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Citrato férrico de amonio.0.03 g
Acido ascorbico. 0.2 g
Bilis bovina. 0.5 g
Fosfato de potasio monobésico. 0.6g
Fosfato de potasio dibasico. 0.1g
Cloruro de cisteina. 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
Acido ascérbico.20 mg.
Bilis bovina. 100 mg
Fosfato de potasio monobasico. 60 mg
Fosfato de potasio dibasico. 100 mg
Cloruro de cisteina. 200 mg
Cloruro de sodio. 200 mg
Glucosa. 1 g
Extracto de levadura. 1 g
Triptona. 2 g
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Resumen

El protozoario flagelado Giardia duodenalis (G. lamblia, G intestinalis) 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.™'s Ei
mecanismo de transmisién es por fecalismo fundamentalmente por via hidrica

aunque, el ciclo directo (ano-mano-boca) favorece su rapida propagacion. 5%

Los eétudios epidemioldgicos realizados en la (ltima década han proporcionado
‘informaclon sobre el incremento de esta parasitosis, que dafna principalmente a
los ninos aunque puede afectar a individuos de todas las edades y estatus
: econémicos. La giardiosis puede producir diarrea, sindrome de mala absorcién,
desnutricién y en la poblacidn infantil puede dejar secuelas como: baja estatura,

p’érdida de peso y bajo rendimiento escolar, *%

Esta ' protozoosis intestinal es dificil de erradicar, probablemente, porque los
pacientes se reinfectan o porque los tratamientos no tienen un 100% de
efectxvldad o quiza se deba a que estan surgiendo cepas resistentes a los

férmacos actuales. 7404248

Aunque no hay un farmaco especifico contra este protozoario, los

- antiparasltanos que tlenen efecto antigiardiasico van desde la Quinacrina,

Nltr0|midazoles. nitrofuranos hasta los Benzimidazoles. Estos producen efectos

adversos y pueden ser teratogénicos y mutagénicos.3>*

El presente trabajo tiene como propdsito evaluar in vitro el efecto antigiardiasico
de la Nitazoxanida (Ntz) y compararlo con el Tinidazol (Tnz), farmaco de
primera eleccion en el tratamiento de la giardiosis, mediante el ensayo



c'olo‘rlfhétrico que tiene como fundamento la reduccién del MTT a formazan por
la accién de las deshidrogenasas de las células vivas.

Los resultados mostraron que el aislado INP231087MM (paciente pediatrico)
'fue el mas resistente, el 100% se sensibilidad se obtuvo con 7 ug/mL de Ntz y 5
ug/mL de Tnz. Mientras que el aislado de INP170693HG8 (gato) fue el mas
sensible, el 100% de sensibilidad fue con 3 pg/mlL. de ambos farmacos. La
velocidad de accion, fue el otro parametro que marcé una diferencia
significativa en ia respuesta de los farmacos, misma que colocé al Tnz como el

farmaco de mayor velocidad de accién.



ANTECEDENTES

Morfologia

G. duodenalis es un protozoario sarcomastigéforo que presenta un disco
suctor con el que se adhiere al sustrato, un cuerpo medio en forma de clava de
martillo, dos nucleos, cuatro flagelos y su citoesqueleto se compone de

giardinas, a y B tubulina.’?

Este parasito tiene dos estadios: el quiste y el trofozoito. El quiste es Ia
estructura de resistencla y propagacion del parasito en el medio ambiente, el
trofozoito es el estadio vegetativo y tiene la funcidn de reproduccion y
establecimiento de la infeccién en el huésped. *7 (Tabla 1; Figura 1)

Tabla. 1.- Morfologla del trofozoito y quiste de G. duodenalis.

Caracteristicas Trofozoitos Quistes
Funcién Reproduccion y Fase infectante, resistencia
establecimiento de la y propagacion
infeccion
Forma Piriforme Ovoide
Tamarfio 10-20 pm X 5-15 pm 8-12 um X 7-10 um
Disco suctor Presente Ausente
Namero de nacleos 2 2a4
) Nﬂnﬁé}& de’iﬂééélos 8 Ausentes
L F‘Pafédkv.':’-éll:lvlér : Ausente Presente
Complejo de Golgl Ausente Presente solamente

cuando se inicia su
formacion.
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Figura 1. Trofozolto y quiste de G. duodenalis.

Ciclo biolégico

La infeccién se inicla después de que el hospedero ingiere quistes viables, de
los cuales eclosionan dos trofozoltos que se dividen por fision binaria en los
primeros 5 minutos, la infeccién se establece en el intestino delgado. El
enquistamiento se inicia a partir del yeyuno y finaliza con la salida de los
quistes maduros en las heces. (Figura 2).% Este ciclo se caracteriza por tener
una rapida y eficiente propagacién de la giardiosis principalmente, por la via
fecal-oral la cual, puede dar origen a la autoinfecciéon externa en nifos. °
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Figura 2. Representacién del ciclo de vida de G. duodenalis.



Posicién taxonémica y diagnosis

La taxonomfa es la propuesta por Levine (1980)
Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora Honigberg y Balamuth, 1963.
Subphylum: Mastigophora. Diesing, 1966.

Clase: Zoomastigophora Calkis, 1909.
Orden: Diplomonadida.

Suborden: Diplomonadina

Familia: Hexamitidae. Kent, 1980

Género: Giardia. Kunstler, 1882.

