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Resumen

El control de las infecciones por Giardia duodenalis se lleva a cabo principalmente por
drogas, entre éstas el albendazol (ABZ) es de uso general. Aunque el efecto citotoxico de
ABZ por lo general implica la union a -tubulina, se ha sugerido que el estrés oxidativo
también puede desempefiar un papel en su mecanismo de parasiticida. En este trabajo se
analizé el efecto de ABZ en clonas de Giardia que son susceptibles o resistentes a diferentes
concentraciones (1,35, 8 y 250 uM) de esta droga. En las clonas susceptibles de Giardia se
indujeron Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) por ABZ y esto se asocid con una
disminucion en el crecimiento que en parte, fue compensado mediante la administracion de
cisteina. De forma interesante, los clonas resistentes a ABZ exhibieron resistencia cruzada
parcial a H,O,, mientras que una cepa de Giardia resistente a H,O, crecio en presencia de
ABZ. La oxidacion lipidica y carbonilacion de proteinas en los parasitos tratados con ABZ
no mostraron diferencias significativas en comparacion con los parasitos no tratados. Sin
embargo el ABZ indujo la formacién de aductos 80OHdG y la degradacion del DNA, lo que
indica el dafio oxidativo de los acidos nucleicos. Estas observaciones fueron apoyadas por
la deteccion de la fosforilacion de la histona H2AX en trofozoitos susceptibles a ABZ y
tratados con 250 ABZ pM. Los analisis por citometria de flujo mostraron que el ABZ
detuvo parcialmente ciclo celular en clonas sensibles a este farmaco en la fase G2 / M a
expensas de las células en la fase G1. Ademas, el tratamiento ABZ resultd en la exposicién
de fosfatidilserina en la superficie del parasito, un evento relacionado con la apoptosis. Con
la finalidad de determinar la activacion de algunas moléculas en el mecanismo de formacion
de ERO se identifico en la base del genoma de Giardia una molécula tipo citocromo P450
(CYP-450) que participa en otros sistemas, en la metabolizacién de xenotdxicos. Esta
molécula fue descrita por nuestro grupo como una proteina de superficie variable asociada
con la resistencia a ABZ (ARR-VSP). Asi mismo se obtuvieron datos preliminares que
permitieron la identificacion de esta molécula y su actividad en trofozoitos tratados con
ABZ. En conjunto estos resultados sugieren que ABZ induce ERO en los trofozoitos
tratados con este farmaco y esto dafia el DNA del paréasito a través de mecanismos de estrés
oxidativo y la posterior induccion de eventos apoptéticos. Finalmente se propone la posible
participacion de la ARR-VSP en el mecanismo del metabolismo ABZ en trofozoitos de G.

duodenalis expuestos a este medicamento.



Abstract

The control of Giardia duodenalis infections is carried out mainly by drugs, among these
albendazole (ABZ) is commonly used. Although the cytotoxic effect of ABZ usually
involves binding to B-tubulin, it has been suggested that oxidative stress may also play a role
in its parasiticidal mechanism. In this work the effect of ABZ in Giardia clones that are
susceptible or resistant to different concentrations (1.35, 8 and 250 pM) of this drug was
analyzed. Reactive oxygen species (ROS) were induced by ABZ in susceptible clones and
this was associated with a decrease in growth that was alleviated by cysteine
supplementation. Remarkably, ABZ-resistant clones exhibited partial cross-resistance to
H,0,, whereas a Giardia H;O,-resistant strain can grow in the presence of ABZ. Lipid
oxidation and protein carbonylation in ABZ-treated parasites did not show significant
differences as compared to untreated parasites; however ABZ induced the formation of
80HdG adducts and DNA degradation, indicating nucleic acid oxidative damage. This was
supported by observations of histone H2AX phosphorylation in ABZ-susceptible
trophozoites treated with 250 uM ABZ. Flow cytometry analysis showed that ABZ partially
arrested cell cycle in drug-susceptible clones at G2/M phase at the expense of cells in G1
phase. Also, ABZ treatment resulted in phosphatidylserine exposure on the parasite surface,
an event related to apoptosis. In order to determine the participation of some molecules in
the mechanism of formation of ROS a molecule type cytochrome P450 (CYP-450) was
identified in the database of the genome of Giardia which participates in other systems, in
metabolizing xenotoxics. This molecule was described by our group as an ARR-VSP
(variable surface protein associated with ABZ resistance). Likewise preliminary data that
allowed the identification of this molecule and its activity in trophozoites treated with ABZ
were obtained. All together these results suggest that ABZ induces ROS in the trophozoites
treated with this drug and this damages the parasite DNA through mechanisms of oxidative
stress and the subsequent induction of apoptotic events. Finally we propose the possible
participation of the ARR-VSP in the mechanism of ABZ metabolism in G. duodenalis

trophozoites exposed to this drug.



Abreviaturas

80OHJG: 8 oxo guanosina.

ABZ: Albendazol

ABZ-SO (ASOX): Sulféxido de albendazol

ABZ-SOO (ASON): Sulfona de albendazol

ARR-VSP: Proteina Variable de Superficie-Relacionada a la Resistencia de Albendazol.
CYP: Citocromo P-450.

Cys: Cisteina

DMF: Dimetilformamida

ERO: Especies Reactivas de Oxigeno.

HNE: 4-Hidroxinonenal

IP: loduro de Propidio.

MDA: Malondialdehido

NADH: Nicotinamia Adenina Dinuclétido.

PBS: Buffer Salino de Fosfatos.

R1.35: Clona de G. duodenalis resistente a 1.35 uM de ABZ

R250: Clona de G. duodenalis resistente a 250 uM de ABZ

R8: Clona de G. duodenalis resistente a 8 uM de ABZ

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Retro Transcripcion.

WB: Cepa parental de G. duodenalis.



1. Introduccion

1.1 Generalidades de Giardia duodenalis

Giardia duodenalis es un protozoario parasito del orden Diplomonadida. Este
microorganismo se considera como un eucarionte de evolucion temprana, por lo que es un
modelo de estudio importante. G. duodenalis presenta dos estadios morfolégicos en su
ciclo de vida, el trofozoito que es la fase vegetativa y el quiste que es la forma infectiva. El
trofozoito tiene una estructura piriforme, mide de 10 a 12 um de largo y entre 5 y 7 um de
ancho, y se caracteriza por la presencia de dos ndcleos, la superficie dorsal es convexa,
mientras que la ventral es concava, tiene un disco adherente en la parte anterior y cuenta con
cuatro pares de flagelos. El quiste tiene un tamafio de entre 8 y 12 um de largo y de 5 a 10
um de ancho y se encuentra recubierto por una pared de 0.3-0.5 um de espesor, la cual esta
compuesta por proteinas y carbohidratos. En el estado de quiste pueden existir dos o hasta
cuatro nucleos (Adam 2001; Ankarklev et al, 2010; Plutzer et al, 2010; Ortega-Pierres et al,
2009).

La transmisidn del parasito inicia cuando se ingieren alimentos contaminados con los
quistes del parasito. Después de la ingestion, la exposicion en el estbmago al acido gastrico
induce la activacion del quiste en reposo. Una vez que el quiste se encuentra en el tracto
digestivo ocurre el proceso de desenquistamiento. en respuesta a las proteasas del intestino
y a sefalizaciones propias del parasito, emerge una celula que se divide 2 veces por fision
binaria sin replicacion del DNA, produciendo eventualmente cuatro trofozoitos los cuales
colonizan el tracto proximal adhiriéndose a la mucosa intestinal (Castillo-Romero et al,
2010). Los paréasitos son trasportados a traveés del intestino por el peristaltismo y por la
movilidad de los mismos, y durante este proceso se da lugar el enquistamiento El ciclo
termina con la expulsion de los quistes en las heces fecales y estos son capaces de infectar a
otros hospederos (Ankarklev et al, 2010; Ortega-Pierres et al, 2009). (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo de vida de G. duodenalis. El quiste es la forma infectiva, se puede encontrar
contaminando alimentos y agua. Los trofozoitos son la forma vegetativa, se reproducen en
el tracto gastrointestinal donde se establece la infeccion. Los trofozoitos dan lugar a los
quistes que son expulsados al medio ambiente en la materia fecal, permitiendo asi, que se
inicie nuevamente el ciclo de vida. Trofozoito (a) y quiste (b). AF: Flagelo anterior, VF:
Flagelo  ventral, PLF: Flagelo lateral-posterior, CF: flagelo caudal
(www.dpd.cdc.gov/dpdx; Ankarklev et al, 2010).

1.2 Epidemiologia

La infeccion causada por G. duodenalis se denomina giardiasis. Algunos reportes estiman
que ésta afecta a 200 millones de personas en Asia, Africa y América latina, con 500,000
casos nuevos cada afio (Plutzer et al, 2010). En México la prevalencia va de 7.4 a 68.5%
dependiendo del rango de edad. Las incidencias mas altas se encuentran entre lactantes,

preescolares y escolares (Cedillo-Rivera et al, 2009).

Desde 1960 existen reportes de epidemias humanas asociadas a G.duodenalis. De
manera similar, este parasito infecta gran variedad de mamiferos, aves, reptiles y anfibios.
Aun cuando no se han presentado evidencias contundentes sobre la naturaleza zoonética de
esta infeccion, el hecho de que el ganado se infecte con este parasito puede potencialmente
presentar caracteristicas de un problema de zoonosis (Ryan y Caccio, 2013). En numerosos
reportes se ha determinado la presencia de quistes de G. duodenalis en cuerpos de agua,

superficies y alimentos en zonas urbanas (de Man et al, 2014).



De acuerdo con los datos reportados por la Secretaria de Salud de México, en el
boletin de epidemiologia del afio 2009 (ultimo dato completo) se reportaron 15,245 casos
totales de giardiasis en el pais, la cual tiene una distribucion en practicamente todos los
estados de la Republica Mexicana. Por otro lado, Cedillo-Rivera y colaboradores (2009)
reportaron 55.3% de seropositividad (n=3461) en anticuerpos IgG anti- G. duodenalis en

toda la Republica Mexicana y en personas de 1 a 98 afios de edad.

Diversos estudios han demostrado la existencia de gran variedad genética y
etiologica en este parasito. Asi, se han descrito varias especies y ocho ensambles genéticos
(A-H) (Caccio y Ryan, 2008; Beck et al, 2011; Ryan y Caccio, 2013; Lasek-Nesselquist et
al, 2010). Estos son:

G. duodenalis (= ensamble A). En humanos y otros primates, perros, gatos, ganado,
roedores y otros mamiferos silvestres.
G. enterica (= ensamble B). En humanos y otros primates, perros y algunos mamiferos
silvestres.

. agilis. En anfibios.

. muris. En roedores.

. psittaci. En aves.

. ardeae. En aves.

. microti. En roedores.

G
G
G
G
G
G. canis (= ensambles C/D). En perros y otros canidos, gatos.
G. cati (= ensamble F). En gatos.

G. bovis (= ensamble E). En ganado bovino y otros ungulados.
G. simondi (= ensamble G). En ratas.

G

. duodenalis, ensamble H. En mamiferos marinos.

Actualmente existe controversia en el manejo de la nomenclatura de algunas de estas
especies, por lo cual es habitual encontrar referencias de los ensambles, los cuales se aceptan

actualmente en la clasificacién de Giardia.



1.3 Manifestaciones clinicas de la giardiasis.

Los mecanismos de patogenia de la giardiasis no estan totalmente establecidos. Sin embargo
se sabe que es un proceso multifactorial, en el que se encuentran involucrados aspectos
inmunolégicos y funcionales del hospedero asi como del parasito (Ortega-Pierres et al,
2009). El proceso de patogénesis presenta diversas caracteristicas, como lo son: alteraciones
en el borde "en forma de cepillo™ de las micro vellosidades intestinales, atrofia de
vellosidades, hiperplasia de las criptas, incremento en la permeabilidad celular, inflamacion
de la mucosa y aumento en las poblaciones bacterianas (Ankarklev et al, 2010; Ortega-
Pierres et al, 2009). EI periodo de incubacién de la giardiasis es de entre una y dos
semanas. Un gran porcentaje de individuos presentan infecciones asintomaticas, teniendo
deficiencias imperceptibles en la absorcion intestinal. Otro porcentaje de las personas
infectadas puede presentar una serie de manifestaciones clinicas que van de leves a graves,
como lo son: diarrea acuosa 0 pastosa, esteatorrea, dolor epigastrico postprandial, anorexia,
distension abdominal, flatulencia y ocasionalmente, cefalea, febricula y manifestaciones
alérgicas (artralgias, mialgias, urticaria) (Nash, 2013). La enfermedad aguda suele resolverse
de manera espontanea en pocas semanas. Sin embargo un porcentaje importante de pacientes
(30 - 50%) desarrolla una parasitosis crénica con diarrea recurrente, esteatorrea, evidencia
bioguimica de malabsorcién de grasas, lactosa y otros disacaridos, vitamina A y vitamina
B12, disminucion de peso y deficiencias en el crecimiento y desarrollo infantil (Plutzer et al,
2010; Halliez y Buret, 2013).

1.4 Tratamiento

En el tratamiento de esta infeccion se han empleado una gran variedad de compuestos
muchos de los cuales han sido utilizados para tratar otras parasitosis. Los farmacos de
eleccion pertenecen a las familias de los 5-nitrofuranos (furazolidona), 5-nitoimidazoles
(metronidazol) y bencimidazoles (albendazol y mebendazol) (Tejman-Yarden y Eckmann,
2011; Wright, 2012; Ansell et al, 2015; Leitsch 2015.).
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1.4.1 Furazolidona, tinidazol, secnidazol y nitazoxanida

En el caso de la furazolidona (nombre comercial Furoxona) se recomiendan 100 mg cada 6 h
por 7 a 10 dias y se ha reportado una efectividad de alrededor de 80% para este farmaco.
Algunos otros farmacos utilizados son: tinidazol (2 g x 2 d), secnidazol (600 mg c¢/12h x 2-3
d) y nitazoxanida (500 mg c/12h x 3 d) (Rossignol 2010; Paget et al, 2004; Upcroft y
Upcroft 2001).

