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La giardiasis, causada por el parasito Giardia lamblia, representa un problema de
salud publica a nivel mundial, especialmente en paises en desarrollo. El tratamiento
Aceptado: habitual es el uso de nitroimidazoles, los cuales, han perdido eficacia debido a un
15/diciembre/2025 aumento de cepas resistentes. En este estudio se evaluaron cinco compuestos
analogos a la nitazoxanida, los cuales demostraron una potente actividad
antigiardiasica asf como una baja toxicidad en células humanas. Ademas, se evaluaron
los efectos en la expresion de genes clave del metabolismo y estructura del parasito,
observandose alteraciones significativas. Las herramientas moleculares vy

Palabras clave: computacionales utilizadas permitieron predecir un perfil farmacolégico favorable.
Giardiasis, Estos resultados abren nuevas posibilidades terapéuticas contra cepas resistentes y
compuestos FLP, refuerzan la importancia de buscar alternativas innovadoras frente a enfermedades
expresion génica desatendidas como la giardiasis.
ABSTRACT

Keywords: Giardiasis, caused by the parasite Giardia lamblia, is a public health concern,
Giardiasis, particularly in developing countries. Its standard treatment with nitroimidazoles has
FLP compounds, become less effective due to emerging drug-resistant strains. In this study, five
gene expression nitazoxanide analogues were evaluated, showing strong antigiardial activity and low

toxicity in human cell lines. Their effects on key metabolic and structural genes of the
parasite were also analyzed, revealing significant alterations. Computational and
molecular tools confirmed a favorable pharmacological profile for these compounds.
These findings highlight the potential of these new molecules as therapeutic
alternatives against resistant strains and reinforce the importance of innovative
strategies for tackling neglected diseases such as giardiasis.
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Introduccion

La giardiasis es una enfermedad intestinal ocasionada
por el parasito Giardia lamblia, generalmente
relacionada con la enfermedad del viajero (Mgrch y
Hanevik, 2020). Presenta elevados indices de morbilidad
en paises en vias de desarrollo, con una prevalencia
estimada entre el 30% y el 60%. Los grupos
poblacionales mas susceptibles comprenden a nifios en
edad preescolar, individuos inmunocomprometidos y
habitantes de zonas rurales. Estos dos ultimos grupos
muestran una fuerte correlacion con practicas
inadecuadas de higiene personal y comunitaria, asi como
con la carencia de infraestructura sanitaria bdsica,
incluyendo sistemas de alcantarillado, manejo adecuado
de aguas residuales, condiciones de hacinamiento y
deficiencias en la educacién sanitaria. (Fletcher et al,
2012; Leung et al,, 2019; Feng et al,, 2011).

Debido a que la diseminacién de la giardiasis se ha
asociado con la presencia de agua contaminada, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha incluido a la
enfermedad dentro de la iniciativa de enfermedades
desatendida y asociadas con la calidad del agua
(Rogawski et al., 2017; Cernikova et al., 2018, Efstratiou
etal,, 2017).

La giardiasis puede manifestarse clinicamente de forma
diversa, presentando sintomas como vomitos, distension
y dolor abdominal, asi como diarrea aguda o crénica. En
casos persistentes, puede ocasionar pérdida de peso
significativa e incluso ha sido asociada con el desarrollo
de sindrome de malabsorciéon (Halliez et al., 2013). Los
cuadros agudos se caracterizan por la presencia de
diarrea acuosa o pastosa, esteatorrea, dolor epigastrico,
pérdida de peso, deshidrataciéon y meteorismo. En los
casos cronicos, la alteraciéon de la absorcién intestinal
compromete la asimilacién de grasas, asi como de
micronutrientes esenciales como las vitaminas A y B12,
acido félico y lactosa (Adam, 2021).

El tratamiento farmacolégico de la giardiasis se basa en
la administracién de nitroimidazoles, entre los que se
incluyen el metronidazol, tinidazol, secnidazol y
ornidazol (Liu et al, 1996; Leung et al, 2019). El
metronidazol es un agente antimicrobiano de amplio
espectro, con actividad frente a bacterias anaerobias y
protozoos. Actlia como un profiarmaco que penetra en el
pardsito y se activa intracelularmente mediante su
metabolismo. En este proceso, su grupo 5-nitro es
reducido por enzimas nitroreductasas, entre las que
destaca la piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR),
lo que da lugar a la formacién de un radical nitro téxico.

Esta molécula activa se une al ADN del parasito,
provocando dafios estructurales que inducen la
apoptosis celular (Adam, 2001; Adam, 2021; Argiiello-
Garcia et al., 2020).

Se han reportado efectos adversos asociados a los
tratamientos indicados para la giardiasis. Entre ellos
destaca la encefalopatia inducida por metronidazol, la
cual puede manifestarse con sintomas como cefaleas,
pérdida de reflejos, entre otros (Sorensen et al., 2018).

Estos efectos secundarios no se presentan en la totalidad
de los pacientes tratados, aunque se encuentran entre los
mas recurrentemente documentados en la literatura
cientifica.

La aparicién cada vez mas frecuente de cepas de Giardia
lamblia resistentes a los farmacos antigiardidsicos ha
sido ampliamente documentada. Esta resistencia se
encuentra asociada a mutaciones en rutas metabolicas
clave del parasito, asi como a su capacidad para activar
mecanismos de evasidn, como la formacién de quistes y
la modificacién de proteinas esenciales involucradas en
las vias metabolicas diana (Carter et al., 2018; Leitsch et
al, 2016; Loderstadt et al., 2021; Argiiello-Garcia et al,,
2020).

