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Resumen

Giardia intestinalis (sinénimo G. duodenalis, G. lamblia) tiene distribuciéon mundial y
segun la OMS existen 200 millones de personas con giardiasis sintomatica en el
Mundo. Los nifios son los mas afectados; la parasitosis puede cursar asintomatica,
sintomatica aguda 6 cronica, en este Ultimo caso produce dolor abdominal, diarrea,
hiporexia, pérdida de peso, mala-absocién de nutrientes y déficit intelectual. Los
farmacos que se utilizan para combatirla son: metronidazol, tinidazol, albendazol,
paramonicina y nitazoxanida. Todos producen efectos secundarios y algunos son
mutagénicos o teratogénicos. Ademas, ya hay resistencia a los farmacos. Debido a
los efectos adversos y a la resistencia, una estrategia para contrarestar el efecto de
esta parasitosis puede ser con pricipios activos de extractos de plantas con actividad
antigiardiasca. En una publicacién previa demostramos el efecto antigiardiasico del
extracto de orégano (Lippia spp). En esta tesis el objetivo fue fraccionar el extracto de
orégano e identificar los compuestos con actividad antigiardiasica. El orégano se
colect6 en Milpillas, Guanajuato, se identifico0 en el MEXU-UNAM como Lippia
graveolens HBK, el extracto etandlico (75%) se fraccion6 en una columna de silica-
gel, se obtuvieron 32 fracciones, que de acuerdo a su migracién por polaridad en
cromatografia de capa fina se agruparon en seis. Los bionensayos se realizaron con
dos aislados: WB (ATTC30957, cepa internacional) y el aislado nacional INP-B2
(INP020300B2, obtenido de un ovino) 1.5X10° trofozoitos se expusieron a 2, 4, 6, 8,
10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL de cada fraccion y el efecto antigiardidsico se determiné
mediante la sintesis de formazan y recultivo. La fraccion que presenté mayor actividad
a menor concentracion fue la F.6, el recultivo se inhibié con 6 pg/mL. Posteriormente,
para conocer la estructura de los compuestos de la F.6, ésta se analiz6 mediante
resonancia magnética nuclear, espectroscopia de infrarrojo, espectrometria de masas
por impacto electrénico y polarimetria. Los compuestos que se identificaron en la F.6
fueron: naringenina, pinocembrina y timol. Finalmente, se descarté efecto citotdxico del

extracto total y de la F.6.



2. Introduccion.

2.1 Historia.

Con el descubrimiento del microscopio a finales del siglo XVII por Antonie van
Leewenhoek, fué posible que él mismo observara por primera vez trofozoitos de
Giardia sp., aunque sus ilustraciones no fueron difundidas. Vilém Lambl (1859) al
examinar las heces de un nifio con diarrea, encontré y describié a los trofozoitos y les
llamo6 Cercomonas intestinalis, hasta este momento el parsito recibié poca atencion.
El parasitdlogo americano Charles Wardell Stiles, en 1902, lo relaciono con la diarrea;
cuando se desarrollaba la primera guerra Mundial (1914-1918), los soldados con
diarrea eliminaban quistes y tenian sintomas similares a los que presentaban animales
de laboratorio cuando se les infectaba con éstos. En 1921, Clifford Dobell sugirié que
Giardia sp., era un patégeno y en 1926 Reginald Millar trabajando en Londres, mostré
que algunos nifios infectados con Giardia sp., presentaban mala-absorcion y otros
eran reservorios y diseminadores de los quistes. En 1954, los estudios detallados del
americano Robert Rendtorff arrojaron evidencias claras, que relacionaban al parasito
con la enfermedad (Boreham et al., 1990; Cox, 2002).



2.2 Clasificacion.

Cavalier Smith (1998), en su trabajo " A revised six-kingdom system of life” propone

la siguiente clasificacion:

Reino: Protozoa. Goldfuss1818 stat. nov. Owen 1858 em.
Subreino: Archeozoa. Cavalier-Smith, 1983 em.
Phylum: Metamonada. Grassé 1952 stat. nov. et em. Cavalier-Smith 1981
Subphylum: Eopharyngia. Cavalier Smith 1993.
Clase: Trepomonadea. Cavalier Smith 1993.
Orden: Diplomonadida. Wenyon. 1926 emed. Brugerolle, 1975.
Género: Giardia. Kunstler, 1882.
Especie: Giardia intestinalis (Stiles, 1915).
Sinonimias: G. lamblia

G. duodenalis

El taxon Archeozoa incluye a un grupo de protistas unicelulares carentes de
mitocondrias. Los Metamonada son un extenso grupo de protozoos flagelados; incluye
principalmente a Retortamonadida, Diplomonadida y posiblemente también a
Parabasalia y Oxymonadida. Estos cuatro grupos son anaerobios y en su mayoria
simbiontes de animales. Algunos Metamonada son pardsitos. Estos flagelados son
inusuales por carecer de mitocondrias. En el pasado eran considerados los Eukarya
mas primitivos, divergiendo del resto antes de que aparecieran las mitocondrias. Sin
embargo, ahora se sabe que han perdido las mitocondrias secundariamente y que
conservan los organulos y genes nucleares derivados de ellos. Los vestigios
mitocondriales incluyen los hidrogenosomas, que producen el hidrégeno y las
pequefas estructuras llamadas mitosomas. Estos subgrupos presentan flagelos en

grupos caracteristicos de cuatro, que a menudo se asocian al ntcleo (Cavalier, 2003).

2.3 Especies.

En relacion al hospedero de origen se han propuesto mas de 40 especies (Kulda y
Nohynkova, 1995). Filice (1952), con base a la morfologia del trofozoito y del cuerpo
medio describio tres especies, Tabla 1. Posteriormente, se describieron dos especies
en aves, mediante el analisis ultraestructural por microscopia electronica de

transmisién y de barrido. La especie encontrada en roedores, se basé en la morfologia



del quiste y el analisis de la secuencia del gen de la pequefia subunidad del rRNA.
(Tabla 1)

Tabla 1 Caracteristicas de las especies del género Giardia.

Dimensiones
del trofozoito

Especie Hospedero Caracteristicas morfolégicas  largo/ ancho
(um)
Mamiferos domeésticosPiriformes, cuerpo medio en forma de
G. duodenalis (@nimales de clava 12-15/6.8

compafiia) y
silvestres, humanos

Largos y angostos con cuerpo medi020_30/ 45

G. agilis Anfibios en forma redonda.
: Redondos con un cuerpo medio
G. muris Roedores redondo 9-12/57
Redondos, con un prominente
G. ardeae Hurones, Aves (garza muesca en el disco ventral y un
azul real , ibis cuello  flagelocaudal rudimentario. Cuerpo ~10/~6.5
de paja) medio redondeoval o en forma de

clava.

Aves, (Loros Piriformes, sin flanco ventrdateral,

G.psitacci australianos) cuerpo medio en forma de clava. ~14/~6
Trofozoito piriformes, cuerpo medio
G. micrati Lobos y ratas de en forma de clava . Los quistes
) campo. presentan dos trofozoitos con los

discos ventrales maduros.

Fotos tomadas de Feely and Erlandsen, 1985; McRoberts et al.,, 1996; Erlandsen and Bemrick,
1987; Van Keulen et al., 1998.



2.4 Epidemiologia.

La giardiasis la produce el protozoario parasito Giardia intestinalis (sinénimos Giardia
duodenalis, Giardia lamblia). Tiene distribucion mundial. En Asia, Africa y América
Latina, aproximadamente 200 millones de personas tienen giardiasis sintomatica,
(World Health Organization, 1996; Upcroft and Upcroft, 1998) y se registran 2.8 x 10
® de nuevos casos nuevos por afio (Lane and Lloyd, 2002).

Esta parasitosis es prevalente en paises en vias de desarrollo, en donde las
infecciones correlacionan con las pobres condiciones higiénicas, asi como un
deficiente control de calidad en el agua, aunado a la sobrepoblacién. Se estima que
la incidencia total de las infecciones por Giardia intestinalis en paises industrializados
es entre 2 y 5 % de la poblacion y de 20 a 30% en los paises en vias de desarrollo
(Mineno and Avery, 2003).