1.4.2 Nitroimidazoles

Estos compuestos incluyen al metronidazol, asi como a sus derivados, el secnidazol,
tinidazol y ornidazol. En 1962 Darbon y colaboradores mostraron que el metronidazol podia
ser utilizado en el tratamiento de la giardiasis. Este compuesto se absorbe completamente
después de la administracién oral, se metaboliza principalmente en el higado y se excreta
en la orina. El mecanismo de accion del metronidazol esta relacionado a la reduccion de su
grupo nitro formando especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno que pueden dafar la
estructura helicoidal del DNA y la desregulacion del estado redox por la inhibicién de la
tioredoxina reductasa (Rossignol 2010). Se ha reportado que el estrés oxidante causado por
este farmaco afecta al DNA de los trofozoitos, produciendo ruptura de doble cadena en esta
molécula. EI metronidazol se une a la cisteina, tanto libre como en proteinas, afectando la
disponibilidad de este aminoacido y la funcionalidad de las proteinas que lo contienen
(Ansell et al, 2015; Leitsch 2015). En cuanto al uso del metronidazol (nombre comercial
Flagyl) la dosis es de 250 mg cada 8 h por 5 dias y tiene una efectividad del 90%.

El metronidazol se activa principalmente por nitroreductasas y la via de reduccion
mediada por la ferredoxina. Esta Ultima es a su vez reducida por la piruvato:ferredoxina
oxidoreductasa (PFOR) la cual transfiere los electrones producidos durante la
descarboxilacién oxidativa del piruvato a la ferredoxina. Otra enzima que reduce

directamente al metronidazol es la flavo enzima tioredoxina reductasa que utiliza
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equivalente reductores provenientes del NADPH (Leitsch et al, 2011; Ansell et al, 2015;
Leitsch 2015).

El metronidazol es mutagénico y algunos estudios en ratas reportan efectos
carcinogeénicos, sin embargo no existe correlacion entre el tratamiento de metronidazol y
cancer en humanos. Algunas manifestaciones clinicas secundarias del metronidazol son:
cefalea, vértigo, nauseas e incluso pancreatitis, toxicidad del sistema nervioso central y
neutropenia transitoria reversible. Este inhibe la aldehido deshidrogenasa, por lo cual al
combinar con el consumo de alcohol, pude causar vomito, dolor gastrointestinal y cefalea
(Rossignol 2010; Leitsch 2015).

1.4.3 Paromomicina

Este farmaco inhibe la sintesis de proteinas de G. duodenalis al interactuar con las
subunidades ribosomales 50S y 30S. Se absorbe pobremente y tiene una eficiencia contra la
giardiasis del 60-70%. La paromomicina se considera como un farmaco de eleccion contra

infecciones de G. duodenalis en mujeres embarazadas (Rossignol 2010).

1.4.4. Nitazoxanida

La nitazoxanida tiene una alta actividad giardicida con efectividades del 71-80% ademas de
que tiene alta eficacia en contra de aislados resistentes a metronidazol. Se ha postulado que
en su mecanismo de activacion puede estar involucrada la nitroreductasa de G. duodenalis,
GINR-1 (Rossignol et al, 2012) la cual puede reducir el grupo nitro del farmaco. Uno de los
mecanismos de accion del farmaco que se ha propuesto es la inhibicion de la enzima PFOR,
enzima esencial en el metabolismo energético del parésito (Rossignol 2010, Hoffman et al,
2007). Tambien se ha reportado la inhibicion por esta droga de la nitroreductasa 1, lesiones

en la membrana y la induccién de vacuolizacion (Ansell et al, 2015; Leitsch 2015).
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1.4.5 Benzimidazoles

Este grupo incluye a farmacos como el mebendazol y el albendazol. La seguridad, amplio
espectro contra helmintos y en el caso del albendazol, el hecho de que la dosis y el tiempo
de prescripcién sean accesibles, los han convertido en los farmacos de eleccion en
quimioterapias masivas contra nematodos intestinales. EI mebendazol fue el primer
benzimidazol reportado contra Giardia, aunque se ha observado que Unicamente elimina al

37% de estos protozoarios flagelados (Rossignol 2010).

i) Albendazol

Este farmaco es utilizado como tratamiento de eleccién en la infeccion por una gran
variedad de parasitos, incluido G. duodenalis. Se sabe que el albendazol ejerce sus efectos al
ser transformado secuencialmente a sus formas sulféxido y sulfona (Figura 2) (Oxberry et
al. 2000) por la accion de citocromos y oxidasas dependientes de flavina (Dayan 2003). Su
accion en contra de este parasito se conoce desde 1986, con los trabajos de Zhong y
colaboradores. La via de accion del albendazol y de otros compuestos de la familia de los
benzimidazoles es la union selectiva a la B-tubulina en cuatro de sus regiones, evitando asi la
polimerizacion y la estabilidad de los microtdbulos. Lo anterior impide la movilidad asi
como el transporte de moléculas vitales para los parasitos. Dicha via de accion se ha descrito
en helmintos y hongos, sin embargo esto no ha sido determinado para G. duodenalis. Del
mismo modo no se ha establecido si la toxicidad de este farmaco se basa exclusivamente a la
union con la B tubulina (Robinson et al, 2004; Rossignol 2010; Solaymani-Mohammadi et
al, 2010; Arglello-Garcia et al, 2015).
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Albendazole sulphoxide (ASOX) Albendazole sulphone (ASON)

Figura 2. Estructura quimica del albendazol y de sus derivados oxigenados, sulfoxido de
albendazol (ASOX) y sulfona de albendazol (ASON).
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A nivel veterinario este farmaco se utiliza contra parasitos intestinales como
Dictyocaulus spp, Moniezia spp, Fasciola hepética y diversos nematodos, reportdndose gran
eficacia (Dayan 2003). En humanos se utiliza ampliamente contra diversos helmintos
intestinales, siendo los principales: Ascaris lumbricoides y Trichuris trichiura con tasas de
cura del 88 y 28%, respectivamente, mientras que para Ancylostoma duodenale y Necator
americanus, se reportan una efectividad del 72% con una sola dosis de 400 mg, cuando el
tratamiento esta destinado a combatir la gardiasis se recomienda una dosis de 400 mg
durante 5 dias (Ansell et al, 2015). El albendazol forma parte de los cuatro farmacos
antihelminticos que se encuentran en la lista modelo de medicinas esenciales de la
Organizacién Mundial de la Salud (Keiser y Utzinger 2008). Otros parasitos no intestinales
también se han tratado con albendazol, como es el caso de Wuchereria bancrofti y Taenia
solium (en casos de neurocisticercosis). En el caso del tratamiento contra protozooarios
intestinales, se ha reportado efecto terapéutico del albendazol en Cryptosporidium spp,

Enterocytozoon bieneusi y Encephalitozoon spp., con diversos resultados (Farthing 2006).

El albendazol se absorbe pobremente en el intestino del hospedero. No existe
evidencia de efectos genotdxicos o induccion de tumores, aln bajo regimenes de altos
niveles del farmaco (Dayan 2003). El sulfoxido es el metabolito con actividad terapéutica,
existiendo en sus dos formas enantioméricas (-) y (+) encontrandose en una relacion 20:80 (-

/+) en el plasma de personas (Dayan 2003).

El albendazol se utiliza extensivamente por diversas causas que incluyen el amplio
espectro antihelmintico que tiene y el elevado nimero de casos de resistencia de G.
duodenalis al tratamiento con otros farmacos y en estos casos el albendazol ha mostrado ser
efectivo. Los efectos secundarios de este farmaco son poco frecuentes, asi se ha reportado
anorexia, constipacion y en casos raros neutropenia. Se contraindica su consumo en caso de
embarazo, por posibles efectos teratogénicos, aunque esto no ha sido corroborado en
diversos estudios (Gardner y Hill 2001, Dayan 2003).
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En el 2004 Locatelli y colaboradores reportaron la induccion de estrés oxidante en
ratones tratados con albendazol, en los que determinaron la lipoperoxidacion y la actividad
de enzimas antioxidantes como catalasa y superoxido dismutasa. Si bien las mediciones
fueron realizadas en las células del hospedero mamifero se sugiere que el estrés oxidante
pude ser un posible mecanismo de toxicidad del albendazol (Locatelli et al, 2004;
Dimitrijevic et al, 2012).

ii) Farmacocinética y Farmacodinamica del albendazol.

El albendazol no es soluble en agua y se absorbe pobremente en el intestino del
hospedero. Debido a la accion de flavina monooxigenasas (FMO) y/o citocromos P450
(CYP-450) (principalmente de la familia CYP3A en mamiferos) el albendazol se transforma
a sulfona de albendazol. Posteriormente la sulfona es transformada a sulfoxido via
citocromo P450 (esta vez CYP1A principalmente) (Figura 3). El papel de las FMO y CYPs
es clave en la activacion del compuesto, tanto en el hospedero como en el paréasito, (Oxberry
et al, 2000; Bartikova et al, 2010, Laing et al, 2010; Alam et al, 2012). En el caso de
Giardia no se ha reprotado ninguna enzima responsable de la activacion ni de la
metabolisacion del ABZ (Capece et al, 2009).
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1. 5 Resistencia a farmacos en parasitos

1.5.1 Resistencia a farmacos en diversos parasitos

El fendmeno de resistencia a farmacos en organismos parasitos ha sido estudiado
por varios grupos. Sin embargo, la respuesta de resistencia es particular de cada parasito ya
que dependen tanto de los mecanismos de accion quimica de cada farmaco como de la
biologia de cada parasito. Es muy importante el estudio de los mecanismos de accion de los
farmacos asi como el de los mecanismos de resistencia a los mismos debido a que cada vez
son mas frecuentes los casos clinicos refractarios a las diversas alternativas de
quimioterapia, de manera particular en el caso de infeccidnes parasitarias. Tambien es
importante destacar que los mecanismos de resistencia pueden variar grandemente entre
diferentes parasitos y entre diferentes farmacos. El conocer los mecanismos de resistencia
permitird evitar este fendmeno y el encontrar alternativas terapéuticas en caso de
presentarse, del mismo modo eficientizara los tratamientos antiparasitarios, permitiendo un
mejor control de las infecciones causadas por los mismos y las problematicas que ellas

conllevan.

Dentro de los parasitos protozoarios resistentes a farmacos mas estudiados se
encuentra Plasmodium falciparum, agente causal de la malaria. En este protozoario, se han
caracterizado gran cantidad de casos de multiresistencia a diversos farmacos anti-malaricos
y en muchos de los casos se ha relacionado con polimorfismos de un solo nucleétido (SNP,
por sus siglas en ingles), asi como con un incremento en el nGmero de copias de genes que
codifican proteinas de resistencia a multidrogas 1 (MDR-1, por sus siglas en inglés), los
cuales son miembros de la familia que contiene dominios de unién a ATP (ABC, por sus
siglas en ingles) (Koenderink et al, 2010). Otro mecanismo de resistencia es el incremento
en las defensas antioxidantes, esto en particular contra el farmaco arteeter (Chandra et al.,
2011). Uno de los principales farmacos utilizados en contra de P. falciparum es la
cloroquina. Se han reportado cepas resistentes a este farmaco asociadas a mutaciones en la
proteina transportador de resistencia a cloroquina de P. falciparum (PfCRT), asi como
mutaciones en las proteinas MDR-1. Un factor que correlaciona con la resistencia a este

farmaco es el nivel elevado en las concentraciones de glutation y resistencia cruzada con
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estrés oxidante. El papel de los mecanismos antioxidantes en la resistencia a farmacos en
este parasito resulta preponderante y es un factor clave en el estudio del fendmeno de
resistencia (Koenderink et al, 2010; Chandra et al, 2011).

Otros parasitos en los que se han identificado factores de resistencia a farmacos son
los tripanosomatidos (Leishmania sp., Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi). El
fendbmeno de resistencia en estos parasitos es menos comdn y menos estudiado en
comparacion con el de P. falciparum. En el caso de Leishmania se ha relacionado la
resistencia al antifolato metotrexato con la sobreexpresion de las proteinas pteridina
reductasa (PTR-1), metionina adenosiltransferasa y niveles elevado de s-adenosilmetionina y
otros antioxidante (Drummelsmith et al, 2004). Asi mismo, por analisis metabolomico se ha
demostrado una diferencia en el metabolismo de lipidos entre aislados de Leishmania
resistentes y susceptibles a farmacos antimoniales ('Kindt et al, 2010). También se han
relacionado a cepas resistentes los transportadores ABC (Ouellette et al, 1998). Por otro
lado, en el caso de T. brucei, se ha reportado la adquisicion de resistencia a eflornitina por la
pérdida del transportador de aminoacidos ThAAT6 mientras que la resistencia a arsenicos se
da por la péerdida del transportador de aminoacidos P2 (Matovu et al, 2001). En el caso de
T. cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas, por estudios protedmicos se ha
sugerido que algunas proteinas participan en la resistencia a benznidazol entre las cuales se
encuentran una proteasa de cisteina tipo calpaina, la peroxiredoxina, la tirosina amino
transferasa, la ciclofilina A, la glutamato deshidrogenasa, la superoxido dismutasa y la
nucleodsido difosfato cinasa (Andrade et al, 2008). También se ha determinado que una
nitroreductasa de T. cruzi activa a los dos farmacos con los que se combate a este parasito
(benznidazol y nifurtimox), y que la disminucion en la expresion de dicha proteina es un
mecanismo de resistencia. Esto muestra que los tripanosomatidos, al igual que otros grupos
filogenéticos de parasitos, pueden modular su metabolismo y, dicha plasticidad confiere

resistencia especifica para los farmacos contra los que se utilizan en su eliminacion.