Especie: Giardia duodenalis. Filice, 1952,
Sinonimias: G. lamblia.

G. intestinalis.



Epidemiologia

La giardiosis es una parasitosis cosmopolita y su prevalencia depende
de las condiciones de sanidad de cada regién, afecta tanto a paises en
desarrollo como a los desarrollados.!! En México la frecuencia oscila del 14 al
68.5 % y la poblacién infantii es la mas afectada, principalmente nifios

preescolares.'>"?

Los estudlbs"b‘e'pldé'miolégicos han demostrado que el fecalismo es el
mecani's‘mo' de infécdﬁén. la via mas importante es mediante el agua de beber,
debido a que Ibs rios y mantos aculferos se contaminan con heces de humanos
y/o animales parasltados. favoreciéndose también a la transmision cruzada,
(flujo de parasitos entre dos o mas hospederos de diferente especie), esta

ultima apoya, la hipétesis de que la giardiosis es una zoonosis.'"®

Otras vias de contagio importantes son: el contacto directo de persona-
persona, el cual se favorece con la convivencia en centros recreativos y de
trabajo,®?? malos habitos higiénicos, asi como también la sodomia y felacién.?

Manifestaciones clinicas

La glardiosis puede ser asintomatica o producir: diarrea, dolor abdominal,
vomito, mala absorcién de: calcio, fésforo, grasas, glucosa, D-Xilosa, lactosa,
glucosa, acido félico y vitaminas (Vitamina A y B ,,). La baja estatura, anemia y

debilidad se presentan cuando estos nutrientes faltan. 2%



Patologia

La mala absorcion intestinal, fue una de las primeras manifestaciones
patolégicas que se relacionaron con la giardiosis, se atribuye al dafio que causa
la adherencia de los trofozoltos al epitelioc intestinal; éstos provocan
aplanamiento y acortamiento de las vellosidades e incremento de las células
inflamatorias, polimorfonucleares, hipercelularidad en la lamina propia e
inflamacion aguda de la mucosa.*?® Aunque se desconoce la existencia de
toxinas en Giardia, se ha observado un pequefio gen que tiene 57% de
homologia con la sarafotoxinas presente en el veneno de serpientes del género
Atractaspis, esta toxina causa cdlicos, nauseas, vomito y diarrea, sintomas que

también se presentan en la giardiosis.?>%-%

Diagnostico clinico

En los laboratorios clinicos, el método que mas se usa para el diagnéstico de la
giardiosis es el coproparasitoscopico (CPS) de concentraciéon por flotacién con
sulfato de Zinc (Faust).>’ Sin embargo, debido a la irregularidad con la que se
excretan los quistes, ®'® se deben considerar otros métodos que permitan
complementar el examen microscépico: immunolégicos,* sondeo duodenal y
capsula de gelatina,® la biopsia es una alternativa que debera considerarse
como Ultima opcién.® La biologia molecular es una herramienta que
probablemente en el futuro permita el diagnostico, sin tener la necesidad de

utilizar métodos invasivos.3



Tratamiento

La terapia contra la giardiosis se inici6 en pacientes que presentaron esta
parasitosis asociada al sindrome de mala absorcién. El fracaso en el
tratamiento y el aislamiento de cepas resistentes ha obligado a los médicos e
investigadores a evaluar el efecto antigiardidsico de los desparasitantes que se

encuentran en el mercado farmacéutico. 2435%7

Quinacrina

La Quinacrina (Atabrine o Mepacrina) se utilizé en el tratamiento contra la
malaria desde hace mas de 70 afios. La absorcion de la Quinacrina se realiza
rapidamente en el tracto intestinal y es ampliamente distribuida a todos los
tejidos. Se usa como antigiardiasico desde 1939, su eficacia es del 90-95%; sin
embargo, el fracaso del tratamiento siempre se ha observado en pacientes
giardiasicos. Ademas debido a su alta toxicidad, se prescribe como (itima
alternativa o cuando los Nitroimidazoles fracasan en el tratamiento. Los efectos
colaterales que pueden presentarse son: nauseas, vomito, dolor de cabeza,
fiebre, prurito, edema corneal, pigmentacién amarilla en ufias y pelo, también
puede provocar dermatitis exfoliativa, psicosis toxica y hemalisis en personas
con disminucién de la glucosa 6 fosfato. La dosis prescrita es de 2 mg/Kg/dia
en tres dosis diarias por 7-10 dias o 100 mg una vez al dia durante 5-7

dias 24,33.38-41,44-5

El mecanismo de accién contra Giardia se desconoce; sin embargo, debido a
que esta droga se intercala en el DNA, probablemente, se inhibe la sintesis de
acidos nucleicos, la polimerizacion del RNA y la sintesis de proteinas;® aunque
los trabajos de Upcroft y col. muestran que el mecanismo de accion es sobre la
membrana citoplasmatico del parasito.*?