La giardiasis es mas frecuente en la poblacién infantil de paises subdesarrollados y

puede tener efectos devastadores, debido a que produce mala-absorcién y por lo

tanto malnutriciéon (Khan et al., 2000).

En México, la prevalencia es variable, oscila entre el 4.4 al 68.5 % (Tay et al., 1994;
Cifuentes et al., 2004). Se han realizado varios estudios en la poblacién infantil y la
frecuencia varia de acuerdo a la region, tipo de poblaciéon y método de diagnostico
utilizado: en Minatitlan, Veracruz, de 110 nifios analizados entre 4 y 12 afos, la
frecuencia fue del 54.5% (Rodriguez-Guzman et al., 2000), en Chiapas, en un grupo
de 1 a 14 afios fue del 18.3% (Morales-Espinoza et al., 2003), en el Valle del
Mezquital, la prevalencia fue del 20% (Cifuentes et al., 2000), en la Ciudad de México,
en nios menores de 6 afios la frecuencia fue de 9.4% en temporada de lluvias y de
0.4% en época seca (Cifuentes et al.,2004), en la Sierra de Nayarit, en nifios indigenas
entre 5y 14 afios fue de 22.2% y en nifios mestizos de la misma region la frecuencia
fue del 14% (Guevara et al., 2003). Recientemente, en el D. F., en un estudio que
se realiz6 en nifilos menores de un afio se encontré una frecuencia del 50% (Sanchez-
Vega et al., 2006).

Debido a que la especie G. intestinalis tiene diversos hospederos y a que
morfolégicamente no se pueden diferenciar. Se han utilizado varias técnicas para
poderlos discriminar: isoenzimas, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP) y secuenciacion, entre otros.

Los genes que se han analizado son: glutamato deshidrogenada (gdh), triosa fosfato



isomerasa, factor de elongacion 1o y la pequefia subunidad del RNA ribosomal. Con
el analisis de segmentos de estos genes se han descrito siete ensambles A-G: A (A-l
y A-ll) y B (Il y IV) zoonoticos, C y D en perros, E en animales de granja
(artiodéctilos), F en gatos y G en roedores (Tabla 2) (Monis et al., 1999; Read et al.,
2004; Thompson, 2004).

Tabla 2. Genotipos de G.intestinalis.

Ensamble Grupos Hospederos
A | Humanos, ganado, gatos, 0sos y
cobayos
I Humanos, ganado, gatos, 0sos y
cobayos
B " Humanos, ganado, gatos, 0sos y
cobayos
I\ Humanos, ganado, gatos, 0sos y
cobayos
C Perros
D Perros
E Ganado vacuno, ovino, caprino
porcino, equino
F Gatos
G Ratas



2.5 Morfologia.

G. intestinalis es un protozoario que coloniza la parte superior del intestino delgado de
hospederos vertebrados y presenta dos formas distintas en su ciclo de vida: el
trofozoito y el quiste. El trofozoito es la forma vegetativa, mévil, que produce el cuadro
clinico y el quiste es la forma de resistencia, responsable de la infeccidn y transmision
de la giardiasis, es eliminado en las heces de los hospederos infectados y permanece

viable fuera de él.

2.5.1 Trofozoito.

El trofozoito tiene forma de gota de agua O pera, es simétrico bilateralmente,
redondeado en el extremo anterior y puntiagudo en el posterior, mide de 9 a 21 um de
largo por 5-15 um de ancho y de 2 a 4 um de grosor, es aplanado, tiene una superficie
dorsal convexa y una ventral concava. La estructura mas evidente en la region ventral
es el disco adhesivo (disco estriado ¢ disco suctor), cuya funcién es adherirse a la
mucosa proximal del duodeno 6 yeyuno, el centro del disco es de consistencia rigida,
de apariencia estriada, porque estd formado de microtdbulos que se conecta con
varillas dorsales formando un area de placas, paralela a la membrana citoplasmatica y
le proporciona rigidez. Ultraestructuralmente, el disco ventral incluye un grupo de
microtibulos con 13 protofilamentos que se unen a la membrana ventral. Estos
microtubulos forman la base de los microanillos 6 cintas dorsales, que se extienden
perpendicularmente a la membrana. La proteina constituyente de las cintas dorsales
incluye a las giardinas (o, B,y), que son proteinas especificas de Giardia, de
aproximadamente de 29 a 38 kDa de tamafio, las tubulinas se encuentran en los
microtUbulos. En contraste a la estructura rigida del disco suctor, el borde es flexible,
gue le permite su adhesién a la mucosa intestinal. En esta region también estan las
proteinas contractiles, como la actina, miosina y tropomiosina. El disco ventral esta
rodeado anterior y lateralmente por el surco marginal y el flanco ventro-lateral (Owen,
1980; Nohria et al., 1992; Adam, 2001; Meyer et al., 2005).

Tiene cuatro pares de flagelos: anteriores (entre el borde de la célula y la superficie

dorsal) y latero-posteriores (en el cuarto posterior, entre el margen vy la superficie

dorsal), éstos proveen el movimiento del trofozoito cuando se desadhiere. Ventrales

(en el surco del disco adhesivo), ayudan a expeler el fluido de la concavidad formada
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por el disco adhesivo incrementando la succion contra la superficie de las
microvellosidades y caudales (en la disminucién terminal), se mueven vigorosamente
de lado a lado, comprimen el citoplasma del trofozoito y provee la circulacion interna
de los fluidos del citoplasma. Los flagelos emergen de los axonemas & cuerpos
basales, tienen la estructura cldsica de nueve pares de microtibulos, que estan
simétricamente colocados en la parte externa de cada flagelo con dos microtubulos en
el centro, todos ellos corren a través del citoplasma y se proyectan a través del
cuerpo del trofozoito hacia afuera envueltos por una cubierta de membrana para
formar el flagelo (Owen, 1980; Adam, 2001) (Fig.1).

Los dos nlcleos se encuentran en la region anterior, colocados simétricamente uno al
lado del otro; la membrana nuclear estéd en estrecho contacto con los ribosomas, los
dos nucleos son transcripcionalmente activos durante la divisién celular, no presentan
nucleolos. El par de cuerpos medios son grandes y curvados, su tamafio varia entre
0.8 um a 8.0 um (promedio 3.34 um) de largo por 0.2 um y 1.8 um (promedio
0.84 um) de grosor. Los cuerpos medios son estructuras unicas dentro del género
Giardia, estdn formados de microtibulos que corren perpendicularmente al eje
principal de la célula y situados dorsalmente a los axonemas caudales. Cuando la
membrana plasmatica se elimina, el cuerpo medio no se visualiza, lo que lleva a
pensar que hay una union entre el cuerpo medio y la membrana plasmatica. Su
funcidn no es muy clara, aunque se ha propuesto que soportan el extremo anterior
del organismo (Piva and Benchimol, 2004). Ademas, se les ha atribuido la funcion de
reserva de microtibulos para la célula, progénesis del disco, inmovilizacion de los
microtubulos entre las divisiones celulares y participacion en la flexion vertical del
extremo caudal, prepolimerizacién de tubulina que provee templados para la formacion
de las fibras del disco, requeridas para una rapido ensamblaje de los discos adhesivos
de las hijas durante la citocinesis. (Piva and Benchimol, 2004).

En el citoplasma también se encuentra el reticulo endoplasmico rugoso y numerosas
vacuolas ovoides de 0.1 a 0.4 um de diametro que estan contiguas a la membrana, a
lo largo de la region ventral y dorsal, pero, no en la region del disco ventral, estas
vacuolas presentan una variedad de actividades: hidrolasas, fosfata acida, DNA asa,
RNasa, cistein proteinasa, debido a su localizacion probablemente tengan funcion
lisosomal (Owen, 1980; Adam, 1991).
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caudales

— V.dorsal V. ventral

Fig. 1. Trofozoitos de Giardia intestinalis A) Microscopia Electréonica de Barrido que
muestra la region dorsal y ventral de trofozoitos de la cepa WB. B) y C) Microscopia
Electronica de transmision que muestra un corte transversal y longitudinal
respectivamente. Se observa los Flagelos (F), Disco ventral (VD), Dos nucleos (N),
Axonemas, (A), Vacudlas periféricas (pv), Cuerpo medio (MB) (Tomado de Mariante et al.,
2005).

