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UNA PULGADA A LA VEZ...

En la vida perdemos las cosas que tenemos... es parte de la vida...
Pero lo que te ensefia esto, es parar... parar lo que se esta perdiendo, cuando se esta abajo en el

juego de las pulgadas...

ESO ES EL FOOTBALL...

Por que en la vida como en el football...

El margen en el area es grande o pequefia...

Un paso mas 0 un paso menos y no lo haces...
Un paso mas rapido o mas lento y no la cachas...

Por que al reunir todas esas pulgadas... esa es la diferencia entre ganar y perder...
Entre vivir y morir...

Y en este juego el que este dispuesto a morir por esa pulgada seré el que la gane...
Y lo se porque yo lo hice en la vida, pelear por esa pulgada...

Por que esa es la vida...
Las cinco pulgadas que tenemos enfrente de nuestra cara...

Pero vean la cara a su compafiera de al lado...

Vean les sus 0jos...

Y vean que ella esta dispuesta a sacrificarse por esa pulga, por ustedes...

Ella esta dispuesta sacrificarse por esa pulgada para el equipo....

Esta dispuesta a sacrificarse por que ella sabe que t0 estaras dispuesta a hacerlo también...

Ese es un equipo...
Y 0 sanamos como equipo ahora...

O moriremos como individuos...
Ese es el football jovenes...

Eso es todo...

Ahora...

¢ que es lo que vas a hacer? ...
iMéxico, Pumas, UNIVERSIDAD!



DEDICATORIALS.

A Dios por la vida, las ensefianzas y oportunidades que me han llevado a ser.

A mi Papa mi guru, por su apoyo incondicional y el entusiasmo que le infunde a la vida.

A mi Mama, por sus cuidados, dedicacion y empefio en que sea una mejor persona.

A mis abuelitos Carlos M., Carmen H., Alfonso V., Carmen G., por todo su carifio.

A todos los miembros de mi familia, por ensefiarme que aun en la distancia estan cerca.

A todos mis amigos que estuvieron pendientes desesperadamente por que terminara la tesis.

Por ser el motor que hizo culminar esta etapa.



AGRADECIMIENTOS.

A la UNAM, por abrirme sus puertas y ensefiarme que no solo el estudio es importante.

Al Dr. Javier Ambrosio Hernandez, por el apoyo recibido durante la realizacion de esta
tesis.

A la Bidloga Olivia Reynoso Ducoing, por todos sus consejos durante mi estancia en el
laboratorio y durante la elaboracion de la tesis.

A la Dra. Lilian Yépez Mulia y Amparo Tapia, por la determinacién de la actividad
bioldgica y preparacion de las muestras proteicas, en la Unidad de Investigacion Médica
de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI del IMSS.

Al CONACYT, por la beca otorgada para la realizacion de este trabajo, dentro del
proyecto No. 43629 y a la DGAPA por el equipo, materiales y reactivos proporcionados
por el proyecto No. IN216107

A la Dra. Araceli Patron, del Departamento de Microscopia Electronica, del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM.

A mis compafieros de laboratorio, Kriz, Moni, Laurita, David, Yamilet, Xochitl, Rafa,
Deniss Ame, Héctor, por los buenos ratos y toda la informacion compartida. A Don
Efrén por los ratos tan agradables y esas mafianas de tamal.

A Carlos Méndez, por su ayuda y motivacion durante la redaccion de la tesis.

A la Facultad de Quimica por ensefiarme que se pueden hacer 3 cosas a la vez, sin
comer y dormir y disfrutarlo.

A los 9 fantésticos (como nos autonombre) Lorena, Leonardo, Diego, Diana, Violeta,
Pepequique, Nessim, Pedro, por ensefiarme que la levadura se puede aforar y ademas
sirve para conocer a los amigos.

A Gaby, Juan Manuel y Mercedes porque aparte de ser mis amigos se han convertido en
mis complices, por todo su apoyo.

A mis amigos Kike, Amalia, Rodrigo, Mariana, Alejandro, Paty, por la compafiia y esos
alegres momentos.

Al TOCHO donde descubri el trabajo en equipo gracias a su filosofia y conoci a grandes
amigas. Y en especial al equipo PUMAS ORO: Bistek, Canela, Chivis, Cristal,
Fatimiux, Fercha, Jen, Jess, Karlita, Kika, Monse, Mila, Miriam, Sponch, Sara, Ximena,
Yuvia. Les dije este afio si me titulo.



A mis Coach Donkey, Moroco, Nieto, por ensefiarme la disciplina del Football
Americano que es mas que un deporte, asi como a mi Head coach Clavellina que
ademas de técnica me ensefio el amor por mi UNIVERSIDAD.

A mis asesores Iris, Armando y Manuel, por su paciencia y perseverancia en que
aprendiera Ingles.

A MK, donde conoci personas muy especiales, Bertha Romero por creer en mi antes
que yo misma. Dofia Margarita por su alegria de vivir. Rosy, Lau, Betty.

A Ricardo “Archi” por ensefiarme que se puede ser auténtico en la vida y estar a un
grado de la perfeccion.

A la Wendy, por soportarme ya que con tu silencio dices méas que mil palabras.

Y a todos aquellos que estuvieron conmigo a lo largo de mi vida personal y académica,
por aportar a mi superacién personal.



Indice

Indice

Introduccion

1. Antecedentes

1.1. Parasitosis intestinales como problemas de salud publica a nivel mundial.

1.2. Giardiasis.
1.2.1. Morfologia.
1.2.2. Ciclo de vida
1.2.3. Citoesqueleto celular.
1.2.4. Metabolismo.
1.2.5. Tratamiento

1.3. 5-Nitroimidazoles
1.3.1. Mecanismo de accion de los 5-nitroimidazoles.
1.4. Bencimidazoles.

1.4.1. Mecanismo de accion de los bencimidazoles.

1.5. Necesidades de desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de las
parasitosis.

1.6. Protedmica
1.6.1. Definicion.
1.6.2. Andlisis protedmico.

1.6.3. Farmacoprotedmica.

2. Planteamiento del problema.
Hipotesis

4. Obijetivos
4.1. Objetivo general
4.2. Objetivos particulares

5. Materiales y Métodos
5.1. Cultivo axénico de trofozoitos de Giardia intestinalis.
5.2. Evaluacién del efecto in vitro con MTZ y RSD-8.
5.3. Preparacion de muestras para Microscopia Electronica de Barrido.
5.4. Evaluacion por Microscopia Electronica de Barrido.
5.5. Obtencion de proteinas.

5.6. Electroforesis en una dimension.

Pag.

© O 00 O U1 W W w Kk

e
N O O

=
w

15

16
16

17

18
21
21
22
22
22
23
23
23
23
24
24
24



Indice

5.7. Electroforesis en dos dimensiones. 25
5.8. Adquisicion y analisis de geles. 25
6. Resultados. 26
6.1. Microscopia Electronica de Barrido. 26
6.2. Separacion electroforética SDS-PAGE de extractos totales de proteinas. 28
6.3. Electroforesis en una dimension. 35
6.4. Electroforesis en dos dimensiones. 37
7. Discusion de resultados. 41
8. Conclusiones 49
Perspectivas 50
Referencias hemerobibliogréaficas 51
Apéndice 54
Técnica 1. Cuantificacion de proteinas por el kit Protein Assay DC (Bio-Rad). 54
Tecnica 2. Electroforesis unidimensional. 55
Tecnica 3. Electroforesis bidimensional. 57

Técnica 4. Tincién de proteinas en geles de poliacrilamida. 59



indice

Indice de figuras.
Figura 1. Incidencia de giardiasis por edad.
Figura 2. Trofozoito de G. intestinalis.
Figura 3. Ciclo de vida de G. intestinalis

Figura 4. Esquema de una parte del disco ventral de G. intestinalis.

Figura 5. Estructuras de farmacos utilizados en el tratamiento de G. intestinalis.

Figura 6. Estructuras de agentes antiprotozoarios 5-nitroimidazoles empleados
en la terapéutica.
Figura 7. Mecanismo de accidn del metronidazol.

Figura 8. Estructuras de agentes antiprotozoarios dencimidazélicos empleados
en la terapéutica.

Figura 9. Microtubulos tipicos.

Figura 10. Desarrollo de nuevos farmacos.

Figura 11. Diagrama del estudio protedmico comparativo de muestras
bioldgicas.
Figura 12. Observacion mediante MEB de trofozoitos de G. intestinalis.

Figura 13. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas totales de G. intestinalis
tratadas con MTZ y RSD-8.

Figura 14. Evaluacion densitométrica de patrones electroforéticos de proteinas
de G. intestinalis incubadas con MTZ.

Figura 15. Evaluacion densitométrica de patrones electroforéticos de proteinas
de G. intestinalis incubadas con RSD-8.

Figura 16. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de G. intestinalis.

Figura 17. Evaluacion densitométrica del efecto de agentes reductores en la
separacion electroforética de muestras de parasitos.

Figura 18. Comparacion de la evaluacion densitométrica de proteinas de G.

intestinalis incubados a 24 y 48 h.

Figura 19. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de G. intestinalis bajo
tratamientos.

Figura 20. Comparacion por densitometria del analisis electroforético de
proteinas de G. intestinalis.

Figura 21. Mapas protedmicos de proteinas de G. intestinalis.

Figura 22. Mapas protedmicos de proteinas de G. intestinalis tratadas con 3
ug/mL MTZ y RSD-8 respectivamente.

indice de tablas
Tabla 1. Actividad biologica in vitro (Clso uM) contra G. intestinalis, de
algunos compuestos derivados del bencimidazol.

Tabla 2. Analisis comparativo de proteinas de G. intestinalis control, y tratadas con
MTZ y RSD-8.

oo N o b

10
11
12

14
16

19
27
30

31

32
33
33

34

35

36
38
39

13

37



indice

Abreviaturas

2D Doble dimension

ABZ Albendazol

ADN Acido desoxirribonucleico

BZ’s Bencimidazoles

Clso Concentracion Inhibitoria 50

Da Daltones

DMSO Dimetil sulfoxido

DTT Ditiotreitol

Fd Ferredoxina

IAA lodoacetamida

IPG Tiras de gradiente inmovilizado de pH*

KDa Kilodaltones

MBZ Mebendazol

MEB Microscopia Electronica de Barrido

MTZ Metronidazol

NADH Nicotiamida-Adenina Dinucleotido

NADPH" Nicotiamida-Adenina Dinucleotido
Fosfato

PFOR Piruvato ferredoxin-oxidoreductasa

pl Punto Isoeléctrico

PM Peso Molecular

PSA Persulfato de Amonio

Rf Frente relativo*

RNA Acido ribonucleico

ROS Especies reactivas de oxigeno*

SDS Dodecil sulfato de sodio*

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida
en presencia de dodecil sulfato de sodio*

SOABZ Sulféxido de Albendazol
TEMED N, N, N, N-Tetrametiletilendiamina.
B-ME 2-Mercapto Etanol

*Nota: Abreviaturas por sus siglas en ingles



Introduccién

Introduccion.

La Organizacion Mundial de la Salud sefiala que la globalizacién parece haber
causado cambios profundos, en las condiciones ecoldgicas, biolégicas y sociales que

favorecen las enfermedades infecciosas y las mantienen como problema de salud puablica.

Las enfermedades infecciosas de origen parasitario pueden presentarse en todo el
mundo, y en particular en los paises en vias de desarrollo, ya que estas se asocian al
comportamiento humano, practicas de agricultura, animales domésticos y condiciones
socioecondémicas complejas. En México a pesar del mejoramiento de las medidas sanitarias,
aun se notifican infecciones causadas por helmintos y protozoarios. Entre las infecciones
intestinales mas frecuentes y sintomaticas se encuentran las producidas por Giardia

intestinalis; el cual afecta practicamente a todos los organismos vertebrados.

La quimioterapia sigue siendo el método maés eficaz y econémico para controlar casi
todas las parasitosis. En el caso de infecciones causadas por protozoarios anaerobios, el
metronidazol (derivado del 5-nitroimidazol) es el farmaco de eleccién, aunque otros farmacos

derivados de bencimidazol, como el albendazol y mebendazol, también son utilizados.

Se ha demostrado que ain cuando el metronidazol es eficaz a dosis terapéuticas suele
presentar efectos adversos y, en muchos casos, ha ocasionado resistencia de los parasitos, por
interrupcion del tratamiento o por el uso de dosis inadecuadas. Estas causas han orillado a la
busqueda de nuevos o mejores productos, para lo cual la observacion clinica se sigue
manteniendo como factor clave en la bdsqueda de nuevos farmacos. Sin embargo, campos
como la biologia molecular, la visualizacion de la estructura tridimensional de las proteinas,
la quimica farmacéutica, la farmacologia molecular y la proteGmica estan mostrando su
constituciobn como nuevas vias que permitiran conocer y descubrir nuevos blancos
farmacoldgicos. La protedmica se ha desarrollado como una disciplina, que pretende dar una
vision de conjunto que se aproxime a lo que sucede realmente in vivo; actualmente esta
dirigida a identificar nuevas proteinas en relacion con su funcion, revelar como esta
controlada su expresion dentro de redes de regulacion o en respuesta a un estimulo dado como
farmacos. De ahi que el disefio de farmacos, ya se ajusta a una forma racional y dirigida, para

la intervencidn en procesos bien identificados y en los que se conocen las enfermedades.



Introduccién

En el presente trabajo de tesis se ha utilizado el andlisis protedbmico como una
estrategia, para establecer si las proteinas de los paréasitos resultan afectadas, en condiciones in
vitro, frente al metronidazol (MTZ) y un nuevo derivado bencimidazélico nombrado 5-cloro-
1-metil-2-(metiltio)-1-H-bencimidazol (RSD-8). Asi como hacer una correlacion del efecto
de los compuestos, con la observacion de los parasitos a nivel ultraestructural. Segun los
resultados obtenidos, estas estrategias experimentales podrian ser el punto de partida en la
busqueda de proteinas blanco, lo cual permitira sintetizar compuestos selectivos y eficaces,

con el fin de mejorar el disefio la eficacia antiparasitaria de los nuevos compuestos.



