£4 55 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

’_."
S S

DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

“DETERMINACION DE LA EFICACIA
in vitro DE COMBINACIONES DIADICAS DE
FARMACOS DE DISTINTA FAMILIA QUIMICA EN
TROFOZOITOS DE Giardia duodenalis.

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO

PRESENTA:

KARLA GLORIA JIMENEZ ACOSTA

DIRECTORES DE TESIS: Dr. Raul Argiiello Garcia
Dra. Maria Guadalupe Ortega Pierres

LOS REYES IZTACALA, ESTADO DE MEXICO 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se realizo en el Laboratorio 2 del Departamento de Genética y
Biologia Molecular del Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN), bajo la direccion del
Dr. Raal Argiiello Garcia, Auxiliar de Investigacion y de la Dra. Ma.
Guadalupe Ortega Pierres Investigador Titular de tiempo completo y Jefa del

Departamento de Genética y Biologia Molecular.



DEDI CATORI AS

A ms padres, Mguel y Angelica: Por guiar m vida,
bri ndandone sienpre su anor, apoyo, confianza,
conprensi 6n, consejos, gracias a ustedes que son m
mayor ejenplo y orgullo, hoy culmna una de |as
etapas mas inportantes de m vida, que logre a su
| ado, les dedico con todo m anor y agradecimento
este trabajo.

A ms hermanas, Angie y Mni: Por su apoyo,
confianza y carifio incondicional, por que sienpre
han estado a m |ado, gracias a sus invaluables
consej os que ne han ayudado durante toda m vida y
me han inpulsado a salir adelante, este logro es
tanbi én de ustedes que son parte indispensable de m
vi da.

A toda m famlia: Por, su cariio, por estar a m
| ado, por |os nonentos conpartidos, ya que soy nuy
af ortunada de conpartir m vida con todos ustedes.

A Manuel: Por tu anor, am stad, apoyo incondicional
para lograr ms netas, por tus consejos, pacienciay
sobre todo gracias por tu ayuda en |a realizacion de
esta tesis.



AGRADECI M ENTCS

A la Dra. Guadalupe Otega Pierres: Por permtirme
integrarnme a su grupo de trabajo, por |as
enseflanzas, el tienpo y | as reconendaci ones, durante
toda la realizaci 6n de esta tesis, por que ne siento
muy orgul | osa de haber trabajado bajo su asesori a.

Al Dr. Raul Arguello Garcia: Gacias por tu

di sposi ci 6n paci enci a, apoyo y ayuda i ncondi ci onal
por | a oportunidad de trabajar a tu |ado, por todo
el tienpo dedicado para la realizacion de m tesis,
por todo |lo que aprendi, de ti y sobre todo por la
confianza que depositaste en m, la cual ne permtio
realizar este trabajo.

A | a Universidad Naci onal Aut 6nona de Mexico: Por
| a gran oportunidad de estudiar en |a universidad
mas i nportante de Méxi co.

A |l a Facultad de Estudi os Superiores |ztacal a:
Gracias a todos ms profesores que hicieron de m
estancia en | a universidad una de | as experiencias
mas enri quecedoras e inolvidables de m vida.

A ms amgos: Mariana, gracias por estar sienpre
apoyandonme, aconsej andone y por ser una am ga
excepci onal, A Edgar, Borre, Luis, Laura Martha,

Al ej andra, Marisela, que fueron y son ms am gos

I nsepar abl es que conpartinos juntos, nonentos

mar avi | | osos durante esta inportante etapa de
nuestras vidas, gracias por su am stad, apoyo,



consej 0os y sobre todo por seguir formando parte de
m vida.

A todos m s conpafieros del |aboratorio 2 de Cenética
y Biologia Mlecular : Por |os nonentos
conpartidos, Arturo, gracias por todo tu apoyo,
Rocio, Marisela, Lupita, Lety, Nancy, Ronel, y M.
Lui sa por |a ayuda que ne brindaron. Especial nente a
Don Rene y Bl anquita que gracias su apoyo técnico
fue posible la realizacion de |a fase experinental
de m tesis.

Al honorable jurado: Dra. Patricia Bonilla Lenus,
Dra. Ma. Guadalupe Ortega, M en C Elizabeth
Ramirez Flores, M en C. Eric Monroy Pérez y el Dr.
Raul Argiell o Garcia por su disposicion para

eval uar, corregir y revisar el presente trabajo de
tesis y por sus valiosas reconendaci ones aportadas
a esta.



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE CONTENIDO ...ttt e e e e e e e eeaeaeeeeeeeeeeeearaeaeees 6
INDICE DE TABLAS ..o et e e e e e s seeeeeesenes 8
INDICE DE FIGURAS ..ottt s et s seseeeeseeen 9
ABREVIATURAS ..o Error! Bookmark not defined.
RESUMEN ..o Error! Bookmark not defined.
ITINTRODUCCION ..o, Error! Bookmark not defined.
1.0.- GENERALIDADES DE G. duodenalis Y LA GIARDIOSIS... Error!
Bookmark not defined.
1.1.- TAXONOMIA Y CLASIFICACION.................. Error! Bookmark not defined.
1.2- ENTIDADES MORFOLOGICAS DE Giardia.... Error! Bookmark not defined.
1.3.-CICLO DE VIDA ..o, Error! Bookmark not defined.
1.4.- TRASMISION Y PATOGENICIDAD................ Error! Bookmark not defined.
1.5.- EPIDEMIOLOGIA ..o, Error! Bookmark not defined.
1.6.- CUADRO CLINICO.....cooooeeeeoeeeeeeeeeeeeeenn Error! Bookmark not defined.
1.7.- DIAGNOSTICO .o, Error! Bookmark not defined.
2.0.- TRATAMIENTO FARMACOLOGICO........... Error! Bookmark not
defined.
2.1.- METRONIDAZOL: ..o Error! Bookmark not defined.
2.2 -ALBENDAZOL: ... Error! Bookmark not defined.
2.3.- FURAZOLIDONA : ....oo oot eeeeeeee Error! Bookmark not defined.
2.4.- QUINACRINA: ..ottt Error! Bookmark not defined.
2.5.-NITAZOXANIDA : ..o Error! Bookmark not defined.
II ANTECEDENTES ... Error! Bookmark not defined.
I JUSTIFICACION ..o, Error! Bookmark not defined.
IV OBIETIVOS ..o Error! Bookmark not defined.
1.0.- OBJETIVO GENERAL.........ccceeuuuuuuu... Error! Bookmark not defined.
2.0.- OBJETIVOS PARTICULARES .......... Error! Bookmark not defined.
V ESTRATEGIA EXPERIMENTAL .........cccccoociinin. Error! Bookmark not defined.
VI MATERIAL Y METODOS ..o, Error! Bookmark not defined.
1.1.- Cultivo de Parasitos. ... .oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn Error! Bookmark not defined.
1.2.- Cultivo de trofozoitos de G. duodenalis .............. Error! Bookmark not defined.
1.3.- Agentes quIMioterapeutiCos: .......ceevuveerrureerureennne. Error! Bookmark not defined.



1.4.- Evaluacion de viabilidad celular por subcultivo en medio liquido. .............. Error!

Bookmark not defined.
1.5.- Determinacion de DL50 y CLM .............coeuuee.e. Error! Bookmark not defined.
1.6.- Determinacion de las Interacciones Farmacologicas (sinergia, indiferencia,
aditividad y antagonismo). .........ccceeeeervieniienieenieennneans Error! Bookmark not defined.
VII RESULTADOS ..o Error! Bookmark not defined.
1.0.- Subcultivo en Medio Liquido. ............... Error! Bookmark not defined.
2.0.- Efectividad Giardicida de combinaciones de Farmacos........... Error!
Bookmark not defined.
2.1.- Determinacion de Interacciones Farmacologicas............ Error! Bookmark not
defined.

3.0- Efectividad Giardicida de combinaciones de Farmacos en cepas
resistentes a Metronidazol, Albendazol y Furazolidona. Error! Bookmark

not defined.

3.1.- Cepa WB resistente a Metronidazol 23 uM.......... Error! Bookmark not defined.

3.2.- Cepa WB resistente Albendazol 5.6 pM.............. Error! Bookmark not defined.
3.3.- Cepa WB resistente a Furazolidona 5.2 uM ........ Error! Bookmark not defined.
VIIIDISCUSION ..o Error! Bookmark not defined.
IX CONCLUSIONES ..o Error! Bookmark not defined.
X REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccoceeeeieiee. Error! Bookmark not defined.
XTI APENDICE ... Error! Bookmark not defined.
1.1.- MEDIO DE CULTIVO TYI-S-33 SUPLEMENTADO CON BILIS
(ATCC # 1404). ...ccovveereeecrrrnerecccssnnseecccssonassecs Error! Bookmark not defined.
1.2.- PREPARACION SOLUCIONES DE TRABAJO ..Error! Bookmark
not defined.

1.3.- FRACCIONES EXPERIMENTALES DE LA
CONCENTRACION LETAL MINIMA, UTILIZADAS EN
COMBINACION PARA CADA FARMACO............ Error! Bookmark not
defined.

1.3.1.- COMBINACION NITAZOXANIDA-METRONIDAZOL .. Error! Bookmark
not defined.



1.3.2.- COMBINACION FURAZOLIDONA-QUINACRINA ..Error! Bookmark not
defined.

1.3.3.- COMBINACION FURAZOLIDONA-METRONIDAZOL.. Error! Bookmark
not defined.

1.3.4.- COMBINACION FURAZOLIDONA-NITAZOXANIDA ... Error! Bookmark
not defined.

1.3.5.- COMBINACION FURAZOLIDONA-ALBENDAZOL.Error! Bookmark not
defined.

1.3.6.- COMBINACION METRONIDAZOL-ALBENDAZOL Error! Bookmark not
defined.

1.3.7.- COMBINACION QUINACRINA-ALBENDAZOL....... Error! Bookmark not
defined.

1.3.8.- COMBINACION METRONIDAZOL-QUINACRINA..Error! Bookmark not
defined.

1.3.9.- COMBINACION NITAZOXANIDA-ALBENDAZOL .Error! Bookmark not
defined.

1.3.10.- COMBINACION NITAZOXANIDA-QUINACRINA . Error! Bookmark not
defined.



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Regimenes de tratamiento comunmente usados para la giardiosis

Tabla 2. Valores de Dosis letal 50 y Concentracion Letal Minima
experimental para la cepa WB de Giardia duodenalis, para cada uno de los

agentes quimioterapeuticos probados.

Tabla 3. Determinacion experimental del Indice de Concentracion Fraccional,
asi como la Interaccion Farmacoldgica obtenida para cada una de las

combinaciones diadicas probadas en cultivos de G. duodenalis

Tabla 4. Determinacion experimental del Indice de Concentracién Fraccional
y su correspondiente Interaccion Farmacologica, para las combinaciones
diadicas empleadas en cultivos de G. duodenalis resistentes a Metronidazol,

corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes.

Tabla 5. Determinacién experimental del Indice de Concentracién Fraccional
y su correspondiente Interaccion Farmacoldgica, para las combinaciones
diadicas empleadas en cultivos de G. duodenalis resistentes a Albendazol,

corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes.

Tabla 6. Determinacion experimental del Indice de Concentracién Fraccional
y su correspondiente Interaccion Farmacologica, para las combinaciones
diadicas empleadas en cultivos de G. duodenalis resistentes a Furazolidona,

corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Fase de Trofozoito (A) y de Quiste (B) del parasito G. duodenalis
Figura 2. Ciclo de vida de G. duodenalis

Figura 3. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en
medio liquido para evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis.
Un inoculo de 1,000,000 trofozoitos fue expuesto a las combinaciones
diadicas de Mtz-Ntz (A) y Ntz-Abz (B) Qnc-Abz (C) Abz-Mtz (D) Ntz-Qnc
(E) Abz-Fzd (F) e incubados 24 hrs a 37 °C. Los datos expresados

corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes.

Figura 4. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en
medio liquido para evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis.
Un inoculo de 1,000,000 trofozoitos fue expuesto a las combinaciones
diddicas de Mtz-Qnc (A) y Fzd-OQnc (B) Fzd-Ntz (C) Mtz-Fzd-(D) e
incubados 24 hrs a 37 °C. Los datos expresados corresponden al promedio de

cuatro experimentos independientes.

Figura 5. Comparacion de las Interacciones Farmacologicas obtenidas en
trofozoitos de G. duodenalis expuestos a 10 diferentes combinaciones diddicas

de los farmacos de mayor uso en Giardiosis.

Figura 6. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en
medio liquido para evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis,

resistentes a Metronidazol.

Figura 7. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en
medio liquido para evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis,

resistentes a Albendazol.

10



Figura 8. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en
medio liquido para evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis,

resistentes a Furazolidona.

11



Abz

CCD

CLM

Cm

D.E.

