de este gen. Asi, al no encontrarse diferencias en el numero de
copias de dicho gen entre clonas y cepas con diferente patron de tolerancia al Mtz,
se sugiere que éste no es un mecanismo utilizado por el protozoario para
desarrollar un fenotipo de resistencia al farmaco.
El analisis del nivel del RNAmM para PFOR reveldé un incremento de 142.13
% en la clona WBRM23 con respecto a la clona sensible. Nuestros resultados
difieren al esperado y al encontrado en otros protozoarios cercanos
filogenéticamente, tal es el caso de cultivos de 7. foetus resistentes al Mtz (Land y
col. 2001) en los que hallaron una disminucion en la expresion y traduccion de los
genes pfor, ferredoxina, enzima malica, e hidrogenasa debido probablemente a los
siguientes mecanismos: 1) mutaciones en elementos iniciadores (Liston vy
Johnson, 1999) que controlan la iniciacion transcripcional, y 2) posible pérdida de
proteinas de union al DNA las cuales regulan selectivamente la transcripcion, o
bien presentarse mutaciones en este nivel. Debido a io expuesto anteriormente se
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puede suponer que el incremento en la expresion del gen pfor, no puede ser
considerado como un marcador unico de resistencia al Mtz en G. duodenalis, por
un'a,,'pérte por diferencias en la incorporacion del farmaco entre clonas sensible
(WB-1) y resistente (WBRM23) monitoreado por CLAR (Romero, datos no
mostrados), y por otra parte por las alteraciones en las condiciones redox
intracelulares del parasito promovidas por la presencia ¢ ausencia de cisteina en
- cultivos expuestos a metronidazol (Arguello, comunicacion personal). Sin
embargo, resultaria interesante producir un anticuerpo monoclonal y/o policlonal
contra PFOR para efectuar estudios de Western blot y analizar su distribucion
subcelular en el parasito, asi también como la comparacion entre clonas sensibles
y resistentes para determinar semejanzas o alteraciones en dicha proteina. Lo
anterior indica que, de encontrarse diferencias en el nivel de expresion, el fenotipo
de resistencia al Mtz posiblemente esté asociado con diferencias en la traduccion
de proteinas, faltando al analisis de actividad de la enzima PFOR. Por otra parte
se requiere descartar el papel que tiene el tiempo de vida medio del transcrito, ya
que de esto depende la sintesis de la proteina bajo estudio, lo cual en cierta
medida podria reflejar diferencias en la cantidad de enzima. Asi sobresalen
aspectos como: 1) si se encuentra la enzima en cantidades mas altas, se requiere
conocer la funcionalidad enzimatica de la misma, teniendo en mente que hay otros
factores que pueden contribuir al completo funcionamiento de la PFOR, siendo
quizas el mas importante las condiciones redox del microambiente establecido por
algunos factores externos, como bien pudieran ser la cisteina ¢ el hierro, y 2) si la
enzima se encuentra en cantidades bajas, no ejerceria completamente su papel
funcional propiciando el fenotipo resistente.

Al respecto, algunos factores propuestos para tratar de explicar el
mecanismo de resistencia al Mtz pueden incluir, en primer lugar, que la elevada
expresion de PFOR podria desencadenar vias y/o mecanismos alternos para la
destoxificaciéon de intermediarios reactivos del Mtz. Esto ha sido postulado en
trabajos realizados por Liu y col. (2000) empleando cultivos resistentes de Giardia
al Mtz in vitro con dos métodos de induccidn de tolerancia diferentes

(concentraciones ascendentes del farmaco y mutagénesis), donde se observaron
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decrementos en la cantidad de ferredoxina. Esto podria desencadenar una
disminucién en la expresion de ferredoxina como un mecanismo de
retroalimentacion metabdlica, lo cual puede limitar la capacidad de la célula para
activar al Mtz.

