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Párrafo Dice 

Citrato férrico de amonlo.0.03 g 

Acldo ascórblco. 0.2 g 

Biiis bovina. 0.5 g 

Fosfato de potasio monobáslco. 0.69 

Fosfato de potasio dlbáslco. 0.1g 

Cloruro de clstelna. 0.3g 

Cloruro de sodio. 0.3g 

Glucosa. 1.5g 

Extracto de levadura. 1.5g 

Triptona. 3.0g 

Debe decir 

Citrato férrico de amonio 3 mg 

Ácido ascórblco.20 mg. 

Bilis bovina. 100 mg 

Fosfato de potasio monobáslco. 60 mg 

Fosfato de potasio dlbásico. 100 mg 

Cloruro de clstelna. 200 mg 

Cloruro de sodio. 200 mg 

Glucosa. 1 g 

Extracto de levadura. 1 g 

Trlptona. 2 g 
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Resumen 

El protozoario flagelado Giardia duodena/is (G. lamb/ia, G intestina/is) es 

el agente causal de la giardiosis, que se adquiere al ingerir los quistes viables, 

provenientes de un hospedero de la misma o de diferente especie.9
•
15 El 

mecanismo de transmisión es por fecalismo fundamentalmente por vla hldrica 

aunque, el ciclo directo (ano-mano-boca) favorece su rápida propagación. 15
"'

3 

Los estudios epidemiológicos realizados en la última década han proporcionado 

Información sobre el incremento de esta parasitosis, que daña principalmente a 

los niños, aunque puede afectar a Individuos de todas las edades y estatus 

económicos. La giardiosis puede producir diarrea, slndrome de mala absorción, 

desnutrición y en la población infantil puede dejar secuelas como: baja estatura, 

pérdida de peso y bajo rendimiento escolar. 2
•·

28 

Esta protozoosls intestinal es dificil de erradicar, probablemente, porque los 

pacientes se relnfectan o porque los tratamientos no tienen un 100% de 

efectividad o quizá se deba a que están surgiendo cepas resistentes a los 

fá.rm~~os ~ctuales. 37.<o.•2 .. 8 

AunqGe :.no . hay un fármaco especifico contra este protozoario, los 

a'ntlparasltarios que tienen efecto antigiardiásico van desde la Quinacrina, 

Nitroimldazoles, nitrofuranos hasta los Benzimidazoles. Estos producen efectos 

adversos y pueden serteratogénicos y mutagénicos.3s-39 

El presente trabajo tiene como propósito evaluar in vitro el efecto antigiardiásico 

de la Nitazoxanlda (Ntz) y compararlo con el Tinidazol (Tnz), fármaco de 

primera elección en el tratamiento de la giardiosis, mediante el ensayo 



calorimétrico que tiene como fundamento la reducción del MTT a formazán por 

la acción de las deshidrogenasas de las células vivas. 

Los resultados mostraron que el aislado INP231087MM (paciente pediátrico) 

fue el más resistente, el 100% se sensibilidad se obtuvo con 7 µg/mL de Ntz y 5 

~1g/mL de Tnz. Mientras que el aislado de INP170693HG8 (gato) fue el más 

sensible, el 100% de sensibilidad fue con 3 µg/mL. de ambos fármacos. La 

velocidad de acción, fue el otro parámetro que marcó una diferencia 

significativa en la respuesta de los fármacos, misma que colocó al Tnz como el 

fármaco de mayor velocidad de acción. 
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ANTECEDENTES 

Moñologfa 

G. duodena/is es un protozoario sarcomastlgóforo que presenta un disco 

suctor con el que se adhiere al sustrato, un cuerpo medio en forma de clava de 

martillo, dos núcleos, cuatro flagelos y su citoesqueleto se compone de 

giardinas, a y 13 tubuilna. 1
•
2 

Esie parásito tiene dos estadios: el quiste y el trofozolto. El quiste es la 

estructura de resistencia y propagación del parásito en el medio ambiente, el 

trofozolto es el estadio vegetativo y tiene la función de reproducción y 

establecimiento de la infección en el huésped. 3
•
7 (Tabla 1; Figura 1) 

Tabla. 1.- Morfología del trofozolto y quiste de G. duodena/is. 

Características 

Función 

Forma 

Tamaño 

Disco suctor 

Número de núcleos 

Número de: fi::igelos 

Pared celular 

Complejo de Golgi 

Trofozoltos 

Reproducción y 

establecimiento de la 

infección 

Piriforme 

10-20 µm X 5-15 µm 

Presente 

2 

8 

Ausente 

Ausente 

Quistes 

Fase infectante, resistencia 

y propagación 

Ovoide 

8-12 µm X 7-10 µm 

Ausente 

2a4 

Ausentes 

Presente 

Presente solamente 

cuando se inicia su 

formación. 



Trofozolto Quiste 

Figura 1. Trofozoito y quiste de G. duodena/is. 

Ciclo biológico 

La infección se Inicia después de que el hospedero ingiere quistes viables, de 

los cuales eclosionan dos trofozoitos que se dividen por fisión binaria en los 

primeros 5 minutos, la infección se establece en el intestino delgado. El 

enquistamlento se Inicia a partir del yeyuno y finaliza con la salida de los 

quistes maduros en las heces. (Figura 2).8 Este ciclo se caracteriza por tener 

una rápida y eficiente propagación de la giardiosis principalmente, por la vla 

fecal-oral la cual, puede dar origen a la autoinfección externa en niños. 9 
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Fisión binaria 
longitudinal 

Figura 2. Representación del ciclo de vida de G. duodena/is. 



Posición taxonómica y diagnosis 

La taxonomía es la propuesta por Levlne (1980) 10 

Reino: Protlsta 

Subreino: Protozoa 

Phylum: Sarcomastigophora Honlgberg y Balamuth, 1963. 

Subphylum: Mastigophora. Diesing, 1966. 

Clase: Zoomastigophora Calkis, 1909. 