Este fendmeno resalta la necesidad wurgente de
profundizar en los mecanismos moleculares
responsables de la resistencia y desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas. Por lo que la busqueda de
nuevos farmacos es de suma importancia. En este
contexto, la identificacion de nuevas moléculas activas o
combinaciones farmacolégicas capaces de superar la
resistencia constituye una prioridad en la investigacion
biomédica. El estudio de rutas metabélicas especificas
del parasito, asi como de sus mecanismos de
supervivencia y virulencia, representa una via
prometedora para el disefio de terapias dirigidas.
Ademads, el uso de herramientas avanzadas, como el
cribado de compuestos bioactivos, la biologia estructural
y la edicién genética, esta acelerando la identificacion de
nuevos blancos terapéuticos potenciales.

Previamente, nuestro grupo de investigacién evalud
moléculas inhibidoras de la enzima fusionada
G6PD::6PGL, entre ellas CNZ-7, CNZ-8 y FLP-2, que
demostroé su efecto selectivo sobre células de trofozoitos
de Giardia lamblia. En este estudio, reportamos dos
nuevas moléculas con potencial antigiardiasico: FLP-6 y
FLP-8. Ademads, evaluamos la expresiéon génica para
determinar las alteraciones en los trofozoitos tratados
con los cinco compuestos analizados.
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Mediante analisis computacionales, confirmamos que los
compuestos cumplen con los parametros
farmacocinéticos y farmacodinamicos requeridos.
Ademas, mediante ensayos de citotoxicidad se demostrd
que los compuestos tienden a ser selectivos a las células
de G. lamblia al carecer de efectos citotoxicos en lineas
celulares humanas.

Metodologia

Evaluacion de moléculas con potencial efecto
giardicida en cultivos de Giardia lamblia

Se realizd la evaluacion del efecto de las moléculas CNZ-
7, CNZ-8, FLP-2, FLP-6 y FLP-8 en cultivos de trofozoitos
de Giardia lamblia. E]l ensayo se realiz6 en la cepa ATCC
30957 crecida en medio TYI-S-33 suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y antibidtico. El pre-
cultivo se realiz6 en tubos de borosilicato de 16x150 mm
con medio, se inocul6 con 2x105 trofozoitos incubado a
37°C durante 48 h. Para la recuperacion de los
trofozoitos el vial se incub6 en bafio de hielo durante 8
minutos y se centrifugd 6 min a 805 x g, el botén celular
se resuspendid en 1 mL de tampoén fosfato salino (PBS) y
se contabilizé el ndmero de trofozoitos colocando
concentracion 1:1 de cultivo celular y colorante azul de
tripan (2.5 g/L), posteriormente se tomd una gota
homogénea de la mezcla, se colocéd en la cdmara de
neubauer y se realiz6 el conteo de células totales.

Determinacion de ICso de los compuestos
seleccionados

Los compuestos CNZ-7, CNZ-8, FLP-2, FLP-6 y FLP-8
inhibieron el crecimiento del cultivo del parasito G.
lamblia en porcentaje mayor al 98% a 25 pM, por lo que
se determind el valor de ICso para realizar los ensayos
posteriores. La ICso es definida como la concentracion de
compuesto a la cual se inhibe el 50% de la viabilidad de
los cultivos de G. lamblia. Se realizaron curvas con
concentraciones de 0-50 pM de cada compuesto. El
ensayo se realizo colocando 15x104 células en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL con medio suplementado y
diferentes concentraciones del compuesto (0-50 uM). El
control negativo se realiz6 bajo las mismas condiciones
sin compuesto y como control positivo se utilizaron los
farmacos nitazoxanida (NTZ) y metronidazol (MTZ). Las
muestras se incubaron durante 48 h a 37°C. Al término
de la incubacioén se realizé el conteo de viabilidad celular
mediante la técnica de azul tripan. El calculo de viabilidad
serealiz6 siguiendo la formula nv/(nv+nm) donde nv son
las células vivas y nm son las células muertas, el valor de
viabilidad obtenido se expresé en porcentaje.

Se determinaron los porcentajes de viabilidad del cultivo
para cada concentraciéon de compuesto y utilizando el
servidor en linea ICso Calculator
(https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator), se
determin6 el valor de ICso de cada compuesto.

Evaluacion del efecto citotoxico de los compuestos
antigiardiasicos

El ensayo de citotoxicidad se realiz6 con la finalidad de
evaluar el efecto de los compuestos seleccionados en
células humanas, se utilizaron células de colon debido a
que es una estirpe celular similar al del intestino,
microambiente donde coloniza G. lamblia. El ensayo se
realizé utilizando las lineas celulares humanas Caco-2
(ATCC HTB-37) y HT29 (ATCC HHTB-38), la viabilidad
celular se determiné mediante el ensayo de XTT. Se
preparé una suspension celular de 2x10# células/mL en
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
suplementado con suero bovino fetal inactivado al 10% y
antibidtico (penicilina/estreptomicina al 1%, 5000
U/mlL, en volumen de 100 pL). La suspension se afiadié
en una placa de 96 pozos. Las placas se incubaron
durante 24 h a 37°C con atmésfera de 5% de CO2. A
continuacion, el medio de cada pozo se reemplazé con
100 pL de medio con compuestos (CNZ-7, CNZ-8, FLP-2,
FLP-6, FLP-8) en concentraciones de 250, 125, 62, 32, 15,
7y 3 uM. Se incubé durante 48 h a 37°C con atmdsfera de
5% de CO2, posteriormente se determind la viabilidad de
las células siguiendo los siguientes pasos. El medio de
cada pozo se reemplaz6 con 100 pL. de medio fresco y se
afiadieron 50 pL de mezcla de marcado XTT por pozo, la
reaccion se incub6 durante cuatro horas a 37°Cy 5% de
CO2. Terminada la incubacion se midié la absorbancia de
las muestras en la placa a 450 nm. Cada compuesto se
ensay6 por triplicado a través de tres experimentos
independientes. Los valores de concentracién citotdxica
media (CCso), concentracion a la cual se tiene el 50% de
viabilidad celular, se determinaron utilizando la funcién
de regresién no lineal.