En este contexto, seria interesante analizar en los cultivos resistentes, el
papel de otras enzimas (p. ej., malato deshidrogenasa, NADPH oxidoreductasa,
acetil coenzima A sintetasa, y alcohol deshidrogenasa) involucradas en la via
glucolitica de Giardia que pudieran mantener la sobrevivencia del parasito, en un
escenario de baja capacidad celular para reducir Mtz a su forma citotéxica. Por
otra parte, se desconoce el sitio blanco de accion del Mtz. Si bien en otros
protozoarios se ha descrito que es el DNA, seria interesante efectuar estudios de
sedimentacién de nucleoides con la finalidad de corroborar el daino al material
nucleico, o bien con ensayos cometa para evaluar la severidad del deterioro
causado por el farmaco (Cook y Brazell, 1975; Cook y col. 1976). No obstante,
debe considerarse que el Mtz ademas de ejercer un efecto sobre el DNA, puede
tener otros blancos ya que la literatura reporta in vitro una actividad sobre la
formacion de microtabulos, aunada con la reduccion en la velocidad de
polimerizacion de la tubulina. En este contexto, seria interesante evaluar a nivel
molecular mediante el empleo de sondas para o y B tubulina de zonas altamente
conservadas, el numero de copias y por secuenciacidon analizar los posibles
cambios en la secuencia con la finalidad de detectar modificaciones provocadas
por el Mtz. Por otra parte, no se puede descartar la idea de que exista una bomba
que excluya el farmaco del ambiente intracelular del parasito (p.ej. PgP).

Debido a que el panorama general de resistencia en G. duodenalis se esta
incrementando dia con dia y debido a las dificultades del tratamiento en dicha
parasitosis propiciado por el numero limitado de farmacos en el Cuadro Basico de
Medicamentos, cabe resaltar la importancia de efectuar estudios quimicos con la
finalidad de encontrar nuevas moléculas, mediante modelos computacionales,
quiza al insertar nuevos radicales a farmacoéforos con la finalidad de incrementar
su actividad citotoxica. Lo anterior, se esta empezando a utilizar actualmente en
nuestro pais, sin embargo, la evaluacion de nuevas sustancias requiere de
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tiempos prolongados hasta lograr la completa evaluacion quimica-bioloégica del

farmaco, Angeles-Angliano (comunicacion personal, 2001). Tomando en cuenta lo

' antefior. resalta la importancia del papel que tiene la industria farmaceéutica en el
',desra‘rrollo de nuevos farmacos que reemplacen a los obsoletos debido a la
presencia de cepas resistentes, aunque cabe resaltar la adecuada responsabilidad

"que debe tener para promover un uso apropiado de los medicamentos distribuidos
por éstos.

En la actualidad, aun se encuentran en fase experimental algunos
compuestos de origen natural que tienen un papel importante en la profilaxis y
tratamiento de enfermedades de origen bacteriano y parasitario. La resistencia a
Mtz se ha revertido con: a) combinacion Mtz-quinacrina en individuos normales
(Smith y col. 1982, Nash y col. 2001), b) nitazoxanida en pacientes con HIV.
(Abboud y col. 2001).
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CAPITULO VIiill. CONCLUSIONES

* Nc e'xisten diferencias a nivel de nucledétidos entre los sitios cataliticos del gen pfor

con motlvos tlpo 3Fe-4S Yy 4Fe-4S al comparar cultivos de G. duodenalis sensibles a

metronly azo (WB -1) con aquellos capaces de crecer en presencia constante de una

cohcehtraglon de 23 1M de esta droga (WBRM23).

¢ El nivel de resistencia al metronidazol en G. duodenalis no se correlaciond con una
amplificacion del gen pfor, ya que solo se detectd una sola copia del gen tanto en la

cepa sensible (WB), resistente (Ste 21) y clona resistente (WBRM23).

e EIl fenotipo de resistencia al metronidazo!l en la clona resistente de G. duodenalis se

asocid con la sobre-expresiéon del gen pfor.
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APENDICE I: REACTIVOS Y SOLUCIONES COMPLEMENTARIAS

