“f%‘”‘"ﬂ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
el DE MEXICO

5
2

FACULTAD DE QUIMICA

EFECTO DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
SOBRE LOS TROFOZOITOS DE Giardia lamblia

T E SIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA:

Yanet Martinez Padilla

MEXICO, D.F. 2013



http://ivisiverson.hi5.com/friend/group/799796--FACULTAD%2BDE%2BQUIMICA%252C%2BUNAM--front-html

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE:
VOCAL:
SECRETARIO:
ler. SUPLENTE:

2° SUPLENTE:

Profesor: Q.F.B. Abel Gutiérrez Ramos
Profesor: Dr. Abraham Landa Piedra
Profesor: Q.F.B. Eduardo Bonilla Espinosa
Profesor: Dra. Ruth Edith Martin Fuentes

Profesor: Q.F.B José Cordero Hernandez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR DE Taenia solium, FACULTAD DE MEDICINA UNAM.

ASESOR DEL TEMA:

SUSTENTANTE:

Dr. Abraham Landa Piedra

Yanet Martinez Padilla



EL PRESENTE TRABAJO DE TESIS SE REALIZO EN EL LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR DE Taenia solium DEL DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA DE LA FACULTAD DE MEDICIA, UNAM. BAJO LA DIRECCION DEL
DR. ABRAHAM LANDA PIEDRA. ESTE TRABAJO DE INVESTIGACION FUE APOYADO
POR EL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA (CONACyT) CON LOS
CONTRATOS 80134-M y 176925, (DESARROLLO DE FARMACOS BIOLOGICOS CONTRA
LA Taenia solium). LA ALUMNA YANET MATINEZ PADILLA RECIBIO BECA DEL
PROYECTO (CONACYT 80134M CON NUMERO DE BECARIO 14956).



INDICE

RESUMEN. ...t s e e e r e e s n s s e e e e e rn e r e eeas 6
1.- INTRODUCCION
1.1 Giardia lamblig. ......veiiiieiee 6
248 =1 o] (o (=10 710 (oo | - AR 8
IBRC 31 =T [T 1S3 oo 9
R I == 01T (o TR 10
1.5 Péptidos antimiCrobian0S....cueveeveeieririeirieriersserieraerasnnranresnns 10
1.6 Clasificacion de péptidos antimicrobianoS......ccveveverieveririennraenennn 11
1.7 Mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos............. 12
P2 O I N =] 1P 17
- OBJETIVOS. ...t e e e e r e e e e e e n e r e e n e e e 18
4.1 MATERIALES Y METODOS
4.2 Estrategia experimental......ccovverriniririrrerrr e 19
4.3 Material DiolOgICO. . uuuniiiiii i 20
4.2 REACHVOS. ceututueueurnrrsrsrirersrarasara s s s s s s s s s s s s s s e e e e nns 20
4.3 Modelo experimental
4.3.1 CultiVOo de CePAS...iiirruririerririireiirir s e nnaeas 21
4.3.2 Curvas de CreCimieNntO. . .cuuvererierernrirrrrnrssnnassnerasenene. 21
4.3.3 Ensayos de péptidos IN VitrO....ccecveeverierieiarirenrnsnnnnnns 22
4.3.4 Ensayos de microscopia electroniCa.......ccveevariereernnnnnn.. 22
5.- RESULTADOS . ... ciiiiiiiirrerarasssa s sansasasnsnsasanansasansasasansnsannnsnsnnnes 23
B.- DISCUSION......ciiieee e e e e e e e e eeeeeeeeeeees e e e s e e e e e e e e e e e e e e e s nnnn e e e 31
7.- CONCLUSIONES.....ciiiiiiiiiiiariresa s s sa s s ssasansassasansansansasansansanss 34

8.- REFERENCIAS. ...t s s s s s s s s e e e nnnes 35






RESUMEN

Giardia lamblia es un parasito protozoario que infecta al humano, se aloja en el
intestino delgado y causa la giardiasis, una enfermedad caracterizada por
diarrea y sindrome de mala absorcion. Presenta una distribucion mundial con
mayor incidencia en las regiones tropicales y subtropicales, su infeccion
puede transmitirse por agua contaminada con quistes, asi como de persona a
persona en grupos con deficiente higiene. Existen varios tratamientos para la
giardiasis, siendo el metronidazol la primera eleccién, aunque también se utilizan

el albendazol y el mebendazol.

Una propuesta para el tratamiento de la giardiasis son los péptidos
antimicrobianos. Estos péptidos son secretados por células epiteliales vy
leucocitos como los macréfagos y neutrofilos en mamiferos, poseen
propiedades quimiotacticas, modulan el sistema inmune y son un puente entre
la inmunidad innata y la adaptativa. Se clasifican de acuerdo a su tamafio,
conformacion  estructural, ubicacion de sus puentes disulfuro, tipo de
aminoéacidos, carga e hidrofobicidad. Su papel principal es causar dafio a los

organismos por medio de su unibn a membranas y la lisis de los mismos.

Nosotros evaluamos el efecto de varios péptidos en cultivo determinando la
viabilidad del trofozoito. EI péptido Palm-Lys-Lys-NH, es un péptido sintético,
derivado del &cido palmitico de acuerdo con nuestros resultados, fue el mejor
para destruir la membrana de los trofozoitos de G. lamblia , segun la literatura

este péptido es activo en Gram + y algunos hongos.