Orden: Dlplomonadida. 

Suborden: Diplomonadina 

Familia: Hexamitidae. Kent, 1980 

Género: Giardia. Kunstler, 1882. 

Especie: Giardia duodena/is. Filice, 1952. 

Sinonimias: G. lamblia. 

G. Intestina/is. 



Epidemiología 

La giardiosls es una parasitosls cosmopolita y su prevalencia depende 

de las condiciones de sanidad de cada reglón, afecta tanto a países en 

desarrollo como a Jos desarrollados." En México Ja frecuencia oscila del 14 al 

68.5 % y la población infantil es Ja más afectada, principalmente niños 

preescolares .12
"

3 

Los estudios epldemlológlcos han demostrado que el fecalismo es el 

mecanismo de Infección, Ja vla más Importante es mediante el agua de beber, 

debido a que los rlos y mantos acuíferos se contaminan con heces de humanos 

y/o animales parasltados, favoreciéndose también a Ja transmisión cruzada, 

(flujo de parásitos entre dos o más hospederos de diferente especie), está 

última apoya, la hipótesis de que la glardiosis es una zoonosis. 14
-
19 

Otras vías de contagio importantes son: el contacto directo de persona­

persona, el cual se favorece con la convivencia en centros recreativos y de 

trabajo,20
•
22 malos hábitos higiénicos, así como también Ja sodomía y felación.23 

Manifestaciones clínicas 

La glardiosis puede ser asintomática o producir: diarrea, dolor abdominal, 

vómito, mala absorción de: calcio, fósforo, grasas, glucosa, D-Xilosa, lactosa, 

glucosa, ácido fólico y vitaminas (Vitamina A y B 12). La baja estatura, anemia y 

debilidad se presentan cuando estos nutrientes faltan. 24
-
27 
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Patologra 

La mala absorción Intestinal, fue una de las primeras manifestaciones 

patológicas que se relacionaron con la glardiosis, se atribuye al daño que causa 

la adherencia de los trofozoltos al epitelio intestinal; éstos provocan 

aplanamiento y acortamiento de las vellosidades e incremento de las células 

inflamatorias, polimorfonucleares, hipercelularldad en la lámina propia e 

inflamación aguda de la mucosa.24
•
28 Aunque se desconoce la existencia de 

toxinas en Giardia, se ha observado un pequeño gen que tiene 57% de 

homologla con la sarafotoxinas presente en el veneno de serpientes del género 

Atractaspis, esta toxina causa cólicos, náuseas, vómito y diarrea, slntomas que 

también se presentan en la glardiosls.2
•
29"º 

Diagnóstico clínico 

En los laboratorios cllnicos, el método que más se usa para el diagnóstico de la 

giardiosis es el coproparasitoscópico (CPS) de concentración por flotación con 

sulfato de Zinc (Faust).31 Sin embargo, debido a la irregularidad con la que se 

excretan los quistes, 8
"

6 se deben considerar otros métodos que permitan 

complementar el examen microscópico: immunológicos,32 sondeo duodenal y 

cápsula de gelatina,33 la biopsia es una alternativa que deberá considerarse 

como última opción.29 La biologla molecular es una herramienta que 

probablemente en el futuro permita el diagnostico, sin tener la necesidad de 

utilizar métodos invasivos. 34 
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Tratamiento 

La terapia contra la giardiosis se inició en pacientes que presentaron esta 

parasitosis asociada al síndrome de mala absorción. El fracaso en el 

tratamiento y el aislamiento de cepas resistentes ha obligado a los médicos e 

investigadores a evaluar el efecto antigiardiásico de los desparasitantes que se 

encuentran en el mercado farmacéutico. 24 .35•37 

Quinacrina 

La Qulnacrina (Atabrine o Mepacrina) se utilizó en el tratamiento contra la 

malaria desde hace más de 70 años. La absorción de la Quinacrina se realiza 

rápidamente en el tracto intestinal y es ampliamente distribuida a todos los 

tejidos. Se usa como antigiardiásico desde 1939, su eficacia es del 90-95%; sin 

embargo, el fracaso del tratamiento siempre se ha observado en pacientes 

giardiasicos. Además debido a su alta toxicidad, se prescribe como última 

alternativa o cuando los Nitroimidazoles fracasan en el tratamiento. Los efectos 

colaterales que pueden presentarse son: náuseas, vómito, dolor de cabeza, 

fiebre, prurito, edema corneal, pigmentación amarilla en uñas y pelo, también 

puede provocar dermatitis exfoliativa, psicosis tóxica y hemólisis en personas 

con disminución de la glucosa 6 fosfato. La dosis prescrita es de 2 mg/Kg/día 

en tres dosis diarias por 7-10 días o 100 mg una vez al dla durante 5-7 
d ¡as. 2<.33.38-41.••-s 

El mecanismo de acción contra Giardia se desconoce; sin embargo, debido a 

que esta droga se Intercala en el DNA, probablemente, se inhibe la síntesis de 

ácidos nucleicos, la polimerización del RNA y la slntesis de proteínas;• aunque 

los trabajos de Upcroft y col. muestran que el mecanismo de acción es sobre la 

membrana citoplasmático del parásito.42 

Los estudios de sensibilidad in vitro han mostrado que hay cepas resistentes a 

la Qulnacrina;43
"' además, la resistencia se ha inducido en el laboratorio.•• 
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Furazolidona 

La Furazolidona (Furoxone) es un nitrofurano. Se descubrió en 1940 y se usa 

como antigiardiásico desde 1950. En pacientes pediátricos, es el 

desparasitante de primer orden debido, a que su actividad antigiardiásica se 

optimiza al absórbese poco en el tracto digestivo.47 
.. 

6 Se desconoce el 

mecanismo de acción. Los efectos colaterales que causa son: náuseas, vómito, 

diarrea, prurito, urticaria, reacciones de hipersensibilidad y cancinogénesis. 48 

Su efectividad es del 70-80%.3ª .. º·49 

La dosis es de 8-16 mg/kg de peso en cuatro dosis diarias por 7-10 dlas.38 
.. 

