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Resumen

El tratamiento contra la giardiasis incluye mudltiples farmacos como
Albendazol (ABZ) y Metronidazol (MTZ); sin embargo, existen fallas
terapéuticas causadas por uso inadecuado, dosis subdptimas y posible
presencia de trofozoitos resistentes. Hasta ahora, no se han caracterizado
completamente los mecanismos implicados en la resistencia de Giardia al
ABZ. En eucariontes el ABZ se metaboliza en sulféxido (ABZSO) y sulfona
(ABZSOO0), por el sistema hemo-enzimatico citocromo P450 (CYP450). Sin
embargo, este proceso se desconoce en Giardia duodenalis.

En este trabajo se evaludé la posible metabolizacion de ABZ por la
Flavohemoglobina de G. duodenalis (GdFIHb) y la presencia de otras
proteinas como CYPOR posiblemente asociadas en este proceso en clonas
sensibles y resistentes en este farmaco. El uso de alineamiento de
secuencias, modelado y docking molecular no se identificé un homologo de
CYP450 en G. duodenalis; sin embargo, se predijo una interaccién viable del
ABZ con la proteina GdFIHb. Para ello se expreso la GdFIHb recombinante
la cual present6 una mayor actividad especifica en presencia de ABZ (0.692
nmol/min*mg) en comparacion con su actividad basal (0.232 nmol/min*mg).
Al cuantificar los metabolitos por HPLC-MS/MS se observo la presencia de
ABZSO en 15, 20 y 25 nM de ABZ (10.69, 342.53, y 664.98 nmoliL,
respectivamente), mientras que la ABZSOO se observd a concentraciones
de 20y 25 nM de ABZ (25.81 y 148.32 nmol/L, respectivamente). Los niveles
de expresidn de transcrito de la GdFIHb y CYPOR disminuyeron
significativamente en las clonas resistentes a 250 yM de ABZ.

Los resultados obtenidos sugieren la participacién de la Flavohemoglobina
de G. duodenalis en la metabolizacion el ABZ. Asi mismo, la GdFIHb y la
CYPOR podrian tener un papel en un mecanismo pasivo de resistencia a la
droga. Asi, esta informacion ofrece alternativas para el desarrollo de nuevas
estrategias para contrarrestar la infeccién de este parasito



Abstract

The treatment against giardiasis includes multiple drugs such as
Albendazole (ABZ) and Metronidazole (MTZ); however, there are therapeutic
failures caused by inappropriate use, suboptimal doses and possible
presence of resistant trophozoites. Until now, the mechanisms involved in
the resistance of Giardia to ABZ have not been fully characterized. In
eukaryotes, ABZ is metabolized into sulfoxide (ABZSO) and sulfone
(ABZSOO), by the cytochrome P450 heme-enzyme system (CYP450).
However, this process is unknown in Giardia duodenalis.

In this work we evaluated the possible metabolism of ABZ by the
Flavohemoglobin of G. duodenalis (GdFIHb) and the presence of other
proteins such as CYPOR possibly associated in this process in sensitive and
resistant clones in this drug. The use of sequence alignment, modeling and
molecular docking did not identify a CYP450 homologue in G. duodenalis;
however, a viable interaction of ABZ with GdFIHb was predicted. For this, the
recombinant GdFIHb was produced, which showed a higher specific activity
in the presence of ABZ (0.692 nmol/min*mg) compared to its basal activity
(0.232 nmol/min*mg). When quantifying the metabolites by HPLC-MS/MS
the presence of ABZSO was observed in 15, 20 and 25 nM of ABZ (10.69,
342.53, and 664.98 nmol/L, respectively), while the ABZSOO was observed
at concentrations of 20 and 25 nM of ABZ (25.81 and 148.32 nmol/L,
respectively). The transcript expression levels of GdFIHb and CYPOR
decreased significantly in the clones resistant to 250 uM of ABZ.

The results obtained suggest the participation of Flavohemoglobin of G.
duodenalis in the metabolization of ABZ. They also suggest that GdFIHb and
CYPOR could play a role in a passive mechanism of resistance to the drug.
Thus, this information offers alternatives for the development of new
strategies to counteract the infection of this parasite.



1. Introduccién

Los parésitos son extremadamente diversos, incluso parasitos relacionados
tienen comportamientos distintos, difieren en la capacidad infectiva, causan
diferentes patologias o infectan distintos tejidos. Estas caracteristicas
especializadas de los parasitos son adquiridas por la interaccion intima con
el huésped, el tiempo de generacion corta y por el gran niumero de individuos
gue constituyen la poblacién, provocando una tasa evolutiva mayor que sus
huéspedes. Estos organismos han desarrollado mecanismo de adaptacion
gue les han permitido la supervivencia en condiciones “desventajosas” y
cambiantes que de otro modo no permitiria su supervivencia (Kochin et al.
2010). Durante la infeccion, la supervivencia del patégeno depende de la
habilidad de colonizar un individuo y su capacidad para contrarrestar los
mecanismos de defensa del huésped. Asimismo, la virulencia de los
parasitos refleja la interaccién dinamica entre huésped y la capacidad de
respuesta a los sistemas de defensa, un proceso de adaptacion necesaria
para la supervivencia, mantenimiento y transmision del parasito. En la
presente tesis se aborda el estudio de mecanismo de resistencia en Giardia
duodenalis, uno de los protozoarios parasitos considerados como modelo

evolutivo y patégeno intestinal de importancia clina y veterinaria

1.1. Generalidades de Giardia

Giardia duodenalis (sinénimos Giardia lamblia o Giardia intestinalis) es un
protozoario microaerdfilo flagelado perteneciente al orden Diplomonadida
(Arisue et al. 2005; AdI et al. 2012) que parasita el intestino delgado del
hospedero y es el agente causal de la parasitosis mas comun en todo el
mundo, la giardiasis (Koehler et al. 2014). Este organismo ha atraido mucho
interés no solo por su importancia médica y veterinaria, sino también por su

divergencia temprana y se ha descrito como un “eucariota verdadero con



caracteristicas de procariota ancestral” (Upcroft & Upcroft 1998). G.
duodenalis infecta principalmente a los mamiferos, incluyendo al humano,
mascotas y al ganado, invadiendo la parte superior del intestino delgado y
causa sintomas gastrointestinales como nauseas, diarrea, hinchazén y

malabsorcién de nutrientes (Escobedo et al. 2016).

En el género Giardia se han descrito seis especies acorde con criterios
morfogenéticos (Plutzer et al. 2010). Para la especie G. duodenalis se han
descrito ocho grupos o ensambles morfologicamente homogéneos pero
distinguibles genéticamente (A-H), aislados de diferentes especies de
mamiferos. Los ensambles A y B se han encontrado en humano y en otros
animales, se consideran que su transmision es zoonética, mientras que los
otros ensambles muestran una especificidad en el huésped y no infectan a
humanos (Monis et al. 2009; Ryan & Caccio 2013). Existe controversia en el
manejo de la nomenclatura de la especie G. duodenalis, por lo cual
actualmente se hace referencia a los ensambles que se han caracterizado

para su clasificacion.

Tabla 1. Ensambles reconocidos de la especie G. duodenalis.

Ensamble Huésped Especie*
Humanos y otros primates, Ganado, perros,
A gatos y algunas especies de mamiferos Giardia duodenalis
salvajes.

Humanos y otros primates, perros, gatos y

B . i . Giardia enterica
algunas especies de mamiferos salvajes.
C Perros y otros canidos. - ,
L Giardia canis
D Perros y otros canidos.
E Animales ungulados Giardia bovis
F Gatos Giardia cati
G Ratones Giardia simondi
H Animales marinos (pinnipedos) SD

*Las especies se nombraron de acuerdo con el huésped donde se aislé el parasito. SD: sin
denominacién



Giardia presenta caracteristicas particulares que incluyen dos nucleos
activos transcripcionalmente, ausencia de mitocondrias y peroxisomas. Su
posicion filogenética lo colocan como un eucariota basal, aunque en otras
clasificaciones lo refieren como un organismo con divergencia temprana
simultaneamente con opisthokonta y plantas (Arisue et al. 2005; Morrison
et al. 2007; Adl et al. 2012). La ausencia de respiracion mitocondrial y la falta
de una ruta biosintética del grupo hemo refleja su adaptacion a su estilo de
vida microaerofilo, aunque presenta cinco genes que codifican a proteinas
con grupo hemo, cuatro citocromos b5 y una Flavohemoglobina (Rafferty &
Dayer 2015; Pyrih et al. 2014; Alam et al. 2012).

Tabla 2. Proteinas hemo de Giardia duodenalis Ensamble A aislado WB.

Proteina Peso molecular Longitud Giardia DB
Flavohemoglobina 53.0 458 aa GL50803 15009
Citocromo B5-| 15.1 131 aa GL50803_9089
Citocromo B5-II 15.3 136 aa GL50803_27747
Citocromo B5-1I 14.4 129 aa GL50803_33870
Citocromo B5-VI 28.9 258 aa GL50803_ 2972

Las rutas metabdlicas de Giardia, comparadas con otros eucariotas son
simples, su genoma codifica para procesos celulares simplificados que
poseen menos subunidades, sin proteinas redundantes y Unicas que se
relacionan con bacterias y arqueas, lo cual evidencia la adquisicion de genes

por transferencia horizontal (Morrison et al. 2007; Monis et al. 2009).

1.2. Ciclo de vida

G. duodenalis presenta dos estadios en su ciclo de vida, el trofozoito y el
quiste. El trofozoito tiene una estructura piriforme, mide alrededor de 10-12

pMm de largo y entre 5-7 um de ancho, y se caracteriza por la presencia de
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dos nucleos, la superficie dorsal es convexa, mientras que la ventral es
concava, tiene un disco adherente en la parte anterior y cuenta con ocho
flagelos. El quiste tiene un tamafio de 8-12 uym de largo y de 5-10 um de
ancho, el cual presenta una pared de 0.3-0.5 ym de espesor compuesto
principalmente por proteinas y carbohidratos, y en este estado puede tener
entre dos a cuatro nucleos (Ankarklev et al. 2010; Lujan & Svard 2011).

a Basal \ / Central mitosomes D
/

Peripheral
vesicles

Nucleolus

disc
Nucleus

Peripheral A'xonemes
mitosomes Disc

fragments

Cyst wall

body

CF

Figura 1. Caracteristicas estructurales del trofozoito y quiste de G. duodenalis. a|
Caracteristicas del trofozoito de una vista dorsal, presenta ocho flagelos
organizados en cuatro pares: flagelo anterior (AF), flagelo ventral (VF), flagelo
posterior/lateral (PLF) y flagelo caudal (CF) (Ankarklev et al. 2010). b| El quiste,
presenta dos estructuras de proteccion una pared y una membrana celular.

El mecanismo de adaptacion de Giardia conocido como enquistamiento es
esencial para la supervivencia del parasito fuera del intestino del huésped,
dado que los trofozoito son sensibles a los cambios de temperatura,
humedad y la presencia de agentes quimicos (Adam 2001). Los quistes son
la forma resistente y el desenquistamiento se propicia por los fluidos

estomacales que junto con otros mecanismos dan lugar a la liberacién de
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los trofozoitos. A diferencia del quiste, los trofozoito necesitan ambientes
con minima presencia de oxigeno o completamente anaerdbico para su
supervivencia y reproduccién, ademas de que requiere condiciones

particulares de temperatura, pH y salinidad (Ankarklev et al. 2010).

La infeccidn se inicia con la ingestién de los quistes por el huésped, los
cuales inician el desenquistamiento por accion de los jugos gastricos en el
estbmago del hospedero y concluye en la parte distal del intestino superior
en donde se liberan los trofozoitos, los cuales se dividen por fisién binaria y
colonizan el duodeno y yeyuno del huésped. El establecimiento de los
trofozoitos es responsable de los sintomas de la enfermedad. El proceso de
desenquistamiento consta de dos etapas: la primera es cuando el quiste se
expone al pH acido del estbmago y la segunda donde se encuentra con un
ambiente rico en proteasas y ligeramente alcalino en la parte superior del
intestino delgado. Durante la primera etapa el quiste detecta los estimulos a
través de la pared, lo cual desencadena una respuesta altamente
coordinada cambiando los niveles de RNAm, hay ligeros cambios del pH
intracelular y se da a aparicion de pliegues de membrana que podria ser
importantes para determinar la polaridad por donde emergeran los
trofozoitos. El proceso de desenquistamiento se completa cuando del quiste
emerge el exquizoito, una célula oval, sin disco adhesivo, con cuatro nucleos
(16N) y con un metabolismo intermedio entre trofozoito y quiste; el
exquizoito rapidamente se divide dos veces sin replicacion del DNA, para
generar un total de cuatro trofozoitos que colonizaran el duodeno a partir de
un quiste (Svard et al. 2003; Bernander et al. 2001).
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Figura 2. Ciclo de vida y ploidia en las distintas fases de Giardia duodenalis (Svéard
et al. 2003).

Cuando los trofozoitos alcanzan la parte media del intestino delgado, el
yeyuno, inicia el enquistamiento; este proceso es estimulado por el exceso
de sales biliares y la disminucion de colesterol provocando cambios
bioquimicos y morfolégicos importantes que se pueden dividir en tres
etapas: i) recepcion de estimulos para la formacion del quiste y la
consecuente activacion de genes; ii) biogénesis de organelos secretores y
la sintesis, empaquetamiento, transporte y liberacion de materiales de la
pared celular; y iii) el ensamble de la pared extracelular (Lujan et al. 1996;
Arguello-Garcia et al. 2002).

-13 -



Durante el enquistamiento se expresan las proteinas de la pared celular
(CWP1, CWP2 y CWP3) que se caracterizan por tener regiones con alto
porcentaje de identidad. Estas proteinas son transportadas en vesiculas
secretoras (ESV) en las cuales sufren modificaciones importantes, como el
rompimiento del extremo C-terminal de la CWP2 en el cual participa una
cistein proteasa (ESCP), importante para el proceso de formacion de la
pared celular (Lujan et al 1998). En esta etapa también se observan dos
rondas sucesivas de replicacion de los cromosomas sin un evento de
citocinesis, y el desensamble y empaquetamiento de organelos como el
disco ventral y los flagelos. Asi se genera un quiste con cuatro nucleos y con
una ploidia 16N (Ankarklev etal. 2010). Cuando se completa el
enquistamiento los quistes son expulsados a través de las heces y se inicia
un nuevo ciclo en el mismo huésped o en otro que es susceptible (Adam
2001).

1.3. Epidemiologia

La infeccién causada por G. duodenalis se denomina giardiasis. Algunos
reportes estiman que afecta a 200 millones de personas en Asia, Africa y
Ameérica latina, con 500 mil nuevos casos cada afio (Plutzer et al. 2010). En
las zonas endémicas de esta parasitosis, la infeccibn es mas comun en
ninos menores de 10 afios, y disminuye con la edad debido a la inmunidad
adquirida y al disminuir la exposicion a quistes. La prevalencia en la infeccién
estd influenciada por varios factores sociales, hacinamientos, la alta
densidad poblacional, la falta de servicio de agua y alcantarillado. En México
la prevalencia va de 7.4 a 68.5% dependiendo del rango de edad. Las
incidencias mas altas se encuentran entre lactantes, prescolares y escolares
(Cedillo-Rivera et al. 2009).
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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 zoonotica de la infeccion, el
hecho de que el ganado se infecte con este parasito puede ser
potencialmente un problema de zoonosis (Ryan & Caccio 2013). También
se ha documentado evidencia de 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 de la Secretaria de Salud de México,
en el Boletin Epidemioldgico Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
desde el afio 2015 al 2017 los casos de giardiasis han aumentado en el pais
de 11 575 casos en el 2015 (de los cuales F: 6 381y M: 5 194 ), 11 388
casos en el 2016 (de los cuales F: 6 568 y M 4 820) y 13 029 casos en el
2017 (de los cuales F: 6 967 y M: 6062). La giardiasis tiene una distribucién
en 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 1-98 afios de edad.
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Figura 3. Distribucion y reportes de casos clinicos de Giardiasis del 2015 al 2017
en la Republica Mexicana.