Para el ensayo con los péptidos implementamos una curva de crecimiento para
elegir cantidad de trofozoitos con la que se realizarian todas las curvas de
viabilidad con los diferentes péptidos. Se determiné la movilidad y morfologia a
nivel macroscépico, asimismo también observamos el dafio en los trofozoitos a
nivel de microscopia electrénica. Los ensayos mostraron que los péptidos Palm-
KK y Palm-KGK fueran los mas efectivos disminuyendo la viabilidad (mayor a
~80%) y destruyendo a los trofozoitos, lo que sugiere que estos péptidos utilizan el

mecanismo de lisis.



INTRODUCCION

La Giardia lamblia también conocida como Giardia intestinalis o Giardia duodenalis
es un parasito cosmopolita que causa la giardiasis. Se aloja en el intestino delgado
y se multiplica por division binaria, un pH ligeramente alcalino favorece su
desarrollo. El ciclo de vida tiene dos fases el trofozoito o forma vegetativa y el
quiste, este ultimo es la forma infecciosa. El trofozoito es periforme, mide 12 a 15
pm por 5 a 9y 1 a 2 de espesor, tiene disco suctor, axostilo, dos nucleos con
cromatina central, cuerpo parabasal, vacuolas en el citoplasma, borde y surco
paradiscal, ribosomas microtubulos, endomembranas y depdsitos de glucdgeno,
flagelos y blefaroplastos. El quiste es ovalado y mide aproximadamente 15 um de
longitud y 10 um de ancho con una morfologia ovalada en su citoplasma contiene
ndcleos, microtubulos, un cuerpo parabasal, vacuolas, axonemas, fragmentos del

disco suctor y un cuerpo medio[6].
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Figura 1. Morfologia del trofozoito y quiste de Giardia lamblia. Tomado de www. giardiasis-

g2.blogspot.com.

Las infecciones por Giardia son causadas por alimentos o agua contaminada, de
forma directa por el contacto ano-mano-boca. Como minimo es necesario ingerir
10 quistes para que la infeccién se establezca [14]. También puede tomarse en
cuenta la contaminacion por medio de los animales infectados surgida por la

convivencia con éstos [ 33 ].



La infeccidn se inicia cuando accidentalmente se ingiere el quiste a su entrada
por el tracto digestivo es expuesto al contenido acido gastrico provocando la
ruptura del quiste que se transforma en trofozoitos, estos llegan al intestino
delgado donde el pH es favorable, se adhieren al epitelio intestinal y se multiplican
por fision binaria. Los trofozoitos pasan a través del intestino delgado y llegan al
colon en donde ocurre el enquistamiento este se produce cuando los trofozoitos
entran en contacto con las sales biliares, cuando el quiste se forma sale de la
persona infectada por medio de las heces. La mayoria de las infecciones son
asintomaticas pero en algunos casos la infeccion puede cursar con diarrea o

sindrome de mala absorcion después de un periodo de incubacion de

aproximadamente de 12-19 dias [ 4,11,14,16,22 ].
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Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia. El quiste entra en el hospedero pasa por el
estdmago y continua hasta el intestino delgado, donde se transforma en trofozoitos, se
divide y pasa al colon donde se enquista. Los quistes salen del hospedero en las heces

(tomada de www.cdc.gov/parasites/giardia).
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Epidemiologia

Anton Van Leeuwenhoek fue el primero en observar un trofozoito de Giardia en
1681, analizando al microscopio sus propias heces diarreicas. Sus observaciones
fueron retomadas més tarde por Brian J. Ford [57]. La distribucion mundial de
Giardia lamblia tiene mayor prevalencia en las regiones con clima tropical. Se
estima que alrededor de 200 millones personas presentan la enfermedad en Asia,
Africa y Latinoamérica, cada afio aumentan a 500,000 los casos nuevos [14, 38,
52]. En México se calcula que hay 9 millones de personas parasitadas por Giardia.
Segun algunos reportes la infeccion depende de factores como la edad,
aproximadamente solo 2% de los adultos estan infectados mientras que en los

nifios de 1-5 afios las cifras fluctian entre 4-42%[41].

Development index per
region
|| High (55.4%)
Bl Medium-high (54.3%)
|| Medium-low (55.5%)

B Low (56.6%)

Figure 3. Seroprevalencia de Giardia lamblia basada en la clasificacion regional de

desarrollo econémico [41].



Diagnaostico.

El diagnéstico de la giardiasis debe ser considerado en pacientes con diarrea
aguda, persistente especialmente si se trata de nifios de 1 a 5 aflos 0 en
aquellos pacientes con antecedentes de viajes a zonas endémicas. No existe el
método que permita detectar con un 100 % de eficacia a G. lamblia, se cuenta con
algunas pruebas, la mas utilizada es el examen directo o en fresco que se basa en
detectar los quistes en las heces sin embargo, aproximadamente en un 50% de
los casos no se pueden detectar los quistes en las heces. Ademas del examen en
fresco, dentro de los estudios de rutina se incluyen los coproparasitoscopicos
(CPS) que se basan en la concentracion del parasito en heces. Estos
procedimientos de concentracion de las heces son los mas empleados y permiten
observar muestras con pequefias cantidades de organismos que pueden ser
omitidos en las observaciones directas. Basicamente existen dos técnicas

fundamentales:
e Concentracion por flotacion centrifugacion (método de Willis)
e Concentracion por sedimentacion centrifugacion (método de Faust).

Ambos permiten separar y observar formas parasitarias entéricas, cabe mencionar
que de estas dos técnicas se derivan una serie de metodologias con variantes

diferentes, pero con un mismo fin que es identificar parasitos.

