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RESUMEN 

 

El metronidazol se ha utilizado históricamente para el tratamiento de la Giardiasis. 

Hasta la fecha, los mecanismos implicados en la resistencia a metronidazol en G. 

duodenalis se han asociados a la reducción de la actividad de la enzima PFOR necesaria 

para la generación de radicales MTZ, los cuales forman aductos con proteínas como la 

tiorredoxina reductasa, giardins-α β y daño en el ADN, lo que resulta en la muerte del 

trofozoito. Sin embargo, el reporte de cepas de G. duodenalis resistentes a MTZ con 

actividad normal de PFOR, la existencia de otras enzimas como la GINR1 y GINR2 las 

cuales son capaces de formar radicales libres de MTZ y la naturaleza multifactorial del 

fenómeno de resistencia a fármacos, llevaron a que el objetivo de nuestro estudio fuese el 

determinar la generación de rupturas de doble cadena en el DNA (RDC) por MTZ en 

trofozoítos de G. duodenalis mediante la identificación de la fosforilación la histona GdH2A 

de Giardia como marcador de RDC. Además, la evaluación de la respuesta de la vía de 

reparación por recombinación homóloga ante dicho daño mediante la determinación de la 

expresión de las proteínas de reparación de esta vía: GdRAD51B-HA y GdMre11-HA en 

trofozoítos transgénicos expuestos de MTZ. Nuestros resultados obtenidos indican que este 

fármaco genera RDC a partir de las 12 horas de exposición a una DL50 de MTZ, así también 

en el mismo tiempo se genera una respuesta por la vía de reparación por recombinación 

homóloga presentándose un cambio de expresión que fue mayor en la proteína GdRad51B-

HA la cual es clave para esta vía. Por lo tanto nuestro estudio abre posibilidades para 

contribuir a entender los mecanismos de resistencia a metronidazol en G. duodenalis 

asociados a mecanismos de reparación del DNA. 
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1. MARCO TEORICO  

1.1 Introducción 

 Giardia duodenalis (intestinalis o lamblia), es un parásito que infecta un gran número 

de mamíferos y es considerado como el principal causante de diarrea en el humano. Se 

han reportado que existen cerca de 280 millones de infecciones sintomáticas en humanos 

(Lane and Lloyd 2002). Actualmente se considera a la Giardiasis como una enfermedad 

incluida en el programa de la organización mundial de la salud para la atención y prevención 

de las llamadas enfermedades olvidadas (Savioli, Smith et al. 2006, Ankarklev, Jerlstrom-

Hultqvist et al. 2010).  

En 1859 Giardia fue descrita por Lambl y en 1861 por Anton Van Leeuwenhoek y 

fue hasta 1882 que se asignó  el nombre genérico de Giardia por Kunstler quien lo describió 

como un protozoario flagelado que afectaba a renacuajos. Finalmente en  1888 Blanchor 

sugirió el nombre de lamblia para designar a la especie. Debido a que este parásito no 

presenta una gran variación morfológica, ha sido necesario el empleo de herramientas 

moleculares para su estudio a nivel de especificidad de hospedero y mecanismos de 

transmisión, analizando quistes o trofozoítos obtenidos tanto del ambiente como de 

diferentes hospederos (Ankarklev, Jerlstrom-Hultqvist et al. 2010).  

 El género de Giardia incluye a 6 especies: agilis, duodenalis, muris, ardeae, microti 

y psittaci, las cuales se distinguen  por la forma del trofozoito y del cuerpo medio de éste. 

De estas la especie duodenalis es la única encontrada en humanos (Adam 2001). Se ha 

reportado que Giardia infecta también a mascotas: perros, gatos, aves y animales de granja: 

como ganado y recientemente se  ha descrito en peces, lo que indica su potencial zoonótico. 

En este contexto se ha reportado que la Giardiasis puede afectar la productividad de las 

actividades ganaderas (Ahuja, Schwab et al. 1975). Actualmente se han descrito 8 grupos 

o genotipos de Giardia: A al H, basados en el análisis de secuencias de genes tales como 

glutamato deshidrogenasa GDH, triosafosfato isomerasa TPI, β-giardinas BG y RNA18S 

(Plutzer, Ongerth et al. 2010). Los conjuntos A y B infectan específicamente a humanos y 

el resto a animales (Thompson 2000). 

 

1.2 Morfología de Giardia  

El género Giardia tiene dos estadios en su ciclo de vida: el quiste y el trofozoíto.  

 Quiste: tiene un tamaño de 10-15 μm de largo, 8-10 μm de ancho y morfología 

ovoide, es la forma latente-infectiva del parasito. Algunas características morfológicas se 

muestran en la figura 1. La pared del quiste es de un grosor de 0.3-0.5 μm, está compuesta 
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de 60% carbohidratos del cual es más abundante es el β-(1,3-N-acetil-D-Galactosamina, y 

el resto de proteína, denominadas CWP´s  (del inglés cyst wall proteins), ricas en repetidos 

de leucina y de las cuales se han descrito 3 tipos, su función es la de proteger al parásito 

de la lisis hipotónica (Dawson and House 2010).  

 Trofozoíto: tiene un tamaño de 12-15 μm de largo, 5-9 μm de ancho y morfología 

de pera, es la forma replicativa y móvil del parasito. Presenta dos núcleos los cuales son 

equivalentes en tamaño, cantidad de DNA y activos a nivel transcripcional (Kabnick and 

Peattie 1990, Yu, Birky et al. 2002). A diferencia de células eucariontes superiores, carece 

de mitocondrias, peroxisomas y aparato de Golgi (Ankarklev, Jerlstrom-Hultqvist et al. 

2010). El citoesqueleto del parasito está conformado por: el cuerpo medio, flagelos y disco 

ventral. El cuerpo medio está compuesto de microtúbulos y se ha descrito que funciona 

como sitio de nucleación para los microtúbulos durante la interfase, participando en el 

ensamblaje del uso mitótico. El disco ventral se constituye de tubulina (isoformas α y β) y 

proteínas denominadas giardinas (α, β, γ y δ). En el trofozoíto cerca de la membrana celular 

se encuentran unas estructuras como vesículas periféricas las cuales parecen estar 

asociadas al transporte de proteínas de la pared celular para el proceso de enquistamiento 

(Abodeely M et al 2009). Se ha descrito que el flagelo no es necesario para la adhesión 

pero si facilita dicho proceso al proporcionar una correcta orientación espacial del parasito 

para la adhesión por el disco ventral (House, Richter et al. 2011). En la figura 1  se muestran 

otras características morfológicas (Ankarklev, Jerlstrom-Hultqvist et al. 2010). 

 

 

Figura 1. Descripción morfológica de Giardia: trofozoíto y quiste. Modificado de Ankarklev 2010. 
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1.3 Ciclo de vida 

El ciclo de vida de Giardia es directo y tiene dos estadios: 

El quiste que es la forma infectiva se exolusa a partir del hospedero infectado. Los 

quistes son muy estables en las condiciones ambientales sobreviviendo por semanas o 

meses (Nash 2013). La transmisión se da por contacto de persona-persona, persona-

animal (zoonosis), agua y alimentos contaminados (Porter, Gaffney et al. 1990, Karanis, 

Kourenti et al. 2007, Takizawa, Falavigna et al. 2009). Este estadio se forma a partir del   

enquistamiento, proceso en el cual el trofozoíto pasa a ser quiste, mediado por señales del 

hospedero como son: niveles elevados de bilis, niveles bajos de colesterol y pH básico, 

además de una disminución en el metabolismo. Durante este proceso se ha observado la 

formación de vesículas específicas de enquistamiento EVS (del inglés Encystation-specific 

vesicles), las cuales tienen la función de maduración, transporte y disposición de 

componentes de la pared y las proteínas CWP´s (Chavez-Munguia, Cedillo-Rivera et al. 

2004, Palm, Weiland et al. 2005).  

El trofozoito que es la forma que establece la infección a nivel del duodeno y yeyuno del 

hospedero. Este estadio se forma en el desenquistamiento, proceso durante el cual el quiste 

sufre un proceso de diferenciación para formar  al  trofozoíto, dicho proceso  se inicia por la 

acción de los jugos gástricos en el estómago del hospedero y finaliza a nivel de la parte 

proximal del  intestino delgado y tarda aproximadamente 15 min (Hetsko, McCaffery et al. 

1998). En el desenquistamiento se han descrito cambios celulares como:  

 Re-ensamblaje del citoesqueleto y rápida división celular 

 Activación del metabolismo 

 Liberación de cistein proteasas de las vesículas periféricas  

 Aumento en la expresión génica de genes relacionados con: degradación de 

proteínas, citoesqueleto, mitosis y proteínas de motilidad y del disco ventral.  

Además se han reportado los cambios de expresión génica de Giardia durante su ciclo 

de vida (Birkeland, Preheim et al. 2010).  
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Figura 2. Ciclo de vida de G. duodenalis. Modificado de Ankarklev 2010. 

  

 La infección ocurre exclusivamente por la ingestión de quistes los cuales se pueden 

encontrar en el agua o alimentos contaminados, y no se requiere de huésped intermediario. 

Para que se establezca una infección sintomática en el humano es necesaria una ingestión 

de 10-100 quistes (Savioli, Smith et al. 2006, Ankarklev, Jerlstrom-Hultqvist et al. 2010). El 

largo tiempo que existe entre el contagio y la aparición de los síntomas dificulta el llevar a 

cabo un diagnóstico correcto de la infección con este parásito. Se ha reportado que existe 

un mayor número de incidencia en los casos de Giardiasis humana en verano (Carranza 

and Lujan 2010).  

Entre los factores de riesgo  para que se establezca la infección en hospederos 

susceptibles se encuentran estados de inmunosupresión, infecciones por VIH, 

quimioterapia y malnutrición (Thompson 2004). 

Entre los factores de exposición a esta infección se encuentran viajes a zonas 

endémicas, contacto con personas infectadas, así como con animales, actividades de 
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recreación como lo son parques acuáticos que utilicen agua contaminada y las medidas de 

higiene personal (Monis and Thompson 2003, Stuart, Orr et al. 2003, Takizawa, Falavigna 

et al. 2009).  

 

1.4 Giardiasis 

 Enfermedad causada por el parasito G. duodenalis. La aparición de los signos y 

síntomas tardan de 6 – 15 días después de la infección (Farthing 1997). Dependiendo del 

desarrollo de esta, la giardiasis se puede clasificar en:  

 Aguda: caracterizada por flatulencia, distensión abdominal, calambres, diarrea 

acuosa que puede llegar a esteatorrea, náusea, vómito, dolor epigástrico.  

 Crónica: se presenta malestar general, pérdida de peso, signos de mala absorción 

de nutrientes (vitaminas, D, xilosa), heces pálidas o amarillas.  