1
•
59 

Nitroimidazoles 

En la familia de los Nitroimidazoies están el Metronidazol, Tinidazol, Omidazol y 

Secnidazol, entre otros. Los Nitroimidazoles presentan en su molécula un grupo 

nitro con actividad reductora. 

Metronidazol 

El Metronidazol (Flagyl), se sintetizó en 1961. Este fármaco reemplazó a la 

Quinacrina en el tratamiento de giardiosis y entamoebosis.55 
.. Se reporta una 

eficiencia del 86%-95%. 39
•
54 La dosis recomendada es de 500 mg tres veces al 

día o 250 mg en tres dosis diarias por 5-7 días,39
•
41

.47 la vida media del 

Metronidazol (Miz) es de 7 hr y se absorbe completamente en el intestino. Los 

efectos colaterales pueden ser: náuseas, vómito, diarrea, dolor abdominal, 

vértigo y cuando se ingiere Miz con bebidas alcohólicas se produce el efecto 

antabuse, que consiste en la Inhibición de la enzima acetaldehido 

deshldrogenasa y causa intoxicación por acumulación de acetaldehído.•0
•
2

•
97 

Estudios en linfocitos humanos han mostrado que es genotóxico y que produce 

12 



daños irreversibles. Se ha reportado actividad teratogénica en pacientes que se 

exponen a concentraciones altas y por períodos prolongados, en roedores es 

carclnogénlco. 51
., 

La respuesta heterogénea a íos fármacos se ha reportado en aislados y clonas 

de G. duodenalis,66
.,. además en cepas de laboratorio se ha inducido 

resistencia mediante exposición intermitente de concentraciones subletales del 

fármaco y exposición a la luz ultravioleta.54 Estos estudios pueden explicar 

porqué los pacientes generan resistencia cuando son tratados con dosis 

subletales de fármaco o cuando interrumpen el tratamiento.•• 

El Metronidazol es el fármaco que más se ha estudiado como modelo para 

explicar el mecanismo de acción del radical nitro tóxico de los Nitroimidazoles, 

éste llega al citoplasma celular por difusión simple y se activa al ser reducido en 

la ruta metabólica de la fermentación oxidativa del piruvato. 50 En el flujo de 

electrones que realizan las proteínas Piruvato Ferrodoxin Oxido Reductasa 

(PFOR) y Ferrodoxina (Fd) se activa el radical tóxico del Miz, esté inhibe la 

síntesis de proteínas y ácidos nucleicos al intercalarse en el DNA.48
·
514

•
55

·
56 

La resistencia al Mtz en Giardia y otros protozoarios anaerobios como 

Trichomonas vagina/is, se presenta cuando decrece la actividad de las enzimas 

(PFOR) (Fd), debido a que disminuye el flujo de electrones que activan al 

Mtz.48
•
54

"
56

• Además, se ha encontrado que la resistencia al Mtz en Trichomonas 

vagina/is involucra también la disminución del gen que codifica para la 

ferrodoxina (Fd) disminuyendo su expresión fenotipica hasta en un 50%.42
•

55
•
56 
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Tinidazol 

El Tinidazol (Fasigyne) sustituye cada vez más al Mtz, algunos autores, lo 

consideran como el tratamiento idóneo en el tratamiento de la glardiosls por su 

alta eficacia. Cuando a los adultos se les administra de 1-2 g por dfa durante 2-

3 dlas y a los niños 300 mg distribuidas en dos dosis diarias durante 7 dfas, su 

eficiencia es de 85%-100%. 30
•
0

•
70 Los efectos secundarios que pueden llegar a 

presentarse son semejantes a los que se presentan en el tratamiento con Mtz, 

estudios recientes lo catalogan como genótoxico y citotó.xico.4
"

71 

Benzimidazoles 

Los Benzimidazoles se introdujeron en 1970, como drogas antihelmfntlcas, 

incluyen al Mebendazol (Vermox), Albendazol (Zentel), Oxfendazol 

(Benzelmin), Fenbendazol (Meltra) todos tienen actividad antigiardiásica; sin 

embargo, el Mebendazol y Albendazol son los Benzimidazoles que tienen 

mayor efectividad contra este parásito.9
•12-3 La dosis de Albendazol es de 400 

mg/dfa (distribuidos en tres dosis) por 5-7 dfas y la del Mebendazol es de 300-

400 mg/dfa (en tres dosis) por 5-7 dfas.39 Estos fármacos causan pocos y/o 

ningún efecto colateral.50 El mecanismo de acción de los Benzimidazoles es 

inhibiendo la polimerización de las protefnas del citoesqueleto de los trofozoftos 

de Giardia.•· 73 

Nitazoxanida 

Rossfgnol y Cavie sintetizaron en 1975, a la Nitazoxanida (Ntz) 5-nitrotiazol [2-

(acetolyloxy)-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamida (Daxon).84 Este fármaco es de 

amplio espectro, compuesto de dos grupos, el radial nitro de los Nitroimidazoles 

y el tfazol de los Benzimidazoles. Su metabolito principal es la Tizoxanida. 74 

Tiene buena actividad contra cestodos: Hymenolepis nana, Taenia solium. 
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Nematodos: Ascaris /umbricoides, Necator americanus, Strongy/oides, 

stercora/is y Enterobius vermicularis. Trematodos: Dicrocoe/ium dentriticum y 

Protozoarios: Blastocystis hominis. También actúa contra bacterias como 

Bacteroides sp.••-6.74-Bo • Aunque algunas cepas de Crytosporidum parvum, 

Neospora caninum y Entamoeba histolytica han mostrado menor sensibilidad a 

la Ntz que a Paromomicina, Pirimetamina (Daraprim), Trimetropim/ 

Sulfametaxazol (Bactrin) y Quinfamida (Amefin)."·9 

La Ntz causa pocos efectos colaterales: dolor epigástrico, náuseas y diarrea.84 

El mecanismo de acción se desconoce, sin embargo, debido a que tiene un 

grupo nitro y un tiazol su mecanismo de acción, podría parecerse al de los 

Nitroimldazoles y/o Benzimidazoies. 