Antecedentes

1. Antecedentes

1.1. Parasitosis intestinales como problemas de salud publica a nivel mundial.

Las infecciones gastrointestinales estan consideradas entre las enfermedades mas
frecuentes a nivel mundial y son producidas por una variedad de agentes virales, parasitos,
hongos y bacterias, son la principal causa de muerte en la primera infancia’. Las infecciones
por helmintos y protozoos, estan entre las infecciones mas comunes alrededor del mundo. La
Organizacién Mundial de la Salud ha estimado que cerca de 3.5 billones de personas estan
infectadas.? La magnitud de estas parasitosis es tan grande que en la actualidad representa el
grupo mas importante de infecciones sobre el planeta. Aproximadamente, el 10% de las
diarreas en el ser humano son provocadas por infecciones producidas por parasitos; en el ser
humano constituyen un importante problema sanitario, cuyas manifestaciones clinicas varian
desde la infeccion asintomatica a casos graves, que en raras ocasiones causan la muerte. Las
infestaciones por protozoos, se producen por parasitos como: Entamoeba histolytica, E.
dispar, Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum y Blastocystis hominis. Los helmintos,
son la siguiente causa de infecciones con casos frecuentes por Oxiuros, Ascaris, Hymenolepis,
Taenia y Echinococcus.®

Los protozoos tienen importancia en la industria del agua, pues ésta es un vehiculo
para su transmision. Entre los protozoarios patdgenos que afectan la calidad del agua para el
consumo humano, recreacion e irrigacion de vegetales frescos de consumo directo se ubican
Giardia intestinalis y Cryptosporidium parvum. Estos patdgenos pueden ser importantes

causas de diarreas o incluso causar la muerte.*
1.2. Giardiasis.

Entre las infecciones intestinales mas frecuentes se encuentra la giardiasis ocasionada
por el protozoario G. intestinalis (sin. G. lamblia, G. duodenalis).>® La giardiasis se considera
una infeccion con o sin manifestaciones clinicas caracteristicas. La presentacion sintomatica
aguda tiene un periodo de incubacion de una a tres semanas después de la ingestion de quistes
y presenta tipicamente diarrea, nauseas, flatulencia, esteatorrea (cantidades excesivas de grasa
en heces) y calambres abdominales. Con menor frecuencia hay inflamacion abdominal,
pérdida de peso y anorexia. La fase cronica puede ser de afios, hay mala absorcion de grasas,
de vitaminas A y B1, y en nifios puede presentarse un retraso en el crecimiento.” La presencia

asintomatica, que predomina a nivel mundial involucra un portador sano con algun grado de

-3-
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mala absorcidn intestinal, pocas veces detectada, y ademas actian como diseminadores de
quistes.” En inmunodeprimidos la enfermedad es siempre sintomatica y més grave con
diarreas prolongadas y sindromes de mala absorcién.

Debido a las diferencias en las condiciones sanitarias, de los paises desarrollados, su
prevalencia es mayor que la encontrada en los paises avanzados. Grandes epidemias han
ocurrido por contaminacion fecal de alimentos y reservorios de agua. Este parasito constituye
un importante problema de salud pablica global, incluso, en los EUA, se considera a Giardia
un posible agente de bioterrorismo por su capacidad de ser transmitido por el agua, por su
potencial de ser genéticamente manipulado, y por la posibilidad de reproducir totalmente su
ciclo vital en el laboratorio.’

La Organizacion Mundial de la Salud estimo que en el mundo hay 280 millones de
infecciones anuales por G. intestinalis. En los paises desarrollados su prevalencia varia de 2 a
5%; mientras que en los paises en vias de desarrollo oscila entre 20 y 69%. En México se
registra una prevalencia de 7.4 a 68.5%. La incidencia varia significativamente segun la
localidad.® La giardiasis es una parasitosis re-emergente por su implicacién en epidemias de
diarrea en guarderias y potencialmente zoonética en animales domésticos como perros, gatos
y ganado, con reservorios silvestres como castores, los demonios de tasmania o los gorilas.>®
Se encuentra en zonas tropicales y subtropicales, donde afecta hasta el 30% de los adultos; su
distribucién es endémica a nivel mundial.® Los niveles de infeccién son mas elevados en la
poblacion pediatrica, donde se puede presentar principalmente desde la lactancia, pero tiene
sus picos maximos de incidencia en las etapas preescolar y escolar, y las tasas se abaten

conforme avanza la edad del individuo como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Incidencia de giardiasis por edad. (Poblacién general, afio 2006).°

Fuente: Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica/Direccién General de Epidemiologia/SSA
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En México, el impacto de la giardiasis es muy alto, resulta como consecuencia de
habitos higiénicos y alimentarios deficientes, condiciones sanitarias malas y fecalismo al aire
libre. El parasitismo intestinal en los menores de dos afios, es el reflejo de las condiciones
materiales, el acceso a servicios sanitarios y la educacion de la madre. Los estudios en nifios
menores de 2 afos, han estimado que la lactancia materna disminuye los episodios
sintomaticos de giardiasis debido a que la leche materna contiene anticuerpos en contra de G.
intestinalis, mientras que, los estudios de cohorte, muestran que el pico de infeccidn coincide

con el inicio de la alimentacién complementaria.™

1.2.1 Morfologia.

Giardia intestinalis presenta dos fases morfoldgicas: el trofozoito, cuya forma trofica
0 vegetativa produce las manifestaciones clinicas, y el quiste, la estructura de resistencia y
transmision. El quiste tiene forma ovoide mide de 8 a 12 um de longitud y de 7 a 10 um de
ancho. El quiste es poco resistente a la desecacion o al calor, pero se mantienen en almacenes
de agua potable fria almacenada, (tinacos o cisternas). Son resistentes a los métodos
habituales de cloracion del agua, aunque se eliminan mediante ebullicion y filtracién. 612

El trofozoito mide 12 a 15 um de longitud, 5 a 9 um de ancho y de 1 a 2 um de
espesor; es piriforme con simetria bilateral, una region dorsal convexa. Su region ventral es
céncava y posee un disco de succién o adhesivo de gran tamafio, nombrado disco ventral, el
cual funciona de manera semejante a una ventosa, tiene una profundidad maxima de 0.4 um, a
partir de la cual se cierra hacia los extremos formando una cresta lateral, que es la Unica zona
del disco que realmente tiene una interaccion fisica con la célula blanco o las superficies
adherentes,® por lo que parece ser el 6rgano mas importante para el enlace con la mucosa
intestinal del hospedero. Al nivel del disco los trofozoitos tienen dos ndcleos idénticos y
ovalados, al parecer con la misma cantidad de ADN, activos desde el punto de vista de la
transcripcion,® no se le han encontrado nucleolos y presentan una enorme masa de cromatina
central que semeja perfectamente unos 0jos, cerca de la linea media y anteroventral de los
nucleos, se encuentran los cuerpos basales que semejan la boca, lo cual produce la impresion
de una cara (Figura 2). Intracelularmente forma un par de estructuras Ilamados cuerpos
medios, quienes tienen la forma de ufia de martillo; caracteristica morfologica que se emplea
para diferenciar especies de Giardia. También posee cuatro pares de flagelos: anterolaterales,

posterolaterales, ventrales y caudales, los cuales son importantes para su desplazamiento. En
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su citoplasma se reconocen vacuolas lisosomicas, ribosomas y depdsitos de glucogeno. Otro
organelo, el aparato de Golgi, se ha encontrado solo en trofozoitos que estan en proceso de
enquistamiento.™*? Durante mucho tiempo se considero carente de mitocondrias, sin embargo,
actualmente se han identificado estructuras subcelulares Ilamadas mitosomas, las cuales
contienen proteinas encargadas de la biosintesis de enzimas con sitios cataliticos [Fe-S], que
son importantes en el metabolismo energético de organismos amitocondriales (p.e. PFOR, Fd,
hidrogenasa). Como es el caso de la desulfurasa de cisteina (IscS), la cual filogenéticamente

se ubica dentro de las mitocondrias."****°

- Cuerpos basales

Cromatina

., | S
Diseo wentral

o Cuerpos medianos

Flagelo —

posterior

Figura. 2. Trofozoito de G. intestinalis. Esquema de trofozoito de G. intestinalis indicando su morfologia
(a). Micrografias observadas por MEB, vista ventral del parésito (c) y trofozoitos agrupados (b).***’

1.2.2 Ciclo de vida

El quiste constituye la fase inféctante cuando es ingerido por un huésped, la
exposicion al &cido gastrico activa el desenquistamiento y emerge el parasito como trofozoito
en el intestino delgado, en donde se desplaza activamente con los flagelos. Se localizan en el
borde de las microvellosidades epiteliales del yeyuno-medio.*? Cuando estan en contacto con

la mucosa se adhieren firmemente mediante su disco ventral y dejan lesiones circulares en la
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pared; se ha postulado que esta adherencia irrita el intestino e induce diarrea.' Una vez que se
fija al intestino se divide asexualmente por fisidn binaria y ahi vive hasta que es arrastrado por
el agua y los movimientos peristélticos hacia el colon, donde las sales biliares (glicolato), los
acidos grasos (acido miristico a un pH ligeramente alcalino) y un ambiente pobre en
colesterol promueven la formacion de quistes, salen con las heces al medio externo (Figura 3).
Este enquistamiento es esencial para que el parasito pueda sobrevivir fuera del intestino del
hospedero, ya que los trofozoitos son sumamente sensibles a los cambios de temperatura,
humedad y a la presencia de agentes quimicos, la sobrevivencia del quiste en estas
condiciones depende de la temperatura, a 10°C pueden sobrevivir 77 dias y a 20°C disminuye
su viabilidad hasta s6lo 3 dias.*’

La infeccion se puede adquirir con la ingestion de por lo menos 10 quistes. El periodo
de incubacién es de 12 a 19 dias, la duracién de este periodo esta relacionada con el tamafio

del indculo. La duracion de la infeccion puede oscilar entre algunas semanas y/o varios

meses.™*®
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Figura 3. Ciclo de vida de G. intestinales
www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/Giardiase.htm
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1.2.3 Citoesqueleto celular.

Varias de las estructuras del citoesqueleto de Giardia estan constituidas por
microtubulos: el disco ventral, flagelos, cuerpo medio y funis. El disco contiene proteinas
contractiles actina, o-actina, miosina y tropomiosina. Este disco esta integrado
ultraestructuralmente, por microtdbulos y microcintas que contienen giardina y tubulina. Por
localizacion inmunoquimica con anticuerpos anti-giardina y anti-tubulina se ha encontrado
que las giardinas estan situadas a lo largo de los bordes interiores y exteriores de las
microcintas, mientras que la tubulina esta presente solamente en los microtubulos entre las
microcintas y la membrana plasmatica (Figura 4). Ademas, una regiéon del centro de las
microcintas contiene menos giardina que en los bordes, y las giardinas al parecer, estan

ausentes del microttbulo y de los puentes.*®

ON

Figura 4. Esquema de una parte del disco ventral de G. intestinalis. Se sefialan tres estructuras basicas:
(1) microcintas, (2) puentes de cruce o enlace, y (3) microtbulos.'®

Las giardinas son las proteinas principales de las microcintas del disco, la tubulina esta
presente en el disco y los microtibulos flagelares. Probablemente la a-giardina esta implicada
en la integridad estructural del disco y las interacciones con otras proteinas en las microcintas
o los puentes de cruce.'®

Los cuatro pares de flagelos se originan de un cuerpo basal, el centro del flagelo
Ilamado axonema contiene un conjunto de microtibulos que se ubica en sentido longitudinal
por todo el organelo. Intracelularmente Giardia forma un par de estructuras Ilamadas cuerpos
medianos, se localizan en la linea media dorsal a los flagelos caudales y estan formados por
un sistema irregular de microttbulos, que le confiere soporte al trofozoito."® Los funis son
estructuras compuestas de hojas de microtdbulos que siguen los axonemas del flagelo caudal,

los cuales se anclan a barras densas que funcionan paralelas a los flagelos posterolaterales.?



Antecedentes

1.2.4. Metabolismo.

G. intestinalis es un microorganismo microaerofilico, cuyo metabolismo es glicolitico
y fermentativo, emplea como fuente de carbono la glucosa, sin embargo, a bajas
concentraciones de esta produce como metabolitos: etanol, acetato y dioxido de carbono.
Respecto a la formacion de etanol, este se produce a partir de la enzima alcohol
deshidrogenasa dependiente de NADPH®. Uno de los principales complejos enzimaticos de su
metabolismo es la PFOR acoplada a la Fd I, NADH oxidoreductasa y NADH oxidasa. La
PFOR cataliza la descarboxilacion oxidativa del piruvato y durante este proceso se genera
Acetil coenzima A, coenzima A reducida, CO, y agua.>** No sintetiza aminoacidos ni
nucleodtidos cuando los necesita los adquiere del medio. Para la produccion de energia,
ademaés de la glucosa, utiliza aspartato, alanina y arginina. La cisteina la toma del medio para
proteger su membrana de los radicales libres. Ademas, compite con el hospedero por los
micronutrientes como el zinc y el hierro, entre otros.* El trofozoito posee en su superficie e
interior numerosos grupos reductores tipo tiol, especialmente cisteina y proteinasas
dependientes de cisteina, los cuales le otorgan una proteccidn parcial ante la presencia de O..
Algunos estudios han demostrado multiple actividad de proteasas en el parasito. Las enzimas
que parecen ser las mas abundantes de protozoarios son proteasas de cisteina, predominantes

en lisados de trofozoitos de G. intestinalis.?*
1.2.5. Tratamiento.

El tratamiento que se prescribe en pacientes con giardiasis aguda o cronica, se basa en
el uso de farmacos principalmente sintéticos, dirigidos hacia la fase de trofozoitos. Sin
embargo, el principal recurso de control de los efectos de esta parasitosis, posee principios
activos que no son altamente eficaces, pueden presentar un gran numero de efectos
secundarios y ya se han presentado cepas de Giardia resistentes a los mismos. Ademas, es
frecuente la re-infeccién luego del tratamiento, debido a que los individuos no generan
mecanismos de defensa eficaces para eliminar el parésito.’