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

la Quinacrina;** ademas, la resistencia se ha inducido en el laboratorio.*



Furazolidona

La Furazolidona (Furoxone) es un nitrofurano. Se descubrié en 1940 y se usa
como antigiardidsico desde 1950. En pacientes pediatricos, es el
desparasitante de primer orden debido, a que su actividad antigiardidsica se
optimiza al absorbese poco en el tracto digestivo.’4¢® Se desconoce el
mecanismo de accién. Los efectos colaterales que causa son: nduseas, vomito,
diarrea, prurito, urticaria, reacciones de hipersensibilidad y cancinogénesis.
Su efectividad es del 70-80%,%8-404

La dosis es de 8-16 mg/kg de peso en cuatro dosis diarias por 7-10 dias.34"5°

Nitroimidazoles
En la familia de los Nitroimidazoles estan el Metronidazol, Tinidazol, Omidazol y
Secnidazol, entre otros. Los Nitroimidazoles presentan en su molécula un grupo

nitro con actividad reductora.

Metronidazol

El Metronidazo! (Flagyl), se sintetizd en 1961. Este fArmaco reemplazé a la
Quinacrina en el tratamiento de giardiosis y entamoebosis.**® Se reporta una
eficiencia del 86%-95%. 3% La dosis recomendada es de 500 mg tres veces al
dia 0 250 mg en tres dosis diarias por 5-7 dias,***'*’ la vida media del
Metronidazol (Mtz) es de 7 hr y se absorbe completamente en el intestino. Los
efectos colaterales pueden ser: nauseas, vomito, diarrea, dolor abdominal,
vértigo y cuando se ingiere Mtz con bebidas alcohdlicas se produce el efecto
antabuse, que consiste en la Inhibicion de la enzima acetaldehido
deshidrogenasa y causa intoxicacién por acumulacién de acetaldehido.50297

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



dafos irreversibles. Se ha reportado actividad teratogénica en pacientes que se
exponen a concentraciones altas y por periodos prolongados, en roedores es

carcinogénico.5'?

La respuesta heterogénea a los farmacos se ha reportado en aislados y clonas
de G. duodenalis®®® ademas en cepas de laboratorio se ha inducido
resistencia mediante exposicion intermitente de concentraciones subletales del
farmaco y exposicidn a la luz ultravioleta.* Estos estudios pueden explicar
porqué los pacientes generan resistencia cuando son tratados con dosis

subletales de farmaco o cuando interrumpen el tratamiento.®®

El Metronidazo! es el farmaco que mds se ha estudiado como modelo para
explicar el mecanismo de accién del radical nitro téxico de los Nitroimidazoles,
éste llega al citoplasma celular por difusién simple y se activa al ser reducido en
la ruta metabdlica de la fermentacion oxidativa del piruvato.® En el flujo de
electrones que realizan las proteinas Piruvato Ferrodoxin Oxido Reductasa
(PFOR) y Ferrodoxina (Fd) se activa el radical toxico del Mtz, esté inhibe la

sintesis de proteinas y acidos nucleicos al intercalarse en el DNA 485145556

La resistencia al Mtz en Giardia y otros protozoarios anaerobios como
Trichomonas vaginalis, se presenta cuando decrece la actividad de las enzimas
(PFOR) (Fd), debido a que disminuye el flujo de electrones que activan al
Mtz.%854%8  Ademéds, se ha encontrado que la resistencia al Mtz en Trichomonas
vaginalis involucra también la disminucion del gen que codifica para la
ferrodoxina (Fd) disminuyendo su expresion fenotipica hasta en un 50%.4% 5556




Tinidazol

El Tinidazol (Fasigyne) sustituye cada vez mas al Mtz, algunos autores, lo
consideran como el tratamiento idéneo en el tratamiento de la giardiosis por su
alta eficacia. Cuando a los adultos se les administra de 1-2 g por dia durante 2-
3 dias y a los nifios 300 mg distribuidas en dos dosis diarias durante 7 dias, su
eficiencia es de 85%-100%.%°" 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 genétoxico y citotdxico.*'"!

Benzimidazoles

Los Benzimidazoles se introdujeron en 1970, como drogas antihelminticas,
incluyen al Mebendazol (Vermox), Albendazol (Zentel), Oxfendazo!
(Benzelmin), Fenbendazol (Meltra) todos tienen actividad antigiardidsica; sin
embargo, el Mebendazol y Albendazol son los Benzimidazoles que tienen
mayor efectividad contra este parasito.»’?? La dosis de Albendazol es de 400
mag/dia (distribuidos en tres dosis) por 5-7 dias y la del Mebendazol es de 300-
400 mg/dia (en tres dosis) por 5-7 dlas.*® Estos farmacos causan pocos y/o
ningln efecto colateral.®® ElI mecanismo de accién de los Benzimidazoles es
inhibiendo la polimerizacién de las proteinas del citoesqueleto de los trofozoitos
de Giardia.> ™

Nitazoxanida

Rossignol y Cavie sintetizaron en 1975, a la Nitazoxanida (Ntz) 5-nitrotiazol [2-
(acetolyloxy)-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamida (Daxon).®® Este farmaco es de
amplio espectro, compuesto de dos grupos, el radial nitro de los Nitroimidazoles
y el tiazol de los Benzimidazoles. Su metabolito principal es la Tizoxanida.™
Tiene buena actividad contra cestodos: Hymenolepis nana, Taenia solium.