Hasta el momento, no hay reportes de sensibilidad in vitro de los trofozoltos de 

Giardia a este fármaco, por lo que es importante determinar el efecto 

antiglardiásico de este fármaco para contar con otra alternativa en el 

tratamiento de esta parásitosis. 

IS 



Justificación 

En México se está distribuyendo la Ntz. Sin embargo, no hay estudios in 

vitro de susceptibilidad de los trofozoftos de Giardia a este fármaco, de ah! la 

importancia de analizar su efecto antlgiardiásico. 

Hipótesis 

• Ho: Si los trofozoftos de Giardia duodena/is obtenidos de diferentes 

hospederos, tienen la misma susceptibilidad a la Nitazoxanida, entonces la 

dosis fetal será la misma para todos los aislados. 

• H1: Si los trofozoitos de Giardia duodena/is obtenidos de diferentes 

hospederos, no tienen la misma susceptibilidad a fa Nitazoxanida, entonces ta 

dosis letal será diferente para cada uno de los aislados. 

Objetivo 

Determinar la susceptibilidad de los trofozoltos de G. duodena/is 

obtenidos de diferentes huéspedes, a la Ntz y compararla con el Tnz. 
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Material y métodos 

Material biológico 

Los aislados de G. duodena/is que se incluyeron en el estudio se 

describen en la (Tabla 2). El acrónimo de cada aislado tiene las iniciales del 

Instituto Nacional de Pediatrla (INP), la fecha en que se obtuvo el aislado (dla, 

mes, año) y las letras mayúsculas fueron determinadas arbitrariamente. 

Tabla 2. Aislados seleccionados para este trabajo. 

Acrónimo Hospedero 

INP231087MM Niño 

INP210897AXA-1 Adulto 

INP300695CP5 Perro 

INP170693HG8 Gato 

Tamaño de la muestra 

Método de obtención 

Desenquistamiento 

Desenquistamiento 

Desenquistamiento 

Resección intestinal 

(trofozoltos) 

El tamaño de la muestra, se calculó con la formula siguiente: basándose en el 

número de veces que era necesario repetir el ensayo, para obtener un error a 

de 0.005,80 para cada una de las concentraciones en las que se obtuviera la 

mortalidad de los trofozoitos. El número calculado fue de seis repeticiones, 

pero éstas se realizaron por duplicado con el objeto de aumentar la 

confiabilidad de los resultados. 
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A partir de aqul, en este trabajo, se deberá de entender que ensayo y 

repetición se refiere a un mismo evento. 

(zá+Z )(p,q, + p,q,) 
n= . .... · (p r 

.·... ,-p~ 

En donde: 

n = Número de repeticiones 

Zª =(desviación normal correspondiente al nivel de signlflcancla). 

Zp = (desviación normal correspondiente a la probabilidad de p en una curva de 

2 colas). 

p=95% (probabilidad de eventos positivos de Ntz). 

q=5% (Probabilidad para aceptar el error tipo 11). 

P= 2(1-P') 

Confiabilidad estadfstica al 95% y un a=0.005.84 

Cultivo y cuantificación de los trofozoitos 

Los trofozoftos de G. duodena/is se cultivaron axénicamente en el medio, TYl­

S-33 (Apéndice 1), en tubos de vidrio con tapón de rosca (100 x 75 mm). Estos 

se Incubaron por 48 horas a 37 ºC, solamente se utilizaron los trofozoítos 

adheridos, por lo que, a los tubos con monocapa se les decantó el medio de 

cultivo y se les adicionó PBS. Para desadherir a los trofozoítos de la pared de 

los tubos, se enfriaron en un baño de hielo por diez minutos, se centrifugaron a 

3700 r.p.m., durante 1 O minutos y el paquete celular se lavó tres veces con 

PBS a 4ºC. El concentrado de células se llevó a un volumen final de 1 mL con 

PBS, los trofozoitos se contaron en una cámara de Newbauer y para conocer el 

número total se utilizó la siguiente fórmula: 
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Número de células por mL = No. Células contadas / número de cuadrantes 

contados en la cámara X 10,000 X dilución. (protocolo de Sigma). 

Sensibilidad de los trofozoítos a la Nitazoxanida 

La determinación de la sensibilidad (susceptibilidad) de los trofozoftos a la Ntz y 

al Tnz se llevó a cabo en tubos Eppendorff que contenían: diferentes 

concentraciones (0.5, 1, 2 ..... 1 O µg/mL) de Ntz y Tnz, medio de cultivo TYl-S-

33 y 5x105 trofozoitos, en un volumen final de 1.0 ml. íos controles fueron 

trofozoftos sin tratamiento y trofozoftos muertos.ª'" Por 

congelación/descongelación. El solvente que se utilizó para disolver los 

fármacos fue menor del 0.5% (Apéndice 1) y se preparó el día que se 

desarrollo el experimentar. 