Los farmacos administrados para el tratamiento de la giardiasis son derivados de la
naranja de acridina, nitroimidazoles, nitrofuranos, nitrotiazoles y bencimidazoles. Los
farmacos empleados con méas frecuencia son: tinidazol, furazolidona, nitaxozanida,
quinacrina, albendazol, y metronidazol (Figura 5). Aunque la terapia con estos farmacos es

usualmente efectiva, su uso tiene limitaciones, porque todos ellos exhiben efectos indeseables,
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como nauseas, vomito, diarrea, molestias abdominales, anorexia entre otros. En algunas

ocasiones se presentan fallas en el tratamiento, requiriéndose repetir dicha terapia.?

o
/N o O)kCH3
\ 0
O,N \ N
S NH %N/ \N
O\J
Nitazoxanida Furazolidona Quinacrina

Figura 5. Estructuras de farmacos utilizados en el tratamiento de G. intestinalis.

1.3. 5-Nitroimidazoles

Los 5-nitroimidazoles se utilizan comUnmente en el tratamiento de infecciones
causadas por una amplia gama de bacterias anaerobias y protozoarios. Poseen una estructura
heterociclica consistente de un nucleo de imidazol con un grupo nitro en posicion 5. Los 5-
nitroimidazoles mas usados son el metronidazol, y tinidazol, recientemente se han empleado
otros agentes como el ornidazol y nimorazol (Figura 6).%

La actividad antiprotozoaria del MTZ fue reconocida a finales de los afios 50 en el
tratamiento contra T. vaginalis. Mas adelante, se encontr6 que era eficaz contra otros

protozoarios anaerobios, tales como E. histolytica y G. intestinalis.?®

OH
/CHZCH25020H2CH3 cl /CHZCHZOH
O3N N O,N N O2N N
\E />'CH3 \E />,CH3 \[ />f'CH3
N 6 N
Tinidazol Ornidazol Metronidazol

Figura 6. Estructuras de agentes antiprotozoarios 5-nitroimidazoles empleados en la terapéutica.

1.3.1 Mecanismo de accion de los 5-nitroimidazoles.

El mecanismo de accion del MTZ se basa en las caracteristicas bioquimicas de los
organismos anaerobios, de las que carecen las células aerobias de los anfitriones eucarioticos,
lo que refleja su citotoxicidad selectiva, haciéndolo un farmaco atractivo para la terapia
antiparasitaria.”®> EI MTZ puede ser considerado como un profarmaco, porque necesita

activacion metabdlica por parte de microorganismos sensibles como son los parasitos
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anaerobios. Una vez que el MTZ ha difundido al interior de las células, el grupo nitro de los
compuestos nitroimidazélicos es activado dentro de los mitosomas (organelos en los que se
lleva a cabo el transporte de electrones), la PFOR cataliza la descarboxilacién del piruvato a
Acetil-CoA y CO,, de modo paralelo, reduce la Fd, enzima captadora de electrones en via
normal. El MTZ reemplaza a los protones como captadores de electrones y reduce el grupo 5-
nitro formandose un radical nitroanion libre, toxico para el parasito. Este radical rompe los
puentes disulfuro y causa la ruptura de las cadenas de ADN dando lugar a la pérdida de la
estructura, lo que ocasiona dafios celulares maltiples y ejerce asi un efecto letal sobre el

parasito (Figura 7).24%

Uno de los problemas que se han encontrado con el uso del MTZ es su posible
actividad carcinogénica, debido a sus caracteristicas mutagenas en bacterias, asi como a la alta
incidencia de tumores en animales tratados a largo plazo; sin embargo, estudios recientes en
pacientes que reciben terapia convencional de corto curso, han demostrado que el riesgo de
cancer es insignificante, esto no garantiza que no exista riesgo en casos que se requiera
prolongar la terapia repetida. Otro problema por el uso del MTZ, es la resistencia de G.
intestinalis hacia este compuesto nitroimidazélico, ello se ha asociado con una disminucion

en la actividad de las enzimas PFOR y Fd 1.7

R-NO;
Fd(ox)  Fd (red) (
R-NO,~ =@S
PFOR (0x) PFOR (red) (oNA | [ Proteinas | [ Lipidos |
Modificaciones moleculares
CoA + Piruvato Acetil CoA + CO, l ) l ] . l )
ADN-radical Proteinas-radical Lipidos-radical
Rompimiento Dafio en Dafio en la
del ADN proteinas membrana celular

A 4

Muerte celular

Figura 7. Mecanismo de accion del metronidazol (R-NO, representa al MTZ, R-NO, " representa
al radical nitroanién t6xico).>**
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1.4. Bencimidazoles.

Desde 1961, debido al descubrimiento del tiabendazol, el cual poseia una potente
actividad contra helmintos gastrointestinales se hizo evidente el potencial terapéutico de los
compuestos bencimidazélicos. Sin embargo, este compuesto presentaba una vida media corta,
ya que se oxidaba rapidamente a un metabolito inactivo, lo cual limitd su eficacia clinica. Tal
descubrimiento estimuld el disefio y sintesis de otros BZ’s para tratar de optimizarlos.?® Los
BZ’s que han sido utilizados ampliamente contra paréasitos intestinales en el humano son ABZ
y MBZ (Figura 8).2 EI ABZ es tan efectivo como el MTZ para el tratamiento de la giardiasis.

A pesar del uso generalizado de los BZ’s por su amplio espectro antiparasitario, tienen
pobre absorcidn intestinal, baja toxicidad y su eficacia se ve limitada por su baja solubilidad
en agua, por lo que solo se les emplea en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.
También se les ha utilizado en el tratamiento de infecciones sistémicas, pero se requieren altas

dosis y largos tratamientos.

O

N N /\/S N
S
CO3 O TG ™ O oveoss
N
H H

H

Tiabendazol Mebendazol Albendazol

Figura 8. Estructuras de agentes antiprotozoarios dencimidazolicos empleados en la terapéutica.

Se ha demostrado que los compuestos bencimidazolicos 2-sustituidos, halogenados en
el anillo bencenoide, dan como resultado derivados con un alto indice de actividad contra
protozoarios. De igual forma, la introduccion de un grupo metilo en posicién 1 mejoro la

actividad antiprotozoaria con respecto a los analogos 1H-bencimidazélicos.?”?

Los estudios realizados en la presente tesis estdn basados en ampliar y evaluar el
desarrollo de nuevos derivados bencimidazolicos, los cuales han sido disefiados a partir de
estudios de relacién estructura-actividad. Estos compuestos fueron sintetizados por el grupo
de investigacion en colaboracion de la Facultad de Quimica, UNAM. En la Tabla 1 estan
algunos de los compuestos sintetizados, asi como los resultados obtenidos al evaluar su

actividad bioldgica in vitro contra G. intestinalis determinada por la inhibicion de crecimiento
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(Clsp uM) de los parésitos. Como se observa en la tabla el compuesto RSD-8 resulto ser el
mas activo contra Giardia, en comparacion con el MTZ y el ABZ. De ahi que se eligio este
nuevo derivado bencimidazolico como objeto de estudio para evaluar su efecto sobre la

expresion de proteinas de Giardia.?**

Tabla 1. Actividad bioldgica in vitro (Clso uM) contra G. intestinalis, de algunos compuestos
derivados del bencimidazol.**°
Sustityente
R, N Clso (WM)
Compuesto N\_r
I)i,\l% ! G. intestinalis
R3
Ry R2 R3 R4
RSD-7 Cl H CHs SH 0.045
RSD-8 Cl H CHj SCH; 0.028
JVG-9 Cl H H SH 0.081
JVG-15 Cl Cl H SH 0.078
G2 Cl Cl H CF3 0.078
G6 Cl H CH3 CF3 0.042
ABZ 0.037
MTZ 1.228

1.4.1 Mecanismo de accion de los bencimidazoles.

Se ha descubierto que los BZ"s ocasionan muchos cambios bioquimicos en parasitos
sensibles, por ejemplo, la inhibicion de la fumarato reductasa de las mitocondrias, se
considera como la induccién de un corto circuito en el proceso energético de los protozoarios,
lo que provoca su paralisis, ya que esta enzima es Unica en los parasitos, lo que la hace un
excelente blanco para quimioterapia. Otras modificaciones debidas a los BZ's, son la
disminucion del transporte de glucosa, la sintesis de ATP, la descarga de protones
transmembrana, y el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa. A pesar de los efectos
mencionados, los estudios indican que el principal mecanismo de los BZ’s es la inhibicion de
la polimerizacién de microtabulos por su unién a la B-tubulina.”

La importancia de los microtibulos se debe a que son componentes importantes de
células eucarioticas, involucrados en procesos fisiolégicos que se basan en su capacidad para
polimerizarse y despolimerizarse, como es la formacion del huso acromatico en la division
celular, transporte intracelular, secrecién celular, parte del mantenimiento de la forma celular

y absorcién de nutrientes.™
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Los microtubulos son estructuras tubulares huecas, su pared esta formada por
proteinas globulares dispuestas en hileras longitudinales, conocidas como protofilamentos.
Cada uno de ellos se ensambla a partir de bloques diméricos de construccion consistentes en
una subunidad tubulina o y B. Los dimeros de tubulina se organizan en un patron lineal a lo
largo de cada protofilamento, como se muestra en la figura 9. Estas estructuras existen en
equilibrio dindmico de polimerizacion/despolimerizacion, el cual se puede alterar, in vivo e in
vitro, por las sustancias exogenas conocidas como inhibidores de microtibulos, estos ejercen
su accion uniéndose con el microtubulo lo que impide el ensamblaje de nuevos dimeros,

mientras que la despolimerizacién continua en el extremo opuesto (fig. 9). 22 2¢ 3

La causa de que los BZ's sean especificos en su accion contra tubulina de parasitos,
podria ser explicada por lo que sucede en nematodos, a pesar de la cerrada secuencia
homologa, la B-tubulina de los mamiferos y la de los neméatodos son diferentes en su
respuesta a los inhibidores de la tubulina, la de estos ultimos se une a los BZ's mas
fuertemente que la de los mamiferos, de ahi su toxicidad selectiva. La unién del BZ a la
tubulina del nematodo altera el equilibrio tubulina/microtibulos y causa su

despolimerizacién. Cuando la alta afinidad por la tubulina se pierde, aparece la resistencia.*
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Figura 9. Microtubulos tipicos adquieren un equilibrio dinamico con tubulina, controlado por
concentraciones endégenas de cofactores tales como GTP, Mg?*, proteinas asociadas a microtibulos (MAPs),
Ca*" y calmodulina. La regulacién in vitro se da por el aumento de la temperatura, lo que promueve la
polimerizacion, mientras que su disminucién induce la despolimerizacion. La adicion de inhibidores detiene la
polimerizacién, continuando Unicamente la despolimerizacion, llegando incluso a la pérdida de la estructura
del microttbulo.*
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1.5. Necesidades de desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de las parasitosis.

En la actualidad la quimioterapia sigue siendo el método més eficaz, barato y de corto
alcance para controlar casi todas las parasitosis. Los antiparasitarios deben ser sustancias
innocuas y eficaces en los enfermos. Los usos terapéuticos de esta categoria de productos son
complejos y sometidos a variaciones que son originadas por factores del huésped, del parasito
y del ambiente. Los farmacos disponibles son especialmente Utiles para tratar las infecciones
en seres humanos causadas por parasitos intestinales; sin embargo, se necesitan nuevos o
mejores productos para combatir infecciones sistémicas como la cisticercosis, filariasis,
leishmaniasis, triquinelosis y tripanosomiasis, y que se anule la aparicion de resistencia a
farmacos, que surge sobre todo en paréasitos del paludismo y otros protozoos. En el caso de
protozoarios, casi todos los medicamentos que se han utilizado desde hace afios es debido a
que no ha habido otros mejores que los sustituyan. Aun mas, los productos antiprotozoarios
eficaces suelen ser tdxicos a dosis terapéuticas y, en muchos casos, su amplio empleo ha
ocasionado mayor resistencia de los paréasitos.??> A pesar de los muchos medicamentos
disponibles para el tratamiento de la giardiasis, ninguno de ellos es totalmente satisfactorio,
ya que se han presentado casos de resistencia. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas sustancias

con actividad anti-giardicida parece ser una prioridad.®

Para la industria farmacéutica el descubrimiento de farmacos es un proceso complejo,
costoso y riesgoso; alrededor de 10 moléculas que entran en la fase de experimentacion
clinica, sola una tendra éxito en el mercado, como se simboliza en la figura 10. Para tener un
candidato a medicamento dentro de la humanidad, los investigadores tendran que evaluar
dentro de centenares de millones de compuestos en fase preclinica. En aproximadamente el 30
% de los casos, el candidato (prototipo) demuestra ausencia de eficacia terapéutica, problemas
de biodisponibilidad y de farmacocinética que constituyen otra causa de abandono (40% de
los casos). Dentro del 20 % de los casos, el producto puede ser toxico o presentar efectos
secundarios. El investigador debe saber cuales son los receptores o enzimas implicadas,
cuales son las cascadas metabdlicas en juego dentro de la célula y que él deberd modular.
Estos aspectos en el desarrollo de farmacos, dependen de la implementacion de tecnologia de

vanguardia, asi como de sistemas de evaluacion.®*
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Figura 10. Desarrollo de nuevos farmacos. Etapas del descubrimiento y optimizacién de un medicamento.
1.6. Protedmica.