Nematodos: Ascaris Ilumbricoides, Necator americanus, Strongyloides,
stercoralis y Enterobius vermicularis. Trematodos: Dicrocoelium dentriticum y
Protozoarios: Blastocystis hominis. También actia contra bacterias como
Bacteroides sp.t*%"% _ 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).””-°

La Ntz causa pocos efectos colaterales: dolor epigastrico, nauseas y diarrea.®
El mecanismo de accidn se desconoce, sin embargo, debido a que tiene un
grupo nitro y un tiazol su mecanismo de accion, podria parecerse al de los

Nitroimidazoles y/o Benzimidazoles.

Hasta el momento, no hay reportes de sensibilidad in vitro de los trofozoitos de
Giardia a este farmaco, por lo que es importante determinar el efecto
antigiardiasico de este farmaco para contar con otra alternativa en el

tratamiento de esta parasitosis.



Justificacion
En México se esta distribuyendo la Ntz. Sin embargo, no hay estudios in
vitro de susceptibilidad de los trofozoltos de Giardia a este farmaco, de ahi la

importancia de analizar su efecto antigiardiasico.

Hipotesis
. Ho: Si los trofozoitos de Giardia duodenalis obtenidos de diferentes
hospederos, tienen la misma susceptibilidad a la Nitazoxanida, entonces la

dosis letal sera la misma para todos los aislados.

. H1: Si los trofozoitos de Giardia duodenalis obtenidos de diferentes
hospederos, no tienen la misma susceptibilidad a la Nitazoxanida, entonces la

dosis letal sera diferente para cada uno de los aislados.

Objetivo
Determinar la susceptibilidad de los trofozoitos de G. duodenalis
obtenidos de diferentes huéspedes, a la Ntz y compararla con el Tnz.



Material y métodos

Material biologico

Los aislados de G. duodenalis que se incluyeron en el estudio se
describen en la (Tabla 2). El acronimo de cada aislado tiene las iniciales del
Instituto Nacional de Pediatria (INP), la fecha en que se obtuvo el aislado (dia,

mes, afio) y las letras mayusculas fueron determinadas arbitrariamente.

Tabla 2. Aislados seleccionados para este trabajo.

Acrénimo Hospedero Método de obtencion
INP231087MM Nifio Desenquistamiento
INP210§97AXA-1 Adulto Desenquistamiento
, INF;306§95C£P5 Perro Desenquistamiento
INP170&93HG8 Gato Reseccién intestinal

(trofozoitos)

Tamano de la muestra

E! tamafio de la muestra, se calculé con la formula siguiente: basandose en el
numero de veces que era necesario repetir el ensayo, para obtener un error a
de 0.005,% para cada una de las concentraciones en las que se obtuviera la
mortalidad de los trofozoitos. El nimero calculado fue de seis repeticiones,
pero éstas se realizaron por duplicado con el objeto de aumentar la
confiabilidad de los resultados.




A parﬁr”,de -aqul, én e_ste trabajo, se debera de entender que ensayo y

repeticion ‘se reflere a un mismo evento.

e oz} (p.g,+p.g)
e oy

En di';'ndé:'

n= Na;néro de repeticiones

Z; =>(dkesviaclén normal correspondiente al nivel de significancia).

Z, = (desviacién normal cc.Jrrespondiente a la probabilidad de B en una curva de
2 colas).

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

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

B=2(1-P")

Confiabilidad estadistica al 95% y un a=0.005.%

Cultivo y cuantificacion de los trofozoitos

l.os trofozoitos de G. duodenalis se cultivaron axénicamente en el medio, TYI-
S-33 (Apéndice 1), en tubos de vidrio con tapon de rosca (100 x 75 mm). Estos
se Incubaron por 48 horas a 37 °C, solamente se utilizaron los trofozoitos
adheridos, por lo que, a los tubos con monocapa se les decanté el medio de
cultivo y se les adiciond PBS. Para desadherir a los trofozoitos de la pared de
los tubos, se enfriaron en un bano de hielo por diez minutos, se centrifugaron a
3700 r.p.m., durante 10 minutos y el paquete celular se lavo tres veces con
PBS a 4°C. El concentrado de células se llevé a un volumen final de 1 mL con
» 'PBS; los’ trofozoitos se contaron en una cdmara de Newbauer y para conocer el

ntmero total se utilizé la siguiente férmula:



Numero de células por mL = No. Células contadas / nimero de cuadrantes
contados en la camara X 10,000 X dilucién. (protocolo de Sigma).

Sensibilidad de los trofozoitos a la Nitazoxanida

La determinacion de la sensibilidad (susceptibilidad) de los trofozoitos a la Ntz y
al Tnz se llevd a cabo en tubos Eppendorff que contenian: diferentes
concentraciones (0.5, 1, 2.....10 ug/mL) de Ntz y Tnz, medio de cultivo TYI-S-
33 y 5x10° trofozoitos, en un volumen final de 1.0 mL. los controles fueron
trofozoitos sin tratamiento y trofozoitos muertos.8!? Por
congelacién/descongelacidn. Ei solvente que se utilizd para disolver los
farmacos fue menor del 0.5% (Apéndice 1) y se preparé el dla que se

desarrollo el experimental.