Los tubos se Incubaron a 37 ºC durante 24 h; al otro día, se centrifugaron a 

3700 r.p.m., durante 10 mfn., el sobrenadante se decantó y el precipitado 

celular se lavó 3 veces con PBS. Un lote de tubos con trofozoítos se sometió a 

lisis, mediante cuatro ciclos de congelación-descongelación en N2 líquido y H20 

en ebullición respectivamente.82
""

8 La síntesis de se llevó a cabo, agregando a 

cada uno de los tubos, 700 ¡1L de PBS, BµL (40 µg/mL) de MTT y BµL (20 

µg/mL) de PMS (Apéndice 1) los tubos se incubaron a 37 ºC durante 30 

minutos. Después, el formazán sintetizado se extrajo de las células con 700 µL 

de lsopropanol acidulado (Apéndice 1) las concentraciones se leyeron en un 

espectrofotométro a 570 nm. 
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La lectura obtenida del espectrofotómetro fue transformada a susceptibilidad 

con la siguiente fórmula: 

S= (DO célulasvlvas - DO c61ulas.experlmenta1es) /(DO células vivas - DO célulasmuertas)X 100. 85'87-8 

En donde: S = sensibilidad y DO = Densidad óptica 
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Análisis estadístico 

La respuesta de los aislados (MM, AXA-1, CP5, HG8) expuestos a la Ntz y Tnz 

se analizó con curvas asintóticas o curvas de reacción de primer orden. 64
•
89 En 

donde se obtiene el coeficiente de susceptibilidad de los trofozoftos expuestos 

a la Ntz y Tnz y la pendiente que representa la velocidad de acción de los 

fármacos. Los datos fueron ajustados con ayuda del programa Curve Expert 

versión 1.34 y las gráficas se realizaron con el programa Grapher versión 2.01 

de Golden Software, lnc, ambos para ambiente Windows. 

La función asintótica ajustada fue la siguiente. 

8 = 100 (1-e·KC) 

En donde: 

S =%.de susceptibilidad. 

K =Tasa de susceptibilidad. 

C= Mlcrogramos de fármaco. 

La efectividad al 100% de los fármacos sobre los trofozoftos de cada uno de los 

aislados se evalúo por medio del Análisis de Varianza (ANOVA) de un criterio, 

la cual se resume en las tablas 3, 4 y 5. La diferencia crítica de Bonferroni 89 

permitió puntualizar estadísticamente la discrepancia existente en cada uno de 

los aislados tratados. La secuencia del análisis se realizó con el programa 

EXCEL, versión 97 de Windows Microsoft. 
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Tabla 3. Esquema del arreglo de los datos que se usaron en la ANOVA de un 

criterio. 

Tratamientos 

A B c 
XA1 Xa1 Xc1 

XA2 Xa2 Xc2 

XA3 Xa3 Xe3 

XA4. Xc. 
Xcs 

c, Ca Ce 

n, ne ne 

µ, µ9 µe 

En donde: 

X= Concentraciórl"~niq.ue'se alcanzó el 100% de susceptibilidad en cada una 
• ''•· ··•"••··.-;.;·,-,.·-.•e 

de las repeUdiónes:>·· 

A, B, C= ~~n lostr~t~mientos {aislado-fármaco) 

C, = suma de IÓs datos del tratamiento 1 

n, = número de tratamientos 1 

µ1 = valor promedio de los tratamientos 1 
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Otros algoritmos necesarios para este análisis fueron: 

Suma total de los cuadrados: SSr = l:X,
1
2 - ( l:X

11
2 /N). 

Suma de cuadrados entre grupos: SS A =.E (.Enj Xj2 - (:EX,
1
2 /N) 

Suma de cuadrados del error: SS e = SST - SSA 

Grados de libertad entre los tratamientos: = K -1, donde K es el número de 

tratamientos o niveles de factores. 

Grados de libertad del error: = N - K 

Grados de libertad totales: N-1 
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Tabla 4. Esquema de los ·valores ·considerados para realizar el análisis de 

ANOVA. 

Origen 

de la variación .•. · el.adrados 

Entre los 

Error 

Total 

:: . ~:_··:. ·.::. ';'_ . .:· .... ·,:< '·1. - -· ... - .· ··., •. ,', 

Diferencia criti~~ positiva de BÓ~ferroni (DCP), 
' .. ; • • • • • T C -'·-' ,- •' ",": ~· • •• • • • ,• "1 

·. ·;:-<-;:'·~:.\-~:·:,:.< ,•·, ' 

MS E ~cUadrado,'del error de la media. 

Medias al 

cuadrado 

MSe = SSe I N-K 

F 

t1 a12rri> ~s :~1 ~alo,I' ·¡~fe tablas de m contra grados de libertad del número de 
tratarn1~rit;;'~':(·.·.···.·•·.· 

.. m = (K (K21)}/2 

K es ~I ncir:;{kro de aislado-tratamiento 

El grado d~s'.ígnifÍcancla de la prueba es ( a/2m) 

El valor obtenido de este análisis es el parámetro por el cual se excluyó del 

grupo a los tratamientos que no fueron estadlsticamente homogéneos al 

superar el valor critico de t (en tablas). 
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Tabla 5. Arreglo de la matriz con la que se analizaron las diferencias positivas 

entre los promedios de la ANOVA. 

A B e 
µA µB. µe 

A µA µA.µA µA.µB µA.µC 
B µB µB.µA µe.µa µ._~le 

e µe µC.µA µc.µa µc.µc 

En donde µ,es el valor promedio de los tratamientos i. (Aislado-Fármaco) 

, TESIS CON 
~.'~LA. DE. ORlG 
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Resultados 

La sensibilidad al 100% del aislado INP231087MM a la Ntz y al Tnz se 

muestra en la fig. 3. Los valores Iniciales con 2 µg/ml de Ntz se presentó en 1 

de 12 ensayos, y el 100% de susceptibilidad de los trofozoítos se alcanzó con 

?µg/ml, para todos los ensayos. Con el Tnz la susceptibilidad al 100% se inició 

con 1 µg/ml (en 3 de 12 ensayos) y con 4~1g/ml en todos Jos ensayos. 