1.6.1. Definicién

La protedmica es una serie de métodos y técnicas destinadas a estudiar el conjunto de
proteinas, que se expresan en una célula o tejido bajo condiciones dadas, lo obtenido se
conoce como proteoma, complemento del genoma. EI proteoma puede ser definido como la
serie de protefnas en una célula, tejido u organismo en un punto dado en el tiempo.*° El
amplio campo de la protedbmica tiene como su principal meta el entendimiento de la
estructura, funcion, expresion, localizacion celular, interacciones y regulacion de cada
proteina producida desde un genoma completo. La protedmica esta formada por un campo
multidisciplinario, lo que hace necesario el uso de quimica organica, biologia celular,

bioquimica y espectrometria de masas.*>*®

La electroforesis de 2D fue desarrollada por O"Farrell en 1975 para fraccionar mezclas
complejas de proteinas con el uso de dos propiedades de las moléculas.®! Las proteinas se
separan primero por su punto isoeléctrico con una técnica denominada enfoque isoeléctrico,
seqguido, por la separacion electroforética en geles de poliacrilamida en presencia de
detergente SDS-PAGE, donde se separan de acuerdo a su masa molecular. En la técnica
original, la separacion de la primera dimension se realiza en tubos capilares, que contenian un

gel de poliacrilamida portador de anfolitos, los cuales se han substituido por gradientes
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inmovilizados de pH, adheridos a un soporte plastico, lo que da una mejor separacion y

reproducibilidad.*’

La separacion de proteinas tiene como proposito en protedémica, de simplificar mezclas
complejas de proteinas resolviéndolas en proteinas individuales o grupos pequefios, que
permite evidenciar las diferencias en niveles de proteina, lo cual puede ser util para comparar
entre dos muestras tratadas bajo diferentes condiciones, las separaciones analiticas de

proteinas permiten que se hagan selecciones especificas para su posterior anélisis.*®
1.6.2. Analisis protedmico

Durante el analisis protedmico el primer paso crucial es la obtencion y manejo de la
muestra. Un genoma completo tiene cerca de 100,000 genes, pero una linea celular sélo puede
expresar cerca de 10,000; un numero mas alto es expresado en tejidos; sin embargo, el rango
dindmico de abundancia de proteinas puede ser tan alto como 1x10°, en muestras bioldgicas.
Después de obtener la fraccion de la proteina, el método de opcion para los estudios
proteémicos son los geles de electroforesis de una o dos dimensiones. Las ventajas de la
electroforesis unidimensional, como método de preparacion, es que virtualmente todas las
proteinas son solubles en SDS, se puede analizar un rango de masa molecular relativa de
10,000 a 300,000 Da, asi como las proteinas que son extremadamente acidas y/o basicas se

visualizan facilmente.®%

Debido a que en la 2D se obtiene un orden visual de proteinas, es posible detectar
cambios en la abundancia de proteinas y cambios causados por estados postranslacionales, ya
sea por transfeccion de genes o producir objetivos potenciales para los farmacos. *’ Muchos
estudios protedmicos tienen como objetivo detectar cambios en la expresion genética bajo la
influencia de factores ambientales.”> Ademas, las técnicas protedmicas permiten estudiar los
cambios postraduccionales que sufren las proteinas y las interacciones que se producen entre
estas, y con otras moléculas; tales modificaciones no pueden ser inferidas desde los genomas

y con frecuencia juegan un papel fundamental en la regulacién de la actividad.*

A pesar de lo exitosa que es la protedmica, aun hay varios desafios técnicos: las
proteinas grandes e hidrofébicas no se incorporan generalmente en los geles de doble

dimension, solo se observan las proteinas mas abundantes; los mejores geles de dos
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dimensiones, pueden resolver rutinariamente no mas de 1000 proteinas®; no resuelve
proteinas con un amplio nimero de dominios transmembranales o una gran masa molecular o
un punto isoeléctrico extremo;*" particularmente, en fluidos corporales como suero y liquido
cerebroespinal, mas del 99% del complemento proteico es albimina del suero y globulinas.
Debido a la variacion bioldgica inherente en estas muestras, es dificil definir los patrones

normales de expresion que se pueden comparar con los de la enfermedad.*

A pesar de las dificultades descritas, varios son sus usos. Por ejemplo, Celis et al.
(1999) han encontrado un supuesto marcador urinario, el psoriasin, que se utiliza para dar

seguimiento a pacientes con carcinomas de células escamosas de vejiga.*

1.6.3 Farmacoprotedmica.

La protedmica es una técnica de gran alcance para investigar perfiles de expresion de
proteinas en sistemas bioldgicos y sus modificaciones en diversas condiciones fisiologicas o
en respuesta a un estimulo dado, como farmacos o parametros ambientales. Es por lo tanto,
una técnica Optima para la evaluacion del modo de accion de un farmaco, efectos secundarios,
toxicidad y la resistencia que producen. También es una herramienta de gran alcance para el
estudio de los efectos bioldgicos durante el desarrollo preclinico. Su uso para el
descubrimiento de nuevos blancos de farmacos es tan importante que ha dado origen a un
campo asociado a la farmacologia que se llama farmacoproteémica,* la cual tiene dentro de
sus objetivos apoyar los estudios toxicologicos para entender el mecanismo de accién de una
droga o para identificar sus blancos.* Lo anterior tiene explicacién porque las proteinas que
se expresan en un tipo celular o en un tejido concreto, actian de modo coordinado para
responder ante un estimulo dado como, por ejemplo, la presencia de un farmaco, por lo que
estudiar estos cambios globales, desde el punto de vista del proteoma (Figura. 11), es el
propésito de la protedmica.®* Dado que la proteémica es complementaria a la genémica, ya
gue se centra en los productos del gen, que son los agentes activos en las células. Por esta
razén, la protedmica contribuye directamente al desarrollo de farmacos debido a que casi

todos los farmacos se dirigen contra las proteinas.*
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Figura 11. Diagrama del estudio proteémico comparativo de muestras bioldgicas.*

La 2D ha sido usada para el andlisis proteémico selectivo de Plasmodium y otros
parasitos humanos intracelulares. Juntando la secuencia de la informacion de Plasmodium con
bioinformatica, protedmica y transcripcion de la expresion del RNA, obteniendo informacion
sin precedentes abriendo oportunidades para explotar nuevas estrategias del control de la
malaria. La informacion de la secuencia gendmica provee la creacion de modernos estudios
protedmicos, llevados por la necesidad del control de la malaria a través del desarrollo de una

vacuna y de nuevos farmacos.*’

Otra ventaja que trae el analisis protedbmico es que los pardsitos genéticamente
modificados de la misma cepa pueden ser comparados. Mientras se intenta por ejemplo
comparar los proteomas especificos entre la cepa cloroquin-sensible y cloroquin-resistente en
campos aislados. El contenido protedmico de los parasitos puede ser variable debido a las
diferencias en la clonacién que son detectables en 2D que puede hacer mucho mas
complicada la identificacion de los cambios directamente asociados en el fendmeno de

resistencia a los farmacos.*’

El acercamiento farmacoprotedmico podia ser particularmente Gtil para la
identificacion de las alteraciones moleculares implicadas en la diabetes de tipo 2 y para la
caracterizacion adicional de farmacos existentes o nuevos. En oncologia, la protedmica se
utiliza extensamente para la identificacion de marcadores de proteina tumor-especificos, y la

farmacoprotedmica se utiliza para la evaluacion de la quimioterapia, particularmente para la
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caracterizacion de los mecanismos de resistencia de los farmacos. La gran cantidad de datos
generados por la investigacion farmacoprotedmica requiere el uso de herramientas
bioinformaticas que aseguren una interpretacion pertinente en bases de datos.** Actualmente
el nimero de bases de datos va creciendo a medida que avanzan los proyectos proteémicos.
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2. Planteamiento del problema.

La Organizacion Mundial de la Salud ha considerado que hay necesidad de disefiar o
redisefiar mejores farmacos antiparasitarios, en especifico contra aquellas enfermedades
parasitarias que afectan a los paises subdesarrollados. Con base al conocimiento de que los
derivados de BZ’s utilizados en la terapia antiparasitaria son efectivos y baratos, y que
actualmente se han generado problemas de resistencia; se ha considerado que con el empleo
de la quimica farmacéutica, que disefia y la sintetiza nuevos derivados bencimidazolicos, se
optimizara la actividad farmacoldgica, a fin de generar sustancias con mejor farmacocinética,
mayor selectividad y menores efectos adversos. De los derivados sintetizados, uno de ellos, el
denominado 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1-H-bencimidazol (RSD-8), resultd ser mas activo
que el metronidazol (MTZ) bajo condiciones in vitro. Este ultimo es considerado el farmaco
de eleccion en el tratamiento de la giardiasis, por lo cual se decidio evaluar su efecto sobre la
expresion de las proteinas del parasito por medio de analisis protedmicos, en geles de doble
dimension, y comparar el efecto entre el MTZ y el RSD-8. Asi como el posible dafio

estructural a nivel de MEB.

3. Hipotesis.
Si el patrén en la expresion de proteinas de G. intestinalis se modifica ante la presencia de los

compuestos giardicidas, RSD-8 y MTZ, entonces estos compuestos afectaran su estructura y
la expresion de proteinas.
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4. Objetivos

4.1  Objetivo general

Determinar el efecto in vitro del RSD-8 y del MTZ en trofozoitos de G. intestinalis a nivel de

expresion de proteinas y modificaciones estructurales.

4.2 Objetivos particulares

Observar la morfologia de los trofozoitos tratados y no tratados con los compuestos
por MEB.

Caracterizar bioquimicamente por SDS-PAGE las proteinas de trofozoitos de G.

intestinales.

Evaluar la relacién de tiempo de incubacion y concentracion de los compuestos por
SDS-PAGE.

Establecer los cambios en el patron electroforético de los parésitos tratados in vitro

con MTZ y RSD-8, con respecto al control.
Obtener mapas proteémicos de las proteinas de los trofozoitos de G. intestinales.
Obtener mapas proteémicos de G. intestinales en presencia de MTZ y RSD-8

Determinar los diferentes patrones de expresién en los mapas protedmicos por el

tratamiento, con respecto al control.

Caracterizar las proteinas que resulten modificadas en su expresion, como respuesta a

los tratamientos.
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5. Materiales y Métodos.

5.1. Cultivo axénico de trofozoitos de Giardia intestinalis.

El crecimiento, mantenimiento, la induccion a la confluencia in vitro de los trofozoitos
y los experimentos de evaluacion de los compuestos se llevaron a cabo en la Unidad de
Investigacion Médica de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del IMSS, Centro Médico
Siglo XXI, bajo la supervision de la Dra. Lilian Yépez. Para estos ensayos se sigui6 el método
descrito por Cedillo-Rivera y Mufioz (1992),'"* los trofozoitos de G. intestinalis cepa WB se
cultivaron axénicamente en medio TYI-S-33 modificado, complementado con 10% de suero

de ternera y 10,000 U/pg/mL de una mezcla de penicilina-estreptomicina.

5.2. Evaluacion del efecto in vitro con MTZ y RSD-8.

Un indculo de 2X10° trofozoitos/mL en medio TYI-S-33, se incub6 con el compuesto
a evaluar a 3 y a 5 pg/mL, a dos tiempos de incubacion 24 y 48 h a 37°C. Para el control se
incorporé el inéculo correspondiente a 2x10° trofozoitos/mL en DMSO. Transcurrida la
incubacion, los tubos se colocaron en hielo por 30 min y se centrifugaron a 1000 g, durante 30
min a 4°C. Se desecho el sobrenadante por decantacion, el paquete celular obtenido se lavo
tres veces con PBS por centrifugaciones de 10 min. Se resuspendi6 en ImL de agua
desionizada, con 2 % de inhibidores de proteasas (COMPLETE, ROCHE). Posteriormente,
los trofozoitos se lisaron con 7 ciclos de congelamiento-descongelamiento (-70 °C por 5 min /

37 °C por 5 min). Los extractos obtenidos se conservaron a -70°C hasta su uso.

5.3. Preparacion de muestras para Microscopia Electronica de Barrido.

Se incubaron 2 x 10° trofozoitos/mL con 3 pug/mL de cada compuesto a evaluar a 37°C
por 48 h. Se centrifugaron a 1000 g durante 30 min, se decant6 el sobrenadante y el paquete
celular se lavo 3 veces al adicionar 1 mL de PBS y centrifugaciones a 3 g por 5 min. Al final,
se decanto el sobrenadante y el boton se fijo con glutaraldehido al 3% a temperatura ambiente

durante 2 h; los parasitos se almacenaron a 4 °C para ser observados por MEB.
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5.4. Evaluacion por Microscopia Electronica de Barrido.

Las observaciones se llevaron acabo en el Departamento de Microscopia Electronica,
del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM bajo la direccion de la Dra. Araceli Patron. Se
tomo una alicuota de cada muestra se coloco sobre cubreobjetos, previamente cubiertos con
poli-L-lisina, y se lavaron con PBS. Se fij6 con 1% de OsO4 por 30 min en 0.1 M de buffer de
cacodilato de sodio (pH 7.2), se deshidratdo con etanol, se secd a punto critico CO,. Las
muestras fueron cubiertas con oro y observadas en un microscopio electronico de barrido
JOEL JSM-5410 LV, se us6 una transmision de 15 kV a un aumento de 5000X y 7500X. Las

imagenes se editaron con un paquete de computo (Adobe Photoshop V. 6.0).

5.5. Obtencion de proteinas.

Para la recuperacion de las proteinas, los extractos se descongelaron y se sonicaron
con un equipo VibraCell (SONICS & MATERIALS INC.) durante 4 ciclos a 50 decibeles de
30 seg con intervalos de descanso de 1 min a 4°C*. Se determind la concentracién de
proteinas de cada extracto mediante el método modificado de Lowry (Apéndice Técnica 1).
Posteriormente las suspensiones se fraccionaron en alicuotas, que se congelaron a -70 °C

hasta su uso.

5.6. Electroforesis en una dimension.

La separacion de proteinas se llevo a cabo en geles de poliacrilamida de acuerdo a lo
establecido por Laemmli, 1970. Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% con 0.1% de
SDS (Apéndice Técnica 2). Se colocod por carril 30 ug de proteina, que fué solubilizada en
una solucién amortiguadora de Laemmli (2X, Sigma) en condiciones reductoras en una
proporcion 2:1, se incubd en bafio Maria por 5 min.*’Se utilizé una cdmara mini-Protean 3
(Bio-Rad). El voltaje aplicado fue de 80 V por 2 h. Se utilizaron marcadores de pesos
moleculares pretefiidos (Precision Plus, Bio-Rad). Los geles se tifieron con Azul de

Commassie y/o Sypro Ruby (Apéndice Técnica 4).
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5.7. Electroforesis en dos dimensiones.