La resistencia a emetina de Entamoeba histolitica, parasito microaerofilico, se asocia
con el aumento en un transportador homologo a los ABC (Descoteaux et al, 1995). En el

caso del metronidazol, la nitroimidazol reductasa estad directamente relacionada a su
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susceptibilidad, en tanto que la tioredoxina y la tioredoxina reductasa han sido propuestas
como enzimas cuya inhibicion puede resultar en resistencia al metronidazol (Leitsch et al,
2007).

Por otro lado, para Trichomonas vaginalis, el cual es filogenéticamente cercano a G.
duodenalis, uno de los mecanismo de resistencia a metronidazol es la disminucion en la
expresion de la tioredoxina reductasa, enzima reguladora del metabolismo redox, y que es la

encargada de activar al metronidazol (Leitsch et al, 2009).

Como se puede apreciar que existen vias de resistencia analogas entre diferentes
especies de parasitos y es importante sefialar que el metabolismo redox es de gran relevancia
en el fendmeno de resistencia de varias de estas especies, aunque no es el Unico mecanismo

reportado.

1.5.1.1 Resistencia a ABZ en helmintos.

Al igual que los parasitos protozoarios los helmintos intestinales constituyen un
problema de salud en muchas regiones en el mundo. Asi mismo, al afectar
significativamente al ganado también son un grave problema econémico. Dado lo anterior se
han utilizado varios farmacos para combatir a los helmintos, siendo el ABZ uno de los mas

empleados tanto en humanos como en ganado.

La resistencia de parasitos intestinales al ABZ se detecto inicialmente en granjas y
en rebafios de importancia econémica (Wolstenholme et al, 2004). Los mecanismos de
resistencia al ABZ en los nematodos se basan en polimorfismos en un solo nucleétido (SNP,
por sus siglas en ingles) de la molécula de B-tubulina. Un SNP en el codon 200 de la B -
tubulina, que cambia una fenilalanina (Phe) a tirosina (Tyr), se correlaciona con resistencia
al ABZ. De manera menos frecuente tambien se han encontrado un SNP en el codon 167,
donde una Phe pasa a Tyr, y en el codon 198 con el cambio de acido glutamico (Glu) a
alanina (Ala) (Coles et al, 1995, Diawara et al, 2009, Barrere et al, 2011).
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1.5.2 Resistencia a fArmacos en G. duodenalis

G. duodenalis desarrolla resistencia a los farmacos antes descritos (Lamée et al,
2000; Tejman-Yarden y Eckmann 2011; Kulakova et al, 2014). Los primeros indicios de
ello se tuvieron cuando se analizaron diferencias en la susceptibilidad de diferentes aislados
de G. duodenalis a metronidazol, tinidazol, furazolidona y quinacrina. Del mismo modo se
han reportado casos de resistencia frente a nitroimidazoles, nitrofuranos, paromomicina,
emetina y fanquinona (Arguello-Garcia et al, 2009; Mdiller et al, 2008; Upcroft y Upcroft
2001).

Un problema muy importante en el caso del tratamiento de la giardiasis es que no se
siguen los tratamientos farmacoldgicos o se prescriben dosis menores a las efectivas. En
ambos casos se favorece la induccion de resistencia en este parésito. Asi mismo se ha
reportado que se puede inducir la resistencia in vitro a gran variedad de farmacos, con lo
cual se ha establecido una metodologia importante para estudiar los mecanismos
moleculares y bioquimicos de dichas resistencias. Un ejemplo de ello son los trabajos en los
que se estudiaron las bases de la resistencia al metronidazol, en los cuales se evalud la
actividad de diversas enzimas encontrando que una disminucién de la PFOR resulta en
resistencia a metronidazol (Upcroft y Upcroft 2001). Por otro lado, la resistencia a
furazolidona se ha relacionado con enzimas que regulan el estado redox del parasito (tiol
reductasas y peroxidasas), debido a lo cual se ha propuesto que dicho farmaco tiene su
actividad parasiticida por la induccién de estrés oxidante (Arglello-Garcia et al, 2009;
Upcroft y Upcroft 2001).

La resistencia a nitazoxanida se ha estudiado mediante analisis transcriptomicos y
protedbmicos y se ha sugerido la posible participacion de proteinas de choque térmico (HSPs,
por sus siglas en ingles), proteinas disulfuro isomerasas (PDI-4) y la nitroreductasa de union
a nitazoxanida o nitroreductasa-1 de G. duodenalis (GLNR-1) (Muller et al, 2008). Otros
trabajos corroboran el papel de la GLNR-1 en la activacién de la nitazoxanida (Nillius et al,
2011).
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En lo referente a resistencia a bencimidazoles (p.ej. albendazol), en helmintos y
hongos se ha correlacionado con la presencia de mutaciones en la secuencia de la B-tubulina,
en particular en residuos de aminoacidos importantes en la union de estos farmacos
(glutamato 198 y fenilalanina 200) (Chavez et al, 1992; Hansen et al, 2013; Diawara et al,
2013). En el caso de G. duodenalis se han reportado cepas resistentes a albendazol, las
cuales presentan una morfologia particular con un cuerpo medio prominente. Sin embargo,
en éstas no se detectaron mutaciones en la B-tubulina, dnicamente se han documentado
rearreglos cromosdmicos, aunque sin evidencia de que afecten a algin gen o grupos de

genes en particular (Arguello-Garcia et al, 2009; Upcroft y Upcroft 2001).

1.5.3. Antecedentes de resistencia a albendazol de G. duodenalis

La induccién in vitro de resistencia de G. duodenalis al albendazol esta reportada
(Arguello-Garcia et al, 2015), particularmente en nuestro grupo de trabajo se han obtenido
cepas resistentes mediante la adicién de concentraciones crecientes de este farmaco en
cultivos del paréasito, alcanzando una concentracion maxima de 250 uM de albendazol
(iniciando a partir de 0.5 pM de este farmaco). En los cultivos resistentes se observo una
menor acumulacion intracelular de los productos metabdlicos del albendazol (sulfoxido y
sulfona) (Cruz-Soto, 2000), sugiriendo una menor conversion del farmaco o una mayor

capacidad de degradacidn de dichos metabolitos (Arguello-Garcia et al, 2015).

Las clonas resistentes a albendazol muestran menor incorporacion de timidina y
uridina marcadas radioactivamente y una capacidad de adhesién disminuida con respecto a
las cepas susceptibles. Resulta importante mencionar que algunas cepas resistentes a
albendazol han presentado resistencia cruzada con el farmaco mebendazol (Cruz-Soto
2000). La resistencia cruzada entre diversos farmacos es un fendmeno reportado en Giardia,
aunque no estan claramente establecidos las causas y alcances del mismo (Lalle, 2010;
Leitsch 2015).

En estudios subsecuentes realizados con las cepas resistentes, se observo por analisis
protedmico un aumento en el contenido de diversas proteinas, siendo algunas de las mas

importantes la NADH oxidasa y la tioredoxina peroxidasa. Ambas enzimas estan
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involucradas en la defensa antioxidante de G. duodenalis (Gonzalez, 2006) la cual se ha
visto implicada en la resistencia a farmacos (ver seccion 1.5.1) en otros organismos, asi

como en G. duodenalis tratada con el farmaco furazolidona (Leitsch 2015).

1.6 Sistemas bioldgicos de defensa contra el estrés oxidante

Todos los sistemas biologicos tienen mecanismos de defensa contra el estrés
oxidante, algunos de ellos muy conservados a lo largo de la escala filogenética. En general,
los sistemas de defensa se pueden dividir en enzimaticos y no enzimaticos, dependiendo de

las moléculas que intervienen en estos (Ahmad, 1995; Ozawa y Tatsum, 1998).

1.6.1 Sistemas de defensa antioxidante en parasitos

Los parasitos posen una amplia gama de mecanismos de defensa contra ERO, por
ejemplo en algunos grupos de helmintos, como Trichinella spiralis y en el cisticerco de T.
taeniaeformis se ha descrito la presencia de superéxido dismutasa (SOD) (Callahan et al,
1991) la cual es una familia de proteinas cuya funcion es eliminar el O™, catalizando su
dismutacion a H,O, y O,. También se ha aislado y caracterizado la glutation peroxidasa
(GPX), que es la responsable de la descomposicion del H,0, y de otros perdxidos utilizando
glutatiéon reducido (GSH) como donador de electrones. Esta enzima se ha encontrado en
Dirofilaria immitis, Brugia pahangi y Taenia solium entre muchos otros (Selkirk et al,
1998). Otras enzimas presentes comunmente en protozoarios y helmintos parasitos son las
catalasas (CAT), capaces de reducir al H,O, y las peroxirredoxinas (Tsuji et al, 2000), las
cuales descomponen H,0, asi como perdxidos organicos. Los anteriores son componentes
enzimaticos de la respuesta contra estrés oxidante y aungue no son los unicos, si son los
principales y los mas ampliamente distribuidos, no sélo entre parasitos sino a lo largo de

toda la escala filogenética.

Parasitos conocidos como microaerobios (p.ej. Trichomonas vaginalis, Entamoeba
histolytica y G. duodenalis) viven en bajas concentraciones de oxigeno, por lo cual son
considerados susceptibles al estrés oxidante. Las defensas antioxidantes de estos organismos

patdgenos son muy particulares. T. vaginalis carece de GSH, la principal molécula
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antioxidante en mamiferos, basando su equilibrio redox en cisteina y diversos tioles
derivados a partir de ésta. Del mismo modo se ha localizado la enzima SOD asi como
peroxidasas dependientes de ascorbato y de tioredoxina. Dado que no presentan CAT, la

principal enzima antioxidante en T. vaginalis es la NADH oxidasa (Coombs et al, 2004).

E. histolytica no presenta CAT, peroxidasa o enzimas del metabolismo del GSH, su
principal tiol es la cisteina, aunque también cuenta con proteinas como la proteina de 29 kDa
rica en cisteina, la cual podria tener un papel en el control del estado redox en el parasito.
Como parte de la defensa antioxidante de tipo enzimatica el parésito tiene SOD y una
NADH:flavina oxidoreductasa (Sen et al, 2007).

Como se puede observar los mecanismos antioxidantes generales no son
necesariamente compartidos entre todos los organismos. Gran parte del desarrollo de las
defensas antioxidantes esta dado por la historia evolutiva y por el contexto bioldgico en
donde se encuentran los parasitos. De manera particular debemos destacar las diferencias en
estos sistemas redox entre pardsitos y los seres humanos (sus hospederos) ya que esto

pudiese brindar informacion util para su control.

1.6.2 Sistemas antioxidantes en G. duodenalis

Los mecanismos de proteccidn antioxidante en G. duodenalis son muy particulares.
A diferencia del sistema presente en la mayoria de los demas organismos incluyendo a los
mamiferos, G. duodenalis no tiene SOD, CAT, GSH o a las enzimas que lo utilizan

(glutation reductasa y GPXs). En su lugar G. duodenalis tiene a las siguientes enzimas:

i) NADH oxidasa, que es una enzima importante en el transporte de electrones
permitiendo con ello la descarboxilacion del piruvato. La participacion de esta enzima en
contra del estrés oxidante estd documentada, al catalizar la reduccion tetravalente del O,
para formar agua (Vicente et al, 2009; Brown et al, 1996; Brown et al, 1995). En el 2006
Li y Wang (Li y Wang 2006) sobre-expresaron a esta enzima, resultando en un fenotipo de

mayor tolerancia a altas concentraciones de oxigeno en comparacion a las cepas silvestres.
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ii) Tioredoxina peroxidasa (TrxP) y tioredoxina reductasa (TrxR). Este sistema
acoplado de enzimas se encarga de reducir el H,0O,, peroxidos organicos y nitroperdxidos.
Los equivalentes reductores provenientes del NADPH se pasan a través de grupos tioles
presentes en estas enzimas. Las TrxPxs estan ampliamente distribuidas a lo largo de toda la
escala filogenética y su funcion antioxidante es ampliamente conocida (Mastronicola et al,
2014).

iii) Proteina Flavodihierro (Flavodiiron protein, FDP), es una proteina con alta
afinidad por el oxigeno molecular y con actividad de reductasa sobre este. Debido a su
capacidad de reduccion tetravalente es capaz de formar agua y prevenir asi la formacion de
ERO (DiMatteo et al, 2008).

En relacién con la superoxido reductasa (SOR), esta aun por determinar su
importancia biolégica aunque ésta ha sido purificada y parcialmente caracterizada en
Giardia (Testa et al, 2011). Por otro lado la flavohemoglobina (flavoHb) metaboliza al
oxido nitrico (NO) (Mastronicola et al, 2010). La relevancia in vivo de ambas enzimas,
comunmente encontradas en bacterias, tendra que ser estudiada con mayor detalle en el caso
de Giardia.