En el caso de pacientes que presentan diarrea crénica, malabsorcion y los
examenes de heces son negativos, puede ser necesario recurrir al estudio del
contenido duodenal o una biopsia del duodeno, sin embargo estos métodos son

poco empleados.

Actualmente, se estd usando la serologia como diagnostico, algunas de las

técnicas que se usan son:

e Reaccion de inmunofluorescencia indirecta (RIFI) utiliza anticuerpos
monoclonales en la deteccion del antigeno GSA 65 o CWP1, alcanza una
sensibilidad del 82,3% y una especificidad de 86,9%.
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e El método de ELISA utiliza el antigeno de superficie GSA-65 para detectar
quistes y trofozoitos, posee un 95% de sensibilidad y un 99% de
especificidad [49].

e La aplicacion del PCR en el diagnéstico de giardiasis utiliza distintos
iniciadores que amplifican secuencias especificas del gen de la giardina,
gen HSP o el gen de la subunidad 18S-rRNA, comparado con la

microscopia o6ptica, el PCR tiene una mayor sensibilidad [50,44].

Otros tipos de diagndstico utilizan sueros que detectan antigenos parasitarios en

las heces mediante pruebas de inmunoprecipitacion.
El diagnostico resulta mas preciso si varios de los métodos se combinan.
Tratamiento

Para esta parasitosis existen varios tratamientos siendo el de primera eleccién el
metronidazol [34,14]. El metronidazol actda en los trofozoitos, cuando la piruvato
ferredoxin oxido reductasa (presente en la via anaerdbica de Giardia lamblia),
dona electrones a el grupo nitro del metronidazol, reduciéndose este y generando
radicales toxicos para los trofozoitos causandole dafio en su estructura [34].
También pueden usarse algunos Benzimidazoles como albendazol y mebendazol,
estos medicamentos actian inhibiendo la polimerizacion de tubulina dando como
resultado un deficiente ensamble de los microtubulos provocando una falla en la

unién de los trofozoitos a la pared intestinal [14].
Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMPSs) son una de las primeras barreras de defensa
contra los patdgenos, en los Ultimos afios han sido investigados como posibles
alternativas en tratamientos de infecciones ocasionadas por bacterias, hongos y

virus, solos o en combinacion con antibioticos [28,5,44].

Los AMPs son parte del sistema inmune innato de diferentes organismos
vertebrados e invertebrados (bacterias, hongos, y animales) y pueden producirse
de forma sintética [45,40,5]. Generalmente los AMPs estan compuestos

aproximadamente de 15 a 45 residuos de aminoacidos, se han identificado mas de
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750 péptidos antimicrobianos con diferentes blancos de accion muchos de estos
tienen efecto contra bacterias, parasitos, hongos y virus [28], ademas de
propiedades antitumorales, lo que los hace buenos candidatos como alternativa de

tratamientos.

Actualmente, existen varias maneras de clasificarlos, de acuerdo a su
conformacion estructural, composicion de aminoéacidos y carga, también pueden
ser clasificados por su modo de accién [28,40,39]. Los péptidos catidnicos son
ricos en arginina y lisina, mientras que los péptidos a aniénicos son ricos en acidos
aspartico y glutdmico. Algunos péptidos anionicos contienen metales como el zinc.
La carga de los péptidos catiénicos va a depender de su composicion y se cree
que los de mayor carga + son mas activos que los péptidos menos cargados o
neutros. La hidrofobicidad caracteristica de algunos péptidos, les permite
insertarse dentro de la bicapa lipidica, y mediante la amfipaticidad pueden
interactuar con las regiones polares y apolares de la bicapa. La tabla 1 presenta
algunas caracteristicas de varios péptidos, origen y su efectividad contra algunos
organismos. En cuanto a su conformacion y estructura, los péptidos
antimicrobianos pueden clasificarse, por sus estructuras secundarias, como son a-

hélices y laminas 3.

Tabla 1. Péptidos antimicrobianos y sus caracteristicas mas importantes.

Nombre Carga | Estructura Origen Efectividad
Citropin + a-hélice Rana litoria citropa | Contra S. aureus
Gram +
Histatin 5 + Saliva humana C. albicans, HIV.
Palm-KGK, + Derivados sintéticos | S. aureus. Dermatofitos.
del acido palmitico | Cocos Gram+ multiresistentes (S.
Palm-KK conjugado a aureus, E. fecalis, R. equi, S.
residuos de pyogenes. C. albicans. C. neoformans
Palm-KKK aminoécidos.
Omiganan + a-hélice Analogo de la Bacterias Gram +y Gram —
Indolicidina. Candida sp.
Aislado de granulos
de neutrofilos en
bovinos.
Temporinas + a-hélice Secretado en la piel | Leishmania
AyB de larana
temporaria
LFH + Proteina | Saliva humana. Streptococcus mutans Vibrio
transferrina | Leche cholerae, E. coli
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El papel principal de los péptidos antimicrobianos es la lisis directa de
microorganismos, sin embargo también se les han descrito propiedades
guimiotacticas y moduladoras en el sistema inmune y de esta forma constituir un

puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa.

Existen diferentes modelos de actividad antimicrobiana dentro de los cuales estan
- Formacion de poros transmembrana
- Ataque a componentes intracelulares.