Aunado a estas caracteristicas epidemioldgicas, las actividades laborales
son uno de los factores de riesgo mas importante en el desarrollo de la
giardiasis, por ejemplo, los trabajadores de riego y desaglie pueden ser mas
susceptibles a adquirir la infeccion debido a su exposicion a los quistes de
Giardia. En las guarderias y otras situaciones en las que los nifios se

agrupan, la incidencia de la infeccion por Giardia es alta (Painter et al. 2015).

1.4 Patogénesis

La adhesion del trofozoito al epitelio es el primer paso en la patogénesis de

la giardiasis, ésta se lleva a cabo mediante la unién del disco adhesivo y es
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crucial para iniciar la colonizacion, asi como para mantener la infeccion. El
disco adhesivo esta constituido por proteinas relacionadas a las anexinas
llamadas alfas giardinas, que son altamente expresadas en Giardia, y un
citoesqueleto muy bien organizado (Yoshida et al. 2011). Al unirse al epitelio
gue esta recubierto por las capas mucosas, Giardia puede inducir
alteraciones en las células epiteliales intestinales a través de los productos

secretados principalmente proteasas (De Carvalho et al. 2008).

Giardia puede causar malabsorcion y diarrea principalmente por un
acortamiento difuso de las microvellosidades epiteliales y la interrupcion de
uniones estrechas del intestino, que a su vez aumenta la permeabilidad
intestinal (Buret 2008). Ademas, existen otros factores que participan en la
patogénesis que incluyen varios mecanismos como la reduccién de las
actividades de disacaridasas intestinales y proteasas intestinales, el
acortamiento de las vellosidades, hiperplasia de las criptas, aumento de la
permeabilidad epitelial, toxinas, inflamacion de la mucosa, el crecimiento

bacteriano e hipermotilidad intestinal (Koot et al. 2009).

La respuesta inmune a patdégenos, incluyendo a G. duodenalis, depende de
los sistemas inmunes innato y adaptativo (Solaymani-Mohammadi & Singer
2010). Aunque en la actualidad los mecanismos de defensa del huésped
responsables de controlar la infeccion por Giardia no ha sido totalmente
descritos, varios estudios han demostrado el desarrollo de la respuesta
inmune adaptativa asi como de mecanismos innatos en humanos y otros

animales (Roxstrom-Lindquist et al. 2006).

La presencia de infecciones asintomaticas se puede deber a una respuesta
eficaz del huésped, asi como la modulacion del sistema inmune por el
parasito. Como parte del sistema inmune innato, en el intestino se secretan
productos antimicrobianos (defensinas y lactoferrinas) con actividad anti-

giardial que pueden participar en la defensa contra Giardia. Recientemente
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se ha reportado que las especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido nitrico
(NOS) tienen un efecto citotdxico y actividades inmunomoduladoras durante
la infeccion intestinal por Giardia (Eckmann et al. 2000; Mastronicola et al.
2011). En la respuesta inmune adaptativa existe evidencia sobre la
participacion de los anticuerpos IgA en la inmunidad contra Giardia, sin
embargo, en pacientes con infecciones cronicas no se presentan
anormalidades inmunes y no esta claro si los factores epidemioldgicos o la

inmunosupresion juegan un papel importante (Stark et al. 2009).

Recientemente se ha identificado que la microbiota puede participar en la
infeccion y colonizacion de Giardia, este parasito participa en la organizacion
de la microbiota asi como en la interaccion con las células intestinales
(Singer & Nash 2000; Pérez et al. 2001; Salzman et al. 2007).

Entre el 35-70% de los individuos infectados con Giardia permanecen
asintomaticos. Una porcion mucho menor desarrolla enfermedades
diarreicas aguda con fiebre, dolor epigastrico, nauseas y vémito. La
giardiasis también se ha asociado con el sindrome del intestino irritable post-
infeccion, dispepsia y trastornos gastrointestinales funcionales, vy
manifestaciones alérgicas de la piel como urticaria y angioedema (Grazioli
et al. 2006).

El amplio espectro de la sintomatologia de la infeccion de Giardia se ha
atribuido a factores tales como el tamafio del inéculo, la respuesta especifica
del huésped y la diferencia genotipica del parasito. La infeccidn persistente
y la enfermedad cronica en algunos pacientes puede explicarse por la
evasion inmune debido a la variacion antigénica en proteinas variantes de
superficie (VSP), un proceso que es regulado por un mecanismo similar al
RNA de interferencia (Prucca et al. 2008; Prucca et al. 2011).
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1.5. Tratamiento

Debido a la ausencia actual de vacunas para uso en humanos, el empleo de
agentes farmacolégicos es el principal recurso para el control de las
infecciones causadas por G. duodenalis. En el tratamiento clinico de esta
infeccion se han empleado una gran variedad de compuestos, muchos de

los cuales en un principio han sido utilizadas para tratar otras parasitosis.

Metronidazol Albendazol Furazolidona

O

"\ e P Ho Qs .
g s S e DV
N M | ;}—N _ o \

Z /-

1}
H © ~N H 0 S
OH o P
n - I
Nitazoxanida A= Paromomicina / Nowon
O 0 HO :::::I ll\"t} -"ll.
8 N ) . %
DG\ @ -":'f_ W, j‘h-.h / = Y - o MNH
N"">g” N L) L /™
'[S H 7 Ve = © OH

Figura 4. Principales farmacos empleados en la giardiasis humana (Leitsch 2015).

1.5.1. Furazolidona

Furazolidona es un compuesto sintético perteneciente a los grupos de los
nitrofuranos y fue introducido en los 1960s para el tratamiento contra la
giardiasis. La furazolidona es una prodroga, en el cual el grupo nitro debe
ser reducido para ser activo. Su poder citotdéxico es contra el DNA y las
proteinas, en este ultimo se une a grupo tiol principalmente de las cisteinas

(Maya et al. 1997; Diaz et al. 2004). La dosis de furazolidona (nombre
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comercial Furoxona) es de 100 mg cada 6hrs por 7-10 dias, y se ha
reportado una efectividad alrededor del 80% (Upcroft & Upcroft 2001).

1.5.2. Metronidazol

El metronidazol fue uno de los primeros farmacos utilizados contra parasitos
microaerdfilos en los 1950s, y también fue unos de los primeros usados
contra la giardiasis (Cosar and Julou 1959; Schneider 1961). El metronidazol
es una prodroga que necesita ser reducida en su grupo nitro para ser toxica,
produce estrés oxidativo severo por la unidon a grupos tioles libres o en
proteinas creando aductos de cisteinas principalmente en la proteina
tiorredoxina reductasa (Leitsch et al. 2012). Se absorbe completamente
después de la administracion oral, se metaboliza principalmente en el higado
y se excreta en la orina. Se ha reportado que el estrés oxidativo causado por
este farmaco afecta al DNA de los trofozoitos, produciendo rupturas de doble
cadena (Ansell et al. 2015).

El metronidazol se activa principalmente por la nitroreductasa-1 (NRT1) y la
via de reduccién mediada por la ferredoxina (Fd), que a su vez es reducida
por piruvato:ferredoxina oxidoreductasa (PFOR) la cual transfiere los
electrones producidos durante la descarboxilacion oxidativa del piruvato a la
ferredoxina. Otra enzima que reduce directamente al metronidazol es la
flavoenzima tiorredoxina reductasa (TrxR) que utiliza equivalente reductores
provenientes del NADPH (Ansell etal. 2015). En el 14° reporte de
carcinogénicos del Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados
Unidos, se coloco al metronidazol como un agente carcinogénico por causar
tumores en ratones cuando se administran en altas dosis. Sin embargo, no
hay una vinculaciéon directa entre el tratamiento con metronidazol y cancer
en humanos a pesar de su uso frecuente (National Toxicology Program
2016). La dosis de metronidazol (nombre comercial Flagyl) es de 250 mg
cada 8 hrs por 5-10 dias con una eficacia entre 80-95%.
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1.5.3. Paromomicina

La paromomicina es un aminoglucésido que inhibe la sintesis de proteinas
de G. duodenalis, por la interaccion con las subunidades ribosomales 30S y
50S resultado en un mal acomodamiento de los codones del RNAm. Su
primer reporte utilizado contra G. duodenalis fue 1989 (Edlind 1989). Se
absorbe pobremente y la eficacia contra la giardiasis es muy variada de 60-
70%, y en algunos casos su efecto no es significativo contra G. duodenalis
(Boreham et al. 1985; Rossignol 2010). La paromomicina se considera como
un farmaco de eleccion contra las infecciones por Giardia en mujeres
embarazadas, debido a que se absorbe pobremente en el intestino y se
excreta sin ser metabolizado (Leitsch 2015). La dosis de paromomicina
(nombre comercial Humatin) es de 500 mg cada 8hrs durante 10 dias (Lalle
2010).

1.5.4. Nitazoxanida

La nitazoxanida es un farmaco descrito inicialmente como antihelmintico,
poco después se encontr6 que era activo contra un rango amplio de
parasitos, incluidos G. duodenalis (Adagu et al. 2002; Gilles & Hoffman
2002). Al igual que el metronidazol, nitazoxanida debe ser reducida en su
grupo nitro para ser activa, su modo de accién es inhibir la PFOR y otras
enzimas como NRT1 y quinona reductasa, lo cual compromete la integridad
celular (Muller et al. 2007; Muller et al. 2015; Hoffman et al. 2007). La dosis
de nitazoxanida (nombre comercial Alinia) es de 500 mg cada 12 hrs durante
3 dias, tiene una efectividad de 71-80%, ademas que tiene una alta eficacia
contra aislados de G. duodenalis resistentes a metronidazol (Rossignol
2010).
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1.5.5. Albendazol

El albendazol (ABZ) es el farmaco utilizado como tratamiento de eleccion en
la infeccidn por una gran variedad de parasitos incluido G. duodenalis. El
ABZ forma parte de los cuatro farmacos antihelminticos que se encuentra
en la lista modelo de medicinas esenciales de la Organizacién Mundial de la
Salud (Leitsch 2015). EI ABZ ejerce su efecto al ser transformado
secuencialmente a sus formas sulfoxido (ABZSO) y sulfona (ABZSOO) por
la accién de citocromos P450 (CYP450) y monooxigenasas dependientes
de flavina (FMO) (Rawden et al. 2000). El ABZSO es el metabolito con
actividad terapéutica y es metabolizado principalmente por el CYP3A4,
existiendo en dos formas enantioméricas ((-)ABZSO y (+)ABZSO) con una
relacion de 20:80 en el plasma sanguineo (Dayan 2003). El efecto del ABZ
en Giardia se conoce desde los trabajos reportados de Zhong y
colaboradores en 1986.

La via de accion del ABZ y de otros compuestos de la familia de los
bencimidazoles es la unidén selectiva a la B-tubulina en tres residuos
(TYR167, ALA198 y TYR200), evitando la polimerizacion y la estabilidad de
los microtabulos (Kwa et al. 1995). De esta manera impide la movilidad, asi
como el transporte de moléculas vitales para el parasito. Recientemente se
ha reportado que el ABZ también induce estrés oxidativo, lo cual sugiere que
puede ser un posible mecanismo alternativo de toxicidad (Locatelli et al.
2004; Dimitrijevi¢ et al. 2012; Martinez-Espinosa et al. 2015). Aunque se
conoce que los trofozoitos de G. duodenalis puede biotransformar el ABZ
(Arguello-Garcia etal. 2015), no se ha determinado la proteina
monooxigenasa de ABZ para producir sus metabolitos. La dosis de ABZ
(nombre comercial Albenza) es de 400 mg durante 5 dias, con una eficacia
de 62-95% (Lalle 2010).
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1.5.6. Biotransformacién del Albendazol

La biotransformacién del ABZ empieza con el flujo de electrones desde
NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido reducida) y/o NADPH
(Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato reducida) al aceptor final
CYP450 (de Montellano 2015; Pandey & Fliick 2013; Ilyanagi et al. 2012). La
transferencia de electrones esta mediada por NADPH:citocromo P450
oxidoreductasa (CYPOR o CPR) y ocurre por tres pasos: i) transferencia
hibrida entre NAD(P)H y FAD, ii) entre interflavinas de FAD a FMN v iii) de
FMN al centro del grupo hemo del CYP450. El citocromo b5 (CYTb5) puede
formar parte del sistema de transferencia de electrones como: i) participando
en la transferencia del segundo electrén, ii) inhibiendo la actividad de
CYP450 o iii), sin ejercer efecto positivo 0 negativo y iv) como unico donador
de electrones (Guengerich 2005; Shimada et al. 2005; Inui etal. 2007;
Henderson et al. 2013; Stiborova et al. 2016).

Cuando se transfiere el primer electron de CYPOR al hierro del grupo hemo,
este Ultimo se reduce de férrico a ferroso (Fe'' a Fe''), permitiendo la unién
del oxigeno molecular (Oz2), al recibir el segundo electrén por la CYPOR o
CYTb5 provoca la escision de la union O-O, resultando en una enzima
intermediaria reactiva capaz de insertar el &tomo del oxigeno a un sustrato

organico (Torres Pazmifio et al. 2010; de Montellano 2015).
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Figura 5. Biotransformacion del Albendazol por el sistema CYP450. a| El flujo de
electrones inicia con NADPH y NADH, los cuales interaccionan con el hierro del
grupo hemo para donar los electrones y poder unir oxigeno molecular (de
Montellano 2015). b| EI ABZ es metabolizado a ABZSO por el CYP3A4 y FMO
contribuyendo con un 70% y 30% respectivamente (Rawden et al. 2000). El paso
de ABZSO a ABZSOO es mediado por CYP1A (Velik et al. 2005; Marques et al.
2002)

1.6. Resistencia a farmacos en Giardia

El fendmeno de resistencia a farmacos en organismos parasitos se ha
estudiado por varios grupos. Sin embargo, la respuesta de resistencia es
particular de cada parasito, dependen tanto del mecanismo de accion
guimica de cada farmaco como de su biologia. De esta manera la resistencia
se puede definir como el decremento en la eficiencia de un farmaco
provocado por un cambio genético (mutacion, delecion o amplificacion) o
bien cambios epigéneticos o de expresion en su molécula(s) blanco u otras
gue pueda(n) alterar la respuesta del metabolismo, sitio de interaccion o el

flujo de salida del farmaco. Paul Ehrlich fue el primero en observar y describir
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la resistencia de tripanosomas hacia el rojo de tripano a principios de 1900s.
Ademaés, Ehrlich reconocié la posibilidad de generar modificaciones
guimicas en el medicamento para mejorar la efectividad y disminuir la
resistencia (Kaufmann 2008). G. duodenalis ha desarrollado resistencia a
los principales farmacos que se utilizan para combatirlo. Los principales
indicios de ello se tuvieron cuando se analizaron diferencias en la
susceptibilidad de aislados a metronidazol y furazolidona (Upcroft et al.
1990). En afos recientes se han reportado casos de resistencia para la
mayoria de los farmacos incluyendo 5-nitroimidazoles, nitazoxanida,
albendazol, furazolidona y quinacrina (Lalle 2010; Leitsch 2015). 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 estas resistencias.