Giardia intestinalis poseé un citoesqueleto compuesto de microtubulos que incluyen:
disco adhesivo ventral, cuerpos medios, axonemas, proteinas contractiles y giardinas.
Las proteinas del citoesqueleto varian en tamafio de >200 hasta 20 kDa (Piva and
Benchimol, 2004). No tiene aparato de Golgi ni mitocondrias tipicos, peroxisomas ni
hidrogenosomas (Lloyd and Wallis, 2001). Aunque, recientemente se ha evidenciado
la presencia de mitosomas (Tovar et al., 2003).

Por medio del método de campos pulsantes, se demostré que contiene cinco
cromosomas y un genoma haploide de 12 Mb, codificando para un estimado de 5000
genes. (Adam, 2000; Eckmann and Gillin 2001), Svard, 2003, demostré que durante
el ciclo celular, cada ciclo nuclear entre un genoma diploide (2N) y un tetraploide (4N),

resulta en una poliploidia celular de 4N y 8N (Svard, et al., 2003).
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2.5.2 Quiste.

Tiene forma ovoide a elipsoidal, mide 8-12 um de largo por de 7-10 um anchoy 0.3 -
0.5 um de grosor. Los quistes son resistentes a desinfectantes quimicos, choque
osmotico, cambios de temperatura y pH. El citoplasma se encuentra vacuolado,
presenta fragmentos del disco ventral, cuerpos medios y flagelos. Las vacuolas
periféricas tienen actividad lisosomal, tienen proteinasas que juegan un papel

importante en el proceso de desenquistamiento (Fig 2).

Fig. 2: Quistes de Giardia intestinalis: A) Provenientes de humanos y tefiidos con
sulfato-férrico. B) Obtenidos in vitro del asilado VGH- INP C) Microscopia electrénica de
barrido de un quiste asociado a la mucosa intestinal de raton. 1 Axonemas. 2 Nucleos. 3
Pared del quiste. 4) Cuerpo medio. Tomada de http://www.telmeds.org,; Lab. De
Parasitologia Experimental, VGH-INP y N. Miller, and N. von Allmen, 2005.

La pared del quiste esta compuesta de una capa externa filamentosa de
aproximadamente 0.25 um de grosor y dos cubiertas celulares que estan separadas
de la membrana plasmatica del parasito por un espacio peritrépico. Se ha asumido
que la red filamentosa de la pared impide el paso de grandes moléculas, mientras que
la membrana puede controlar la entrada de pequefias moléculas. La pared quistica
estd compuesta por un conjunto de proteinas (CWP1, CWP2 y CWP3) con pesos
moleculares de 26 000, 39 000 y 27 300 respectivamente. De la pared filamentosa
del quiste el 43 % en peso seco corresponde a carbohidratos, el 86% es N-acetil
galactosamina y N-acetil-glucosamina (Lujan et al., 1998; Adam, 2001; Mineno and
Avery, 2003; Chavez-Munguia et al., 2004; Gottig et al., 2006)
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Los quistes recién formados presentan dos nucleos y los que estdn maduros tienen

cuatro.

2.6 Ciclo de vida.

Es de tipo directo. La infeccion del hospedero se inicia con la ingestién de los quistes,
seguido por el desenquistamiento por el medio acido del estomago y pH alcalino del
duodeno, después de la liberacién de los trofozoitos, éstos colonizan la parte superior
del intestino delgado, en donde las condiciones para la proliferacién son 6ptimas. Una
vez en el intestino las formas vegetativas se adhieren a las células epiteliales y se

dividen por fision binaria longitudinal (Fig. 3).
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Fig. 3 Esquema que muestra el ciclo de vida de Giardia intestinalis (Tomado de
Hawrelak ,2003)

El ciclo de vida puede completarse in vitro bajo condiciones similares a las que se

encuentran en el tracto gastro-intestinal.
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2.6.1 Enquistamiento.

Los trofozoitos empiezan a enquistarse cuando llegan a la Ultima regién del intestino
delgado. El enquistamiento puede dividirse en una fase temprana y en una tardia. La
primera fase involucra cambios en la division celular, metabolismo, ultraestructura,
transporte de proteinas y expresion de genes. Los trofozoitos al inicio del
enquistamiento se redondean, ya no pueden adherirse, el disco ventral se fragmenta
en cuatro estructuras en forma creciente, disminuye la asimilacion de glucosa vy
oxigeno gradualmente por lo tanto la toma de glucosa es indetectable en la fase tardia
de enquistamiento (Paget et al., 1998). Se forma el aparato de Golgi y grandes
vesiculas especificas de enquistamiento (ESV) para el transporte de los componentes
de pared del quiste a la superficie del trofozoito. La expresion de tres proteinas de
pared del quiste ricas en leucina: CWP1, CWP2 y CWP3 que forman un complejo
estable para el enquistamiento. La pared del quiste de Giardia intestinalis contiene
altas concentraciones de carbohidratos y el 90% es galactosamina (Chavez-Munguia
et al., 2004).

Durante la fase tardia de enquistamiento ocurre una replicaciéon completa del DNA,
un evento sin intervencién de la division celular y se a demostrado que la division
nuclear precede a la replicacion del DNA. Esto puede ocurrir como consecuencias de
sefiales de desarrollo y es llamado endoreplicacion (Svérd et al., 2003).

La absorcion del colesterol ocurre casi completamente en el yeyuno mientras que la
absorcién de sales biliares ocurre en el ileon inferior. La poblacion bacteriana en el
intestino delgado inferior produce cambios quimicos de las moléculas del colesterol,
por lo tanto, se decrementa la cantidad de colesterol disponible para el crecimiento del
parasito, cuando los trofozoitos llegan al ileon encuentran un medio progresivamente
carente de colesterol y la inanicion de colesterol dispara la diferenciacion del parasito
(Lujan et al., 1996).

El enquistamiento puede realizarse in vitro, al exponer a los trofozoitos a un pH de 7.8
y altas concentraciones de sales biliares primarias, 6 alternativamente mediante la
disminucién de colesterol. El tiempo estimado para la sintesis de la pared del quiste

es de aproximadamente de 14 horas. (Lloyd and Wallis, 2001).
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2.6.2. Desenquistamiento.

Cuando los quistes llegan al estdbmago, son expuestos a altas concentraciones de H+,
en el duodeno a una mezcla compleja de secreciones: sales biliares, bicarbonato y
enzimas digestivas (proteasa y lipasas). El proceso involucra la salida rapida
(completa en 15 min.) del trofozoito. En este evento, los espacios peritrépicos
aumentan y los trofozoitos emergen, separandose de la pared del quiste. La actividad
de las cistein-proteasas, almacenadas en vacuolas periféricas son liberadas en el
espacio entre el trofozoito y la pared celular. Subsecuentemente, los flagelos emergen
a través de una abertura en uno de los polos del quiste, seguido de la liberacion de la
célula completa. Se ha propuesto que esta estructura de vida corta llamada
exquizoito, de forma oval, con ocho flagelos y un metabolismo intermedio entre quiste
y trofozoito, tiene cuatro nucleos con una poliploidia total de 16 N y sufre division
celular dos veces sin replicacion del DNA, generando dos trofozoitos causantes de la
enfermedad, demostrando que la citoquinesis es importante en el desenquistamiento
(Eichinger, 2001).