MM-Ntz 

12 

~ 
10 

= e ¡;; 

"' 6 "' 
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o 
o 2 3 4 5 6 7 e g 10 
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MM-Tnz 
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"ii< 10 

= = ¡;¡ 
"' 6 
~ 
>. 
IJI 4 

~ 
e: 2 

o 
o 2 3 4 5 6 7 e g 10 

e (~<glrnl) 

Figura 3: Histogramas que muestran el número de veces en que se presenta la 

sensibilidad al 100% del aislado INP231087MM expuesto a Ntz y Tnz. 
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La velocidad de acción de los fármacos se Infirió de la pendiente (K), que se 

obtuvo en curvas asintóticas, mismas que caracterizaron a la Ntz como el 

fármaco más lento en su actividad contra los trofozoltos del aislado 

INP231087MM. Las funciones que representan lo anterior son: 

A) MM con Ntz: S=100(1-e-0.so7•c) E.S = 9.79, r= 0.927, n=132 

B) MM con Tnz: S=100(1-e·1
·
3

• 5·c) E.S = 19.37, r= 0.73, n=132 

100 ... ---
90 

,,. ,,. , , 
80 I 

I 

70 I 
/ - 60 / 

'#. I 

50 I - I 

"' 40 ' 1 
30 I 

20 1 ----- MM-Nlz 
10 MM-Tnz 
o 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
e (µgtmL) 

Figura 4: Curvas de sensibilidad de los trofozoltos de G. duodena/is del aislado 

INP231087MM a la Ntz y al Tnz. S= sensibilidad (%); C= concentración 

(µg/mL). 
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La sensibilidad al 100% del aislado INP210897AXA-1 a la Ntz en todos los 

ensayos fue con 5 µg/mL. Aunque en tres de los 12 ensayos fue con 3 µg/mL. 

A diferencia del Tnz que con 3 µg/mL alcanzó el 100% de susceptibilidad en 

todos los ensayos (Flg. 5). 
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Figura 5: Histograma que muestra el número de veces en que se presenta la 

sensibilidad al 100% del aislado INP210897AXA-1 expuesto a Ntz y Tnz. 
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Para el aislado INP210897AXA-1 la pendiente de fa NIZ fue 50% menor que el 

Tnz, caract~rlsÍica : que coÍoca ! al Tnz; como i;;, fá"!laco de mayor actividad 

antlgiardlasica .con esté aislado:· (Fig; S) 'La~ 'funciones que representan lo 

anterior son: 

.. ,·>;:::)ii,<2~:~'; ,1¡;~.' ' 
AXA con Ntz: S=100(1-e-0•19

'C) ·. 'E.~~ ~;:,~.~b ~0.954, 
AXA con Tnz: S=100(1-e""º'c) E.S =;10:·058, ..=;; 0.89, 

n=132 

n=132 
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Figura 6: Curvas de sensibilidad para el aislado INP210897AXA-1 con Ntz y 

con TNZ. S= sensibilidad (%); C= concentración (~19/ml). 
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En la figura 7: Se presenta el porcentaje de susceptibilidad del aislado 

INP300695CP5 a la Ntz y al Tnz. El 100 % de sensibilidad de los trofozoltos a 

la Ntz se presentó con 2 µg/mL en un ensayo de 12. Pero fue con 4 µg/mL en 

los 12 ensayos. También con Tnz el 100% de susceptibilidad fue con 4 µg/mL. 

{Fig. 7) 
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Figura 7: Histogramas que muestran el número de veces en que se presenta la 

sensibilidad al 100% del aislado INP300695CP5 expuesto a Ntz y Tnz. 
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En la Fig. 8: Se.·· presenta las cwvas de susceptibilidad del aislado 

INP300695CP5 (pe~ro) a la 'Ntz y Tnz. Para este aislado el Tnz mantuvo alta su 

velocidad de ac~ión: L~:s fUJ1CiO~~s que expresan esto son: 

cPs con Ntz: ~'=1ooc1-~'°·65:-e:);\ti'É.f;,, 14.57, r= o.91, n=132 

CP5 con Tnz: S=100(1~e·1.wc¡: : E;s = 11;16, r= 0.905, n=132 
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Figura 8: Curva de la sensibilidad para el aislado INP300695CP5. A la Ntz y al 

TNZ. S= sensibilidad (%); C= concentración (µg/mL). 
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El 100% de sensibilidad del aislado INP170693HG8 se muestra en la Figura 9. 

La mortalidad de los trofozoltos se Inició con 1 µg/mL de Ntz en dos ensayos. 

La sensibilidad al 100% en todos los ensayos fue con 3 µg/ml de Ntz y Tnz .. 

Este aislado fue el que mostró mayor sensibilidad con ambos fármacos a 

diferencia de los aislados MM, AXA-1 y CP5. 
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Figura 9: Histogramas que muestran el número de veces en que se presentó el 

100% de sensibilidad de los trofozoitos a la Ntz y al Tnz. 
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El. aislado INP170693HG8. (gato) a diferencia de los otros tres aislados no 

presentó diferencias· significativas en la velocidad de acción del Tnz y la Ntz. 

(Figura 10). Las funciones que expresan lo anterior son: 

A) HGB con Ntz: S=100(1-e-0·9• 2 ·c¡ E.S = 9.79, r= 0.927, n=132 

8) HGB con Tnz: S=100(1-e·1•1• 2·c¡ E.S '= 19.37, r= 0.73, n=132 
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Figura 10: Curva de la sensibilidad del aislado INP170693HG8 con Ntz y con 

TNZ. S= sensibilidad (%); C= concentración (pg/ml). 
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Las diferencias que se observaron en las gráficas asintóticas, se confirmaron 

con el análisis de Varianza (ANOVA) de un criterio. Esta prueba permitió 

reafirmar la heterogeneidad que se presentó en la susceptibilidad de los cuatro 

aislados, tratados con diferentes concentraciones de Ntz y Tnz, en donde las 

diferencias fueron estadlsticamente significativas (p>0.005). 

Los análisis anteriores mostraron y confirmaron las diferencias obtenidas en la 

respuesta de los aislados expuestos a diferentes concentraciones de Ntz y Tnz. 

Adicionalmente, el análisis de Bonferroni, permitió delimitar las diferencias 

criticas presentes en las concentraciones letales, mediante la comparación de 

todas las diferencias pareadas existentes en las medias aritméticas de las 

concentraciones letales de cada fármaco. 