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

Bilis bovina bacteriologica (Sigma Chem-Cu) 0.5 gr
Tripticasa (casein digest peptone, BBL) 20.0 gr
Extracto de levadura (BBL) 10.0 gr
Dextrosa (Baker An) 10.0 gr
Cloruro de sodio 2.0 gr
Cisteina — monoclorhidrato 2.0gr
Acido ascorbico 0.1 gr
Fosfato de potasio monobasico (Baker An) 0.6 gr
Fosfato de potasio dibasico (Baker An) 1.0 gr
Citrato férrico de amonio (Baker An) 23.0 gr

Se disolvio en agua destilada hasta 800 ml. Se ajusté el pH de 6.8 — 6.9 y
aford a 900 ml, se filtré en membrana de 0.22 mm de diametro de poro, se realizo
prueba de esterilidad a 37°C durante 18 hrs. Se completd con 100 mil de suero
bovino descomplementado (HyClone) y 1 m! de stock de penicilina (50,000 U.I. ),
estreptomicina (50 mg). Se almacend a 4°C hasta su uso. Fue estable solo por

una semana una vez completado.
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ACETATO DE AMONIO 7.5 M
Se pesaron 144.52 gr de acetato de amonio y se transfirid a un matraz
volumétrico de 200 mi, se adicionaron 100 ml de agua desionizada, se disolvié y
se llevo al aforo. Se esterilizo por autoclave.
ACETATO DE SODIO 3 M
Se pesaron 40.8 gr de acetato de sodio.3H;O y se transfirid a un matraz

volumétrico de 100 ml, se adicionaron 80 ml de agua desionizada, se ajusto el pH
a 7.0 con acido aceético, y se afordé con agua desionizada.

AGUA TRATADA CON DEPC AL 0.1 %

A 1 It de agua desionizada se le adiciond 1 mi de DEPC, se dejo en
agitacion una noche y se esterilizd en autoclave al dia siguiente para inactivar el
DEPC.

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS SALINA (PBS) STOCK 10 X

Cloruro de sodio 80.0 gr
Cioruro de potasio 2.0 gr
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado 21.7 gr
Fosfato de potasio monobasico 20gr

Los reactivos mencionados anteriormente se disolvieron en agua destilada
hasta 800 ml, enseguida se ajusto el pH = 7.2 y se aforé a 1 Iit. Para su uso a 1X
disolver 1:10 en agua destilada. Es estable varias semanas a TA.
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BROMURO DE ETIDIO (10 mg/ml)

Se disolvieron 0.1 gr de bromuro de etidio en 10 ml de agua bidestilada
estéril. Se guardd protegido de la luz. Para preparar una solucidon de bromuro de
etidio con una concentraciéon de 0.5 mg/ml se tomaron 0.05 ml de la soluciéon
stock (10 mg/ml) y se aforé a 1 ml con agua desionizada.

BUFFER A

Acido maleico 0.1 M 5.8 gr
NaCl 0.15 M 4.38 gr

Se disolvieron en agua desionizada se ajusto el pH a 7.5 con cristales de
NaOH, y se aforo a 500 ml. Se esterilizo en autoclave.

BUFFER B (REACTIVO DE BLOQUEO AL 10 %)

Se hizo una dilucién 1:10 en buffer de acido maleico y se esterilizo

por autoclave antes de utilizarse.
BUFFER DE DETECCION C
Se mezclaron 3 ml de tris-base HCI TM pH 9.5 con 0.6 mide NaCI5M y 1.5
ml de MgCl> 1 M. Se aforé a 24.9 ml con agua desionizada, preparandose al
momento de utilizarse.

BUFFER DE DESNATURALIZACION

NaOH 0.4N 8 gr
NacCi 43.8 gr
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Los reactivos antes mencionados se colocaron en un matraz volumétrico de
500 ml, se adiciond 300 ml de agua desionizada, se disolvio y se aforé a volumen.