La resistencia a metronidazol (MTZ) es la mas estudiada hasta ahora, y en
esta participan tanto mecanismos pasivos como activos. La sub-expresion
de enzimas que reducen MTZ a intermediarios toxicos, constituyen la
resistencia pasiva, principalmente la PFOR, enzimas de la familia
ferredoxina y NTR1 (Nillus etal. 2011; Leitsch etal. 2011). Otros
mecanismos de resistencia pasiva involucran la sub-expresion de enzimas
gue detoxifica al oxigeno, el cual permite la acumulacion de oxigeno
intracelular y la inactivacion de MTZ via reciclaje redox futil (Ellis et al. 1993).
El mecanismo activo de resistencia ocurre por medio de la sobre-expresion
de la nitroreductasa-2 (NTR2) que detoxifica el MTZ por reduccion directa a
amina inerte, y la tiorredoxina reductasa que provee poder reductor a
tiorredoxinas y peroxirredoxinas (Mduller etal. 2015; Mduller etal. 2013;
Leitsch et al. 2016). Recientemente Ansell y colaboradores (2017) realizaron
una caracterizacion transcriptémica de tres lineas resistentes a MTZ, en la
cual encontraron genes sobre-expresados (VSPs, proteinas de membrana

con contenido alto de cisteina, canales de sodio y calcio, Mad-2 y acido
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graso a-oxidasa) y sub-expresados (NTR-1, cromato y quinona redutasa,
enzimas de union a FMN y numerosos genes relacionados a PFOR)
implicados en los mecanismos activos y pasivos de resistencia. Ademas, la
comparacion entre las lineas resistentes de G. duodenalis y Trichomonas
vaginalis revelé cambios transcripcionales que se correlacionan, lo cual
podria ser una asociacion de resistencia a nivel transcripcional entre

especies parasiticas (Ansell et al. 2017).

La resistencia a nitazoxanida se ha estudiado mediante analisis
transcriptémicos y proted6micos, y se ha sugerido la posible participaciéon de
proteinas de choque térmico (HSP), proteinas disulfuro isomerasas (PDI-4)
y la NTR1 (Mdller et al. 2008; Nillius et al. 2011).

Por su parte, la resistencia a bencimidazoles en helmintos y hongos se ha
correlacionado con la presencia de mutaciones en la secuencia de la B-
tubulina, en particular en los residuos glutamato 198 y fenilalanina 200 que
son importantes en la union de estos farmacos (Diawara et al. 2013; Hansen
et al. 2013; Chavez et al. 1992). Tanto el ABZ como sus metabolitos tienen
una alta afinidad por la B-tubulina y el heterodimero ap-tubulina de Giardia,
lo cual arrestan la polimerizacion de los microtibulos (MacDonald et al.
2004). A pesar de la afinidad de ABZ a la tubulina, en las clonas de Giardia
resistentes a este farmaco, no se ha encontrado mutaciones en los residuos
hotspots, aunque en estudios bioinforméaticos recientes se ha propuesto que
la resistencia en la modificacion de los residuos 198, 167 y 200 podrian
involucrar un mecanismo de apertura/cierre del sitio de union (Aguayo-Ortiz
et al. 2013). En las clonas resistentes no se han detectado mutaciones en la
B-tubulina, por lo tanto, no se ha podido establecer si la toxicidad del farmaco
se basa exclusivamente a la unién a B-tubulina (Arguello-Garcia et al. 2015;
Diawara etal. 2013). Se han documentado re-arreglos cromosomicos,
aunque sin evidencia de que afecten a algun gen o grupos de genes

particulares (Arguello-Garcia et al. 2009; Upcroft & Upcroft 2001).
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2. Antecedentes

Desde los 1990s se ha estado empleando el ABZ como tratamiento contra
la giardiasis y se han reportado fallas en el tratamiento, asi como la
supervivencia de los trofozoitos al aumentar continuamente las
concentraciones de ABZ (Nash et al. 2001; Brasseur & Favennec 1995;
Kollaritsch et al. 1993).

Los primeros trabajos de induccién de resistencia en Giardia a ABZ fueron
en 1996, aumentando la dosis constantemente hasta obtener clonas
resistentes de 0.8 a 2.4 yM de ABZ (Lindquist 1996; Upcroft et al. 1996). En
afios recientes, en nuestro grupo de trabajo se han reportado clonas
resistentes a 1.35, 8.0 y 250 yM de ABZ por el aumento de dosis sub-letales
a partir de 0.5 uM (Cruz-Soto, 2000; Arguello-Garcia et al. 2015).

La metabolizacion de ABZ en Giardia se ha comprobado por medio de
anticuerpos contra sus metabolitos, en la que se propone que el ABZ entra
al trofozoito por difusion a través de un dafio en la membrana y en el
citoplasma es metabolizado, lo cual provoca la unién a los microtubulos
(Oxberry etal. 2000). En afios recientes, por medio de HPLC se ha
analizado la metabolizacion de ABZ, en donde se report6 la acumulacion
progresiva ABZSO y ABZSOO en clonas susceptibles en comparacion con
las clonas resistentes, sugiriendo una menor conversiéon del farmaco o una
mayor capacidad de degradacion y/o detoxificacion de los metabolitos.
Ademas, el ABZ genera estrés oxidativo por la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), en donde se observo que las clonas resistentes
tienen una respuesta antioxidante al expresar enzimas que detoxifican las
ROS (NADH oxigenasa, peroxiredoxina la y proteina flavodiiron) y
presentan una poza de sulfhidrilos mayor (Arguello-Garcia et al. 2015; Paz-

Maldonado et al. 2013). Asi mismo, se ha reportado que el ABZ induce
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aductos de 8-Oxo-2'-deoxiguanosina (B0OHdG) y degradacion de DNA, un
arresto parcial en la fase G2/M y apoptosis, ademas las clonas resistentes a
ABZ presentaron una resistencia cruzada a peroxido (Martinez-Espinosa
et al. 2015).

Recientemente Garcia-Solis (2016), describié que los trofozoitos tratados
con hemina presentaron valores de concentracion media inhibitoria (IC50)
significativamente menor para el ABZ en las clonas resistentes como en las
sensibles. Ademas, se observé un aumento significativo en la expresion
transcripcional de la CYPOR-like (GL50803 15897) en presencia de
hemina. Por otra parte, el tratamiento con proadifen (inhibidor de P450)
mostré una proteccion de trofozoitos sensibles a ABZ, mientras que
metimazol (inhibidor de FMO) no mostré algun efecto en la supervivencia de
los trofozoitos. Estos resultados sugieren una posible participacion de un
CYP450-like en Giardia que pudiera metabolizar el ABZ. Con la finalidad de
encontrar alguna proteina que pudiera estar relacionada con la
metabolizacién de ABZ en Giardia y posiblemente con una proteina tipo
CYP450-like, se utilizé la técnica DARTS (Drug Affinity Responsive Target
Stability) y espectrometria de masas, con la cual se identifico la proteina
hipotética GSB_151784.Esta proteina fue reportada con un score TM=0.572
alineado con CYP3A4, la cual fue propuesta como un candidato en la
participacion de la biotransformacién del ABZ.

De esta manera resulta de vital importancia conocer las proteinas
involucradas en la biotransformacion del ABZ, asi como, los posibles
mecanismos implicados en la resistencia a este farmaco. En particular, los
antecedentes obtenidos en nuestro equipo de trabajo, ofrece una plataforma
para estudios enfocados a identificar las proteinas que participan en la

biotransformacion y de la resistencia de G. duodenalis al ABZ.
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3. Justificacion

La resistencia inducida a albendazol en G. duodenalis por exposicion a
concentraciones sub-letales de esta droga, sugiere que participan diversas
proteinas y se activan en el parasito mecanismos que evitan la acciéon del
farmaco. El conocer estos mecanismos nos permitira entender como se
establece la resistencia a este farmaco y asi proponer otras alternativas para

controlar la infeccion.

4. Hipotesis

Si en la metabolizacion de ABZ participan proteinas candnicas y en Giardia
duodenalis se ha generado resistencia a este farmaco, entonces este
parasito expresara diferencialmente proteinas que participen en la

biotransformacion de éste.

5. Objetivo general
Identificar las proteinas involucradas en la biotransformacién del albendazol

y evaluar su papel en el mecanismo de resistencia de Giardia duodenalis a

este farmaco.
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5.1. Objetivos particulares
» Realizar analisis in silico de proteinas de G. duodenalis que pudieran

participar en la biotransformacion del ABZ.

= Obtener la proteina Flavohemoglobina de G. duodenalis en forma
recombinante y analizar su actividad y capacidad de transformar el

ABZ en sus metabolitos sulféxido y sulfona mediante HPLC-MS/MS.

= Evaluar la expresion de enzimas involucradas en el metabolismo de
ABZ identificadas en este estudio por RT-PCR.

= Clonar en el vector pAC la Flavohemoglobina de G. duodenalis para

transfectar trofozoitos y evaluar su sensibilidad al ABZ.
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6. Estrategia experimental

I-TASSER
SWISS-MODEL

PROCHECK
(e Verify3D
TOPCONS \

F‘ROTTER / TM-Aling

T-COFFEE € SWIsSDOCK
Clustalg = ane
N ClusPRO

giardiaDB

Niveles ¢ ¢
basales Q
\ 4
ABZ ABZSO MBZ MTZ
15-40nM 15-40nM 15-40nM 15-40nM

—

Clonas sensibles

W

v

CYPOR

v v v

GdFIHb FDP Ubiquitina

~@

——) Clonas resistentes

1.35y R25

v v v

CYPOR GdFIHb FDP

v

Ubiquitina

-31-



7. Metodologia

7.1. Analisis in silico

En el andlisis informatico se buscaron las proteinas homologas de G.
duodenalis con citocromos P450s, CYPOR y CYTb5 participes del sistema
de biotransformacion de ABZ en mamiferos, con el programa BLAST
(Altschul et al. 1997) en bases de datos de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/) y del proyecto genoma de Giardia

(http://giardiadb.org/giardiadb/). Con las secuencias homologas se

realizaron Alineamientos Mudltiples de Secuencias (MSA) con las
herramientas bioinforméticas T-COFFEE (Di Tommaso et al. 2011) y Clustal
Omega (Sievers et al. 2014). Ademas, se realiz6 analisis de prediccion de
proteinas transmembranales con TOPCONS (Tsirigos et al. 2015) y Protter
(Omasits et al. 2014), y de prediccién de localizacion subcelular con PSORT
(Omasits et al. 2014).

Como paso siguiente, se generaron estructuras tridimensionales de estas
proteinas con los software SWISS-MODEL (Biasini et al. 2014) y I-TASSER
(Yang etal. 2015). Una vez obtenidas las estructuras se procedié a
comprobar la calidad estereoquimica de éstas por medio de PROCHECK
(Laskowski et al. 1993) el cual analiza la geometria de residuo por residuo y
la estructura general, y Veryfy3D (Eisenberg et al. 1997) que determina la
compatibilidad de un modelo atomico (3D) con su propia secuencia de
aminoacidos (1D). Posteriormente se realizaron alineamientos estructurales
con CYP450 (CYP3A4 y CYP1A1l) con el software TM-Align (Zhang &
Skolnick 2005). Con las estructuras de las proteinas se realizaron
acoplamientos moleculares o docking proteina-ligando con SWISS-DOCK
(Grosdidier et al. 2011) y la base de datos ZINC (Irwin & Shoichet 2005) para

predecir las interacciones de las proteinas con ABZ y sus metabolitos, asi
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como de los inhibidores de P450, CYPOR y CYTb5. Ademas, con el servidor
ClusPro 2.0 (Kozakov et al. 2017) se realizaron modelados de interaccion

proteina-proteina.

7.2. Cultivo de Parasitos

Se emplearon trofozoitos de la cepa WB (ATCC #30957) y trofozoitos
resistentes a ABZ seleccionadas mediante subcultivo continuo en aumento
de las concentraciones sub-letales de ABZ (Sigma cat. A-4673). El cultivo
de llevo a cabo en medio TYI-S-33 (ATCC 1404) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (Hyclone) a 37°C (Keister, 1983) en viales de 4.5mL con
tampdn de rosca. Los parasitos se cultivaron a concentraciones de 1.35, 8y
250 uyM de ABZ y los trofozoitos sensibles a ABZ se mantuvieron en
presencia de del vehiculo el N, N-dimetilformamida, DMF (Paz-Maldonado
et al. 2013). Los trofozoitos se cosecharon cuando alcanzaron un porcentaje
de 70-80% de confluencia, por enfriamiento en un bafio de agua-hielo y se

contaron la camara de Nuebauer.

7.3. Actividad de la Flavohemoglobina (GdFIHb)

7.3.1. Purificacion de la proteina recombinante GdFIHb

El plasmido pET14b-H6-gFLHb el cual se clond la proteina recombinante
GdFIHb (rGdFIHb) se obtuvo por una donacion del Dr. Steven Rafferty de la
Universidad de Trent en Canada. Esta proteina presenta un Tag de
Histidinas (6xHIS) para purificacion en columna de agarosa NI-NTA. Con
esta construccién se transformaron células de E. coli BL21 competentes, las
cuales se crecieron en medio Terrific Broth (TB) con ampicilina, y la proteina

recombinante se purificé por medio de la columna His-Trap.
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Para este protocolo se partié de un cultivo semilla de 5mL en medio Luria
Bertani (LB) con un crecimiento minimo de 12 hrs. De este cultivo semilla se
tomd 1mL y se inoculé en un matraz con 500mL de medio TB, se incubd a
37°C hasta que alcanz6 una densidad Optica cercana a 0.5 (ODeoo = 0.5) y
se agreg6 0.5 mM de IPTG para inducir expresion de la proteina. Se indujo
expresion por 24 a 48 hrs, se empastilld a 6500 x g por 5 min, a esta pastilla
se agrego 30 mL de buffer de union 1X (50 mM Tris—HCI, 0.5M NaCl a pH
7.5) y un coctel de inhibidores de proteasas (Complete, Roche), se colocé
en hielo y se procedi6 a sonicar la muestra. El lisado se centrifugd a 6500 x
g por 30 min, se colecto el sobrenadante (amarillo-anaranjado).

Para la preparacion de la columna se agregaron 4 mL de agarosa NI-NTA,
afiadiéndose después 10 mL de buffer de unién 1X, seguido se agrego la
muestra y se incubd por 20-30 min, posteriormente se agregaron 15 mL de
buffer de lavado 1X (50 mM Tris—HCI, 0.5 M NaCl, 25 mM imidazol a pH 7.5).
Finalmente, la proteina se eluy6 con 15mL de buffer de elucién 1X (50 mM
Tris—HCI, 0.5 M NaCl, 250 mM imidazol a pH 7.5). La proteina recombinante
se concentr6 empleando el filtro Amicon grado ultrafiltracion con corte
molecular de 10 y 30 kDa. La proteina se cuantifico por ensayo de BCAy la
calidad de la extraccion por un gel SDS-PAGE al 10%, y se almacené a 4°C

hasta su uso posterior.

