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RESUMEN.

Introduccion. La giardiasis es una patologia intestinal ocasionada por el
protozoario Giardia lamblia. G. lamblia es un microorganismo unicelular que se
transmite por agua o alimentos contarr ados. En paises en desarrollo se le ha
asociado a la detencion del crecimiento y a la diarrea del viajero. Los trofozoitos
se replican en el duodeno y producen sint  1as como diarrea y malabsorcion por
dafio a las vellosidades intestinales. El parasito basa la obtencion de su energia
en la glucdlisis. La 1 isafosfato isomerasa “IM) es una enzima clave en la
glucolisis que permite al parasito obtener energia en forma de ATP. El gen de la
TIM se ha utilizado para la caracterizacion de cepas de G.lamblia y la enzima se
ha propuesto como blanco para el disefio de farmacos antigiardiasicos. Todo lo
anterior nos impulsé a iniciar la caracterizacion de la TIM de cepas de G. lamblia
aisladas de nifios mexicanos. Con el objetivo de prop. er a esta enzima como
blanco para el disefio de compuestos antigiardidsicos comparamos el efecto
inhibidor del acido bis-nitrobenzoico (DTNB) sobre la TIM de aislados mexicanos
y la TIM de la cepa comerci NB.

Material y métodos. Se aislaron trofozoitos de G. lamblia a partir de muestras
obtenidas por endoscopia alta en un grupo de ifios mexicanos con sintomas de
malabsorcién de lactosa y giardiasis confirmada. A partir de la generacion de
cultivos axénicos : trofozoitos se aisl6 ADN gendmico usando el método de

fenol-cloroformo. Por reaccién en cadena de Iz olimerasa se amplificd el gen de












1. INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Giardia lamblia (sinébnimo de G. duodenalis y G. intestinalis) es un
protozoario flagelado que infecta el intestino de practicamente todos los
vertebrados incluyendo al humano. Es el agente causal de la enfermedad
denon ada giardiasis, descrita por primera vez por Van Leeuwenhoek en 1681,
quien observé al parasito en sus pre ias heces'?. La giardiasis se caracteriza por
presentar un amplio espectro de manifestaciones clinicas como diarrea®, la cual
puede ser de evolucion aguda 6 crénica*® observandose nausea, vomito, dolor y
distensién abdominal, flatulencia e intolerancia a disacaridos (espe camente
lactosa). En nifios puede causar sindrome de mala absorcion®, hiporexia y
detencion del crecimiento. La giardiasis se transmite por agua y alimentos
contaminados con los quistes del parasito " por lo que la infeccién predomina en
paises subdesarrollados donde se a asociado a die a del viajero®. La
poblacién de riesgo son los nifios, adultos entre 30 y 40 afios asi como vii ros e

inmunocomprometidos'" ',

La OMS reporta 200 millones de casos anuales a nivel mun al. La
prevalencia en paises sub sarrollados se ha documentado hasta del 30% en

menores de 10 afios'®. En México, G. lamblia produce cerca del 19% de las



parasitosis debidas a protozoarios, siendo un problema recurrente ya que para el

afio 2002, por ejemplo, se reportaron 173,026 casos'.

El tratamiento propuestc ara batil ardiasis es el metronidazol, un
derivado del nitroimidazol, el cual sélo es efectivo en los trc  zoitos y no en los
quistes. Se ha observado un intervalo de eficiencia del tratamiento del 80 al 95%,
con la desventaja de que tiene efectos adversos para el huésped y, ademas,
existen reportes de cepas resistentes de G. fan 1 al mismo'®. Otros farmacos
empleados para el tratamiento de la giardiasis, pero con rangos de curacién
mucho mas bajos del 50 al 70  son nitazoxanida'®, furazolidona, tinidazol,
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albendazol, mebendazol, quinacrina y paramomicina'’ . Sin embargo, ya

existen cepas resistentes para todos estos farmacos'®.