Evaluacion del efecto de compuestos sobre los
niveles de expresion de genes de Giardia lamblia
mediante RT-qPCR cuantitativa

Para determinar las alteraciones en el metabolismo y los
procesos celulares del parasito inducidas por los
compuestos, se evaluaron los niveles de expresion de
diversos genes que codifican proteinas metabolicas,
estructurales y de respuesta al estrés oxidativo. Los
genes evaluados se enlistan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Genes analizados en este estudio. El disefio de los oligonucleétidos se realizé tomando en

cuenta las secuencias génicas depositadas en el National

Gen Gen Longitud Funcion No . .
gb Center for Biotechnology Information (NCBI) y se
Nombre (pb) Acceso A o y S ,
siguieron los siguientes criterios para el disefio: longitud
PFK Fosfofructocinas 1635 Transferasa en XM_0017 de 18-20 pb’ tm 61°C, G/C -40%, producto de amplic()n
glucdlisis 074351 entre 80 y 200 pb (Tabla 2)
TPI Triosa fosfato 764 Oxidoreductasa XM_0017 y p .
isomerasa en glucolisis 06778 . L. . L,
Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para evaluacién de los
GAPDH  Gliceraldehido-: 1224 Oxidoreductasa ~ XM_0017 niveles de expresién mediante RT-qPCR.
fosfato en glucolisis 03983
PK Piruvato cinasa 1662 Oxidored}u.:tta\sa XM_0017 Gen Secuencia de Primers Tamafio
en glucolisis 09477.1 amplicon
PPDK Piruvato fosfatc 2655 Oxidoreductasa XM_0017
dicinasa en glucélisis 05520.1 8-GIA Giardina Fw 5" AGGACGACCAGGAGGAGAA -3 74
ALDO aldolasa 972 Oxidoreductasa XM_0017 (Marcial-Quino et Rv 5" ACGGGTAAAGGCACAATTCA -
en glucélisis 09998 al, 2016) 3
G6PD Glucosa-6-fosfat 2229 Oxidoreductasa XM_0017 . , ,
deshidrogenasa en PPP 04389.1 ACT, Actina Fw 5{ TTGCCGTACCTGCCTTCTAT—? 60
6PGDH  6-Fosfogluconat 1416 Oxidoreductasa ~ XM_0017 (Marcial-Quino et Rv 5" GCCCGGAACTGTAGAGAGC-3
deshidrogenasa en PPP 04391.1 al, 2016)
TKT Trancetolasa 2160 Transferasa en XM_0017 VSP, Proteina Fw 5 GCGAAAGTGATAGCAATGGG- 60
NADH NADH oxid 1377 EPEP )?1\4;15(?(?'117 variable de ¥
° oxidasa desintomia 07922 superficie (Marcial- Ry 5" TGAGGTAACAGAGGACGGAGC-
X esmtmgcante e Quino etal, 2016) 3’
2
PFOR Piruvato 3762 Oxidorreductasa XM_0017 P-FOR, Piruvato Fw 5" CTACGACATTGACTTTGCTG-3" 180
oxidoreductasa 08652.1 Ferrodoxin- Rv 5’ CCCATCTTCTTGTCCTTGAC-3"
GIA Giardina 1091 Proteina AF331827 oxidorreductasa
estructural del (BegaydarovaR. et
citoesqueleto al., 2015)
ACT Actina 1128 Pmtefnf'd 1 AF331826 NADH, oxidasa Fw 5 GCACCATATGGCTTCAACGG-3" 98
estructural de (Marcial-Quinoet ~ Rv 5’ CAGGCCTGTCCGTGTCATTA-3’
citoesqueleto al, 2016)
VSP Proteina variant 702 Proteina de U89152 . ;
de superficie membrana ALD, Aldolasa Fw 5° GAGTCCGTGAAGATGGCGA-3 149
(Marcial-Quino et Rv 5" GTCCCAAGTTCAGCCTCCAC-3’
al, 2016)
Culti " ., intesis de cDNA TPI, Triosa fosfato Fw 5" AGGAGCTCGGAGAGTCCAA-3’ 60
utilvo, extraccion y sintests de ¢ isomerasa (Marcial- Ry 5" ACACGGGCTCGTAAGCAAT-3’
Quino etal., 2016)
Se creci6 la cepa ATCC 30957 de G. lamblia siguiendo los GAPDH, Fw 5" CATGGAGCGTGCCTACTT-3" 237
parametros de cultivo previamente establecidos. Los Gliceraldehido 3- Rv 5" CACTCCAAGACCACATCC-3"
. . 5 P fosfatos-

‘Fratamlentos se realizaron con 1x10 tr.0f0201tos, se deshidrogenasa

incubaron 48 horas a 37°C en presencia de la ICso (Marcial-Quino et

determinada para cada compuesto. Posteriormente se al, 2016)

extrajo el RNA total siguiendo la técnica de TRIZOL®. La PPDK, Piruvato Fw 5” TTGGAAACACAGGCGATGAC- 196

] i6n de i idad de RNA , is d DNA fosfato dicinasa 3

eva .ua,c10n | e integridad de y §1nte51s ec se (Marcial-Quino et Rv 5* TCATCATAGCACGCCTTCCA-3"

realiz6 segun lo reportado por Gutiérrez-Cardona et al., al, 2016)

(2024). G6PD, Glucosa-6- Fw 5'- CTACCTTCACAAGGACAC-3 87
fosfato Rv 5'- ATACCGTCCTTAATACGA-3’
deshidrogenasa
6PGL, 6- Fw 5" TAGGGCAGCAATTCTGGG-3’ 83

Evaluacion de niveles de expresion Fosfogluconolacton Ry 5" TTCCCACTCTCACCAGCA-3”
asa

Para determinar los niveles de expresién de los genes: gPDerlé' . Fw 57 CTCGACATGATCCAGACTG-3" 80