Se han descrito casos de Giardiasis crónicas que se resuelven  e incialmente se 

presentaron como  asintomáticas.  

Las variaciones en las manifestaciones clínicas se deben a factores tales como: 

 El número de quistes ingeridos 

 Edad del hospedero 

 Estado del sistema inmune y la respuesta que se induce en el hospedero que 

involucra  mastocitos, linfocitos B y T, células dendríticas, inmunoglobulinas A y 

óxido nítrico (Roxstrom-Lindquist, Palm et al. 2006).  

 

1.5 Mecanismo de Giardiasis  

En la infección por Giardia el primer paso es la adhesión del parásito a las células 

epiteliales del intestino delgado en su porción proximal. Este proceso  involucra al disco 

ventral y una proteina VSP. Además se ha reportado la secreción de  enzimas: cistein 

proteasas. ADI and ornitina carbamoil transferasa (OCT) y enolasa, las cuales afectan a los 

enterocitos. Se ha descrito que el trofozoíto de Giardia puede provocar daño directo a la 

mucosa intestinal mediante la inducción de inflamación por la infiltración de mastocitos y 

linfocitos, alteración en las sales biliares, inhibición de la actividad enzimas relacionadas en 

el catabolismo de nutrientes como la tripsina. Así mismo se ha reportado que hay , 

alteración del borde de cepillo de la mucosa intestinal, aumento en el tránsito intestinal, 

contractibilidad del músculo liso del intestino Aunado a esto se ha descrito que en infeccione 

por Giardia  hay inducción de apoptosis en los enterocitos por vía intrínseca y extrínseca, 

alteración en la barrera epitelial de los enterocitos asociado a la diarrea por la mala 
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absorción de Na+ y glucosa, hipersecreción de Cl- además, alteración en las uniones 

estrechas y la disminución de las micro vellosidades hasta en in 75% se asocia a mala 

absorción de electrolitos, solutos y agua. En niños se ha descrito que la Giardiasis puede 

causar déficit nutricional, retraso del crecimiento y función cognitiva pobre. En adultos llega 

a causar inflamación del intestino (Farthing 1997, Buret 2007, Hanevik, Dizdar et al. 2009). 

 

1.6 Diagnóstico  

 El examen de rutina empleado en laboratorios es el análisis de heces de personas 

sintomáticas mediante microscopio para la búsqueda de los quistes y en casos de diarrea 

severa hasta trofozoítos. Se ha descrito que el número de quistes en heces en un paciente 

infectado llega a ser cerca de 107/g de heces. Otros estudios han descrito que en un estado 

moderado se puede llegar hasta la cuenta de 300 millones de quistes y en casos severos 

de Giardiasis, hasta 14 billones (Senay and MacPherson 1989, Trabelsi, Aouinet et al. 

2012).  

Actualmente también se han desarrollado métodos inmunológicos para la búsqueda 

de antígenos específicos de Giardia y de biología molecular (PCR), este último además de 

haber mostrado ser altamente sensible y especifico, también permite identificar el grupo o 

genotipo al que pertenece la cepa en estudio (Ng, Gilchrist et al. 2005, ten Hove, Schuurman 

et al. 2007).  

 

1.7 Tratamiento 

 Históricamente esta parasitosis fue tratada con mercuriales, productos arsenicales 

y bismuto. Sin embargo, la introducción de la quinacrina (Atabrine, Mepacrine) en la década 

del treinta como agente antimalárico, y su uso más tarde como medicamento antigiardiásico 

con eficacia superior al 90%, constituyó un importante paso de avance en la terapéutica. La 

aparición frecuente de efectos indeseables reportados que incluyen; nauseas, vómitos, 

coloración amarilla-naranja de la piel y orina, cefalea y malestar general ha resultado en 

una disminución drástica de su empleo, así como el cese de su producción en algunos 

países, incluido los Estados Unidos de Norteamérica (Gardner and Hill 2001).  

 Actualmente el tratamiento de rutina es a base de metronidazol y análogos de 

nitroimidazoles y bencimidazoles (Gardner and Hill 2001). La tabla 1 muestra las 

dosificaciones para algunos fármacos empleados:  
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Tabla 1. Fármacos para el tratamiento de Giardiasis.  

Fármaco Dosificación Eficacia Fuente  

Albendazol 400 mg/día  durante 5 días  90% (Baqai, Zuberi et al. 

2001) 

Metronidazol 250 mg cada 8hr durante 5 días 92% (Gardner and Hill 2001) 

Furazolidona  100 mg cada 6hr durante 7-10 

días  

89% (Craft, Murphy et al. 

1981) 

Tinidazol 2 gramos en dosis única  91% (Speelman 1985) 

Secnidazol  600 mg cada 12hr durante 2-3 

días  

80% (Chan Del Pino, Cueva 

Cornejo et al. 1999) 

Nitazoxanida  500 mg cada 12hr durante 3 días  78% (Rodriguez-Garcia, 

Rodriguez-Guzman et 

al. 1999) 

 

Por otro lado, se están realizando estudios para dar sustento científico al uso de 

plantas tradicionales para el tratamiento de trastornos gastrointestinales infecciosos como 

la Giardiasis (Calzada, Yepez-Mulia et al. 2006, Barbosa, Calzada et al. 2007).  

 

Metronidazol 

Este fármaco pertenece al grupo de los 5-nitroimidazoles empleados para el 

tratamiento de la infección por Giardia duodenalis dado que se ha reportado que su uso es 

altamente eficaz el bajo costo y la facilidad con que se pueden adquirir. La introducción de 

este grupo de medicamentos se produjo en el año 1955 y ya para el año 1962, Darbon y 

col. reportaron su efectividad como drogas antigiardiásicas. Dentro de estos, el 

metronidazol ha sido el más estudiado y sus tasas de curación oscilan entre 60 y 100%. Es 

importante señalar que algunos reportes evidencian la existencia de fallas terapéuticas con 

su uso, además de la inducción de resistencia in vitro a este fármaco (Arguello, 2009). La 

dosis recomendada de metronidazol para tratar giardiasis es de 250 mg cada 8 horas en 

adultos y 15 mg por kilogramo de peso corporal en niños cada 8 horas y ambos casos por 

5 días. También se ha descrito el uso de una dosis única de hasta 2.4 g pero con eficacia 

solo del 60% (Gardner, 2001). El metronidazol es tóxico solo para microorganismos 

microaerofílicos y anaerobios (Samuelson 1999), de hecho su selectividad se ha basado en 

que el metronidazol es un pro-fármaco que es biotransformado a su forma activa al ganar 

electrones en su grupo nitro formando radicales aniónicos, esto por complejos redox dentro 
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de los organismos patógenos. Sin embargo en presencia de oxigeno puede ser 

transformado a su forma original no activa, de allí que solo en organismos donde los niveles 

de oxígeno son bajos, puede existir una concentración efectiva de la forma activa (Perez-

Reyes, Kalyanaraman et al. 1980, Muller 1983). También se ha descrito que además del 

estado de anión nitrorradical, un estado aún más reducido, por ejemplo el estado 

nitrosoimidazol, también pudiera participar en los efectos tóxicos en estos organismos 

(Moreno and Docampo 1985). El mecanismo de acción del metronidazol en G. duodenalis 

se ha asociado a la formación de aductos con proteínas de la cadena respiratoria del 

parasito afectando su sistema redox y así su respiración, de igual manera la formación de 

radicales libres producidos por la reducción del metronidazol, pueden inducir estrés 

oxidativo induciendo daño en macromoléculas como proteínas y DNA llevando a la muerte 

del parasito (Gardner, 2001).  

En G. duodenalis se ha descrito que existen varios complejos proteicos que 

participan en la activación del metronidazol y en general 5-nitroimidazoles, como es el 

complejo ferredoxin el cual recibe electrones de los sistemas piruvato: ferredoxin 

oxirreductasa (Townson, Upcroft et al. 1996), nitrorreductasa 1 (Nillius, Muller et al. 2011) y 

tioredoxin reductasa (Leitsch, Burgess et al. 2011). También se ha observado daño en la 

estructura del flagelo lateral y del disco ventral en trofozoítos tratados con metronidazol 

(Campanati and Monteiro-Leal 2002, Muller, Ruhle et al. 2006). 

Los productos de reducción del metronidazol o radicales, se unen al DNA 

produciendo rupturas de doble cadena en zonas ricas en A/T, formación de aductos con 

C/G y provocar transversiones GCCG (Reitz, Rumpf et al. 1991, Edwards 1993, Trinh and 

Reysset 1998).   

Los efectos adversos que comúnmente se reportan con el empleo de metronidazol 

son; cefalea, sabor metálico, oscurecimiento de orina, vértigo y náuseas. En menor 

frecuencia se reporta además; pancreatitis, toxicidad del Sistema Nervioso Central, 

neutropenia reversible y neuropatía periférica. No se recomienda el uso del medicamento 

en el primer trimestre del embarazo (Kappagoda, Singh et al. 2011).  

 Si bien el metronidazol es de uso tradicional para el tratamiento de Giardiasis, el 

albendazol ha llegado a ser el fármaco de primera elección para el tratamiento de esta 

enfermedad debido al menor número de efectos secundarios comparado al metronidazol y 

alta eficacia. El albendazol pertenece al grupo de compuestos llamados bencimidazoles 

(Cedillo-Rivera and Munoz 1992), presenta alta eficacia (más del 90%), tanto en estudios 

in vitro como clínicos (Hall and Nahar 1993, Lalle 2010). El mecanismo de acción del 
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albendazol se basa en su unión con la β-tubulina, inhibiendo su polimerización para la 

formación de microtúbulos y con ello afectando al citoesqueleto del parasito lo cual 

disminuye su capacidad de captar glucosa y así alterando las reservas de glicógeno 

llevando a la muerte del parásito (Morgan, Reynoldson et al. 1993, Oxberry, Reynoldson et 

al. 2000, Wright, Dunn et al. 2003). Se sugiere la existencia de otros mecanismos de acción 

aun no definidos del albendazol como pudieran ser los asociados a la formación de ROS 

llevando al daño oxidativo de macromoléculas en el parásito (Venkatesan 1998).  

 Si bien el albendazol tiene menos efectos adversos que el metronidazol, se ha 

reportado que  su uso a corto plazo puede causar estreñimiento y anorexia. Por otra parte 

su uso a largo plazo en altas dosis (infecciones por cestodos larvarios), han causado 

neutropenia y niveles elevados de enzimas hepáticas, siendo estos efectos reversibles. Por 

ultimo este fármaco está contraindicado en el embarazo debido a su posible efecto 

teratógeno (Liu and Weller 1996, Gardner and Hill 2001).  