El desenquistamieto in vitro se induce al exponer los quistes a pH acido, mimetizando
el estbmago, seguido de una solucién alcalina. El proceso es rapido comparado, con el
de enquistamiento: activacion (5-10 min), ruptura del quiste (20-60 segundos), salida
del trofozoito (menos de 1 min.) y citoquinesis para dar dos células hijas (7-8 min).
(Lloyd and Wallis, 2001).

2.7 Mecanismos de transmision.

El mas comun es el fecal-oral por contaminacién del agua para beber, por riego de
frutas 6 verduras con aguas residuales, alimentos de mala calidad sanitaria, contacto
directo ano-mano-boca, manipuladores de alimentos, transmisores mecanicos, y por
fecalismo de animales domésticos y de granja (Boreham et al., 1990; Dawson, 2005;
Di Giovanni et al., 2006).
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2.7.2 Mecanismos patogénicos.

Después del desenquistamiento, los trofozoitos se desplazan con sus flagelos y
llegan alas microvellosidades, ahi se adhieren a los enterocitos, cubren la superficie
del duodeno y yeyuno, causan dafio que puede variar desde moderado hasta severo,

mediante varios mecanismos: traumatico, barrera mecanica y enzimatico.

Traumatico: por la presién negativa del disco suctor que se genera por la fuerza

hidrodinamica generada por los flagelos ventrales.

Barrera mecanica: la adhesion de los trofozoitos al epitelio intestinal interfiere con la
absorcion de nutrientes (Fig 4). La rapida reproducciéon de los trofozoitos
eventualmente crea una barrera fisica entre los enterocitos y el lumen intestinal,
interfiriendo de esta manera con la absorcién de nutrientes. Algunas zonas del
duodeno “nichos” estan cubiertas por trofozoitos, éstos producen Inflamacion en la
mucosa duodenal, despolarizan de la membrana celular y alteraciéon en la actividad
secretora. Puede haber atrofia parcial de las microvellosidades y atropfia subtotal 6
total en los casos severos, También produce varios grados de mala absorcion.
(Astiazaran-Garcia et al., 2000; Buret, 2005; Leder, et al., 2007).

Fig.4 Microfotografia electrénica de barrido que muestra la colonizacion de los
trofozoitos de Giardia intestinalis en duodeno (Tomado de Aztiazaran-Garcia et
al., 2000)
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En un estudio que se realizo con ratones hembras de la cepa BALB/c inoculados con
antigenos de excrecion/secrecion de G. intestinalis (Portland 1) y que se mantuvieron
durante 21 semanas, el examen histologico de duodeno, yeyuno e ileon mostro:
infiltracién eosinofilica, discontinuidad de los enterocitos, leucocitos intraepiteliales,
edema en la submucosa, hipercelularidad y exfoliacion celular ( Fig 5). Se propone

que estos antigenos estimulan la respuesta preferencial Th2 (Jiménez et al., 2004).

Fig. 5 Cambios histolégicos del duodeno de ratones BALB-c inoculados con
antigenos de excrecidn-secrecién de G. intestinalis. a) control teflido con
Hematoxilina-Eosina b) Las cabezas de flechas sefialan a los eosinéfilos y la
estrella el edema c) Las cabezas de flecha muestran a los eosinéfilos, flechas
gruesa leucocitos intraepiteliales y las flechas delgadas sefialan discontinuidad
en los enterocitos. (Tomada de Jiménez et al., 2004.)

Enzimatico: los trofozoitos sintetizan algunas enzimas (sulfatasas, fosfatasa acida,
hidrolasas, cisteinproteinasas y tiolproteinasas) que pueden favorecer su adherencia
al epitelio intestinal ya que atacan a las glicoproteinas de los enterocitos y alteran la

integridad de las vellosidades (Ponce-Macotela, 2006).

Competencia: por sales biliares, colesterol, fosfolipidos (que no los puede sintetizar
de novo), aminoacidos y por micronutrientes como el hierro y zinc. La disminucion
de sales biliares en el intestino, altera la formacién de micelas y se produce la mala
absorcion de grasas, con la consecuente esteatorrea. Para producir energia, toma
aminoacidos como la alanina, arginina y aspartato. La cisteina la utiliza para la
formacion de sus proteinas variables de superficie, la union de estos aminoacidos
forma puentes disulfuro que le dan estabilidad a la membrana y la protegen de los
radicales libres. (Jaroll et al.,, 1981; Das S et al., 2001; Eckman and Gillin, 2001,
Ponce, 2006,)
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Toxinas: La clonacién y secuenciacion del gen de una proteina de superficie (VSP)
CRP136 que se expresa una cepa de G lamblia resistente al metronidazol, mostro
una homologia del 57% con un grupo de toxinas de serpientes “sarafotoxinas” que
causan sintomas intestinales similares a los observados en la giardiasis. Se propone
que la giardiasis asintomatica puede ser producida por una cepa no patogénica 6 que
la cepa secreta bajos niveles de CRPs. Por otro lado, probablemente un cambio en la
regulacién de los genes puede resultar en la expresion de una toxina, que puede
reflejarse en un cambio de proceso asintoméatico a sintomético (Upcroft and Upcrofft,
1998).

Giardia intestinalis puede ser inactivada por diferentes clases de peptidos
antimicrobianos como las a—defensinas que son producidas en el intestino. (Buzoni-
Gatel et al., 2006).
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2.7.3 Mecanismos de defensa de Giardia intestinalis.

Todos los organismos tienen mecanismos de defensa que lo detoxifican de los
radicales libres. El glutation (GSH) es un primer mecanismo de defensa en los
organismos, desde las bacterias hasta el hombre. Sin embargo, los trofozoitos de
Giardia intestinalis consumen arginina, este aminodcido es necesario para la
produccion de oxido nitrico (ON) mediante la 0xido nitrico sintasa (NOS). La toma
activa de arginina en Giardia intestinalis inhibe la produccion de 6xido nitrico (NO) en
la células epiteliales. La produccion en el epitelio intestinal via inducible oxico nitrico
sintasa (iINOS) es dependiente de la arginina como la fuente de nitrégeno. El oxico
nitrico en Giardia intestinalis produce un efecto citostatico, también previene del
proceso de diferenciaciacion entre desenquistamiento, enquistamiento (Eckman et al.,
2000; Kasper and Buzoni, 2001) (Fig. 6).
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Fig 6 Mecanismo de defensa en Giardia intestinalis (Tomada de Eichinger D.
2001)
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Ademas, los trofozoitos tienen proteinas variables de superficie (VSPs) 6 CRP. Los
genes de las VSPs se encienden espontdneamente y a una alta frecuencia
(aproximadamente 10° a 10™ por generacion). G. intestinalis tiene en su genoma de
150 a 200 genes que codifican a estas proteinas, pero, solamente una VSP se
expresa en la superficie de los trofozoitos en un momento dado., Estas proteinas
presentan un dominio transmembrana altamente conservado y una porcion carboxilo-
terminal citosdlica compuesta por solo cinco aminoacidos (CRGKA), su region es
altamente variable, pero, todas son ricas en cisteina (aprox. 12 %). Giardia intestinalis
cambia espontaneamente la expresién de sus VSPs ya sea en cultivo 0 en respuesta
al ataque inmunoldgico. La variacion antigénica se acompafa de la pérdida del ARNm
del gen que codifica para una determinada VSP con la concomitante apariciéon de los
transcriptos derivados de la expresion de una nueva VSP. Los mecanismos mediante
los cuales los trofozoitos cambian sus proteinas de superficie no se conocen, pero, se
cree que la variacion antigénica le permite a Giardia intestinalis evadir la respuesta
inmune del hospedador (Fig 7) (Upcroft and Upcroft, 1998; Adam 2000; Eckman and
Gillin, 2001; Lujan 2006).

Fig 7. Variacién antigénica de G.intestinalis en donde se observa que se marcaron
los trofozoitos para la deteccion de la VSP 9B10 usando un anticuerpo monoclonal
especifico. En esta poblacion algunos trofozoitos han dejado de expresar la VSP9B10,
expresando en su superficie otra VSP que no fue detectada con el anti-VSP9B10.
(Tomada de Lujan 2006)
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2.8 Manifestaciones clinicas.