. . . osfogluconato Rv 5" TCATAGGTGTGAGCTCCAA-3’

fosfofructocinasa,  piruvatocinasa,  glucosa-6-fosfato deshidrogenasa v

deshidrogenasa::6-fosfogluconolactonasa, 6- TKT, Fw 5’ AAGATCACCATACACGGC-3" 9%

fosfogluconato deshidrogenasa, transacetolasa, se realizd Transacetolasa Rv 5" ACGGGATAGGCATACGATA-3’

el disefio de oligonucleétidos especificos para amplificar PFK, Fw 5’ ATCTCTCAGATTGAAACG-3" 97

cada gen. Fosfofructocinasa Rv 5" AGTGATAGAGCGGAGTAA-3
PK, Piruvatocinasa Fw 5" AGGTGTGGATAAGAATCA-3" 97

Rv 5" GATCATTCCTGCTATGAC -3°
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Ademas, para determinar los niveles de expresion de los
genes: proteina estructural de superficie, giardina, actina,
piruvato ferrodoxin-oxidorreductasa, nadh oxidasa, triosa
fosfato isomerasa, gliceraldehido 3-fosfato-
deshidrogenasa y aldolasa (Tabla 2), se utilizaron los
primers previamente reportados (Marcial-Quino et al,,
2016; Begaydarova et al.,, 2015).

Para determinar los niveles de expresion se utilizaron
100 ng de cDNA del control y de los tratamientos con los
compuestos CNZ-7, CNZ-8, FLP-2, FLP-6, FLP-8 y NTZ. Se
utiliz6 el sistema kit Fast SYBR® Green Master Mix. Como
control negativo se analizé la expresion de los reactivos
en ausencia de cDNA para comprobar la ausencia de ADN
contaminante. Los ciclos de amplificacién se realizaron
en el equipo de PCR tiempo real, bajo las siguientes
condiciones: 95 °C durante 30 s, 40 ciclos de 95 °C por 3
sy 61 °C durante 30 s. 95 °C durante 3 sy 60 °C durante
30s.

Se realiz6 la normalizacion utilizando los valores medios
geométricos derivados del umbral del ciclo (Ct) y se
obtuvieron valores de expresion relativos a todos los
genes propuestos por el método 2-24¢t (Livak et al,, 2001).
Se realizaron 3 réplicas del analisis de cada reaccion para
los genes evaluados.

Para medir la expresiéon se tomé al gen Aldolasa de G.
lamblia como gen de referencia, el cual previamente fue
reportado por Marcial-Quino et al. (2016) como un gen
de referencia en el parasito. Los valores de expresion
relativa obtenidas se graficaron y evaluaron los efectos
causados por los compuestos en los procesos celulares en
el parasito G. lamblia.

Evaluacion de parametros farmacocinéticos y
fisicoquimicos de los compuestos antigiardiasicos
seleccionados

Para evaluar las moléculas como potenciales agentes
terapéuticos se realizé la determinaciéon de los
parametros fisicoquimicos de Lipinski y
farmacobiolégicos ADMET, los cuales se calcularon
mediante el uso de servidores computacionales; en los
cuales se utilizé la notacién SMILE de los compuestos
seleccionados. Los parametros fisicoquimicos se
calcularon utilizando el servidor en linea Chemicalize
(https://chemicalize.com/app/calculation) y los
parametros ADMET se evaluaron en el software libre
ADMETlab 2.0. ( https://admetmesh.scbdd.com/).

Actividad giardicida de compuestos seleccionados en
una cepa resistente a nitazoxanida

Para evaluar el efecto de los compuestos CNZ-7, CNZ-8,
FLP-2, FLP-6 y FLP-8 en una cepa de G. lamblia resistente
a farmacos, se realizd un ensayo para determinar los
valores de ICso en una cepa resistente a NTZ, aislada de
un paciente (Reyes-Vivas et al., 2016).

Se utilizé un precultivo en confluencia como punto de
partida y se realiz6 una curva dosis respuesta utilizando
una concentracioén inicial del compuesto de 25 pM en un
volumen final de 1.5 mL de medio TYI-S-33, seguida de
diluciones seriadas del compuesto. Cada tratamiento se
inoculé con 15 x 104 trofozoitos y se incubd durante 48 h
a37°C.

Al final de la incubacién, se determind el namero de
trofozoitos mediante el ensayo de azul tripan y conteo en
camara de Neubauer. El porcentaje de viabilidad a cada
concentracion del compuesto se calcul6 utilizando el
control negativo como referencia.

Resultados y Discusion

Evaluacion de moléculas con potencial efecto
giardicida en cultivos de Giardia lamblia

Previamente nuestro grupo de trabajo identific6 3
moléculas inhibidoras de la actividad de la enzima
G6PD::6PGL del parasito G. lamblia (Figura 1), los
compuestos CNZ-7, CNZ-8 y FLP-2 (Morales-Luna et al.,
2022).

Por lo que se evalud el efecto de los compuestos en la
viabilidad del parasito, ademas, se evaluaron dos
compuestos, nombrados, FLP-6 y FLP-8 no inhibidores
de la enzima, que mostraron inhibicién del cultivo a
concentracion de 25 pM.

Los 5 compuestos comparten la estructura del nitrotiazol
compuesto por el anillo de tiazol y el grupo NO2 unido al
anillo, el cual es relevante ya que se le atribuye su
actividad antimicrobiana y antiparasitaria (Navarrete-
Vazquez et al., 2015).

Ademas, contienen un grupo amida que es el grupo que
une al anillo con el resto de los grupos de las moléculas.
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Figura 1. Estructuras quimicas de los compuestos CNZ-7, CNZ-
8 y FLP-2, inhibidores de la enzima G6PD, y FLP-6 y FLP-8,
inhibidores de la viabilidad de los cultivos de G. lamblia. Los
cinco compuestos son analogos de la nitazoxanida. La region
estructural compartida por los compuestos comprende el anillo
de tiazol unido a un grupo nitro, seguido de los sustituyentes
urea o amida.