Se solubilizaron 50 pg de proteina por cada tira, en una soluciéon amortiguadora de
rehidratacién con un volumen total de 125 pl. La muestra solubilizada se puso en contacto
con las tiras de gradiente inmovilizado de pH (IPG), de 7 cm de longitud y se emplearon dos
rangos de pH: 3-10 NL y de 4-7 L. Después de 16 h de rehidratacion, las tiras se colocaron en
la unidad Protean IEF para el isoelectroenfoque bajo las condiciones mencionadas en el
Apéndice (Técnica 3). Las tiras de IPG se equilibraron en dos soluciones amortiguadoras de
equilibrio, una con 0.13 M DTT y 0.32 M TAA. Se colocaron sobre geles prehechos de
poliacrilamida en gradiente de 4-12 % (Invitrogen) y sellados con agarosa al 5 %. La
separacion electroforética se llevo a cabo en una mini-caAmara XCell Sure (Invitrogen) a 200
V por 1 h a temperatura ambiente. Los geles obtenidos se recuperaron y se tifieron mediante

la técnica de Sypro Ruby (Apéndice Técnica 4).

5.6. Adquisicion y analisis de geles.

Los geles se capturaron en un fotodocumentador Chemidoc XRS (Bio-Rad), analizadas
mediante el programa Quantity One V 4.6 para una dimension, con lo que se determinaron,
PM, Rf, nimero de bandas producidas y su concentracion por la intensidad de pixeles. Para la
doble dimension se utilizd el programa PDQuest V 7.4.0. (Bio-Rad) con el que se determind
PM, pl, nimero de puntos e intensidad de pixeles. Para el registro de los geles, se
imprimieron en una impresora térmica (SONY). Los geles se secaron a temperatura ambiente

en monturas de acrilico.

Condiciones de captura
Tincion Coomassie Sypro Ruby
Sensibilidad 30-300 ng 1-2 ng / banda
Filtro Ambar Filter 3004 630BP30
Select aplication White Transillumination | UV Transillumination
Luz del equipo Trans UV Trans UV
Fondo Blanca Negra
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6. Resultados

6.1. Microscopia Electronica de Barrido.

En la Figura 12A y 12B se observan trofozoitos de G. intestinalis del grupo control,

que presentaron su morfologia clasica;'"***

cuerpo en forma de media pera, un disco
adhesivo en la region ventral anterior de la célula y los cuatro pares de flagelos (anterior,

posterior-lateral, caudal, y ventral).

En el caso de los parésitos incubados durante 48 h en presencia de 3ug/mL de MTZ y
de RSD-8 hubo cambios morfoldgicos. Despueés de la exposicion al MTZ (Figuras 12C-E),
los parasitos tuvieron cambios en su forma caracteristica, presentaron dafio en su superficie
gue produjo pérdida de su integridad en comparacion con los parasitos del grupo control, lo
cual expuso parte del interior de los parasitos. Hubo una disminucion en la longitud de los
flagelos caudales; en el disco ventral se observé dafio en el centro, en donde esta la union del
disco al resto del cuerpo. Todos los parasitos observados bajo el tratamiento con el MTZ
presentaron el mismo tipo de dafio. En el caso del compuesto RSD-8 (Figuras 12 F-H), se
encontr6 que hubo un dafio mas severo: los parésitos perdieron la estructura piriforme,
tuvieron dafios en su superficie, localizados en las mismas areas observadas en los parasitos
tratados con MTZ pero con un deterioro mas extenso. En el caso de los flagelos caudales, se
presentaron con una disminucién de su longitud. Se observaron mayores dafios en el disco
ventral, con respecto al tratamiento con MTZ, asi como en otras &reas que abarcaron tanto el
centro como los alrededores del disco. En la imagen F de la Figura 12 se observo que la
membrana superficial interna del disco ventral tuvo una alteracion en su constitucion,
aparentemente se present6 con una estructura mas laxa a diferencia de lo que se encontro en
los discos de los otros parasitos. Una caracteristica de los parasitos tratados es que en el
momento de su observacién al MEB se les encontré habitualmente en forma de racimos,

como se presentan en las imagenes 12E y 12H.
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Figura 12. Observacion mediante MEB de trofozoitos de G. intestinalis. Se comparan tres condiciones: en el
primero los parasitos no recibieron tratamiento alguno. Se presenta una vista dorsal (A) y una vista ventral (B), en la
que destaca el disco (dv), d y los flagelos: anterior (a); posterior-lateral (p); ventral (v) y caudal (c). Paréasitos tratados
con MTZ (C-E) y con RSD-8 (F-H) en ambos casos a una concentracion de [3 ug/mL] por 48 h.
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6.2. Separacion electroforética SDS-PAGE de extractos totales de proteinas.

Los analisis electroforéticos se hicieron bajo condiciones reductoras, asi como no
reductoras, empleando el mismo volumen de muestra para todos los casos. Se encontrd, que la
resolucion del patron electroforético es mejor en condiciones reductoras que en ausencia de f3-
ME y por este motivo que las comparaciones posteriores se hicieron bajo tales condiciones
(Figura 13).

La comparacion entre el patron electroforético de las proteinas de las muestras
incubadas a 24 y 48 h, mostré algunas variaciones; en el caso del MTZ, se observaron
modificaciones en la intensidad de las bandas situadas en el intervalo de PM de 250 a 75 kDa.
Mientras que, para el caso de las muestras tratadas con el RSD-8, las diferencias fueron mas
notorias a las 48 h, aparentemente hubo mayor cantidad de proteinas. La comparacion a
simple vista de los perfiles proteicos, bajo las dos concentraciones de compuestos, no mostrd

diferencia alguna entre los compuestos.

Los geles se capturaron, analizaron y compararon con el paquete computacional
Quantity One encontrandose diferencias cuantitativas que se graficaron en funcion de la
intensidad de pixeles de cada una de las bandas contra la distancia recorrida a lo largo de los
geles (Rf). Se hicieron comparaciones tanto de las concentraciones por compuesto como de
los tiempos de incubacién. Como se observa en las Figuras 14 y 15, graficas A y B, no se
presentaron diferencias en los patrones independientemente de la concentracion de compuesto
que se haya empleado; no obstante, el analisis computacional mostr6 que hubo regiones en los
gréficos que no pudieron ser empalmadas por diferencias encontradas por este tipo de analisis.
De igual forma se obtuvieron los densitogramas al comparar los tiempos de incubacion
(Figuras 14 y 15 graficas C y D), donde se observd que ademéas de las diferencias en
concentracion de cada banda detectada se presentd una variacién en el patron que dio
evidencia cuantitativa de las variaciones que acarrean el tiempo de incubacion en las proteinas

de la muestra.

Con la finalidad de obtener las condiciones que proporcionaran una mejor resolucion
en la separacion electroforética, se hizo un andlisis del efecto de diferentes sustancias
reductoras asi como la comparacion en ausencia, sobre el patron electroforético de las

muestras de parasitos no tratados (control). Como se observa en la Figura 16, la falta de un
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agente reductor (carril 1) no favorece la adecuada separacion electroforética de las proteinas;
mientras que la adicion del B—ME, como se muestra en los carriles 2 y 3, contribuye a una
adecuada desnaturalizacion de las proteinas y de esta forma una mejor separacion durante la
electroforesis. La diferencia entre las condiciones reductoras, se debe a que se emplearon dos
soluciones amortiguadoras: en el carril 2 se observa el efecto de la solucién amortiguadora
preparada en el momento que se emplea (1X), mientras que en el carril 3 se observa la misma
solucion amortiguadora pero elaborada comercialmente (2X), ajustadas a la misma
concentracion. Esta ultima condicién de separacion electroforética generd6 mejores
separaciones electroforéticas y la mejor resolucion de las proteinas de la muestra como se

observa en la Figura 16 y en el andlisis densitométrico (Figura 17).

Con la intencion de establecer que las diferencias, indicadas para las Figuras 13 a 15,
se debian al efecto del compuesto y no al tiempo de incubacion de los parasitos, se hicieron
separaciones electroforéticas de proteinas de parasitos incubados a 24 y 48 h (datos no
mostrados). El andlisis densitométrico mostré (Figura 18) que tuvieron la misma tendencia
que incluso se sobrepuso, debido a esto se evaluo el efecto de los compuestos a tiempo de
incubacién 48 h. Se presentaron diferencias con una clara resolucién, ademas de ser éste el
tiempo de incubacion empleado para determinar la Clsg, ensayo que se llevd acabo para

determinar la eficacia del compuesto.”®
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Figura 13. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas totales de G. intestinalis tratadas con MTZ y RSD-8. Geles
al 10% con 10 pL de muestra por carril. Analizadas en ausencia de agente reductor (carriles 1, 3, 5, 7) y con agente
reductor B-ME (carriles 2, 4, 6, 8). Los paréasitos fueron tratados in vitro con 3 pg/mL durante 24 h (carriles 1, 2); 5
png/mL durante 24 h (carriles 3, 4); 3 ng/mL durante 48 h (carriles 5, 6); 5 ng/mL durante 48 h (carriles 7, 8).
Como estandar se emplearon pesos moleculares pretefiidos (PM) Tefiido con azul de coomassie.
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Figura 16. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de G. intestinalis. Comparacion en un gel de una
dimension con 40 uL de suspensién de lisado de trofozoitos de G. intestinalis, en ausencia de
tratamiento carril 1, tratamiento con agente reductor preparado al momento de usarse (1X), tratamiento
con agente reductor comercial (2X).Pesos moleculares pretefiidos. Tefiido con Azul de Coomassie.
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Figura 17. Evaluacidon densitométrica del efecto de agentes reductores en la separacién
electroforética de muestras de parasitos. Comparacion de la separacion de proteinas de G.
intestinalis tratado bajo dos agentes reductores: preparado en el momento de uso (1X) y preparado

por el fabricante (2X).
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Figura 18. Comparacién de la evaluacion densitométrica de proteinas de G. intestinalis incubadas a
24y 48 h.

6.3. Electroforesis en una dimension.

El fraccionamiento electroforético de las muestras control (Figura 19) revelo la
separacion de 31 bandas con un intervalo de PM de 220 a 12 kDa semejante a lo reportado en
la literatura;'®*"*® mientras que las proteinas que presentaron mayor intensidad estuvieron
localizadas entre los 50 kDa, otras, también intensas, estuvieron alrededor de los 30 kDa. En
esta misma figura se muestran los patrones electroforéticos de las proteinas de paréasitos
tratados, con MTZ, RSD-8, asi como el control; las comparaciones globales de los patrones
electroforéticos de las proteinas mostraron variaciones dependientes del tratamiento
empleado. Luego del analisis de los geles mediante el paquete computacional comercial
Quantity One se comprobaron los intervalos de PM donde las diferencias entre las proteinas
fueron localizadas en los intervalos de 220 a 160 kDa, 93 a 55 kDa, 50 a 43 kDay 33 a 24

kDa sefialados en la Figura 19.

Se encontraron diferencias en comun en los tratamientos en bandas de proteinas,
localizadas en el intervalo de PM de 163, 24 y 14 kDa, que aparentemente no se expresan en
los tratamientos, asi como una proteina que se expresd para ambos tratamientos y que no fue
localizada en el control a 120 kDa. En el intervalo de PM de 65 a 30 kDa se encontré una
reduccién en la expresion de proteinas, mucho menor durante el tratamiento con MTZ; los
resultados indican que en este intervalo de PM se encontraron los mayores efectos sobre la
expresion de las proteinas luego de los tratamientos con los compuestos. Se encontraron
variaciones que podrian ser exclusivas del tratamiento al que se sometieron los parasitos. En

comparacion con las proteinas del grupo control se encontré que para el MTZ, hubo
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desaparicion de bandas a los 194 y 45 kDa, mientras que, para el RSD-8, lo fue a los 227 y
206 kDa. De acuerdo a los densitogramas obtenidos, para cada uno de los tratamientos, en
donde se realizo la comparacion con los perfiles de las proteinas en el control (Figura 20)
destacan las siguientes observaciones: En general, hay un patrén similar. Para las muestras de
los parasitos tratados con MTZ es notoria la disminucion en la cantidad de proteina detectada,
no asi para el RSD-8 en el que la cantidad de proteina aparentemente esta en cantidades
similares a las del grupo control. Hay cambios notables, para ambos tratamientos, en las zonas
correspondientes a los valores de Rf de 0.1 (140 kDa), 0.3 (60kDa), 0.5 (35kDa) y, solo para
el tratamiento con MTZ, en 0.55 (31kDa). En el intervalo de Rf de 0.65-0.7 (28-25 kDa) hay
un aumento de la expresion de proteinas relacionadas con los tratamientos de los parasitos con

los compuestos.

PM Control MTZ

kDa
250— .
150—
100—

75— nm

50—

37—

—

Figura 19. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de G. intestinalis bajo tratamientos. En geles al 10%,
se fraccionaron electroforéticamente 30 ug de proteina, bajo condiciones reductoras. Las muestras control y
las tratadas con 3 pg/mL de MTZ y 3 ug/mL de RSD-8. a: 220-160, b: 82-57, ¢: 50-43 y d: 33-24 kDa.
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Figura 20. Comparacion por densitometria del andlisis electroforético de proteinas de G. intestinalis.
Los densitogramas se obtuvieron mediante Quantity One a partir de la imagen de la figura 19. Se compar¢ el
patron electroforético dado por las muestras de los parésitos control y los tratados con MTZ y RSD-8.