Los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 h; al otro dia, se centrifugaron a
3700 r.p.m., durante 10 min., el sobrenadante se decantd y el precipitado
celular se lavo 3 veces con PBS. Un lote de tubos con trofozoitos se sometié a
lisis, mediante cuatro ciclos de congelacién-descongelacion en N, liquido y H,0
en ebullicién respectivamente.??®® La sintesis de se llevé a cabo, agregando a
cada uno de los tubos, 700 ul. de PBS, 8ul (40 ug/mL) de MTT y 8uL (20
ug/mL) de PMS (Apéndice 1) los tubos se incubaron a 37 °C durante 30
minutos. Después, el formazan sintetizado se extrajo de las células con 700 ubL
de isopropanol acidulado (Apéndice 1) las concentraciones se leyeron en un

espectrofotométro a 570 nm.



La lectura obtenida del espectrofotémetro fue transformada a susceptibilidad

con la siguiente férmula:

S= (Do células vivas ~ DO células. experlmenlalel) / (DO células vivas = DO células muenas)x 100. 85.87-8
En donde: S = sensibilidad y DO = Densidad éptica
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Analisis estadistico

La respuesta de los aislados (MM, AXA-1, CP5, HG8) expuestos a la Ntz y Tnz
se analizd con curvas asintéticas o curvas de reaccién de primer orden, 8% En
donde se obtiene el coeficiente de susceptibilidad de los trofozoitos expuestos
a la Ntz y Tnz y la pendiente que representa la velocidad de accion de los
farmacos. Los datos fueron ajustados con ayuda del programa Curve Expert
versién 1.34 y las graficas se realizaron con el programa Grapher versiéon 2.01

.de Golden Software, Inc, ambos para ambiente Windows.
La funcidn asintotica ajustada fue la siguiente.
S =100 (1-e™*C)

En donde:

S = % de susceptibilidad.
;Kyk'='Tva'sAak de susceptibilidad.
C= Microgramos de farmaco.

La efectividad al 100% de los farmacos sobre los trofozoitos de cada uno de los
aislados se evallo por medio del Andlisis de Varianza (ANOVA) de un criterio,
la cual se resume en las tablas 3, 4 y 5. La diferencia critica de Bonferroni
permitié puntualizar estadisticamente la discrepancia existente en cada uno de
los aislados tratados. La secuencia del analisis se realizé con el programa
EXCEL, version 97 de Windows Microsoft.
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Tabla 3. Esquenié del arreglo de los datos que se usaron en la ANOVA de un

criterio.

Tratamientos

Gy
ST
Endonde: )

S X= Conce uve,fs‘.e“a cér:w‘zéj “élv1V00>% de susceptibilidad en cada una

de las re eticl

“A/B, C= $9nrldsfktr>at‘a'mie'r'1tos (aislado-farmaco)
o =sumadelos datos del tratamiento i

= n.dhiéfb de tratamientos |
u, = valor ﬁromedio de los tratamientos i



Otros algoritmos necesarios para este analisis fueron

Suma total de los cuadrados: SS; = X2 - ( ).‘.X‘, /N)

Suma de cuadrados entre grupos: SS , =% (an Xj"’ - (EX,, IN)

Suma de cuadrados de! error: SS g =SS8T - ‘SSA '

Grados de libertad entre los tratamientos: = K -1; donde K es el namero de
tratamientos o niveles de factores.

Grados de libertad del error: =N - K

Grados de libertad totales: N-1




Tabla 4 Esquema de los valores conslderados para realizar el anéllsls de
ANOVA o : ! SR

Origen

Medias al

dela varlaclén - 'cuadrado . F

Entre»_lps R :
ier TUMS, =88, /K-1. . F=MS,/
v ~ : MS¢

. MSg = 88¢ / N-K

}del error de la media.

e"tablas de m contra grados de libertad de! numero de

K es eI nomero de aislado-tratamiento

EI grado de S|g‘mf"cancla de la prueba es ( o/2m)

El '\'(alo'r] obtenido de este analisis es el parametro por el cual se excluyd del
_grupo a los tratamientos que no fueron estadisticamente homogéneos al
superar el valor critico de t (en tablas).
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Tabla 5. Arreglo de la_matriz con la que se anahzaron las diferencias positivas
entre los promedlos de la ANOVA

Cm e i
A ‘ Ha ;. - HazHa - Ha-Hp Ha.Me
B ;k He _Pa‘-‘_}’lAk Hs. Mg Ms.He
Cc " He “| He-Ha Hc-Hs M. MHe

En donde y,es el valor promedio de los tratamientos i. (Alslado-Farmaco)

TESIS CON ¥
FALLA DE ORIGENY

i




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 ng/mL de Ntz se presents en 1
de 12 ensayos, y el 100% de susceptibilidad de los trofozoitos se alcanzé con
7ug/mL, para todos los ensayos. Con el Tnz la susceptibilidad al 100% se inicio

con 1 ug/mL (en 3 de 12 ensayos) y con 4ug/mL en todos los ensayos.