  

1.8 Reparación del DNA 

Tanto factores internos como nucleasas, replicación, productos del metabolismo y 

factores externos como radiación, UV, IR y agentes químicos, producen daño al DNA. Por 

ello es importante que la célula cuente con un mecanismo eficiente de reparación para 

asegurar la estabilidad genómica. Como se muestra en la figura 3, existen diferentes vías 

de reparación del DNA en función del tipo del daño o alteración producido.  

 

 

Figura 3. Tipos de daño al DNA y vías de reparación. Tomado y modificado de  (Brosh and Bohr 2007). 

En la figura se puede observar que los rompimientos de doble cadena del DNA se reparan por el mecanismo 
de reparación por unión de extremos no homólogos o por la vía de recombinación homóloga, siendo esta 

ultima la vía con la mayor fidelidad en el mantenimiento de la información genética.  
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Entre los daños producidos al DNA se encuentran los rompimientos de doble cadena 

(RDC), producidos por agentes externos como radiación y procesos celulares tales como 

mitosis (por estrés mecánico cuando los cromosomas son jalados a polos opuestos), 

meiosis, y recombinación V(D)J en células del sistema inmune (Paques and Haber 1999, 

Keeney and Neale 2006, Soulas-Sprauel, Rivera-Munoz et al. 2007). La reparación de este 

tipo de daño es de suma importancia ya que rompimientos de doble cadena del DNA 

pueden llevar a muerte celular así como la translocación de cromosomas produciendo la 

activación de oncogenes y/o perdida de genes supresores de tumor conduciendo a cáncer 

(Rich, Allen et al. 2000, Agarwal, Tafel et al. 2006). Se han descrito dos vías que son 

empleadas en la reparación de este tipo de daño: las vía de unión de extremos no 

homólogos NHEJ (del inglés nonhomologous end joining) y la de recombinación homóloga 

HR (del inglés homologous recombination) (Pardo, Gomez-Gonzalez et al. 2009).  

 

1.9 Señalización del rompimiento del DNA de doble cadena  

La señalización durante el rompimiento del DNA de doble cadena (RDC) se inicia  

con el reconocimiento de éste por el complejo MR(X)N el cual está conformado por las 

proteínas Mre11, Rad 50 y Xrs2 en levadura (NBS1 en mamíferos). Este complejo a su vez 

recluta a las proteínas Tel1/ATM, las cuales  activan  el chequeo o “checkpoint” (Paull and 

Lee 2005), en los cuales se ha definido que ocurre  un retardo en el progreso del ciclo 

celular para permitir que la reparación en el DNA tenga lugar, así como la expresión de las 

proteínas necesarias para dicho proceso (Pardo, Gomez-Gonzalez et al. 2009). ATM es 

una proteína con actividad cinasa, la cual fosforila a la histona H2AX en mamíferos, este es 

uno de los primeros eventos después de la formación de un RDC. H2AX fosforilada 

conocida como H2AXγ se combina con la proteína mediadora MDC1, la cual a su vez 

interactúa con ATM y el complejo MR(X)N, y con ello se generan más H2AXγ fosforiladas 

lo cual  amplifica la señal de daño en las cercanías del RDC (Firsanov, Solovjeva et al. 

2011). ATM además fosforila a otras proteínas efectoras que activan la reparación del DNA. 

Algunas de las proteínas implicadas en el reconocimiento de los RDC tales como Mre11, 

Rad50, ATM etc, ya han sido caracterizadas en parásitos como Entamoeba histolytica 

(Lopez-Camarillo, Lopez-Casamichana et al. 2009). Una vez que se ha reconocido el daño, 

se lleva a cabo el proceso de reparación al DNA por dos vías posibles; por la vía de unión 

de extremos no homólogos y la otra por recombinación homóloga.  

 

 



 

14 
 

1.10 Vía de unión de extremos no homólogos NHEJ 

Esta vía se basa en restaurar la integridad del DNA por la simple unión de los dos 

extremos, lo cual está sujeto  a errores, además de que ésta vía está  activa durante todo 

el ciclo celular. Se ha descrito que en organismos eucariontes esa vía se emplea  

preferentemente para reparar RDC. Se ha propuesto que el reconocimiento del RDC se 

realiza por el complejo MR(X)N en conjunto con los heterodímeros de las proteína 

Ku70/Ku80. Este complejo al parecer une a los extremos para su unión en tanto que 

Ku70/Ku80 facilitan el reclutamiento de proteínas cinasas dependientes de DNA (DNA-

PKcs), las cuales interactúan con proteínas que procesan los extremos como la nucleasa 

Artemis, las polimerasas Polμ y Polλ, así como desoxinucleotidos tranferasas terminales 

(TdT) y posiblemente Mre11 dado que tiene  una actividad exonucleolitica 3´a 5´ in vitro y 

rompe estructuras tallo-burbuja 3´ (Moreau, Ferguson et al. 1999). Una vez procesado los 

extremos se lleva a cabo su ligación a través del complejo ligasa Lig4/XRCC4/XLF) 

(Mladenov and Iliakis 2011).  

 

1.11 Vía de recombinación homóloga  

Esta vía de reparación como se esquematiza en la figura 4, utiliza como molde una 

molécula de DNA homóloga, lo que la caracteriza por su alta fidelidad al estar libre de 

errores. Esta vía se activa preferentemente en las fases S y G2 del ciclo celular cuando 

está  presente por duplicado el material genético y participan las proteínas Rad51, Rad52, 

Rad54, Rad55, Rad57, Rad59, RDH54, Mre11 y Xrs2. Esta vía se caracteriza por tres pasos 

claves: 1) degradación del extremo 5´ en la cadena rota del DNA, 2) invasión a la cadena 

doble de DNA homologa y 3) resolución de los intermediarios de recombinación. La 

señalización comienza al igual que en la NHEJ, con el reconocimiento de RDC por el 

complejo MR(X)N, posteriormente se continua con el paso de degradación del extremo 5´, 

en el cual participa como posible candidato la proteína Exo1 Saccharomyces cerevisiae 

(Tsubouchi and Ogawa 2000). Si bien no se conocen las proteínas que llevan a cabo la 

degradación 5´, se sabe que las proteínas Mre11, Rad50, Xrs2, Sae2/CtIP y Exo1 participan 

en la iniciación de la vía de reparación por recombinación homóloga. La degradación del 

extremo 5´ hacia ambos lados del rompimiento de doble cadena, genera una cadena 

sencilla de DNA 3´, la cual es rápidamente protegida por la proteína RPA, la cual a su vez 

interactúa con RAD52 lo que facilita la salida de RPA y la entrada de la recombinasa Rad51 

permitiendo así que la hebra 3´ sea cubierta por éstá formando el filamento (estructura de 

DNA recubierto de proteína). Se ha estimado que es necesario un filamento de al menos 
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100 pb de Rad51 para que se lleve a cabo eficientemente la  invasión de cadena de DNA 

(Ira and Haber 2002). Rad54 participa en la RH mediante su capacidad de remodelar a la 

cromatina para facilitar la invasión de la cadena 3´ cubierta de Rad51. Hasta este paso la 

resolución de los intermediarios de recombinación (estructuras Holliday y 

entrecruzamientos o “crossover” ) son resueltos por resolvasas (Pardo, Gomez-Gonzalez 

et al. 2009).  

 

Figura 4. Vía de reparación por recombinación homóloga y solución de estructuras de Holliday 

(Pardo, 2009).  

 

Si bien existen dos vías posibles para la reparación de RDC del DNA, se ha sugerido 

que el mecanismo de RH es la principal vía de reparación del DNA en protozoarios debido 

a que tiene un alto grado de fidelidad (mantenimiento de la información genética) en 

comparación a la de unión de extremos no homólogos (Bhattacharyya, Norris et al. 2004). 

Además la vía por RH se ha relacionado con variación antigénica (evasión del sistema 

inmune) en Trypanosoma brucei (McCulloch and Barry 1999),  amplificación de genes 

relacionados a resistencia a fármacos en Leishmania (McKean, Keen et al. 2001) y meiosis 

en Giardia duodenalis (Ramesh, Malik et al. 2005), lo que respalda porque esta vía podría 

ser la prevalente en parásitos.  
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2. ANTECEDENTES 

Se ha reportado la formación de rupturas de cadena sencilla y/o doble del DNA en 

mamíferos, bacterias y fagos tratados con metronidazol reducido por ditionito de sodio 

Na2S2O4 y en condiciones aeróbicas in vitro. Esto se observó al medir propiedades 

fisicoquímicas como viscosidad, punto de fusión y velocidad de sedimentación, así como la 

unión covalentemente a guanina y citosina del DNA (Edwards 1977, LaRusso, Tomasz et 

al. 1978, Edwards 1993).  

En bacterias se ha demostrado que el metronidazol ejerce su efecto toxico 

produciendo daño al DNA, generando rupturas de cadena sencilla y doble (Sisson, Jeong 

et al. 2000). Considerando esto,  se abordó  el estudio del posible papel de las proteínas de 

reparación del DNA en la respuesta al tratamiento con metronidazol en procariontes 

(Chang, Ho et al. 1997).  

En cuanto a células eucariontes, se ha observado inhibición de la síntesis de DNA 

por metronidazol en células de ratón L-929 debido a rompimientos en la molécula del DNA 

(Olive 1979). En pacientes infectados con Trichomonas vaginalis tratados con dosis 

farmacológicas de metronidazol, presentaron rompimientos de cadena sencilla del DNA en 

linfocitos (Reitz, Rumpf et al. 1991). Por otra parte pacientes sanos que recibieron dosis 

farmacológicas de metronidazol presentaron ruptura de cadena de DNA sencilla y doble 

determinado mediante ensayo SCGE “single cell gel electrophoresis comet assay” también 

en linfocitos (Menendez, Rojas et al. 2001). Sin embargo existen resultados diferentes a los 

mencionados anteriormente ya que hay reportes que indican la ausencia de daño al DNA 

en células de mamíferos tratadas con metronidazol al no encontrase aberraciones 

cromosómicas (Lambert, Lindblad et al. 1979), rompimientos de doble cadena (Fahrig and 

Engelke 1997) o mutaciones (Dayan, Crajer et al. 1982).  

Si bien la resistencia a metronidazol en G. duodenalis ha correlacionado con la 

disminución de la actividad y expresión de la piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) 

del parásito la cual es necesaria para la activación de los 5-nitroimidazoles (Townson, 

Upcroft et al. 1996, Liu, Brown et al. 2000), recientemente se ha reportado que dicha 

resistencia no solo depende de PFOR, al encontrarse cepas de este parásito resistentes a 

altas concentraciones de metronidazol con expresión y actividad normal de PFOR, además 

de la caracterización de nitrorreductasas (GINR1 y 2) que al igual que PFOR son capaces 

de activar al metronidazol (Leitsch, Burgess et al. 2011, Muller, Schildknecht et al. 2013). 