El periodo de prepatente es entre 6-15 dias y el periodo de incubacién es entre 7-21
dias. La giardiasis puede ser asintomatica, sintomatica aguda o crénica. El cuadro
clinico es relativamente de corta duracién y en adultos normales raramente excede de
tres meses (Knight, 1980).

En la giardiasis asintomatica, se eliminan quistes en la materia fecal y generalmente
se autolimita en individuos inmunocompetentes. Los pacientes con giardiasis
sintomatica aguda se caracterizan por presentar evacuaciones diarreicas, explosivas,
fétidas y esteatorreicas. Es frecuente la aparicion de nauseas, vomitos y distension
abdominal, asi como dolor en region epigéastrica. No aparecen signos de invasion de la
mucosa, como sangre en las heces. Se han reportado sintomas extraintestinales
como: infiltrados pulmonares, linfoadenopatia, poliartritis y urticaria (Clyne and
Eliopoulus, 1989; Nenoff et al., 2006). La fase cronica dura varios meses 0 hasta
aflos y es devastadora en la poblacion infantil. Las evacuaciones son diarréicas o
pastosas y espumosas, que se alternan con periodos en que las evacuaciones son de
consistencia normal. Los pacientes también tienen flatulencia y meteorismo, mala
absorcion de grasas, proteinas, carbohidratos (xilosa, lactosa, maltosa y sucrosa),
Vitaminas A y Bi,, En los nifios puede ocurrir desarrollo retardado. (Cafiete et al.,
2004; Flissser et al., 2006; Grazioli et al., 2006).

2.9 Diagnaostico.

Para evidenciar la presencia de trofozoitos y/o quistes de Giardia intestinalis en las

heces es necesario realizar:

Estudios coproparasitoscopicos (CPS): la eleccién de la técnica (CPS) dependera
de la consistencia de la materia fecal. En las heces blandas o diarréicas se encuentran
mas trofozoitos que quistes y en las heces formadas se encuentran mas quistes que
trofozoitos. EI CPS directo en fresco se indica en los pacientes con evacuaciones
liquidas y las técnicas de concentracion (Faust) en los pacientes con evacuaciones
formadas. Se recomienda realizar una serie de tres CPS ya que la sensibilidad

aumenta cuando se procesan mas muestras (con una muestra la sensibilidad es del
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76-86%, con dos es del 90% y con tres hasta el 97.6%) (Hiatt et al, 1995; Ponce
Macotela 2006).

Sondeo duodenal: es indispensable cuando los coproparasitoscépicos son negativos,
aqui se utiliza una cépsula de gelatina que contiene una bolita de plomo al final,
sostenida por un hilo de nylon. El paciente en ayuno deglute la cdpsula ayudandose
con la ingestion de liquido, el extremo del hilo de la capsula se sujeta a la mejilla del
paciente, se le pide que camine de 2 a 3 horas, se le acuesta del lado derecho durante
30 minutos, para ayudar a que la capsula llegue al duodeno. Posteriormente, se retira
el hilo y la parte coloreada de amarillo verdoso se exprime sobre un portaobjetos, se
cubre y se revisa bajo un microscopio para la busqueda de trofozoitos (Tay vy
Sanchez, 2002).

Estudios inmunol6gicos: Actualmente existen diversos enzimoinmunoensayos
comerciales con una especificidad superior al 99% (99.3-100 %) y sensibilidad que
varia entre 88.6 y 100%. Algunos utilizan anticuerpos monoclonales en la deteccién
del antigeno GSA 65 o CWP1 (ProSpecT ®Giardia Rapid, ProSpecT ®Giardia EZ
Microplaca, PsoSpecT ®Giardia new Microplaca, CELISA ® TechLab) 6 bien
anticuerpos policlonales (ProSpecT ®Giardia Microplaca, Cambridge Microwell ELISA,
Meridian Premier, Trend G. lamblia Direct Detection System, Trend Giardia Detection
RS Test System). La tra de Biosite Triage | es una membrana de
inmunocromatografia que permite la deteccion simultdnea de antigenos del complejo
Entamoeba histolytica-E-dispar, G lamblia y Cryptosporidium parvum. El anticuerpo
monoclonal para la deteccion de Giardia intestinalis es contra la giardina y tiene una
sensibilidad y especificidad del 83% y 100% respectivamente (Hashkes et al., 1994;
Guimaréaes et al., 2002; Johnson et al., 2003).

Estudios moleculares: las técnicas moleculares basadas en la amplificacion de
segmentos de genes mediante la PCR y los RPFL se estan utilizando para el
diagnéstico epidemiolégico molecular de la giardiasis. A partir de muestras de heces
se ha evaluado por diversos autores, utilizando diversos indicadores que amplifican
secuencias especificas de diversos genes (giardina, HSP, SS-rRNA, triosa fosfato
isomerasa 6 de la regién intergénica del gen rRNA) y diferentes condiciones de
amplificaciéon: PCR anidada y mudltiple. La sensibilidad analitica oscila entre 1 a 10
quistes por mezcla de reaccion. (Mcintyre et al., 2000; Smith et al., 2006; Haque et al,
2007).
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2.10 Tratamiento.

Los farmacos utilizados para el tratamiento de la giardiasis son: 5-Nitroimidazoles
(Metronidazol, Secnidazol, Tinidazol y Ornidazol). Benzimidazoles (Albendazol,
Mebendazol). Quinacrina (Atabrine vy Mepacrine), Paromomicina (Hematina),

Furazolidona (Furoxona) y 5-Nitrotiazol (Nitazoxanida).

Los 5-nitroimidazoles, el Metronidazol (Flagyl) y Tinidazol tienen el siguiente
mecanismo de accién: entran a los micro-organismos por difusién pasiva, el farmaco
compite con la piruvato- ferrodoxin oxidoreductasa (PFOR) vy la ferrodoxina por los
electrones y se reduce el compuesto nitrotoxico. Fig 8 (Moreno and Do Campo, 1985;
Gillis and Wiseman 1996; Upcroft and Upcroft, 1998).

acetil-CoA
piruvato + CoASH
ferrodoxina NADH O2/R5-NO,
{ox.) /" \ f'
Piruvato-_ferrodoxin ferrodoxina:NAD NADH

oxidoreductasa oxidoreductasa oxidasa
ferrodoxina k
membrana d trEd'} -/ NAD Hzo/Rz'NOZ -
trofozoito
R;-NO, | R;-NO, R,-NO,~*

Fig 8. Diagrama de flujo de la Piruvato Ferrodoxin Oxido Reductasa (PFOR)

El DNA es el blanco del metabolito nitrotoxico. En estudios realizados con linfocitos
de ratones y de humanos se ha visto pérdida de la estructura helicoidal y ruptura de
las cadenas del DNA (Rodriguez Ferreiro et al.,, 2001,2002; Menéndez D et al., 2001;
Celik and Ates, 2006).

En los Estados Unidos, el metronidazol no est4d aprobado por la FDA para el
tratamiento de esta parasitosis. Su eficacia es variable oscila entre del 80 al 100%
(Lépez-Cifra et al., 1982; Sadjjadi SM et al., 2001) y del tinidazol es del 81.97%
(Canete etal., 2006).

Efectos adversos de los 5-nitroimidazoles. Del 2 al 10% de los pacientes que toman

secnidazol presentan: nausea, vémito, glositis, anorexia, dolor epigastrico y sabor
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metalico (Gillis J.C and Wiseman L.R. 1996). EI metronidazol produce: diarrea,
cefalea, nausea, leucopenia y sabor metalico (consecuencia de su eliminacion en la
saliva). Ademds es genotoxico, citotoxico, carcinogénico, teratogénico y mutagénico.
Se contraindica en personas que consumen alcohol debido a que produce el efecto
disulfiram, ya que se ve afectada la inhibicion de la aldehido deshidrogenada por el
metronidazol y puede causar cefalea, vomito y dolor gastrointestinal (Connor T.H. et
al., 1977; Gardener et al., 2001; Sisson et al., 2002; Celik A. and Ates ,2006).