MM -Ntz
12 —
—_ 10 —]
= -~
= 8 —
& ]
@ 6 —i
% -]
g
= 2-—:1
o —]
o
12—
]
B 7
=3 e—]
)
2 s——-]
=] M
Sy
3 4 —
=
a2 1
= 2 —
oj
o

C (pg/mi)

Figura 3: Histogramas que muestran el nimero de veces en que se presenta la
sensibilidad al 100% del aislado INP231087MM expuestoa Ntzy Tnz.
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La velocidad de accidn de los farmacos se infirié de la pendiente (K), que se
obtuvo en curvas asintéticas, mismas que caracterizaron a la Ntz como el
farmaco mas lento en su actividad contra los trofozoltos del aislado
INP231087MM. Las funciones que representan lo anterior son:

A)YMM con Ntz:  S=100(1-e%%7'%) ES=979, r=0.927, n=132

B)MM con Tnz:  S=100(1-e'%%¢ E.S=19.37, =0.73, n=132

100 SRR
80 7 -
80—_‘ /
70 4
60— //
50— /!
40 —| [
30—?/
20—  ee—e- MM-NEz
10 . ——— MM-Tnz
0 TT"III]IIIII'III]I'
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

C (ng/mL)

Figura 4: Curvas de sensibilidad de los trofozoitos de G. duodenalis del aislado
INP231087MM a la Ntz y al Tnz. S= sensibilidad (%), C= concentracion
(ng/mL).

S (%)
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La senslbilidéd ',ali 100% del aislado INP210897AXA-1 a la Ntz en todos los
erisayos fue con 5 ug/mk.. Aunque en tres de los 12 ensayos fue con 3 pug/mL.
A diferencia del Tnz que con 3 ng/mL alcanzé el 100% de susceptibilidad en

todos los ensayos (Fig. 5).

AXA-Ntz
12 —
= 10 7
=
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Lzd -
o
o ]
e, .
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122 —
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s ]
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w —
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=8 ]
2 4 —
s ]
[ 2 ..1
o —|

o

C (ng/ml)

Figura 6: Histograma que muestra el nimero 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 alslado INP210897AXA>1 la pendlente de la Ntz fue 50% menor que el
Tnz,: caracterfstlca.que colocr al Tnz como: el férmaco de mayor actividad

antlgiardiasica co ncnones que representan lo

anteriqr,son o

AXA con Ntz $=100(1-694%°0) 'E. 0.654, n=132
AXA con Tnz: S=100(1-e™'%) . E.¢ 0.89, n=132
100 — e e -
90 _: I :
80 . Rae
70 s
60 — /
50 |/
40 4 [/
30— /s
20 /s - AXA-Niz
10 : ——— AXA-Tnz
0 T ) i I i l T ' T j T ' T I T I T l T j

S (%)

Figura 6: Curvas de sensibilidad para el aislado INP210897AXA-1 con Ntz y
con TNZ. S= sensibilidad (%); C= concentracion (ug/mL).
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En la ﬁg_uraf 7 -Se pfesenté el porcentaje de susceptibilidad del aislado
INP300695CP5 a la Ntz y al Tnz. El 100 % de sensibilidad de los trofozoitos a
ia Ntz se presént6 con 2 pg/EnL en un ensayo de 12. Pero fue con 4 ug/mL en
los 12 ensayos. También con Tnz el 100% de susceptibilidad fue con 4 ug/mL.
(Fig. 7)

CPS5S-Ntz
12 —
B "° ]
I3 i
b= 8 ~—
LA N
-]
8 & ]
e,
3 4—j
[~
S .
= 2 —
0 —

o 1 2 3 a4 s 6 7 a 9 10
CPS-Tnz
12—

B 7

= e —|

w -]

2 6 —

o
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= 2 —
o —

C (1g/ml)

Figura 7: Histogramas que muestran el nimero de veces en que se presenta la
sensibilidad al 100% del aislado INP300695CP5 expuesto a Ntz y Tnz,
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Eh la Flg 8 Se presenta las curvas de susceptibilidad del aislado
INP3006950P5 (perro) a 1 Ntz y'Tnz Para este aislado el Tnz mantuvo alta su
velocndad de acclén Las funciones que expresan esto son:

CP5 C con Ntz 'S 100( e® s : 457, =091, n=132
CP5 ton Tnz: s 100(1-e"° . 116, 'r=0.905, n=132
100 : -
90 —
80 —
70 —
60 —|
50 7
40 —

——

S (%)

Figura 8: Curva de la sensibilidad para el aislado INP300695CP5. A la Ntz y al
TNZ. S= sé_'nsibilld‘ad (%); C= concentracién (ug/mL).
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El 100% de sensibilidad del aislado INP170693HG8 se muestra en la Figura 9.
La mort'alidad, de los trofozoltos s'e inicié ‘con 1 ug/mL de Ntz en dos ensayos.
La sensibilidad al 100% en todos los ensayos fue con 3 pg/mL de Ntz y Tnz..
Este aislado fue el que mostré mayor sensibilidad con ambos farmacos a
diferencia de los aislados MM, AXA-1y CPS5.

n(ensayos a $100%)

n{ensayosa $10g%)

C (ng/mi)

Figura 9: Histogramas que muestran el nUmero de veces en que se presento el

100% de sensibilidad de los trofozoitos a la Ntz y al Tnz.
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El alslado INP170693HGB (gato) a diferencia de los otros tres aislados no
presenté diferencnas sngnlﬂcatxvas en la velocidad de accién del Tnz y la Ntz.
(Flgura 10) Las funciones que expresan lo anterior son:

"A) HG8 con Ntz: S=100(1-g9%2°€) E.s =979, r=0.927, n=132
B) HG8 con Tnz: S=100(1-e""'®* %) E.S = 19,37, r=0.73, n=132

100 ] = =
90 gt '
80 — Y
70 — S/
60 !
50— /'
40 Il
30—/
20 ====- Hg8-Ntz
10— ——— Hg8-Tnz
0 I I ! ' T ,‘l I 1 I I l ! I T I T l T [

S (%)

Figura 10: Curva de la sensibilidad del aislado INP170693HG8 con Ntz y con
TNZ. S= sensibilidad (%); C= concentracidon (ug/mL).
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Las diferencias que se observaron en las graficas asintoticas, se confirmaron
con el analisis de Varianza (ANOVA) de un criterio. Esta prueba permitid
reafirmar la heterogeneidad que se presentd en la susceptibilidad de ios cuatro
aislados, tratados con diferentes concentraciones de Ntz y Tnz, en donde las
diferencias fueron estadisticamente significativas (p>0.005).