Por otra parte se ha descrito que el complejo flavin tioredoxin reductasa de T. vaginalis 

puede reducir al metronidazol (Leitsch, Kolarich et al. 2009), el cual ya ha sido identificado 
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en Giardia (Brown, Upcroft et al. 1996). Esta información indica que el fenómeno de 

resistencia a dicho fármaco es de carácter multifactorial, por lo tanto es importante analizar 

como primer paso, si el MTZ genera daño al DNA así como la respuesta ante este por parte 

de las vías de reparación, para después estudiar si existiera una participación de esta 

respuesta en el fenómeno de resistencia.  

Por otro lado, recientemente se ha encontrado que la sobreexpresión de la proteína 

RecA (Homóloga de Rad51B) implicada en el proceso de reparación del DNA por 

recombinación homóloga en el procarionte Bacteroides fragilis causa un incremento en la 

resistencia a metronidazol (Steffens, Nicholson et al. 2010) y mutaciones en la proteína 

helicasa RecQ implicada en el desdoblamiento de cadenas de DNA con polaridad 5´→3´ 

durante la reparación homóloga, causa un aumento en la susceptibilidad al metronidazol en 

el mismo organismo (Paul, Patrick et al. 2011). Así mismo cepas de E. coli con deficiencias 

en los sistemas de reparación al DNA son más sensibles a metronidazol (Jackson, Salem 

et al. 1984), sugiriendo la posibilidad de que un aumento en la respuesta de reparación del 

daño al DNA producido por metronidazol pudiera participar en el fenómeno de resistencia 

a este fármaco.   

Por otra parte diversos estudios han identificado in silico genes relacionados con la 

maquinaria de recombinación homóloga que pudieran participar en un proceso de meiosis 

en G. duodenalis, (Trinh and Reysset 1998, Ramesh, Malik et al. 2005).  

La fosforilación de la histona H2AX en Serina 139 (una variante de la histona H2A) 

es un marcador de rompimiento de doble cadena del DNA en eucariontes superiores 

(McManus and Hendzel 2005). En G. duodenalis se ha reportado la ausencia de la histona 

H2AX, sin embargo se ha reportado que la histona H2A es la que sufre una fosforilación 

ante rompimientos de doble cadena del DNA pero en la Serina 134 (Pilch, Sedelnikova et 

al. 2003).  

Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado algunas proteínas importantes en el 

proceso de reparación como la recombinasa Rad51B (GdRad51B-HA) y la exonucleasa 

Mre11 (GdMre11-HA) en este parásito (Sandoval-Cabrera, Zarzosa-Alvarez et al. 2015), 

las cuales cumplirían un papel fundamental en la reparación del daño al DNA por 

recombinación homóloga ya que está considerada como la vía preferente de reparación del 

DNA en parásitos (Bhattacharyya, Norris et al. 2004).  
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 Si bien se ha estudiado el daño al DNA por metronidazol en células eucariontes y 

procariontes, no existe reporte alguno enfocado a determinar dicho efecto en G. duodenalis 

por lo que es importante determinar el efecto de este sobre el DNA y con ello evaluar si 

existe una respuesta por la vía de reparación por recombinación homóloga la cual se ha 

asociado al fenómeno de resistencia en otros modelos de estudio.  

 

4. JUSTIFICACIÓN 

Considerando que ha sido reportado que la sobre expresión de proteínas de 

reparación del DNA generan resistencia a metronidazol en otros organismos, es importante 

determinar el tipo de daño al DNA de G. duodenalis por metronidazol y analizar si este daño 

genera una respuesta de la vía de reparación por recombinación homóloga, ya que esto 

permitirá aportar evidencia de la posible participación de esta vía y en general de los 

mecanismos de reparación al DNA en el fenómeno de resistencia a metronidazol en este 

parásito.  

 

5. HIPÓTESIS  

El metronidazol producirá rompimientos de doble cadena en el DNA de G. 

duodenalis lo que generará una respuesta de la maquinaria de reparación por 

recombinación homóloga a través del aumento de la expresión de las proteínas GdRad51B 

y GdMre11-HA.  

 

6. OBJETIVOS 

General  

 Determinar el daño al DNA por metronidazol y la respuesta de la maquinaria de 

reparación por recombinación homóloga en trofozoítos de G. duodenalis.  

Específicos 

 Determinar la dosis letal 50 (DL50) de metronidazol en trofozoítos de la cepa WB 

clona C5 de G. duodenalis.  

 Evaluar la generación de rompimientos de doble cadena en el DNA de trofozoítos 

tratados con DL50 de metronidazol.   

 Determinar la expresión de GdMre11-HA y GdRad51B-HA en trofozoítos tratados 

con DL50 de metronidazol para evaluar la respuesta de reparación por 

recombinación homóloga.  
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. METODOLOGÍA  

 

Cultivo de trofozoítos de G. duodenalis 

 En este estudio se emplearon trofozoítos de G. duodenalis cepa WB clona C5 y 

trofozoítos transgénicos GdRad51B y GdMre11 (los cuales expresan a las proteínas de la 

vía de reparación por recombinación homóloga GdRad51B-HA y GdMre11-HA 

respectivamente), con tres epítopos de hemaglutininas (HA), previamente obtenidos y 

caracterizados en nuestro grupo de trabajo  (Torres-huerta y Sandoval Cabrera, 2015.) 

Los trofozoítos se cultivaron en tubos cónicos de 15 mL con medio TYI-S-33, 

suplementado con 10% de suero bovino y 1% de antibiótico/antimicótico marca Hyclone a 

37°C hasta confluencia celular. En el caso del cultivo de los transgénicos adicionalmente 

se agregó geneticina a una concentración de 200 µg/mL  para la selección de los trofozoítos 

que expresan a las respectivas proteínas etiquetadas.  

Evaluación de viabilidad 

Por método de sub-cultivo 
en medio líquido, exposición 

a metronidazol 
concentraciones: 0.5-10 μM.  

Conteo en cámara de 
Neubauer  

  

  

Determinación de 
DL50 en trofozoítos  
G. duodenalis cepa 

WB clona C5  
 
 

Inducción daño DNA  
Por metronidazol a DL50 

 

Determinación de 
rompimientos de 
doble cadena del 

DNA 

 

Respuesta de la 
maquinaria de 

reparación RH 

Ensayo TUNEL 
 

 

Western Blot 
GdH2A-P 

Western Blot 
GdRad51B-HA y GdMre11-HA 
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Agente quimioterapéutico 

 El fármaco utilizado fue metronidazol (Sigma-Aldrich), partiendo de una solución 

stock de 25 mM en PBS (10 mM; pH 7.4) y llevando a la concentración requerida con medio 

de TYI-S-33.  

 

Obtención de la dosis letal 50 (DL50) de metronidazol para G. duodenalis WBC5 

De un cultivo confluente en tubo cónico de 15 mL, se decantó el medio usado, seguido 

se adiciono medio fresco sin suero ni antibiótico para después despegar a los trofozoítos 

empleando baño de hielo-agua por 30 min. Después se cuantificó el número de 

trofozoítos/mL para inocular 1x106 células en viales de 4.5 mL más las siguientes 

cantidades:  

 0.45 mL de suero bovino, 45 µL de Antibiótico/Antimicótico marca Hyclone, fármaco 

(metronidazol a la concentración requerida) y medio TYI-S-33 hasta el aforo de 4.5 

mL.  

Las concentraciones de metronidazol empleadas para la curva de viabilidad fueron: 

0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.15 y 0.20 µM. Los viales se incubaron en presencia del 

metronidazol por 24 horas a 37°C y al termino se despegaron los trofozoítos en baño de 

hielo-agua por 30min, después se centrifugaron a 3466g rpm por 10 min, eliminando el 

sobrenadante y se re-suspendió el botón de células en 0.5 ml de medio TY1-S-33. Se 

cuantificó en cámara de Neubauer el número de trofozoítos y se inocularon 100,000 células 

nuevamente en viales de 4.5 ml con las cantidades antes indicadas y estos se incubaron a 

37°C por 48 horas. Al término se cuantificó el número de trofozoítos obtenidos, despegando 

en baño de hielo-agua por 30 min y empleando cámara de Neubauer para el conteo. El % 

de viabilidad se determinó como el número de trofozoítos obtenidos las 48 horas con 

respecto el vial control tomando como referencia una curva estándar como se emplea en el 

método de sub-cultivo en medio líquido.  

 

Ensayo de TUNEL  

Para la determinación de rompimientos de cadena sencilla y/o doble se empleó la 

prueba de TUNEL la cual incorpora una Br-dUTD en los extremos 3-OH´ generados en este 

tipo de lesiones empleando una enzima terminal nucleótido transferasa. Finalmente con un 

anticuerpo anti-Brd-UTP acoplado al fluoróforo FITC, se identificó mediante microscopia de 

fluorescencia la presencia de la señal. De un cultivo confluente, 3X106 trofozoítos fueron 

expuestos a DL50 de metronidazol por 24 horas a 37°C en un tubo cónico de 15 mL. Al 
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término se cosecharon las células mediante baño de hielo-agua por 30 min formando un 

botón celular mediante centrifugación a  3466g (5000rpm) por 10 min. Al término se 

realizaron dos lavados con 1 mL de medio TSY-33 frio a 3466g por 10 min a 4°C en tubo 

para microcentrífuga de de 2 mL. Después se suspendieron 500 µL de las células en cubre 

objetos previamente tratados con poli-lisina al 0.1% y se incubaron por 30 min a 37°C 

permitiendo que los trofozoítos se adhirieran. Las células se fijaron adicionando solución de 

paraformaldehído al 4% en PBS por 5 min. Después se realizaron 3 lavados con PBS por 

1 min y las células fueron permeabilizadas con solución de tritón X-100 al 0.1% por 5 min 

terminando con 3 lavados con PBS por 1 min. Para la prueba de TUNEL se siguieron las 

instrucciones de proveedor empleando el Kit APO-BRDU. 1) se realizó un lavado con 

tampón de lavado por 1 min. 2) se adicionaron 50 µL de solución de marcaje para DNA (10 

L de tampón de reacción TdT, 0.75 L de enzima terminal transferasa (TdT), 8 L de 

nucleótido Br-dUTP y 32 L de H2O destilada), incubando a 37°C por 1 hora. 3) Al finalizar, 

se realizaron 2 lavados con 1 mL de tampón de enjuague por 5 min con ligera agitación. 4) 

se adicionaron 100 L de solución de anticuerpo anti Br-dU (5 L anticuerpo Anti-Br-dU en 

95 L de tampón de enjuague), incubando por 2 horas a temperatura ambiente y 

protegiendo de la luz con papel aluminio. Al termino se realizó un lavado con tampón de 

enjuague y se adicionaron 50 L solución DAPI (1:500) por 8 min, finalizando con 2 lavados 

con 2 ml de PBS y 1 con 2 mL de agua MiliQ, para después colocar en porta objetos más 

4 µL de un protector de fluoróforos (Vectashield®) y analizar.  