Se evalu¢ el efecto de diferentes concentraciones de los
compuestos seleccionados en la viabilidad del cultivo de
trofozoitos de G. lamblia, cepa ATCC 30957 después de
48 horas de incubacién a 37°C. Se observo una relacién
dosis-dependiente, donde la viabilidad del cultivo
disminuyé a concentraciones mas altas de los
compuestos (Figura 2) y se compar6 con el efecto de los
farmacos nitazoxanida (NTZ) y metronidazol (MTZ). A
partir de los valores de viabilidad calculados para cada
compuesto, se determind el valor de ICso utilizando el
software IC50 Calculator.

Los resultados obtenidos, Tabla 3, mostraron que el
compuesto FLP-2, fue el inhibidor de la G6PD::6PGL que
present6 el valor de ICso menor de los tres inhibidores,
con un valor de 3.6 puM, el cual es un valor similar al
calculado para los controles NTZ y MTZ con 3.4 uM y 4.3
UM respectivamente, este compuesto podria continuar
evaludndose ya que podria ser utilizado como una
alternativa para el tratamiento en pacientes que
presentes giardiasis ocasionada por una cepa resistente,
de igual forma los dos compuestos restantes mostraron
valores bajos con respecto a los reportados por otros
equipos de investigaciéon (Auriostigue-Bautista et al,
2022; Rufino-Gonzalez et al., 2019; Hernandez-Ochoa et
al.,, 2017).

El compuesto CNZ-7 presenté valor 5.2 uM y CNZ-8 11.1
UM. Por otra parte, los compuestos FLP-6 y FLP-8 fueron
los que presentaron los valores de ICso mas bajos con
respecto a los 5 compuestos evaluados, con valores de
0.28 pM y 0.1 uM respectivamente. Lo que indica que
podrian ser compuestos con mayor actividad giardicida
ya que presentan mayor potencia que los fArmacos, FLP-
6 presentd potencia relativa 12 veces mayor que NTZ y
15 veces mayor que MTZ, por otro lado, FLP-8 presenté
34 y 43 veces mayor potencia que NTZ y MTZ
respectivamente.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de cultivo de G. lamblia en
presencia de los compuestos A. inhibidores de la enzima GL-
G6PD::6PGL: CNZ-7, CNZ-8. B. inhibidores del cultivo de
trofozoitos de G. lamblia FLP-2, FLP-6, FLP-8 y C. de los
controles MTZ y NTZ. Los valores representan la media *
desviacién estandar de tres experimentos independientes, con
errores estandar inferiores al 5 %.

Evaluacion de citotoxicidad de los compuestos
quimicos en cultivos celulares CaCo-2 y HT29

Con la finalidad de evaluar el efecto de las moléculas
inhibidoras en células humanas, se realizé el analisis de
citotoxicidad utilizando dos lineas celulares humanas, las
cuales pertenecen a estirpes celulares que se encuentran
presentes en el microambiente donde se aloja el parasito
G. lamblia. Se determiné el efecto dependiente de la
concentracion de los compuestos CNZ-7, CNZ-8, FLP-2,
FLP-6 y FLP-8, en la viabilidad de las células Caco-2 y
HT29, y se calcularon los valores de CCso.
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Figura 3. Efecto citotoxico de los compuestos en las curvas de
concentraciéon-respuesta de células Caco-2 y HT-29 para la
viabilidad celular de (A) células Caco-2 y (B) células HT29
tratadas con CNZ-7, CNZ-8, FLP-2, FLP-6 y FLP-8. El analisis de
proliferacion celular se determin6 mediante el ensayo XTT de
viabilidad. Los valores representan la media + desviaciéon
estindar de tres experimentos independientes, con errores
estandar inferiores al 5 %.
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Los graficos de viabilidad de las lineas celulares Caco-2
(Figura 3A) y HT29 (Figura 3B), mostraron baja toxicidad
de los compuestos, es posible determinar que a las
concentraciones ICso de los compuestos, calculadas para
los cultivos de los parasitos las lineas celulares muestran
disminucién de viabilidad de 1% aproximadamente,

Tabla 4. Valores predictivos farmacocinéticos calculados con
ADMETLab 2.0 para los compuestos CNZ-7, CNZ-8, FLP-2, FLP-
6, FLP-8 y nitazoxanida. Los valores de probabilidad de
prediccién se muestran con seis simbolos: 0-0.1 (---), 0.1-0.3 (-
-), 0.3-0.5 (-), 0.5-0.7 (+), 0.7-0.9 (++), and 0.9-1.0 (+++).

Tabla 3. Compuestos
Modelo
Tabla 3. Actividad giardicida in vitro y citotoxicidad selectiva oNz7 | cNz8 | FLP2 FLP-6 FLP-8 | Nitazoxanida
de compuestos. Los numeros entre paréntesis corresponden a
la relacidn CCso/ICso entre células de mamiferos y trofozoitos Absorcion
de la cepa ATCC 30957 (indice de selectividad). | Gestrointestina - - - - ) )
IC_ (uM) CC., (uM) Caco-2 - - -
50 50 Permeabilidad 4839 4686 4.798 4.789 4.908 5038
Compu- G G lamblia Caco-2 Unién a proteinas | oo, 935% | 96.4% | 97.8% | 96.6% 97.2%
esto lam- (NTZ HT-29 (SI) (SI) en plasma ’ : ' ’ ’
blia resistente) Permeabilidad de
la barrera (=) (=) (++) (=) () (+++)
CNZ-7 5.26 2.5 529 (100) 640 (121) D | hematoencefslica
CNZ-8 11.1 13.7 622 (56) 633 (57)
Volumen de
FLP-2 36 0.37 1912 (531) 3184 ditribucion | 1899 L/ke [0526 L/kg | 1.321/ke | 1.085 L/kg 0633 L/kg | 0.478L/kg
(884)
FLP-6 0.28 0.54 115.33 (411) 178.18 CYP3AdSustrato | () 0 =) ) ) )
(636) M
FLP-8 0.10 1.19 43.67 (436) 46 (460) CYP2D6 Sustrato (+++) (+++) (+++) (+) (-) ()
MTZ 3.4 No 550 (161) 545 (160)
. ] ] 3.832 1.697 4.826 4381 2,615 2,529
determinado (Martinez- (Martinez- CL plasma mL/min/Kg |mL/min/Kg|mL/min/Kg|mL/min/kg|mL/min/kg|] mL/min/kg
Rosas et al., Rosas et al., E
2023) 2023) vidamedia (T ) | <3 <3h <3h <3h <3h <3h
NTZ 43 7.29 634 (147) 580 (134)
(Martinez- (Martinez- Bloq:ssgores () () () () () ()
Rosas et al., Rosas et al,,
2023 2023 ici
) ) g |Toxicidad Agudaenf (++4) (+++) (+++) (++4) (+44)