El m&s estudiado actualmente es la formacion de poros a través del cual se
enlazan los péptidos a la bicapa lipidica de la membrana este enlace puede ser de

tres formas diferentes:

“Barrel stave” En este modelo los péptidos se insertan en la membrana, la parte
hidrofobica, se alinea con los acidos grasos presentes en la membrana y la parte
hidrofilica queda expuesta al centro de la bicapa, esta forma de alinearse en la

membrana asemeja un barril [3,39].

Nature Reviews | Microbiology
Figura 3. EI Modelo de barril (Barrel stave) que muestra la insercion de los péptidos

antimicrobianos (Tomada de Brogden, Kim 2005).
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Modelo carpeta”, en este los péptidos se acumulan en la superficie de la bicapa
cubriendo la superficie de la membrana celular como una carpeta. En altas
concentraciones estos péptidos interrumpen la continuidad de la membrana y se
insertan en la membrana en paralelo a la bicapa lipidica, mediante sus regiones

hidrofobicas. Las regiones polares de los péptidos quedan expuestas al exterior,

de modo que actuan de manera similar a los detergentes formando micelas [3,39].

"l‘:l"()‘lltl“l_lI)»-‘(!’)J’T(l_:)"li.ljl"Iljtllll'f_‘lbll(lll!)!'l‘l'l]”

Figura 4. Modelo de carpeta donde se observa que los péptidos antimicrobianos se

acumulan en la membrana formando una superficie parecida a una carpeta (Tomada de
Brogden, Kim 2005).
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“Poro toroidal” Este modelo es muy similar al modelo de barril con la diferencia

gue los péptidos se insertan en la membrana permitiendo que las regiones polares

de ambas capas de la membrana se unan, asi los lipidos de la membrana forman

una curva alrededor de los péptidos [3,39].
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Modelo de poro toroidal, se observa como los péptidos antimicrobianos se

Figura 5.

insertan en la membrana mientras que los lipidos de la membrana forman una curva

alrededor de ellos (Modificada de Brogden, Kim 2005).
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Algunos autores refieren que los AMPs activan cascadas intracelulares, inhiben

sintesis de proteinas, incluso degradan proteinas requeridas en la sintesis del

ADN [3,39].

- - Alters cytoplasmic membrane
Inhibits cell-wall (inhibits septum formation):
synthesis: PH-39, PR-26, indolicidin,
Marsacidin microcin 25

\ '/ Activation of autolysin;
¢ il H mtylmuramayl - -alaning
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Binds to DNA: Inhibits DNA, RNA and | | Inhibits enzymatic activity:
Buforin II, tachyplesin | | protein synthesis: Histatine, pyrrhocoricin,
e | Pleurocidin, dermaseptin, | | drosocin and apidaecin
PR-39, HNP-1, HNP-2,
indolicidin

Nature Reviews | Microbiclogy

Figura 6. Mecanismos de accién intracelulares de los péptidos antimicrobianos (Tomada de

Brogden, Kim 2005).
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Recientemente, se han identificado cepas de G. lamblia resistentes al
metronidazol y albendazol. Esto hace necesario la busqueda de nuevas opciones
de tratamiento. Existe una gran variedad de farmacos en fase de investigacion,
que han demostrado tener efecto in vitro, algunos de ellos son: la rifampicina,
bitionol, diclorofeno, pirimetamina, fusidato de sodio, la cloroquina y la mefloquina.
Sin embargo su eficacia ha sido limitada por su rapida absorcién en el intestino.

Los AMPs por sus propiedades antes mencionadas abren una opcién para

generar nuevos farmacos en contra de la giardiasis.

17



HIPOTESIS

De acuerdo con las caracteristicas de los péptidos antimicrobianos, tendran

un efecto toxico sobre los trofozoitos de G. lamblia.

18



OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el efecto de varios péptidos sobre los trofozoitos de Giardia lamblia

cultivados in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Implementar la técnica de cultivo para el protozoario G. lamblia

Determinar la curva de crecimiento de los trofozoitos.

Observar el efecto de varios péptidos antimicrobianos sobre trofozoitos in vitro.

Microscopia electronica del efecto del péptido antimicrobiano Palm-KK sobre los

trofozoitos.

Determinar la DLsg del Palm-KK

19



MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental

.

Implementacion del cultivo de
trofozoitos de Giardia lamblia.
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Material biolégico

La cepa WB de Giardia lamblia fue proporcionada por el CINVESTAV, IPN, la
cepa fue cultivada en medio TYI-S-33 a pH 6.8, complementado con 10 % de

suero bovino adulto.
Reactivos

Péptidos antimicrobianos. Todos los péptidos antimicrobianos fueron
sintetizados quimicamente usando el método Fmoc/But en fase solida. Los
péptidos fueron analizados por cromatografia de liquidos. Los péptidos fueron
liofilizados y secados. Soluciones de 1mg/ml del péptido fueron preparadas en

agua destilada.

Colorante azul tripan. Para preparar la solucién de azul tripan, se utilizaron 0.4 g
del mismo en 10 mL de agua destilada. Se esteriliza por filtracion en membranas
0.22um.

Mezcla de antibioticos. Un vial comercial que contiene penicilina (1000,000

Ul/ml) y otro vial que contiene estreptomicina a 100000 mg/mL.

Medio de cultivo: Para 1,000 mL de medio se agregan las siguientes cantidades:

Peptona biotriptasa 30g
Dextrosa 10g
K2HPO4 1.0g
KH2PO4 0,69
NacCl 2.0g
Cisteina 2.0g
Ac. Ascorbico 0,29
Citrato férrico de amonio 22,8mg

Ajustar el pH dentro entre 6.8-6.9, esterilizar en autoclave o por filtracién 0.22um.