 

Detección de GdH2A fosforilada como marcador de rupturas de doble cadena 

  De un cultivo confluente, 3X106 trofozoítos fueron expuestos a DL25, DL50 y DL70 

de metronidazol y un control sin fármaco por 24 horas a 37°C en un tubo cónico de 15 mL. 

Al término se cosecharon las células mediante baño de hielo-agua por 30 min formando un 

botón celular mediante centrifugación a 3466g (5000 rpm) por 10 min. Se realizaron tres 

lavados con PBS a 3466g por 10 min a 4°C en tubo para microcentrífuga de 2 mL. El botón 

celular se re-suspendió en tampón de lisis constituido por: Inhibidor de proteasas 

COMPLETE ROCHE 3X mas inhibidor de fosfatasa disuelto en tampón RIPA (Anexo 1), 

bajo la proporción de 100 µL de buffer de lisis por cada 10 millones de trofozoítos 

manteniendo en hielo por 20 min y homogenizando cada 5 min por agitación. Al término se 

adicionó la quinta parte de volumen total del extracto celular de tampón Laemmli y se incubó 

a 72°C por 10 min. Una alícuota del extracto celular sin tampón Laemmli fue empleada para 

la cuantificación de proteínas por el método de Bradford (Simonian and Smith 2006), 
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obteniéndose valores que fueron de 2 hasta 4 µg/µL. Para el western blot se cargaron 100 

µg de proteínas totales en geles de SDS/poliacrilamida al 12% empleando 100 V en la 

electroforesis. Al término se empleó transferencia semi-seca a 15 V por 15 min con 

laminillas de nitrocelulosa. Al término se evaluó la transferencia de proteínas adicionando 

rojo de Ponceau con el fin de confirmar la transferencia y finalmente lavando con tampón 

TBST 1X. El bloqueo se realizó con solución con tampón TBST 1X con leche al 5% por 1 

hora en agitación y al final se efectuaron 3 lavados con tampón TBST 1X en agitación por 

5 min cada uno para después adicionar anticuerpo primario Anti phospho-H2A.X (Ser139) 

Purified rabbit polyclonal IgG MILLIPORE, a una dilución de 1:5000 en TBST 1X con 1% 

leche en agitación toda la noche a 4°C. Después se realizaron 3 lavados con TBST 1X en 

agitación por 5 min cada uno, y se incubó con el anticuerpo secundario Anti Rabbit 

Peroxidase – IgG  PROMEGA a una dilución de 1:15000 en TBST 1X  con 1% leche en 

agitación 1 hora a temperatura ambiente para concluir con 3 lavados con buffer TBST 1X 

en agitación por 5 min. Finalmente se realizó el revelado de placas KODAK para la 

detección de señal con procedimiento estándar. Como control positivo de GdH2A 

fosforilada, un tubo cónico de 15 mL en fase logarítmica de G. duodenalis WBC5 fue 

expuesto a irradiación de 100 Gy por 5 min, para después realizar el procedimiento antes 

descrito para inmunodetección. Para la determinación del control de carga, una vez 

realizada la inmunodetección para GdH2A fosforilada, se realizó un lavado con TBST por 5 

min en agitación a temperatura ambiente para eliminar los residuos de reactivo de 

quimioluminiscencia. Después de realizó el procedimiento de desnudamiento con solución 

del mismo nombre (Anexo 2), en agitación por 1 hora y 15 minutos a temperatura ambiente. 

Después se realizaron 3 lavados con TBST por 5 min en agitación, para al termino adicionar 

anticuerpo Anti-tubulina donado por el Dr. Gull K. Universidad de Oxford (Woods, 1989), en 

una dilución 1:30000 en TBST con 5% de leche en agitación por 1 hora. Al finalizar se 

realizó un lavado por 1 min con TBST y se adiciono anticuerpo secundario Anti- mouse 

MILLIPORE, en una dilución 1:30000 en TBST con 5% de leche en agitación a temperatura 

ambiente por 1 hora. Al término se realizaron tres lavados con TBST por 5 min en agitación 

para concluir con el revelado de placas KODAK para la detección de señal con 

procedimiento estándar.  

 

Análisis cinético de la fosforilación de GdH2A 

De varios cultivos confluentes en tubos cónicos de 15 mL de trofozoítos WB C5, el 

medio usado fue decantado por medio fresco para eliminar celular muertas y desechos 
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celulares y se dejó en incubación por 1 hora a 37°C. Debido a que no se evidencio daño 

(cambios morfológicos y cambio en la fosforilación de la histona GdH2A) de los trofozoítos 

expuestos a una DL50, esto mediante la adición 3.5 µL del stock de metronidazol en los 

tubos cónicos de 15 mL como en los experimentos de exposición a 24 horas antes 

mencionados, se decidió aumentar la cantidad de stock de metronidazol tomando como 

referencia que por cada 3 millones de trofozoítos eran necesarios 3.5uL de stock de 

metronidazol, por lo tanto considerando que en un tubo cónico de 15 mL se tienen entre 

17.5 a 20 millones de trofozoítos, se adiciono entre 20 a 23 µL de stock. Finalmente a los 

tiempos 5 min, 15 min, 30 min, 1 hr, 2 hr, 4 hr, 8 hr, 12 hr, 18 hr y 24 hr el medio fue 

remplazado por medio nuevo para eliminar el fármaco y los tubos se colocaron en baño de 

hielo por 30 min y centrifugados a 5000 rpm por 10 min, para obtener un botón celular a 

partir del cual se realizó extracción de proteínas con el método antes descrito para detección 

de GdH2A fosforilada y del control de carga tubulina por inmunodetección.  

 

Determinación de la expresión de GdRad51B-HA y GdMre11-HA  

  De un cultivo confluente de los trofozoítos transgénicos GdRad51B y GdMre11, 

3X106 trofozoítos fueron expuestos a DL50 de metronidazol y un control sin fármaco por 24 

horas a 37°C en un tubo cónico de 15 mL. Al término se cosecharon las células mediante 

baño de hielo-agua por 30 min formando un botón celular mediante centrifugación a 5000 

rpm por 10 min. Se realizaron tres lavados con PBS a 3466g por 10 min a 4°C en tubo para 

microcentrífuga de 2 mL. El botón celular se re-suspendió en buffer de lisis constituido por: 

RIPA buffer e inhibidor de proteasas COMPLETE ROCHE 3X, bajo la proporción de 100 µL 

de buffer de lisis por cada 10 millones de trofozoítos manteniendo en hielo por 20 min y 

homogenizando cada 5 min por agitación. Al término se adicionó la quinta parte de volumen 

total del extracto celular de buffer Laemmli y se incubó a 72°C por 10 min. Una alícuota del 

extracto celular sin buffer Laemmli fue empleada para la cuantificación de proteínas por el 

método de Bradford (Simonian and Smith 2006), obteniéndose valores que fueron de 2 

hasta 4 µg/µL . Para el western blot se cargaron 80 µg de proteínas totales en geles de 

poliacrilamida al 12% empleando 100 volts en la electroforesis. Al término se empleó 

transferencia húmeda a 100 volts por 1 hora en membranas de nitrocelulosa. Al término se 

evaluó la transferencia de proteínas adicionando rojo de Ponceau con el fin de confirmar la 

transferencia y finalmente lavando con buffer TBST 1X. El bloqueo se realizó con solución 

con TBST 1X con leche al 5% por 1 hora en agitación y al final se efectuaran 3 lavados con 

tampón TBST 1X en agitación por 5 min cada uno para después adicionar anticuerpo 
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primario monoclonal Anti-HA mouse IgG1 SIGMA ALDRICH, en una dilución 1:3000 en 

TBST 1X con 1% leche en agitación toda la noche a 4°C. Después se realizarán 3 lavados 

con TBST 1X en agitación por 5 min cada uno, y se incubo con el anticuerpo secundario 

Anti-mouse IgG –Peroxidase MILLIPORE, en una dilución 1:15000 en TBST 1X  con 1% 

leche en agitación por 1 hora a temperatura ambiente para concluir con 3 lavados con buffer 

TBST 1X en agitación por 5 min. Finalmente se realizó el revelado de placas fotosensibles 

marca KODAK para la detección de señal con procedimiento estándar. Para el control de 

carga se realizó el mismo procedimiento para la inmunodetección de tubulina.  

 

Análisis cinético de la expresión de proteínas GdRad51B-HA/GdMre11-HA 

Se empleó el mismo procedimiento que en el de los experimentos para el análisis 

cinético de la fosforilación de GdH2A, solo que con cultivos confluentes en tubo cónico de 

15 mL de trofozoítos de los transgénicos GdRad51B-HA y GdMre11-HA. La extracción de 

proteínas se realizó con el método antes descrito para detección de las proteínas 

GdRad51B-HA/GdMre11-HA por western blot.  

 

Análisis estadístico 

Se empleó el software GraphPad Prism v6. Sometiendo los resultados a un análisis 

de la varianza (ANOVA), para encontrar resultados con diferencia significativa, después se 

realizó una prueba de Dunnet para encontrar en que grupos existía la diferencia tomando 

un P<0.05.  
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9. RESULTADOS 
 

OBTENCIÓN DEL DL50 DE METRONIDAZOL DE G. duodenalis CEPA WB 

CLONA C5.  

En este ensayo se graficaron los datos de viabilidad de los trofozoítos obtenidos por 

método de subcultivo en medio líquido contra los valores de concentración de metronidazol 

y estos se observan en la gráfica que se muestra en la figura 5. Empleando el programa 

Prism GraphPad se obtuvo un DL50 de Metronidazol de 3.2 µM ±0.4 para los trofozoítos de 

G. duodenalis cepa WB C5. 

 
 

 

Figura 5. Determinación de DL50 de MTZ en trofozoítos WBC5. El DL50 obtenido fue de 3.2 µM  
de metronidazol para trofozoítos de G. duodenalis cepa WB clona C5. 1X106 trofozoítos fueron expuestos a 
dosis crecientes de MTZ (1-10µM) por 24 horas determinando su viabilidad por el método de subcultivo en 

medio líquido.  
 