Otras enzimas que podrian contribuir en menor medida al estado redox de este
parésito, son las proteinas disulfuro isomerasas (PDI), la NADH -peroxidasa membranal y la
NAD(P)H:menadiona oxidoreductasa, esta Ultima haciendo sensible al parésito a la
formacion de ERO (Li y Wang 2006). Dentro de las defensas antioxidantes no enzimaticas
mas importantes en G. duodenalis se encuentran la cisteina, asi como las proteinas ricas en
este aminoacido y recientemente se ha postulado al piruvato como posible antioxidante del
parasito (Lane y Lloyd 2002; Biagini et al, 2001).
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1.7 Antecedentes directos del proyecto

En nuestro grupo de trabajo se han obtenido clonas estables resistentes al ABZ las
cuales se obtuvieron en procesos independientes por cultivo en dosis crecientes y sub-
letales del farmaco. A partir de la cepa WB sensible al farmaco se obtuvieron clonas
resistentes a 1.35, 8 y 250 uM de albendazol equivalentes a 8.2, 48.5 y 1515 veces la

concentracion letal minima, respectivamente (Cruz-Soto, 2000; Arguello-Garcia, 2009).

Se ha documentado que el albendazol produce estrés oxidante en epitelio de ratones
(Locatelli et al, 2004). Estudios previos en nuestro grupo de trabajo han reportado la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en trofozoitos de G. duodenalis tratados
con albendazol, y se observo una disminucion notable de formacion de ERO en las clonas
resistentes al farmaco. Por otro lado, se midio un aumento del contenido de cisteina en las
clonas resistentes en comparacion con la cepa sensible (Argiello-Garcia et al, 2015). Asi
mismo, se detectd el contenido de RNA mensajero por RT-PCR de la TrxP, de la NADH
oxidasa y de la FDP. En los tres casos se observaron diferencias entre la cepa susceptible a
albendazol al compararla con las clonas resistentes, mostrando un mayor nivel de expresion
en estas Ultimas (Paz Maldonado et al, 2013; Arguello-Garcia et al, 2015). De manera muy
relevante también se ha observado un menor acumulo intracelular de los metabolitos del
ABZ en trofozoitos resistentes al farmaco respecto a los sensibles, lo cual indica, bien una
mentor tasa metabdlica (de activacion) del farmaco o bien una capacidad diferencial de

incorporacion y/o desecho del ABZ y sus metabolitos.

Estos datos constituyen una plataforma para proponer que el estrés oxidante puede
ser una consecuencia importante del metabolismo del albendazol y que el parasito tendria
mecanismos para evitar el el dafio por este farmaco desarrollando mecanismos de resistencia
a esta droga. Asi mismo, el hecho de que se presente resistencia cruzada a farmacos con
diferentes mecanismos de accién permite sugerir la convergencia de mecanismos comunes

de resistencia, pudiendo ser el metabolismo antioxidante uno de estos.
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2. Justificacion

El farmaco ABZ es ampliamente utilizado para tratar a una gran variedad de infecciones
parasitarias, incluida la giardiosis. El parasito G. duodenalis puede desarrollar resistencia a
dicho farmaco. Tanto los mecanismos de accion del ABZ como los mecanismos de
resistencia al mismo han sido poco estudiados en G. duodenalis por lo que su estudio

aportaria conocimientos relevantes para entender la resistencia a este farmaco.
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3. Hipotesis

Si el albendazol produce estrés oxidante en G. duodenalis, entonces se observara dafio en
macromoléculas del parasito inducido por especies reactivas de oxigeno y éste puede
contrarrestarse si Giardia tiene algunas de las enzimas que activan al ABZ y otras moléculas
que participan en el metabolismo antioxidante. Si esto es asi, entonces seria posible que

éstas estén involucradas en el fendmeno de resistencia.

4. Objetivo General del Proyecto

Analizar el efecto citotdéxico del ABZ en Giardia duodenalis y evaluar la participacion de
moléculas del parasito en la activacion del éste y en el metabolismo anti-oxidante y que

posiblemente estén involucradas en la resistencia a este farmaco.

5. Objetivos particulares

»  Determinar la generacion de EROs en el parasito por efecto del ABZ.

»  Obtener un cultivo resistente a H2O..

> Determinar la susceptibilidad de las clonas resistentes y susceptibles a ABZ,
hacia compuestos inductor de estrés oxidante, como el peréxido de hidrogeno
(H20,).

» Determinar el dafio oxidante producido por ABZ en biomoléculas del parasito
(proteinas, lipidos y DNA), tanto en la cepa susceptible como en las clonas
resistentes a este farmaco.

» Evaluar la posible presencia del sistema de activacion del ABZ por citocromo
P450 y citocromo P450-Reductasa.
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6. Estrategia experimental

Trofozoitos de G. duodenalis tanto de la cepa sensible (WB) como de las clonas resistentes
(R1.35, R8 y R250) fueron expuestos a diferentes concentraciones de ABZ, como controles
se utilizaron parasitos expuestos al vehiculo (DMF) y a H,0,. Después de la exposicién se
evalud la formacion de ERO mediante DCFDH, tanto por microscopia como por citometria
de flujo. El crecimiento de los diferentes cultivos en presencia del ABZ y H,0, (resistencia
cruzada) se evalué mediante SYTOX Green. El dafio oxidante en las principales
biomoleculas se detecto; en las proteinas por medicién de la formacién de grupor carbonilo,
en los lipidos con la medicion de los productos de lipoperoxidacion MDA y HNE, y en el
caso del DNA detectando la formacion de 8-oxiGuanosina. Finalmente se evaluo la
apoptosis mediante la deteccion de fosfatidilserina en la superficie de los trofozoitos (ensayo
de anexina v) y la progresion del ciclo celular por tincién con ioduro de propidio. Por otro
lado se llevaron acabo analisis bioinformaticos y experimentales para la deteccion de

prosibles proteinas homdlogas del sistema de citocromos (CYP-450 y CYP-450 reductasa).

‘ Trofozoitos G. duodenalis ‘

Cepasensible |Clonasresistentes ‘
Control (DMF)

Albendazol (ABZ) o
H,0, _" Formacion de EROs (DCFDA)

Dafio oxidante en DNA:

Formacion de 8-OHdG Resistenciaa H,0; en
clonas resistentes a ABZ

(inmunofluorescencia) —| Curvas de resistencia
> Resistenciaa ABZ en
-—

cultivo resistente aH,0,

Dafio oxidante en
proteinas:

Proteinas carboniladas Determinar el efecto de ABZ en
> el ciclo celular

(Kit carbonilos)

Dafio oxidante en lipidos:

Peroxidacion lipidica

(conjugacion &cida) \

Identificar moléculas que
participan en la
metabolizacion del ABZ
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7. Metodologia

7.1 Cultivo de trophozoite y obtencion de trofozoitos resistentes a H,0,.

Trofozoitos de G. duodenalis de la cepa WB (ATCC n° 30957) y clonas resistentes a ABZ
se mantuvieron en medio TY1-S-33 suplementado con 10% de suero fetal bovino (Hyclone)
y solucion de antibidtico / antimicético (Thermo, EE.UU.) a 37 ° C (Keister, 1983) en viales
de 4,5 ml con tapdn de rosca. Los trofozoitos resistentes a ABZ se seleccionaron mediante
subcultivo continuo en las concentraciones sub-letales de ABZ (Sigma cat. A-4673).
Cuando los parésitos crecieron estos se clonaron por dilucion limitante usando la
concentracion ABZ correspondiente (Paz -Maldonado et al, 2013). Los trofozoitos fueron
sub-cultivados dos veces por semana bajo la presencia continua de medicamento (para
clonas resistentes a ABZ) y para las clonas sensibles a ABZ sélo en la presencia del vehiculo
(N, N-dimetilformamida; DMF, Sigma). Con la finalidad de obtener los parasitos resistentes
a H,0, (ROX), los trofozoitos se seleccionaron mediante subcultivo continuo aumentando
de las concentraciones subletales de H,O, (Sigma, EE.UU.). En ensayos subsecuentes se
utilizé una solucion inicial (0,01-25 mM) de ABZ en DMF o DMF. El estrés oxidativo se
indujo mediante la exposicion de los parasitos a 100 uM de H,O, y estos cultivos se

utilizaron como controles positivos (Raj et al, 2014).

7.2 Determinacioén del crecimiento de trofozoito

El crecimiento de trofozoito fue evaluado por la deteccion del compuesto fluorescente verde
SYTOX de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen cat. S7020).
Brevemente, los trofozoitos se lavaron tres veces en solucién amortiguadora de salina de
fosfato (PBS) y luego se suspendieron en soluciéon de lisis (6% SDS, HEPES 10 mM)
usando un agitador Vortex durante 10 s. Enseguida se afiadio una solucion de trabajo de
SYTOX Green (5 mM) en una relacion 1: 5v /vy se incub6 durante 10 min en la oscuridad.
La curva estandar de crecimiento se obtuvo utilizando un nimero variable de trofozoitos
lisadas. Los valores de absorbancia de cada muestra a partir de los trofozoitos no tratados y

tratados se determinaron en placas de 96 posos con fondo negro, utilizando un lector de
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FACSCalibur equipado con filtros de 504/525 nm de excitacion / emision (Gerphagnon et
al, 2013). Los valores de absorbancia de los controles negativos se obtuvieron de los pozos

sin células.

7.3 Deteccidn de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) en trofozoitos incubados con ABZ o
H,0..

Los trofozoitos sensibles a ABZ se incubaron con ABZ (1,35, 8 y 250 uM), DMF o H,0;
(100 pM) durante 16 horas a 37 ° C. La formacion de ERO se evalu6 por el Kit de
detecciéon de ERO Image-live Green™ segiin instrucciones del fabricante (Life
Technologies. gato 136007). Después de la incubacion, los trofozoitos se lavaron en PBS y
se suspendieron en 25 mM 6-carboxi-2 ', 7'-diacetato de dichlorodihydrofluorescein (carboxi
H2DCFDA) a 37 ° C durante 30 min. Se afiadido Hoechst 33342 a una concentracion final de
1 uM durante 5 min. La fluorescencia en los trofozoitos se detect6 al final del periodo de
incubacion en un citometro de flujo FACSCalibur Beckman o en un microscopio 6ptico
usando el software BD FACSComp.

7.4 Proteccion por cisteina y determinacion de resistencia cruzada entre ABZ y H,0,;

En los ensayos de proteccion por cisteina, los trofozoitos sensibles a ABZ se cultivaron en
medio TYI-S-33 suplementado con diferentes concentraciones de cisteina (0,5, 1, 2 0 4
mM). Posteriormente, los trofozoitos se incubaron en presencia de 0,2 uM ABZ durante 48
horas a 37 ° C. EIl crecimiento celular se determin6é por SYTOX Green, como se describio

anteriormente.

La resistencia cruzada entre ABZ y H,0, se evalud usando las clonas resistentes a
ABZ y resistente a H,O, antes mencionadas. Las clonas resistentes ABZ (R1.35, R8, R250)
fueron expuestas a 0, 25, 50, 75y 100 uM de H,0O, durante 24 hrs. a 37 ° C. El nimero de
células se determind por SYTOX Green como se describié anteriormente. La resistencia a

ABZ se determin6é en ROX (parésitos resistentes H,O,), que fueron expuestos a 0,05, 0,1,
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0,2, 0,4y 0,8 uM de ABZ durante 24 hrs a 37 ° C. Los cultivos control se crecieron en
ausencia de ABZ o H,0,. El nimero de células se determino por SYTOX Green como se

describio anteriormente.

7.5 Deteccidn de carbonilacién y peroxidacion lipidica

Los trofozoitos sensibles a ABZ fueron incubados con DMF, ABZ (1,35, 8 y 250 uM) o
H,0, (100 pM) durante 24 hrs a 37 ° C. La carbonilacién de proteinas se determind
utilizando un kit comercial (Protein carbonilo Ensayo, Quimica, EE.UU.). Los trofozoitos se
lavaron con PBS, se suspendieron en solucion de lisis (MES 50 mM, EDTA 1 mM a pH 7.4)
y se lisaron por 3 ciclos de congelacion-descongelacion seguido de centrifugacién a 10.000
X g durante 10 min. Posteriormente, la proteina se derivatizd con dinitrofenilhidrazina
(DNPH) durante 60 min en condiciones de oscuridad, la reaccion se detuvo con acido
tricloroacético al 20% y las muestras se centrifugaron a 10.000 X g durante 10 min. Las
muestras se lavaron tres veces con solucion de etanol / acetato de etilo. Finalmente, las
proteinas se suspendieron en clorhidrato de guanidina y se determiné la absorbancia a 450
nm (Krisko y Radman, 2010). La concentracion de proteina en la fraccion soluble se

determind por absorbancia a 280 nm en nanodrop (Termo Scientific).

Para la determinacion de la peroxidacion lipidica, después de la incubacion con el
farmaco o el vehiculo, se afiadié a homogeneizados de trofozoito una solucion de 1-metil-2-
fenilindol en una mezcla de acetonitrilo / metanol (3:1 V:V). Para la determinacién de
malondialdehido (MDA), la reacciéon se inici0 mediante la adicion de HCI a una
concentracion final 37%. En el ensayo de deteccion de 4-hidroxinonenal (HNE) se utilizaron
acido metanosulfénico y FeCls a una concentracién final de 34 uM. La absorbancia (A) a
586 nm se midid después de la incubacion de la mezcla de reaccion a 45 ° C durante 40 min.
Para cada serie de ensayos se restd, la absorbancia de un control en el cual se empleo agua
en lugar de la muestra. Asi mismo en cada ensayo se incluyé una muestra de control en el
que el reactivo se sustituye por acetonitrilo / metanol (3:1, V/V). En todos los ensayos se

empled una curva estandar de trimethoxypropane, en la cual se utilizaron concentraciones
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de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mM disueltas en el mismo volumen y leidas como se describe
arriba. (Gerard-Monnier et al, 1998; Orozco-Ibarra et al, 2007).