7.3.2. Actividad NADH oxidasa de GdFIHb

Para medir la actividad NADH oxidasa de la Flavohemoglobina
recombinante (rGdFIHb) se realizé por medio del consumo de NADH, se
midi6 considerando el tiempo de reaccion y empleando un
espectrofotometro Cary 400 Bio UV—visible a una longitud de onda de 340
nm. Las condiciones del ensayo fueron 37°C, buffer de potasio 50 mM a pH
de 7.5, 100 yM de NADH o NADPH y 1 uM de FAD.
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Los niveles basales de oxidacion del NADH, se cuantificaron en presencia
de rGdFIHb a diferentes concentraciones para definir los valores de la curva
gue fuera representativos visualmente a un cambio en su actividad. Se
midieron los niveles de oxidacion de rGdFIHb en presencia farmacos con
diferentes concentraciones ABZ 0.5 nM a 16 uyM, ABZSO 15 nM a 40 nM,
Mebendazol 15 nM a 40 nM y Metronidazol 15 nM a 40 nM. Como control
positivo se utilizo DEA-NONOato (100 pM) que es el sustrato estandar de
esta proteina.

Para el calculo de la actividad especifica se utilizo la siguiente formula:

m-F -vol

a =
e

a: actividad especifica

m: es la pendiente de la recta

F: factor de dilucion

vol: volumen del ensayo

&: Coeficiente de extincion de NAD(P)H (6.22 mM)
e: Concentracion de proteina

Las actividades especificas se expresaron en nmol/min - mgp,,teina Y €N

porcentajes en relacion con la actividad basal.
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7.4. Cuantificacion de metabolitos de GdFIHb por

HPLC-MS/MS

7.4.1. Farmacos y condiciones cromatograficas

Los farmacos ABZ, ABZSO y ABZSOO fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
Co. (St Louis, MO, USA). El metanol, éter, ciclorometano y cloroformo fueron
de grado HPLC (Mallinckrodt, Co., St Louis, MO, USA). El acido Formico
reactivo de grado analitico (Sigma-Aldrich Co. St Louis, MO, USA). El agua
fue obtenida in-house del sistema Milli-Q Water (Millipore Corporation,
Bedford, MA, USA)

7.4.2. Cuantificacién de metabolitos por la Flavohemoglobina

Preparacién de las muestras: para los ensayos de actividad de ABZ y
ABZSO se colectaron en tubos Eppendorf de 1.5 pL y se almacenaron a -

70°C, hasta la extraccion de los metabolitos por disolventes organicos.

Extraccion en fase organica: un volumen de 300 pL de muestra se transfirié
a tubos de vidrio de 10 mL y se agregaron 100 pL de solucién CBZ (200
ng/mL) como solucién interna (Sl). Después se adicionaron 5 mL de éter-
diclometano-clorformo (60:30:10, v/v/v), las muestras fueron agitadas en un
vortex por 5 min, y se centrifugaron por 20 min a 3000 rpm. Las muestras se
congelaron a -70°C por 30 min y la fase superior organica se transfirié a
tubos de vidrios y se evaporaron a 45°C con una corriente de nitrégeno. Los
residuos se reconstituyeron con 100 yL de metanol-agua (70:30, v/v) y se

inyecto una alicuota de 10 uL en el sistema cromatografico para su analisis.

Preparacion de muestra estandar y control de calidad: se preparé una
solucion stock de ABZSO (1 mg/mL) y ABZSOO (1 mg/mL) en metanol. Las
soluciones stock se diluyeron con metanol para obtener soluciones estandar

de 100, 10 y 1 ug/mL. Las soluciones estandar fueron diluidas con la fase
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movil (metanol-agua 70:30, v/v) obteniendo concentraciones de 15-500
ng/mL para ABZSO y de 7.5-200 ng/mL para ABZSOO. De esta manera, la
curva de calibracion se realiz6 con 950 pyL de fase movil con 50 uL de
solucion estandar obteniendo concentraciones de 15, 20, 30, 50, 150, 200,
250 y 500 ng/mL para ABZSO, y 7.5, 10, 150, 20, 40, 50, 75, 100 y 200
ng/mL para ABZSOO.

Condiciones cromatograficas: El sistema de Cromatografia Liquida acoplada
a Espectrometria de Masas en Tandem (LC-MS/MS), consisti6 de una
bomba cuaternaria Agilent 1100 y un auto-muestreador (Palo Alto, CA,
USA). La separacion cromatografica se llevo a cabo en la columna analitica
Gemini C18 (150 x 4.6 mm, 5mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) con
una pre-columna (Phenomenex C18 ODS). La fase movil estuvo compuesta
por metanol:acido férmico 5 mM (70:30, v/v) con un flujo constante de 0.7
mL/min. El espectro de masas se obtuvo con el equipo triple cuadropolo
ABZciex 3200 QTrap (ABSciex, Darmstadt, Germany) provisto con
ionizacién de tipo electrospray operado en modo de ionizacién positiva. Los
parametros dependientes de recursos fueron optimizados de la siguiente
manera: cortina de gas 20 psi, voltaje de ion spray 5500 V, temperatura
600°C, gas nebulizador 50 psi y gas caliente 40psi. Los parametros de
componentes dependientes también fueron optimizados: potencial
declustering, potencial de entrada y energia de colision para ABZSO fueron
20,0.5y 16 eV; para CBZ 4, 4.0y 22 eV. Para la adquisicion de los datos y
preparacion se uso el software Analyst 1.6.2 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), y el analisis cuantitativo fue llevado por el software
MultiQuant3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). En la
cuantificacion se us6 monitoreo de reaccion mdualtiple (MRM) de las
siguientes transiciones: m/z 282 — 240 para ABZO, and m/z 237.2 — 194.1
para CBZ.
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7.5. Reaccion en Cadena de la Polimerasa con

Transcriptasa Inversa (RT-PCR)

La extraccion de RNA se realiz6 por TRIzol (Invitrogen). Para ello se
afiadieron 0.75 mL de TRIzol por cada 0.25 mL de muestra a concentracion
1x107 células, la mezcla se homogenizé en hielo y en el vortex por lo menos
tres ciclos. Posteriormente se afiadieron 0.2 mL de cloroformo, se
homogenizo y se incubd en un bafio de hielo por 3min, se centrifugd a 12000
X g a 4°C por 15 min. En seguida se recupero la fase ligera en un tubo, se
afiadieron 0.5mL de isopropanol, se incubé en un bafio de hielo por 10 min
y se centrifug6 a 12000 x g a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se agrego 1
mL de etanol al 75%, se homogenizé suavemente y se centrifugd a 12000 x
g por 5 min, se retiré el sobrenadante y se dej6 secar, por ultimo, esté se

resuspendi6 en 80 uL de agua libre de RNasas.

La calidad se verifico con geles de agarosa al 1%, las muestras se trataran
con DNasa | grado amplificacion (Life Technologies) por 30 min a 37°C. La
sintesis de cDNA se realiz6 con los oligonucleotidos y el kit SuperScript I
RNasa H-final siguiendo las especificaciones del proveedor. La condicién de
la PCR fue: 94°C por 5 min, después por 30 ciclos 94°C por 30 seg, 64°C
por 30 seg, 72°C por 30 segy 72°C por 5 min.

7.5.1. Analisis densitométrico de los geles

Los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa-bromuro de etidio
al 3%. La cuantificacion de los niveles de expresion se llevo a cabo por
medio de densitometria de la intensidad de las bandas en las imagenes de
los geles. El equipo utilizado para el registro y densitometria de los geles fue
un fotodocumentador Universal Hood Il (BIO-RAD) cargado con el software

QuantityOne (BIO-RAD). Para la valoracion se tomo en cuenta la intensidad
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de la banda seleccionada contra la intensidad de la amplificacion de una
banda obtenida independientemente que corresponde a un transcrito de
ubiquitina que se considera un gen constitutivo, y que se corrio como control

de carga para cada muestra.

El valor de expresion reportado fue el resultado del cociente de la intensidad
de la banda del transcrito seleccionado dividido entre el valor de ubiquitina.
Se obtuvo la media de los valores de cocientes de tres repeticiones

independientes, y se calculd la media y la desviacion estandar.

7.6. Clonacion de la Flavohemoglobina de G.

duodenalis en el vector pAC

La clonacion del gen GdFIHb en pJET1.2/blunt se llevd con la siguiente
reaccion de ligacion: se agregaron 10 yL de buffer reaccion 2X, 1 yL de
producto de PCR, 1 L del vector pJET1.2/blunt, 1 pL de ligasa de DNA T4
y se afor6 a 20 pL con agua libre de nucleasas. Se agitdé brevemente y se
centrifugd por 3-5s, posteriormente se incub6 a temperatura ambiente por
5min. Posteriormente se transformaron bacterias E. coli DH5a. Para el
andlisis de clonas recombinantes se realizo colony PCR con la reaccion, en
éste se emplearon 2 uL de buffer Taq, 2 yL de dNTPs mix 2 uM, 1.2 uL de
MgCl2 25 mM, 0.4 uL de oligos Forward y Reverse de pJET1.2 y GdFIHb
10uM, 0.1 pL de Taq DNA polimerasa (5U/uL) y se afor6é a 20 uL de agua
libre de nucleasas. Con el programa 95°C por 3 min, 94°C por 30s, 60°C por
30s, 72°C por 1 min y se mantuvo a 4°C al finalizar 30 ciclos.

Para la clonacion en el vector pAC: se cultivaron 20 mL de medio LB + amp
de las clonas candidatas que presentaron el inserto de pJET_GdFIHb, se

extrajeron los plasmidos con el kit PureLink Quick Plasmid Miniprep y se
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realizo la digestion de estos. La mezcla de reaccion para la digestion fueron
10 uL de buffer 1.3.1 10X, 2 yL de enzima EcoRV, 2 yL de enzima Notl, 10
Mg de DNA plasmidico (pJET_GdFIHb y pAC) y se aforé a 100 pL con agua.
La digestion se realiz6 por 18 hrs de incubacion, y una hora extra de
incubacion con CIP para el vector pAC. Las digestiones se analizaron en
geles de agarosa al 1%. Se cortaron las bandas interés de los geles y se
procedio a extraerlos con el kit QIAquick Gel Extraction. Los fragmentos
obtenidos se cuantificaron y se realizé la reaccion de ligacion agregando 1ug
de inserto (GdFIHb), 1 pg del vector (pAC), 5 uL de buffer 10X, se afor6 a
10 pL con agua, y la mezcla se incub6 a 14°C overnight y una hora a 37°C.
Por ultimo, se procedio a transformar bacterias E. coli DH5a. Para el analisis

de clonas recombinantes se realiz6 colony PCR.

Para la extraccién de plasmido se utilizd con el kit PureLink Quick Plasmid
Miniprep, el cual tiene el siguiente proceso: se cosecharon 5mL de cultivo
LB + amp, el cual se respondié en 250 pL buffer de resuspencion con RNasa
A(R3), se agregaron 350 pL de buffer de precipitacién (N3) y se centrifugé a
12000 x g por 10 min, el sobrenadante se coloco en la columna Spin y se
centrifugd a 12000 x g por 1 min, y se agregaron 200 uL de isopropanol para
el lavado y 750 pL de buffer de lavado (PE) con etanol y se centrifugé a
12000 x g por 1 min. Posteriormente se coloco la columna Spin en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL y se agreg6é 100 pL de buffer TE, y se incub6 a
temperatura ambiente por 1min, y se centrifugdé a 12000 x g por 2 min. Se
cuantificé con el NANODROP 2000 (Thermo Fisher Scientific) y se almacend
a-20°C.

Para la secuenciacién se utilizé el kit BigDye Terminator v 3.1, la reaccién
consto de 1 yL de BigDye Terminator Mix, 2 uL de buffer BigDye Terminator,
1 ug de DNA plasmidico, 2 yL Mix de primers 10 uM, 1 uL de Betaina 100%,
1 yL de DMSO 100% y se aforé a 10 yL con agua libre de nucleasas. El
programa que se sigui6 fue: 96°C por 2 min, 96°C por 10s, 54°C por 10,

-40 -



60°C por 4 min, 4°C por 7 min y mantuvo a 4°C al finalizar los 30 ciclos.
Posteriormente se paso a la limpieza de la reaccion con EDTA: el contenido
de la PCR se agreg6 en un tubo de 1.5 mL Eppendorf, se agregaron 5 pL de
EDTA 125 mMy 60uL de etanol absoluto, se incubo a temperatura ambiente
por 15min y se centrifugd a 13500 x g por 20 min a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante y se agregaron 60 uL de etanol al 70% y se centrifugd a 13500
X g por 5 min, y se retiré el sobrenadante, este lavado se realizé dos veces.
Por dltimo, el tubo se dejo abierto hasta que el contenido se secé y

posteriormente se almacend a -20°C.

7.7. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de por al menos 3 experimentos se expresaron como
media + desviacion estandar (SD). La evaluacion entre las muestras
problema con el control se evaluaron por mediante la prueba T-student para
una muestra (One Sample T Test) con el software R-Studio (R Core Team
2017). La significancia estadistica es expresada con p < 0.05 *, p<0.01 **y
p>0.001 ***,
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8. Resultados

8.1. Analisis in silico

La busqueda de secuencias homoélogas del sistema de biotransformacion de
ABZ que se presenta en eucariontes (levaduras, plantas y mamiferos), arrojé
gue en el genoma de G. duodenalis no tiene genes codificantes para
proteinas homélogas CYP450. En el caso de la CYPOR se encontré como
proteina homodloga la CYPOR putativa (GL50803 15897) propuesta por
Garcia-Solis (2016), y para citocromo b5 (CYTb5) dieron como resultados
las cuatro isoformas ya reportadas por Rafferty & Dayer en el 2015
(CYTb5_I: GL50803 9089, CYTb5 Il: GL50803 27747, CYTb5_llI:
GL50803 33870, CYTb5 IV: GL50803 2972) y asi como una proteina

hipotética posiblemente una nueva isoforma (GL50803_17116).

Tabla 3. Proteinas homélogas de G. duodenalis al sistema de
biotransformacién de ABZ de eucariontes.

Proteina  ID GiardiaDB Nombre Score Cobertura Yé\lor
GL50803_21201 Proteina 24.6 3% 0.074

hipotética
GL50803_ 14346 h'?”’te,'f‘a 25.0 4% 0.080

|p0tetlca

1 0,

cypaso  GL50803_16533 Pr%tre(;?ea}nzal.l 34.7 54%  0.038
GL50803_114912 _roteir 32.3 45% 0.26

hipotética
GL50803_33218 Dineina 23.1 20% 0.27
GL50803_6901 Proteina 30.0 47% 0.52

hipotética
GL50803_15897  CYPOR putatvo 120 77%  1e-28
GL50803 01252 ~ Oxidonitico g 4 38%  2e-09

sintasa inducible
CYPOR GL50803 14324  roteinaricaen oo o 5% 0.076
cisteina

GL50803_ 14225 Pmte'gf‘(gca N 331 3% 0.20
GL50803_103992 VSP 32.7 2% 0.99
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GL50803_27747 CYTb5 1l 53.1 83% le-09

GL50803_9089 CYTbS | 45.4 54%  9e-07
GL50803_2972 CYTbS5 IV 40.0 60%  4e-05
CYTb5 GL50803 17116 hF.’m“?'f‘a 39.3 74% 3e-04
ipotética
GL50803_33870 CYTb5 I 39.3 63%  le-04
GL50803_16592 ”ansfé’rctador 26.6 29% 8.3

A la fecha se ha descrito que en G. duodenalis solo existen cinco proteinas
gue pueden coordinar el grupo hemo, la Flavohemoglobina (GdFIHb) y las
cuatro isoformas de CYTDb5. Las isoformas de CYTb5 son reducidas por
GIOR-1, y tienen la capacidad de reducir a otras moléculas. La GdFIHb tiene
actividad de dioxigenasa metabolizando al 6xido nitrico (NO) para formar
nitratos (NOs). De esta manera, la GdFIHb surgié como posible candidato en
la biotransformacion del ABZ.