21



Al final se aifade el suero bovino fetal al 10% y bilis bovina al 0.1 %.

Solucion de Paraformaldehido 4%. Este reactivo se prepara al momento de
realizar el ensayo de fijacion. Para 5 mL se pesan 0.2 g en un matraz Erlenmeyer
con tapa y se agregan 5 mL de agua destilada, se calienta la solucién a 60°C,
hasta que se vea transparente, esta solucion no debe dejarse hervir. Cuando la

solucion este transparente se enfria a 4°C por 10 min.

Glutaraldehido: Este reactivo comercial se toma directo de su empaque, debe

estar protegido de la luz.

Solucion fijadora: se prepara agregando 3mL de la solucién de paraformaldehido
al 4% y 108pL de glutaraldehido al 70%, guardar a 4°C.

Modelo experimental.

Cultivo de la cepa: Colocar un tubo con un cultivo de trofozoitos sumergido
en hielo por 10 minutos aproximadamente, posteriormente dentro de una
campana de flujo Ilaminar, tomar 200 pyL del cultivo con una pipeta y
adicionarlos a un tubo estéril, tomar aproximadamente 7 mL el medio de
cultivo TYI-S-33, incubar a 37°C.

Curva de crecimiento

Para elegir el indculo a usar en el experimento se realizaron curvas de crecimiento

con diferentes inéculos del parasito.

De un cultivo de 48 horas se obtienen los trofozoitos, el cultivo (tubo) se coloca a
4°C por 10 min con la finalidad de que los trofozoitos se despeguen del vidrio.
Posteriormente en condiciones de esterilidad tomar 1 mL del cultivo y centrifugarlo
a 735 Xg/5min, desechar el sobrenadante y resuspender el botén en 450 uL de
PBS, agitar con la pipeta, tomar 50 pL de esta dilucion y agregar 50uL de la
solucion de azul de tripan, resuspender y tomar aproximadamente 15 puL para
llenar la camara Neubawer. Realizar el conteo en el microscopio con el objetivo
de 10y, Unicamente los trofozoitos muertos se tifien de azul. Después de obtener
la cantidad de trofozoitos que hay en 1 mL, se realizan el calculo para los indculos
que se probaran (50,000, 100,000, 150,000, 200,000 trofozoitos). Colocar cada
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inocul6 en viales estériles posteriormente agregar la cantidad necesaria de medio
de cultivo para obtener un volumen final de 1.5 mL, en total seran 16 tubos, 4
por cada indculo. Realizar la primera cuenta a las 24 horas de cada indculo, tomar
un tubo y desprender los trofozoitos como se explicé anteriormente, la cuenta de

los trofozoitos se realiza a las 48, 72, 96, 120 h.

Ensayo con los péptidos: Tomando del mismo cultivo de 48 horas, se inoculo
con 100,000 trofozoitos (150 pL) en un tubo ependorff estéril de 0.6 mL.
Agregar 150 pL de cada una de las diluciones del péptido, para el control se
cambian los 150 pL el péptido por H,O estéril. EI experimento se llevara a cabo
con 3 concentraciones a los tiempos (3, 6, 24, 24,48,72,96 hrs) cada una de las
concentraciones sera por duplicado més el control. Al término de cada uno de
los diferentes tiempos, centrifugar a 735 Xg/5min al finalizar la centrifugacion
colocar el tubo en la campana de flujo laminar, tomar 50 yuL de cada una de
las diferentes concentraciones colocarlos en un tubo ependorfy agregar 50 pl
de azul tripan, resuspender, llenar la camara de Neubawer, observar al
microscopio 6tico con el objetivo de 10X, contar la cantidad de trofozoitos vivos,
muertos, inmoviles y redondeados, Las cantidades restantes de cada uno de
los tubos se utilizaran posteriormente para el ensayo de fijacion para

microscopia electronica.

Microscopia electrénica: Terminado el experimento, centrifugar los parasitos a
735 Xg por 5 min en condiciones de esterilidad, retirar el sobrenadante de y
realizar 3 lavados con PBS de 10 min. Se adicionan 0.5 mL de la solucion fijadora
a los parasitos y se incuba 1 h a temperatura ambiente para finalmente guardarlos
a 4°C. Finalmente, las muestras se incluyen en epon 812 para realizar los cortes

para la microscopia.

23



RESULTADOS:

En el primer experimento se realiz0 una curva de crecimiento con diferentes
inodculos para determinar el crecimiento 6ptimo de los trofozoitos en un volumen de
0.6 mL. En la figura 1 puede observarse que todos los inoculos probados
siguen una cinética de crecimiento en forma de campana de Gauss. El
inocul6 de 100,000 trofozoitos fue el mejor para obtener una curva de crecimiento,
puesto que comparado con los otros, muestra el mayor crecimiento (5X10°)
de trofozoitos en 72 horas en un cultivo de 0.6 mL, en contraste el menor
crecimiento fue observado para los otros inéculos de 5000, 15000 y 200000 y
donde su crecimiento maximo se alcanzé a las 96, 72 y 48 horas
respectivamente. Asimismo, en todos los casos se determiné la viabilidad de los
parasitos, observando la movilidad en microscopia Optica y tifiéendolos con azul
tripan. Los trofozoitos fueron tomados de tres puntos de las curvas, a la mitad de
la curva ascendente, punto maximo y a la mitad de la curva descendente de

crecimiento. Se observo una viabilidad que fue de 49, 100 y 33%.