7.6 Deteccidn de fragmentacion del DNA

Trofozoitos sensibles a ABZ se incubaron con ABZ (1,35, 8 y 250 uM), DMF o H,0O; (100
KUM) durante 24 horas a 37 ° C enseguida se lavaron dos veces en PBS 1 X, y se incubaron
durante toda la noche a 42 ° C en una solucion de lisis (10 mM Tris-HCI, pH 7,4; EDTA 10
mM; NaCl 150 mM; 0,4% de dodecilsulfato de sodio y 200 mg / ml de proteinasa K). El
ARN se elimin6 de las muestras por incubacion con 20 mg / ml de RNasa A a 37 ° C
durante 30 min. El lisado se traté con fenol / cloroformo (1:1) y los &cidos nucleicos se
precipitaron a -20 ° C con 0,3 M de acetato de sodio pH 7 y etanol. Después de la
cuantificacion, el grado de fragmentacion del ADN se analizo por electroforesis en geles de

agarosa al 1% con bromuro de etidio (Ghosh et al, 2009).

7.7 Deteccion de dafio oxidativo en DNA

El dafio al DNA se evalué por inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal anti-8-
hydroxydeoxyguanosine (80HdG) (Santacruz cat. SC-66036). Para ello, trofozoitos
sensibles a ABZ fueron tratados con DMF, ABZ (1,35, 8 y 250 uM) o H,0; (100 uM)
durante 16 horas a 37 ° C. Posteriormente los trofozoitos se colocaron en cubreobjetos
tratados previamente con poli-L-lisina (2 mg / ml) durante 1 ha 37 ° C en y lavaron dos
veces con PBS. Estos se fijaron con una solucion de metanol: acetona (1: 1 v/v) a -20 ° C.
Las células fijadas se trataron con HCI 0,05 N durante 5 min en hielo, se lavaron con PBS'y
finalmente con PBS que contenia 35, 50 y 75% de etanol consecutivamente durante 3 min
cada vez. EI DNA fue desnaturalizado in situ con NaOH 0,15 N en etanol al 70% durante 4
min. EIl precipitado se lavd dos veces con PBS y se incubd con 0.2 mg / ml de colorante
Hoechst durante 10 min. Posteriormente los parasitos se lavaron con PBS que contenia 75,
50 y 35% de etanol en forma consecutiva en la presencia de 4% de formaldehido durante 2

min cada vez. Las muestras se incubaron en solucion de tripsina (49,5 mM de base Tris,
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EDTA 1 mM, 150,7 mM Na2HPO4, 14,9 mM K2HPO4, 0,1% de tripsina a pH 7.8) durante
10 min a 37 ° C y se lavaron 3 veces con PBS. Los trofozoitos se incubaron durante 30 min
con albdmina de suero bovino 1% (BSA) para bloquear la union no especifica y
posteriormente se incubaron con anticuerpo monoclonal anti-raton 8-OHdG durante 1 h.
Después de un lavado con PBS, las células se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente
con 1gG de cabra anti-raton acoplado a FITC (Santa Cruz Tecnologias de cat. Sc-2010). Las
muestras se analizaron usando un microscopio Zeiss equipado con iluminacion de

epifluorescencia como se ha descrito previamente (Suzuki et al, 2006).

7.8 Deteccidn de aductos proteina-MDA y de la fosforilacion de H2AX

Tanto la formacion de aductos proteina-MDA como la fosforilacion de la histona H2AX (en
Ser139) se evaluaron por ensayos de Western blot utilizando anticuerpos especificos. En
estos, los trofozoitos sensibles a ABZ fueron incubados con DMF, ABZ (1,35, 8 y 250 uM)
0 H,0, durante 24 h 37 ° C, se lavaron con PBS y se suspendieron en amortiguador de lisis.
Posteriormente se cargaron 20 pg de proteina por pozo en geles de acrilamida al 12% para
el ensayo de proteina-MDA y en geles de 15% de acrilamida para la deteccion de H2AX.
Después de terminada la electroforesis, los geles se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa durante 60 min a 100 volts. Una vez que se realiz6 la transferencia se
corroboro el transpaso de proteinas a la memebrana utilizando rojo Ponceau por 30 seg. y se
lavé con PBS 1X hasta su total destefiimiento. Las membranas se bloquearon con PBS 1X
con 0,1% de leche Svelty (Nestle) y Tween-20 al 1%, durante 2 horas a 37 ° C. Enseguida
las membranas se lavaron con amortigudor salino con Tris (TBS), se incubaron con
anticuerpo de conejo anti-MDA (Abcam, EE.UU.) y anticuerpos de conejo anti-H2AX
(Millipore, EE.UU.) en diluciéon 1:300 durante 1 h a temperatura ambiente bajo agitacion
constante. Posteriormente, las membranas se lavaron y se incubaron con anticuerpos de
raton anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano en dilucion 1:1000, durante 1h
a temperatura ambiente. La deteccion de quimioluminiscencia se realiz6 con el estuche de
deteccién de Amersham ECL segun las instrucciones del fabricante (Moore et al, 2013;
HofStetrova et al, 2010).
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7.9 Identificacion y cuantificacion de apoptoticas y células necroticas

Las células en procesos apoptoticos o necréticos después de la exposicion a ABZ o H,0; se
analizaron por citometria de flujo cuantificando la fluorescencia por anexina V (verde) y
ioduro de propidio (IP) (rojo). En este ensayo la anexina se une a las células apototicas y el
IP a las células con apoptosis tardia y necrosis. El ensayo se llevd a cabo utilizando el
Estuche comercial Anexina V-FITC Kit de deteccion de apoptosis (BioVision, EE.UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células fueron incubadas con
DMF, ABZ (1,35, 8 y 250 uM) o H,O;, (100 uM) durante 24 h. Posterioment los trofozoitos
se centrifugaron a 440 X g a 4 ° C y se suspendieron en 500 uL de amortiguador de unién
1X. Las células se incubaron con 5 pL de anexina V-FITC y 5 pL de IP (50 mg / ml)
durante 5 min en la oscuridad a temperatura ambiente. La fluorescencia FITC y IP se midid
con un FACS Calibur citometro de flujo equipado con un FL-1 filtro (530 nm) y un filtro
FL-2 (585 nm), respectivamente, en al menos 10.000 eventos (Ghosh et al, 2009) en cada

experimento.

7.10 Determinacion de las etapas del ciclo celular en trofozoitos de G. duodenalis

expuestos a ABZ

Para determinar las proporciones de los trofozoitos en las diferentes etapas del ciclo, la
tincion nuclear con Pl se acopl6 a la citometria de flujo. Brevemente, los trofozoitos
sensibles a ABZ fueron expuestos a ABZ (1,35, 8 y 250 uM) durante 4 horas a 37°C, se
lavaron con PBS y se fijaron 30 min con etanol al 70% en PBS. Enseguida las células se
lavaron de nuevo y se incubaron en PBS que contenia 0,1 mg / ml de RNasa durante la
noche a 4 ° C. Finalmente se retiraron sedimentos celulares por un pulso de centrifugacion,
se tifieron con IP (1 UM en PBS), se lavaron y se suspendieron en un pequefio volumen
(200-300 pL) para llevar a cabo el analisis en un FACS Calibur citémetro de flujo en al
menos 10,000 eventos por muestra. Se identificaron las areas de histograma segun lo

informado por Reaume et al, (2013).
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7.11 ldentificacidn de Proteinas activadoras de ABZ.

Se realizo una busqueda exhaustiva de secuencias homologas a citocromo P-450 y flavin

monooxigenasa en las bases de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)

y del genoma de Giardia (http://giardiadb.org/giardiadb/) mediante  Blast

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), con bdsqueda de dominios conservados

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) y herramientas de busqueda de

motivos(http://giardiadb.org/giardiadb/showQuestion.do?questionFullName=GeneQuestions
.GenesByMotifSearch).

7. 12 Modelado y verificacion de la funcién de proteinas in silico.

Las secuencias encontradas fueron modeladas in silico con la ayuda de los programas I-
Tasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-TASSER/) y Quarck

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/). La funciéon putativa de cada proteina

hipotética fue estudiada con el programa COFACTOR
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTORY/). En términos generales se siguieron las

recomendaciones y pautas preseleccionadas en cada programa y para cada modelo,
utilizando como fuente de templetes de las estructuras tridimensionales la base de datos
BioLiP (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/BioLiP/) (Xu y Zhang 2012; Yang et al,
2015)

7.13 Medicion de la actividad de CYP-450.

La medicién de la actividad de CYP-450 1A se realizd por fluorescencia dada por la
formacion de resorufina a partir de 7-etoxiresofufina, un substrato especifico de CYP-450.
La molécula de resorufina emite floresencia detectable con longitudes de excitacion a 520
nm y de emision a 585 nm. Se utilizé una concentracion de 5 uM de 7-etoxiresorufina final
en 2 ml de buffer de medicion, se agregaron 100 ug de proteina de extracto total de
trofozoitos de Giardia tratados con ABZ 1.35 uM por 24 hrs y sin tratar, la mezcla se incubo

3 min a 37°C en bafio maria. La floresencia se midio en lector de fluorescencia después de
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obtener una lectura basal hasta la estabilizacion de la sefial, la reaccion se inicié con 1 mM
de NADPH, los valores fueron registrados cada 3 seguntos durante 150 segundos, a partir de
la pendiente se obtuvieron las unidades enzimaticas de la reaccion, definiendo estas como la
cantidad de enzima que en una reaccidn enzimatica cataliza la conversién de 1 umol de

sustrato por minuto, se reportaro sobre pg de proteina (Escobar-Garcia et al, 2001).

7.14 Analisis de SDS PAGE y Western Blot.

Trofozoitos de G. duodenalis cepa WB en semiconfluencia fueron expuestos a DMF
(vehiculo), ABZ 1.35 uM 0 B-naptoflaovna 100uM (inductor de CYP-450) durante 16 hrs a
37 °C. Los parasitos fueron lisados con amortiguador de lisis (urea 4 M, tiourea 1 M, triton
X-100 0.05%, tris 10 mM) para obtener el extracto total y la cuantificacion de proteina se
llevo a cabo por el método de Bradford. Se cargaron 50 pg en cada carril de un gel de
acriamida al 12% y corrieron a 100 volts por 1 h 30 min aproximadamente. Posteriormente
las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 100 volts por 1 h. La
membrana de nitrocelulosa fue tefiida con rojo Ponceau para corroborar la correcta
transferencia de las porteinas. La membrana se lavé en PBS 1X hasta su total destefiimiento,
posterior a lo cual se bloqued con solucién de bloqueo (1% Triton X-100, 1% BSA, 5%
leche descremada, 0.7 % glicina en PBS 1X) durante 1 h a temperatura ambiente. Enseguida
se lavo la membrana 5 veces 5 min cada vez con PBS 1X y se incubd con anticuerpo de
raton anti-CYP-450 1Al (Oxford Biomedical Research Cat: PM10) en una dilucién 1:1000
en solucion de bloqueo 1 h a temperatura ambiente en agitacién suave. La membrana se lavo
5 veces por 5 min cada vez con PBS 1X, tras lo cual se incub6 con anticuerpo de cabra anti-
IgGde raton (Invitrogen Cat: G21234) en una dilucién 1:2000 en solucién de bloqueo 1 h a
temperatura ambiente en agitacion suave. Finalmente la membrana se lavd 5 veces por 5 min

cada vez con PBS 1X, posteriormente se reveld por quimioluminiscencia (Amersham ECL).

7.15 Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos en al menos 3 experimentos se expresan como media + desviacion

estandar (SD). La variacion entre grupos se evalué mediante andlisis unidireccional de la
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varianza (ANOVA) seguido de la prueba de comparacion mdaltiple de Tukey. La

significacion estadistica se establecio si p <0.05.