Prediccion de valores ADMET de las moléculas
antigiardiasicas

Con la finalidad de establecer si los compuestos son
buenos candidatos a farmaco y su biodisponibilidad, se
determinaron los parametros predictivos de Lipinski y
ADMET de los compuestos CNZ-7, CNZ-8, FLP-2, FLP-6 y
FLP-8, los resultados obtenidos se compararon con los
resultados del fairmaco nitazoxanida.

Los parametros ADMET son pardmetros relevantes en la
investigacién y desarrollo de nuevos farmacos, ya que
permiten predecir cdmo se comportara un compuesto en
el organismo y si es seguro y eficaz antes de proceder con
estudios clinicos en humanos. La Tabla 4 muestra los
valores determinados para los 5 compuestos y para el
farmaco NTZ, se observa que todos los compuestos
cumplen con criterios aceptables para los parametros
farmacocinéticos.

ratas

Carcinogénesis (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (++)

La absorcion predice valores aceptables para absorcién
gastrointestinal y para permeabilidad a células Caco-2
las cuales se han utilizado ampliamente como modelo de
permeabilidad en fAirmacos. En distribucion, los valores
de unién a plasma en sangre son mayores al 90%para
todos los compuestos incluyendo a NTZ.

En cuanto a la permeabilidad de la Dbarrera
hematoencefalica FLP-2 y NTZ no son permeables y para
volumen de distribucién se predicen buenos valores en
los 5 compuestos. Respecto al metabolismo, se
determin6é que los compuestos son sustratos de los
citocromos CYP3A4 y CYP2D, ambos relevantes en el
metabolismo de los fArmacos.
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La clarancia y la vida media son dos conceptos
farmacocinéticos relacionados con cémo un farmaco se
elimina del cuerpo y el tiempo que permanece en el
organismo, los compuestos mostraron valores
aceptables en estos parametros.

Por ultimo, en toxicidad mostraron baja probabilidad de
bloqueo del canal hERG y podrian considerarse
moléculas no cardiotoxicas, exhibieron una moderada
toxicidad oral en ratas y en cuanto a cancerigenos,
algunos compuestos demostraron poseer valores
positivos, es importante resaltar que estos estudios
bioinformaticos en general solo nos permiten predecir
los posibles comportamientos de los compuestos, por lo
que es importante el verificar experimentalmente sus
posibles efectos en modelo animal para poder
determinar estos pardmetros y asi asegurar que los
compuestos sean seguros para su uso terapéutico.

Elucidacion de las alteraciones celulares
ocasionadas por los compuestos antigiardiasicos

La glucolisis es relevante en el metabolismo energético
de G. lamblia, probablemente debido a la ausencia de
mitocondrias en este parasito. Ademas, el parasito posee
mecanismos que incrementan la eficiencia de la
glucolisis, como los que involucran las enzimas piruvato
fosfato  dicinasa (PPDK) y fosfofructoquinasa
dependiente de fosfato inorganico (PFK) (Feng et al,
2008; Tian et al.,, 2010; Park et al., 1997). Se evalud la
expresion de genes que codifican proteinas de glucélisis
para dilucidar si los efectos causados por los compuestos
sobre la viabilidad del parasito estan relacionados con
cambios en la expresién de estos genes.

Los resultados indican una expresion diferencial de
varios genes relacionados con el metabolismo después
de la incubacién con los cinco compuestos. Como se
observa en la Figura 4, la expresion génica de PFK mostro
una reduccioén en los trofozoitos cuando se expuso a CNZ-
7, CNZ-8, FLP2 y NTZ, aunque la disminucién no fue
estadisticamente significativa en comparacién con el
grupo control, mientras que FLP-6 y FLP8 indujeron un
aumento significativo (P < 0.001) en la expresién del gen
PFK. Con respecto a la expresion del gen TPI, todos los
compuestos y los farmacos NTZ indujeron una
disminucidn significativa (P < 0.001) en la expresion. Por
el contrario, los trofozoitos tratados con todos los
compuestos y NTZ mostraron niveles aumentados de
expresion génica de GAPDH, PK, PPDK y PFOR. El gen
GAPDH que codifica una enzima reguladora de la via de la
glucolisis mostré una sobreexpresién significativa (P <
0.001) con los compuestos FLP-2 y NTZ (cambio de 18.3
y 17.2 veces, respectivamente) en comparaciéon con el
grupo control.

Este aumento podria estar relacionado con un mayor
requerimiento energético para sobrevivir o proliferar en
presencia de compuestos que afectan el metabolismo
(Zhang et al., 2015; Sirover, 2017). También podria ser
una respuesta a la muerte celular del parasito, ya que
varios estudios han relacionado la enzima GAPDH con la
apoptosis (Zhang et al.,, 2015; Nicholls et al., 2012).