DL50
DMSO
ELISA

Fzd
G.duodenalis

ICF
LF.

ug

ul

uM
um
mg

ml
MM
Mtz
Ntz
PFOR
Qnc
SCML
TA
Ttz
TYI-S-33
g

ABREVIATURAS
Albendazol
Conteo Celular Directo
Concentracion Letal Minima
Centimetros
Desviacion Estandar
Dosis letal para el 50% del cultivo
Dimetilsulfoxido
Ensayo de inmunoabsorbente acoplado a enzima
Furazolidona
Giardia duodenalis

Indice de Concentracion Fraccional
Interaccion Farmacoldgica
Microgramos

Microlitros

Micromolar

Micrometros

Miligramos

Mililitros

Milimolar

Metronidazol

Nitazoxanida

Proteina Ferredoxin Oxido Reductasa
Quinacrina

Subcultivo en Medio Liquido
Temperatura Ambiente

Trofozoitos

Medio Tripticasa (T), extracto de levadura (Y), fierro (I), suero (S)

Gravedades

11



RESUMEN

Los agentes quimioterapéuticos empleados en casos de giardiosis incluyen
drogas de diversa naturaleza quimica como los S5-nitroimidazoles
(metronidazol, Mtz), S5-nitrofuranos (furazolidona, Fzd), S5-nitrotiazoles
(nitazoxanida, Ntz), acridinas (quinacrina, Qnc) y bencimidazoles (albendazol,
Abz), constituyendo hasta ahora el principal recurso practico para el control de
esta infeccion. Estos compuestos también presentan mecanismos de
citotoxidad relativamente diferentes. Sin embargo, ademas de presentar
efectos colaterales diversos, actualmente se ha observado un incremento de
casos clinicos refractarios al tratamiento con varios de estos farmacos,
particularmente metronidazol y albendazol, lo cual indica la necesidad de
optimizar su potencial terapéutico. Una estrategia Util en este sentido ha sido
el empleo de combinaciones de dos farmacos con distinto mecanismo de
accion, que mejoren o potencien el efecto que se presenta con cada droga por

separado.

Con el fin de abordar este ultimo aspecto, trofozoitos de Giardia duodenalis
fueron expuestos in vitro a combinaciones diddicas de farmacos que
implicaron Mtz o Abz combinado con Qnc, Fzd o Ntz. El andlisis de las
interacciones farmacoldgicas se realizd obteniendo curvas dosis-respuesta
considerando la viabilidad celular evaluada mediante subcultivo en medio
liquido y empleando fracciones de la concentracidon letal minima (CLM), para
cada farmaco incluido en la combinacion, calculandose asi los nuevos valores
correspondientes de CLM. El tipo de interaccidon (sinergismo, aditividad,

indiferencia, antagonismo) se determind calculando el valor del indice
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concentracion fraccional (ICF) para cada combinacion analizada. Una vez
obtenidos los resultados, las combinaciones con menor valor de ICF se
probaron en cultivos resistentes a Metronidazol, Albendazol y Furazolidona,

obtenidos previamente en nuestro grupo de trabajo.

Los datos obtenidos mostraron que la combinacién Mtz-Fzd present6 el menor
valor de ICF (sinergismo) coincidiendo con una combinacion practicamente
equimolar de las drogas, siguiendo en efectividad las combinaciones Fzd-Ntz,
Fzd-Qnc y Mtz-Qnc (aditividad). Por su parte, las combinaciones Abz-Fzd,
Ntz-Qnc, Abz-Mtz, Qnc-Abz y Ntz-Abz presentaron valores de ICF mas altos
(indiferencia). La tinica combinacion que presentd antagonismo fue Mtz-Ntz.
En cepas resistentes para metronidazol 23 uM, las combinaciones Mtz-Fzd y
Fzd-Qnc presentaron indiferencia farmacologica y Fzd-Ntz presentaron

antagonismo, no encontrandose asi efecto de las combinaciones en esta cepa.

Para la cepa resistente a albendazol 5.6 uM, las combinaciones probadas
fueron Fzd-Mtz, Fzd-Ntz obteniendo aditividad al combinar estos farmacos, y
en el caso de Fzd-Abz se observo antagonismo. Asi se observaron

interacciones significativas en esta cepa en ausencia de albendazol.

La ultima cepa resistente evaluada fue Furazolidona 5.2 uM, en la cual los
resultados obtenidos fueron muy parecidos a los obtenidos para la cepa WB.
Asi para la combinacion Fzd-Mtz presento sinergismo, mientras que para Fzd-

Ntz y Fzd-Qnc el resultado fue aditividad.

De manera global la furazolidona, presentd la mejor efectividad como

elemento de las combinaciones, el metronidazol, nitazoxanida y albendazol
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fueron los mas ineficaces en las combinaciones contrastando con el hecho de

ser los més efectivos cuando se emplean individualmente.

Estas observaciones, en su conjunto, aportan informacion novedosa en
relacion con las interacciones entre drogas con distinto mecanismo de accion
contra trofozoitos de Giardia y ofrecen buenas perspectivas para su empleo en

casos de giardiosis experimental y clinica.
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I INTRODUCCION

1.0.- GENERALIDADES DE G. duodenalis Y LA GIARDIOSIS

Los parasitos son los organismos que obtienen el alimento y proteccion de
otros seres vivos que son los hospederos. Pueden ser transmitidos de animales
a los seres humanos, de seres humanos a otros humanos, o de seres humanos a
los animales. Varios pardsitos han surgido como causantes de enfermedades
adquiridas por los alimentos y el agua. Los parasitos viven y se reproducen
dentro los tejidos finos y los organos de hospederos humanos y animales
infectados, y de estos se excretan a menudo en heces. Los parésitos son de
diversos tipos y diferente tamafio y van desde organismos minusculos,
microscopicos (protozoos) a otros mas grandes y multicelulares (hongos,

helmintos y artropodos) que se pueden observar a simple vista.

Los estudios para control de las infecciones por protozoarios parasitos se han
centrado en el desarrollo de una quimioterapia eficaz y en evitar la resistencia
de la droga en el tratamiento de los tres protozoos anaerobios mas importantes
que infectan centenares de millones de gente por todo el mundo. Giardia
duodenalis es una causa de la diarrea severa y debilitante, especialmente en
nifos y jovenes, Entamoeba histolytica causa absceso amébico en higado y
disenteria, Trichomonas vaginalis es un parasito transmitido sexualmente y es

una causa importante de la infertilidad en la mujer (Carrera et al., 1999).

En México se han registrado altos indices de infecciones intestinales causadas

por protozoarios parasitos. Esto se debe principalmente a la presencia de
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multiples factores de riesgo asociados con las condiciones socioecondomicas
precarias de una gran parte de la poblacion mexicana (Argiello, 1991). En
este trabajo se aborda el estudio de G. duodenalis, posiblemente el protozoario
intestinal de mayor frecuencia en infecciones asociadas a diarrea en nuestro

medio.

1.1.- TAXONOMIA Y CLASIFICACION

Entre las parasitosis intestinales que afectan con mayor frecuencia al ser
humano se encuentra la Giardiosis, cuyo agente etioldgico es el protozoario
parasito Giardia sp. Este protozoario fue descubierto por el holandés Anthony
Van Leeuwenhoek en 1681, quien usod sus heces como material de estudio
(Dobell, 1920). En 1859, W. Lambl, fue quien dio la primera descripcion del
parasito, al observarlo en evacuaciones diarréicas de un nifio con enteritis.
Blanchard, treinta afios mas tarde, denomina a la enfermedad como lambliasis.
Kofoid y Christiansen (1915) proponen el nombre de Giardia lamblia para
este protozoario en honor al profesor A. Girad de Paris y al Doctor F. Lambl
de Praga, quienes realizaron estudios detallados sobre la descripcion

morfologica de éste parasito (Adam, 2001; Chester. et al., 1992).

Los protozoarios se han clasificado tradicionalmente por su morfologia en:
flagelados, ciliados, amibas y esporozoarios. (Hickman et al, 1988).
G.duodenalis se encuentra dentro de los protozoarios flagelados. (Pertenece al
Subphylum Sarcomastigophora (comprende organismos cuya locomocion es
efectuada por flagelos, pseudopodos o ambos), Superclase Mastigophora (solo
protozoarios flagelados), Clase Zoomastigophorea (cloroplastos ausentes),

Orden Diplomonadida (organismos que poseen dos cariomastigoforos, cada
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uno con 4 flagelos, dos nucleos), Familia Hexamitidae (seis u ocho flagelos,
dos nucleos, simetria bilateral y en algunos casos axostilos y cuerpos medios o
parabasales), (Adam, 2001). Recientemente, Tovar y colaboradores, 2003,
demostraron que Giardia tiene vestigios de organelos mitocondriales

(mitosomas)

G. duodenalis esta considerado actualmente como el organismo eucariota mas
primitivo con base en comparaciones filogenéticas de la secuencia del ARN
ribosomal 16S, ya que es mas pequeia que la de los otros eucariontes e
incluso que la de las eubacterias y presenta un gran parecido con las

secuencias de las arquebacterias (Sogin ef al.,1989)

Este protozoo coloniza el intestino delgado de los hospederos susceptibles y
ocasiona en ellos la infeccion denominada giardiosis, la cual también afecta a

mamiferos, aves, reptiles y anfibios (Adam, 1991).

Filice (1952) realizo la clasificacion del género basandose en criterios como la
especificidad del hospedero, las dimensiones del cuerpo y las variaciones en

estructuras:

G. agilis, que se aloja en anfibios, posee forma alargada, (20-30u X 4-5 um) y
tiene dos estructuras denominadas cuerpos medianos que semejan gotas de

agua.

G. muris, que parasita murinos y aves pequeias, tiene forma redonda (9-12 X

7um) y dos cuerpos medianos ovales.

G. duodenalis, especie que se encuentra en muchos vertebrados incluyendo al
hombre, (9 a 21 um X 5 a 15 um), la cual presenta una morfologia piriforme,

ventralmente aplanada y un cuerpo mediano en forma de martillo.
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Actualmente, por medio de estudios de microscopia electronica se han
descrito tres nuevas especies que son: G. psittaci, infecta al periquillo
australiano, G. ardae que infecta garzas y G. microti que infecta

especificamente ratas de campo o silvestres (Adam, 2001).

Debido a la importancia de los protozoarios del Género Giardia desde un
punto de vista evolutivo, se han estudiado con la finalidad de establecer su

posicion filogenética.
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1.2- ENTIDADES MORFOLOGICAS DE Giardia

El protozoario Giardia duodenalis presenta un ciclo de vida directo simple,

con dos estadios biologicos que son: el trofozoito y el quiste.

TROFOZOITO

CUERPOS
BASALES

FLAGELQO
DISCO ANTERIOR
ADHERENTE
VENTRAL

\FLAGELO
LATERAL
POSTERIOR

CUERPO MEDIANO
SURCO VENTRAL
VENTRAL

FLAGELO CAUDAL

QUISTE

MEMBRAN A
CELLL AR

CITOPLASMA
VACUOLADD

FRAGMENTOS
DEL DISCO
VENTRAL

AXOSTILOS PARED QUISTICA
ASOCIADOS A  Men g

FLAGELDS e L B

Figura 1. Fase de Trofozoito (A) y de Quiste (B) del parasito G. duodenalis
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Morfologia del Trofozoito: El trofozoito (figura 1-A) presenta simetria
bilateral en forma de pera y varia en tamanio de 9 a 21 um de largo por 5 a 15
um de ancho. Su dorso es céncavo y en la parte ventral tiene un disco
succionador superficial concavo, el cual parece ser de gran importancia en la
patogenicidad del organismo, pues es una estructura rica en a—actina, miosina
y tropomiosina que le permite la adhesion a las microvellosidades intestinales.
Ademas, se distingue por la presencia de la proteina giardina (Peattie et al.,
1989) asi como por su gran cantidad de microtibulos organizados en espiral.
Tiene dos nucleos y cuatro pares de flagelos (anteriores, posteriores, ventrales
y caudales), se mueve en forma irregular balanceandose con sus flagelos. Este
parasito tiene dos ntcleos idénticos (sin nucléolos) localizados en la mitad
anterior del organismo, un citoplasma con vacuolas lisosomicas, ribosomales
y granulos de glicégeno. Se divide por fision longitudinal binaria y se enquista
conforme las heces liquidas se deshidratan en forma gradual durante su paso
por el intestino. Entre los elementos que estimulan el enquistamiento in vitro
se encuentran soluciones de lipoproteinas y colesterol con albumina sérica
bovina en substitucidon del suero bovino normalmente utilizado en el medio de
cultivo (Reinner et al., 1995), asi como también se ha visto que existen

lecitinas que pertenecen a la dieta normal y favorecen este proceso (Ortega et

al., 1994).

Morfologia del Quiste: Los quistes (figura. 1-B) son elipsoides y miden de § a
12um y de 6 a 10um de ancho. Los quistes inmaduros tienen dos nucleos y los
maduros cuatro. La separacion de los contenidos de la pared del quiste son una

caracteristica diagnostica: Los quistes contienen los flagelos retractiles en
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axonemas que se encuentran en cuatro pares de cerdas curveadas, un cuerpo
mediano y fibrillas. La pared del quiste, hialina y dura es secretada a partir del
citoplasma condensado, los 6rganos internos se van plegando y la formacion
del disco succionador ocurre conforme el quiste ingerido va madurando y se
producen dos trofozoitos gemelos idénticos con el desenquistamiento en el
duodeno. Los quistes de Giardia se destruyen con facilidad cuando se
desecan, pero permanecen viables a 21°C durante un mes y por periodos mas

largos cuando el clima es frio (Goldsmith, 1995)

1.3.- CICLO DE VIDA

Giardia presenta un ciclo de visa simple: (1) La infeccion del hospedero
inicia cuando el quiste es ingerido a través de agua, alimentos contaminados
con heces fecales o por contacto de persona a persona. (2) Después de que el
quiste es ingerido, desenquista en forma de trofozoito debido a la alta acidez
gastrica, a la presencia de enzimas hidroliticas como proteasas pancreaticas
(Ward et al., 1997) seguida por la brusca elevacion del pH propio del intestino
y a la temperatura interna corporal de 37°C (Schaefer, 1990). (3) El trofozoito
se adhiere directamente sobre el borde de las microvellosidades epiteliales del
intestino delgado (duodeno o yeyuno) por medio de un disco ventral
adherente, en este lugar se replica por fision binaria longitudinal y de cada
quiste emerge un trofozoito tetranucleado, lo que incrementa la cantidad de
trofozoitos (4) (responsables de los sintomas de la giardiosis: diarrea y
malabsorcidn) y algunos de ellos son liberados en las heces (Adam 1991,
2001). (5) Los organismos se redondean, formando una pared quistica hacia la

parte distal del intestino delgado y los quistes se eliminan por medio de las
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heces. Los quistes eliminados maduran en horas y permanecen viables varios
dias, a temperaturas de 12 a 22°C, los quistes permanecen viables hasta por 66
dias (Bingham et al., 1979). (5) El quiste es relativamente resistente a las
condiciones ambientales como cambios de temperatura y deshidratacion, lo
cual le permite sobrevivir en la intemperie hasta que son ingeridas por un

nuevo hospedero, completando asi el ciclo. (Schupp, et al., 1990).
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agua y alimentos

Contaminacion por quistes en h

Los trofozoitos pasan a través de
las heces pero no sobreviven al
medio ambiente externo

I Fase infectiva
D Fase de diagnostico

Figura 2. Ciclo de vida de G. duodenalis.(Tomado de
www.dpd.cdc.gov/dpdx/default.html)
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1.4.- TRASMISION Y PATOGENICIDAD

La giardiasis se caracteriza por sintomas gastrointestinales que van desde
diarrea aguda que se cura espontaneamente, hasta un trastorno croénico con

episodios diarreicos y estados ocasionales de mala absorcion (Craig y Sitzel,

1984).