4 N\

Curva de crecimiento

=@==inoculo

50000
=f=inoculo
100000
inoculo
150000
=== inoculo

200000

Cantidad de trofozoitos

Tiempo (horas)

- J

Fig.1.El grafico muestra el crecimiento de los trofozoitos de Giardia lamblia uilizando
diferentes inoculos através del tiempo (0-120 h) en cultivo de 0.6 ml.
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Determinado el inoculo, la curva de crecimiento y el punto donde se tomarian los
trofozoitos, se realizaron los ensayos de incubacién de los trofozoitos con 10
péptidos antimicrobianos a las concentraciones de 0, 100, 200 y 300 pg/mL (Tabla
). En cada ensayo se determind la viabilidad del parasito, la movilidad y el dafio
que sufre el trofozoito. La movilidad de cada uno de los ensayos realizados con los
péptidos fue calculada comparando el nidmero de los trofozoitos moviles en el
control y en cada uno de los trofozoitos de los ensayos tratados con los péptidos.
Se calculo él porcentaje de viabilidad tomando al control como 100%. El dafio fue
determinado por la presencia o ausencia de las deformaciones de la morfologia

del trofozoito, mediante la microscopia Gptica y tincion con azul tripan.

En la tabla 1 se puede observar que, comparado con el control, todos los
péptidos antimicrobianos disminuyen la viabilidad en diferentes porcentajes asi
como la movilidad. Se observo que el Omiganan presenté una disminucion en la
movilidad mayor del 50% a las concentraciones de 100 y 200 mg/mL y una
disminucion de la viabilidad en 50% a estas concentraciones, el Citropin
presenta una movilidad de aproximadamente 40% a 300 mg/mL y una
viabilidad de 80 % a las concentraciones de 200 y 300 mg/mL, mientras que el
Palm-KGK present6 una disminucion en la movilidad del 70% y una viabilidad
mayor al 90% a las concentraciones de 200 y 300 mg/mL, y por ultimo para el
Palm-KK al igual que el caso anterior existe una disminucion de la movilidad

y la viabilidad mayor al 90% en todas las concentraciones de péptido usadas.
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Tabla 1. Resumen de la viabilidad de los trofozoitos de G. lamblia con los
diferentes péptidos antimicrobianos a 24 h.

Concentracion | Concentracion | Viabilidad [ Movilidad | Trofozoitos
Péptido pg/mL Um % % danados
Control 0 0 99 100 -
omiganan 100 26 32 44 -
200 53 35 50 -
Control 0 0 99 100 -
Histatin 5 100 15 77 122 ++
200 30 83 152 ++
300 45 83 149 +++
Control 0 0 99 100 -
Temporina
B 100 60 90 93 -
200 119 83 91 -
300 179 80 91 -
Control 0 0 99 100 -
Temporina
A 100 31 75 81 -
200 61 81 90 -
300 92 82 90 -
Control 0 0 99 100 -
Citropin 100 26 85 108 -
200 52 80 59 -
300 79 81 42 -
Control 0 0 99 100 -
Palm-kk 100 89 71 9 ++
200 177 10 4 +++
300 265 3 3 +++
Control 0 0 99 100 -
Palm-kgk 100 61 43 -
200 78 40 29 -
300 27 23 -

* (-) Ausencia de dafo en los trofozoitos, ( ++ ) Dafio en la mitad de los trofozoitos, ( +++)

Dafo en todos los trofozoitos.
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Por otro lado, sélo los péptidos Histatin a 300 mg/mL y Palm-KK y Palm-KGK a
200 mg/mL y 300 mg/mL dafaron a los trofozoitos, observando al microscopio se
encontraron trofozoitos muy redondeados y sin movimiento, y para el caso de

los péptidos Palm-KK y PaIm-KGK , se observaron solo restos de organelos.

/
Efectos en la movilidad
¢— Histatin
/ ¢ —— Control
- /
(1]
z w=fe= Pal KK"
-g — T} ———
£
s == pal KGK"
xX
‘A!/
>§\ == Omiganan"
!\_\‘ A I\ B H n
— ; citropin
Concentracion
g

Figura 2. Efecto en la movilidad de los trofozoitos de Giardia lamblia al ser incubados por 24
h con diferentes péptidos a las concentraciones de 100, 200 y 300 mg/mL. Omiganan se
probé sélo alas concentraciones de 100 y 200 mg/ml. Un grupo de trofozoitos sin péptido,
se utiliz6 como control del experimento.

Debido a los resultados anteriores continuamos los experimentos utilizando
Unicamente los péptidos Histatin, Palm-KK y Palm-KGK. Se realizaron curvas de
crecimiento a tiempos de (3, 6, 12 y 24 h) para Palm-KK y KGK, asi como de (24,
48, 72 y 96 h) para Histatin 5 con la meta de observar el efecto que causan en el
crecimiento de los trofozoitos de Giardia lamblia.
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Figura 3. Efecto sobre el crecimiento de los trofozoitos de Giardia lamblia en presencia del

péptido A) Paim-KK, B) Palm-KGK y C) Histatin 5 a las concentraciones de 0, 100, 200 y 300
mg/ml con diferentes tiempos.
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La figura 3A presentan los resultados del efecto sobre el crecimiento de trofozoitos
incubados con tres diferentes concentraciones del péptido Palm-KK a los tiempos
de 3 a 24 horas 3 a 120 h. Las concentraciones de 200 y 300 mg/ml disminuyen el
namero de los trofozoitos vivos mayor al 90% a partir de las 3 horas de
incubacion, esta disminucion se mantiene hasta las 24 horas, mientras que en el
caso de 100 mg/ml la disminucién de los trofozoitos vivos solo alcanza un 50%
hasta las 24 h.