6.4. Electroforesis en dos dimensiones.

En la Figura 21A se presentan mapas protedmicos de extractos obtenidos de
trofozoitos de G. intestinalis. El cual se logré luego del isoelectroenfoque de las proteinas en
tiras IPG de pH 3-10 no lineales, de 7 cm y de su separacion electroforética en segunda
dimension en geles de gradiente comerciales; las condiciones de separacion se describen en el
Apéndice (Técnica 3). En el mapa protedbmico 21A se observd que la mayoria de las proteinas
presentan una naturaleza acida que van en un intervalo de pl de 4 a 6.8 y se registro un
promedio de 108 proteinas. Debido al intervalo donde se localizaron y con la finalidad de
lograr una mejor separacion de éstas, se decidid obtener mapas protedmicos aplicando el
isoelectroenfoque con tiras de pH 4-7 lineal, de 7 cm. Uno de los geles resultantes tefiidos por
Sypro Ruby con proteinas del control se muestra en la Figura 21B. Se logré mejorar la

resolucion y enfoque de las proteinas bajo estas ultimas condiciones y en lo sucesivo se
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utilizaron tiras de pH 4-7 para efectuar las comparaciones de los mapas protedmicos de los
parasitos tratados luego de su tratamiento con MTZ y RSD-8. En la Figura 22 se muestran los
mapas protedmicos obtenidos de las proteinas de trofozoitos tratados con MTZ y RSD-8;
tuvieron un promedio de 102 y 119 proteinas respectivamente. Con la finalidad de apreciar
mejor cudles proteinas presentaron cambios en su expresion, en comparacion con las
proteinas del control, se empalmaron los geles. Para lograr una mejor comparacion y
apreciacion de los cambios en las proteinas detectadas en los geles, éstos se dividieron en 8
regiones, se seleccionaron por los cambios mas evidentes en la expresion de las proteinas y
que presentaban una mayor resolucion e intensidad, ademas de que variaban
significativamente de un tratamiento con respecto al otro. La localizacion de proteinas, con
base a su PM y pl, se muestran en la Tabla 2. EI nimero de proteinas detectadas fue con base

en la interpretacion del analisis de los mapas protedémicos mediante el software PDQuest.

Tabla 2. Analisis comparativo de proteinas de G. intestinalis control, y tratadas con 3 pg/mL de
MTZ y RSD-8. Se muestran PM, pl y nimero de proteinas encontradas en los proteomas.
Region PM, pl Control MTZ RSD-8
A 90.4-79.2, 4.91-4.59 - 7 15
B ~70, 4.82-5.02 4 4 4
C 57-54, 5.44-5.26 3 5 3
D 53-50, 5.92-5.64 6 5 2
E 33.6-26(~33), 6.0-5.0 9 10 10
F 37.7-29, 7.0-5.87 10 10 6
G 24-15.5, 6.4-5.87 7 7 5
H 46.1-22.2,4.82-4.4 15 1 10
Numero de proteinas totales. 96 102 119
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Figura 21. Mapas protedmicos de proteinas de G. intestinalis. Las proteinas se procesaron por
isoelectroenfoque en tiras IPG 7cm. Posteriormente las proteinas se fraccionaron electroforéticamente en geles
de poliacrilamida en gradiente de 4-12%. Finalmente los geles se tifieron con Spro Ruby. Las imagenes se
analizaron mediante el software PDQuest. En A se muestran las proteinas separadas por isolectroenfoque en
tiras IPG pH 3-10 NL y en B, en tiras IPG de pH 4-7. En el carril individual se colocaron marcadores de PM
no tefiidos.

-38 -



Resultados

MTZ

PM (kDa)

250—

150—|

100—|

75—

50—

37—

25—

20—

15—

10—

PM (kDa)

250—|

150—

100—|

75—

50—

37—

g

25—

20—

15—

10— =

Figura 22. Mapas proteémicos de proteinas de G. intestinalis tratadas con 3 ug/mL MTZ y RSD-8
respectivamente. Proteinas separadas por isolectroenfoque en tiras IPG pH 4-7 lineal. En el carril individual se
colocaron marcadores de PM no tefiidos.

-39 -



Resultados

Regidn A. En esta regidén no hubo expresion de proteinas para el control a diferencia
de los parésitos tratados, que presentaron un numero mayor de proteinas asociadas al
tratamiento con RSD-8 'y con MTZ 15y 7 respectivamente.

Regidon B. Se localizaron 4 proteinas en los 3 casos; en el control con una baja
expresion, en el caso del MTZ, fue la mas clara expresion de las cuatro proteinas.

Regién C. Se observaron 3 proteinas, que dependiendo del tratamiento, se expresaron
con diferente intensidad; en el control y el RSD-8 hubo 3 proteinas, variando la intensidad de
estas, en el caso del MTZ se observd la expresion de 5 proteinas, una de ellas tuvo la mayor
expresion de todas. Las proteinas con mayor expresion en cada caso fueron diferentes como
se observa en el PM y el pl.

Regidn D. Se encontrd la expresion de 6 proteinas en el control; para el caso del RSD-
8 disminuyeron a 2 de los cuales una presentd6 mayor intensidad. En el caso del MTZ se
encontraron 5 proteinas, en donde una de ellas tuvo la mayor expresion con respecto a todas
las observadas bajo este tratamiento.

Region E. Se detectd a esta region como la que podria ser la caracteristica de los
mapas protedmicos. Se encontraron 9 proteinas en el control, la distribucion de las proteinas
de mayor expresion (31 kDa y 5.3 pl; 27 kDa y 5.4 pl; 25 kDa y 5.2 pl) podria estar situada
en los vertices de un tridngulo imaginario. En el caso de la proteina de 31 kDa, se observan 4
proteinas con el mismo PM que podrian corresponder a isoformas. Para el MTZ, las isoformas
mencionadas varian en intensidad y resaltan dos de ellas teniendo una un aumento en su
expresion en comparacion con las encontradas en el control. En el caso de RSD-8, aunque la
distribucion es semejante a la observada en el control, se encontr6 que la proteina de 25 kDa y
pl 5.2 podria aparentemente haber dado origen a dos proteinas, las cuales pudieran
corresponder a productos de degradacion o de modificacion.

Regidn F. Se encontraron hasta 10 proteinas, las cuales fueron semejantes en nimero
tanto para el control como para el tratado con MTZ, pero con diferencias en su expresion,
localizacion e intensidad. En los paréasitos tratados con MTZ se encontré un aumento en la
expresion de las proteinas de menor peso molecular, mientras que en el caso del RSD-8,
aparte de que disminuyd el nimero de 10 a 6, se expresaron con mayor intensidad las de
mayor peso molecular.

Region G. Se encontraron 7 proteinas, el nimero de ellas no cambid entre el control y
los tratados con MTZ, no obstante, la intensidad de algunas proteinas aumentd y su
localizacion se modifico con el tratamiento; mientras que en el caso del RSD-8 disminuy6 a 5
al igual que la intensidad y solo tres de ellas tuvieron una mayor expresion que las observadas
para el grupo control.

Region H. Se encontr6 la expresion de hasta 15 proteinas en el control, y s6lo una en
el tratamiento con MTZ y 10 con el RSD-8; las proteinas del grupo control, comparadas con
las del grupo tratado con RSD-8, tuvieron una expresion diferencial tanto en cantidad como
en localizacion en los mapas protedmicos.

Otra region sefialada, caracteristica para el proteoma tratado con RSD-8. Region R.
son 6 proteinas ubicadas en el mismo pl con diferente PM en un rango de 50 a 25 kDa.
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7. Discusioén de resultados.

En lo que se refiere a la morfologia de los parasitos, se encontrd que hay un efecto
semejante de los compuestos ensayados sobre los trofozoitos; los dafios fueron visibles a nivel
ultraestructural de los parasitos, ya que afectaron la superficie, los flagelos y el centro del
disco ventral; segln las observaciones en la Figura 12, los paréasitos tratados con RSD-8
presentaron dafios mas severos que con MTZ. Llama la atencion que aunque los compuestos
tienen una estructura molecular distinta (el MTZ es un 5-nitroimidazol y el RSD-8 es un
bencimidazol) y por lo tanto un mecanismo de accion diferente, generaron dafios semejantes,
aunque el hecho de que el RSD-8 haya producido mas dafio, podria estar relacionado con su
estructura bencimidazolica. Por las observaciones hechas en microscopia electronica de
barrido no hay posibilidad alguna de establecer cuéles proteinas podrian estar involucradas en
el dafio a los parasitos; sin embargo, a través de estudios inmunoquimicos se ha demostrado
que Giardia tiene tubulina, presente en el disco ventral, en lo microtibulos flagelares y en la
membrana plasmatica; asi como giardinas, que en sus diferentes isoformas, forman parte del
citoesqueleto, y son la principal proteina del disco, con excepcién de la regidon central
formada por tubulina. Por el deterioro en el citoesqueleto y en el centro del disco
posiblemente la proteina dafiada fue la tubulina.®**’ En la Figura 12F, se observé dafio en el
disco por lo que cabria la posibilidad de que otras de las proteinas dafiadas por el RSD-8

I 18, 46,47
)

fueran las giardinas, Unicas proteinas del citoesqueleto en el disco ventra por lo que se

produce su fragmentacion.

En estudios anteriores® se sugirié que el ABZ (un derivado del bencimidazol) puede
tener su efecto primario en G. intestinalis por unién a las proteinas del citoesqueleto, ya que
pierde su capacidad de adherirse a las microvellosidades intestinales y de obtener nutrientes,
lo que causa la muerte del paréasito. Parece que el ABZ puede tener una alta toxicidad en G.
intestinalis porque afecta estructuras del citoesquelético del disco ventral (tubulina y/o
giardina). En este mismo sentido la evidencia obtenida de estudios ultraestructurales apoya la
teoria actual de que el MTZ afecta a los protozoos al romper las membranas internas de la

célula, via la generacion de radicales libres por la reduccién del grupo nitro de la molécula.*

En relacion a la formacién de agregados de parasitos (Figuras. 12E y 12H), pudieran
tener relacion con el efecto que los tratamientos producen sobre algunos componentes de la

superficie de los trofozoitos, como pudieran ser los carbohidratos o las proteinas variables de
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superficie (VPS), debido a su que expresion se altera luego del tratamiento con compuestos
como la NTZ y el MTZ, * Io cual pudiera ser el motivo de que ellos se adhieran unos con
otros; debido a que en ausencia de tratamiento, los parasitos se pueden adherir uno con otro,
pero nunca en agregados. Esto puede explicar las dificultades que se tuvieron al inicio del
proyecto en relacion a la cuantificacion de proteinas; ya que no era posible la homogenizacion
de las muestras y la Unica forma para obtener una suspension homogénea de las muestras fue
la ultrasonicacion. Esta método permitié una mejoro ruptura celular, la desagregacion entre
parasitos y por lo consiguiente, se obtuvo una adecuada homogenizacién de las muestras,

como lo realizado en otros trabajos.*!

Al comparar estos resultados con los estudios realizados por Cedillo-Rivera en el afio
2002," donde trofozoitos tratados con nitazoxanida presentaron a nivel de MEB, alteraciones
morfoldgicas semejantes a las encontradas en el presente trabajo como modificaciones en la
morfologia, degradacion en la membrana asi como en el disco ventral. También se observo
disminucion en la longitud de los flagelos. Estas observaciones podrian corresponder a los
efectos de compuestos nitroheterociclos que producen en los trofozoitos de Giardia. Con esto
se comprobo que este estudio presenta resultados congruentes y sustentados con la literatura,

que nos permiten entender mejor el mecanismo de accion de los compuestos.

Luego de haber observado las alteraciones morfoldgicas que produjeron los
compuestos en los parasitos, se continu6 con la evaluacion de la expresion de proteinas, para
lo cual se hizo una electroforesis como se observa en la Figura 13. Con la finalidad de
estandarizar el andlisis electroforético primero se determind el comportamiento de las
proteinas bajo condiciones reductoras y no reductoras, para ello se empleo el B-ME (un agente
reductor) para comparar las muestras sin tratar y tratadas con dicho agente. En general, se
encontro que la mejor separacion se lograba cuando las muestras eran tratadas con el agente
reductor.

Una vez que las imagenes se adquirieron con el fotodocumentador, se llevd a cabo el
analisis densitométrico de los carriles de cada uno de los geles, el cual se muestra en las
Figuras 14 y 15. Se observo que no hay diferencias entre las muestras tratadas con las dos
concentraciones distintas de los compuestos, no asi cuando se evaluaron con tiempos de
incubacion de 24 y 48 h (Figuras 14 y 15 Gréaficas. C-D). Con los resultados de los patrones
electroforéticos de las proteinas después de los tratamientos, se encontrd que el efecto de los

compuestos era independiente de su concentracion.” Por esta razén se decidié realizar el resto
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de los ensayos empleando la concentracion de 3 ug/ml. Considerando que esta concentracion
era suficiente para evaluar el efecto de los compuestos, ademéas de poder aprovechar al
méaximo la cantidad de compuesto disponible. Por otro lado se encontré que el patron proteico
obtenido de la separacion electroforética de las muestras es dependiente del tiempo de
incubacion de los parasitos con los compuestos, por lo que al prolongar el tiempo de
exposicion, el dafio a nivel de proteinas fue mayor.

Ya que se determind el tipo de efecto del agente reductor en la separacion
electroforética y con la intencién de obtener la mejor resolucion de la separacién, se evalud el
efecto del agente reductor, ya sea preparado en el laboratorio o del comercial (Figura 16).
Segun lo obtenido, la mejor resolucion en la separacion de las proteinas se logré con el
reactivo comercial, lo cual podria deberse a la forma en que se preparé el reactivo (Figura 17).