Los andlisis anteriores mostraron y confirmaron las diferencias obtenidas en la
respuesta de los aislados expuestos a diferentes concentraciones de Ntz y Tnz.
Adicionalmente, el analisis de Bonferroni, permitid delimitar las diferencias
criticas presentes en las concentraciones letales, mediante la comparaciéon de
todas las diferencias pareadas existentes en las medias aritméticas de las

concentraciones letales de cada farmaco.
La (tabla 6), muestra las diferencias de los promedios de las medias, obtenidos

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

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

AXA HG8 HG8 MM CP5 CP5 AXA MM
A/F Tnz Tnz Ntz Tnz Tnz Ntz Ntz Ntz

ugimlL 2.38 240 243 3.13 336 355 441 541

AXA-Tnz ( 2.38 0
HG8-Tnz | 240 [0.02
HG8-Ntz | 243 {0.06
MM-Tnz 3.13
CP5-Tnz | 3.36
CP5-Ntz | 3.55
AXA-Ntz | 4.41
MM-Ntz 5.41

-
o]
(]
-
-k
o

A= Aislado; F= Farmaco.
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El analisis de los resultados obtenidos de Bonferroni permitié cotejar las
diferencias criticas (D.C.) de los parametros obtenidos con las concentraciones
reales, en las que se obtuvo la dosis letal de los trofozoitos con cada farmaco y
dividié a los aislados en dos grupos. (Tabla 7). El grupo A se subdividié en dos
bloques, en el primero se encuentran los aislados mas sensibles, la D.L.,y fue
con 3 ng/mL., D.C de 0.02-0.06. En el segundo bloque ios aislados presentaron
una D. L, con 4 pg/mL, la D.C fue de 0.19-0.43. En el grupo B se formod un
solo bloque; que incluyé a los aislados con mayor resistencia a la Ntz (5-7
ug/mL), su D.C. fue de 1.01, que es mayor a la calculada (0.59).

Tabla 7. Diferencias Criticas de Bonferroni (D.C.), cotejadas con las
concentraciones letales para cada aislado.

A)D.C.<(0.59 :

2.38-2.43 T
(€} ug/mL)

BN B)D.C > (0.59)
-3.13 - 3.55pg/mL ® 4.41-5.41 pg/mt_ ®
. (5-7 ug/mL)®

AXA1-Tnz/ HG8Tnz o AXA1-Ntz / MM-Ntz

(DC'—002) (D. C. =1.01)
AXATrz/ HGBNEZ MM-Tnz / CP5-Ntz

(D.C = 0.06) (D.C.:=0.43)

HG8-Tnz/HG8-Ntz . CP5-Tnz/CP5-Ntz

(D.C. =0.03) © .(D.C.=0.19)

? Rangos de las cyoncentrraci_ones letales de los farmacos. ° Concentracién real. -
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Discusion

En este estudio se encontré que el efecto antigiadiasico /in vitro de la
Nitazoxanida en los cuatro aislados de G. duodenalis presentaron una
respuesta heterogénea; el aislado INP170693GH8 (de gato) fue el mas
sensible (3 pg/mL) en tanto que el aislado INP231087MM (de un paciente
pediatrico) fue el mas resistente (7 pg/mL). Respuesta que es semejante a lo
que se reporta con otros aislados y con otros antigiardiasicos: Quinacrina,

Metronidazol, Tinidazol y Furazolidona 42457

Los estudios de Thompson y Majewska, sugieren que la heterogeneidad en la
respuestas de Giardia, pueden reflejar la variabilidad genética y fenotipica

propia de este parasito ' ¥, aunque el incremento en la concentracion de Ntz

(7 pg/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 cursd con giardiosis cronica,
con tres meses de evolucidon, ademas de un cuadro clinico de base. La
resistencia a farmacos también se ha a documentado en otros
microorganismos, cuando el DNA receptor se combina con plasmidos

inductores de resistencia como el pMT g, **

Por otro lado, la disminucion de la susceptibilidad de los trofozoitos del aislado
INP231087MM a la Ntz, podria relacionarse también con la disminucion de las
. enzimas PFOR y la PF, ya que la ausencia de estas favorece la resistencia de
los parasitos debido, a que no se activa el nitroradical toxico de los
Nitroimidazoles.**** El mismo fendmeno se ha observado en Trichomonas
vaginalis la cual, disminuye la concentracién de (PF) e inhibe la expresion