Los factores de transmision de la giardiosis incluyen: la contaminacion del
agua y alimentos con quistes, la defecacion al ras del suelo en areas urbanas y
rurales, el contacto persona-persona, en condiciones de baja higiene, el uso de
letrinas inadecuadas, el riego de hortalizas con aguas negras. Esta parasitosis
€s una zoonosis, existen reservorios como animales domésticos (gatos o
perros) o silvestres (castores) y tan solo se necesita ingerir de 15 a 100 quistes
para ser infectado (Carrada, 1984 a). En Australia se han detectado casos de
personas infectadas por nadar en el mar y estar en playas contaminadas. La
infeccion por insectos podria ser otra forma de adquirir la enfermedad ya que
se ha demostrado experimentalmente que los quiste de G. duodenalis
sobreviven al intestino de las moscas, sin embargo esta forma de transmision

es aun desconocida (Boreham et al.,1990).

La presentacion asintomatica involucra un portador aparentemente sano que
excreta quistes, pero con absorcidon intestinal subclinica deficiente (Coello-

Ramirez, 1981).
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La transmision oro-fecal directa de Giardia ocurre con la exposicion directa
de las heces que se encuentran en la comida, agua o suelo con el propio sujeto
o al ser tomados objetos directamente con las manos y ¢€stas ser llevadas a la
boca. Se presenta principalmente en zonas carentes de higiene y dentro del

grupo familiar, asi como en comunidades donde los nifios asisten a guarderias

(WHO, 1986).

Las infecciones cronicas se caracterizan por presentar esteatorrea que
acompafa un sindrome de mala absorcion con pérdida de peso substancial,
debilidad general y la consecuente fatiga. El periodo prepatente de esta
parasitosis es de 6 a 15 dias, y el periodo de incubacion oscila entre 7 y 21
dias (Knight, 1980). El amplio espectro de la respuesta clinica puede ser
atribuido a la variacion en la virulencia de los aislados de Giardia, a factores
del hospedero tales como la respuesta inmune o bien una combinacion de los
dos. Giardia provoca alrededor de un 7 % de casos de diarrea aguda y del 11-
45 % de casos de diarrea cronica, y menos del 50 % de pacientes sintomaticos
presentan evidencias bioquimicas de malabsorcién de carbohidratos, grasas y
micronutrientes, aunque también suele ser responsable del desarrollo y
crecimiento retardado en nifos. El mayor impacto clinico de este parasito es
en infantes y nifos, durante los primeros 3 afios de vida, en estados de
desnutricion y en pacientes inmunocomprometidos. (Farthing et al, 1986;

Sullivan et al, 1991).

Este parasito es el mas identificado en la epidemias diarreicas en donde estan
implicadas fuentes de agua (WHO, 1986). Incluso hay brotes de infeccion en
lugares donde las personas toman agua de riachuelos donde el agua corre o en

montafias donde es cristalina; esto se da por la defecacion de animales o
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visitantes de esos lugares. En climas frios los quistes pueden sobrevivir en el
agua por meses aunque las grandes epidemias se han asociado con el agua
contaminada. La ruta oro-fecal es la mayor fuente de infeccion
particularmente en ciudades donde el agua es calida o donde hay drenajes

ineficientes y no recircula el agua (Upcroft and Upcroft, 2001).

Ente los alimentos mas cominmente contaminados con quistes de Giardia se
encuentran las frutas y verduras como la fresa o la lechuga (Bier, 1991) ya que
el agua contaminada se utiliza para el riego. En México puede ser un factor
importante de transmision dado el uso de aguas negras en el riego de estos
productos que suelen comerse crudos. Los quistes de Giardia sobreviven en
agua fria (4°C) hasta por lo menos dos meses, por lo que se cree que los

productos perecederos que se guardan refrigerados pudieran tener quistes de

Giardia (WHO, 1986).

En los ultimos afios se ha incrementado la infeccion de G. duodenalis por
medio de las relaciones sexuales principalmente en homosexuales. Los quistes
de este protozoario se adquieren muy probablemente con el contacto anal y
perineal y subsecuentemente se transmiten por via oral. En un estudio
realizado en Australia, en la poblacion de hombres homosexuales se encontrd

que el 4% de 143 sujetos estaban infectados (Boreham et al., 1990).

La giardiosis humana presenta un espectro patoldogico amplio, desde la
infeccion asintomatica, es decir, a pesar de que exista una infeccion intestinal

por G. duodenalis puede pasar desapercibida, y solo ocasionar trastornos

26



intestinales transitorios que no ameritan ser manejados con medicamento

alguno. (Chester et al.,1992).

La giardiosis es una infeccion intestinal en la cual G. duodenalis, origina una
serie de alteraciones morfofisioldgicas. La invasion de las criptas glandulares
del duodeno-yeyuno por G. duodenalis, aunque su niamero sea elevado, no
produce irritacién aparente. Estos parasitos no invaden los tejidos, pero si se
alimentan de las secreciones de la mucosa y en la mayor parte de los casos son

aparentes “comensales® en su relacion con el huésped (Chester ef al., 1992).

Esta infeccion se presenta en la mayoria de los nifios y existen también
pacientes sintomaticos con diarrea de evolucion aguda o cronica con heces
espesas o esteatorreicas que contienen gran cantidad de moco y grasa (Chester

et al.,1992).

1.5.- EPIDEMIOLOGIA

Desde el punto de vista epidemioldgico, la giardiosis tiene distribucion
cosmopolita y estd ubicada entre las 20 principales enfermedades infecciosas
particularmente en paises en vias de desarrollo como Africa, Asia y
Latinoamérica en las cuales la parasitosis es endémica y especialmente en
lugares donde el clima es templado y humedo (Chester et al., 1992,
Goldsmith, 1995) En M¢éxico, Giardia es el parasito entérico diagnosticado

con mayor frecuencia en los laboratorios clinicos. Por lo general, afecta a la
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poblacion infantil en etapa preescolar y lactantes los cuales son mas

susceptibles que los adultos. (Warren, 1988; IMSS, 1990).

Algunos lugares de alto riesgo para viajeros incluyen la Unién Soviética,
sureste y sur de Asia, oeste y centro de Africa, México y oeste de Sudamérica.

(Goldsmith, 1995)

En México, el impacto de la giardiosis es muy alto. Si bien hacia mediados de
los 1990s las campanas de difusion contra Vibrio cholerae abatieron colateral
y temporalmente las tasas de giardiosis, éstas han vuelto a elevarse de tal
forma que entre 2,000-5,000 casos sintomaticos son reportados mensualmente
a nivel del Sector Salud (DGE-SSA, 1990-2001). Entre 1977 y 1985 se
observd una variabilidad circanual de la incidencia, con una cresta en la
tercera semana de julio y un promedio mensual superior al promedio en los
meses de mayo a septiembre, y una tendencia ascendente con los afios
(Hermida et al., 1990) En la década de 1980s, se reportaron tasas de
incidencias ain mayores del 60 % en varias regiones metropolitanas y
conurbadas de la Ciudad de México (Coello-Ramirez, 1981; Duefas-Lopez,
1984). Por su parte en el periodo de 1990-1995 se observaron en el Hospital
Infantil de México “Federico Goémez” tasas de incidencia global del 37 % en
nifos, de los cuales fueron: 21.4 % lactantes, 41.7 % de edad preescolar, 27.9

% de edad escolar y 9.0 % adolescentes (Bernal y cols., 1995)

En afios recientes se le ha dado importancia meédica al protozoario G.

duodenalis como patogeno, a la vez que los datos epidemiologicos nacionales
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lo han identificado entre los agentes de parasitosis intestinal mas frecuente
(IMSS, 1990). En Estados Unidos de Norteamérica se ha identificado a G.
duodenalis como el patdgeno mas comun durante 1972-1981 (Craig y Sitzel,
1984). La incidencia de esta parasitosis intestinal se ha reportado que es del 2
% al 12 % de la poblacion mundial (Smith et al., 1982). En México se calcula
que hay nueve millones de personas parasitadas por G. duodenalis, siendo este

protozoario la causa mas comun de parasitosis intestinal (Biagi, 1983).

En lo que respecta a la asociacion de la giardiosis con factores de riesgo en
nuestras comunidades, Tay y cols. (1994) han reportado una prevalecia de la
giardiosis en nuestro pais de alrededor del 22 %, semejante a décadas
anteriores, como consecuencia de factores de habitos higiénicos y alimentarios
deficientes, malas condiciones sanitarias y fecalismo al aire libre. En
comunidades de Morelos, hasta el 20 % de individuos de 1-14 afios de edad
que habitan regiones donde se practica la irrigacion con aguas residuales,
presentaron infeccion por Giardia (Cifuentes y cols., 2000). Incluso se han
observado incidencias de hasta un 82 % de residentes en asentamientos de la
frontera norte sin servicios de agua y drenaje, interesantemente, la mayoria de
los individuos presentaron infeccion cronica pero asintomdtica (Redlinger y

cols., 2002).

1.6.- CUADRO CLINICO

La giardiosis humana presenta un espectro patoldogico amplio, desde la
infeccion asintomatica, solo ocasiona trastornos intestinales transitorios que

no ameritan ser manejados con medicamento alguno.
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Existen también pacientes sintomaticos con diarrea de evoluciéon aguda o
cronica con heces espesas o esteatorreicas que contienen gran cantidad de
moco y grasa (Chester et al., 1992). Se ha observado que los sujetos con
giardiosis sufren una colonizacion bacteriana del intestino delgado (duodeno)
y presentan niveles notablemente elevados de dacidos biliares libres,
provocando la descoagulacion de las sales biliares impidiendo asi, la
absorcion de grasas causando la esteatorrea (Tandon et al., 1977). También
presentan irritacion duodenal con excesiva secrecion de moco acompanado
con dolor abdominal. Asi mismo pueden presentar verdaderos cuadros de
mala absorcidn intestinal con afectacion del estado nutricional (anorexia). Este
tipo de personas pierde peso como resultado de la deshidratacién constante y
perdida del apetito, Otros sintomas son el vomito, fiebre, cefalea, flatulencias,

cansancio (Garcia and Larracilla, 1983; Carrada,1984b; Chester et al., 1992).

El periodo de incubacion de la giardiosis por lo general es de 1 a 2 semanas y
el lapso entre la infeccidn y el inicio de los sintomas es cercano a 15 dias; la
infeccion en humanos es de duracion corta (3 meses como maximo) y la fase
aguda suele durar de tres a cuatro dias. La giardiosis no es mortal en humanos

(Carrada, 1984 a).
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1.7.- DIAGNOSTICO

Debido a la alta incidencia a nivel mundial de esta parasitosis, ha surgido la
necesidad de buscar técnicas que faciliten su deteccion, para lo cual se han

empleado métodos de rastreo tanto de quistes como de trofozoitos.

La giardiosis es diagnosticada tradicionalmente por exdmenes
coproparasitoscopicos para hallar quistes o trofozoitos en heces diarreicas o
quistes en heces formadas, con una positividad entre el 97 y 100 % (WHO,
1986). Debido al mecanismo de adherencia del parasito a la mucosa intestinal
mediante su disco ventral, es posible que se puedan examinar series de cinco a
seis muestras de heces sin que se pueda observar el protozoo (PAC Infecto,
1998), por lo que es recomendable repetir el procedimiento, para tener un
mayor grado de confianza. Las muestras se examinan por microscopia fijadas
con alcohol polivinilico o formalina y se tifien con tricomo o hematoxilina de
hierro, posteriormente se concentran con formalin-etil-acetato o sulfato de
zinc. El examen microscopico de las heces para detectar quistes y trofozoitos
es usualmente la primera prueba de diagnéstico que se realiza en pacientes

cuando se sospecha que padecen giardiosis (Adam, 1991).

El estudio de liquido duodenal es una buena alternativa con una efectividad
del 100 % (WHO, 1986). La prueba es llamada “entero-test” o “string test” y
consiste en la obtencioén de liquido y moco duodenal a través de una cépsula
de gelatina con una pesa de plomo que contiene un hilo de nylon de 90-140
cm de largo. El paciente ingiere la capsula con el extremo libre del hilo

adherido a la mejilla. Después de 4 horas, se extrae el hilo, para examinarlo al
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microscopio y detectar los trofozoitos del liquido duodenal (Gonzalez de la

Rosa et al., 1999).