 
EVALUACIÓN DEL DAÑO AL DNA DE G. duodenalis 

Con la finalidad de determinar si hubo generación de rupturas de cadena sencilla 

y/o doble cadena en el DNA de G. duodenalis por metronidazol, se empleó la prueba de 

TUNEL, en la cual se observó un aumento de la señal conforme se empleó una cantidad 

mayor de MTZ (DL50 vs DL75) para inducir daño al DNA como se muestra en la figura 6, 
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mientras que en el control no se observó señal para FITC. La localización nuclear de la 

señal de FITC se confirmó con DAPI y en campo claro se confirmó la presencia del 

trofozoítos. Este resultado indica que el MTZ es capaz de generar rupturas tanto de cadena 

sencilla y/o doble al DNA de G. duodenalis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Determinación de rupturas de doble cadena por el DNA de G. duodenalis WBC5 por ensayo 
de TUNEL. En este ensayo se emplearon 3X10*6 trofozoítos los cuales se expusieron a MTZ (CTL, DL50 y 

75) por 24 horas a 37°C, se observó aumento de la señal de FITC a mayores concentraciones de MTZ por la 
generación de rupturas de cadena sencilla y/o doble, mientras que en el control no se observa señal indicando 

la falta de este tipo de rupturas.  
 

 
Para determinar de manera específica la generación de rupturas de doble cadena 

generadas por metronidazol se determinó el cambio en la fosforilación de la histona GdH2A. 

Como resultado se observaron cambios estadísticamente significativos desde 

concentraciones menores y mayores al DL50; tanto DL20 y DL75 respectivamente como se 

muestra en la figura 7B. El peso molecular obtenido para la GdH2A fosforilada fue de 15 
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kDa que correspondió en mismo peso molecular obtenido para la banda del análisis de un 

extracto proteico (control positivo) de trofozoítos expuestos a irradiación de 100 Gy, un 

método que genera rupturas de doble cadena en el DNA. Como control de carga se empleó 

tubulina con un peso de aproximadamente 50 kDa, figura 7A.  

 

 
 

A 
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Figura 7. Determinación de la fosforilación de la histona GdH2A en trofozoítos tratados con diferentes 
dosis de MTZ. A) Se muestra los niveles de la GdH2A mediante ensayo Western blot. B) Los valores de los 

niveles A) fueron determinados por densitometría y graficados para su comparación. Se observan cambios 
estadísticamente significativos (asterisco) en la fosforilación de GdH2A desde la exposición a concentración 

de DL20, observándose un aumento de hasta aproximadamente 3 veces más de histona GdHA2 fosforilada a 
una exposición de DL50 de metronidazol.  

 
 

ESTUDIO CINÉTICO DE LA FOSFORILACIÓN DE LA HISTONA GdH2A 

 Para determinar en qué tiempo se obtenía el mayor cambio en la fosforilación de la 

GdH2A como respuesta al tratamiento con metronidazol, se realizó un estudio cinético 

partiendo de 5 min hasta las 24 horas y un control sin fármaco, empleando tubos falcón de 

15 mL confluentes de trofozoítos de G. duodenalis los cuales fueron expuestos a una 

concentración equivalente al DL50 de metronidazol. En la figura 8 se muestran los 

resultados obtenidos, los cuales indican que ocurren cambios estadísticamente 

significativos en la fosforilación de la GdH2A a partir de las 12 horas de exposición.  

B 
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Figura 8. Estudio cinético de la fosforilación de la GdH2A en trofozoítos tratados con DL50 de MTZ. Se 

observaron cambios estadísticamente significativos (asteriscos) en la GdH2A fosforilada a partir de las 12 
horas de exposición de cultivos confluentes de trofozoítos (≈15-21 millones) a una concentración de 

metronidazol equivalente al DL50.Como control de carga de emplea tubulina para la cuantificación por 
densitometría.  

 
EVALUACIÓN DE LA PARTICIPACIÓN DE LA VIA DE REPARACIÓN DEL DNA POR 

RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA 

Para evaluar la respuesta de esta vía de reparación ante el daño de ruptura de doble 

cadena del DNA de G. duodenalis producido por el metronidazol, se determinó el cambio 

de expresión de las proteínas GdRAD51B-HA y GdMre11-HA. De manera muy interesante, 

la expresión de ambas proteínas GdRAD51B-HA y GdMre11-HA, fue muy parecida entre 

los cultivos controles y los expuestos, figura 9A, aun a una dosis superior (DL75) para 

GdRAD51B-HA, figura 9B.   
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Figura 9. Evaluación de la vía de reparación al DNA por recombinación Homóloga (RH).  

Expresión de proteínas GdRAD51B-HA y GdMre11-HA en trofozoítos transgénicos determinado por Western 
blot. 3X106 trofozoítos fueron expuestos a DL50 de metronidazol por 24 horas a 37°C. Como control de carga 

se empleó tubulina.  
 

  
         Para confirmar estos resultados se llevaron a cabo 4 experimentos con cultivos 

independientes del transgénico GdRAD51B-HA. En estos experimentos se determinó la 

expresión de la proteína GdRAD51B-HA y el cambio en la fosforilación de la GdH2A. Estos 

resultados mostraron una vez más que no había diferencia significativa en la expresión de 

GdRAD51B-HA entre los cultivos control y expuesto a metronidazol. Por otra parte los 

cambios en la fosforilación de GdH2A fueron evidentes y significativos con respecto a los 

controles, figura 10. Por lo tanto se procedió a evaluar si a tiempos menores posiblemente 

exista un cambio en la expresión de GdRAD51B-HA y GdMre11-HA como respuesta ante 

el metronidazol. Para ello se realizó el análisis cinético de la expresión de las proteínas de 

GdRAD51B-HA y GdMre11-HA a diferentes tiempos en trofozoítos expuestos a 

metronidazol (figura 11 y 12).  
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Figura 10. Expresión de GdRAD51B-HA y fosforilación de GdH2A. Se observa  

Cambio significativo en la Fosforilación de la GdH2A (asterisco) mientras que los valores de expresión  De la 
proteína GdRAD51B-HA siguen siendo similares a los observados en los controles. A partir de 4 cultivos 

independientes, 3X106 trofozoítos fueron expuestos a DL50 de MTZ por 24 horas a 37°C. Se emplea tubulina 
como control de carga.  

 

 
La figura 11 se muestra que a tiempos menores de 12 horas los valores de expresión 

de las proteínas de reparación son similares al control, en tanto que a las 12 horas se 

presentó un mayor cambio de expresión de GdRad51B-HA con respecto al control. Estos 

resultados y los obtenidos en la cinética de GdH2A-P, sugieren que a las 12 horas de 

exposición al MTZ inicia el daño en el DNA de G. duodenalis del tipo de ruptura de doble 

cadena lo que origina una respuesta de la vía de reparación por recombinación homóloga 

indicada por el mayor cambio en la expresión de la proteína GdRad51B-HA respecto al 

control. Por otro lado se observó una disminución en la expresión de esta proteína a valores 

similares al control en los tiempos de 18 y 24 horas como se había observado en 

experimentos anteriores.  
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Figura 11. Estudio cinético de la expresión de GdRad51B-HA. El mayor cambio en la expresión 

estadísticamente significativo (asterisco) de la proteína de GdRad51B-HA fue obtenido en el tiempo de 12 
horas de exposición  DL50 de metronidazol. Cultivos confluentes de trofozoítos (≈15-21 millones) fueron 

expuestos a concentración equivalente al DL50 de MTZ. Como control de carga se empelo tubulina.  
 
.  

En relación con la expresión de GdMre11-HA, la figura 12, el mayor cambio en la 

expresión fue de igual manera a las 12 horas de exposición, aunque dicho cambio fue 

menor en comparación a GdRad51B-HA. Este resultado concuerda con los obtenidos 

anteriormente para GdRad51B-HA y GdH2A-P, sugiriendo que a las 12 horas de exposición 

es cuando se comienza a generar ruptura de doble cadena en el DNA de G. duodenalis por 

MTZ originando una respuesta por la vía de reparación por recombinación homóloga del 

DNA. Por otra parte los valores de expresión de GdMre11-HA disminuyeron a valores 

similares al control en los tiempos de 18 y 24 horas lo que concuerda con lo observado 

anteriormente en los experimentos de 24 horas de exposición, figura 9.  
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Figura 12. Estudio cinético de la expresión de GdMre11-HA. El mayor cambio en la expresión 

estadísticamente significativo (asterisco)  de la proteína de GdMre11-HA fue obtenido en el tiempo de 12 
horas de exposición. Cultivos confluentes de trofozoítos (≈15-21 millones) fueron expuestos a concentración 

equivalente al DL50 de MTZ. Como control de carga se empelo tubulina.  

 

En la figura 13 se resumen los resultados obtenidos de los estudios de cinética de 

la fosforilación de GdH2A y los cambios de expresión de las proteínas GdRad51B-HA y 

GdMre11-HA. En esta figura se aprecia que los cambios de expresión estadísticamente 

significativos ocurren a las 12 horas de exposición a DL50 de MTZ.   
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Figura 13. . Detección de los niveles de expresión de las proteínas GdRad51B-HA, GdMre11-HA y GdH2A. 

Los cambios de expresión estadísticamente significativos de las proteínas GdRad51B-HA, GdMre11-HA y 
GdH2A-P fueron a las 12 horas de exposición a DL50 de MTZ (Asterisco). Para todos los experimentos 

Cultivos confluentes de trofozoítos (≈15-21 millones) fueron expuestos a concentración equivalente al DL50 de 
MTZ. Como control de carga se empelo tubulina para la cuantificación por densitometría.  
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10. DISCUSIÓN  

OBTENCIÓN DEL DL50 DE METRONIDAZOL DE G. duodenalis CEPA WB 
CLONA C5.  

 
El valor de la dosis letal 50 (DL50) de metronidazol obtenido para los trofozoítos de 

G. duodenalis cepa WB clona C5 fue de 3.2 ± 0.4 µM empleando el método de subcultivo 

en medio líquido. Cruz A. y col. demostraron en el 2003 que el método de subcultivo en 

medio liquido es de los métodos con la mejor sensibilidad para determinar el valor de DL50 

de metronidazol en trofozoítos de G. duodenalis, reportando un valor de DL50 de 3.4 µM 

para la cepa WB (Cruz, Isaura Sousa et al. (2003). Un valor más reportado para la cepa 

WB es de 7.8 µM (Muller, Ruhle et al. 2006). Otros valores de DL50 de Metronidazol 

reportados son: 5.3 ±.9 µM y 1.9 ± 0.13 µM para la cepa P1 (Hausen, Freitas et al. 2006, 

Hausen, Menna-Barreto et al. 2011). Como se puede observar, el valor de DL50 para 

metronidazol en la cepa WB C5 es congruente con los valores reportados en la bibliografía, 

valor que también se respalda con el método empleado para su obtención.  