Se realizd un estudio en el Instituto Nacional : Pediatria (Protocolo
numero INP 03/056) donde se determind la asociaciéon de absorcion istinal
deficiente de lactosa y parasitosis itestinal en 100 nifias mexicanas. Se les realizd
coproparasitoscopico en serie de 3 para identificar los para 5s relacionados, asi
como test de hidrogeno exhalado para identificar a las pacientes con absorcion
intestinal deficiente de lactosa (intolerancia y malabsorcion). Se encontré una
asociacion de absorcién intestinal deficiente de lactosa y giardiasis del 8%. El
tratamiento inicial que se administrd fue nitazoxanida. Después del tratamiento
persistieron los coproparasitosc:  :0s pos: 2s para quistes de G. lamblia y el test

de hidrogeno exhalado continué positivo, por lo que se administré un segundo





















Todo lo anterior nos estimul6 a iniciar ia caracterizacion de la TIM de cepas
de G. lamblia aisladas de nifios mexicanos.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La giardiasis en la actualidad es un problema mundial que tiene importancia
debido a la resistencia del parasito a los tratamientos convencionales. Diferentes
grupos de investigacion estan disefiando nuevos farmacos y tratamientos

alternativos para erradicar a G. lamblia sin resultados concluyentes®’+38 %,

G. lamblia es anaerobio y por lo tanto basa la obtencién de su energia
principalmente en la glucolisis. Motivc or el cual se han propuesto a las enzimas
de la glucdlisis como blanco para el disefio de compuestos antigiardiésicos4°.
Otros estudios con respecto a la inactivacion de la TIM del parasito proponen un
compuesto con efecto sobre la enzima, similar al observado con los agentes
derivatizantes de cisteinas. Este compuesto presenta un un efecto citotéxico y por

lo tanto muerte celular; su mecanismo aln no esta bien definido*'.

En un estudio realizado en el INP en nifios mexicanos infectados por G.
lamblia'® se observo resistencia a los tratamientos convencion: s siendo
necesaria la adm straciéon de dos esquemas de manejo. A partir de estas ¢ as
resistentes se decidi6 obtener la TIM para caracterizarla y comparar su

susceptibilidad a la inactivacion por DTNB con la de la cepa comercial WB. Si las
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4. JUSTIFICACION

Debido a la importancia que tiene la giardiasis a nivel mundial y en nuestro
pais, asi como la resistencia del parasito a tratamientos convencionales, surge
la necesidad de identificar nuevos incos en el parasito para el disefio de

farmacos que induzcan muerte celular de manera selectiva y eficiente.

Como un primer estudio se caracterizara la GITIM de las cepas aisladas de
nifos mexicanos para determinar si son gent ;amente uales a la de referencia
(WB, Afganistan) y determinar si el DTNB utilizado in vitro para inactivar la GITIM
de la cepa de referencia tiene la misma efectividad para inactivar a la GITIM

recombinante de las cepas mexicanas.
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6.4 Obtencion de ADN genomico de trofozoitos.

A partir de tubos de 7mL de cultivos axénicos de trofozoitos de G. lambilia,
se aislé y purifico ADN genémico de los r  10s mediante el método de fenol-

cloroformo de acuerdo al siguiente protocolo.

6.4.1 Lisis celular.

Dos tubos de cultivo de trofozoitos se centrifugaron a 1500rpm durante
10min a 25°C,, el sobrenadante se deseché con ipeta Pasteur sin resuspender el
botén.

Se agregaron 2r de PBS y se centrifugé a 1500rpm durante 10min a
25°C, el sobrenadante se eliminé como en el paso anterior.

Posteriormente se agregd a cada tubo 2mL de buffer de lisis WCLB (1mL de TRIS
1M a pH 7.6, 1mL de EDTA 1M a pH 8, 5SmL de NaCl 1M, SDS 0.2g, Proteinasa K
0.02qg, aforados a 100mL Yy filtrado con filtros de 0.22 um). Se incubd toda la noche

en agitacion a 37°C.

6.4.2 Extraccion de ADN.

A los tubos se les agregd un volumen de fenol saturado (el volumen
equivalente al volumen de buffer de lisis previamente adicionado); se agitaron
suavemente por inversion durante 5 minutos y se c trifugaron a 3000 rpm 10
minutos. La fase supe i se pasé a un tubo limpio sin tocar la interfase. Se repitio

la extraccion con un volumen de fen
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