La (tabla 6), muestra las diferencias de los promedios de las medias, obtenidos 

en los cuatro asilados, con los dos fármacos, los valores subrayados 

sobrepasan la diferencia critica de Bonferroni (D.C=0.59). 
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Tabla 6. Diferencias críticas obtenidas con Bonferroni. 

AXA HGB HGB MM CPS CPS AXA MM 
A/F Tnz Tnz Ntz Tnz Tnz Ntz Ntz Ntz 

µg/ml 2.38 2.40 2.43 3.13 3.36 3.55 4.41 5.41 

AXA-Tnz 2.38 o 
HGB-Tnz 2.40 0.02 

HGB-Ntz 2.43 0.06 0.03 

MM-Tnz 3.13 0.75 0.73 0.69 

CP5-Tnz 3.36 0.99 0.96 .0.93·· 0.24 

CP5-Ntz 3.55 1.18 1:15 1;12 o.43· 0.19 

AXA-Ntz 4.41 2.03 2.01. 1.97' /1:28.· 1.05 0.86 

MM-Ntz 5.41 3.04 3.01 ''2.98 2.29 2.05 1.86 1.01 o 

A= Aislado; F= Fármaco. 
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El análisis de los resultados obtenidos de Bonferroni permitió cotejar las 

diferencias criticas (O.e.) de los parámetros obtenidos con las concentraciones 

reales, en las que se obtuvo la dosis letal de los trofozoltos con cada fármaco y 

dividió a los aislados en dos grupos. {Tabla 7). El grupo A se subdividió en dos 

bloques, en el primero se encuentran los aislados más sensibles, la D.L. 100 fue 

con 3 µg/ml., o.e de 0.02-0.06. En el segundo bloque los aislados presentaron 

una D. L 100 con 4 µg/ml, la o.e fue de 0.19-0.43. En el grupo B se formó un 

solo bloque, que Incluyó a los aislados con mayor resistencia a la Ntz (5-7 

µg/ml), su o.e. fue de 1.01, que es mayor a la calculada (0.59). 

Tabla 7. Diferencias Criticas de Bonferronl (D.C.), cotejadas con las 

concentraciones letales para cada aislado. - . - - - ,.. ~ ,.· .. ",;~ ,, ,.· 
A) D. e.< (0.59)/' 

2.38- .2.43 µg/~~-~ , · c:;c • 3.13 - 3.55µg/ml ª 

(3 µg/fl1L) • •• ' < :',>~. ,. i Yi~; (~µ9/inL) b .• . 

: , • · •.• '.: ,. e ~-; ;-:_~\' ' . '• ·, • • ;.-•. ,, ;:. _.-'.-"é 

AXA 1 • Tnz / HGaTnz 

(O.e. ,;,·0.02) 

AXA-Tnz I HG8Ntz 

(D,e = 0.06) 

HG8-Tnz I HG8-Ntz 

(O.e. = 0.03) 

MM-Tnz ¡ eP5~Tn:z 
(o.e: = ó:.24)\ 

MM-Tnz I eP5-Ntz 

(O.e.=' 0.43) 

eP5-Tnz I CP5-Ntz 

(D. e.= 0.19) 

B) o.e > ( o.59) 

4.41 - 5.41 µg/ml ª 

(5-7 µg/ml) • 

AXA 1-Ntz I MM-Ntz 

(D. e.= 1.01) 

ª Rangos de las concentraciones letales de los fármacos. •Concentración real. 
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Discusión 

En este estudio se encontró que el efecto antigiadiáslco In vitro de la 

Nitazoxanlda en los cuatro aislados de G. duodenafis presentaron una 

respuesta heterogénea; el aislado INP170693GH8 {de gato) fue el más 

sensible (3 µg/mL) en tanto que el aislado INP231087MM {de un paciente 

pediátrico) fue el más resistente (7 µg/mL). Respuesta que es semejante a lo 

que se reporta con otros aislados y con otros antigiardiásicos: Quinacrina, 

Metronidazol, Tinidazol y Furazolidona 42°"·61-11 

Los estudios de Thompson y Majewska, sugieren que la heterogeneidad en la 

respuestas de Giardia, pueden reflejar la variabilidad genética y fenotípica 

propia de este parásito 14
• 

67
, aunque el incremento en la concentración de Ntz 

(7 µg/mL) requerida, para obtener el 100% de sensibilidad en el aislado 

.INP231087MM probablemente sea consecuencia de la resistencia cruzada ya 

que, este aislado se obtuvo de una paciente que cursó con giardiosis crónica, 

con tres meses de evolución, además de un cuadro clínico de base. La 

resistencia a fármacos también se ha a documentado en otros 

microorganismos, cuando el DNA receptor se combina con plásmldos 

Inductores de resistencia como el pMT100. 
54 

Por otro lado, la disminución de la susceptibilidad de los trofozoitos del aislado 

INP231087MM a la Ntz, podría relacionarse también con la disminución de las 

enzimas PFOR y la PF, ya que la ausencia de estas favorece la resistencia de 

los parásitos debido, a que no se activa el nitroradical tóxico de los 

Nltroimidazoles.42
•
54 El mismo fenómeno se ha observado en Trichomonas 

vaginafis la cual, disminuye la concentración de {PF) e inhibe la expresión 

fenotiplca de su gen hasta en un 50%.48
•
55 
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Es importante señalar que Jos aislados obtenidos de animales INP300695-CP5 

(perro) y JNP170693GH8 (gato) fueron más sensibles a los dos fármacos a 

diferencia de Jos aislados obtenidos de humanos (niño) y JNP210897AXA-1 

(adulto). El incremento de la susceptibilidad de Jos aislados obtenidos de 

animales, probablemente, se deba a que no tuvieron contacto con ningún 

fármaco, debido a que en nuestro pais no existe la costumbre ni los recursos 

económicos para desparasitar a las mascotas. A diferencia de los aislados 

obtenidos de humanos y especialmente el INP231087MM que se obtuvo de un 

paciente con una enfermedad de base, circunstancia que probablemente 

favoreció la resistencia cruzada, por el contactó de los protozoarios con 

antiparasitarios y/o antlmicrobianos.4º"8 

El corto tiempo de estabilidad que tiene la Ntz y su principal metabolito 

tlzoxanlde (4-6 hrs).74
•
00 es otra propiedad que pudo haber empobrecido su 

actividad antlgiardiásica, principalmente porque en este trabajo se avaluó su 

efectividad a 24 horas. 