Una de las principales complicaciones durante el desarrollo del trabajo experimental,
se dio al efectuar la cuantificacion de proteinas de las muestras de los parésitos. En un
principio, se considero que las muestras proteicas tenian propiedades semejantes a las que se
venian manejando en el laboratorio, se decidié emplear el método de Bradford mediante
reactivos comerciales, pero al procesar diluciones seriadas y determinar los valores de
absorbencia, se encontr6 que habia variabilidad en las mediciones; ademéas de que se observé
que el colorante se precipitaba. Esto se explico a lo descrito en la literatura en relacion al
reactivo comercial que se estaba utilizando;*" donde se establece que si la muestra contiene
sustancias que puedan ser incompatibles con el método de ensayo de proteinas, como por
ejemplo algun surfactante, se produce la precipitacion del reactivo y con ello una disminucion
en el valor real de la concentracion de proteinas presente en la muestra. Por esta razén, se
considero que de acuerdo a la forma particular en que habian sido obtenidas las muestras de
proteinas de los parasitos podrian haberse acarreado sustancias que interfirieran con la
cuantificacion y por ello producir precipitados. Ante esta situacion se decidid utilizar otro
sistema que tuviera un fundamento diferente para cuantificar proteinas. Por lo consiguiente se
utilizé el ensayo modificado de Lowry comercial (DC Protein Assay, Bio-Rad), el cual no
genero interferencia alguna al llevar a cabo las determinaciones. Sin embargo, ain cuando
inicialmente se obtuvieron resultados positivos, no fue posible tener repeticiones confiables y
ello motivé a seguir buscando otras estrategias de cuantificacion. Se recurrid a la estrategia de
cuantificacion basada en la técnica original de Lowry, la cual requirié que todos los reactivos
fueran preparados en el laboratorio, asi como de otro sistema comercial (2-D Quant Kit) en el
que se utilizaron urea, CHAPS y DTT; ya que estos reactivos mejoran la solubilidad de las

muestras para la cuantificacion y nuevamente, en ninguno de los casos se lograron obtener
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resultados confiables. Con la finalidad de eliminar errores técnicos durante los ensayos
(empleando una proteina comercial: albimina sérica bovina), tuvieron que ser repetidos en
varias ocasiones, llegando a la conclusion de que las muestras proteicas estaban implicadas en
los errores de medicion.

Ante la ineficacia de cuantificacion de los métodos empleados, se decidié hacer una
estimacion de la concentracién de las proteinas de forma cualitativa, comparando las
separaciones electroforéticas de las muestras con las de las diferentes concentraciones de
albumina sérica bovina. El gel resultante de la electroforesis mostré un patron semejante a
una curva de valoracion visual de la concentracion de proteinas y con base en ella se hizo una
comparacion de las muestras. Esta estrategia permitio tener un estimado de la concentracion
de proteinas en las muestras, gracias a ello se pudo iniciar el andlisis electroforético con
concentraciones conocidas de las muestras. Al mismo tiempo que se iniciaron los andlisis
electroforéticos de todas las muestras, se continu6 buscando alguna estrategia de

cuantificacion que permitiera obtener resultados confiables y reproducibles.

Por los problemas encontrados, se consideré que durante el procesamiento de las
muestras debian tenerse en cuenta la variabilidad de un lote de muestras a otro. Esto se
considerd porque durante los andlisis electroforéticos, en algunas ocasiones las muestras
parecian tener aglomerados en los que las particulas eran dificiles de disgregar; ante esto,
revisando la literatura, se decidié aplicar lo publicado por Guimaraes (2003)*. En este
trabajo, con la finalidad de obtener suspensiones homogéneas de muestras de extractos de
parasitos, se establecié que era necesario aplicar una ultrasonicacion. La intensa agitacion
producida destruye las membranas celulares, asimismo las estructuras subcelulares e incluso
solubilizar complejos proteicos. Se aplico en frio para evitar el sobrecalentamiento de las
muestras que podria provocar la desnaturalizacion de las proteinas.>

A partir de la aplicacién de esta estrategia de disgregacion se lograron obtener
suspensiones homogéneas, las cuales podian ser cuantificadas exitosamente mediante el Kit
comercial “DC Protein Assay”, ya antes empleado.

Durante el analisis electroforético de 2D se considero que una de las causas mas
frecuentes de interferencia en los analisis, fue la presencia de sales en las muestras.>*** Por
esta razon, una de las estrategias utilizadas fue el empleo de las columnas cromatograficas
comerciales Micro Bio-Spin. Sin embargo, se encontré que la concentracion de las proteinas
disminuy0 en las muestras desalinizadas; la evaluacion de las columnas con otras muestras

diferentes mostré que no eran las muestras de Giardia las que estaban produciendo el
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problema de la pérdida de proteinas, sino que eran las columnas quienes retenian a las
proteinas durante la desalinizacion. Pero al observar que en los geles unidimensionales no
hubo diferencia entre el patron electroforético de la muestra dializada y sin dializar, indicando
que la concentracién de sales en este caso no afecta el corrimiento electroforético. Por lo que

se decidid utilizar las muestras sin dializar para su analisis.

Una vez que se establecieron las condiciones electroforéticas, se continué con el
andlisis unidimensional comparando el patron electroforético de las muestras tratadas con el
control. Un gel representativo de ello se muestra en la Figura 19 y su respectivo analisis
densitométrico (Figura 20). Los cambios méas notorios se presentaron en 50 kDa donde estan
localizadas las tubulinas y el grupo de proteinas alrededor de 30 kDa (Figura 19 Region D) en
las cuales estan unas proteinas nombradas giardinas.'® Estudios realizados por el grupo de
Clark y Holberton en 1988 encontraron que estas proteinas estaban definidas en 5 bandas en
electroforesis SDS-PAGE.*" Con estos resultados se consideré que ya estaban las condiciones
de evaluacion de las muestras mediante electroforesis bidimensional.

Para el andlisis en 2D, una de las primeras decisiones que se tomaron consistio en
aplicar el isoelectroenfoque en tiras IPG con un intervalo de pH amplio 3-10 NL, con lo que
se considerd que se lograria separar eficientemente a todas las proteinas que estuvieran
presentes en el extracto de G. intestinalis. Uno de los mapas proteémicos obtenidos bajo esta
estrategia se muestra en la Figura 21A. Observamos que en comparacion con los geles
obtenidos en una dimension, hay una menor cantidad de proteinas reveladas luego de la
tincion con Sypro Ruby. Esto se debe a que no todas las proteinas contenidas en las muestras
logran ser incluidas en los analisis en 2D, debido a las limitantes de la técnica como son: alto
peso molecular y grado de hidrofobicidad de las protefnas,® cantidad de proteina empleada y
tipo de tincién usada.*’

En los mapas protedmicos obtenidos se encontré que las proteinas se concentraron
dentro de los intervalos de PM de 75 a 20 kDa y de pl de 4 a 6. Una explicacion de porque la
mayoria de las proteinas estan localizadas dentro de estos intervalos, podria tener relacion con
que los trofozoitos de G. intestinalis se encuentran en el intestino humano que brinda un
ambiente de pH 4-7 y por esto las proteinas mantienen estas caracteristicas encontradas en los
geles.™ El patron de separacion de las proteinas por 2D fue similar a lo presentado en un
trabajo de investigacion publicado bajo condiciones semejantes.*’

Debido a que en los mapas protedmicos iniciales se encontr6 que la mayoria de las

proteinas estaban localizadas en el intervalo de pH de 4 a 6, se decidié emplear tiras IPG con
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un intervalo de pH 4-7, con la finalidad de ampliar la ventana en la que se estaban
visualizando las proteinas para mejorar los perfiles proteicos. Esto se muestra en la Figura
21B, donde se observd una mejor resolucion de las proteinas en estudio, mostrando
semejanzas a lo ya publicado.”” Los resultados obtenidos bajo estas condiciones se
consideraron los Optimos para llevar a cabo los mapas protedmicos de las muestras y la
comparacion del efecto que pudieran tener los compuestos en la expresion de las proteinas.
Luego de su tincién con Sypro Ruby y el empleo del programa computacional
PDQuest, se encontrd que en los mapas protedmicos finales se detectaron aproximadamente
96 proteinas. Se puso especial interés en un grupo de proteinas situadas ~30 kDa y pl entre 5 a
6.5 (Figura 21A, Region E). Estas proteinas se encontraron expresadas de forma abundante,
que por las caracteristicas mencionadas podrian corresponder a giardinas, proteinas del
citoesqueleto exclusivas en este tipo de parasitos, localizadas en las microcintas dentro del
disco ventral.***"*° La a-giardina esta implicada en la integridad estructural del disco por sus
interacciones con otras protefnas en las microcintas o los puentes de enlace.’® Se plantea que
las giardinas podrian mantener la estructura del disco, el cual se une al epitelio intestinal del
hospedero, por lo consiguiente cualquier situacion que desestabilice su estructura o su
expresion puede impedir la adherencia del parésito.>® Otro grupo de proteinas hacia las que se
puso atencion fueron las tubulinas, proteinas localizadas en el intervalo de 50-60 kDa,
presentan un pl de 5. Por las caracteristicas indicadas, podrian corresponder a las incluidas en
la region C (Figura 21B). Las tubulinas constituyen a los microtabulos y en los parasitos en
estudio se les ha encontrado que forman parte del disco ventral, de los cuerpos medios y de
los flagelos.*” Es conocido que cualquier fenémeno que altere la estructuracion de los
microtubulos, como la presencia de agentes fisicos o quimicos, produce que las células o los
organismos pierdan su soporte mecanico, ya que participan en el mantenimiento de la forma
celular; también se cree que forman parte en la organizacién interna de las células, son
considerados agentes de motilidad intracelular por lo que el transporte de materiales de un
compartimiento de membrana a otro depende de la presencia de microtibulos y la
interrupcion especifica de estos elementos citoesqueléticos detiene los movimientos.®! De
acuerdo con las comparaciones entre los mapas proteémicos obtenidos y lo reportado en la
literatura para las proteinas mencionadas, es posible que algunas de las proteinas estén
incluidas en las regiones de los mapas proteémicos indicados; sin embargo, la adecuada
identificacion de las proteinas tendria que ser llevada a cabo mediante inmunoquimica o

espectrometria de masas.>”®
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Con las condiciones establecidas para la electroforesis en 2D y la distribucion de las
proteinas en los mapas protedmicos del control, se obtuvieron los proteomas de las muestras
tratadas con MTZ y RSD-8. La buena resolucién de los mapas, permitié establecer que el
patron proteico encontrado era diferente para algunas proteinas, luego de su comparacion con
los mapas protedmicos del grupo control, por lo que se supuso que se debian al efecto que los

compuestos podrian tener en la expresion de las proteinas.

En el caso de las muestras tratadas con MTZ se encontrd que sus proteomas tenian una
distribucion similar al del grupo control. Sin embargo, una de las diferencias mas notables fue
el numero de proteinas, ya que se encontraron alrededor de 102 contra las 96 del grupo
control. Es posible que el compuesto haya producido cambios en la expresion de las proteinas,
tanto que haya propiciado la ruptura de algunas de ellas o bien, que haya inducido a la
expresion de otras proteinas, como las que se destacan en la regién A de la Figura 22. Las
cuales fueron encontradas bajo las mismas caracteristicas de expresion y localizacion que las
tratadas con RSD-8 (Figura 22). Se ha establecido que el mecanismo de accion del MTZ es
por medio de su grupo nitro, el cual sufre reacciones redox al interactuar con la PFOR
generando especies reactivas de oxigeno “ROS”, causando dafios en las proteinas del parasito,
lo que a la postre lo lleva a la muerte.* Uno de los mecanismos de defensa de los organismos
contra tales sustancias reactivas, es por medio de la produccién de proteinas como la
tiorredoxin reductasa y peroxidasa, las cuales tienen como funcién eliminar especies ROS.*
Pudiera ser que la cantidad de especies ROS producidas por el MTZ permite una mayor
actividad de estos o bien, no permite que el parasito la produzca en gran cantidad para
protegerlo del dafio.

En lo referente a los proteomas de las muestras tratadas con el compuesto RSD-8, se
encontrd que la distribucion de las proteinas también es semejante a las encontradas en los
mapas protedomicos de las muestras control. Al igual que con el MTZ se encontraron mas
proteinas (119 de 96 del control). Segln lo que se observa, bajo el tratamiento con RSD-8, el
alto deterioro de los parasitos se correlaciona con la supresién e induccion de la expresion de
ciertas proteinas; estas Ultimas se aprecian en la region R de la Figura 22, las cuales sélo se
encontraron expresadas en los proteomas de las muestras tratadas con RSD-8. No hay
evidencia actual de como es que el compuesto RSD-8 podria estar afectando a las proteinas;
ya que dicho compuesto se disefi6 como parte de una generacion de bencimidazoles con
modificaciones estructurales cuyo principal objetivo es optimizar su actividad farmacoldgica,
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a fin de disponer de farmacos mas selectivos, menos toxicos, con mejor farmacocinética y

disminuir problemas de formulacién debidos a su solubilidad o estabilidad inadecuadas.®

Debido a su estructura bencimidazdlica se propone que el RSD-8 podria utilizar un
mecanismo de accion semejante al Sulfoxido de Albendazol (SOABZ) ya que ambos
compuestos son analogos del bencimidazol. EI SOABZ es un benzimidazol que evita la

polimerizacién de la tubulina, especificamente por su interaccién con la B-tubulina.®*®2

Bajo estos analisis no es posible establecer cual podria haber sido la causa del aumento
en el numero de proteinas, ni si tal efecto fue de manera directa o indirecta mediante la
modificacion de alguna ruta metabodlica, que indujera la sintesis de algunas proteinas de
proteccion.

Es necesario aclarar que durante las comparaciones entre los proteomas de las
muestras de parasitos tratados y control, se compararon las proteinas que presentaron los
cambios mas claros, mientras que las proteinas que se encontraron con una baja intensidad de

expresion se descartaron para su analisis.

Por los resultados de los analisis de las proteinas sometidas al efecto de los
compuestos, es claro que la estrategia experimental realizada (analisis de ultraestructura,
evaluacion electroforética en una y dos dimensiones), emplea herramientas eficientes que
ayudan a evaluar el efecto de cualquier compuesto en parasitos. Esto permite conocer cuales
son las proteinas blanco involucradas, cuando los estudios se contindlan con sistemas de
identificacion, como lo es la espectrometria de masas. Estas estrategias han venido siendo
consideradas como de vanguardia en el estudio de farmacos o sustancias con potencial
farmacoldgico, ya que brindan la oportunidad de establecer los blancos de accion de las
sustancias en estudio.**** Por lo anterior, el presente trabajo de tesis abre un mundo de
oportunidades para efectuar estudios semejantes en diferentes parasitosis en los que se

busquen evaluar posibles nuevos farmacos.
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8. Conclusiones

1.

El patrén en la expresion de proteinas de G. intestinalis se modificé ante la presencia de
compuestos giardicidas, RSD-8 y MTZ, afectando su estructura y la expresion de
proteinas, por lo tanto se acepta la hipétesis.