Otro método como la biopsia de la mucosa duodenal puede ser el método de
diagnostico mas sensible (100%) ya que permite la colecta de trofozoitos, pero
es un método poco accesible por ser costoso e invasivo (WHO, 1986;

Gonzalez de la Rosa et al., 1999).

Por otro lado se pueden llevar a cabo pruebas seroldgicas en las cuales se
detectan anticuerpos o antigenos especificos de Giardia lamblia. Asi, se han
desarrollado exdmenes como el de ELISA (prueba de inmunoensayo
enzimatico) puede detectar la presencia de un antigeno de 65kDa (GSA-65).
Este ultimo es una glicoproteina producida por el parasito en el duodeno y
siempre estd presente en las heces de los individuos infectados,
independientemente de la forma de eliminacidon de la Giardia (trofozoito o
quiste). El copro ELISA presenta una alta sensibilidad (93-97 %) con una
especificidad del 100 % sin embargo estos métodos no son aun rutinarios en el

diagndstico (Garcia and Larracilla, 1983; Gonzalez de la Rosa ef al. , 1999).

2.0.- TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

La piedra angular del control de la giardiosis es el tratamiento basado en el
empleo de agentes quimioterapéuticos efectivos. Con el desarrollo de las
técnicas de sintesis quimica se han utilizado una serie de agentes de diversas

familias quimicas, cuyo empleo para el caso de infecciones por Giardia ha
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sido en un principio circunstancial y no basado en un disefio racionalizado
sobre el efecto hacia este parasito. De estos farmacos los mas utilizados se
encuentran clasificados en distintas familias quimicas que incluyen a los 5-
nitroimidazoles como el metronidazol (Mtz), S-nitrofuranos como la
furazolidona (Fzd), acridinas como la quinacrina (Qnc), bencimidazoles como
el albendazol (Abz) y 5-nitrotiazoles como la nitazoxanida (Ntz). Si bien los
agentes mencionados son generalmente eficaces, presentan algunos
inconvenientes como son: a) la presencia de efectos secundarios, b) la
presencia creciente de casos refractarios al tratamiento con estos agentes
(Gardner and Hill, 2001). A continuacién en la Tabla 1 se mencionan sus

caracteristicas mas importantes.
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TABLA 1. Regimenes de tratamiento comunmente usados para la giardiosis.

DROGA DOSIS DURACION | EFICACIA | DOSIS DURACION | EFICACIA
(ADULTOS) (Dias) % (NINOS) (Dias) %
Albendazol* | 200-400 mg/dia 37 94-100 15 mg/Kg/dia 5-7 94-100
Furazolidona* 400 mg/dia 7-10 80-85 8 mg/Kg/dia 7-10 81-96
Metronidazol* | 500-750 mg/dia 5-10 60-95 15-22.5 5-10 80-100
mg/Kg/ dia
Nitazoxanidav' | 500 mg/2 dia 3 81 100-200 mg 3 85
Pammgmicma 10-50 mg/Kg/dia 5-10 55-88 | 30 mg/Kg/dia 3 55-80
Quinacrina* 300 mg/dia 5-7 95-100 | 6-8 mg/Kg/dia 7-10 81-96
Tinidazol* 1.0-2.0g Dosis tnica 74-100 50 mg/Kg Dosis tinica 80-96

* Gardner and Hill, 2001.

v Ortiz et al., 2001 y Rossignol et al., 2001.
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2.1.- METRONIDAZOL.:
Esta droga es un 5-nitroimidazol (2-metil-
N : 5-nitroimidazol-1-etanol) que tiene
o' actividad contra la mayor parte de bacterias
- anaerobias y diversos protozoarios. Hacia
1962 se reportd que el metronidazol se podria utilizar para tratar la giardiosis
(Darbon et al., 1962) y desde entonces es considerado como el tratamiento de
eleccion. En cuanto a su farmacocinética, el 80 %, es metabolizado por el
higado y excretado por los rifiones. (Davidson, 1990; Gonzalez de la Rosa et
al,, 1999). La ingestion de alimentos no influye en su biodisponibilidad y la
vida media del fArmaco sin modificar es de 7.5 horas. Las reacciones adversas
observadas con mayor frecuencia se refieren al tubo digestivo e incluyen
nduseas, vomitos, calambres, diarrea, sabor metalico dolor abdominal y de
cabeza. Con menor frecuencia se han reportado vértigo, ataxia, parestesias,

neuropatia periférica y neutropenia. Generalmente estas reacciones

desaparecen al interrumpir el tratamiento. (Craig y Sitzel, 1984).

El metronidazol es un compuesto de peso molecular bajo gracias a ello se
difunde a todos los tejidos del organismo, el acceso a las células se realiza por
difusion simple y no por transporte activo (Katzung, 1993). Al entrar la droga
al trofozoito de Giardia afecta el transporte de electrones de la Piruvato-
Ferredoxina Oxido Reductasa (PFOR) la cual dona electrones al grupo nitro
de la droga (Samuelson, 1999; Townson et al., 1994 Upcroft and Upcroft,
1998) y ésta es activada por la reduccion de dicho grupo (Samuelson, 1999;
Townson et al, 1994; Tracy and Webster, 1996). Los productos de esta

reduccion al parecer destruyen a los microorganismos al reaccionar con
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diversas macromoléculas intracelulares (Katzung, 1993). Esto significa que el
metronidazol reducido sirve como aceptor terminal de electrones, el cual se
une covalentemente a las macromoléculas del ADN (Edwards, 1993; Muller,
1983) provocando la ruptura de la forma helicoidal de este. El metronidazol
también inhibe su respiracion (Farthing, 1992; Paget et al., 1989) por lo que el

trofozoito muere (Gillis and Wiseman, 1996 ).

Se ha observado toxicidad, mutagénesisis en bacterias y carcinogenicidad
cuando se emplea en altas dosis y por periodos prolongados en ratones, asi
mismo se ha asociado a un alto riesgo de cancer en humanos (Davidson, 1990;

Chester et al., 1992).

2.2.- ALBENDAZOL:

Es un farmaco, derivado de los
Ii bencimidazoles. Estos fueron obtenidos de
\ NCHCOOCH3
CH.CH.CH.S N una parte estructural de la vitamina B12
llamado 1,6-dimetil. 1-(a-D-ribofuranosil)

bencimidazol (Thowsend and Wise, 1990).

Albendazol

Este medicamento se introdujo en 1982 como un antihelmintico, pero no fue
hasta 1986 que se empleo para casos de giardiosis (Upcroft and Upcroft,
2001). Esta droga es capaz de unirse a proteinas contractiles como la -
tubulina del citoesqueleto del disco adherente de Giardia, afectando la
polimerizacion y despolimerizacion de ésta (Edlind et al., 1990; Morgan et al.,

1993; Reynoldson et al, 1991)

36



Después de su administracion oral, este farmaco se absorbe y metaboliza con
rapidez, principalmente hasta sulféxido de albendazol y, en menor grado,
hasta otros metabolitos. Su vida media es de 8 a 9 horas. Los metabolitos se
excretan sobre todo por la orina y sélo una pequefia cantidad por las heces.
Segin lo observado en la mayor parte de los estudios en animales de
experimentaciéon, no es de esperarse que el albendazol tenga efectos
farmacologicos en el ser humano a las dosis orales terapéuticas. Incluso,
cuando se usa albendazol por 1 a 3 dias, al parecer no tiene efectos
secundarios significativos. Se le han atribuido malestares epigéstricos leves,
diarrea, cefalalgia, nauseas, mareos, lasitud e insomnio en cerca del 6 % de los

pacientes. (Katzung, 1993).

2.3.- FURAZOLIDONA:

Este 5-nitrofurano, (3-5-nitro-2-furanil) Es

o /@\CH_ un derivado de los nitrofuranos estos

o
N
] constituyen un conjunto de medicamentos

Furazolidona

obtenidos por sintesis y que derivan en un
ndcleo quimico comun: el furano. En 1960 se comenzd a usar para el
tratamiento de giardiosis humana con grandes beneficios (Carrera et al,
1979). Como suspension de uso oral, se emplea para combatir infecciones
intestinales causadas por bacterias y el protozoario G. duodenalis. Se absorbe
completamente por las vias digestivas de una manera rapida, en los rifiones el
farmaco se elimina en la orina por filtracion glomerular y secrecion tubular.
Debido a su preparacion liquida se utiliza con mayor frecuencia entre la
poblacion pediatrica. (Carrera et al, 1979; Katzung, 1993). Si bien el

mecanismo primario de accion de los nitrofuranos no es conocido, se sabe que
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inhiben cierto numero de sistemas enzimaticos diferentes, tanto en células
bacterianas como de mamifero. Los nitrofuranos son selectivamente toxicos
para células microbianas, ya que en el humano no se alcanzan concentraciones
séricas elevadas debido a su rapida inactivacion en el higado. (Katzung, 1993)
Su mecanismo de accién no esta muy bien estudiado pero este consiste en
inhibir el sistema de transporte de electrones en la via glicolitica, es decir
reduce la activacion en trofozoitos de G. duodenalis via NADH oxidasa. Su
efecto giardicida se le atribuye a la toxicidad de los productos reducidos, los
cuales pueden dafiar componentes celulares importantes incluyendo el ADN
(Brown et al., 1996; Upcroft and Upcroft, 1998). Este medicamento puede
provocar nduseas, vomito, diarrea, hipersensibilidad, boca seca, cambio de
coloracion en la orina y puede causar hemolisis intravascular (Davidson,

1990; Gonzalez de la Rosa et al., 1999).

2.4.- QUINACRINA:
Atabrine  N-4-(6-cloro-2-metoxi-9-acridinil)-

CH;

HNG(CH 5N (CoH 5, N1-dietil-1,4-pentanendiamina dihidrocloruro.

Es un derivado de acridina y el principal

agente sintético usado para la profilaxis

Quinacrina

antipaludica (Katzung, 1993). Este fue el primer farmaco efectivo utilizado
contra Giardia y tiene actividad anticestddica. (Upcroft and Upcroft, 2001).
Su uso clinico actual es principalmente en malaria, teniosis y giardiosis. No
obstante, esta droga no se comercializa en México, ya que inclusive se ha
empleado como un método quimico abortivo. Este se absorbe rapidamente por
lo que se une a los tejidos y es liberado lentamente. EI 10 % se excreta en la

orina
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Este compuesto se fija al ADN por mecanismo de intercalacion y, en
consecuencia, bloquea la actividad de las polimerasas de ADN y ARN,
impidiendo la sintesis de acidos nucleicos. No se conoce con exactitud si este
es el mecanismo involucrado en su accion antiparasitaria. La quinacrina se
administra por via bucal y se absorbe facilmente a nivel de intestino. Este
tiende a acumularse en los tejidos y dada su eliminacion lenta, se puede

detectar en la orina hasta 2 meses después de interrumpir el tratamiento.

Los efectos secundarios mas frecuentes incluyen cefalea, vértigo y vomito. Si
esta droga se ingiere en altas dosis puede causar coloracidon amarilla en la piel

(Davidson, 1990; Gonzalez de la Rosa et al., 1999)

2.5.- NITAZOXANIDA:
o 2-(acetolyloxy)-N-(5-nitro-2-Tiazolil) Es un
N w CH;
|| Jk S derivado del 5-nitrotiazoles cuyo mecanismo de
O2N S

N_—C . . . _p
citotoxicidad en protozoarios parece consistir en

| 11

H (0]

un paso inicial de reduccion del grupo 5-nitro por

enzimas tipo piruvato-ferredoxina oxidorreductasa; este radical toxico
repercute al nivel de metabolismo de carbohidratos, y posiblemente de
replicacion del ADN. En helmintos, este firmaco inhibe la polimerizacion de
la tubulina. La nitazoxanida es absorbida rapidamente en el tracto intestinal, y
2 horas después de la administracion se pueden detectar valores pico en sangre
del orden de 1.9 pg/ml. El principal metabolito se forma rapidamente por
oxidacion de la cadena acetilo en 2-(hidroxi 1-N-(5-nitro 2-tiazol/benzamida)

y se excreta sin cambios por orina en las siguientes 24 hrs. Las reacciones

adversas mas comunes son a nivel del tracto gastrointestinal, particularmente
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nauseas en el 8% de los pacientes, algunas veces acompafiados de cefaleas,
anorexia y ocasionalmente vomito y malestar epigastrico inespecifico y dolor

abdominal tipo coélico. (Katzung, 1993).
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II ANTECEDENTES

Los organismos parasitos han desarrollado mecanismos de sobrevivencia que
les han permitido resistir el efecto citocida de muchos de los agentes
quimioterapéuticos mencionados. La resistencia a fArmacos en parésitos estéd
definida como un incremento en la capacidad de organismos individuales
dentro de una cepa a tolerar dosis de un compuesto, el cual podria ser letal
para la mayoria de los parésitos en una poblacién normal de la misma especie.
Los agentes quimioterapéuticos empleados en casos de giardiosis que incluyen
drogas de diversa naturaleza quimica, constituyen por hoy el Unico recurso
practico para el control de la giardiosis. Aunque estos compuestos también
presentan mecanismos de toxicidad relativamente diferentes, se ha reportado

un incremento de casos clinicos refractarios al tratamiento con estos farmacos.