8. Resultados

8.1 Formacion intracelular de ERO en trofozoitos tratados con diferentes dosis de ABZ

En algunos informes, utilizando modelos animales, se reportd que el ABZ produce dafio
oxidante (Locatelli et al, 2004; Bartikova et al, 2010). Un inductor de estrés oxidativo en
diversos modelos, incluido G duodenalis es el H,O, (Ghosh et al, 2009; Raj et al, 2014), en
el presente trabajo se utilizé al H,O, como un control positivo de la induccién de estrés
oxidante. En ensayos de microscopia utilizando DCFDH, compuesto que fluorese al
contacto con ERO, se detecto la formacion de especies reactivas inducida por la exposicion
a ABZ. Como se muestra en la Figura 1, en el panel superior, la exposicion de los
trofozoitos sensibles al ABZ a este farmaco induce la formacion de ERO en una manera
dependiente de la concentracion, particularmente en la concentracion de 250 pM. La misma
Figura muestra micrografias en campo claro y con el colorante nuclear hoechst (primera y
segunda fila, respectivamente) para su comparacién con la deteccion de ERO (DCFDH). En
ensayos de citomeria de flujo los parasitos expuestos a ABZ (1.35, 8 y 250 puM) muestran
mayor sefial de ERO que los parasitos expuestos al vehiculo sin farmaco (Figura 1, panel

inferior)
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Figura 1. Deteccion de especias reactivas de oxigeno (ERO) en trofozoitos de Giardia
duodenalis expuestos al albendazol (ABZ). La cepa sensible de Giardia (WB) fue expuesta
a vehiculo (DMF) y a 1.35 pM, 8 uM 0 250 uM de ABZ por 8 hrs a 37°C. Posteriormente se
agregé DCFDH para evaluar la formacién de ERO. Como control positivo se utiliz6 a H,0,
100 uM (E). En las microfotografias del panel superior se muestran, en la primera fila las
imagenes de campo claro, en la segunda la tincion con el colorante nuclear Hoechst y en la
dltima fila la deteccién de ERO con DCFDH. Las células tratadas muestran una mayor
sefial fluorescente que las células sin tratar. Las graficas del panel inferior son datos de
citometria de flujo de un experimento representativo de tres diferentes ensayos, en donde se
cuantifico la poblacion de trofozoitos positiva a ERO. La tabla resume lo encontrado en las
graficas, siendo la poblacion M1 negativa a ERO y la poblacion M2 positiva a ERO.
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Para determinar la ubicacion precisa de la formacion de ERO intracelular dentro de
los trofozoitos se utilizo el DCFDH en microscopia confocal con parésitos tratados con 1.35,
8y 250 uM de ABZ y afiadiendo DCFDH. Como se aprecia en la Figura 2A la mayoria de
la poblacion expuesta al farmaco presenta sefial positiva a ERO. La localizacién de las ERO
se da de manera preferencial en los nucleos celulares, esto en los cultivos expuestos a 1.35 y
8 UM de ABZ. En el caso del los parasitos expuestos a 250 uM del farmaco la sefial esta
presente tanto en el nicleo como en el citoplasma celular (Figura 2 panel inferior). En este
caso son evidentes los cambios morfoldgicos que produce el ABZ y que han sido

previamente reportados (Paz-Maldonado et al, 2013).
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Figura 2. Localizacion intracelular de ERO en trofozoitos de G. duodenalis. La cepa
sensible de Giardia (WB) fue expuesta a (columnas, de izquierda a derecha) 1.35, 8 y 250
UM de ABZ por 8 hrs a 37°C. Posteriormente se agregé DCFDH para evaluar la
localizacion de ERO por microscopia confocal. A el panel superior muestra una imagen
representativa de trofozoitos positivos y negativos a ERO. B Imagenes de células
individuales representativas. En la primera fila las imagenes de tincion con el colorante
nuclear Hoechst, en la segunda fila la deteccion de ERO con DCFDH y en la dltima fila las
imagenes superpuestas. La localizacion en trofozoitos expuestos a 1.35y 8 uM de ABZ es
preponderantemente nuclear, mientras que los tratados con 250 uM de ABZ muestran un
patron difuso en el nuicleo y todo el citoplasma de los trofozoitos. Las imagenes son
representativas de al menos tres ensayos independientes.
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Las clonas resistentes a ABZ: R1.35, R8 y R250 (Arguello-Garcia et al, 2009; Paz-
Maldonado et al, 2013) se utilizaron para determinar la posible existencia de resistencia
cruzada con H,0,, un inductor de estrés oxidante. Con este propdsito las clonas resistentes
se incubaron en concentraciones crecientes de H,O, (0, 25, 50, 75, 100 uM) vy se determind
el crecimiento celular después de 24 hrs mediante SYTOX Green. En general, las clonas
resistentes a 1.35 y 250 (R1.35 y R250) mostraron una resistencia cruzada parcial a H,O,
(Figura 3A). Es un caso especial la clona R8, la cual se comporta de manera diferente a las
otras dos, esta clona se ha catalogado como un “estado de transicion” y se sabe presenta
comportamientos particulares similares a lo observado en este ensayo (Argiello-Garcia et al,
2009; Paz-Maldonado et al, 2013).

Para evaluar si existe resistencia cruzada entre parasitos resistentes a H,O, y el ABZ,
se cultivaron trofozoitos en presencia de concentraciones crecientes de H,O,, alrededor de 6
méses de cultivo permitieron obtener una cepa con resistencia a 75 pM de H,0;
(denominada ROX). Esta cepa fue cultivada en presencia de diferentes concentraciones de
ABZ (0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 y 8 pM) mostrando un mayor crecimiento en presencia del

farmaco en comparacion de la cepa suceptible (WB) (Figura 3B).

8.2 La cisteina aumenta la tolerancia a ABZ en los trofozoitos tratados con el farmaco

G. duodenalis posee un metabolismo antioxidante similar al bacteriano en el que la cisteina
es el principal tiol antioxidante en lugar de glutatién. Con la finalidad de analizar si el
aumento de los niveles de cisteina extracelular puede conferir una mayor tolerancia al
farmaco en los trofozoitos susceptibles a ABZ, estos se incubaron en medio de cultivo con
diferentes concentraciones de cisteina (0.5, 1, 2 y 4 mM), posteriormente se afiadio el ABZ a
una concentracion 0.2 UM y después de un periodo de incubacion de 48 hrs se determind el
crecimiento celular en los trofozoitos trados. En estos ensayos se observo que los parasitos
que se incubaron a la concentracion de cisteina mas alta (4 mM) mostraron mayores tasas de

crecimiento despueés de la exposicion ABZ que aquellos que se incubaron a concentraciones
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mas bajas de este aminoacido (Figura 3C). Estos resultados sugieren que la exposicién a

cisteina puede, en parte, prevenir el estrés oxidante ocasionado por el ABZ.
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Figura 3. Resistencia cruzada a ABZ y H,0, y proteccion de la cisteina (Cys) en trofozoitos
expuestos al ABZ. A Resistencia cruzada de clonas resistentes al ABZ contra H,0, Las
clonas resistenctes a ABZ mostraron resistencia curzada a H;O,, La barra blanca
corresponde a cepa suceptible (WB), en barras negras la clona R1.35, barra con lineas
horizontales R8, barra con lineas verticales R250. B Resistencia cruzada en cultivo
resistente a H,O, (ROX) contra ABZ, en barras blancas la cepa WB y en barras grises el
cultivo ROX. Se observd que las cepa resitente a H,O, crece en presencia de ABZ. C
Proteccion de Cys en trofozoitos expuestos al ABZ, Cultivos de Giardia fueron incubados 24
h con 0.5 mM (barra blanca), 1 mM (barra con lineas ascendentes) 2mM (barra con lineas
descendientes) y 4 mM (barra cuadriculada). Posteriormente se agregd 0.2 uM de ABZ y 48
h despues se cuantifico el nimero de células. Las gaficas representan la media de tres
ensayos independientes con desviacion estandar. * < p=0.5 en ANOVA y anélisis de Tukey.
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8.3 Analisis del dafio a biomoléculas en trofozoitos de G. duodenalis ante la exposicion a
ABZ

La formacion de ERO puede llevar a estrés oxidante, el cual se ve reflejado como dafio
oxidante en biomoléculas. Con el fin de evaluar este dafio en proteinas se determiné la
presencia de grupos carbonilo. Los trofozoitos de Giardia fueron expuestos a 1.35, 8 y 250
UM de ABZ, y posteriormente se evalu6 la concentracién de grupos carbonilo en el extracto
protéico. Como se observa en la Figura 4A, existe una tendencia de aumento en la
concentracion de grupos carbonilos con forme aumenta la concentracion del farmaco, dicho
aumento no muestra significancia estadistica aunque no se puede descartar la posible

relevancia biologica.

Por otro lado los lipidos pueden ser afectados en el estrés oxidativo por el fenémeno
de lipoperoxidacidn, durante esta oxidacion se presenta la formacién de intermediarios como
son MDA y HNE. La determinacion de estos intermediarios se determin0 después de la
exposicion de trofozoitos de la cepa WB a concentraciones crecientes de ABZ (1.35, 8 y 250
KUM). Los resultados no muestran diferencias significativas en la formacién de MDA o HNE
entre los parasitos sin exponer y los expuestos al farmaco (Figura 4B). Se sabe que el MDA
puede interaccionar con algunas proteinas, formando aductos MDA-proteina, debido a esto,
se llevd a cabo la deteccion de estos aductos por Western blot utilizando anticuerpos
especificos MDA-proteina (Figura 4C). De manera similar a lo observado en el ensayo
anterior no se detectaron diferencias significativas entre los parasitos expuestos al ABZ y los

que no lo estubieron.
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Figura 4. Dafo oxidante en biomoleculas de trofozoitos expuestos al ABZ. A Carbonilacion
de proteinas en trofozoitos de G. duodenalis expuestos al ABZ. A. Los parasitos fueron
expuestos a vehiculo (barra blanca), 1.35 uM (barra negra) 8 uM (barra con lineas
horizontales), 250 (barra con lineas verticales) y H,O, (barra cuadriculada). B. Evaluacién
de lipoperoxidacion por deteccion de MDA y HNE en trofozoitos de G. duodenalis
expuestos al ABZ, los parasitos fueron expuestos a vehiculo (barra blanca), 1.35 uM (barra
negra) 8 UM (barra con lineas horizontales), 250 (barra con lineas verticales) y H,0;
(barra cuadriculada). C. Western blot con anticuerpos contra aductos de proteina-MDA en
parasitos expuestos a 1.35, 8 y 250 uM de ABZ. Las géficas representan la media de tres
ensayos independientes con desviacion estandar. * < p=0.5 en ANOVA y analisis de Tukey.

8.4 Caracterizacion del dafio inducido por ABZ al DNA de trofozoitos de G. duodenalis

El dafio oxidativo al DNA por la exposicion al ABZ se determind mediante ensayos de

inmunocitoquimica utilizando anticuerpos contra 8OHdG marcados con floreseina. Después
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de la exposicién de los trofozoitos a diferentes concentraciones de ABZ se observd un
aumento significativo en la sefial intranuclear, que se asocia a la formacion de 80OHdG en
DNA de las células tratadas (Figura 5). En la mayor concentracion utilizada del farmaco
(250 uM) se observo la sefial fluorescente en el ndcleo y todo el citosol, mostrando un

patron intracelular difuso (Figura 5).

WB+DMF WB+1.35 uM ABZ WB+8 uM ABZ WB+250 uM ABZ WB+100 uM H,0,

) ....

Figura 5. Formacion de dafio oxidante en material genético de trofozoitos de Giardia
duodenalis expuestos al Albendazol (ABZ). La cepa sensible de Giardia (WB) fue expuesta
a vehiculo (DMF)y a 1.35 uM , 8 uM 0 250 uM de ABZ por 8 hrs a 37°C. Posteriormente
se incubo con anti-80xiGuanosina. Como control positivo se utiliz6 a H,0, 100 uM. En las
micrografais de inmunofloresencia se muestran, en el panel superior las imagenes con el
colorante nuclear Hoechst y en panel inferior la deteccion de dafio oxidante con anti-
80xiGuanosina. Las células tratadas muestran una mayor sefial que las células sin tratar.
Imagenes representativas de tres ensayos independientes.

De las observaciones anteriores se concluye que el ABZ causd un dafio oxidativo
preferencial a nivel de DNA. Con la finalidad de analizar la integridad del DNA, trofozoitos
de Giardia se expusieron al ABZ en diferentes concentraciones (1.35, 8, 259 uM),
posteriormente se obtuvo el DNA de los parasitos para su corrimiento en geles de agarosa.
Como se muestra en la Figura 6A, el DNA genomico sufrié degradacion en los trofozoitos
expuestos al ABZ, en el gel mostrado se aprecian bandas difusas de bajo peso molecular
(flecha Figura 6A). Este dafio no se presenta en las clonas resistentes al ABZ ni tampoco en
la clona resistente a H,O,. Para corroborar la presencia de dafio en DNA se utilizaron

anticuerpos contra histona H2AX fosforilada, la cual se fosforila en respuesta a una ruptura
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de doble cadena. Como se muestra en la Figura 6B la exposicion del parasito a la mayor
concentracion de farmaco utilizada (250 pM) resulté en la deteccion de fosforilacion en la
H2AX, lo que indica dafio de doble cadena en el DNA.

A WB R WB R WB R Rox WB B | mw
bp 1.35 8 250 (kpa) WB WB WB WB
250 -
150 -
100 -
75 -
et ) et ) W 0 |\ o
10037 -
37 -
25 -
600 -
400 - 20 -
200 -
15 .
10 -
[ABZ uM]  +DMF [1.35] [8] [250]
[ABZ uM] [1.35] (8] [250] [8] 100 um kDa
H202 .
Coomassie :
blue stained 1> = H— ' ‘
load control

Figura 6. Fragmantacion del DNA y fosforilacion de la histona H2AX en trofozoitos de
Giardia duodenalis expuestos al Albendazol (ABZ). A Degradacion del DNA en trofozoitos
de Giardia duodenalis expuestos al Albendazol, tanto la cepa sensible WB como las clonas
resistentes al ABZ (R1.35, R8, R250) fueron expuestas a vehiculo (DMF) y a 1.35 uM, 8 uM
0 250 uM de ABZ por 8 hrs a 37°C. Posteriormente se purifico el DNA 'y corri6 en geles de
agarosa. B Deteccion de la fosforilacién de la histona H2AX. Se incub6 a los parasitos con
(DMF) y a 1.35 uM, 8 uM o 250 uM de ABZ, posteriormente se realizo el andlisis de
Western blot con anti-H2AX fosforilada. Como control positivo se utiliz6 a H,O, 100 uM.
Imagenes representativas de tres ensayos independientes.

8.5 El tramiento de los trofozoitos con ABZ induce apoptosis y afecta la progresion del ciclo

celular en estos.