Para el péptido PalIm-KGK se realizé el mismo ensayo (Figura 3B). Se muestra
que a la concentraciéon de 300 mg/ml hay una disminucion de aproximadamente
un 90% de los trofozoitos vivos a partir de las 3 h de incubacion con el péptido y
se mantiene constante hasta las 24 h, mientras que a 200 mg/ml disminuyen
aproximadamente 80% de los trofozoitos vivos a partir de las 3 h de incubacion y
se observa un repunte de trofozoitos vivos dando 40%. Por el contrario, en la
concentracion de 100 mg/ml, el porcentaje de viabilidad inicia con un 80% a las 3
h de incubacion y va disminuyendo hasta el 40% de trofozoitos vivos a las 24 de

incubacion.

En la Figura 3C se observa que el péptido Histanin 5 causo solo un ligera
disminucién en el crecimiento 5, 10 y 20% en los trofozoitos de G. lamblia, a las
concentraciones de 100, 200 y 300 mg/ml del péptido durante 24, 48, 72y 96 h.

Puesto que el péptido Palm-KK fue el que causé el mayor dafio a los trofozoitos de
G. lamblia, este se utilizd para realizar la microscopia electrénica de transmision.
La Figura 4A muestra un trofozoito incubado en medio de cultivo sin péptido, en el
se pueden observar las estructuras caracteristicas de un trofozoito de G. lamblia.
Al comparar las imagenes de la microscopia electrénica de los trofozoito
experimentales incubadas con el péptido Palm-KK y compararlas con el control
incubadas sin péptido, es evidente que existen dafios en la estructura de los
trofozoitos, por ejemplo trofozoitos incubados a 200 mg/ml de péptido (Fig. 4B), se
observa un trofozoito muy hinchado y redondeado donde resulta imposible
observar claramente los componentes estructurales del mismo, en contraste la
Fig. 4C muestra un trofozoito con poco dafio en donde se pueden todavia

observar las estructuras caracteristicas de los trofozoitos de G. lamblia. Asimismo,
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los trofozoitos incubados con la concentraciéon de 300 pg/ml muestran que la
mayoria de los trofozoitos se encuentran destruidos o hinchados (Fig. 4E), sin
estructuras reconocibles y rastros de trofozoitos destruidos por la accion del
péptido (Fig. 4D).

Figura 4 A. Un trofozoito del grupo control sin péptido, donde se muestran las estructuras
caracteristicas de la Giardia lamblia: Nucleo (N), reticulo endoplasmico (RE), microtibulos
de los flagelos (MF), cuerpo medio (CM), el disco ventral (DV), ribosomas (R) y ufias (U).

30



Figura 5. Las figuras anteriores son un ejemplo del dafio causado a los trofozoitos de
Giardia lamblia por el péptido Palm-KK a 200 mg/mL (B y C) y (D y E) a 300mg/ml al ser
incubados por 3 h.
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DISCUSION

Hoy en dia algunos de los farmacos de eleccion para el tratamiento de la
giardiasis han causado resistencia, tal es el caso del Albendazoly el
Metronidazol (34,5,14), donde inclusive se han identificado los genes que causan
dicha resistencia. La resistencia a los farmacos es un grave problema econémico,
no solo para las compafiias farmacéuticas sino para los gobiernos que invierten en
Salud (39,14).

Los AMPs son componentes de la inmunidad innata en los organismos, que
les permite controlar infecciones desde el momento en que estos lo invaden. El
dafio que causan a los microbios se debe a las caracteristicas que presentan
como la conformacion, carga, momento hidrofébico, hidrofobicidad y
composiciéon (39,40,28). Los AMPs son capaces de destruir bacterias, hongos,
virus y células cancerosas, sin causar reacciones secundarias (28,39). Por
ejemplo una manera de medir la citotoxicidad de los péptidos puede ser
reflejada por el dafio causado en los eritrocitos, para el péptido Palm-KK
existen reportes en donde se indica que no tiene efecto dafino sobre
estos (24).

Recientemente, se han realizado numerosas combinaciones de péptidos
antimicrobianos naturales con moléculas que puedan potenciar su efecto
antimicrobiano, tal es el caso del &cido palmitico que se conjugo con una
cadena corta de aminoacidos (2,24,25,46), lo que generd los lipopéptidos como
el Palm-KK y el Palm-KGK, el primero ha resultado efectivo en concentraciones
bajas contra infecciones provocadas por bacteriasy Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, asi como por algunos organismos Gram+ (24), también
se ha reportado su efecto en dermatofitos s6lo o en combinacion con otros
farmacos (46). Nosotros tomamos como referencia lo antes mencionado y
probamos el efecto de estos 2 lipopéptidos sobre los trofozoitos de G. lamblia.
Como primera parte del trabajo y para probar los AMPs en contra de Giardia
lamblia, se implementé una curva de crecimiento con un inoculo de 10,000
trofozoitos en un volumen de 0.6 ml, con el objetivo de determinar el tiempo