De las tres proteinas de G. duodenalis, GdFIHb, CYPOR y CYTb5I-IV, se
realizaron Analisis Mdltiples de Secuencias (MSA) con proteinas de
diferentes especies para observar dominios y firmas conservadas. También
se evaluaron las homologias estructurales de los modelos por I-TASSER y
los modelos ya cristalizados de estas proteinas, utilizando la herramienta
TM-Align.

Las Flavohemoglobinas (FIHb) son proteinas citosélicas que estan
compuesta por la fusién de una globina y la ferredoxina reductasa like con
los dominios FAD y NAD(P)H, estas proteinas estan ampliamente
distribuidas en bacterias y en algunas eucariotas. El alineamiento de

secuencias se realiz6 con proteinas bacterianas y eucariotas.
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Tabla 4. Lista de proteinas utilizadas para el MSA de Flavohemoglobinas.

Especie Nombre asignado NCBI

Giardia duodenalis Flavohemoglobina XP_001704478

Saccharomyces cerevisiae  Flavohemoglobina NP_011750*

Escherichia coli Flavohemoglobina AEJ57821*

Shigella dysenteriae Flavohemoproteina WP_000883162

Angomonas deanei O.de.o nitrico EPY14997
dioxigenasa

*Estructuras cristalizadas (PDB)

La Flavohemoglobina de G. duodenalis mantienen muchos de los residuos
conservados en los dominios FAD-pirofosfato, FAD- isoaloxazina, NAD(P)H-
ribosa y NAD(P)H-adenina, y la Histidina conservada de union a hemo
(GdFIHb: His107, ScFIHb: His85, EcFIHb: His85, SdFIHb: His85, AANOD:
His54 y AspFIHp: His86). Segun el alineamiento en T-COFFE, la GdFIHb
tiene un mayor parecido a su homdlogo de A. deanei (parasito
tripanosomatido flagelado de insectos), y con el grupo E. coli y S.
dysenteriae, y por ultimo con S. cerevisiae. La GdFIHb también presenta dos
inserciones Unicas de funcidon desconocida reportada por Rafferty y
colaboradores en el 2010 (Glu74 a Cys94 en el extremo N-terminal del
dominio globina y Ala283 a Ala309 en el extremo C-terminal en el dominio
de union a FAD).

Como siguiente paso, se analiz6 la calidad estereoquimica de los modelos
con el software PROCHECK: el grafico Ramachandran indico que el 71.0%
de los residuos estan en regiones mas favorecidas, el 21.2% regiones
permitidas adicionales, el 5.9% regiones generosamente permitidas y el
2.0% regiones no permitidas. El resultado de Verify3D comprobd que el
90.17% de los residuos pasaron la relacion 3D/1D = 0.2, el cual determina

gue el modelo tiene una buena calidad estructural.
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Figura 6. Alineamiento multiple de secuencias de Flavohemoglobinas. a| MSA de
Flavohemoglobinas de diferentes especies, se representa los sitios de unién a
cofactores (FAD y NAD(P)H), al grupo hemo e inserciones Unicas. G. duodenalis
(GdFIHb), S. cerevisiae (ScFIHb), E. coli (EcFIHDb), S. dysenteriae (SdFIHp), A.
deanei (AdANOD). b| Representacion de los dominios (Globina: rojo; FAD:
anaranjado; NAD(P)H: amarillo) e inserciones Unicas (insercion en el dominio
Globina: azul; dominio FAD: rosa) de G. duodenalis. La numeracion de aminoacidos
esti basada en la secuencia de Flavohemoglobina de E. coli (UniProt: P24232).

Se compar6é estructuralmente el modelo GdFIHb con modelos ya
cristalizados de E. coli (PDB ID: 1GVH) y S. cerevisiae (PDB ID: 4glv). La
GdFIHb presenté una mayor homologia con E. coli (TM-score= 0.96386) que

con S. cerevisiae (TM-score= 0.87938), lo cual se puede explicar por el
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hecho de que G. duodenalis adquirié por transferencia horizontal la GdFIHb
de proteobacterias como E. coli (Andersson et al. 2003). Su homologia con
CYP450 tipicos como CYP3A4 (PDB ID: 1tgn) y CYP1A1 (PDB ID: 4i8v) de
humano, mostraron una baja homologia estructural con CYP3A4 donde el
TMscore fue de 0.24010 (RMSD entre 183 residuos de 7.16A) y para
CYP1A1 el TMscore fue de 0.24937 (RMSD entre 190residuos de 6.99A).
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Figura 7. Calidad estereoquimica y homologia estructural de GdFIHb. a| Gréfico de
Ramachandran. b| Superficie molecular de GdFIHb coloreada acorde a la
hidrofobicidad relativa de las cadenas laterales, el color azul corresponde a
residuos polares y los rojos indican residuos hidrofébicos. c| Sobreposicion de
GdFIHbﬁEverde) y EcFIHb (rojo y grupo hemo anaranjado), RMSD entre 396 atomos
de 1.44A.
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Los resultados de los softwares concuerdan con las caracteristicas de la
familia de las CYPORs, ya que las plataformas TOPCONS vy Protter
determinaron que la GdFIHb no presenta péptido sefial de dominio
transmembranal y la prediccion subcelular con PSORT lo ubica como
proteina citoplasmatica (citoplasma 60.9%, nuclear 21.7%, citoesqueleto
8.7%, mitocondrial y peroxisomal 4.3%).

Por otra parte, debido a que las CYPORs catalizan la transferencia de
electrones de NADPH — FAD — FMN a CYP450, CYTb5 o citocromo c y
solo se transfiere un electron a la vez. Existen dos conformaciones que
permite este proceso, la conformacién “cerrada” que permite el contacto de
Van der Waals entre las dos flavinas isoaloxazina y la transferencia de un
electron, mientras que la conformacién “abierta” que permite transferir el
electron de FMN al socio redox (CYP450). Para el andlisis multiple de

secuencias se utilizaron proteinas prototipo de diferentes eucariotas.

Tabla 5. Listas de proteinas para el andlisis de secuencia de CYPORs.

Especie Proteina NCBI
G.duodenalis CYPOR XP_001704198
Trypanosoma brucei CYPOR XP_828912
Homo sapiens CYPOR AAGQ09798*
Danio rerio Oxidoreductasa b NP_001307368
Arabidopsis thaliana P450 reductasa 1 NP_194183

S. cerevisiae CYPOR BAA02936*

*Estructuras cristalizadas

La CYPOR de G. duodenalis (GACYPOR) mantienen muchos de los
residuos conservados principalmente en los dominios de unién a FMN, FAD
y NAD(P)H, y para el dominio de unién a CYP450 el niumero de residuos
conservados disminuye lo cual podria indicar que no tiene afinidad con algun
CYP450-like, si no por otras proteinas que necesiten ser reducidas. Los

residuos de anclaje a membrana de reticulo endoplasmatico que se
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encuentran en la mayoria de las CYPORs de eucariotas, no se encuentra

en G. duodenalis. Aunado a esto, el uso de los softwares TOPCONS vy

Protter

no revelaron una sefal transmembranal en la secuencia y la

prediccién subcelular con PSORT lo ubicé como proteina citoplasmatica

(citoplasma 56.5%, nuclear 21.7%, mitocondrial 17.4% y citoesqueleto

4.3%). Ademas, la secuencia presenta una insercién Unica de 27 residuos
en el dominio de union a NADPH (Trp530 a CYS 557 en el extremo C-

terminal). El alineamiento de secuencias con T-COFFE, colocé a la

GdCYPOR como un grupo externo muy distintos a las otras CYPORs

analizadas, dentro de éstas la que tiene un parecido méas cercano es con el

homologo de S. cerevisiae.
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Figura 8. Alineamiento multiple de secuencias de CYPOR. a]| MSA de CYPOR de
G. duodenalis (GACPR), T. brucei (TbCPR), H. sapiens (HsCPR), D. rerio (DnCPR),
A. thaliana (AtCPR) y S. cerevisiae (SCCPR). Se representa los sitios de union a
cofactores (FMN, FAD y NAD(P)H), a citocromos P450 e insercién Unica. b
Representacion de los dominios (FMN: amarillo; FAD: rojo; NAD(P)H: anaranjado)
e insercion de 27 residuos (en el dominio NAD(P)H color azul) de G. duodenalis.
La numeracion de aminoédcidos esta basada en la secuencia de CYPOR de S.
cerevisiae (UniProt: P16603).

La calidad estereoquimica de los modelos fue analizada con el software

PROCHECK, mediante el grafico Ramachandran se determino que el 66.7%

de los residuos estan en regiones mas favorecidas, el 26.1% en regiones

permitidas adicionales, el 5.1% en regiones generosamente permitidas y el

2.1% en regiones no permitidas. El resultado de Verify3D permitio

comprobar que el 80.98% de los residuos pasaron la relacién 3D/1D = 0.2.
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Se comparoé estructuralmente el modelo de CYPOR de G. duodenalis con
modelos ya cristalizados de H. sapiens (PDB ID: 5fa6) y S. cerevisiae (PDB
ID: 3fjo). La CYPOR de G. duodenalis presenta una mayor homologia con
H. sapiens (TM-score=0.90883) que con S. cerevisiae (TM-score= 0.65189).
Esta homologia estructural es contradictoria al alineamiento de secuencia,
ya que en el MSA tiene una relacion mas cercana con la de S. cerevisiae y

asi estuvieron mas relacionados filogenéticamente.

Psi (degrees)

Figura 9. Calidad estereoquimica y homologia estructural de GACYPOR. a| Grafico
de Ramachandran. b| Superficie molecular coloreada acorde a la hidrofobicidad
relativa de las cadenas laterales. c| Sobreposicion de GACYPOR (magenta) y
HsCPR (azul), RMSD entre 567 atomos de 1.58 A
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En el caso de los citocromos b5 (CYTb5) se encuentran en todos los
organismos y se definen por un dominio compacto de uniéon a hemo de
alrededor de 80 residuos, el cual coordina axialmente el hierro del hemo por
residuos de histidina altamente conservadas. Los miembros incluyen
proteinas solubles y de anclaje a membrana de reticulo endoplasmaético. El
CYTDb5 recibe electrones de CYTDb5 oxidoreductasa (CYTb5R) y de CYPOR,
y dona los electrones a CYP450. Para el alineamiento de secuencias se

utilizaron las proteinas modelos de eucariotas mas caracterizadas.

Tabla 6. Listas de proteinas utilizada para el MSA de CYPOR.

Especie Proteina NCBI
G. duodenalis CYTb5 isoforma | XP_001708782
G. duodenalis CYTb5 isoforma Il XP_001708389
G. duodenalis CYTb5 isoforma lll XP_001704041
G. duodenalis CYTb5 isoforma VI XP_001707700
H. sapiens Citocromo b5 NP_683725*
Bos taurus Citocromo b5 NP_776458*
A. thaliana Citocromo b5 isoforma A NP_173958
S. cerevisiae Citocromo b5 AJT31065

*Estructuras cristalizadas (PDB)

Las isoformas de CYTb5 de G. duodenalis (GACYTb5) conservan la mayoria
de los residuos, las cuatro isoformas son muy similares en su secuencia
CORE con 36-41% de identidad aminoacidica, las secuencias que flanquean
al CORE no son conservadas entre las isoformas. Las dos histidinas que
coordinan el grupo hemo se encuentran en todas las isoformas (CYTb5_I:
HIS65, CYTb5_II: HIS67, CYTb5_Ill: HIS66 y CYTb5_IV: HIS178). La
secuencia hidrofébica de anclaje a membrana, presente en CYTb5 de
mamiferos, no los presentan las cuatro isoformas, ademas mediante el uso
TOPCONS y Protter no se encontraron sefial transmembranal y la prediccion
subcelular con PSORT los ubica como proteinas citoplasmaticas (citoplasma
65-74%, nuclear 13-22%, mitocondrial 17.4% y citoesqueleto 4.3%) como lo

reporta Pyrih y colaboradores (2014) , aunque para la isoforma CYTb5_IV
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tienen el mismo porcentaje para ubicacién nuclear como citoplasmatica
(39.1%). En el alineamiento de secuencias con T-COFFE, las isoformas
CYTb5 |y CYTb5_ Il los colocan en un grupo por su similitud, al igual al
CYTb5 1l 'y CYTb5 IV, y a las cuatro isoformas de G. duodenalis las

cataloga como grupo externo de las otras cuatro secuencias analizadas.
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Figura 10. Alineamiento multiple de secuencias de CYTb5. a| MSA de las cuatro
isoformas de GdCYTb5 (GACYTb5_I - IV), H. sapiens (HsCYTb5), B. taurus
(BtCYTDb5), A. thaliana (AtCYTb5A) y S. cerevisiae (ScCYTb5). Se representa
secuencia CORE de CYTb5s, dominio de anclaje a membrana y residuos de
Histidina de unién a Hemo. b| Representacion de la secuencia CORE (verde) e
Histidinas de unién a Hemo de las cuatro isoformas de GAdCYTb5. La numeracion
de amino&cidos esta basada en la secuencia de CYTb5 de H. sapiens (UniProt
P00167), B. taurus (UniProt P07514) y A. thaliana (UniProt Q9FDW8).
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La calidad estereoquimica de los modelos fue analizada con el software
PROCHECK, vy los valores del grafico Ramachandran se muestran en la
siguiente tabala. EI empleo del programa Verify3D determiné 73.28%,
68.38%, 48.06% y 71.32% de los residuos pasaron la relacién 3D/1D = 0.2,

para las cuatro isoformas respectivamente.

Tabla 7. Calidad estereoquimica de los modelos estructurales para las
cuatro isoformas de GACYTb5 empleando el grafico de Ramachandran.

Valores de Ramachandran (%)

. . Regiones Regiones .
Isoformas  Regiones mas . Regiones no
: permitidas generosamente "
favorecidas - . permitidas
adicionales permitidas
CYTDb5_I 79.6 16.7 2.4 1.2
CYTb5_lI 87.5 10.0 0.0 2.5
CYTDb5_III 64.4 21.9 6.8 6.8
CYTDb5_IV 76.9 19.2 1.3 2.6

Asimismo, se compararon estructuralmente los modelos de las isoformas de
GdCYTb5 con el modelo cristalizado B. taurus (PDB ID: 1nx7). Los datos
mostraron que CYTb5 | tiene mayor similitud con el homadlogo de BtCYTb5
0.86123), seguido de CYTb5 IV (TM-score= 0.81765),
CYTb5_Il (TM-score=0.77233) y por ultimo CYTb5_Ill (TM-score=0.72443).
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Figura 11. Calidad estereoquimica y homologia estructural de las isoformas de
GdCYTb5. a| Grafico de Ramachandran de isoforma |. b| Grafico de
Ramachandran de isoforma Il. ¢| Grafico de Ramachandran de isoforma Ill. d|
Gréfico de Ramachandran de isoforma IV. e| Sobreposicion de GACYTb5_1 (cian)
y BtCYTb5 (rojo), RMSD entre 82 atomos de 1.47A.