Se observaron alteraciones en la morfologia de los trofozoitos a nivel de MEB, después
del tratamiento con los compuestos, los cuales estuvieron principalmente localizados en la

membrana, los flagelos y la regién del disco ventral, para ambos compuestos.

El compuesto RSD-8 demostrd tener mayor dafio sobre la estructura de los trofozoitos con

respecto al MTZ.

Los patrones electroforéticos de los extractos totales de los parasitos demostraron que son
utiles para evaluar si hay efecto en la expresion de proteinas, luego del tratamiento in vitro

con los compuestos.

En los andlisis electroforéticos en una dimension se encontrd que mientras mayor sea el
contacto de los paréasitos con los compuestos, mayor es el efecto producido. En el caso de
las concentraciones utilizadas de los compuestos éstas no influyeron en las alteraciones de

los patrones electroforéticos.

Hubo diferencias en el patron electroforético de los extractos de parasitos que se trataron

con MTZ y RSD-8, comparados con el control.

Se obtuvieron los mapas proteémicos de extractos totales de trofozoitos de G. intestinalis
dentro de un intervalo de pH de 3-10 NL, en tiras de 7 cm, y se encontro que la mayoria

de las proteinas son de naturaleza 4cida situadas en el intervalo de pl de 4 a 6.

Se observo un mayor nimero de modificaciones en las muestras tratadas con el RSD-8, en

comparacion con las producidas por el MTZ.

Se encontraron regiones que en base a su peso molecular y punto isoeléctrico, que
concordaban con proteinas de citoesqueleto, tales como la B-tubulina y las a-giardinas, las

cuales fueron modificadas por los tratamientos.
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Perspectivas.

Debido a que algunas proteinas sufrieron cambios en su expresion por efecto de los
compuestos, estas se podrian identificar mediante la técnica de espectrometria de masas. Con
base en los resultados obtenidos, se podria determinar el tipo de proteinas y cuéles son sus
funciones en el parasito. Con ello, cabria la posibilidad de relacionarlas con un posible
mecanismo de accién del derivado estudiado. Por otro lado, con el empleo de la microscopia
electronica de transmision se podria establecer cual es el dafio que se produce sobre el disco
ventral y el interior del cuerpo del parésito, asi como alteraciones en ndcleos, microtubulos,
microcintas, etc. Las evaluaciones bioquimicas e inmunoquimicas, podrian ayudar a
establecer la localizacidn de los cambios que se inducen en las proteinas, ya sea por el efecto
directo o indirecto de los compuestos. Es posibilidad, que se pudiese determinar el
mecanismo de accion de los compuestos, asi como detectar exactamente a la proteina blanco o
bien, con base a la interaccion con las proteinas, los compuestos podrian ser redisefiados bajo
un esquema de disefio racional de farmacos que permitiese encontrar un agente farmacoldgico

mas eficiente, de los que existen actualmente en el mercado.
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Apéndice.
Técnica 1. Cuantificacion de proteinas por el kit Protein Assay DC (Bio-Rad).
63,64

Es una técnica modificada de Lowry.

Protocolo para microensayo en placa (NUNC Apogent de 96 pozos de fondo plano).

Reactivo A: Solucidn alcalina de tartrato de cobre.
Reactivo S: SDS.

Reactivo A’: 20 uL S+ ImL A*

Reactivo B: Reactivo de Folin diluido.

Proteina estandar: ~ ASB fraccion V (SIGMA).
*Preparar en el momento de usarse.

A. Se preparo una solucion stock de 10 mg/ml de albumina (Sigma) diluida en el mismo
buffer que la muestra a cuantificar Se realizd una curva patron como se menciona a
continuacion.

(pL) (L) Conc.
Sol. stock Buffer de la | mg/mL
10mg/mL de ASB muestra.*

0 200 0
10 190 0.5
20 180 1
40 160 2
60 140 3
100 100 5

*Si se desconoce el buffer de la muestra se
emplea agua Milli-Q.

B. Se preparé el reactivo de trabajo al adicionar 20uL del reactivo S por cada mL de
reactivo A

C. Determinacion.

1. En una placa, se depositaron 5 pL por duplicado de cada concentracion de la
curva estandar y de las muestras experimentales a analizar.

2. Se adicionaron 25uL de reactivo A se agregaron 200uLde reactivo B por pozo.
Se agito suavemente la placa.

3. Seincub6 15 min a temperatura ambiente y se leyo a 750 nm en el lector BIO-
TEK instruments Microplate EL 307C.
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Técnica 2. Electroforesis unidimensional.
Geles de poliacrilamida al 10% con 0.1% de SDS, de 8 X 5.5 cm.
Preparacion de geles.
1. Se prepararon por separado por separado las mezclas del gel separador y concentrador
como se indica en la tabla 1.

2. Se depositd primero el gel separador y al polimerizar la solucion concentradora al 4% se
coloca el peine.

Tabla 1. Soluciones requeridas para la preparacion de los geles de poliacrilamida.

Soluciones Gel concentrador Gel separador
Concentracién del gel | 4% 10%
Acrilamida-bisacrilamida 30% 1.33 mL 10 mL
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 25mL | e
Tris-sHCI1.5MpH88 | = memeeee 7.5mL
SDS 10 % 100 pL 300 ulL
H,O Milli-Q 6.1 mL 12.05 mL

Adicionar hasta el momento de hacer el gel.
TEMED 10 pL 15 pl
PSA 10 % 50 uL 150 puL

T Cantidades necesarias para preparar 4 mini-geles.
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Corrimiento electroforético.

1. Colocar los geles en la cAmara de electroforesis Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis Cell,
de 12 x 16 x 18 cm (Bio-Rad). Llenar con la solucion amortiguadora de corrida
necesaria para cubrir los geles.

2. Preparacion de la muestra. La muestra se descongelo a temperatura ambiente y se tomo
una alicuota equivalente a 30 ug de proteina, posteriormente se solubilizé en una
proporcion 2:1 en una solucion amortiguadora comercial de Laemmli 2X (Bio-Rad).
Inmediatamente se colocaron las muestras en ebullicion en bafio Maria por 5 min.

3. Enseguida, las muestras se aplicaron en el gel. Se utiliz6 una fuente de poder Power
Pack 1000 (Bio-Rad), se aplicaron 50 V el tiempo necesario para que las muestras
entren en el gel concentrador. Para la separacion de las proteinas se ajustaron las
condiciones de fraccionamiento a 80 V durante 2 h aproximadamente.

4. El seguimiento de la electroforesis se hizo mediante la visualizacion del corrimiento del
azul de bromofenol, se detuvo hasta que el frente de la muestra llego a 0.5 cm del borde
inferior del gel.

Solucién amortiguadora de
almacenamiento

Cantidad
Tris base 18.15¢g
H,O destilada 100 mL
Ajustar a pH 8.8
SDS 10% 4 mL
H,O destilada 400 mL

Solucién amortiguadora de corrida 5X

Cantidad
Tris base 99
Glicina 43.2 g
SDS 39
H,O destilada 1L

-56 -



Apeéndice

Técnica 3. Electroforesis bidimensional.

1. Preparacion de la muestra.

Se tomo una alicuota equivalente a 50 pg de proteina, segin lo recomendado por el
fabricante. La muestra se resuspendié en una solucion amortiguadora de rehidratacion, para
solubilizar las proteinas, evitar la agregacion, promover la desnaturalizacion, y reduccion de
todas las proteinas en la muestra.

2. Primera dimension.

PASO 1. Hidratacion en tiras IPG.

1. Se depositaron 125 uL de la mezcla que contiene la muestra (Solucion A) a lo largo de un
carril de una charola de hidratacion de 7 cm de longitud.

2. Se coloco cuidadosamente la tira, con el gel hacia abajo en el carril que contenia la
muestra.

3. Cada se cubri6 con 1 mL de aceite mineral y se incubo 16 h a temperatura ambiente.

PASO 2. Isoelectroenfoque.

1. Se empleo una charola de isolectroenfoque de 7 cm; se coloco un puente de papel filtro
sobre cada electrodo de platino que corresponden al &nodo y catodo del carril a utilizar. Se
impregno cada puente con 8 uL de agua Milli-Q.

2. Se sacaron de la charola de rehidratacion las tiras se colocaron en la charola de
isoelectroenfoque con el gel hacia abajo. El gel debe hacer contacto con el puente y el
electrodo correspondiente. Se cubrid cada tira con 1 mL de aceite mineral.

3. La unidad IEF se programo con las siguientes condiciones. La temperatura base de la
unidad es 20°C. La corriente maxima por tira fué de 50 pA.

Paso 1: 100 V, 30 min rapido
Paso 2: 3000 V, 3 h lineal

Paso 3: 4000 V, 65000 V/h rapido
Paso 4: 50 V, 16 h rapido

4. Los puentes se cambiaron entre los 60-120 min, después de iniciada la corrida.

Si no se podia continuar con el procedimiento terminada la corrida, las tiras se almacenaron a

-70°C.

Paso 3. Equilibrio de la primera dimension.

1. Se removid la tira de la charola de isoelectroenfoque y se coloco sobre papel filtro con el
gel hacia arriba.

2. Solucion amortiguadora de equilibrio (Solucién B). 50 mg de DTT con 5 mL de solucién
amortiguadora de equilibrio y se incubo la tira por 15 min en agitacion. Al terminar se
incubo con 125 mg de IAA en 5 mL de solucién amortiguadora de equilibrio, 15 min en
agitacion. Se retiro la tira y enjuago por ambos lados con agua Milli-Q.

3. Segunda dimension SDS-PAGE.

1. En la camara XCell Sure Lock Mini-Cell (Invitrogen) se corrio la segunda dimensién
en geles prehechos comerciales Gel casete NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris ZOOM,
1.0 mm (Invitrogen).

2. Se coloco latira en el pozo grande del gel con el lado (+) junto al pozo de los PM, se
sello el canal con 200 pL de agarosa de bajo punto de fusion, liquida 0.5%. Se espero
a que solidifique.

3. En el pozo pequerio se colocaron 3 uL de pesos moleculares no tefiidos (Bio-Rad).
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4. Se adiciono entre los 2 geles solucion amortiguadora de corrida comercial MES-SDS
NuPAGE (Invitrogen), suficiente para cubrir los pozos

5. Las condiciones de corrida de los geles fueron: Paso 1: 50V, 30 min., Paso 2: 200 V, 1
h. El seguimiento de la electroforesis se hizo mediante la visualizacion del corrimiento
del azul de bromofenol presente en la agarosa.

*Solucidn de rehidratacion.
Concentracion final Cantidad requerida
Urea 8M 069
CHAPS 2% 0.025¢g
Azul de bromofenol 0.002 % 25puL
H,O Milli-Q Aforar a 1.25 mL
A. Solucién amortiguadora de rehidratacion con la muestra.
Concentracion final Cantidad requerida
Urea' 8 M 0.0096 g
CHAPS 2% 0.0004 g
Muestra® 50 pg proteina 20 uL
DTT (stock 132.8mg/mL) 1.3% 2.6 uL
Buffer IPG® 2% 25ul
Solucion de rehidratacion*. Aforar a 125 pL
V7 por tira
*La urea aumenta el volumen de la muestra por lo que se debe aforar hasta que se encuentre totalmente

disuelta.

Ejemplo para una muestra de concentracion 2.5ug/ul. La cantidad de muestra a poner debe contener
50ug de proteina.

°El buffer IPG a emplear sera en relacion al tipo de tira que se utilice (3-10NL, 4-7).

B. Solucién amortiguadora de equilibrio.
Concentracion final Cantidad requerida
1.5 M Tris base, pH 8.8 50 mM 1.173 mL
Urea® 6 M 12.612 g
Glicerol® 30 % 12.075 mL
SDS 2% 0.7¢9
Azul de bromofenol 0.002 % 70 pL
H,O Milli-Q Aforar a 35mL
! Pesar 18.15¢ diluir en 50 mL de agua Milli-Q ajustar el pH a 8.8, aforar a 100 mL y filtrar a través de 0.22
m.
2 Ea urea aumenta el volumen de la muestra por lo que se debe aforar hasta que se encuentre totalmente
disuelta.

®Se emplean 5.17 mL de glicerol al 87 % para preparar 15 mL de glicerol al 30 %.

Agarosa 0.5%. Disolver 500 mg de agarosa de bajo punto de fusion en 10 mL de

buffer de corrida 10X adicionar 20 uL de azul de bromofenol y aforar a 10 mL con agua
Milli-Q.
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Técnica 4. Tincion de proteinas en geles de poliacrilamida.

1. Tincién con Azul de Coomassie.

Procedimiento:

1. Secoloco el gel 1 02 h en una solucion al 0.2% de azul de Coomassie (Tabletas Phast

Gel Blue R-350, Pharmacia,).

2. Para eliminar el exceso de colorante se coloco el gel en una solucion de destefiido qué

finalizo cuando las proteinas eran visibles y el fondo del gel transparente.

Solucion de destefiido
Agua 250 mL
Metanol 200 mL
Acido acético | 50 mL

2. Tincion con Sypro-Ruby.

Protocolo rapido.

Fijar
1.
2.
3.
4.

5.
6.

El gel se coloco en un recipiente apto para calentar en microondas.

Se agregaron 100 mL de solucion para fijar, se agito moderadamente por 15 minutos a
temperatura ambiente.

Posteriormente se desecho la solucion y se agregaron 60 mL de Sypro Ruby. El
recipiente se cubri6 de la luz.

Se calent6 15 segundos en microondas y se agit por 5 minutos a temperatura ambiente.
Repetir dos veces mas, durante 10 segundos en el microondas.

Se agito moderadamente 15 minutos a temperatura ambiente.

Se retiro el Sypro Ruby y se lavo.

Lavar

7.

8.

Se paso el gel a un recipiente con 100 mL de solucion de lavado por 30 miny se cubri6
de la luz.
Al finalizar se lavo con agua Milli-Q 2 veces por 5 min.

Solucién fijadora (200 mL)* Solucién de lavado (100 mL)*
Metanol 100 mL Metanol 10 mL
Acido acético 14 mL Acido Acético 7 mL
Agua destilada chp. Agua destilada cbp.

*Volumen empleado para geles chicos 8 X 6.7 cm.
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