Estudios in vitro realizados con linfocitos de humanos se documento que el tinidazol es
genotoxico y citotoxico (Lopez Nigro et al., 2001). Mujeres embarazadas no deben

ingerirlo durante el primer trimestre (Gardener and Hill, 2001).

Los benzimidazoles son recomendadas en las siguientes dosis para adultos y nifios:
Mebendazol (200 mg/dia/ 3 veces al dia durante 5 dias) y Albendazol (400 mg/dia/
una sola toma/7dias). Actdan uniéndose a la p-tubulina, inhibiendo asi la
polimerizaciébn y por lo tanto la ruptura del citoesqueleto de Giardia intestinalis,
dificultando la toma de la glucosa. El albendazol es inicialmente oxidado a sulféxido
de albendazol, una metabolito activo y después a sulfona de albendazol, que es
inactivo. El albendazol induce las enzimas del citocromo P-450 que son las
responsables de su metabolismo, que inhibe el sistema del citocromo P-450, llegando
al efecto total de producir niveles de sulfoxido de albendazol (Upcroft and Upcroft,
1998, Venkatesan P. 1998).

La eficacia del albendazol (400 mg/dia/ 5dias) en 100 nifios con giardiasis, en edades
entre de 4 a 11 afios, fue del 90% (Romero-Cabello et al., 1995)y del mebendazol
(200 mg/ 3 veces al dia/l dia) en un grupo de 61 nifics, entre 5-15 afios de edad fue
del 63.93% (Canete et al., 2006).

Estudios comparativos en donde se evallo la eficacia del albendazol o metronizazol
en pacientes pediatricos con giardiasis se encontré que el albendazol (10 mg/kg por 5
dias) fue mas efectivo (90%) que el metronidazol (20 mg/kg/dia en tres dosis/ 7 dias)
89.1% (Yereli K. et al., 2004). Por otro lado, en pacientes adultos tratados con
albendazol (400 mg /dia/5 dias) o metronidazol (500 mg / 3 veces al dia/5 dias), se
encontré una eficacia del 96 y 100% respectivamente (Karabay O et al., 2004).

Los efectos-secundarios del albendazol son: diarrea, vértigo, alergia, y alopecia
(Karabay et al., 2004); ademés, es teratogénico en animales. No se debe administrar
en mujeres embarazadas y durante la lactancia (Romero-Cabello et al., 1995;
Venkatesan P. 1998).
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Quinacrina (Atabrine): es un agente que inicialmente se utiliz6 contra la malaria.
Después de la segunda Guerra Mundial, se usé como farmaco primario para el
tratamiento de la giardiasis, las dosis en adultos es de 100 mg/ tres veces dia/7 dias
y en nifios es de 6 mg/ tres veces dia/7 dias; es altamente efectivo con una eficacia
de 92 a 95% (Gardner and Hill, 2001). En un estudio realizado con 61 nifios con
giardiasis sintomética se les administré (2 mg / Kg de peso/ 5 dias) y su efectividad fué
del 83.6%.(Cafiete R. et al., 2006). Los efectos secundarios incluyen: veértigo,
cefalea, vomito, respuesta psicoOpata y pigmentacion de la piel (azul 6 amarilla). Sin
embargo, para el tratamiento de la giardiasis se sigue usando (Genel et al., 2002;
Mineno and Avery, 2003).

El mecanismo de accién de la quinacrina no es bien conocido pero se propone que se
intercala con el DNA de Giardia intestinalis e interfiere la sintesis de &cidos nucléicos.
(Mineno and Avery 2003).

Paramomicina (Humatin): la dosis recomendada en adultos es de 500 mg/ tres
veces al dia/ 5-10 dias y en nifios es de 30 mg/kg/dia en tres dosis/ 5-10 dias: el
farmaco es efectivo en el tratamiento de la giardiasis en nifios y mujeres embarazadas
(Gardner and Hill, 2001). EI mecanismo de accibn de los aminoglucésidos es
mediante la inhibicibn de la sintesis de proteinas, ya que se une a la subunidad-
pequeiia del rRNA y evita la lectura de los codones de RNAm. (Mineno and Avery
2003). Es un aminoglucosido que casi no se absorbe y tienen una eficacia del 60-
70%. La paramomicina se excreta en las heces sin ser metabolizada. Los efectos
secundarios incluyen: nausea, aumento del peristaltismo, dolor abdominal y diarrea.
Como todos los aminoglucécidos, es ototoxico y nefrotdxico (Brugueras and Morejon,
1998, Mingeot-Leclerg and Tulkes, 1999).

Furazolidona (Furoxone): las dosis recomendadas para adultos y nifios es: 400
mg/dia/tres veces al dia/7-10 dias y 8 mg/kg/al dia/3 veces al dia/l0 dias
respectivamente. Forma parte de los farmacos nitroheterociclicos, es reducido a su
metabolito citotéxico de manera similar a los 5-nitriimidazoles, pero, no por la via de la
ferrodoxina, sino por la enzima NADH oxidasa. El mecanismo de accion de la
furazolidona no estd completamente entendida: en el trofozoito, el farmaco se reduce,
posiblemente por la via de la NADH oxidasa, el efecto de muerte, se correlaciona con
la toxicidad de los productos reducidos que pueden dafiar componentes celulares
importantes incluyendo el DNA (Upcroft and Upcroft, 1998). Su presentacion es en

suspension y favorece su uso en nifios, su eficacia varia entre 80 al 89 %. Entre los
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efectos secundarios estan: cdlicos, diarrea, cefalea, ndusea 6 vomito, raramente
fiebre, prurito, salpullido eritema de la piel y artralgias (httpwww.conapeme.org.mx
manual_antibioticosnitrofuranos.pdf), anemia hemolitica, reacciones de hipersensibilidad y
pigmentacion amarilla obscura 6 marrén de la orina, produce reaccién semejante al
disulfiramen en pacientes que ingieren bebidas alcoholicas y hay evidencia de
carcinogeénesis en ratones (Adam, 1991; Gardner and Hill 2001). No es recomendado

en mujeres durante el embarazo.

Nitazoxanida: las dosis (tabletas) recomendadas para adultos es: 500 mg/ 2 veces al
dia/ 3 dias, para nifios de 12 a 47 meses de edad se recomienda la suspensién (5 ml
cada 12 horas por 3 dias) y para edades de 2 a 11 afios la dosis es de 10 ml/ 2 veces
al dia/ 3 dias. Es un nitrothiazolyl-salicilamide, su estructura quimica es 2-acetyloloxy-
N-(5-nitro-2thiazolyl) benzamide.

La nitazoxanida actla en la misma ruta metabdlica que los 5-nitro-imidazoles
(Inhibicién de la ferrodioxina reductasa) pero sin sintesis de radicales libre y dafia la
estructura del DNA de la célula blanco. El farmaco es rapidamente transformado a
su metabolito desacetilado la tizoxanida. Tanto la tizoxanida y su derivado glucuornyl
(tizoxanida glucuronido) tienen actividad antiparasitaria (protozoarios y helmintos) y
antibacteriana (Dupouy-Camet J, 2004; White, 2004).

Se ha documentado que la nitazoxanida (25 pg/mL) no dafia el DNA de Helicobacter
pylori, mientras que el metronidazol (25 pg/mL) si lo dafia (Sisson G. et al., 2002). La
eficacia en nifios es del 78% (Rodriguez-Garcia et al., 1999).

En un paciente con HIV y giardiais crénica, el tratamiento con metronidazol,
albendazol 6 secnidazol por separado no fueron efectivos; sin embargo, el tratamiento
con nitazoxanida (1.5 g/dos veces al dia/ durante 30 dias) si fue efectiva (Abboud et
al., 2001).

Los efectos secundarios son: nduseas, cefalea anorexia, meteorismo, flatulencia y
ocasionalmente dolor abdominal tipo célico. (Diaz et al., 2003).