Una vez que se obtuvieron los modelos estructurales de GdFIHb, GACYPOR
y las isoformas de GdCYTb5, se realizaron analisis in silico de las
interacciones moleculares (docking) proteina-ligando. En estos estudios se
utilizé la base de datos de ZINC para descargar los archivos estructurales
de los compuestos (inhibidores y sustratos) y con los servidores SWISS-

DOCK y AutoDock Vina se hicieron los docking.
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Primeramente, se realizaron docking molecular con la GdFIHb con diferentes
miembros de los becimidazoles, para evaluar la afinidad y estabilidad de

éstos en el sitio catalitico de la GdFIHb.

Tabla 8. Interaccién molecular de miembros de bencimidazoles contra la
GdFIHDb.

SWISS- AutoDock
Farmaco Estructura ZINC DOCK Vina
(kcal/mol)  (kcal/mol)

ALB e ~$_ 17146904  -7.83 71

Hy

ABZSO u;c\/\)@t}’g_(.\ 98208944 -8.09 7.4
il {

0 CH,

ABZSOO ..;.~v\§i@1§>—>'_, 05424275  -7.86 7.0
” Y J\-‘Hl
a

Me?&g‘;‘;‘m' }}“11,’ 00121541  -7.76 8.8

Fenbendazol O\()T: ’
(FBZ) “ />—>_“\ 00402911  -8.13 8.9

0 CH;
Tiabendazol Q:
(TB2) BY> 00073711 -6.92 -6.2

Metronidazol*

H, N
CY/ 00113442 -6.42 4.8
(MTZ) c)/‘ . ' '
H
O

Benzimidazol

(BZL) g 00331902  -5.89 53

H
*Miembro perteneciente a los nitroimidazoles.

Se utiliz6 el bencimidazol como compuesto control para los docking

moleculares, porque es la estructura basica que conforman a los
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bencimidazoles. Este control permitié a determinar que las interacciones de
los farmacos no son aleatorias y por lo tanto son més estables que el control.
Los programas SWISS-DOCK y AutoDock reportaron valores de AG muy
parecidos relativamente en las interacciones con los farmacos. Para ABZ y
sus metabolitos se encontr6 que hay una mayor afinidad por ABZSO que
por ABZ y ABSOO. También los bencimidazoles, MBZ y FBZ presentaron
los valores mas altos de afinidad (AG=-8.8 y -8.9 kcal/mol, respectivamente)
a excepcion de TBZ que presento afinidad muy baja por el sito activo (AG=
-6.2 kcal/mol). EI MTZ, un farmaco de la familia de los nitroimidazoles
necesita ser reducido para ser activo, presento valores de afinidad muy baja,

lo cual indicaria que no tiene afinidad por el bolsillo de GdFIHDb.

Figura 12. Docking molecular con posibles sustratos en el sitio activo de la GdFIHb.
a| Posicion de docking de la GdFIHb con ABZ (azul), ABZSO (verde) y ABZSOO
(amarillo). b| Posicion de docking con los farmacos MBZ (anaranjado), FBZ
(magenta) y TBZ (rojo). c| Posiciéon de docking con MTZ (morado) y BZL (gris). d|
Superficie molecular de GdFIHb coloreada acorde a la hidrofobicidad relativa, el
recuadro gris corresponde al sitio activo de GdFIHb.
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Estas interacciones de proteina-sustrato, podria indicar que los
becimidazoles (a excepcion de TBZ) pueden ser un sustrato de la GdFIHb a
parte de su sustrato ideal que es el 6xido nitrico.

Asi mismo, se hicieron docking moleculares con inhibidores de las tres
proteinas que podrian participar en el sistema de biotransformacion del ABZ.
Estos modelos se realizaron para determinar si en este sistema participan

las tres proteinas.

Tabla 9. Interaccion molecular de posibles inhibidores de GdFIHDb,
GdCYPOR y GACYTb5.

AutoDock
Inhibidores Blancos* ZINC Proteinas SWISS-DOCK Vina
(kcal/mol)
(kcal/mol)
Proadifen CYP450s 01671505 GdGIHb -7.82 -7.8
CYP1A2,
CYP2AG6,
Isoniacida CYP2C19 00001590 GdFIHb -6.1 -5.4
y
CYP3A4
A(,:Id.o CYPORs 32790299 GdFIHb -8.47 -8.5
Tanico
CYTb5_I -7.28 -7.6
. CYTb5_Il  -6.67 -5.5
Morina CYTb5 03881558 CYTb5 Il -6.95 82
CYTb5_IV -7.1 -6.2

*Blancos experimentales que se han descrito que los inhibidores actian

En estos andlisis se evalud el proadifen, un inhibidor de amplio espectro de
citocromos P450, ya que en el trabajo de Garcia-Solis (2016) se utilizo este
inhibidor y se encontr6 que confiere proteccion contra el ABZ en los
trofozoitos sensibles comparado con los que no tienen proadifen. Los
resultados del docking muestran que el proadifen tiene una alta afinidad
(AG= -7.8 kcal/mol) por el sitio activo de la GdFIHb que es practicamente

igual a la del ABZ (AG= -7.81 kcal/mol). Esta similitud entre los docking de
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ABZ y proadifen podria estar indicando que compiten por el sito activo de la
GdFIHb, y de esta manera sugiere que estaria inhibiendo a la GdFIHb y que
esta proteina podria ser la responsable de metabolizar el ABZ. La isoniacida
también es un inhibidor de CYP450s, pero es exclusivo para un grupo
reducido de estos, los resultados del docking indican que este inhibidor tiene
una menor afinidad (AG= -5.4 kcal/mol)por el bolsillo activo de GdFIHb.

Por su parte, el acido tanico puede ser un buen inhibidor de CYPOR de G.

duodenalis, ya que presenta valores de docking altos y muy parecidos a los

docking con CYPOR de H. sapiens (AG= -9.26 kcal/mol) que la inhibe en un
50-80%.

-

Figura 13. Docking molecular de posibles inhibidores de GdFIHb, GACYPOR y
GsCYTb5. a| Posicion de docking de GdFIHb con el proadifen (magenta). b
Posicion de docking de GdFIHb con isoniacida (rojo). c| Posicion de docking de
CYPOR de G. duodenalis con el acido tanico (verde). d| Posicién de docking de
CYTb5_Ide G. duodenalis con la morina (gris). Los sitios activos para cada proteina
se determinaron por homologia estructural con modelos canénicos (FIHb: E. coli;
CYPOR: H. sapiens; CYTb5: B. taurus).
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Los resultados de los docking de Morina un inhibidor de CYTb5, indicaron
una afinidad diferencial, de mayor a menor, por las isoformas CYTb5_ |,
CYTb5_lll, CYTb5 IV y CYTb5_II respectivamente. Por lo anterior, podrian
servir como buenos inhibidores para las isoformas de CYTb5 de G.
duodenalis, ya que sus valores de docking son similares a la de B. taurus
(AG= -7.95 kcal/mol) que se sabe que a inhibe eficientemente.

Para saber si estas proteinas son capaces de interactuar entre si, se
realizaron docking moleculares proteina-proteina utilizando el software
ClusPro. Este software realiza andlisis de afinidad y estabilidad de dos
polipéptidos, y calcula los coeficientes de energia de acuerdo con atributos
de los péptidos a analizar y reporta varios tipos de modelos: balanceado,
favorecido electrostaticamente, favorecido hidrofébicamente y de
interacciones electrostaticas + fuerzas de Van der Waals. Por cada
coeficiente arroja alrededor de 30 modelos de interaccion, los modelos se

escogieron de acuerdo con la cercania entre los sitios activos de cada

proteina y del coeficiente balanceado.
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Figura 14. Docking molecular proteina-proteina de GdFIHb-GACYPOR. a|
Superficies moleculares de GdFIHb (azul) y GYPOR (anaranjado) de. b| Interaccion
GdFIHb-CYPOR predicha por ClusPro, circulo negro es la region de interaccién con
los sitios activos mas cercanos. c| Region de interaccion, los residuos de color
verde son de GdFIHb y los residuos de colores rojo de CYPOR.

En estos modelos, el cluster 0 del coeficiente balanceado es el mas
favorecido por la cercania entre los sitios activos de ambas proteinas,
presenta 50 miembros y un score es de -1004.7 kcal/mol. EI nUmero de
miembros es relativamente pequefio y de acuerdo con los criterios de
analisis de este programa, los modelos de interaccién deben ser juzgados
por el numero de miembros de cada cluster y no por el score. Asi, estos
resultados muestran que la interaccion GdFIHb-CYPOR es poco favorable y
no seria suficiente para que la CYPOR interactie con GdFIHb y donar los
electrones.

Los residuos que estan involucrados en esta interaccién son para GdFIHb:
GLU12, LEU17, ILE23, ARG50, LEU52 y ASN68 todos estos residuos son
parte del dominio globina, y para CYPOR: ARG3 y LYS44 parte del dominio
FMN, ASP179, LYS180, VAL182, GLU267 y HIS268 que forman parte del
dominio FAD.

En el analisis de interaccion de las cuatro isoformas de CYTb5, se
observaron valores mas favorables que los anteriores, la siguiente tabla se
muestran los datos del coeficiente balanceado de las cuatro isoformas.
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Tabla 10. Valores de interaccion molecular proteina-proteina con el software

ClusPro.
Isoformas de CYTh5 Cluster Miembros Score
(kcal/mol)
CYThb5_| 1 117 -1247.15
CYTb5_lI 0 218 -1078.15
CYTb5_llI 0 102 -907.40
CYTh5_IVv* - - -

*No presenta algun cluster de interaccion.

De las cuatro isoformas, la CYTb5 Il presentdé un

mayor numero de

miembros en el cliuster que las otras isoformas. De esta forma, podria

interactuar con la GdFIHb para trasferir los electrones.

Los residuos que estan involucrados en esta interaccion son para GdFIHb:
ILE23, GLN49, ARG50, THR51 y LEU52 del dominio globina, ASP248 y
GLU249 del dominio FAD, y para CYTb5_II: PRO67 y THR65 de la region

cercana a la primera HIS que coordina hemo, PHE91 y ILE97 cercana a la

segunda HIS.
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Figura 15. Docking molecular proteina-proteina de GdFIHb-GACYTb5_II. a|
Superficies moleculares de GdFIHb (azul) y CYTb5_II (rojo). b| Interaccion GdFIHb-
CYTb5_II predicha por ClusPro, el circulo negro es la region de interaccion con los
sitios activos mas cercanos. c| Regién de interaccion, los residuos de color verde
son de GdFIHb y los residuos de colores rojo de CYTh5_Il.

En conjunto, estos estudios bioinformaticos permitieron evaluar la
posibilidad de la existencia de un sistema de GdFIHb-CYTb5 involucrado en

la metabolizacion de ABZ.

8.2. Actividad de la Flavohemoglobina de G.
duodenalis

La proteina recombinante de la GdFIHb (rGdFIHb) y el plasmido pET14b-
H6-gFLHb fueron donados por el Dr. Steven Rafferty de la Universidad de
Trent en Canada. Esta construccion presenta el gen completo de la GdFIHb
con los sitios de restriccion para Ndel y Blpl (1381 pb), el promotor 7T, un
case de resistencia a ampicilina (AmpR) y un tag de histidinas (6xHIS).
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CATATGACGCTTTCCGAAGACACCCTGAGGGCCGTGGAGGCGACCGCC
b | G6CCTCATCRCCGCTCAAGECATCGAGTTTACTCGCGCCTTCTACGAG
CGCATGTTGACCAAGAACGAAGAGCTGAAGAACATCTTCAATCTAGCC
CACCAGCGCACCCTGCGCCAGCCCAAGGCCCTGCTCGACTCCCTCGTC
GCCTACGCGCTGAATATCCGTAGGATCAATGAGCTGTACGAGCTGAAG
d GGGAAGGGCCTGCCGGTGCCGCCAGAGCAC TGGGCCGAGCTGCAGGGC
poex TTCTTCTCTGCCGCCGAGCGTGTCGCGAACAAGCACACCAGCTTTGGC
ATCCAACCTGCGCAGTATCAGATTGTCGGCGCACACCTGCTCGCTACC
ATCGAGGATCGCATAACCAAAGACAAGGACATTCTCGCAGAGTGGGCC
AAGGCCTACCAATTCCTCGCCGACCTCTTCATCAAACGCGAGGAGGAG
ATCTATGCCGCGACAGAGGGCTGCAAGGGCGGGTGGCGCCAGACTCGC
ACGTTCCGCGTCGAGGAAAAGACCAGGGTCAACGAAATCATCTGCAAG
TTCAGGCTCGTCCCGGCTGAGGAGGGCGCCGGCGTGGTAGAGCACAGG
CCCGGGCAGTACCTTGCTATCTTCGTCCGCAGCCCCGAGCACTTCCAG
' CACCAGCAGATTCGCCAGTACTCAATTATTTCGGCGCCGAATAGCGCG
PET14b-HO-gF b ; TACTACGAGATCGCGGTGCACAGGGACGAAAAGGGGACTGTTTCCCGC
; TATCTCCATGATTACGTGAGCACTGGCGATCTGCTCGAGGTCGCGCCG
CCTTACGGGGACTTCTTCCTCAGGTATCTCGAGGCCGATGAGCAGGCC
CCTGCGGACACACAGGCCTCGCAAGAGT TCCAAATGCTGCAGAGCGGG
P GCCATCAACTTTGCGGCAGAGAAGACGATGCCGATTGTGCTCATCTCC
Nl GGCGGCATCGGCCAGACCCCGCTGCTGTCGATGCTCAGGTTCCTCGCG
5 CAGAAGGAGGGCAAGGAGACGGCCCGCCCCATCTTCTGGATCCATGCC
GCGCACAACAGCCGCGTCCGCGCCTTCAAGGAAGAGGT TGACGCGATC
AGAGAGACGGCTCTGCCAAGCCTGCGCGTCGTGACCTTTCTGAGCGAG
GTCAGGGCGACGGACAGAGAGGGCGAGGATTACGACTTCGCCGGGCGC
ATCAACCTTGACCGTATCTCGGAACTCACCAAGCTGGAGGCAGACAAC
GCCAATCCGCACTACTTCTTCGTCGGCCCGACCGGCTTCATGACCGCC
GTGGAGGAGCAGCTCAAGACCAAGTCCGTGCCCAATAGCCGCATCCAC
TTCGAGATGTTCGGCCCCTTCAAGGCCTCCCATTAGGETGAGE

Figura 16. Caracteristicas del vector pET14b-H6-gFIHb. a| Diagrama de pET14b-
H6-gFIHb: gen GdFIHb: rojo, AmpR, 6xHIS, promotor 7T. b| Secuencia del gen
completo de GdFIHb, color amarillo: sitio de restriccion Ndel, color azul: sitio de
restriccion Blpl.

La proteina recombinante se indujo exitosamente con IPTG y se purifico
mediante columnas de agarosa NI-NTA con 24-48 hrs de induccion, se y se
midié su calidad por geles SDS-PAGE al 10%.

Una vez obtenida la proteina recombinante, se realizaron ensayos de la
actividad de NADH oxidasa al medir el consumo de NADH por la rGdFIHb y
calcular su actividad especifica. Como primer ensayo se midi6 la actividad
especifica en presencia de NADH o NADPH, para determinar si rGdFIHb

tiene alguna preferencia por algunos de los dos cofactores.
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Tabla 11. Actividad especifica de rGdFIHb en presencia de NADH o NADPH.