Los genes PK 'y PPDK codifican enzimas que catalizan la
conversion de fosfoenolpiruvato (PEP) a piruvato con la
produccion de una molécula de ATP que contribuye al
acervo de ATP que G. lamblia necesita para su
supervivencia (Han y Collins, 2012; Feng et al,, 2014). La
enzima PPDK utiliza AMP y pirofosfato (PPi) como
sustratos para producir ATP. De esta manera, la enzima
PPDK es esencial para la supervivencia del parasito en
condiciones anaerodbicas, ya que le permite obtener
energia sin depender del ADP, lo cual constituye una
ventaja adaptativa en su entorno microaeroéfilo (Feng et
al,, 2014).

Los resultados de la expresiéon génica muestran un
aumento en la expresion tanto de PK como de PPDK; sin
embargo, los compuestos CNZ-7, CNZ-8 y FLP-2
mostraron una sobreexpresion significativa con un
cambio de 15.8,8.2 y 21.8 veces en PPDK en comparaciéon
con el grupo control.
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Figura 4. Expresion relativa de genes glucoliticos en G. lamblia,
determinada mediante RT-qPCR. Se comparé la expresion
génica entre parasitos cultivados sin tratamiento (control
negativo) y trofozoitos expuestos a compuestos, utilizando la
aldolasa como gen de referencia. Cada color corresponde a
diferentes compuestos: rojo: CNZ-7; azul: CNZ-8; verde: FLP-2;
morado: FLP-6; naranja: FLP-8; gris: NTZ; y negro: control
negativo. El asterisco indica una diferencia significativa (P <
0.05) en la expresion. Los valores representan la media DE + de
tres réplicas.

Con respecto a la expresidn del gen PFOR, se determiné
que los trofozoitos tratados con los compuestos CNZ-7,
FLP-2 y NTZ mostraron una sobreexpresion significativa
con un cambio de 7.4, 16 y 14 veces con respecto al grupo
control.
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El gen PFOR codifica una proteina relevante para el
metabolismo de G. lamblia ya que, a través de la
descarboxilacion oxidativa del piruvato a acetil-CoA y
CO2, los dos electrones generados a partir de la reaccidon
PFOR se transfieren a la ferredoxina, esta enzima ayuda
en los procesos de desintoxicacién y produccién de
energia del parasito (Raj et al,, 2015; Fox y Saravolatz,
2005). Previamente, se reporté que la enzima PFOR
podria ser un blanco de NTZ dado que NTZ se comporta
como un inhibidor catalitico de GIG6PD::6PGL (Martinez-
Rosas et al., 2023). De manera similar, CNZ-7 y FLP-2 se
comportan como inhibidores cataliticos de G6PD
(Morales-Luna et al., 2022), por lo que el aumento en la
expresion del gen PFOR probablemente esta relacionado
con la inhibicién de la enzima PFOR, y el parasito intenta
compensar esta inhibicién con la mayor produccién de
ARNm de PFOR (Begaydarova et al.,, 2015).

Ademas, se evalud la expresion de genes involucrados en
la via de las pentosas fosfato, una via estrechamente
relacionada con diversos procesos metabdlicos como la
sintesis de nucleétidos, la producciéon de moléculas de
NADPH, ttiles en la respuesta al estrés oxidativo, la
sintesis de lipidos y la sintesis de intermediarios de otras
vias como el gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y la fructosa-
6-fosfato (TeSlaa et al,, 2023; Stincone et al.,, 2015). La
expresion de los genes G6PD::6PGL, 6PGDH y TKT mostré
un perfil de expresién diferencial en presencia de los
cinco compuestos en comparaciéon con el grupo control
(Figura 5).
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Figura 5. Expresion relativa de los genes de la via de las
pentosas fosfato en G. lamblia, determinada mediante RT-qPCR.
Se compard la expresion génica entre parasitos cultivados sin
tratamiento (control negativo) y trofozoitos expuestos a
compuestos, utilizando la aldolasa como gen de referencia.
Cada color corresponde a la evaluaciéon de diferentes
compuestos: rojo: CNZ-7; azul: CNZ-8; verde: FLP-2; morado:
FLP-6; naranja: FLP-8; gris: NTZ; y negro: control negativo. El
asterisco indica una diferencia significativa (P < 0.05) en la
expresion. Los valores representan la media DE * de tres
réplicas.

Se ha reportado que los farmacos aromaticos de
nitrotiazol, como NTZ, inducen un aumento significativo
en la produccidon de radicales superéxido, una de las
enzimas involucradas en la desintoxicacion de especies
reactivas de oxigeno en G. lamblia es NADHox (TeSlaa et
al,, 2023; Castillo-Villanueva et al., 2016; Mastronicola et
al,, 2016). En este trabajo, determinamos los perfiles de
expresion del gen NAHDox en trofozoitos tratados con
los cinco compuestos y NTZ; los perfiles mostraron
diferentes efectos en la expresion génica. En presencia de
los compuestos CNZ-7, CNZ-8 y FLP-8, hubo aumento de
la expresiéon génica en 1.7, 4.2 y 1.7 veces mas que el
control; para FLP-2 y NTZ, la expresiéon disminuyd. El
ultimo gen analizado de la PPP fue TKT, una enzima que
participa en la fase no oxidativa de la via; CNZ-8, FLP-6 y
FLP-8 disminuyeron su expresion en 1.4, 1.2 y 1.7 veces
comparado con el control. Por otro lado, CNZ-7, FLP-2 y
NTZ aumentaron su expresion 1.9, 45.1 y 36.1 veces en
comparacién con el control, lo que sugiere que los
trofozoitos podrian requerir una mayor disponibilidad
de intermediarios glucoliticos. Esto se debe a que uno de
los productos de la fase no oxidativa de la via de la
pentosa fosfato actila como intermediario en esta ruta
metabdlica.