fenotipica de su gen hasta en un 50%.%5
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Es importante sefialar que los aislados obtenidos de animales INP300695-CP5
(perro) y INP170693GH8 (gato) fueron mas sensibles a los dos farmacos a
diferencia de los aislados obtenidos de humanos (nific) y INP210897AXA-1
(adulto). El incremento de la susceptibilidad de los aislados obtenidos de
animales, probablemente, se deba a que no tuvieron contacto con ningun
farmaco, debido a que en nuestro pais no existe la costumbre ni los recursos
economicos para desparasitar a las mascotas. A diferencia de los aislados
obtenidos de humanos y especialmente el INP231087MM que se obtuve de un
paciente con una enfermedad de base, circunstancia que probablemente
favorecid la resistencia cruzada, por el contacté de los protozoarios con

antiparasitarios y/o antimicrobianos. ¢

El coﬁo tiempo de estabilidad que tiene la Ntz y su principal metabolito
tizoxanide (4-6 hrs),”* es ofra propiedad que pudo haber empobrecido su
"actividad antigiardiasica, principalmente porque en este trabajo se avalué su

efectividad a 24 horas.

En este estudio, para determinar la susceptibilidad de los trofozoitos expuestos
a los dos farmacos se utilizé el método enzimatico colorimétrico de la reduccion
de las sales de tetrazolio a formazan. Método cuantitativo que es facil de
realizar y ademas puede tener la reproducibilidad del método radioactivo con
timidina tritada H® pero, sin el riesgo que conlleva el manejé de la
radiactividad.®>% Otros métodos, como la evaluacién morfolégica, * crecimiento
clonal en medio de cultivo semisdlido,* subcultivo en medio liquido y

adherencia de trofozoitos %5 son semicuantitativos y poco objetivos.

Otros estudios reportan concentraciones menores a 7ug/mb de (Mtz, Tnz, Ntz

e.t.c.), para las concentraciones inhibitorias (Cl) de 50%, 90%, 95%, 7790436870

38



Sin embargo en los estudios preliminares de este trabajo se encontré que el
aislado INP231087MM (nino) expuesto a la concentracion minima inhibitoria
con 4 pg/mL de Ntz por 24 horas se recupero y repoblé el tubo después, de
tres dias de incubacién. Ademas esta reportado que la Cl 4, del Tnz se obtiene
con 1a3 pg/mL”"‘s'”. motive por el cual se determind 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 Cl g4, con 10 pg/mL.”” En
nuestro caso encontramos que el aislado mas resistente (INP231087MM)
necesité 7.0 pg/mL de Ntz para una sensibilidad del 100%.

En pacientes’ Q!érdiésicos tratados con Nitazoxanida, se ha reportado una
eficiencia del 70 'y 100%,78" esta variabilidad puede estar relacionada con las
diferenclas encontradas en estos aislados. Sin embargo, se necesitan mas

estudios /n vitro y clinicos para tener una mejor perspectiva de su eficacia.

La concentracién'requerlda para alcanzar el 100% de susceptibilidad, asi como

Ia velocidad d accion fueron los principales parametros que marcaron las
actlvldad antigiardiasica de la Ntz y Tnz, mismas que

caracterlzaron al tlnldazol como el farmaco de mayor actividad antigiardiasica in

V/fI'O
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Conclusiones

En este trabajo se encontrd 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 farmacos que los aislados provenientes de

animales.
La velocidad de accién de los cuatro aislados fue mayor con el Tnz.

Los resultados sugieren que es necesario realizar mas 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- $-33

Reactivos

Citrato férrico de amonio

Acido ascorbico

Bilis bovina

Fosfato de potasio monobasico
Fosfato de potasio dibasico
Cloruro de cisteina

Cloruro de sodio

Glucosa

Extracto de levadura

Triptona

Cantidades

0.03g.
02 g
05 g
06 g
0.1g
0.3 ¢
03 g
15 g
15 g
3.0 g

‘Los reactivos se hidrataron con agua desionizada, el pH se ajusté a 7.18 y se
aforé a 100 mL. Se prefiltré Yy posteriormente se esterilizé por filtracién con

membranas de 0.2 uM de poro.

El medio de cultivo se complementd con 10% de suero bovino.
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Solucion salina de fosfatos

Amortiguador de fosfatos

Cloruro de sodio 6.5 g.
Fosfato dibasico 28 g
Fosfato monobasico 04 g

Se aford a un litro con agua desionizada pH 7.2

Sales de Tetrazolio

MTT: Bromuro de (3[4,5 dimetil tiazol-2-il]) 2,5 difenil tetrazolio. Se disolvieron
100 mg de MTT en 20 mL de agua desionizada.

PMS: Fenazin Metosulfato. N-Metildibenzopirazina. Se disolvieron 50 mg de
PMS en 20 mL de agua destilada y se almacend en un frasco ambar a 4°C.

Isopropanol acido

Isopropano! acido. Se preparé con 0.173 mL de acido clorhidrico aforado a 100
mL de isopropanol y se tuvo una solucion final de 0.04 M.
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Farmacos

Nitazoxanida base. Lote 56659 la obsequié por el Laboratorio Columbia. Se
preparé una solucién concentrada con 10 mg de farmaco en 6 ml de dimetil
sulféxido de metilo (DMSO) y se esterilizé por filtracion con una membrana de

fluoroporo de 0.22 um. *

Tinidazo! base: Lo dond el laboratorio Grossman. La solucion saturada se
preparo con 5 mg de la sal disuelta en 4 mL de etanol al 25% y se esterilizé con

membranas de fluoroporo de 0.22 um.
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