BUFFER DE DIGESTION

Para preparar 100 ml:

NaCl 100mM 0.5845 gr
Tris-HCI pH 8 10 mM 0.1576 gr
EDTA pH 8 25 mM 0.9381 gr
SDS 0.5 % 0.5gr

LLos reactivos se adicionaron y se aforé a un volumen de 100 ml con agua
tratada con DEPC, la completa disoluciéon se llevo al cabo con calentamiento y
agitaciédn magnética.

BUFFER DE LAVADO |

Se mezclaron 100 m! de buffer 20 X SSC y 10 ml de SDS al 10 %. Se

aforé a 1 It con agua desionizada.

BUFFER DE LAVADO II

Se mezclaron 5 ml de buffer 20 X SSC con 10 ml de SDS al 10 %, se aforo
a 1 It con agua desionizada, y se esterilizo en autoclave.
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BUFFER MOPS 10 X

MOPS 0.2 M 41.86 gr
Acetato de sodio 0.05 M 6.80 gr
EDTA 0.01 M 3.72 gr

" LLos reactivos se trasfirieron a un vaso de precipitados de 1 It, y se adiciond
~-800 m! de agua Milli-Q, luego se ajusto el pH de 5.5 a 7.0 con hidroxido de sodio.
No se esterilizo en autoclave. Para su uso a una concentracién 1X se hizd una
dilucion 1:10.

BUFFER DE NEUTRALIZACION

Tris-HC1 0.1 M 7.88 gr
NaCl 1.5 M 43.8 gr

Los reactivos se transfirieron a un matraz volumeétrico de 500 ml que
‘contenia 250 m! de agua desionizada, se disolvieron, y se llevo al aforo en
matraz volumétrico de 500ml.

BUFFER SSC 20 X
Para elaborar 1 It:

NaCl3 M 175.3 gr
Citrato Naz. 2H>0 0.3 M 88.2 gr

Se adicionaron 800 m! de agua desionizada y se ajustd el pH a 7.0 con HC!
1 M, enseguida se agregd agua hasta completar 1 It. Para su uso a 10 X se hace
una dilucién 1:1, y para 2 X una dilucion 1:10 con agua desionizada.
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BUFFER TBE 20 X

Para preparar 1 It:

Tris base (1 M) 121 gr
Acido borico (1 M) 61.7 gr
EDTA-Naz.2H0 (20 mM) 7.44 gr

Se disolvieron los reactivos mencionados anteriormente en agua y se aforo
a 1 It, enseguida se esterilizd. Se almacendé a TA. Para su uso a 0.5 X se
transfieren 25 mi de la solucidon antes mencionada y se llevé a 1000 ml en matraz
volumeétrico de 1 It con agua desionizada.

BUFFER TE (TRIS/EDTA)

Para preparar 100 mi:

Tris 10 MM pH 7.4 0.5 ml a partir de un stock de 2 M
EDTA 0.1 M pH 8 20 pl de una soin. stock 0.5 M
Agua desionizada 99.3 ml

Se almacend a TA.

CLORURO DE SODIO 100 mM
Para preparar 100 ml de una soluciéon de NaCl 100 mM se pesaron 0.58 gr
de cloruro de sodio, se disolvid y se aforéo a 100 ml en matraz volumeétrico con

agua desionizada, posteriormente se esterilizoé en autoclave.
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CLORURO DE MAGNESIO (MgCl;) 1 M

Se adiciond 20.3 gr de MgCil, . 6H>O a un matraz volumeétrico de 100 ml que
~_contenia 50 ml de agua desionizada, se disolvio y se llevo al aforo. Se esterilizo
© por autoclave.

COLORANTE PARA ELECTROFORESIS

Para preparar 10 ml:

Concentracion final

Glicerol 5 mi 50 %
Buffer TAE 40 X 250 1 X
Azul de bromofenol 1T ml 1%
saturada

Xilen cianol al 10 % 1 mi 1%
Agua desionizada 2.75 ml

Se almacend en alicuotas de 1 ml a -20°C.