Para determinar el efecto del ABZ sobre los trofozoitos de G. duodenalis se analizd si este
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farmaco induce fendémenos semejantes al proceso de apoptosis. Para ello se determiné la
translocacion de fosfatidilserina en la membrana de trofozoitos expuestos al ABZ, ello
mediante la deteccion de anexina V como un marcador especifico de la apoptosis temprana e
IP para marcar a células con apoptosis tardia y necrosis. Como se aprecia en la Figura 7, los
trofozoitos expuestos a ABZ muestron un aumento significativo en la sefial de la anexina V.
A concentraciones de farmaco mas altas el numero de células positivas para anexina V
aumenta. En la concentracion méas elevada, 250 yuM de ABZ, se aprecia un elevado
porcentaje de células marcadas positivamente tanto para anexina VV como para IP, lo cual

indica un proceso de muerte celular programada tipo apoptosis tardio y necrosis (Figura 7).
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Figura 7. Translocacion de fosfodiesteraras e incorporacion de ioduro de propidio (IP) en
trofozoitos de Giardia duodenalis expuestos al Albendazol (ABZ). La cepa sensible de
Giardia (WB) fue expuesta a vehiculo (DMF) y a 1.35 uM, 8 uM o0 250 uM de ABZ por 16
hrs a 37°C. Posteriormente se agregd anexina V, la cual detecta fosfodiesterasas en region
externa de la membrana, como marcador de apoptosis temprana e IP, el cual se incorpora
al DNA cuando la célula pierde permeabilidad, como carcador de apoptosis tardia y
necrosis. Como control positivo se utiliz6 a H,O, 100 uM (E) para tratar a los trofozoitos.
En las micrografias del panel superios se muestran, en la primera fila las imagenes de
campo claro, en la segunda la sefial de anexina V y en la ultima fila la deteccion de IP. Las
células tratadas muestran una mayor sefial que las células sin tratar. Las graficas del panel
inferior son datos de citometria de flujo de un experimento representativo de tres diferentes,
en donde se cuantifico la poblacién de trofozoitos positiva a anexina V (R4), positiva para
IP (R1), doble positivas (R2) o doble negativas (R3). La tabla resume lo encontrado en tres
ensayos de citometria de flujo.
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Dada la evidencia de dafio en material genético y la presencia de marcadores de
apoptosis, se evaluo la posible afectacion en el ciclo celular del parasito. En experimentos
adicionales los nucleos de trofozoitos se tifieron con Pl para evaluar si la exposicion al ABZ
puede alterar la progresion del ciclo celular. En los trofozoitos tratados se observd una
disminucién notable en la subpoblacion G1 (area amarilla, a partir de 14,6% en las células
tratadas con vehiculo al 2,7% en las células tratadas con 250 uM ABZ), un ligero aumento
en la subpoblacion de la fase S (22.1% a 27%, respectivamente) y un aumento similar en la
subpoblacion G2 (61,0% a 69,9%, respectivamente). Estos datos sugieren que las
concentraciones ABZ citotoxicos sélo permiten un transito parcial de Gla Sy de Sa G2 en
las células, presentando un patron (G2 >> S> G1> M) que indica un paro del ciclo celular en
el limite de fase G2 / M.
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Figura 8. Efecto de la exposicion al albendazol en ciclo celular de trofozoitos de Giardia
duodenalis. La cepa sensible de Giardia (WB) fue expuesta a vehiculo (DMF) y a 1.35 uM,
8 UM 0 250 uM de ABZ por 4 hrs a 37°C. Las células fueron tefiidas con ioduro de
propidio (IP), la floresencia fue medida por citometria de flujo. La region amarrilla
corresponde a células en G1, la azul a G2 y la S por el area rayada, M esta indicada con la
flecha. Las figuras son representativas de tres ensayos independientes.

8.6 Identificacion de posibles proteinas activadoras del ABZ.

El ABZ es un profarmaco, por lo cual es necesaria su activacion (por monooxigenacion)
para ejercer el efecto parasiticida. En términos generales se sabe que esta activacion se
puede llevar a cabo por dos tipos de proteinas, las flavin monooxigenasas y con mayor
frecuencia, los citocromos P450 (CYP-450). Uno de los objetivos del presente trabajo fue

evaluar la presencia de alguna de estas enzimas en el parasito G. duodenalis. Mediante la
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herramienta bioinformatica “Genes By Motif Search” disponibles en la base de datos de
Giardia (http://giardiadb.org/), se localizé una proteina hipotética que contenia un motivo
caracteristico de los CYP-450 ([FW]-[SGNH]-X-[GD]-{F}-[RKHPT]-{P}-C-[LIVMFAP]-
[GAD], este motivo estd reportado en http://prosite.expasy.org/PS00086, con precision de

95.33 % y cobertura de 93.07 %). Empleando un procedimiento similar se encontrd una
CYP-450 reductasa, tipicamente asociada a la funcion biologica de los CYP-450. No se
localizaron proteinas similares a flavin monooxigenasas en el genoma de Giardia ni en
otras bases de datos revisadas. EI namero de identificacion del gen homdélogo a CYP-450
reductasa es >GL50803_15897, y el nimero de la proteina con patron concenso de CYP-450
es >GL50803_101765.

Mediante el uso de los programas computacionales I-Tasser y Quarck se obtuvieron
modelos teodricos de la estructura tridimencional del CYP-450 reductasa y del CYP-450
respectivamente (Xu y Zhang 2012; Yang et al, 2015). En ambos programas se ingresoé la
secuencia de aminoacidos de la proteina en formato FASTA vy, apartir de ésta, el programa
busca modelos similares en bases de datos para estructuras terciarias y cuaternarias
previamente reportadas (Figura 10). En el caso de la CYP-450 se obtuvo un modelo de baja
calidad, ello principalmente a la presencia de una secuencia altamente hidrofébica (Figura
9). El subsecuente analisis de dicha estructura hidrofébica demostr6 alta homologia con la
familia de las proteinas variantes de superficie (VSP, por sus siglas en ingles). En una
busqueda bibliografica del gen correspondiente a la CYP-450 hipotética se encontré un
reporte de Arguello y colaboradores en 2009 donde describen a esta proteina y la identifican

como una VSP relacionada a la resistencia al ABZ (ARR-VSP, por sus siglas en ingles).
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Figura 9. Modelo tedrico tridimensional de proteinas putativas en Giardia duodenalis.
Mediante bases de datos y programas computacionales se identificaron genes que codifican
para proteinas homdlogas a CYP-450 rweductasa y CYP-450 respectivamente. Con la
estructura primaria se realizaron modelamientos tedricos in silico. De izquierda a derecha,
modelo en programa I-Tasser de una proteina putativa CYP-450 reductasa G. duodenalis,
modelo en programa Quark de una pruteina putativa CYP-450 en G. duodenalis.

En ensayos subsecuentes, se utilizaron anticuerpos policlonales heterologos contra
CYP-450 para detectar una posible proteina homologa a esta familia en Giardia. En estos
ensayos los trofozoitos se incubaron en presencia de beta naptoflavona, un inductor de CYP-
450 por diferentes tiempos (10, 12, 24 y 48 hrs), se obtuvieron los extractos totales y se
analizaron en ensayos de Western blot como se describe en la seccién de materiales vy
métodos. Los resutlados mostraron una banda especifica en un peso molecular aproximado
de 45 kDa. Dicha banda incrementa su sefial después de la incubuacion con el inductor beta

naptoflavona, lo cual indica que pudiera corresponder a un CYP-450 (Figura 10).
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Figura 10. Deteccion de proteinas homologas a CYP-450 en trofozoitos de Giardia
duodenalis por Western blot. A. Trofozoitos de G. duodenalis fueron expuestos a [5-
naptoflavona, un inductor de CYP-450 por 0, 12, 24 ,48 hrs a 37°C, posteriormente 10s
extractos proteicos fueron analizados por Western blot empelando anticuerpos anti-
CYP1A1 heter6logos. En B se muestra el gel de proteina tefiido con azul de coomassie
como control de carga.

WB + B-Nf

0 12 24 48

Por otro lado se realizaron ensayos para detectar actividad enzimatica especifica de
CYP-450. En estos ensayos se utilizo la 7-etoxiresorufina como un substrato especifico, el
cual se incub6 con extracto total de trofozoitos de Giardia. La presencia de flouresencia
indica la activacion del substrato y y corresponde a la actividad enzimatica. Como se
observa en la Figura 11 se detect6 actividad enzimatica especifica para CYP-450 de 0.17
pmol/min/mg promedio, es decir, los trofozoitos de Giardia tienen actividad especifica de

CYP-450.
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Figura 11. Deteccion de actividad enzimatica especifica de CYP-450 en trofozoitos de
Giardia duodenalis. Extractos totales de trofozoitos de G. duodenalis se obtuvieron para
realizar ensayos de actividad enzimatica mediante el uso el substrato 7-etoxiresorufina. La
imagen muestra una imagen representativa del ensayo de deteccion de actividad de CYP-
450 por flourescencia.

Finalmente se analizaron los transcritos correspondientes a los genes de Giardia
homologos a CYP-450 reductasa y la ARR-VSP (CYP-450 putativa), emplando primers
especificos utilizados en RT-PCR de punto final. EIl RNAm extraido de la cepa susceptible y
de las clonas resistentes a ABZ fue retrotranscrito y utilizado en el ensayo de RT-PCR.
Como se observa en la Figura 12 los transcritos de las dos proteinas (CYP-450 reductasa y
ARR-VSP) se encuentran en menor concentracion en las clonas resistentes al ABZ,
mostrando una relacion inversa entre resistencia y cantidad de transcrito. En todos los casos

se utilizo el transcrito de ubiquitina, gen de expresion constitutiva, como control (Figura 12).
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Figura 12. Deteccion del de RNAm de proteinas putativas en trofozoitos de Giardia
duodenalis. Se obtuvieron RNAm de la cepa suceptible (WB) y de las clonas resistentes
R1.35, R8 y R250. A partir de estos se realizo una retrotranscripcion para evaluar los
niveles de RNAm especifico de CYP-450 reductasa putativa y ARR-VSP (CYP-450 putativa).
En la imagen superior se muestrn los amplificados correspondientes a ARR-VSP, en la
imagen inferior se muestran los amlificados de CYP-450 reductasa putativa. En ambos
casos se utilizo la ubiquitina como amplificado control. Mediante el programa ImageJ se
obtuvieron datos de densitomeria, los cuales estan graficados en el panel inferior. Las
imagenes y los datos son representativos de tres ensayos independientes.
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9. DISCUSION

Las enfermedades parasitarias por protozoos y helmintos representan un grave problema de
salud en todo el mundo. El control de las infecciones causadas por estos parasitos se lleva a
cabo principalmente por el tratamiento farmacolégico. EI farmaco ABZ es un benzimidazol
con un efecto anti-helminto de amplio espectro esto aunado a su bajo costo hacen de este
farmaco una alternativa adecuada en los programas de administracion masiva de
medicamentos para desparasitar nifios en los paises donde la giardiasis es endémica. La
dosificacion de ABZ contra la giardiasis es de una dosis de 400 mg cada 24 hrs. durante 5
dias. La utilizacién de dosis subdptimas esta asociada a la generacion y difusion de la
resistencia a ABZ en Giardia. (Watkins y Eckmann, 2014; Tian, 2010). La presencia de
casos refractarios al ABZ es un problema de salud, a la fecha se han descrito gran cantidad
de estos casos y resultan relativamente frecuentes en la practica clinica. Los parésitos
resistentes al ABZ también pueden presentar resistencia a otros farmacos, dicha resistencia
cruzada dificulta la eliminacion de la infeccion e incrementa la severidad de la misma. El
conocer los mecanismos de accion del ABZ permitira determinar el proceso de resitencia y
asi poder generar tratamientos mas eficientes para combatir, en este caso a Giardia.
(Watkins y Eckmann, 2014). La comprension de los mecanismos de accion del ABZ en
Giardia también ayudara a entender y prevenir efectos secundarios del ABZ (Dayan, 2003;

Nandi y Sarkar. 2013), asi como para desarrollar quimioterapias novedosas mas efectivas.

En este contexto, los mecanismos de accion del ABZ se han estudiado
principalmente en los parasitos helmintos, pero la informacién en protozoo es limitada. En
helmintos, su principal mecanismo de accion se lleva a cabo mediante la union a B-tubulina,
causando la desestabilizacion del citoesqueleto. La resistencia a ABZ se ha asociado a
mutaciones puntuales en esta proteina y hasta el momento otros efectos de ABZ han sido
poco analizados. Algunos estudios en células de mamiferos han correlacionado el uso de
ABZ a la presencia de estrés oxidativo. La susceptibilidad de muchos paréasitos al estrés
oxidativo es un fenémeno ya estudiado. (Pal y Bandyopadhyay, 2012), por lo tanto, en este
estudio se evalud la capacidad de ABZ para inducir estrés oxidativo en el parasito

protozoario G. duodenalis. En nuestro grupo de trabajo se han publicado datos referentes a
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la relacion del ABZ con el estrés oxidante en Giardia, de manera particular la intervencion
de algunas enzimas antioxidantes en el fenomeno de resistencia a este farmaco (Argiello-
Garcia et al, 2015).

De acuerdo con nuestros resultados, la exposicion a ABZ causé la formacion
intracelular de ERO en trofozoitos de G. duodenalis. Con ello se demuestra que el ABZ
afecta el estado redox del paréasito, lo cual constituye un fendmeno que se describe en este
trabajo por primera vez en G. duodenalis. Los resutlados obtenidos por microscopia
confocal mostraron que las ERO se detectaron principalmente en los nicleos de los
trofozoitos expuestos a ABZ. Por lo tanto, el estrés oxidativo causado por ABZ puede ser
parte del efecto citotoxico de este farmaco en Giardia. Un aspecto importante a ser
abordados en futuros estudios es determinar cuales son las ERO que estan implicadas y los
mecanismos que inducen su formacion. La observacion de que el nucleo es el principal
sitio en donde se detectan ERO es un tema de interés en nuestro grupo y se puede sugerir
que esto puede deberse a una distrubucién diferencial de las defensas antioxidantes, siendo

menor en el nucleo.