En este estudio, para determinar la susceptibilidad de los trofozoitos expuestos 

a los dos fármacos se utilizó el método enzimático colorimétrico de Ja reducción 

de las sales de tetrazolio a formazán. Método cuantitativo que es fácil de 

realizar y además puede tener Ja reproducibilidad del método radioactivo con 

timidina tritiada H3 pero, sin el riesgo que conlleva el manejó de la 

radiactividad.8
2.

92 Otros métodos, como la evaluación morfológica, 93 crecimiento 

clona! en medio de cultivo semlsólido,94 subcultivo en medio líquido y 

adherencia de trofozoitos 95"° son semicuantitativos y poco objetivos. 

Otros estudios reportan concentraciones menores a 7µg/ml de (Miz, Tnz, Ntz 

e.t.c.), para las concentraciones inhibitorias (CJ) de 50%, 90%, 95%. 77
•
9º·43

•
68

•
7º 
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Sin embargo en los estudios preliminares de este trabajo se encontró que el 

aislado INP231087MM (niño) expuesto a la concentración mínima inhibitoria 
. ' . 

con 4 µg/mL de Ntz por 24 horas se recupero y repobló el tubo después, de 

tres días de Incubación. Además esta reportado que la CI 90% del Tnz se obtiene 

con 1 a 3 ~1g/mL 3'-
45

•
92, motivo por el cual se determinó trabajar con una 

susceptibilidad al 100% y no concentraciones subletales. 

Actualmente existen pocos reportes de susceptibilidad in vitro de protozoarios a 

la Ntz, con Cryptosporidium parvum se tuvo una CI 90% con 1 O µg/mL. 77 En 

nuestro caso encontramos que el aislado más resistente (INP231087MM) 

necesitó 7.0 µg/mi.. de Ntz para una sensibilidad del 100%. 

En pacientes glardiáslcos tratados con Nitazoxanida, se ha reportado una 

eficiencia del 70 y 100%, 75.79 esta variabilidad puede estar relacionada con las 

diferencias encontradas en estos aislados. Sin embargo, se necesitan más 

estudios in vitro y clínicos para tener una mejor perspectiva de su eficacia. 

La concentración requerida para alcanzar el 100% de susceptibilidad, así como 

la velocídac:( de 'acción fueron los principales parámetros que marcaron las 

diferencias e~ I~, actividad antigiardiasica de la Ntz y Tnz, mismas que 

caracterizaron~¡ Únidazól como el fármaco de mayor actividad antigiardiasica in 

vitro. 
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Conclusiones 

i.- En este trabajo se encontró una respuesta heterogénea para los cuatro 

aislados de Giardia expuestos a la Ntz. 

¡.. Los aislados de Giardia provenientes de humanos fueron menos 

susceptibles a los dos fármacos que los aislados provenientes de 

animales. 

¡.. La velocidad de acción de los cuatro aislados fue mayor con el Tnz. 

i.- Los resultados sugieren que es necesario realizar más estudios de 

susceptibilidad en modelos vivos. 

» Debido a la respuesta heterogénea de los aislados analizados en este 

estudio, es recomendable que los médicos no utilicen dosis subletales. 
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Apéndice 

Medio de cultivo TYI- S-33 

Reactivos 

Citrato férrico de amonio 

Acido ascórbico 

Bilis bovina 

Fosfato de potasio monobásico 

Fosfato de potasio dibáslco 

Cloruro de clstelna 

Cloruro de sodio 

Glucosa 

Extracto de levadura 

Trlptona 

Cantidades 

0.03 g. 

0.2 g 

0.5 g 

0.6 g 

0.1 g 

0.3 g 

0.3 g 

1.5 g 

1.5 g 

3.0 g 

Los reactivos se hidrataron con agua desionlzada, el pH se ajustó a 7 .18 y se 

aforó a 100 mL. Se prefiltró y posteriormente se esterilizó por filtración con 
membranas de 0.2 µM de poro. 

El medio de cultivo se complementó con 10% de suero bovino. 
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Solución salina de fosfatos 

Amortiguador de fosfatos 

Cloruro de sodio 

Fosfato dibásico 

Fosfato monobásico 

Se aforó a un litro con agua desionlzada pH 7.2 

Sales de Tetrazolio 

6.5 g. 

2.8 g 

0.4 g 

MTT: Bromuro de (3[4,5 dimetll tiazol-2-il]) 2,5 difenil tetrazolio. Se disolvieron 

100 mg de MTT en 20 mL de agua desionizada. 

PMS: Fenazln Metosulfato. N-Metildibenzoplrazina. Se disolvieron 50 mg de 

PMS en 20 mL de agua destilada y se almacenó en un frasco ámbar a 4ºC. 

lsopropanol ácido 

lsopropanol ácido. Se preparó con 0.173 mL de ácido clorhidrico aforado a 100 

mL de isopropanol y se tuvo una solución final de 0.04 M. 
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Fármacos 

Nitazoxanlda base. Lote 56659 la obsequió por el Laboratorio Columbia. Se 

preparó una solución concentrada con 10 mg de fármaco en 6 mi de dimetil 

sulfóxido de metilo (DMSO) y se esterilizó por filtración con una membrana de 

fluoroporo de 0.22 µm. 48 

Tinldazol base: Lo donó el laboratorio Grossman. La solución saturada se 

preparó con 5 mg de la sal disuelta en 4 mL de etanol al 25% y se esterilizó con 

membranas de fluoroporo de 0.22 µm. 
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