EDTA (ACIDO ETILENDIAMINO TETRACETICO, SAL DISODICA) 0.5 M

EDTA-Naz.2H0 93.05 gr

Se mezclo el EDTA en 200 mt de agua desionizada y se adicioné NaOH 10
N pH 8.0 luego se agregd agua hasta obtener un volumen de aforo de 500 mi.
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EDTA 200 MM pH 8.2

Para preparar 100 ml de dicha solucion se pesaron 7.44 gr de EDTA y se
adicionaron 80 ml con agua desionizada, se ajusto el pH 8.2 se aforé a 100 m! y

se esterilizd en autoclave.
ETANOL AL 75 %

' Para - preparar 20 ml de EtOH al 75 % se adicionaron 15 ml de etanol

absoluto (100 %) y se agregaron 5 ml de agua desionizada esteéril.

FENOL BUFERADO

Se adicionaron volumenes semejantes de fenol licuado y de buffer Tris.HCI
0.5 M pH 8.0. Se agitdé la mezcla con un agitador magnético durante 15 min, se
saco el agitador, y se mantuvé en reposo hasta que las dos fases se separaron, se
eliminé la fase acuosa, y se volvio adicionar buffer Tris-HCI, repitiendo tlas
extracciones hasta que el pH de la fase fendlica se mantuvo en 8.0. Una vez que
se equilibré el fenol se elimind la fase acuosa, y se adiciond 0.1 volumen de Tris
HC! 0.1M pH 8.0 conteniendo B-mercaptoetanol. El fenol se almacend en botella

obscura a 4°C durante un mes.
HIDROXIDO DE SODIO1 M

Se agrego 60 ml de agua desionizada en un vaso de precipitados de
100 ml, se pesaron 4 g de NaOH y se vaciaron en dicho recipiente, finalmente ésto
se transfirid a un matraz volumetrico de 100 ml completando hasta la marca. Esta

solucion se esterilizd por autoclave.
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HIDROXIDO DE SODIO 0.4 M

Se pesaron 1.6 gr de NaOH y se colocd en un vaso de precipitados de 100

ml se agregd 50 ml agua desionizada, y una vez disueltas las escamas se aforo a

100 ml en un matraz volumeétrico. La solucidn se esterilizé por autoclave.

PREPARACION DE ESCALERA DE 100 pb

Para preparar 25 nl como stock se adicionaron los siguientes reactivos:
Concentracion

final
NaCi 100 M 5 ul 20 mM
Marcadores de peso 6.25 nl 0.25 ug/pl

molecular
Agua inyectable 13.75 nl

La aticuota se conservé a -20°C.

PREPARACION DE MEDIO LURIA PARA PRUEBA DE ESTERILIDAD

Peptona (Dibco) 10.0 gr
NaCl (Monterrey) 10.0 gr
Extracto de levadura (Dibco) 5.0 gr
Agar bacteriologico (Dibco) 15.0 gr

Se disolvieron los reactivos mencionados anteriormente en 800 ml de agua

bidestilada y se ajusto el pH a 7.5 con 1 ml de NaOH 2 M (Baker), el medio se

aforé a 1 litro y se esterilizo en autoclave. Posteriormente se decantd el agar a
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45°C sobre cajas petri de plastico estériles, se dejo solidificar el agar y se hizo
prueba de esterilidad a 37°C durante toda una noche, finalmente se almacenaron
las cajas a 4°C hasta que se utilizaron.

PROTEINASA K (10 mg/mi)

Se pesaron 0.01 gr de proteinasa K y se disolvieron en 1 m!l de agua
desionizada estéril. Se mantuvo a -20°C por no mas de un afno.

RNasa A 1.0 (mg/ml)

Se pes6 0.01 gr de Rnasa A y se disolvieron en 1 mi de buffer TE, se
calentd a 70°C durante 10 min con la finalidad de inactivar la Dnasa, y se dejo
enfriar a TA, posteriormente se almacenod a -20°C.

SDS AL 10 %

Se disolvieron 10 gr de SDS con calentamiento a 65°C en 100 ml de agua
desionizada durante 20 min, y se almacend a TA. Para su uso al 0.1 % se adiciono
1 ml de la solucién anterior y se aforo en un matraz volumeétrico de 100 ml! con
agua desionizada.