Por ultimo, se analiz6 la expresion de genes que codifican
proteinas relevantes para la funciéon estructural y la
estabilidad de la membrana del parasito, Figura 6. Se
evalud la expresion de actina y od-giardina, ambas
proteinas del citoesqueleto, esenciales para la estructura,
movilidad y divisién celular del parasito. La actina juega
un papel relevante en el disco ventral ya que contiene
filamentos de actina que ayudan en su ensamblaje y
estabilidad, permitiendo al parasito resistir el flujo
intestinal y permanecer anclada a su sitio de infeccién, lo
que a su vez se asocia con la adhesion del parasito. En
cuanto a la giardina, es una proteina que solo se
encuentra en G. lamblia, y su funcion es brindar rigidez y
estabilidad estructural de las células, esti estrechamente
asociada con el disco ventral y los flagelos, por lo que es
relevante para la motilidad del parasito (Touz et al,
2018; Gadelha etal., 2020). La expresion de ACT aumenté
en los tratamientos CNZ-7 y FLP-6 y tuvo una expresion
2.1 y 2.5 mas alta en comparaciéon con el control, en
contraste, la expresion de FLP-2 disminuy6 10 veces. La
expresion de GIA aumentd 2.6 veces, en presencia de
CNZ-7,12.5 veces CNZ-8, 20.1 veces en FLP-2 y para FLP-
6, 2.6 veces mas en comparacién con el control, por su
parte, FLP-8 y NTZ no mostraron cambios en su
expresion. Finalmente, la expresiéon de VSP aumentd
47.8,5.9y 2.4 veces para los compuestos FLP-2, FLP-6 y
FLP-8 con respecto al control, lo que indica que estos
compuestos probablemente afectan en mayor medida la
estabilidad estructural.
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Figura 6. Expresion relativa de genes estructurales en G. 0 M 10 15 20 26

lamblia determinada mediante RT-qPCR. Se compard la
expresion génica entre parasitos cultivados sin tratamiento
(control negativo) y trofozoitos expuestos a los compuestos
CNZ-7,CNZ-8, FLP-2, FLP-6, FLP-8 y nitazoxanida, utilizando la
Aldolasa como gen de referencia. Cada color corresponde a la
evaluacién de diferentes compuestos: rojo: CNZ-7; azul: CNZ-8;
verde: FLP-2; morado: FLP-6; naranja: FLP-8; gris: NTZ; y
negro: control negativo. El asterisco indica una diferencia
significativa (P < 0.05) en la expresién. Los valores representan
la media DE * de tres réplicas.

El andlisis de expresiéon realizado mostré cambios
significativos en los niveles de expresion de varios genes
metabdlicos en respuesta a la exposiciéon de G. lamblia a
la concentracion ICso de cada compuesto a las 48 horas.
Los genes analizados mostraron variaciones en su
transcripcidn, lo que sugiere una posible relacion entre la
regulacion de estos genes y la muerte celular del parasito.

Estos resultados respaldan la hipdtesis de que la
alteracion en la expresion de genes metabdlicos podria
contribuir a la eficacia de los compuestos en la
eliminacidn del parasito. Se observé que los compuestos
pertenecientes a la familia FLP: FLP-2, FLP-6 y FLP-8,
fueron los mas potentes y mostraron los valores ICso mas
bajos, también, ocasionaron mayores alteraciones en los
genes de las enzimas de la via PPP, lo que a su vez causa
mayores alteraciones en el metabolismo y afecta la
homeostasis celular, alterando asi la expresién de otras
proteinas relevantes para la supervivencia del parasito,
como las proteinas estructurales.

Elucidacion del efecto de los compuestos sobre
cepas resistentes a firmacos

Por tultimo, se evalu6 el efecto de los cinco compuestos
sobre la viabilidad de la cepa de G. lamblia resistente a
NTZ. Los trofozoitos se incubaron con diferentes
concentraciones de los compuestos durante 48 h y se
determin6é el porcentaje de viabilidad para cada
condicién. Como se muestra en la Figura 7, se observé un
comportamiento dependiente de la concentracion.

Concentracion (uM)

Figura 7. Curvas de crecimiento de una cepa de cultivo de G.
lamblia resistente a NTZ en presencia de los compuestos CNZ-
7, CNZ-8, FLP-2, FLP-6, FLP-8 y el fArmaco NTZ. Los trofozoitos
se incubaron con los compuestos durante 48 h a 37 °C, se
utilizaron concentraciones crecientes de cada compuesto.

Los resultados indicaron que CNZ-8, FLP-6 y FLP-8
mostraron valores de ICso mas altos (13.7,0.54y 1.19 uM,
respectivamente) en comparacion con la cepa ATCC.

Sin embargo, aunque los valores de ICso de FLP-6 y FLP-
8 fueron mayores, estos valores son inferiores a los
determinados para NTZ (ICso = 7.29 uM), lo que indica
una potencia de 6 a 13 veces mayor que la de este
fArmaco (Tabla 3). Por el contrario, los compuestos CNZ-
7 (ICso = 2.5 uM) y FLP-2 (ICso = 0.37 pM) mostraron una
disminucién, reduciendo la ICso de la cepa sensible a la
nitazoxanida en 2 y 5 veces, respectivamente. Este efecto
podria atribuirse a cambios especificos en la cepa
resistente que la hacen mas susceptible a estos
compuestos. Los hallazgos sugieren que los compuestos
evaluados en este estudio inhiben la viabilidad de los
cultivos de cepas resistentes a la NTZ, lo que refuerza su
potencial como prometedores agentes antigiardiasicos.

Conclusiones

Se identificaron cinco moléculas con potencial efecto
giardicida, las cuales mostraron baja citotoxicidad en
lineas celulares humanas. Asimismo, se predijeron sus
propiedades ADMET, cumpliéndose satisfactoriamente
los pardmetros farmacocinéticos y de seguridad
evaluados. Adicionalmente, se analizaron las
alteraciones inducidas por estos compuestos en la
expresion de genes involucrados en rutas metabdlicas
clave del parasito, asi como en proteinas esenciales para
la estructura de Giardia lamblia. Entre los compuestos
evaluados, los FLP destacaron por presentar el mayor
efecto giardicida a bajas concentraciones, incluso frente
a cepas resistentes nitazoxanida (NTZ).
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