  

EVALUACIÓN DEL DAÑO AL DNA DE G. duodenalis 

 Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el metronidazol genera 

rupturas de doble cadena en el DNA de G. duodenalis a partir de las 12 horas de exposición 

a este fármaco, esto a través de la determinación del aumento en la fosforilación de la 

histona GdH2A, la cual es ampliamente utilizada como un marcador de rupturas de doble 

cadena del DNA en eucariontes superiores (Chen, Alpert et al. 2013, Lee, Lee et al. 2014) 

y que se forma en minutos ante dicho daño siendo necesaria para la remodelación de la 

cromatina por el complejo SWI/SNF permitiendo el acceso de las proteínas de reparación 

al sitio del daño (House, Koch et al. 2014). Estos resultados  concuerdan con los reportes 

sobre la formación de rupturas de cadena sencilla y/o doble del DNA de bacterias, fagos y 

eucariontes expuesto a metronidazol en condiciones reductoras, a través de un mecanismo 

que implica la unión covalentemente a guanina y citosina del DNA con los radicales activos 

del metronidazol (Edwards 1977, LaRusso, Tomasz et al. 1978, Edwards 1993);(Chang, Ho 

et al. 1997); (Menendez, Rojas et al. 2001) y específicamente en G. duodenalis, concuerdan 

con reportes que indican daño al DNA y fosforilación de la histona H2A de Giardia por 

metronidazol (Edwards 1993, Uzlikova and Nohynkova 2015). En nuestro estudio se 

encontró un cambio significativo en la fosforilación de la GdH2A a partir de las 12 horas de 

exposición, lo que concuerda con un estudio en la cual se reportó más del 50% de células 

positivas a la fosforilación de H2A en trofozoítos de Giardia expuestos a una concentración 
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cercana al DL50 de metronidazol (Uzlikova and Nohynkova 2015). Es ampliamente descrito 

que el metronidazol es un pro-fármaco el cual tiene que ser activado a través de un proceso 

de reducción realizado en el parasito por el complejo Ferredoxin-PFOR, así también se ha 

sugerido que en la reducción puede participar la nitrorreductasa 1 y la tioredoxin 

oxireductasa. (Perez-Reyes, Kalyanaraman et al. 1980, Muller 1983, Townson, Upcroft et 

al. 1996, Leitsch, Burgess et al. 2011, Nillius, Muller et al. 2011). Además se demostró que 

los radicales de metronidazol forman aductos con proteínas de Giardia duodenalis tales 

como la tioredoxin reductasa, α-β Giardinas, antígeno Giardia tipo 2, factor de elongación 

1, gamma y alcohol deshidrogenasa, después de una exposición a metronidazol de dos 

horas a una concentración de 10 µM y otra de 50 µM (Leitsch, Schlosser et al. 2012). Así 

también la generación de dichos radicales de MTZ podría ser afectada por los mecanismos 

antioxidantes del parasito, por ejemplo se ha demostrado que el metronidazol altera el 

equilibrio redox intracelular tanto de G. duodenalis así como de E. histolytica y T. vaginalis 

(Leitsch, Kolarich et al. 2007, Leitsch, Kolarich et al. 2009), de hecho en el 2012 Leitsch y 

col. demostraron que el metronidazol interacciona con tioles libres (cisteínas) de trofozoítos 

de Giardia duodenalis cepa 106, los cuales funcionan como agentes antioxidantes (Leitsch, 

Schlosser et al. 2012). En adición, se ha reportado que la NADH oxidasa en conjunto con 

la disulfuro reductasa se encargan de proteger a proteínas como la piruvato:ferredoxin de 

la acción de ROS en G. duodenalis (Raj, Ghosh et al. 2014). Por ultimo en el 2001 Biagini 

y col. reportan la habilidad del piruvato, un componente central del metabolismo en Giardia, 

de actuar como un agente antioxidante de bajo peso molecular de respuesta rápida (≈15 

min) ante ROS inducido por 200 µM de  H2O2 en cultivos de trofozoítos de G. duodenalis 

P1 (Biagini, Park et al. 2001). Por lo tanto considerando la información antes mencionada 

se puede especular que es necesario alcanzar una concentración de radicales libres de 

metronidazol suficientes para que estos comiencen a generar un daño sobre el DNA de 

Giardia, considerando que estos radicales libres tengan como primer blanco a las proteínas 

antes mencionadas antes de interactuar con el DNA y que su formación se vea retrasada 

por los mecanismos antioxidantes del parasito.  

En contraste con los resultados obtenidos en el trabajo realizado, Ghost y col. en el 

2009 demostraron que existe degradación del DNA en trofozoítos de Giardia duodenalis P1 

por DL50 (≈6 µM) de metronidazol a las 4 horas de exposición. Sin embargo en dicho 

estudio el DL50 de 6 µM fue determinado a partir de los valores reportados en la literatura 

sin que dicho valor haya sido confirmado o determinado para la cepa empleada en los 

experimentos del estudio de Ghosh como fue realizado en el nuestro. Esto es de suma 
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importancia ya que se ha reportado una gran variabilidad en la sensibilidad a metronidazol 

por cepas y clonas de G. duodenalis (Arguello-Garcia, Cruz-Soto et al. 2004). Por lo tanto 

considerando lo anterior, no se puede excluir la posibilidad en que la concentración del 

fármaco empleada por Ghosh este realmente por encima del valor de DL50 real para la 

cepa empleada en su estudio (P1), y por ende que los efectos del metronidazol en la 

degradación al DNA hayan sido observados a tiempos más cortos (4 horas vs 12 horas). 

Además Ghosh solo reporta un daño generalizado al DNA (degradación, medida como un 

corrimiento difuso del DNA en gel de agarosa), sin que realizara ningún experimento que 

certificara que el DNA estuviera dañado a diferencia de nuestro estudio en el cual se empleó 

la fosforilación de la histona GdH2A como marcador de RDC del DNA. Así mismo,  Ghosh 

concluye que la degradación al DNA observado en G. duodenalis es debido a la apoptosis 

inducida por el metronidazol. Esto podría sugerir que en nuestro estudio el rompimiento de 

doble cadena del DNA evidenciado por la fosforilación de GdH2A se deba a la apoptosis 

inducido por el fármaco y no por su interacción directa de este con el DNA. Sin embargo el 

tipo de degradación observado en el estudio de Ghosh no forma un patrón de escalera 

característico de apoptosis como el observado en células eucariontes, de hecho se observa 

una banda predominante correspondiente a productos de degradación de DNA con un 

tamaño aproximado de 500 pb indicativo más de un daño producido por un agente externo, 

en este caso el MTZ, en contraste a la existencia de productos de degradación de DNA de 

diversos tamaños 300-kpb – 100-pb mediado por endonuleasas e indicativo de ser un 

proceso programado como se describe en apoptosis de células eucariontes (Sun, Zhao et 

al. 2000, Zhao, Lu et al. 2001, Zhang, Zhu et al. 2003, Zhu, Chen et al. 2004). Esto  apoya 

la posibilidad en la cual Ghosh haya empleado una concentración de metronidazol mayor 

al DL50 verdadero para su cepa en su estudio, explicando porque observó un daño al DNA 

a un tiempo menor, más severo e inespecífico. Esto se respalda con lo reportado 

previamente (Nakamura, Purvis et al. 2003) donde se demostró que a concentraciones 

micromolares es más eficiente la generación de lesiones especificas al DNA que a 

concentraciones milimolares (mil veces mayores). Además considerar que el metronidazol 

solo genera rupturas de doble cadena al DNA a través de inducción de apoptosis no 

concuerda con los diversos estudios que reportan la alta capacidad de este fármaco de 

generar daño directo al DNA a través de sus intermediarios-radicales libres de MTZ 

(Edwards 1993, Menendez, Rojas et al. 2001). Por lo tanto resulta crucial determinar para 

cada cepa de G. duodenalis el DL50 de MTZ (y en general cualquier otro fármaco) de 
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manera experimental, y emplear los valores previamente reportados como una mera base 

de orientación y comparación.  

 Finalmente nuestros resultados son congruentes con un reporte reciente donde de 

igual manera se determinó una alta generación de la fosforilación de la histona H2A de G. 

duodenalis en trofozoítos expuestos a DL50 de metronidazol, inclusive se determinó que al 

mismo tiempo de 12 horas es cuando más comenzó a observare un cambio significativo en 

dicha modificación (Uzlikova and Nohynkova 2015). En tal estudio además indican que el 

metronidazol se reporta que el MTZ favorece la fase S del ciclo de celular, lo cual es 

interesante ya que es ampliamente reportando que en dicha fase tiene preferencia la vía de 

reparación del DNA por recombinación homóloga para la reparación del DNA (Lisby, 

Rothstein et al. 2001, Saleh-Gohari and Helleday 2004, Branzei and Foiani 2008) y esto 

concuerda con los resultados obtenidos es este estudio como adelante se discute, donde a 

las 12 horas determinamos un aumento en la expresión de las proteínas de reparación 

evaluadas GdRad51B-HA y GdMre11-HA.  

 

EVALUACIÓN DE LA PARTICIPACIÓN DE LA VIA DE REPARACIÓN DEL DNA POR 

RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA 

Diversos estudios han identificado in silico genes relacionados con la maquinaria de 

recombinación homóloga que pudieran participar en la reparación de rupturas de doble 

cadena del DNA inducido por el metronidazol en G. duodenalis, como lo son: Rad50, Mre11 

y Rad52 (Trinh and Reysset 1998, Ramesh, Malik et al. 2005). Sin embargo, no hay reportes 

en la literatura sobre el estudio de la respuesta de esta vía ante la generación de rupturas 

de doble cadena del DNA por agentes quimioterapéuticos o métodos como la exposición a 

radiación ionizante.  

Como se muestra en las figuras 9 y 10 los valores de expresión de las proteínas de 

la vía de reparación por recombinación homóloga analizadas en este estudio: GdRad51B-

HA y GdMre11-HA presentaron valores similares de expresión al de los controles a las 24 

horas de exposición a una concentración equivalente al DL50, inclusive a una concentración 

equivalente al DL75 de metronidazol la proteína GdRad51B-HA presenta una expresión 

similar al control, figura 9. Esto fue interesante considerando que nuestros resultados 

indicaron que el metronidazol genera rupturas de doble cadena en el DNA a las 24 horas 

de exposición a través evidenciado por la fosforilación de la GdH2A la cual funciona como 

señal de inicio de la vía de reparación del DNA por recombinación homóloga (RH). Por lo 

tanto se realizó un estudio cinético el cual indico que a las 12 horas de exposición a MTZ 
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fue evidente un aumento en la expresión de GdRda51B-HA de aproximadamente el doble. 