Concentracion de Cofactor Pendiente Actividad especifica
proteina (ug/mL) (100uM) (nmol/min-mg prot)
19.54 NADH 6.80E-03 5.59E-01
29.34 NADH 1.34E-02 7.33E-01
39.00 NADH 1.84E-02 7.60E-01
46.80 NADH 2.26E-02 7.78E-01
19.54* NADPH - -
29.34 NADPH 7.44E-03 4.,08E-01
39.00 NADPH 9.13E-03 3.76E-01
46.80 NADPH 9.26E-03 3.18E-01
*No se observd actividad a esta concentracion
1.2
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Figura 17. Curva de consumo de NADH y NADPH por rGdFIHb. a] Curva de
consumo de NADH con concentraciones diferentes de proteinas. b| Curva de
consumo de NADPH con concentraciones diferentes de proteinas.



Los resultados de actividad especifica en presencia de NADH o NADPH,
mostraron que la rGdFIHb tuvo més actividad en presencia de NADH (7.08E-
01 = 0.089 nmol/min mg prot) que por NADPH (3.67E-01 = 1.01 nmol/min
mg prot). De esta manera se seleccion6 el cofactor NADH para

experimentos futuros de actividad de oxidacion rGdFIHb.

En los ensayos subsecuentes se analizaron el efecto ABZ en la actividad
NADH oxidasa de la rGdFIHb, en estos se utilizaron varias concentraciones
de ABZ (0.5 nM - 16 pM) y se midi6 su actividad especifica a
concentraciones constantes de proteina (16 pg/mL). También se midié como
control positivo la actividad especifica en presencia del NONOato (donador
de 6xido nitrico) que es el sustrato estandar de la GdFIHb, se agregaron

2.3ug a la reaccion en condiciones basales en ausencia de ABZ.

Tabla 12. Actividad especifica de rGdFIHb en presencia de concentraciones
crecientes de ABZ.

Concentracion Pendiente Actividad especifica Porcentaje de
de ABZ (nM) (nmol/min-mg prot) actividad*
Control 5.32E-02 2.32E-01 100%
0.5 5.50E-02 2.50E-01 108%
1.0 5.55E-02 2.55E-01 110%
2.0 5.56E-02 2.56E-01 110%
4.0 5.48E-02 2.48E-01 107%
6.0 5.85E-02 2.85E-01 123%
8.0 5.79E-02 2.79E-01 120%
15.0 7.72E-02 4.72E-01 203%
25.0 9.92E-02 6.92E-01 298%
50.0 5.54E-02 2.54E-01 109%
100.0 5.71E-02 2.71E-01 117%
200.0 5.57E-02 2.57E-01 111%
500.0 5.67E-02 2.67E-01 115%
1000.0 5.63E-02 2.63E-01 113%
2000.0 5.59E-02 2.59E-01 112%
4000.0 5.58E-02 2.58E-01 111%
8000.0 5.59E-02 2.59E-01 112%
16000.0 5.53E-02 2.53E-01 109%

*El porcentaje de actividad se calcula en relacion con el control
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En los ensayos del efecto de ABZ sobre la activad NADH oxidasa de
rGdFIHb, se observé un aumenté ligero de la actividad especifica desde
concentraciones 0.5 nM de ABZ con respecto al control si ABZ (110 - 120%),
esta actividad se mantiene constante hasta llegar a la concentracion de
15nM en la cual la actividad especifica aumenté 200% comparada con el
control (4.72E-01 nmol/min-mg) y a 25 nM de ABZ se observa el pico méas
alto con un aumento del 300% (6.92E-01 nmol/min-mg). Después de los

50nM, la actividad especifica fue parecida a la actividad (110-120%)
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Figura 18. Curva de consumo de NADH por rGdFIHb en presencia de ABZ y
NONOato. a| Curva de consumo de NADH con concentraciones diferentes de ABZ.
b| Porcentaje de la actividad especifica en el consumo de NADH con
concentraciones diferentes de ABZ. c| Curva de consumo de NADH en presencia
de NONOato y 25nM de ABZ.
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La actividad especifica de rGdFIHb en presencia de NONOato, y esta fue un
orden de magnitud mayor comparada con el control (2.43E-01 nmol/min-mg)
y tres veces mas comparada con la actividad en presencia 25nM de ABZ.
La actividad exacerbada de rGdFIHb retorn6 inmediatamente a la actividad
basal, posiblemente por el consumo total de 6xido nitrico procedente del
NONOato. Posteriormente se realizaron los ensayos de actividad NADH
oxidasa utilizando ABZ y otros farmacos en un rango mas estrecho de
concentraciones (n=3). En la siguiente tabla se muestran las caracteristicas

del ensayo.

Tabla 13. Actividad especifica de rGdFIHb en presencia de ABZ y otros
farmacos.

F4 Concentracion . Actividad Porcentaje
armaco Pendiente ey T

(nM) especifica de actividad

Control 2.82E-02 2.45E-01 £ 0.02 100.00

15 6.63E-02 5.77E-01 £ 0.19 235.77

ABZ 20 8.02E-02 6.97E-01 £ 0.22* 283.07

25 8.70E-02 7.56E-01 £ 0.09** 308.43

30 6.37E-02 5.54E-01 £ 0.29 225.37

40 5.18E-02 4.50E-01 £ 0.26 182.23

Control 2.67E-02 2.32E-01 £ 0.01 100.00

15 8.11E-02 7.05E-01 £ 0.10** 304.17

ABZSO 20 7.80E-02 6.78E-01 £ 0.18* 291.03

25 7.52E-02 6.53E-01 + 0.16* 280.80

30 7.21E-02 6.26E-01 £ 0.17* 268.87

40 4.47E-02 3.88E-01 + 0.15 165.90

Control 2.77TE-02 2.40E-01 +0.01 100.00

15 8.18E-02 7.11E-01 £ 0.15* 297.33

MBZ 20 8.12E-02 7.06E-01 £ 0.10** 294.80

25 7.46E-02 6.49E-01 £ 0.20* 272.40

30 5.82E-02 5.05E-01 + 0.15 212.20

40 5.67E-02 4.92E-01 £ 0.20 206.97

Control 2.77E-02 2.40E-01 £ 0.01 100.00

15 8.69E-02 7.55E-01 £ 0.13* 316.20

MTZ 20 9.09E-02 7.90E-01 + 0.06** 329.90

25 8.71E-02 7.57E-01 £ 0.03** 315.50

30 8.04E-02 6.99E-01 £ 0.03*** 291.30

40 7.45E-02 6.47E-01 £ 0.12* 270.57

*Los valores se expresas en media + desviacion estandar
Significancia estadistica de prueba T-student: * p < 0.05, ** p<0.01 y *** p>0.001.

-67 -



402 ooz b * 004

= s . MR
203- .
_ e
BT
_ —
el ) 111%i= 1
[ i
F9 3
= =
E E s 1 -
= A= = Eo-
) o
® E:
= =
g é 200
103
mi=- =
B- 5-
" 1 0 - 20 £ " 12 0 5 ] an
AEZ[NM] AEZSO[NM]
c = DoEE d =00
| ! -
' goa . )
| ’ ! ot
- | T
~ 0
| L B
_ ® G0
T -
o i | o
F9 ) -
= =
E E s
= =
) o
= - =
s =
g % 200
13-
ma=-
B- D-
" 1 0 - 20 £ " 1 0 5 e o
MEZ[NM] MTZ[nM]

Figura 19. Actividad especifica en porcentaje de rGdFIHb en presencia de
diferentes farmacos. a| Actividad de rGdFIHb en presencia concentraciones de 15-
40 nM de ABZ. b| Actividad en presencia de concentraciones de 15-40 nM ABZSO.
c| Actividad en presencia de concentraciones de 15-40 nM MBZ. d| Actividad en
presencia de concentraciones de 15-40 nM MTZ. Significancia estadistica
expresada con p < 0.05 *, p<0.01 ** y p<0.001 ***,
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Los resultados mostraron para los ensayos con ABZ que la actividad
especifica aumento significativamente a los 20 y 25 nM de ABZ, y aunque
no fue significativo, se observo una tendencia a baja actividad en presencia
de 30y 40 nM de ABZ. Es posiblemente que en concentraciones elevadas,
el ABZ inhiba la actividad NADH oxidasa de rGdFIHB. El analisis con
ABZSO se hizo debido a que en los ensayos de docking este metabolito
mostré mas afinidad por el sitio activo de GdFIHb que el ABZ. Asi los
resultados revelaron que la actividad aumenta significativamente a partir
de los 15 nM de ABZSO con un pico maximo a 20 nM de ABZSO. De esta
manera se sugiere que el ABZSO tiene mayor afinidad por el sitio activo de
la GdFIHb.

Los ensayos de actividad con el MBZ se realizaron para poder determinar
si rGdFIHb presenta afinidad por otros miembros del grupo de los
bencimidazoles. Los resultados mostraron que la actividad especifica
aumentod significativamente en presencia de 15 y 20 nM de MBZ, y se
observé una tendencia a baja actividad después de los 25 nM. Estos
resultados apoyan la hipétesis de que rGdFIHb puede ser capaz de

metabolizar varios farmacos de la familia de los bencimidazoles.

Por ultimo, los ensayos de actividad en presencia de MTZ fueron como
control, ya que este farmaco no se oxigena como el ABZ, si no que se
reduce para ser activo. Los resultados demostraron que la actividad
aumento significativamente en todos los ensayos con MTZ. No obstante,
esto no indica que rGdFIHb metabolice el MTZ porque el analisis de
docking revel6 una baja afinidad por el sito activo. Una posible explicacion
es que el MTZ esté interactuado con los cofactores (NADH y FAD) y de
alguna manera secuestra los electrones de estos cofactores, por lo tanto,
aumenta el flujo de electrones y de esta manera se observa un aumento

de la actividad especifica .
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8.3. Determinacion de los metabolitos de ABZ por
HPLC-MS/MS

Una vez que se demostro que la rGdFIHb aumentd su actividad especifica
en presencia de ABZ, se procedid a determinar si esta era capaz de
metabolizar el ABZ a los metabolitos ABZSO y ABZSOO. Para ello se
colectaron las muestras de los ensayos de actividad en presencian de ABZ
(n=3), se extrajo la fase organica de las muestras y se inyecto a un sistema
de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem
(LC-MS/MS). Se utiliz6 una curva de calibracion con concentraciones
crecientes de ABZSO (15-500 ng/mL) y ABZSOO (7.5-200 ng/mL) y como
control interno carbamazepina (200 ng/mL). La separacion cromatografica
se llevé a cabo en la columna analitica Gemini C18 y el espectro de masas
se obtuvo en el espectrometro de masas triple cuadropolo ABZciex 3200
QTrap. La cuantificacion de los metabolitos por medio del monitoreo de las
siguientes transiciones: m/z 282—240 para ABZO, and m/z 237.2—194 .1
para CBZ.

El método de cuantificacion de metabolitos se validé por evaluacion de la
linealidad de ambos metabolitos de ABZ. Este método fue selectivo y no
hubo interferencias en la deteccibn de ABZSO, ABZSOO y CBZ. La
regresion lineal de la curva de calibracion de ABZSO en el rango de 15-
500ng/mL (y =0.0229x+0.2722) dio un coeficiente de determinacion cercano
al(R?=0.973) aligual que para ABZSOO (y =0.0151x+0.9912, R?2=0.991),
de esta manera el calculo de las concentraciones fue representativo de los

niveles de intensidad detectados por el espectrometro de masas.
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Figura 20. Curva de calibraciéon y cromatogramas del analisis de metabolitos. a|
Curva de calibracion de ABZSO y ABZSOO. b| Cromatograma de separacion de
los metabolitos ABZSO, ABZSOO y CBZ. RT: tiempo de retencion en segundos.

Como resultado, los cromatogramas muestras las sefiales que
corresponden de deteccion de ABZSO (3.04 min = 0.017), ABZSOO (3.11
min + 0.015) y CBZ (4.11 min £0.017), que son idénticos a los detectados

en las curvas de calibracion.

Tabla 14. Cuantificacion de metabolitos en las muestras analizadas.

Muestras con ABZ Concentracion de Concentracion de
(nM) ABZSO (nmol) ABSOO (nmol)
Control 0.497 £ 0.70 0.0
7.0 3.02 +0.20 0.0
10 1.93+0.22 0.0
15 10.69 + 0.55** 3.73+0.52
20 342.53 + 45.06* 25.81 + 3.21*
25 664.98 + 87.26* 148.32 +1 9.50*

Significancia estadistica de prueba T-student: * p < 0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001.
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Los resultados de cuantificacién de metabolitos por LC-MS/MS detectaron
la presencia de ABZSO desde la concentracion mas baja (7.0 nM de ABZ) y
significativamente desde los 15 nM de ABZ (10.69 * 0.55 nmol) con un pico
maximo a 25 nM de ABZ (664.98 + 87.26 nmol) mientras que el ABZSOO se
cuantific6 de manera significativa desde las concentraciones de 20 y 25 nM
de ABZ (25.81 £ 3.21 y 148.32 +1 9.50 nmol, respectivamente).

600 -

Metabolito
. ABZ-50

. ABZ-500

400-

Metabolitos [nmol]

200-

SI[J S[IJTI’ S‘II[J S‘IlS SJIZU 8;25
ABZ[nM]
Figura 21. Cuantificacion de metabolitos de ABZ (ABZSO y ABZSOO) mediante
HPLC-MS/MS. Significancia estadistica expresada con p < 0.05 *, p<0.01 ** y
p<0.001 ***,
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8.4. Niveles de expresion de genes involucrados en la
biotransformacion de ABZ

Con la finalidad de examinar los niveles de expresion a nivel de RNAm de
los genes que de acuerdo al sistema de biotransformacion canénica de ABZ
podrian estan involucradas, y si estos tienen una relacién con el nivel de
resistencia a ABZ se realizaron ensayos de RT-PCR utilizando las clonas

sensible WB y las clonas resistentes a 250 uM de ABZ.

Tabla 15. Oligos utilizados para la RT-PCR.

Oligos Forward Reverse

CYPOR AGGTGGTAGCAGAGGCATCAG GGGAGGAGAACTTGGTAAATA
GdFIHb ACGCTTTCCGAAGACACCCTGAG CTAATGGGAGGCCTTGAAGGGGCC
FDP AGGAATGGCTCTCTCGTAT GACGGTGCTTGCGACTTCA
Ubiquitina GATCTTCGTCAAGACTCTCACCG TAGTTACCACCACGGAGGCG

El gen de la proteina Flavo-dihierro (FDP) se utiliz6 como control interno, ya
gue se conoce que los niveles de expresion varian entre las clonas sensibles
y las resistentes al ABZ (Arguello-Garcia et al. 2015). La ubiquitina se utilizd

como control de carga de cDNA.

La sintesis de cDNA se realizd con los oligonucleétidos y el kit SuperScript
Il RNasa H-final. Las condiciones de la PCR fueron: 94°C por 5min, después
por 30 ciclos 94°C por 30seg, 64°C por 30seg, 72°C por 30seg y 72°C por

5min.