En el campo de la giardiosis, si bien es creciente la frecuencia de casos
refractarios al tratamiento, existen evidencias experimentales y clinicas que
apoyan la factibilidad del uso de combinaciones de fairmacos. Asi, Crouch y
cols. (1990), han reportado la sensibilidad in vitro de G. duodenalis a
azitromicina como farmaco alternativo, asi como a combinaciones diadicas de
azitromicina, doxiciclina, mefloquina, tinidazol y furazolidona. Las
combinaciones azitromicina—furazolidona, doxiciclina—mefloquina,
doxiciclina- tinidazol y meflogina-tinidazol presentaron inhibicién de la
adherencia del parésito con interaccion sinergistica, por lo que podrian tener
utilidad en modelos de infeccidn. Sin embargo, se requieren estudios mas

detallados al respecto para establecer las combinaciones mas adecuadas para
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su aplicacién potencial a nivel clinico. En este contexto, el estudio reportado
por Cacopardo et al. (1995), sugiridé que el albendazol por si solo no es una
efectiva terapia alternativa para casos de giardiosis refractarios al tratamiento
con metronidazol. Al asociar metronidazol con albendazol, se presentod
interaccidon sinergistica que si permitid resolver muchos de los casos

mencionados.

Los farmacos empleados en el tratamiento de la giardiosis tienen mecanismos
de accion diversos; sin embargo, cabe mencionar que algunos de ellos tienen
semejanzas estructurales. En particular, los derivados de imidazol, tiazol y
furano presentan un grupo nitro en posicion 5. Estas drogas nitroheterociclicas
presentan generacion de radicales nitro por reduccion de las moléculas
parentales. No obstante, para las familias de nitroimidazoles y nitrofuranos el
potencial terapéutico es diferente, ya que los mecanismos de resistencia
observados en cultivos refractarios a la accion de estos farmacos implican
rutas bioquimicas distintas (Smith et al., 1988; Townson et al., 1994). Por lo
tanto, la gama de combinaciones a evaluar en casos de giardiosis no deja de
ser cuantitativamente compleja, por lo que se requiere realizar estudios

racionalizados al respecto y este aspecto se abordo en el presente trabajo.

Como un modelo util de estudio de la aplicacion de tratamiento con
combinaciones de drogas, se encuentran las infecciones fungicas. Un buen
ejemplo es la nikomicina Z, un antibidtico que inhibe la sintesis de quitina en
hongos e insectos, la cual se ha utilizado exitosamente a nivel experimental y
clinico en combinaciones con azoles como el fluconazol y el itraconazol,

drogas de mecanismo de citotoxicidad a nivel intracelular. Asi, se han
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observado interacciones aditivas y sinergisticas contra Candida albicans, C.
parapsilasis, Cryptococcus neoformans, y Coccidiodes immitis. También se
observd sinergismo entre nikomicina Z e itraconazol contra Aspergillus
fumigatus y A. flavus. Aunque los mecanismos para la interaccion potenciada
entre nikomicina y azoles no se conoce, se sugiere que la pérdida de integridad
de la membrana causada por la nikomicina facilita la entrada de los azoles a la
célula. Alternativamente, se podria interrumpir la sintesis de quitina o el
transporte de precursores de la pared celular lo que facilitaria la permeacion de

los azoles (Li and Rinaldi, 1999).
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III JUSTIFICACION

Un primer aspecto que cabe resaltar es que las drogas mencionadas se han
utilizado en giardiosis en base a extrapolaciones circunstanciales, esto es, no
se disefiaron inicialmente para tratar infecciones por Giardia. Por lo tanto, se
pueden plantear 2 perspectivas racionales para el tratamiento futuro con
agentes quimioterapéuticos: (a) identificar nuevas drogas giardicidas con base
en estudios de modelamiento molecular y relaciones estructura-actividad, y (b)

optimizar el potencial terapéutico de los fA&rmacos disponibles actualmente.

Con relacion a esto ultimo, en afios recientes ha tenido un auge importante el
establecimiento de tratamientos con combinaciones de farmacos que han sido
ineficaces en tratamiento unico. El objeto del uso de combinaciones de drogas
es poder establecer interacciones farmacologicas que potencien el efecto de
cualquiera de las drogas de la combinacion. Las interacciones entre
compuestos descritas en la literatura implican: antagonismo, indiferencia,
aditividad y sinergia. Solamente el sinergismo es un resultado deseable en

términos de potenciacion real del tratamiento quimioterapéutico.

Un problema concreto y actual es que se estan presentando casos refractarios
al tratamiento de la giardiosis, particularmente con metronidazol y albendazol.
Por un lado, el metronidazol se ha empleado en una forma poco controlada vy,
debido a sus efectos secundarios, en muchas ocasiones el tratamiento no se

concluye. Por otro lado, el albendazol si bien se ha empleado mas
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recientemente en México y con menores efectos secundarios, durante las
jornadas denominadas Semanas Nacionales de Salud, cada nifio recibe una
dosis de 400 mg. de albendazol con la finalidad de eliminar infecciones por
helmintos. No obstante, dada la alta prevalencia de la giardiosis en la nifiez y
que esta posologia no es suficiente para resolver una infeccion por Giardia, se
puede estar nuevamente incurriendo en el uso inadecuado de esta droga y
generar asi, como ya ha ocurrido en otros paises, un mayor indice de casos
refractarios al tratamiento. Se puede pensar que este problema es originado
por dos razones: (a) la inefectividad de los agentes quimioterapéuticos

utilizados, 6 (b) la presencia de parasitos resistentes a drogas.

Para abordar estos aspectos, en el presente trabajo se planteo analizar el perfil
de sensibilidad in vitro de distintos cultivos de trofozoitos de G. duodenalis al
ser expuestos a combinaciones diddicas de drogas de los grupos mencionados
anteriormente (5-ni, 5-nf, acr, bz y 5-nt). Los cultivos que se emplearon son
cepas de referencia y cultivos resistentes a farmacos como albendazol,
metronidazol y furazolidona. La seleccion de las combinaciones mas efectivas
se realizd aplicando metodologias para determinar indices fraccionales de
concentracion (ICF; Li and Rinaldi, 1999) y las correspondientes interacciones
de medicamentos (sinergismo, antagonismo, aditividad e indiferencia) para su
posterior aplicacion en estudios de infeccion, considerando utiles para este fin
solamente aquellas combinaciones que presenten efectos sinérgicos

significativos.

Con base en lo anterior, una perspectiva interesante para el desarrollo de

métodos de control para infecciones por G. duodenalis es el uso
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combinaciones de farmacos que potencien el efecto y disminuyan los efectos

colaterales para ser utilizados en la practica clinica.
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IV OBJETIVOS

1.0.- OBJETIVO GENERAL

1.1.- Analizar la sensibilidad in vitro de distintos cultivos de trofozoitos de G.
duodenalis al ser expuestos a combinaciones diddicas de derivados
representativos de las familias de 5-nitroimidazoles, 5-nitrofuranos, derivados

de acridina, bencimidazoles y S-nitrotiazoles.

2.0.- OBJETIVOS PARTICULARES

2.1 Comparar la efectividad de las combinaciones diadicas de drogas con
diferente mecanismo de accidn hacia cultivos de la cepa WB de trofozoitos de

Giardia duodenalis.

2.2- Determinar el tipo de interaccion farmacoldgica (sinergismo,
antagonismo, aditividad o indiferencia) que se presenta con el uso de las

combinaciones mencionadas.

2.3.- Evaluar el efecto de estas combinaciones en cultivos de G. duodenalis

resistentes a farmacos como albendazol, metronidazol y furazolidona.
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V ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CULTIVO DE TROFOZOITOS DE
G. duodenalis (CepaWB)

v

SUBCULTIVO EN MEDIO LIQUIDO

v
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v

v

v
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v

v
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FURAZOLIDONA
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QUINACRINA
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NITAZOXANIDA
(Ntz)

v

v
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v

v
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A 4
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y
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A4
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VI MATERIAL Y METODOS

1.1.- Cultivo de Parasitos

Se emplearon trofozoitos de la cepa G. duodenalis WB, (American Type
Culture Collection # 30957 ) que fue aislada a partir del fluido intestinal de un
individuo de 27 afios de edad con giardiosis sintomdtica refractaria a
tratamientos de metronidazol y quinacrina, quien adquiri6 la enfermedad en
Afganistan y la manifestd por dos afios y medio (Smith ez al .,1982). También
se utilizaron cultivos resistentes in vitro obtenidos en el Departamento de
Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV-IPN que presentaron
tolerancia a albendazol 5.6 uM (Cruz, 2001), metronidazol 23 uM (Romero,

1996), y furazolidona 5.2 uM (Molina, 2004)

1.2.- Cultivo de trofozoitos de G. duodenalis

Las cepas antes mencionadas se cultivaron en tubos de plastico de 15 ml, en
viales de borosilicato de 4.5 mL o en botellas de pléstico de 40 o 60 mL de
acuerdo a los requerimientos experimentales. Los cultivos se mantuvieron a
37°C [incubadora Precision modelo 4EG], hasta alcanzar la confluencia y se
realizaron resiembras de los mismos cada 2 o 3 dias en condiciones de
esterilidad bajo una campana de flujo laminar, en medio TYI-S-33
(desarrollado por Diamond et al, 1978 y modificado por Keister, 1983),
suplementado con suero bovino al 10 % con 1 ml de los antibidticos
estreptomicina (50,000 U.L/L) - penicilina (50 mg/L). Para realizar las

resiembras y cosechas, los recipientes de cultivo se enfriaron por 20 minutos o
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mas en bafo de hielo-agua y después de agitar para homogeneizar los
trofozoitos ya despegados de las paredes dentro del recipiente, se decanto el
medio sustituyéndolo con medio nuevo. Dicho cultivo en ocasiones, en vez de

ser decantado, fue cosechado para los diferentes ensayos realizados.

1.3.- Agentes quimioterapéuticos:

Los agentes quimicos empleados fueron el metronidazol, albendazol,
furazolidona, quinacrina (Sigma Chemical Co., St. Louis U.S.A), y
nitazoxanida (Lab. Columbia S.A. De C.V.). Los farmacos fueron disueltos en

dimetil sulfoxido (DMSQO) como soluciones de trabajo. (Ver Apéndice 1.2).

1.4.- Evaluacion de viabilidad celular por subcultivo en medio liquido.

Este método se baso en el propuesto por Hill y cols. (1986), en donde las
botellas se enfriaron en un bafio de hielo-agua por un lapso de media hora,
para lograr el desprendimiento total de las células que se encontraban pegadas
a la pared de las botellas. Se tomo una muestra en esterilidad y se efectué un
conteo celular en el microscopio Optico, con camara de Neubauer para
inocular 1,000,000 trofozoitos en viales de vidrio de borosilicato de 4.5 mL.
Posteriormente se afiadi6 medio fresco TYI-S-33 y se inoculo con las
diferentes concentraciones de las combinaciones de farmacos a evaluar se
incubaron a 37 °C durante 24 horas. Transcurrido las 24 hrs se realizo el
mismo  procedimiento  descrito  anteriormente  colocando 100,000
trofozoitos/mL en viales de vidrio y se afiadi6é igualmente medio fresco sin
ningun compuesto a evaluar e incubandose por 48 hrs a 37°C.

Simultaneamente se inocularon en viales un numero definido de trofozoitos
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dentro de un rango de 5,000 hasta 200,000 trofozoitos, para lo cual se
contaron los trofozoitos obtenidos después de 48 horas de incubacion a 37°C.
Para obtener el nimero inicial de parasitos viables inoculados en cada vial
(tiempo cero), se considerd el nimero final de trofozoitos obtenidos después
de 48 horas. Asi el numero inicial de parasitos viables se extrapold la curva de
calibracion usando el numero total corregido a las 48 horas. Finalmente el
porcentaje de viabilidad se calculé mediante la siguiente formula: (Hill et al.,

1986).

% de Viabilidad = No. de células vivasalas 0 hrs X 100

100.000

1.5.- Determinacion de DL50 y CLM

La determinacion de la DL50 y la CLM se realizdé para los farmacos: 5-
nitroimidazoles, 5-nitrofuranos, derivados de acridina, bencimidazoles y 5-
nitrotiazoles. Estos estudios se realizaron utilizando la cepa de referencia WB,
y realizando curvas dosis—respuesta de farmacos derivados de los grupos
mencionados anteriormente. Como criterios para evaluar la susceptibilidad de
G. duodenalis hacia estos farmacos se eligieron la DL50 y CLM, de tal
manera que para obtener las graficas de tipo sigmoide se procedio a realizar
un andlisis de regresion lineal con la finalidad de obtener dichos valores. El
procedimiento consistidé en cultivar los trofozoitos hasta fase logaritmica de
crecimiento, esto es, con un 100 % de confluencia, después se cosecharon las

células por enfriamiento y se contaron en un hemocitometro. A los viales de
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borosilicato de 4.5 mL se les agregé las cantidades de farmaco respectivas, y
se adicionaron 1,000,000 de trofozoitos, aforando con medio de cultivo TYI-
S33. Los tubos se incubaron por un periodo de 24 horas a 37°C, después se
enfriaron para cosechar las células por centrifugacion, (1800 rpm) eliminando
el sobrenadante y calculando el porcentaje de viabilidad, descrito en el método

de Subcultivo en medio liquido. (Romero, 1996).

1.6.- Determinacion de las Interacciones Farmacologicas (sinergia,
indiferencia, aditividad y antagonismo).

Para llevar a cabo el andlisis de Interacciones farmacologicas en Giardia
duodenalis se utilizé el método de subcultivo en medio liquido ( Hill et al.,
1986). La evaluacion de viabilidad celular se realiz6 a partir de estudios

previos (Cruz, 2001 y Romero, 1996).