optimo donde existiera la mayoria de trofozoitos viables, que fue a las 72 h.
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Una vez determinado este sistema, se probaron los Palm-(KK y KGK) y otros 8
péptidos contra los trofozoitos de G. lamblia. Cabe mencionar que para algunos
péptidos utilizado, existen reportes que indican el mecanismo de dafio y muerte
gue causan en bacterias, hongos y virus (28, 39). Sin embargo, pocos reportes
existen para protozoarios, en particular para G. lamblia. Para el caso de los
trofozoitos de G. lamblia, varios AMPs no causaron el mismo efecto reportado
en bacterias, lo cual podemos atribuirlo a diferentes causas, una de ellas
puede ser las diferencias encontradas en la estructura, composicién y
diferentes cantidades de componentes de la membrana, ya que estas
caracteristicas influyen significativamente en la union al péptido e insercion
sobre la membrana o transporte a través de ella, asi como a la uniéon de sus

moléculas blanco dentro de los mismos (24,39).

La membrana plasmética de los trofozoitos de Giardia se caracteriza por
la presencia de  fosfolipidos anionicos, lo que ayuda a los péptidos
antimicrobianos con carga positiva a la penetracion en la membrana y no a
los péptidos con carga negativa, desafortunadamente todavia no estan muy
estudiados este tipo de interacciones en modelos de membrana con estos
lipopéptidos (23,29,31,39,42).

El Omiganan tiene efecto sobre bacterias Gram + como S. aureus, E.
pyogenes y un pobre efecto sobre Gram -como ejemplo en E. coli (12). Se
observé que a la concentracion maxima de 300 mg/ml provoco una disminucion
de 50% en la viabilidad de los trofozoitos de G. lamblia, efecto que se pierde con
el tiempo, por lo que este péptido fue descartado de los siguientes
experimentos. Una explicacion a este efecto es que a esa concentracion las
rutas bioquimicas de los trofozoitos regeneren los componentes dafiados,
originando un freno en la actividad del péptido.

Por otro lado, el Palm-KK y el Palm-KGK mostraron el mayor efecto en la
viabilidad de los trofozoitos de Giardia, sin embargo si comparamos entre los
dos, el Palm-KK mostr6 un mayor efecto a una concentracién 300 mg/mL vy
200mg/mL en un tiempo de 3 h. Estos péptidos son extremadamente lipofilicos
comparados con cualquiera de los AMPs probados, por lo cual atribuimos su

33



actividad a esta caracteristica, por el contrario el Omiganan no es lipofilico,
sino rico en triptéfano, aminoacido que presenta propiedades acidas lo que
favorece la carga positiva, en contraste con algunos otros aminoacidos como
la histatina y lisina que predominan en los péptidos Palm-KKy Palm-KGK.
Grandes porcentajes de estos aminoacidos inducen la translocacion de
fosfolipidos de la membrana ocasionando la formacion de poros (20,39), estas
diferencias podrian ser una explicacion a la alta disminucion de viabilidad
presentada por estos lipopéptidos. Por otro lado, algunos reportes mencionan
gue la formacion de oligomeros sobre la membrana es un requisito para su
actividad antimicrobiana en estos lipopéptidos. Por lo tanto, les seria dificil llegar a
los fosfolipidos de las membranas citopladsmicas. Ademas de esto vale la pena
mencionar que la amidacion en el extremo COOH del lipopéptido provoca una
mayor hidrofobicidad para estos péptidos lo que ayuda a integrarse mas

rapidamente a la membrana.

Para los casos de péptidos que presentan una pobre disminuciébn en la
viabilidad, una propuesta puede ser que el dafio no se origine a nivel de
membrana, sino atacando moléculas internas no esenciales para la vida del
parasito. Que al ser sintetizadas de nuevo restablezcan las funciones de
protozoario. En las figuras 2-5, se observa cémo estos péptidos los lipopéptidos
Palm-KK y Palm-KGK dafan la movilidad, la viabilidad y las estructuras del

trofozoito de G. lamblia determinado por la microscopia Optica y electronica.

En el presente trabajo se implemento el cultivo de crecimiento de G. lamblia en
un volumen pequefo, asi como la propuesta a futuro de estos lipopéptidos como
una nueva opcidén para el tratamiento de la giardosis causada por G lamblia.
Por otro lado, abre la puerta para realizar nuevas investigaciones, como realizar
experimentos en combinacion con farmacos como el metronidazol o
albendazol, mejorar el efecto de los lipopéptidos ya probados utilizando modelos
computacionales para mejorar su unién a la membrana, asi como determinar el
mecanismo por el cual estos péptidos causan la muerte a los trofozoitos de G.
lamblia. Una hipétesis de acuerdo a los reportes revisados hasta el momento
podemos decir que estos péptidos forman poros sobre la membrana de los

trofozoitos.
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CONCLUSIONES:
Implementamos una curva de crecimiento para los trofozoitos de G. lamblia
en donde el inoculo Optimo para realizar los experimentos fue 2100000

trofozoitos a un tiempo de 72 horas.

De los péptidos probados solo los péptidos Palm-KK y Palm-KGK mostraron
una disminucién en la viabilidad mayor al 80 %, para el caso del Palm-KGK a
una concentraciéon de 300mg/ml y para el Palm-KK a las concentraciones de

200 mg/ml y 300mg/ml.

Mediante la microscopia electronica, corroboramos que el péptido PAL-KK

causa dafio en la membrana citoplasmica.

Se sugiere que el mecanismo que utilizan los péptidos Paim-KK y Palm-KGK es

el mecanismo de lisis por la formacién de poros.
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