SOLUCION DE CLORURO DE SODIO S M
Se pesaron 29.22 gr de NacCl, se disolvieron y se llevo al aforo de 100 ml en

un matraz volumetrico con agua desionizada, se esterilizoé por autoclave.
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SOLUCION DE HC10.25 M

Se agregaron 250 ml de agua desionizada en un matraz volumeétrico
de 500 mil, se adicionaron 41.36 m! de HCI concentrado el cual tenia las siguientes
especificaciones pureza de 37.2 %, densidad 1.185 g/ml, peso molecular 36.465,
posteriormente se llevo a volumen con agua desionizada y se esterilizdé en
autoclave.

SOLUCION DE DENUDAMIENTO (REMOCION DE SONDAS
ALCALINAS)

Para preparar 500 mi:
NaOH 0.2 N
SDS 0.1 %
Se disolvieron los reactivos en 450 ml agua destilada, con agitacion mecanica y
calor, finalmente se aforé a 500 ml.
TIOCIANATO DE GUANIDINA A M
Se pesaron 236.32 gr de tiocianato de guanidina y se aforo con buffer TE

pH 8.0 hasta obtener un volumen de aforo de 500 mi, posteriormente se esterilizo
por autoclave a 121°C durante 15 min.

TRIS HCI 10 MM pH 9.5

Se pesaron 0.316 gr de tris HCI, se adiciono 125 ml agua desionizada, se
ajustd el pH a 9.5 con HCI 0.1 N y se aforo en matraz volumeétrico de 200 ml con
agua desionizada.
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XILEN CIANOL AL 10 %

Se pesaron 5 gr de xilen cianol, y se adicionaron 5 ml de agua desionizada
esteril.

Nota: Para cumplir adecuadamente con las normas de eliminacion de
microorganismos patégenos se adiciond® a los cultivos resistentes al metronidazo!
una solucion de etanol al 70 % o bien cloro concentrado, permaneciendo asi
durante aproximadamente 20 minutos.
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APENDICE lI: TECNICAS COMPLEMENTARIAS
CRIOPRESERVACION DE TROFOZOITOS DE G. duodenalis EN Nz LIQUIDO

Se cultivaron los trofozoitos en medio TYI-S-33 hasta fase logaritmica de
crecimiento. Se enfriaron los tubos de cuitivo una hora en un bafo agua — hielo, se
centrifugaron a 840 x g durante 10 min a 4°C. Se retiro el sobrenadante y se contd
en camara de Newbauer, se agrego medio adicionado con DMSO al 10 % ( en
razon 1:1 por cada 2x10° trofozoitos) y se resuspendieron. Se transfirio el
contenido a criotubos Nunc MR de 1.8 m! de capacidad y se enfriaron en bano de
aygua — hielo. Se almacenaron los tubos en ultracongelador a -70°C una noche. Se
transfirieron los criotubos a inmersion en N2 liquido y se almacenaron hasta su
descongelacion. Fueron viables hasta por cuatro afnos.

DESCONGELACION DE TROFOZOITOS DE G. duodenalis

Se colocaron los criotubos a TA hasta su fusion, se transfirié el medio con
células a un tubo coénico de 15 ml conteniendo 13 mi de medio TYi-S-33 fresco. Se
centrifugo a 840 x g durante 10 min a TA, se decanto el sobrenadante y se lleno
con 15 m! de medio fresco, se revisaron los trofozoitos al microscopio éptico, se
incubaron a 37°C, y se cambio el medio aproximadamente 8 horas después de
haber descongelado para eliminar las células muertas.

CRISTALERIA EMPLEADA EN EXTRACCION DE RNA

Todo el material de vidrio que contenia los reactivos utilizados en la
extraccion del RNA se transfirio al horno a 270°C durante 4 hrs, o a 180°C

durante toda una noche, esto con la finalidad de evitar la presencia de RNasas y
evitar la degradacion del RNA.
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