Varios estudios in vitro muestran su eficacia. Se document6 que es mas efectiva que
el metronidazol, con valores de ICso menores al 0.1 pg/ml (Adagu et al., 2002 ;
Cedillo et al.,2002); por otro lado, se publicé que es menos efectivo que el tinidazol,
ya que el 100% de trofozoitos muertos se obtuvieron con 1 a 7 ug/ml de nitazoxanida

y de 1 a4 ug/ml de tinidazol, Ponce-Macotela (2001) .
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2.11 Plantas con actividad antigiardiasica.

Desde tiempos inmemoriales, los seres humanos han utilizado plantas como fuentes
de: cobijo, vestido, tinte, armas, instrumentos musicales, medicina para tratamientos
empiricos desde dolores de cabeza hasta infecciones parasitarias, entre otros. El
papiro de Ebers, enumera 85 plantas, algunas de las cuales como la menta, se
utilizan en forma de infusién de modo parecido a como se sigue utilizado. La OMS
publicé que el 80% de los 4 000 millones de habitantes de nuestro planeta, confia en
medicinas tradicionales, para sus principales necesidades de salud. Sin embargo, en
menos del 10% de las 250 000 a 500 000 especies de plantas florecientes del mundo,
se han documentado estudios cientificos que muestren sus propiedades. Los
cientificos, en los pasados 20-30 afios, han iniciado investigaciones en fitoquimica y
han aislado y caracterizado mas de 110 mil metabolitos secundarios (Camacho et
al., 2003).

Las plantas son una fuente importante para la obtenciéon de farmacos antiparasitarios
(Shealy, 1999; Delgado, 2005; Camacho et al., 2003; Anthony et al., 2005).

De los 110 mil metabolitos de las plantas, algunos con actividad antiparasitaria son:
acido kainico (Digenea simplex) y la santonina (Artemisia maritima) como ascaricidas,
emetina (Cephaelis ipecacuanha) y glaucarrubina (Simarouba glauca) como
amebicidas (Farnswoth et al., 1989).

En México, en 1994, se publicdé el primer registro de plantas que se usan en la
medicina tradicional como antidiarreicos y/o antiparasitarios y que tuvieron efecto
antigiardiasico in vitro (Ponce-Macotela et al., 1994). Actualmente, existen diversos
estudios de plantas con efecto antigiardiasico: “Pippali Rasayana” , mezcla de Butea
monosperma y Piper longum (Agrawal et al., 1997), Alpinia galanga, Boesenbergia
pandulata, Piper chaba, Zingiber zerumbet, (Sawangjaroen et al., 2005) Justicia
spicigera, (Ponce-Macotela et al., 2001) Yucca schidigera, (McAllister et al., 2001),
alicina de Allium sativum (Harris et al., 2000), asarinina (Zanthoxylum liebmannianun),
(Arrieta et al., 2001), isoflavonas de la corteza de Dalbergia frutescens (Khan et al.,
2000), extracto etandlico de Artemisia absinthium (Guerra Ordofiez et al., 2001), el
extracto de Petiveria alliacea (Echeverria y Torres, 2001), la raiz de Crossopetalum
gaumeri. (Ankli et al.,, 2002), flavonoles glicosilados de Conyzia filaginoides,
Geraninas A y B. de Geranium niveum y el extracto obtenido con metanol-
diclorometano, de las raices de G. mexicanum. (Calzada et al., 1999, 2001, 2005). El

extracto de curcuma (Perez-Arriaga et al., 2006). Extracto de Mentha x piperita (Vidal
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F. et al., 2007). Recientemente publicamos la actividad antigiardidsica del orégano

(Lippia sp.) (Ponce-Macotela et al., 2006).

2.12 Orégano mexicano (Lippia graveolens).

Sinénimos: Lippia graveolens Kunth (Syn. L. amentacea M.E. Jones; L. berlandieri Mill
sp.; L. berlandieri Schau.; L. graveolens Schau.; L. tomentosa Sessé et Moc.).

Esta planta pertenece a la Familia Verbenaceae y se conocen aproximadamente 200
especies que crecen en Sud-América, América Central y Africa (Terblanché y
Cornelius, 1996). En nuestro pais se conocen aproximadamente 40 especies de
plantas herbaceas pertenecientes a cuatro familias botanicas. La caracteristica que
distingue a la mayoria de estas especies es su extraordinario poder saborizante, facil
de percibir (Huerta, 1997).

Lippia graveolens H.B.K. conocido comunmente como orégano mexicano,
oregamon, salvia mexicana, salvia silvestre mexicana, crece silvestremente en areas
aridas y semiaridas de al menos 24 estados de la Republica Mexicana, sobre todo en
regiones extensivas de la parte norte central (Estado de Jalisco, Durango, Guanajuato,
Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas), la mayor produccion de orégano es para
fines comerciales (Uribe-Hernandez et al., 1992; Huerta, 1997; Mata-Gonzalez y
Meléndez-Gonzalez, 2005). Los arbustos del género Lippia alcanzan hasta 2.5 m de
alto y desarrollan un promedio de 1.20 m de follaje. La planta tiene sus tallos
ramificados con gran cantidad de hojas que son opuestas, alternas y de forma
ovalada con borde dentados, tienen una textura rugosa y con ligeras vellosidades,
miden de 1 a3 cm. de largo y de 0.5 a 1.5 cm. de ancho. Las flores son pequefas, de
color blanco y forman inflorescencias en racimos. Los frutos son pequefias capsulas
que contienen semillas de color pardo no mayores de 0.25 mm. (Uribe-Hernandez et
al., 1992, Arcila-Lozano et al., 2004).

2.12.1 Usos en la alimentacion.

Para la preparacion de alimentos frescos como guisados (pipian, adobo), sopas,
estofados de carnes, platillos tipicos (pozole, menudo), chilpozonte, callos, barbacoa,
etc. En las pizzas y otras comidas italiana, fabada asturiana, caldo gallego, etc. A la
mezcla de orégano con laurel (Laurus nobilis) y tomillo (Thymus vulgaris)
popularmente se le conoce como "hierbas de olor". Industrialmente, el orégano se
aflade al salmon, atun, sardinas, abulon, salsas, aderezos, aceitunas, encurtidos,
chiles en escabeche, polvos y pastas para sazonar, quesos, sopas precocidas, frijoles,

moles para rehidratar, etc. (http://www.infojardin.com/aromaticas/Fichas/Oregano.htm)
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2.12.2 Usos medicinales.

En la medicina tradicional se utiliza como antiasmatico (las hojas frescas y secas en
forma de infusibn acuosa al 0.5%), antiespasmddico, antitusigeno, emenagogo
(regulador de la menstruacién), estimulador del apetito, antiséptico, anti-inflamatorio y
para la infertilidad (Uribe et al., 1992). Es efectivo en las quemaduras, heridas y
Ulceras (Velasco-Negueruela y Pérez-Alonso, 1993; Terblanché et al., 1996) y se le

atribuye un efecto antioxidante (Arcila et al., 2004).

Es antibacteriano: Sthaphylococcus aureus, S. epidermis, S. camarum, Escherichia
coli, Salmonella typhii, S. enterica, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis, Proteus
mirabilis, P. vulgaris y Vibrio cholerae (Herndndez T. et al., 2003). Antifungico:
(Candida albicans, Cladosporium cladosporioides, Aspergillus niger, A. fumigatus,
Penicillium, Geotrichum y Bipolaris) (Kunle et al., 2003; Bassole et al., 2003; Salgueiro
et al.,, 2003; Portillo-Ruiz et al., 2005). Antiparasitario: Plasmodium falciparum,
(Valentin et al., 1995), Blastocystis hominis (Force et al., 2000) y contra la pediculosis

(Pediculus humanus corporis y P. h. capitatis) (Oladimeji et al., 2000).