Esto concuerda con los aumento en la expresión de la proteína RAD51B en diversas líneas 

celulares eucariontes tras la generación de RDC den DNA (Pauklin, Kristjuhan et al. 2005, 

Klein 2008, Lee, Fang et al. 2014). En adición, Gildemeister y col. reportan en el 2009 un 

incremento de aproximadamente el doble de Rad51B en líneas celulares HeLa, HCT116 y 

Capan-1 a las 8 horas post- exposición a 2 Gy de radiación ionizante, método para 

generación de rupturas de doble cadena al DNA (Gildemeister, Sage et al. 2009). Inclusive 

se ha demostrado que la sobreexpresión de la proteína RecA, heteróloga a Rad51B en 

procariontes causa un incremento en la resistencia a metronidazol en B. fragilis donde 

previamente se demostró que el metronidazol generaba rupturas de doble cadena 

(Steffens, Nicholson et al. 2010), así como la falta de Rad51B aumenta la sensibilidad a 

radiación y fármacos que dañan al DNA en células MCF7 (Lee, Fang et al. 2014). Los 

resultados  de la cinética obtenidos en este trabajo sugieren que a las 12 horas de 

exposición a MTZ existe una respuesta por parte de la vía de reparación por RH evidenciado 

por el aumento en la expresión e la proteína GdRad51B-HA, la cual baja o finaliza en los 

tiempos 18 y 24 horas, como se observa en los ensayos de Western blot donde los valores 

de expresión en estos tiempos regresan a valores similares al control. Por otra parte en 

contraste a nuestros resultados de cinética donde existe un aumento en la expresión de 

GdRad51B-HA, Yuan y col. en 1999 reportan que no hay aumento en la expresión de la 

proteína RAD51 en líneas celulares MCF10, HCC1937, Capan-1 y BxPC-3 a las 2 horas 

post-exposición a 10 Gy de radiación ionizante, pero sin embargo si reportan una 

relocalización significativa al nivel nuclear de la proteína RAD51 bajo el mismo tratamiento 

por microscopia de fluorescencia (Yuan, Lee et al. 1999), de hecho se ha observado la 

formación de “focos de RAD51” del inglés “Foci”, que son complejos de la proteína RAD51 

que se forman en el proceso de reparación de rupturas de doble cadena del DNA por RH 

(Yu, Pace et al. 2008). En conclusión no puede descartarse que la respuesta por parte de 

la vía de reparación por recombinación homóloga ante el daño al DNA conlleve a un 

aumento en la expresión de las proteínas que conforman dicha vía, ya que diferencias en 

las líneas celulares empleadas, así como dosis de radiación, son factores que conllevan a 

la variabilidad en los resultados a obtener así también diferencias evolutivas en los 

mecanismos de respuesta ante el daño al DNA entre G. duodenalis y eucariontes 

superiores. Finalmente en nuestro estudio no se determinó algún mecanismo de regulación 

del Rad51B que pudiera estar mediando su actividad y tampoco su re-localización 

(formación de focos de Rad51B), en respuesta ante el tratamiento de MTZ los cuales en 



 

40 
 

conjunto con el aumento en la expresión de la proteína pudieran estar participando en la 

respuesta ante al daño generado por el fármaco (Daboussi, Dumay et al. 2002, Flott, Kwon 

et al. 2011).  

En cuanto a GdMre11-HA, en el estudio de cinética de igual manera que para 

RAD51B aunque menor, se evidencio un cambio en su expresión a las 12 horas de 

exposición regresando a valores similar al control en los tiempos 18 y 24 horas. Esto no 

concuerda con lo reportado por Khongkow P. y col. en el 2013, donde no se presentó un 

aumento en la expresión de la proteína Mre11 en células MCF7 y MEFs expuestas a una 

concentración de 1 µM hasta las 48 horas de análisis de epirubicina, fármaco empleado en 

el tratamiento de diversos tipos de cáncer y que actúa  intercalándose en el DNA generando 

su ruptura (Khongkow, Karunarathna et al. 2014), de hecho al igual que Rad51B, solo se 

reportó aumento en la localización nuclear de Mre11, cuando la línea celular IMR90 

derivada de fibroblastos humanos fue expuesta 2.5 Gy de radiación ionizante mientras que 

el nivel de proteína fue similar al control a las 8 horas post – irradiación (Maser, Monsen et 

al. 1997, Mirzoeva and Petrini 2001). En adición se ha reportado al igual que en RAD51B, 

formación de un “Foci” de Mre11 en el núcleo de células eucariontes después de exposición 

a radiación “high-LET irradiation” (Karlsson and Stenerlow 2004). Considerando lo antes 

citado, puede concluirse que la diferencia en el mecanismo de respuesta evolutivos ante el 

daño al DNA entre G. duodenalis y líneas celulares de eucariontes superiores, es un factor 

que influye en la variabilidad de los resultados a obtener. Por último, se debe considerar 

que el mecanismo de respuesta ante daño al DNA generado por el MTZ pudiera ser a través 

de su aumento en su actividad mediado por su regulación post-traduccional de GdMre11-

HA, lo que resulta de sumo interés para futuros estudios (Di Virgilio, Ying et al. 2009). Por 

tanto considerando las cinéticas de ambas proteínas GdRad51B-HA y GdMre11-HA donde 

a las 12 horas se presentó un aumento en su expresión la cual disminuyo a valores basales 

(similar al control), se puede sugerir que el MTZ induce una respuesta por la vía de 

reparación del DNA vía fosforilación de GdH2a la cual finaliza o deja de ser expresada a 

las 18 y 24 horas, debido a que el fármaco (agente que causa el daño) está presente todo 

el tiempo, además dicho cambio en expresión fue mayor para GdRda51B-HA, la cual ha 

sido descrita como una proteína esencial para el proceso de reparación e rupturas de doble 

cadena del DNA por RH (Pauklin, Kristjuhan et al. 2005, Klein 2008, Lee, Fang et al. 2014).  

Por otra parte nuestros resultados concuerdan con reportado en estudios clínicos, 

donde se espera que los tratamiento con metronidazol (al igual que con otros fármacos) 

tengan efectividad generando la muerte de los trofozoítos de G. duodenalis que colonizan 



 

41 
 

el tracto digestivo en el ser humano. Así los tratamientos se recomiendan con un tiempo 

mínimo de 3 días para MTZ (Ankarklev, Jerlstrom-Hultqvist et al. 2010), lo que asegura la 

muerte del parasito así como de clonas resistentes. Esto coincide con los resultados 

obtenidos en este trabajo considerando que 1) en los ensayos de viabilidad a las 24 horas 

(1 día) se presentó un porcentaje muy alto de muerte celular como se observa en la figura 

5, 2) el mayor aumento en la fosforilación de la GdH2A (daño al DNA) comenzó a las 12 

horas prevaleciendo hasta las 24 horas y finalmente 3) perdida (hasta valores basales) de 

una respuesta del parasito ante dicho daño o efecto del fármaco por parte de la vía de 

reparación del DNA por recombinación homóloga, figura 9, 10, 11 y 12, expresión de 

GdRad51B-HA y GdMre11-HA a las 24 horas y cinéticas.  

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el tratamiento con 

metronidazol produce rupturas de doble cadena en el DNA de G. duodenalis WBC5, 

llevando a una respuesta por la maquinaria de reparación del DNA por recombinación 

homóloga del parásito, lo que concuerda con los resultados de Uzlikova y colaboradores, 

(Uzlikova and Nohynkova 2015), en los cuales a las 12 horas de exposición a MTZ se 

genera la fosforilación de la histona H2A de Giardia, tiempo al cual en nuestro trabajo se 

evidenció el aumento en las proteínas de reaparición GdRad51B-HA y GdMre11-HA como 

respuesta ante dicho daño. Así también Uzlikova reporta que la exposición a metronidazol 

favorece la fase S del ciclo de celular, en la cual la reparación ocurre preferentemente por 

la vía de recombinación homóloga (Lisby, Rothstein et al. 2001, Saleh-Gohari and Helleday 

2004, Branzei and Foiani 2008). Por ultimo también en dicho estudio se encontró que cepas 

resistentes a metronidazol generan una menor cantidad de hasta de un 20% en la 

fosforilación de la GdH2A comparadas a las cepas sensibles al fármaco, lo que sugiere que 

en dichas cepas resistentes existe una mejor respuesta ante el daño (Uzlikova and 

Nohynkova 2015), siendo de sumo interés e importancia la evaluación de la respuesta de 

esta vía en cepas resistentes a MTZ. Los resultados obtenidos en este trabajo  ofrecen un 

plataforma para  abordar el estudio de  los mecanismos que participan en la resistencia  a 

metronidazol en G. duodenalis asociados a mecanismos de reparación del DNA. 
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11. CONCLUSIONES  

 El MTZ genera rupturas de doble cadena en el DNA de G. duodenalis, produciendo 

la fosforilación de la histona GdH2A a partir de 12hrs de exposición lo que concuerda 

con reportes recientes.  

 El daño producido por el MTZ en el DNA genero una respuesta por la vía de 

reparación por recombinación homóloga evidenciado como un aumento en la 

expresión de las proteínas GdRAD51B-HA y GdMre11-HA a las 12 horas de 

exposición del fármaco en trofozoítos de G. duodenalis.  

  Los resultados obtenidos en este trabajo aportan conocimientos para entender los 

mecanismos de acción del metronidazol en G. duodenalis asociados a mecanismos 

de reparación del DNA.  

 

 

12. PERSPECTIVAS  

 Evaluar el aumento en la actividad de las proteínas GdRad51B-HA/GdMre11-HA y 

su regulación mediante modificaciones post-traduccionales ante exposición a MTZ.  

 Determinar la participación de otras proteínas de la vía de reparación como ATM y 

RAD52 en trofozoítos de G. duodenalis expuestos a DL50 de MTZ.  

 Analizar los niveles de expresión de proteínas de la vía de reparación del DNA en 

trofozoítos de G. duodenalis resistentes a MTZ.  
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14. ANEXOS  
 
1. Preparación de Inhibidor de fosfatasas 
 

Se pesaron las cantidades de los siguientes reactivos los cuales se disolvieron en 

10 mL de Buffer RIPA hasta su completa disolución.  

 

Reactivo Cantidad 

Pirofosfato de sodio  Na4P2O7.10(H2O) 44.6 mg 
 

Vanadato de sodio Na3VO4 1.5 mg 
 

Fosfoserina PO4H2-CH2-CH(NH2) 1.5 mg 

Fluoruro de sodio NaF 4.48 mg 

Β-glicerofosfato de sodio 

(HOCH2)2CHOP(O)(ONa)2 · xH2O 

54.1 mg 

 
 
2. Solución de desnudadora   
  

Se pesaron las cantidades de los siguientes reactivos los cuales se disolvieron en 

180 mL de agua bidestilada hasta su completa disolución, ajustando pH=2 con HCl diluido 

y aforando a 200 mL, esto permite obtener una solución 5X. Para realizar el desnudamiento 

de empleo la solución 2X diluyendo con agua bidestilada.  

 

Reactivo Cantidad 

Glicina  0.5M 7.51 g 
 

SDS 5% 10 g  
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