Los productos de las reacciones de amplificacion se resolvieron en geles de
agarosa al 3% y el nivel de expresion semi-cuantitativo se llevo a cabo
mediante densitometria considerando la intensidad de las bandas en las
imagenes de los geles. Estos valores fueron normalizados con los valores

del control de expresion constante (ubiquitina).
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Tabla 16. Valores arbitrarios de expresion de RT-PCR

Gen WB (U.A) R250 (U.A)
GdFIHb 0.8127 + 0.128 0.1980 + 0.104*
CYPOR 0.6077 + 0. 165 0.1346 + 0.014*
FDP 1.2471 + 0.145 0.5848 + 0.041*
Ubiquitina 1.0530 + 0.062 0.9517 + 0.054

Significancia estadistica de prueba T-student * p < 0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001.

Los resultados mostraron expresiones diferenciales en los genes que
podrian estar involucrados en la metabolizacién de ABZ. Para el gen de la
GdFIHb se encontré que los niveles de expresion en la clona resistente a
250 yM de ABZ (R250), disminuyeron su expresion significativamente
(61%), al igual que el gen de la CYPOR en un 47% comparada con la clona
sensible (WB). Con respecto al gen de la FDP, éste mostr6 un
comportamiento en su expresion como se esperaba, disminuyendo su
expresion en clonas sensibles, y el control de carga la ubiquitina fue

constante en todas las muestras.
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Figura 22: Analisis semicuantitativo de RT-PCR. a| Niveles de expresion de los
genes GdFIHb, CYPOR y FDP que podrian estar involucrados en la metabolizacion
de ABZ en clonas sensibles y resistentes a 250 yM de ABZ. b| Andlisis
densitométrico de expresion de genes en clonas sensibles y resistentes,
significancia estadistica expresada con p < 0.05 *, p<0.01 ** y p>0.001 ***,
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8.5. Clonacién de Ila Flavohemoglobina de G.
duodenalis en el vector pAC

Para determinar si la Flavohemoglobina de G. duodenalis esta involucrada
funcionalmente en la resistencia a ABZ, se planteé llevar a cabo su clonacion
en un vector que permitiera expresarla constitutivamente en trofozoitos
sensibles WB para lo cual se empleo el vector pAC que es especifico de

Giardia.

La construccion de este vector que contiene el gen completo de la
Flavohemoglobina fue denominada como pAC_GdFIHb. La estrategia
general fue: 1) Disefio de oligonucleétidos iniciadores con sitios de
restriccion para EcoRV y Notl, 2) PCR de DNA gendmico con los Oligos
anteriores, 3) Clonacion en el vector pJET1.2/blunt, 4) seleccién de
candidatas, 5) PCR, digestién y secuenciacion del vector pJET con el gen
de la GdFIHb (pJET_GdFIHb), 6) Clonacion en el vector pAC y 7) PCR,
digestion y secuenciacion del vector pAC_GdFIHDb.

Los productos amplificados por PCR con el DNA gendmico fueron los
esperados, con el tamafio aproximadamente de 1390 bp. Este producto de
PCR se cloné en el vector de transicion pJET1.2/blunt y se transformaron
bacterias competentes E. coli DH5a. De estas clonas se seleccionaron
candidatas que contenian el inserto por medio de PCR de colonia, se
hicieron digestiones con las enzimas de restriccion EcoRV y Notl, y se

secuenciaron por medio del kit BigDye Terminator v 3.1.
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Figura 23: Clonacion de GdFIHb en el vector pJET1.2/blund. a] Esquema de la
clonacion pJET_GdFIHb. b| Colony PCR de candidatas pJET_GdFIHb.

Una vez se confirmaron las candidatas que presentaron la insercion
completa del gen GdFIHb en el vector pJET, se procedio a insertar el gen
GdFIHb en el vector pAC. Para esto se cultivdé por toda la noche 20 mL de
las clonas candidatas en medio LB + amp, posteriormente se extrajo el
plasmido y se realizo la digestion de 10 pg a 37°C por 18hrs con las enzimas
EcoRV y Notl. Para el vector pAC también se hizo digestion con las enzimas
EcoRV y Notl, y por ultimo se incub6 por una hora con la proteina CIP

(fosfatasa alcalina intestinal).

Los productos de digestién se analizaron en geles de agarosa al 1%. Los
fragmentos digeridos del tamafio esperado se purificaron del gel con
QIAquick Gel Extraction kit, se realizé la ligaciéon del gen GdFIHb con el
vector pAC con la ligasa T4 y del producto de ligacién se procedié a
transformar bacterias E. coli DH5a. Se comprob¢ el inserto por medio de

digestion con EcoRV y Notl, PCRs y secuenciacion.

Con estos resultados, se confirmé la clonacion adecuada del gen GdFIHb

para su futuro uso en experimentos de transfeccioén de trofozoitos sensibles
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a ABZ, para confirmar si se conserva o se cambia su patrén de sensibilidad

a este farmaco.

a b

pJET_GdFIHb
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Figura 24: Digestion de pJET_GdFIHb y candidatas de pAC_GdFIHb. a| Digestion
de pJET_GdFIHb para su extracciéon y clonacion en el vector pAC. b| PCR de
colonias candidatas pAC_GdFIHb.
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Figura 25: Alineamiento de la secuenciacion de pJET_GdFIHb, utilizando los
Oligos de la GdFIHb (Forward_GdFIHb y Reverse_GdFIHb) y del vector pJET
(Forward_pJET y Reverse_pJET).
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9. Discusioén

Las infecciones parasitarias por protozoarios y helmintos son un problema
creciente de salud en todo el mundo. El control de estas infecciones se lleva
a cabo por tratamientos farmacoldgicos. El ABZ, un farmaco del grupo de
los bencimidazoles tiene un efecto antiparasitario de amplio espectro y
ademas tiene un costo accesible, lo cual lo hace uno de los farmacos més
utilizados a nivel mundial contra diversas parasitosis. La resistencia a ABZ
y a otros farmacos se ha observado in vitro en clonas de G. duodenalis, y se
han reportado casos clinicos refractarios a estos farmacos (Leitsch 2015;
Carter et al. 2018; Kaya et al. 2018) y especificamente se han aislados
parasitos resistentes a ABZ y MTZ (Gardner & Hill 2005; Leitsch 2015). Esto
ultimo podria deberse al hecho de que en el tratamiento de casos clinicos
de giardiasis los tratamientos no se llevan a cabo adecuadamente o el
empleo de dosis subdptimas de este farmaco o al uso de dosis Unicas en
campafias de desparasitacion particularmente en nuestro pais (Tian et al.
2010; Quihui-Cota & Morales-Figueroa 2012; Watkins & Eckmann 2014). El
ABZ es un profarmaco que es metabolizado por el sistema CYP450, el
ABZSO es el metabolito citotdxico que se une a la B-tubulina y arresta la
polimerizacion de los microtubulos (MacDonald et al. 2004). En helmintos,
se conoce que la resistencia a ABZ se asocia a mutaciones puntuales de la
B-tubulina en el sitio interaccion con el ABZ con los TYR167, ALA198 vy

TYR200. Sin embargo en G. duodenalis no se han encontrado cambios en
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estos residuos, por lo que se sugiere que en éste pardasito puedan inducirse
otros mecanismos relacionados con el fenotipo resistente (Upcroft et al.

1996; Arglello-Garcia et al. 2015).

La metabolizacién de ABZ en Giardia se han estudiado tanto empleando
anticuerpos contra sus metabolitos, como mediante la cuantificacion de
metabolitos por HPLC en clonas sensibles y resistentes (Oxberry et al. 2000;
Arglello-Garcia et al. 2015). En este ultimo trabajo, se reporté una mayor
acumulacion ABZSO y ABZSOO en clonas susceptibles en comparacién con
las clonas resistentes, sugiriendo una menor tasa de conversion del farmaco

0 una mayor capacidad de degradacion y/o detoxificacion de los metabolitos.

En clonas resistentes a ABZ se observado la expresion diferencial de genes
de VSPs, del citoesqueleto (alfa 2-giardina y RanBP1), del metabolismo
antioxidante (NADH oxidasa, peroxiredoxina la, superoxido dismutasa y
flavodihierro proteina) y del metabolismo energético (triosa fosfato
isomerasa, fosfoglicerato cinasa y ornitina carbamoiltransferasa), asi como
alteraciones en el citoesqueleto, re-arreglos cromosomaticos y generacion
de especies reactivas de oxigeno (Upcroft et al. 1996; Paz-Maldonado et al.
2013; Arguello-Garcia et al. 2009; Argulello-Garcia et al. 2015; Martinez-
Espinosa et al. 2015). Estos reportes sugieren que en la resistencia de G.
duodenalis a ABZ es multifactorial y que participan diferentes proteinas para
mantener este fenotipo, como se han reportado para loas clonas resistentes

a MTZ (Ansell et al. 2017), los mecanismos moleculares pasivos y activos
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de expresion de genes que podrian estar influenciando el fenotipo resistente

a ABZ.

En el presente trabajo se evalué la metabolizacién in vitro de ABZ
empleando la proteina Flavohemoglobina (GdFIHb) en su forma
recombinante, asi como las proteinas posiblemente implicadas en la
resistencia a este farmaco a nivel de su expresion transcripcional (RNAm)
en clonas sensibles y resistentes. Los métodos para determinar la
metabolizacion de ABZ por la GdFIHb incluyeron la medicion de su actividad
especifica y la cuantificacion de los metabolitos de estas reacciones por
HPLC-MS/MS. Con los resultados obtenidos, se demostrd por primera vez
gue la GdFIHb es capaz de convertir el ABZ en sus metabolitos ABZSO y
ABZSOO, y que la CYPOR y la GdFIHb estén relacionada en la resistencia

fungiendo como un mecanismo pasivo.

A lo largo del presente trabajo, los andlisis in silico fueron transcendentales
en este trabajo en el sentido de que orientaron la investigacion a ensayar la
posibilidad de que la GdFIHb pudiera metabolizar el ABZ. Los analisis de
docking proteina-ligando son enfoques que permiten la caracterizacion del
comportamiento de la interaccion y entender los procesos bioquimicos de la
proteina y su(s) ligando (Meng et al. 2011; Elokely & Doerksen 2013). De
estos andlisis, se predijo que el ABZ podria interactia con el bolsillo
catalitico de GdFIHb con alta afinidad, al igual que otros miembros de los

bencimidazoles analizados (MBZ y FBZ). De esta manera, la GdFIHb
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pudiera fungir como proteina multifuncional con la capacidad de metabolizar
varios sustratos de la familia de bencimidazoles. Esta caracteristica de
catalizar varios sustratos es comun en varias proteinas en estudios
enzimaticos in vitro, especificamente para CYP450 existe un fenébmeno
llamado cooperatividad homotrépico y heterotropico, en donde multiples
ligandos son necesarios para hacer eficiente la catalisis, aun y cuando cada
sustrato tienen distintos coeficientes de afinidad (Fernando et al. 2006; Holt

et al. 2008; Fernando et al. 2011; Kuo et al. 2016).

En general, las Flavohemoglobinas son enzimas de proteccion a estrés
nitrosativo mediante la conversion del 6xido nitrico a un nitrato mas estable
(NO3") decreciendo asi el potencial de toxicidad en la células varios ordenes
de magnitud. Las Flavohemoglobinas son comunes en bacterias Gram-
negativas, pero también se han encontrado en algunos hongos y parasitos
protozoarios, incluido Giardia (Hausladen et al. 1998; Bollinger et al. 2001;
Frey & Kallio 2003; Gardner 2005; Rafferty et al. 2010; Mastronicola et al.
2010). No obstante, en ninguno de los trabajos previos sobre la
caracterizacion de Flavohemoglobinas se habia probado la posibilidad de
que tuviera la capacidad de metabolizar otros farmacos de uso clinico. El
presente trabajo representa el primer avance en la capacidad multifuncional
de GdFIHb para interactuar con otros ligandos como es el grupo de los

bencimidazoles.
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La expresion de las Flavohemoglobinas en diferentes organismos est4 en
relacion con el estrés oxidativo y nitrosativo que padecen las células, tales
como la presencia de oxigeno molecular, donadores de éxido nitrico y
algunos farmacos (Crawford et al. 1995; Zhao et al. 1996; Buisson & Labbe-
bois 1998; Ullmann et al. 2004). Especificamente para la Flavohemoglobina
de G. duodenalis se ha caracterizado el aumento de su expresion en
presencia de donadores de 6xido nitrico tales como NONOato y GSNO
(Mastronicola et al. 2010), y a pesar de que el ABZ produce estrés oxidativo
por induccion de ROS (Martinez-Espinosa et al. 2015), los niveles de
expresion de GdFIHb y CYPOR disminuyeron significativamente en las
clonas resistentes. Estos resultados sugieren la participacion de un
mecanismo pasivo de resistencia con similitud al que se ha observado en la
resistencia a MTZ (Ansell et al. 2017), en el cual las proteinas participantes
en la biotransformacién del ABZ disminuyen su expresion y de esta manera
se evita la metabolizacion del ABZ y la formacién de metabolitos citotdxicos,
especialmente el ABZSO. Por otra parte, la presencia de mecanismos
activos de resistencia a ABZ esta sugerida fuertemente por los niveles de
expresion incrementado de proteinas involucradas en respuesta
antioxidantes en clonas resistentes (Paz-Maldonado et al. 2013; Arguello-

Garcia et al. 2015).

Finalmente, para corroborar en estudios futuros la relacion de la GdFIHb con

la resistencia a ABZ, se clon6 el gen completo en el vector de expresion pAC
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(pPAC_GdFIHb) para transfectar trofozoitos y evaluar su sensibilidad al ABZ.
Para estos ensayos se puede hipotetizar que los trofozoitos WB
transfectantes serdn mas sensibles a ABZ, en tanto que los trofozoitos
resistentes a 1.35, 8 y 250 uM podria presentar una reversién parcial o muy

pronunciada del fenotipo resistente.

Considerando la informacion obtenida en el presente trabajo, proponemos
un modelo en el cual la Flavohemoglobina biotransforma al ABZ en sus
metabolitos ABZSO y ABZSOO, y las proteinas GdFIHb, CYPOR y CYTb5
interactan entre si constituyendo el sistema de biotransformacion del ABZ
en G. duodenalis. Con la expresion diferencial de estas proteinas,
proponemos un mecanismo de resistencia pasiva. Los resultados obtenidos
en este trabajo permitiran entender los mecanismos moleculares de
resistencia de G. duodenalis a ABZ, y abre un panorama para el disefio de
tratamientos, asi como estrategias para combatir esta infeccion. En este
contexto, la activacién o sobreexpresion de este sistema en trofozoitos seria
un enfoque terapéutico para el desarrollo de nuevos medicamentos contra

la giardiasis.
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10.

11.

Conclusiones

Los estudios bioinformaticos realizados indicaron que la GdFIHb,
CYPOR-like y las isoformas de cytBS5 son candidatos en la
participacion del sistema de biotransformacion del ABZ.

El ABZ aumento significativamente la actividad de la GdFIHb.

La GdFIHb metaboliz6 el ABZ a sus metabolitos ABZSO y ABZSOO
Los niveles de transcrito de GdFLHb y CYPOR-Like estan
disminuidos en la clona WBR250, remarcando un mecanismo pasivo
de resistencia.

Se cloné el gen completo de la GdFIHb en el vector de expresion pAC.

Perspectivas

Evaluar la expresion de las enzimas que se encuentren involucradas
en el metabolismo de ABZ por RT-gqPCR.

Transfectar trofozoitos con la GdFIHb clonada en el plasmido pAC y
evaluar su efecto en la sensibilidad al ABZ.

Realizar ensayo de inhibidores especificos del sistema putativo de
biotransformacion de ABZ.
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