Los trofozoitos de Giardia duodenalis resistentes a un antigiardidsico en
particular (albendazol, metronidazol y furazolidona) fueron expuestos a
farmacos de la misma o diferente naturaleza quimica a concentraciones
especificas manejadas en las combinaciones realizadas para cepa WB. Para
ello, se colocaron 10° trofozoitos de Giardia duodenalis en un vial el cual se
afor6 con medio TYI-S-33 fresco y los viales, se incubaron durante 24 hrs a
37°. La viabilidad se determiné empleando el método de subcultivo en medio
liquido, ya descrito. De los cultivos en los que se evaluaron las interacciones
farmacologicas con las combinaciones diadicas de drogas seleccionadas para
cultivos resistentes, se obtuvieron curvas dosis-respuesta utilizando dosis

fraccionales de las CLMs que se obtuvieron para cada uno de los farmacos de
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la combinacion en cuestion. Posteriormente se calculd el indice fraccional de
concentracion (ICF) para la combinacion en estudio mediante la formula

reportada por Li and Rinaldi (1999).

CLM A combinacion N CLM B _combinacion
CLM A solo CLM B _ solo

ICF =

Las interacciones de los farmacos se clasificaron en:

Sinergia ICF <0.5
Aditividad ICF>0.5<1.0
Indiferencia ICF>1.0<2.0

Antagonismo ICF > 2.0
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VII RESULTADOS

En el presente trabajo se realizaron tres etapas experimentales. La primera se
basé en estudios previos en el grupo al que me encuentro adscrita, en el cual
se habian evaluado y determinado los valores de dosis letal 50 y concentracion
letal minima (DL50 y CLM, respectivamente) para los farmacos como
metronidazol, (Romero, 1996), albendazol (Cruz, 2001), quinacrina
(Velazquez, 2004) furazolidona (Molina, 2004) y nitazoxanida (Arce, 2004).
Se emplearon los ensayos de subcultivo en medio liquido, para proceder con
el conteo celular directo para cada uno de estos farmacos en cepas WB para
corroborar que los resultados obtenidos previamente fueran reproducibles para
asi dar inicio a la fase experimental. Una vez concluidos estos ensayos, se
procedio a la determinacién de interacciones farmacoldgicas en donde se
obtuvieron curvas dosis-respuesta utilizando dosis fraccionales de las CLMs
que se han obtenido para cada uno de los fairmacos de la combinacion en
cuestion. Posteriormente se calculd el indice de concentracion fraccional para
la combinacion en estudio mediante la formula reportada por Li and Rinaldi
(1999). Para finalizar, las mejores combinaciones obtenidas se probaron en
cepas resistentes a albendazol, metronidazol y furazolidona para observar el

resultado en cultivos resistentes.

1.0.- Subcultivo en Medio Liquido.

1.1.- Determinacion de DL50 Y CLM

Con este ensayo se evalud la capacidad de las células para poder replicarse

después de haber sido expuestas a un agente potencialmente citotdxico,

54



siguiendo la metodologia descrita en material y métodos. Se obtuvieron
valores de DL 50 y de CLM para cada uno de los fAirmacos en cuestion. En la
tabla 2 se muestran los resultados de DL 50 Y CLM de los farmacos
utilizados. Cabe mencionar que para descartar que el disolvente interfiriera en
el resultado obtenido los farmacos utilizados se disolvieron en
Dimetilsulfoxido (DMSO) siendo este altamente polar ya que disuelve una

gran variedad de sustancias tanto hidrosolubles como liposolubles.

Familia Quimica Farmaco
DL 50 0.078 .UM
Bencimidazol Albendazol
CLM 0.154 uM
DL 50 0.578 uM
5-Nitrotiazol Nitazoxanida
CLM 1.589 uM
DL 50 2.410 uM
5-Nitroimidazol Metronidazol
CLM 4.500 uM
DL 50 1.670 uM
5-Nitrofurano Furazolidona
CLM 4.850 uM
DL 50 0.463 uM
Acridinas Quinacrina
CLM 12.350 uM

DL 50 Dosis Letal 50
CLM: Concentracion Letal Minima.

Tabla 2. Valores de Dosis letal 50 (DL 50) y Concentraciéon Letal Minima (CLM)
experimental para la cepa WB de Giardia duodenalis, para cada uno de los agentes
quimioterapéuticos probados.
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2.0.- Efectividad Giardicida de combinaciones de Farmacos

2.1.- Determinacion de Interacciones Farmacoldgicas

Para el presente trabajo resulto mas conveniente el empleo de combinaciones
empleando los farmacos de mayor actividad dentro de sus respectivas familias
quimicas. De esta forma, se realizaron los ensayos en funcidon del numero de
veces que cada farmaco pudiera combinarse con los demas, tomando como
punto de partida para realizar las combinaciones la concentracion letal minima

CLM de cada farmaco.

Se eligio el metronidazol como el primer farmaco que iba a ser combinado
con todos, debido a su amplio uso en giardiosis clinica. La primera
combinacion realizada fue con los farmacos mas utilizados actualmente el
metronidazol-albendazol, sabiendo que estos farmacos por separado tienen
una eficacia del 80-100 % y 94-100 % respectivamente, siendo mas eficaz en
terapia el albendazol. (Gardner and Hill, 2001). Para esta combinacioén se

obtuvo una ICF de 1.92 dando una interaccion farmacoldgica de indiferencia

Asi mismo se procedié a ensayar la combinacién de metronidazol quinacrina.
Estos dos farmacos han sido usados desde hace varias décadas aunque la
eficacia de la quinacrina es de 81-96 % no es utilizada actualmente debido a
los efectos secundarios que produce. (Gardner and Hill, 2001). Lo interesante
es que estos dos farmacos al combinarse dieron un ICF de 0.78, siendo esto,

una interaccion de aditividad.
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Posteriormente se analizaron otras combinaciones que incluyeron al
metronidazol y buscando una mejor interaccion farmacolédgica se combind con
furazolidona el cual tiene efectividad clinica del 81-96 %. (Gardner and Hill,
2001), en la combinaciéon se obtuvo un ICF de 0.49 obteniendo una
interaccion de sinergia resaltando que en combinacién la Furazolidona dio un

resultado satisfactorio.

Finalmente el metronidazol que es un farmaco utilizado desde hace algin
tiempo se combind con la Nitazoxanida que tiene una eficacia clinica del 85
%, (Ortiz et al., 2001 y Rossignol ef al., 2001), siendo un fa&rmaco de empleo
reciente para giardiosis observando que al combinarse se obtuvo una ICF de
2.61, siendo esto antagonismo, lo cual sugiere que estos dos farmacos no

podrian ser una buena opcion terapéutica al combinarlos.

Siguiendo con los farmacos mas utilizados para Giardiosis tenemos el
albendazol siendo éste el mas efectivo en estudios in vitro se combind con

quinacrina obteniendo ICF de 1.97 dando una respuesta de Indiferencia.

El Albendazol fue combinado con Furazolidona obteniendo un valor de ICF
de 1.0 resultando nuevamente Indiferencia, siguiendo con la misma tendencia,

observada al combinarlo con metronidazol.

Dado que el albendazol en combinacion con otros farmacos, resultaba en

indiferencia se continu6 combinandolo con nitazoxanida, siendo éste el
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segundo compuesto mas activo contra Giardia obteniéndose un ICF de 1.98,

observando nuevamente indiferencia farmacoldgica.

Para el siguiente ensayo se eligidé a la nitazoxanida debido a que en las
combinaciones anteriores se observdO que esta antagonizaba con el
metronidazol y se obtenia indiferencia, con albendazol, por lo que se decidié
combinar con quinacrina la cual habia sido aditiva con metronidazol pero
indiferente con albendazol, el resultado de la combinacion nitazoxanida-

quinacrina nuevamente fue de indiferencia con un ICF alto de 1.51.

En relacién con la nitazoxanida, se habia observado que al combinarse con los
otros farmacos se obtenia antagonismo o indiferencia, al combinarlo con la
furazolidona, que fue el farmaco que potenci6 mejor el efecto del
metronidazol, el resultado fue un ICF de 0.54, siendo esta aditividad muy

cercana a un efecto sinérgico.

Para concluir los ensayos con la cepa WB se combiné la Furazolidona, que
habia demostrado ser el mds interactivo con los farmacos, con la quinacrina,

obteniendo nuevamente aditividad con un ICF de 0.61.
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Figura 3. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en medio liquido para
evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis. Un inoculo de 1,000,000
trofozoitos fue expuesto a las combinaciones diddicas de Mtz-Ntz (A) y Ntz-Abz (B) Qnc-
Abz (C) Abz-Mtz (D) Ntz-Qnc (E) Abz-Fzd (F) e incubados 24 hrs a 37 °C. Los datos
expresados corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes.

En la figura 3 se muestran las combinaciones farmacoldgicas con mas altos
valores de ICF obteniendo para Mtz-Ntz, (A) el antagonismo mas marcado de
todas las combinaciones utilizadas: Asi mismo las combinaciones Ntz-Abz,
(B) Qnc-Abz, (C) Abz-Mtz, (D) Ntz-Qnc, (E) y Abz-Fzd, (F) la interaccion

farmacologica obtenida fue de Indiferencia.
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Figura 4. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en medio liquido para
evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis. Un inoculo de 1,000,000
trofozoitos fue expuesto a las combinaciones diddicas de Mtz-Qnc, (A) Fzd-Qnc, (B) Fzd-
Ntz (C) y Mtz-Fzd-(D) e incubados 24 hrs a 37 °C. Los datos expresados corresponden al
promedio de cuatro experimentos independientes.

En la figura 4 se agruparon las combinaciones en las que se obtuvo un valor
menor de ICF. Asi se observaron valores de aditividad para las combinaciones
Mtz-Qnc, (A) Fzd-Qne, (B) y Fzd-Ntz, (C) y la combinaciéon con valores
sinérgicos fue la de Mtz-Fzd, (D).

En la Tabla 3 se muestran los resultados para cada combinacion con los
valores individuales y su correspondiente determinacion de interacciones

farmacoldgicas.
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Figura 5. Comparacion de las Interacciones Farmacologicas obtenidas en trofozoitos de G.
duodenalis expuestos a 10 diferentes combinaciones diaddicas de los farmacos de mayor uso

en Giardiosis.

COMBINACION ICF | D.E. I. F.
METRONIDAZOL - NITAZOXANIDA 2.61 0.31 Antagonismo
NITAZOXANIDA - ALBENDAZOL 1.98 | 0.57 Indiferencia
QUINACRINA - ALBENDAZOL 1.97 | 0.15 Indiferencia
ALBENDAZOL - METRONIDAZOL 1.92 | 0.53 Indiferencia
NITAZOXANIDA - QUINACRINA 1.51 0.41 Indiferencia
ALBENDAZOL- FURAZOLIDONA 1.00 | 0.20 Indiferencia
METRONIDAZOL- QUINACRINA 0.78 | 0.11 Aditividad
FURAZOLIDONA - QUINACRINA 0.61 0.24 Aditividad
FURAZOLIDONA - NITAZOXANIDA 0.54 | 0.20 Aditividad
METRONIDAZOL- FURAZOLIDONA 0.49 | 0.09 Sinergia

Tabla 3. Determinacion experimental del Indice de Concentracion Fraccional, asi como la
Interaccion Farmacoldgica obtenida para cada una de las combinaciones diddicas probadas

en cultivos de G. duodenalis.
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3.0- Efectividad Giardicida de combinaciones de Farmacos en cepas
resistentes a Metronidazol, Albendazol y Furazolidona.

Considerando los datos obtenidos al emplear las combinaciones con mejor
eficacia en la cepa WB, se procedi6 a probar el efecto sobre cepas resistentes
in vitro, las cuales se obtuvieron subcultivando trofozoitos de la cepa WB en
concentraciones subletales crecientes tanto para Metronidazol (R-Mtz 23 uM),
Albendazol (R-Abz 5.6 uM) y Furazolidona (R-Fzd 5.2 uM). Con esta
evaluacion, se buscod establecer un patrén de comparacidon y saber si las
combinaciones elegidas tenian la misma eficacia sobre estas cepas sensibles

(WB).

3.1.- Cepa WB resistente a Metronidazol 23 uM

En los ensayos con las cepas resistentes iniciamos con la cepa resistente a
Metronidazol 23 puM. Recordemos que el metronidazol es el farmaco mas
usado para el tratamiento de Giardiosis. Las combinaciones utilizadas fueron
las de Metronidazol-Furazolidona, Furazolidona-Quinacrina y Furazolidona-

Nitazoxanida.
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Figura 6. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en medio liquido para
evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis, resistentes a Metronidazol. Un
inéculo de 1,000,000 trofozoitos fue expuesto a las combinaciones diddicas de Fzd-Ntz (A)
y Fzd-Qnc (B) y Fzd-Ntz (C) e incubados 24 hrs a 37 °C. Los datos expresados
corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes.

COMBINACION ICF D.E. L. F.
METRONIDAZOL FURAZOLIDONA 1.21 0.141 INDIFERENCIA
FURAZOLIDONA- QUINACRINA 1.55 0.261 INDIFERENCIA
FURAZOLIDONA- NITAZOXANIDA 2.13 0.311 ANTAGONISMO

ICF: Indice de Concentracion Fraccional.
D.E. Desviacion Estandar.
LF. Interaccion Farmacoldgica

Tabla 4. Determinaciéon experimental del Indice de Concentracién Fraccional y su
correspondiente Interaccion Farmacoldgica, para las combinaciones diddicas empleadas en
cultivos de G. duodenalis resistentes a Metronidazol, corresponden al promedio de cuatro
experimentos independientes.
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3.2.- Cepa WB resistente Albendazol 5.6 pM

El Albendazol es el farmaco mas efectivo cuando se emplea individualmente,
llega a tener eficacia hasta en un 100 %, (Gardner and Hill, 2001). El
comportamiento de este farmaco cuando se empleo como elemento de
combinacién en cepa WB no resulto en interacciones farmacoldgicas
efectivas. Las combinaciones diadicas probadas para esta cepa fueron

Metronidazol-Furazolidona, Furazolidona-Nitazoxanida y Furazolidona-

Albendazol.
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Figura 7. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en medio liquido para
evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis, resistentes a Albendazol. Un
inéculo de 1,000,000 trofozoitos fue expuesto a las combinaciones diadicas de Fzd-Mtz (A)
y Fzd-Ntz (B) y Fzd-Abz (C) e incubados 24 hrs a 37 °C. Los datos expresados
corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes.