Debido a que la citotoxicidad de ABZ se relacion6 con el estrés oxidativo, se evalud
otra molécula pro-oxidante (H.O,). Esta molécula es una de las principales ERO y se
empled a lo largo del presente trabajo como un inductor de estrés oxidante. En nuestro
estudio, se detectdé un grado parcial de resistencia cruzada a este agente en las clonas
resistentes a ABZ. Esta correlacion entre la resistencia a farmacos y la respuesta
antioxidante también se ha sugerido en las cepas de Leishmania resistentes a los
medicamentos y en otros patdgenos tales como Plasmodium y Pseudomonas (Berg et al,
2015; Poole, 2014; Lehane et al, 2012). Es especialmente importante la resistencia cuando
los farmacos presentan una actividad pro-oxidante, es decir cuando su mecanismo de accion
esta ligado a la formacion de ERO vy el estrés oxidante (Pal y Bandyopadhyay, 2012). El
fendbmeno de resistencia cruzada en Giardia hacia diferentes farmacos, incluyendo
metronidazol y ABZ ya ha sido reportado (Tejman-Yarden y Eckmann 2011), aunque las
causas de este aun no han sido completamente dilucidadas. La proteccion conferida por

cisteina en trofozoitos tratados con ABZ corrobora que este farmaco induce toxicidad
56



mediante estrés oxidante. En este contexto, es importante estudiar mas a fondo la
participacion de otras moléculas anti-oxidantes, en particular enzimas (por ejemplo, NADH
oxidasa, falvoprotein-A, la reductasa de superdxido, peroxirredoxinas), podrian conferir
proteccién contra el estrés oxidativo inducido por ABZ. Recientemente Arguello-Garcia y
colaboradores reportaron la sobre expresion de transcritos para varias de estas enzimas en
clonas resistentes al ABZ, lo cual nos indica un papel importante en el metabolismo de
resistencia a farmacos (Arguello-Gacia et al, 2015). En una aproximacion basada en
microarreglos Raj y colaboradores (2014) observaron sobreexpresion de diversos transcritos
de G. duodenalis tras exponer a trofozoitos de este pardsito a estrés oxidante, dichas
proteinas corresponden a varios procesos celulares, incluyendo metabolismo energético y
ciclo celular, entre otras (Raj, et al, 2014), Lo que nos indica que gran variedad de proteinas
y vias metabolicas pudiesen estar relacionadas a la respuesta contra estrés y, en Ultima

instancia, a los fenotipos de resistencia a fArmacos.

El dafio oxidante causado por ABZ en las principales biomoléculas del parasito fue
evaluado en el presente trabajo, de manera importante se encontrd ausencia de peroxidacion
lipidica y de carbonilacion de proteinas inducidas por el ABZ. Por otro lado, el analisis de la
molécula de DNA muestra dafio oxidante significativo y degradacion del mismo por efecto
del farmaco. La falta de la peroxidacién de lipidos puede ser debida al hecho de que Giardia
puede tomar lipidos y colesterol a partir de fuentes exdgenas, esto aunado a metabolismo
particular de los lipidos y a la localizacién nuclear de la formacion de ERO (Gibson et al,
1999; Das et al, 2002) en este parasito. Por otro lado, la carbonilacion de proteinas, un dafio
oxidativo irreversible, s6lo mostr6 una tendencia a aumentar cuando se utilizaron
concentraciones altas de ABZ pero se detecta un fuerte aumento cuando los parasitos se
trataron con H,0,. Aunque la carbonilacién es un marcador importante de dafio a las
proteinas, sera importante analizar si se presentan otros mecanismos de dafio oxidativo en

proteinas (Mgller et al, 2011) en los trofozoitos tratados con ABZ.

La deteccion de 80OHdG, junto con la degradacion del DNA en trofozoitos expuestos
al ABZ, indican que el DNA es una de las principales biomolécula afectada por la accion

pro-oxidante de ABZ. El dafio in vitro sobre DNA por farmacos como el metronidazol se ha
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demostrado recientemente en Giardia (Uzlikova y Nohynkova, 2015). Otros farmacos con
actividad redox tal como benzinidazole y hydroxymethylnitrofurazone se ha observado que
afectan de manera importante al DNA (Davies et al, 2014). Esto podria explicar, al menos
en parte, el que se haya reportado la existencia de cepas con resistencia cruzada a varios
farmacos. En el presente trabajo reportamos el efecto en trofozoitos tratados con ABZ sobre
la fosforilacion de la histona H2AX, que se considera como una sefial de reparacion después
de ruptura de doble cadena del DNA. En otros protozoarios parasitos, tales como
Toxoplasma gondii, la fosforilacion de H2AX ha sido correlacionado con la pérdida de
potencial patoldgico y baja tasa de crecimiento (Vonlaufen et al, 2010). Es importante
sefialar que el patron de escalera tipica de la degradacion del DNA observado en Giardia
expuesto a ABZ no fue simialr al asociado con la apoptosis en otros organismos ni a un
patron de barrido del DNA como cominmente se presenta en necrosis (Bagchi et al, 2012).
Asi, el patron de degradacion del DNA se correlaciona con un fendmeno similar a la
apoptosis presente en G. duodenalis (Bagchi et al, 2012; Uzlikova and Nohynkova, 2015).
De hecho, la deteccion de fosfatidilserina, una molécula que se encuentra en la cara interna
de la membrana celular y que durante las primeras etapas de la apoptosis se transloca hacia
la cara exterior de la célula, sugiere un evento tipo apoptético. Estos resutlados son
comparables a los reportados por otros autores con respecto a un proceso tipo apoptético en
Giardia cuando se expone a inductores clasicos de estrés oxidativo y a metronidazol (Bagchi
et al, 2012). En trofozoitos expuestas a ABZ se observd una detencion parcial en fases S y
G2 del ciclo celular, lo que se correlaciona con la induccidn de estrés oxidativo y de un
proceso tipo apoptético. Es de destacar que la detencidn del ciclo celular no es completa y
esto permite que una porcion de la poblacion de células pueda continuar a través del ciclo
celular. El efecto de diferentes farmacos en el ciclo celular de Giardia ha sido reportado
mostrando diferentes fendmenos, incluyendo detencion parcial del ciclo celular en etapas
diferentes de acuerdo con el farmaco en estudio (Reaume et al, 2013), lo que demuestra que
los mecanismos de accion de cada farmaco actian de manera diferencial a lo largo del ciclo
celular del parasito. En este trabajo, los trofozoitos tratados con ABZ mostraron un patron
consistente con el tratamiento de trofozoitos con compuestos que afectan los microttbulos,
causando citocinesis incompleta (Mariante et al, 2005) y corroborando asi la accion que

tiene el ABZ en el citoesqueleto del parasito.
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En resumen, este trabajo demostré que ABZ induce la formacion de intracelular de
ERO en G. duodenalis, conduciendo a un estado de estrés oxidativo, donde la principal
biomolécula afectada es el DNA. Este dafio indujo la formacion de 80OHdG y ruptura de
doble cadena en el DNA y a su vez condujo a la desregulacion del ciclo celular y
eventualmente a la muerte celular tipo apoptotica. Esta informacion permite ampliar nuestro
conocimiento con respecto a los mecanismos de accion que tiene el ABZ en G. duodenalis,
asi como de los posibles mecanismos involucrados en la resistencia a este y ortos farmacos.
Este conocimiento sera de importancia en el la implementacion de quimioterapias mas

eficientes y en el desarrollo racional de nuevos farmacos.

En el presente trabajo también se abordd la busqueda exaustiva de proteinas que
pudieran pertenecer a la familia de las CYP-450, las cuales se sabe son activadores de gran
namero de xenobidticos incluido el ABZ (Baliharova et al, 2005; Bartikova et al, 2010).
Mediante el uso de bases de datos y diversos programas computacionales, se detectaron dos
génes que codifican para proteinas homologas a CYP-450 y CYP-450 reductasa,
respectivamente. La revision bibliografica y en bases de datos permitio localizar una
proteina con una region homologa a CYP-450 que habia sido reportada por Arglello-Garcia
y colaboradores en el 2009 como una VSP relacionada a resistencia del albendazol (ARR-
VSP). Utilizando anticuerpos especificos contra CYP-450 se detectdé una banda en ensayos
de Western blot, la cual corresponde a una proteina de aproximadamente 45 kDa que
incrementa su expresion en presencia de inductores de CYP-450. Por otro lado, se determin6
la presencia de actividad enzimatica de CYP-450 en extractos totales de G. duodenalis,
dichos ensayos dieron como resultado la deteccion de actividades enzimaticas especificas
que estan en el orden de los picomoles / min / mg de proteina. Estos niveles de actividad son
comunes en las mediciones de CYP-450 (Baliharova et al, 2005), sin embargo seria
necesario utilizar inductores e inhibidores especificos, asi como otros substratos para poder
determinar cambios y caracterizar en su totalidad la actividad que existe en el extracto total
(Escobar-Garcia et al. 2001; Baliharova et al, 2005; Bartikova et al, 2010) . Finalmente se
evaluo la concentracion de RNAm de los dos genes encontrados, esto mediante RT-PCR y

comparando la cantidad de transcrito entre la cepa suceptible y las clonas resistentes al ABZ.
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Los resultados muestran una disminucion en los mensajeros de ambos génes en las clonas
resistentes comparadas con la cepa suceptible. Esto sugiere que existe una regulacion
diferencial de la expresion de estas proteinas asociada con la resistencia. Este es el primer
trabajo en el cual se analizan proteinas de la familia de CYP-450 y de CYP-450 reductasa y
en donde existe una deteccidn y caracterizacion in silico. Dichos resultados permiten
suponer que el parésito puede tener un metabolismo de citoromos de tipo P450, lo que en
otros modelos se sabe es esencial para el metabolismo del ABZ. Actualmente no se tienen
otros reportes de actividad enzimatica especifica para esta familia de enzimas por lo que es
muy importante el dilucidar el mecanismo de activacion del ABZ y las moléculas que
participan en éste, lo cual permitira tener mayor conocimiento del metabolismo de este

farmaco.

Considerando la informacion obtenida en el presente trabajo, proponemos un
modelo en el cual el albendazole puede ser activado por una molécula homologa a CYP-450,
posiblemente ARR-VSP, y que durante esta activacion se da la formacién de ERO, las
cuales se concentran en el nucleo celular y afectan de manera particular a la molécula de
DNA. Esto aunado a la capacidad del ABZ de causar un paro en el ciclo celular, evita la
division celular, conduciendo a los trofozoitos a un fendmeno de muerte celular tipo
apoptosis (Figura 13). Los datos obtenidos en este trabajo permiten ampliar nuestra
comprension sobre el mecanismo citotoxico de ABZ en Giardia y abre las direcciones
futuras para un disefio racional de farmacos para la giardiasis, teniendo en cuenta las
respuestas antioxidantes como posibles mecanismos de resistencia a multiples farmacos. En
este contexto, la generacion de ERO o la inhibicién de las enzimas antioxidantes endégenas
seria un enfoque terapéutico racional para el desarrollo de nuevos medicamentos contra la
Giardia, segin lo propuesto anteriormente para otros parasitos (Pal y Bandyopadhyay,
2012).
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Figura 13. Modelo propuesto de activacion del
ABZ y muerte celular en Giardia duodenalis. En
este modelo el ABZ es activado (ABZ-SO) por la
actividad de una enzima tipo citocromo P450 de
G. duodenalis. Durante dicha activacion se
generan especies reactivas de oxigeno (ERO),
las cuales dafan el material genético del
pardsito, lo cual lleva a una muerte celular tipo
apoptosis. En este modelo, la disminucion de la
actividad de la CYP-450 llevaria a una menor
activacion del ABZ y a una disminucién en la
formacion de ERO, explicando asi la
correlacion del fenotipo resistente y la
disminucion en la exprecion de los genes que
codifican a CYP-450 putativa en Giardia.
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10.

Conclusiones

En los cultivos de trofozoitos de G. duodenalis expuestos a ABZ se induce la
formacion intracelular de ERO. .

Las clonas resistentes a ABZ presentan resistencia cruzada a H,0..

El efecto oxidante del ABZ en los trofozoitos es contrarrestado, en parte, por la
cisteina.

El estrés oxidante inducido por ABZ. dafio al DNA de G. duodenalis

El ABZ induce un proceso tipo apoptoético en los trofozoitos.

El ciclo celular de G. duodenalis se ve afectado (arresto en fase G2) por la
exposicién al ABZ.

G. duodenalis tiene gen que codifica para una proteina similar a CYP450-
reductasa.

G. duodenalis tiene un gen que codifica para la ARR-VSP la cual tiene un
patron consenso de la superfamilia de CYP450.

Anticuerpos anti-CYP450 1A1 reconocen una proteina de aproximadamente 45
kDa en extractos totales de G. duodenalis expuestos a beta naptoflavona.

Se detecto actividad enzimatica de CYP450 1Al en extractos totales de G.
duodenalis.

Se determind una expresion diferencial de RNAm de proteinas similares a
CYP450-reductasa y ARR-VSP (CYP450 putativa) entre las diferentes clonas

resistentes y la cepa susceptible al ABZ.
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11. Perspectivas

e Detectar actividad enzimatica especifica de CYP-450 mediante el uso de inductores e
inhibidores especificos.

e ldentificar otras proteinas que pudieran participar en la metabolizacion del ABZ.

e Obtener anticuerpos especificos contra ARR-VSP y otras proteinas involucradas en

el metabolismo de ABZ, para evaluar su participacion en el fendmeno de resistencia.
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