COMBINACION ICF D.E. LF.
FURAZOLIDONA METRONIDAZOL 0.52 0.164 ADITIVIDAD
FURAZOLIDONA NITAZOXANIDA 0.66 0.092 ADITIVIDAD
FURAZOLIDONA ALBENDAZOL 2.25 0.262 ANTAGONISMO

ICF: Indice de Concentracion Fraccional.
D.E. Desviacion Estandar
L.F. Interaccion Farmacoldgica

Tabla 5. Determinaciéon experimental del Indice de Concentracion Fraccional y su
correspondiente Interaccion Farmacoldgica, para las combinaciones diddicas empleadas en
cultivos de G. duodenalis resistentes a Albendazol, corresponden al promedio de cuatro
experimentos independientes.
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3.3.- Cepa WB resistente a Furazolidona 5.2 pM

La furazolidona fue el farmaco mas efectivo en combinacion. Las
combinaciones probadas en esta cepa fueron Metronidazol-Furazolidona,

Furazolidona-Quinacrina y Furazolidona-Nitazoxanida.
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Figura 8. Curvas dosis-respuesta empleando el método de subcultivo en medio liquido para
evaluar viabilidad celular en trofozoitos de G. duodenalis, resistentes a Furazolidona. Un
inéculo de 1,000,000 trofozoitos fue expuesto a las combinaciones diadicas de Fzd-Mtz (A)
y Fzd-Ntz (B) y Fzd-Abz (C) e incubados 24 hrs a 37 °C. Los datos expresados
corresponden al promedio de cuatro experimentos independientes.

COMBINACION ICF D.E. ILF.
FURAZOLIDONA-NITAZOXANIDA 0.884 0.234 ADITIVIDAD
FURAZOLIDONA- METRONIDAZOL 0.504 0.187 SINERGIA
FURAZOLIDONA- QUINACRINA 0.524 0.142 ADITIVIDAD

ICF: Indice de Concentracion Fraccional.
D.E. Desviacion Estandar.
L.F. Interacciéon Farmacoldgica.

Tabla 6. Determinacion experimental del Indice de Concentracién Fraccional y su
correspondiente Interaccion Farmacoldgica, para las combinaciones diddicas empleadas en
cultivos de G. duodenalis resistentes a Furazolidona, corresponden al promedio de cuatro
experimentos independientes.
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VIII DISCUSION

En estudios recientes, llevados a cabo en nuestro grupo de trabajo se ha
sugerido que el uso de combinaciones diadicas de farmacos de la misma
familia quimica resulta, por lo general, en interacciones farmacologicas
semejantes pero caracteristicas del grupo o familia quimica en cuestion (Arce,
2004; Cruz, 2001; Molina, 2004; Velasquez, 2004). Sin embargo en el
presente trabajo, resultd6 mas conveniente el empleo de combinaciones entre
farmacos de mayor actividad clinica dentro de sus respectivas familias
quimicas. Asi, se realizaron los ensayos en funcion del nimero de veces que
cada farmaco pudiera combinarse con los demds. Con la finalidad de descartar
que el disolvente interfiriera en el resultado obtenido al combinar los
farmacos, todos los farmacos utilizados se disolvieron en dimetilsulfoxido
(DMSO) siendo este altamente polar ya que disuelve una gran variedad de
sustancias tanto hidrosolubles como liposolubles Este compuesto tiene una
toxicidad general aguda muy baja, por lo que no altera la toxicidad de los
medicamentos (Meyer ef al., 1980) permitiéndonos asi tener un disolvente

comun para las combinaciones de los fArmacos.

Al comparar la efectividad de las combinaciones diddicas utilizadas, es
notable mencionar que siempre que utilizamos albendazol los niveles de ICF
fueron altos, presentdndose en el rango de indiferencia. En la literatura existe
un antecedente de que metronidazol y albendazol podrian presentar un efecto
sinergistico en giardiasis (Cacopardo et al., 1995), en otros estudios el
albendazol en combinacion con ivermectina y dietilcarbamazina contra

Ascaris 'y Trichuris spp. ha presentado una cura significativamente mas alta en
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la reduccidon de estas infecciones, en comparacion al uso de estos farmacos
solos (Belizario et al. 2003). Los datos que se obtuvieron fueron de
indiferencia, con valor de 1.98 para la combinacidn nitazoxanida-albendazol,
y de 1.97 para quinacrina-albendazol. El valor obtenido fue de 1.92 para la
combinacion de albendazol-metronidazol y de 1.0 al combinar este con
furazolidona, siendo éste el valor mas bajo del albendazol en combinacioén, lo
que nos indica que al obtener indiferencia de estas drogas en combinacion, el
resultado obtenido es el mismo que cuando la droga es usada sola. En
particular, los valores para la combinaciéon metronidazol-albendazol parecen
no coincidir con lo reportado. Se debe tomar en cuenta que si bien el
albendazol presentd sinergia con metronidazol en casos clinicos refractarios a
metronidazol, no significa necesariamente que el albendazol debe ser
sinérgico in vitro con otros farmacos, incluyendo metronidazol, en una cepa

como la WB que es sensible a metronidazol y albendazol.

En lo que se refiere a las combinaciones con nitazoxanida, este farmaco
en la mayoria de las combinaciones fue un mal elemento de combinacién. Si
bien la literatura sugiere que la nitazoxanida puede ser activa para inhibir el
crecimiento in vitro de organismos como Cryptosporidium parvum en
combinacion con azitromicina o rifabutina (Giacometti et al., 2000), en el
presente trabajo el valor de ICF mas alto fue el obtenido en la combinacion de
nitazoxanida-metronidazol con un valor de 2.61, presentando el antagonismo
mas notable. Este resultado mostrd la disminucion o anulacién del efecto
farmacolégico de una droga por la accion de la otra. Por su parte, la
combinacién albendazol-nitazoxanida presentd un ICF de 1.98, por lo que

estos dos farmacos no podrian ser buenos como alternativa en terapia de
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combinacion, ya que el resultado es menor del que hubiéramos obtenido con
uno solo de los farmacos, contrastando con el hecho de ser los mas efectivos
en terapia sola. Cuando se combino nitazoxanida con quinacrina el resultado
de la interaccion farmacologica fue de indiferencia con un ICF de 1.51. En
este sentido, existen datos recientes sobre la sensibilidad in vitro de aislados
de G. duodenalis obtenidos de diferentes huéspedes a nitazoxanida. Se
observd mayor susceptibilidad al tinidazol que a la nitazoxanida, debido a la
deformacion de los trofozoitos, sugiriendo que la nitazoxanida induce

modificaciones en la membrana y lisis celular (Ponce et al., 2001).

Una de las interacciones aditivas fue quinacrina-metronidazol con un
ICF de 0.78. Se ha reportado que para casos de giardiosis refractaria el
tratamiento con nitroimidazoles. La combinacién de éstos con quinacrina es
efectiva en tratamientos prolongados (Gardner and Hill, 2001). De acuerdo
con esto, Nash et al. (2001) reportd que al usar la combinacion quinacrina-
metronidazol en seis pacientes, ésta resultd favorable para 5 de ellos.
Siguiendo con las combinaciones que presentaron aditividad se encuentran
furazolidona-quinacrina con 0.61 y furazolidona-nitazoxanida con 0.54, muy
cercano a la sinergia. Estos resultados muestran que al usar en combinacién
estos farmacos el efecto obtenido de la combinacién es igual a la suma de sus
efectos individuales. Es importante mencionar que la quinacrina es un faArmaco
noble en combinacion, ya que si se administra con un fairmaco efectivo en ésta
sus niveles de ICF son bajos (aditividad) sucediendo lo contrario al
combinarlo con nitazoxanida y albendazol, con los cuales se observo
interaccion tipo indiferencia. La combinacion furazolidona- metronidazol con
valor de ICF de 0.49 nos mostr6 un claro sinergismo, siendo esta la
combinaciéon mas efectiva de farmacos, notdndose que los derivados de

imidazol, tiazol y furano presentan semejanzas estructurales pero presentan
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potencial terapéutico diferentes. Esto tultimo es importante porque de
presentarse interaccion sinergistica entre estas drogas, se puede potenciar el
efecto y se podria asi disminuir la dosificacion y reacciones adversas de las
drogas en combinacion. A este respecto, Vasil’ev et al. (2002) reportaron que
en pacientes con ulcera duodenal asociada con Helicobacter pylori, al
comparar dos regimenes de tratamiento: uno con omeprazol, claritromicina y
metronidazol y otro con omeprazol, claritromicina y furazolidona, se observo
erradicacion de la infeccion en 9 y 8 de 10 pacientes respectivamente,

encontrando efectividad clinica al usar estas combinaciones.

De esta forma, a nivel general el farmaco mas efectivo como elemento
de combinacion fue la furazolidona, la cual siempre que se combind los
valores de ICF correspondientes fueron bajos, presentando interacciones

aditivas o sinergisticas. S6lo con el albendazol se obtuvo un valor de 1.0.

Cuando se analizd la susceptibilidad in vitro de cultivos de la cepa WB
resistentes a concentraciones de 23 uM de metronidazol (equivalentes a
aproximadamente 5 veces la CLM de la cepa parental), se observaron
interacciones farmacologicas malas, es decir, de indiferencia para las
combinaciones de metronidazol-furazolidona, con valor de ICF de 1.21, y para
furazolidona-quinacrina, con valor de ICF de 1.55. El antagonismo se presento
con un ICF de 2.13 para esta cepa con la combinacion de furazolidona-
nitazoxanida. Por consiguiente, las combinaciones de mejor eficacia obtenidas
para la cepa WB no lo fueron para la cepa WB resistente a metronidazol. Se
ha reportado que en pacientes con ulcera duodenal asociada a Helicobacter
pylori resistente a metronidazol, el uso de dosis no reducidas de furazolidona

en combinaciéon con amoxicilina y omeprazol fueron efectivas cuando los
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pacientes toleraron las drogas y completaron el tratamiento (Roghani et al.,

2003).

En el caso de la cepa WB capaz de crecer en una concentracion de 5.6
uM de albendazol (aproximadamente 60 veces su CLM), los resultados fueron
buenos obteniéndose aditividad, particularmente en las combinaciones donde
no participd el albendazol esto es, las combinaciones de furazolidona-
metronidazol (ICF 0.52) y furazolidona-nitazoxanida (ICF 0.66). En contraste,
se presentd un antagonismo muy marcado (ICF 2.25) en la combinacion de
furazolidona-albendazol. Si bien se habia observado que la furazolidona era el
mejor farmaco para combinar, cuando se administrd con albendazol no existid
una buena interaccion entre estos dos farmacos. De esta manera, el efecto de

los dos en combinacién fue menor del obtenido con un solo compuesto activo.

Por su parte, al evaluar la cepa WB con resistencia a concentraciones de
5.2 uM de furazolidona (aproximadamente 1.3 veces su CLM), en general se
determinaron interacciones farmacoldgicas buenas: aditividad para las
combinaciones de furazolidona-nitazoxanida (ICF 0.88), furazolidona-
quinacrina (ICF 0.52) y un valor de ICF de 0.50 para la combinacion
metronidazol-furazolidona. Asi, al tener esta interaccion observamos que el
efecto combinado de los 2 fArmacos fue mayor del resultante con cada uno de
los dos por separado. Estos datos permitieron corroborar que la furazolidona
es el farmaco mas efectivo combinado, aun al ser utilizado en la cepa

resistente a este farmaco.
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Como se puede observar, los resultados obtenidos en las cepas
resistentes sugirieron que el grado de resistencia de la cepa no determiné la
eficacia de la interaccidon farmacoldgica de las combinaciones evaluadas. Asi
mismo, el agente al cual se indujo resistencia no determiné el comportamiento

del mismo farmaco en la combinacion particular en que se empleo.

A manera de perspectivas de este trabajo, la informacion obtenida puede
servir de base para plantear la evaluacién in vitro de la combinacion
metronidazol-albendazol en la cepa resistente a metronidazol, ya que esto
permitiria una comparacién mas directa con los estudios clinicos reportados en
los cuales presentd un aparente sinergismo. También se podrian evaluar las
combinaciones diddicas con mejor interaccion farmacologica en modelos
animales y analizar los mecanismos de accion de las combinaciones ante
infecciones por Giardia duodenalis. La utilidad de estas observaciones se
podra reflejar en la optimizacidon terapéutica al emplear regimenes de
combinacién de farmacos en estudios de giardiosis experimental y clinica.
Esto puede en un futuro permitir evaluar el perfil clinico de pacientes donde se
empleen estas combinaciones, es decir, estudios piloto donde se evalue la
conveniencia de su uso a nivel de dosis efectivas, eficacia global y efectos

adversos.
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IX CONCLUSIONES

De manera global, la furazolidona (Fzd) presenté la mejor efectividad como

elemento de las combinaciones.

Con base en los valores de Indice de Concentracion Fraccional (ICF) la
combinacion de Fzd-Mtz presentd una interaccion farmacologica de sinergia,

siendo la combinacién con mayor potencia giardicida.

Las combinaciones de Fzd-Ntz, Fzd-Qnc y Mtz-Qnc, presentaron una
interaccion farmacologica aditiva, siendo un buen resultado para

combinaciones in vitro.

El albendazol, el metronidazol y la nitazoxanida, al ser combinados entre si,
fueron los mas ineficaces, contrastando con el hecho de ser los mas efectivos

por si solos.

Las combinaciones empleadas en cultivos resistentes a metronidazol: (Mtz-
Fzd Fzd-Qnc y Fzd-Ntz) resultaron ser ineficaces, obteniéndose indiferencia o
antagonismo farmacoldgico a diferencia de que estas combinaciones fueron

las mas eficaces en la cepa WB que es relativamente sensible a estos agentes.

Las combinaciones empleadas en cultivos resistentes a albendazol dieron

interacciones aditivas en ausencia de albendazol.
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Los cultivos resistentes a furazolidona resultaron ser tan sensibles como la
cepa WB al ser expuestos a la combinacion de Fzd —Mtz obteniéndose

sinergia, y existio aditividad con las combinaciones Fzd-Ntz y Fzd-Qnc
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XI APENDICE

1.1.- MEDIO DE CULTIVO TYI-S-33 SUPLEMENTADO
CON BILIS (ATCC # 1404).

Bilis bovina bacteriologica (Sigma Chem. Co) 0.05 g
Tripticasa (casein digest peptone, BBL) 20 g
Extracto de levadura (BBL) 10 g
Dextrosa (Baker An.) 10 g
Cloruro de Sodio 2 g
Cisteina-monoclorhidrato 2 g
Acido ascorbico (Merck) 0.1 g
Fosfato de Potasio monobasico 06 g
Fosfato de Potasio dibasico (Baker An.) 1 g
Citrato férrrico de amonio (Baker An.) 23  mg

-Disolver en H,O bidestilada hasta 800 ml.

-Ajustar pH a 6.8-6.9 y aforar a 900ml.

-Filtrar en membrana de 0.22mm de didmetro de poro.
-Realizar prueba de esterilidad.

-Completar con 100ml de suero bovino descomplementado (Hyclone) y 1ml

de stock de penicilina (500,000U1) estreptomicina (50 mg).



-Almacenar a 4°C hasta su uso.

*Es estable por 2 semanas una vez completado.

1.2.- PREPARACION SOLUCIONES DE TRABAJO

1.2.1.-METRONIDAZOL 10 mM

Metronidazol--------========emmmmmee - 0.00517 mg

Dimetilsulfoxido (DMSQO)-----------====------ 3.0 mL

1.2.2.- FURAZOLIDONA 4.5 Mm

Furazolidona ------===-===emmmmmeeeeeeee - .00202 mg

Dimetilsulfoxido (DMSOQO) ----------===-------- 2.0 mL

1.2.3.- ALBENDAZOL 100 mM

Albendazol ---------==-==-m-mm e .0017 mg

Dimetilsulfoxido (DMSOQO) ------------=------—- 1.7 mL
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1.2.3.1.-ALBENDAZOL 100 uM

PARA 1.0 mL
Stock Albendazol 100 mM -------==---=-mmmmeemm - 26.53 ul
Dimetilsulfoxido (DMSQO) -----=--===-mmmmmmmmm e 976.47 mL

1.2.4.- NITAZOXANIDA 4.5 mM

Nitazoxanida---------============mmmmmmm - .00276 mg

Dimetilsulfoxido ------======mmmmm oo 2.0 mL

1.2.5.- QUINACRINA 4.5 mM

QUINACTING === === === e oo 004256 mg

Dimetilsulfoxido (DMSQO) -------=====mmmmmmmm - 2.0 mL
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1.3.- FRACCIONES EXPERIMENTALES DE LA CQNCENTRACI()N
LETAL MINIMA, UTILIZADAS EN COMBINACION PARA CADA

FARMACO

1.3.1.- COMBINACION NITAZOXANIDA-METRONIDAZOL

COMBINACION NITAZOXANIDA-METRONIDAZOL

FRACCION CLM CON%??Z%;;%TSZOCK :l/lOLUMEN DEL STOCK
1.1 4.5 Mm 1.74

1.0 4.5 mM 1.58

0.80 4.5 mM 1.27

0.65 4.5 mM 1.03

0.50 0.45 mM 79

0.30 0.45 mM 47

0.20 0.45 mM 31

0.10 0.45 mM 15

COMBINACION NITAZOXANIDA-METRONIDAZOL

FRACCION CLM CON&EEI\TI%%(I:II)(X\% (S)EOCK :l/lOLUMEN DEL STOCK
1.1 10Mm 2.22
1.0 10 mM 2.02
0.80 10 mM 1.62
0.65 10 mM 131
0.50 10 mM 1.01
0.30 1.0 mM 6.07
0.20 1.0 mM 4.05
0.10 1.0 mM 202
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1.3.2.- COMBINACION FURAZOLIDONA-QUINACRINA

COMBINACION FURAZOLIDONA-QUINACRINA

FRACCION CONCENTRACION STOCK VOLUMEN DEL

CLM FURAZOLIDONA STOCK ul
1.0 4.5 mM 4.83

0.50 4.5 mM 2.41

0.25 4.5 mM 1.20

0.10 0.45 mM 4.83

0.05 0.45 mM 2.41

0.025 0.45 mM 1.20

0.01 0.045 mM 4.83

0.005 0.045 mM 2.41

COMBINACION FURAZOLIDONA-QUINACRINA

FRACCION CLM

CONCENTRACION STOCK

VOLUMEN DEL

QUINACRINA STOCK ul

1.0 4.5 mM 12.35
0.50 4.5 mM 6.17
0.25 4.5mM 3.08
0.10 4.5 mM 1.23
0.05 0.45 mM 6.17
0.025 0.45 mM 3.08
0.01 0.45 mM 1.23
0.005 0.45 mM 0.61
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1.3.3.- COMBINACION FURAZOLIDONA-METRONIDAZOL

COMBINACION FURAZOLIDONA-METRONIDAZOL

FRACCION CLM

CONCENTRACION STOCK
FURAZOLIDONA

VOLUMEN DEL STOCK
pL

1.0 4.5 mM 4.83
0.50 4.5 mM 2.41
0.25 4.5 mM 1.20
0.10 0.45 mM 4.83
0.05 0.45 mM 2.41
0.025 0.45 mM 1.20
0.10 0.045 mM 4.83
0.005 0.045 mM 2.41

COMBINACION FURAZOLIDONA-METRONIDAZOL

FRACCION CLM l(\:/lg'l#gngRAAz%EN STOCK L/E)LUMEN DEL STOCK

1.0 10mM 20

0.50 10 mM 10

0.25 1 mM 5.06

0.10 1 mM 20

0.05 1 mM 10
0.025 0.1 mM 506

0.01 0.1 mM 20
0.005 0.1 mM 10
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1.3.4.- COMBINACION FURAZOLIDONA-NITAZOXANIDA

COMBINACION FURAZOLIDONA-NITAZOXANIDA

FRACCION CLM

CONCENTRACION STOCK
FURAZOLIDONA

VOLUMEN DEL STOCK pl

1.0 4.5 mM 4.83
0.50 4.5 mM 2.41
0.30 4.5 mM 1.44
0.25 4.5 mM 1.20
0.15 0.45 mM 7.33
0.10 0.45 mM 4.83
0.05 0.45 mM 2.41
0.01 0.045 mM 4.83

COMBINACION FURAZOLIDONA-NITAZOXANIDA

FRACCION CLM

CONCENTRACION STOCK
NITAZOXANIDA

VOLUMEN DEL STOCK pl

1.0 4.5 Mm 1.589
0.50 4.5 mM 0.794
0.30 0.45 mM 4.76
0.25 0.45 mM 3.97
0.15 0.45 mM 2.38
0.10 0.45 mM 1.58
0.05 0.045 mM 7.94
0.01 0.045 mM 1.58
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1.3.5.- COMBINACION FURAZOLIDONA-ALBENDAZOL

COMBINACION FURAZOLIDONA-ALBENDAZOL

FRACCION CLM gﬁrﬁﬁ?ﬂﬁéﬁf“ STOCK L/I(?LUMEN DEL STOCK
1.0 4.5 mM 4.83
0.65 4.5 mM 313
0.50 4.5 mM 2.41
0.30 4.5 mM 1.44
0.20 4.5 mM 0.96
0.10 0.45 mM 4.83
0.05 0.45 mM 2.41
0.01 0.45 mM 0.483

COMBINACION FURAZOLIDONA- ALBENDAZOL

FRACCION CLM XI(_)I?E\IECNEDI\EZ%ALC'ON STOCK XSLUMEN DEL STOCK
1.0 100 um 6.93
0.65 100 pum 4.50
0.50 100 um 3.46
0.30 100 um 2.07
0.20 100 um 1.38
0.10 10 uM 6.93
0.05 10 uM 3.46
0.01 10 uM 0.693
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1.3.6.- COMBINACION METRONIDAZOL-ALBENDAZOL

COMBINACION METRONIDAZOL-ALBENDAZOL

FRACCION CLM ﬁgﬁ%mﬁ’}%fh' STOCK L/IOLUMEN DEL STOCK

1.0 10mM 2.025

0.50 10 mM 1.01

0.10 1 mM 2.025

0.05 1 mM 1.01
0.025 0.1 mM 506

0.01 0.1 mM 2 025
0.005 0.1 mM 1.01
0.001 0.1 mM 202

COMBINACION METRONIDAZOL- ALBENDAZOL

FRACCION CLM XSBI\IECNEDNATZRC;ALQON STOCK L/IOLUMEN DEL STOCK

1.0 100 pum 6.93

0.50 100 pm 3.46

019 100 ym 0.69

0.05 10 pum 3.46
0025 10 pm 1.73

0.01 10 M 0.69
0.005 1M 3.46
0.001 1M 0.69

99




1.3.7.- COMBINACION QUINACRINA-ALBENDAZOL

COMBINACION QUINACRINA-ALBENDAZOL

FRACCION CLM

CONCENTRACION STOCK
QUINACRINA

VOLUMEN DEL STOCK

puL

1.0 4.5 mM 12.35
0.90 4.5 mM 11.11
0.80 4.5 mM 9.88
0.65 4.5 mM 8.02
0.50 4.5 mM 6.17
0.40 4.5 mM 4.94
0.30 4.5 mM 3.70
0.25 4.5 mM 3.08

COMBINACION QUINACRINA-ALBENDAZOL

FRACCION CLM

CONCENTRACION STOCK
METRONIDAZOL

VOLUMEN DEL STOCK

puL

1.0 100 m 6.93
0.90 100 pm 6.23
0.80 100 pm 5.54
0.65 100 pm 4.50
0.50 100 pm 3.46
0.40 100 pM 2.77
0.30 100 uM 2.07
0.25 100 uM 1.13
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1.3.8.- COMBINACION METRONIDAZOL-QUINACRINA

COMBINACION METRONIDAZOL-QUINACRINA

FRACCION CLM ggnl\lilfcl\gﬁﬁCION STOCK :L/E)LUMEN DEL STOCK
1.0 4.5 mM 12.35
0.90 4.5 mM 11.11
0.80 4.5 mM 0.88
0.65 4.5 mM 8.02
0.50 4.5 mM 6.17
0.40 4.5 mM 4.94
0.30 4.5 mM 3.70
0.25 4.5 mM 3.08

COMBINACION METRONIDAZOL-QUINACRINA

FRACCION CLM ﬁﬂg?gg“rDR;\AZ%(l_)N STOCK L/IOLUMEN DEL STOCK

1.0 10 mM 2.02
0.90 10 mM 1.82
0.80 10 mM 162
0.65 10 mM 1.31
0.50 10 mM 1.01
0.40 1 mM 8.1

0.30 1 mM 6.0
0.25 1 mM 50
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1.3.9.- COMBINACION NITAZOXANIDA-ALBENDAZOL

COMBINACION NITAZOXANIDA-ALBENDAZOL

FRACCION CLM

CONCENTRACION STOCK

VOLUMEN DEL

NITAZOXANIDA STOCK uL

1.0 4.5 Mm 1.58
0.80 4.5 mM 1.27
0.65 4.5 mM 1.03
0.50 4.5 mM .79
0.30 0.45 mM 4.76
0.20 0.45 mM 3.17
0.10 0.45 mM 1.58
0.025 0.45 mM 397

COMBINACION NITAZOXANIDA-ALBENDAZOL

FRACCION CLM

CONCENTRACION STOCK

VOLUMEN DEL

ALBENDAZOL STOCK ul

1.0 100 mM 6.93
0.80 100 mM 5.54
0.65 100 mM 4.50
0.50 100 mM 3.46
0.30 100 mM 2.07
0.20 100 mM 1.38
0.10 10 mM 6.93
0.025 10 mM 1.73
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1.3.10.- COMBINACION NITAZOXANIDA-QUINACRINA

COMBINACION NITAZOXANIDA-QUINACRINA

FRACCION CLM |CONCENTRACION STOCK QUINACRINA XELUMEN DEL STOCK
1.0 4.5 Mm 12.35
0.75 4.5 mM 9.26
0.50 4.5 mM 6.17
0.30 4.5 mM 3.70
0.20 4.5 mM 247
0.10 4.5 mM 123
0.05 0.45 mM 6.17
0.01 0.45 mM 123
COMBINACION NITAZOXANIDA-QUINACRINA
FRACCION CLM [CONCENTRACION STOCK L/IOLUMEN DEL STOCK
1.0 4.5 mM 1.58
0.75 4.5 mM 119
0.50 0.45 mM 7.94
0.30 0.45 mM 476
0.20 0.45 mM 317
0.10 0.45 mM 1.58
0.05 0.045 mM 1.94
0.01 0.045 mM 1.58
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