2.12.3 Composicion del orégano.

La obtencion de los compuestos del orégano (L. graveolens) varian de acuerdo al
tipo de solvente que se use, a la época de colecta y la localidad (Compadre et al.,
1987). En extractos metandlicos se identificaron: iridoides (&cido carioptosidico y
sus derivados 6°-O-p-coumaroil y 6°-O-cafeoil, en menor proporcion loganina,
secologanina, secoxiloganina, dimetilsecologanosido, acido loganico, acido 8-epi-
loganico y carioptosido) ( Rastrelli et al., 1998). Flavanonas como la pinocembrina y

naringenina (Dominguez et al. 1989; Lin LZ et al., 2007). Entre sus aceites esenciales

estdn los monoterpenos (timol, carvacrol, 1,8-cineole, p-cimeno, B- felandreno, a-
pineno) y sesquiterpenos (B- cariofileno, o-humuleno, o6xido de cariofileno).
(Terblanché et al., 1996; Vernin G. et al., 2001; Senatore and Rigano 2001).
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3.0 JUSTIFICACION.

La giardiasis es la protozoosis intestinal que frecuentemente se registra en la
poblacién infantil. Aunque hay varios grupos de farmacos utilizados para el tratamiento
de esta protozoosis, la eficacia es variable (55-95%), la mayoria de ellos produce
efectos secundarios indeseables, algunos son mutagénicos o teratogénicos y se estan
generando aislados de Giardia intestinalis resistentes. Actualmente hay un creciente
interés en el uso de productos naturales derivados de plantas (fitofarmacos) como
terapéuticos, por ejemplo: Digoxina (Digitalis sp), Quinina y quinidina (Chinchona sp),
vincristina y vinblastina (Catharanthus roseus), atropina (Atropa belladona), morfina y
codeina (Papaver somniferum). En los Ultimos 12 afios se han realizados diversos
estudios de plantas con efecto antigiardiasico; nuestro laboratorio tiene la finalidad
el continuar con la linea de investigacién de la busqueda de plantas con actividad

antigiardiasica.
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4.0 OBJETIVO.

O Identificar el principio activo del extracto etandlico de L. graveolens
(Orégano)

o Evaluar la seguridad del principio activo de L. graveolens.

5.0 HIPOTESIS.

El principio activo de Lippia graveolens tendra mayor efecto antigiardiasico que el

farmaco de referencia (tinidazol)
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6.0 MATERIAL Y METODOS.

6.1 Fecha y lugar de colecta.

El orégano se colectd en octubre del 2001 en Milpillas, Municipio de Victoria,
Guanajuato (localizado a 1740 m. sobre el nivel del mary situado a 100° 1309 de
longitud oeste del Meridiano de Greenwich y a los 21°12"°53™ de Latitud Norte).
Algunos de los ejemplares se procesaron para su identificacibn en el Herbario
Nacional de México (MEXU) del Instituto de Biologia, de la Universidad Nacional
Auténoma de México (MEXU-IB-UNAM).

6.2 Obtencion del extracto.
Las hojas secas se trituraron en un mortero con hielo seco, se hidrataron con etanol al
75% por 48 horas a 4°C con agitacion, el sobrenadante se recupero y el solvente se

evaporo utilizando el equipo Centrivap- Concentrator.

Para los bioensayos, la muestra se hidraté con dimetilsulféxido (DMSO), se esterilizd
por filtracion con una membrana de 0.2 uM FGLP, 13 mm y las concentraciones se

ajustaron a 100, 200, 300, 400 pg/mL del extracto total (Ponce-Macotela et al, 2006).

6.3 Experimentos in vitro.

6.3.1 Aislados de G. intestinalis.

Los bioensayos se realizaron con dos aislados, uno de referencia internacional WB
(ATTC30957) y el aislado nacional INP-B2 (INP020300B2) que se aislé de un borrego,
ambos corresponden al grupo genético A-lI (manuscrito en preparacion). Para los
bioensayos los trofozoitos se cultivaron en el medio TYI-S-33 suplementado con 10%
de suero bovino fetal; posteriormente, se lavaron con solucién salina fosfatos (PBS) y

se determiné el nimero de células con una camara de Neubauer.

33



6.3.2 Bioensayos.

Para determinar el efecto antigiardidsico del extracto total, se realizaron dos tipos de

ensayos: a) sintesis de formazan: el fundamento se basa en que solo las células

metabdlicamente activas reducen la sal (amarilla) de tetrazolium MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5, diphenyl tetrazolium bromid] y la reaccion es agilizada por el
catalizador PMS (N- methyl dibenzopyrazin methyl sulfate) a cristales de formazan (de
color morado). Los cristales se solubilizaron con isopropanol acido al 0.04% y la
solucion coloreada se cuantificO en un espectrofotometro a 570 nm., y b) recultivo:
después de la exposicion de los trofozoitos a las diferentes concentraciones del
extracto, se lavaron con PBS y se resembraron en medio de cultivo nuevo durante 48
horas a 372C, posteriormente, se monitorearon cualitativamente bajo el microscopio

invertido.

Los controles fueron: trofozoitos sin extracto, con el solvente (DMSO) o con 250 ug de
tinidazol. Para el control de células muertas, 1.5X10° trofozoitos en 1000 uL de PBS
se lisaron mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion (Nitrégeno liquido-agua
en ebullicién) (Ponce-Macotela et al., 1994). Los bioensayos se realizaron por

triplicado con un minimo de tres repeticiones.

Tubos Eppendorf de 1.5 mL contenian: 1.5X10° trofozoitos, el extracto (100, 200, 300
0 400 pug/mL), 250 ug /mL de tinidazol, DMSO (menor al 0.5%/mL) o trofozoitos sin

extracto, en un volumen de 1.0 mL con PBS y se incubaron dos horas a 37° C.

Posteriormente, los trofozoitos se lavaron dos veces con PBS (4°C) y el precipitado

celular se resuspendi6 en un volumen final de 700 pL con PBS.

6.3.2.1 Sintesis de formazan.

Para el andlisis de viabilidad mediante la reduccién de las sales de tetrazolio, a cada
tubo se le agreg6 700 uL de PBS, 40 ug de MTT y 20 ug de PMS, se incubaron
durante 45 min a 37°C., posteriormente, se centrifugaron a 5000 rpm/5 min. El
sobrenadante se decanté y a cada tubo se le adicion6 700 uL de isopropanol &cido al
0.04%. La concentracion de formazan se cuantific6 en un espectrofotbmetro a una

longitud de onda de 570 nm.
Para obtener la viabilidad celular se aplicé la férmula:

% Viabilidad celular= 100 - (D.O. vivas- D.O. experimentales / D.O. vivas- D.O. muertas x 100)



6.3.2.2 Recultivo.

Para la determinacién de la viabilidad mediante recultivo, una serie de cada
experimento que contenian 1.5 x 10° trofozoitos por cada tubo, se incubaron en 1.5
mL de medio nuevo TYI-S-33 durante 48 horas a 37° C con 5% de CO.,

Posteriormente, los tubos se revisaron con un microscopio invertido.

6.4 Fraccionamiento del extracto de Lippia graveolens.

Un total de 2.0316 g del extracto total de orégano se colocaron en una columna con
silica gel desecante (Activada) (Grece Davison, Chemical, tamafio de malla: 200-325)
y el eluyente fue Hexano- Acetato de etilo (4:1). La columna se conecté al vacio y se
colectaron fracciones de 100ml. Se colectaron 32 fracciones y cada fraccion se

concentr6 en el rotovapor.

Posteriormente se monitorearon todas las fracciones en placas de silica gel para
cromatografia vertical de capa fina, eluidas con la misma proporcion de solventes.
Las placas se revelaron en una cAdmara con cristales de yodo o con sulfato cérico al
2%. De acuerdo a la migracién por su polaridad, las 32 fracciones se agruparon en
seis:

Fraccion 1

Fraccion 2

Fraccion 3

Fraccion 4

Fraccion 5 (de la 5-10)

Fraccion 6 (de la 11-32)

6.4.1 Analisis por Densitometria.

Para cuantificar el extracto total de L. graveolens y las fracciones que se obtuvieron
del fraccionamiento (F.1-F.6), se utilizaron placas de Silica Gel de 20 x 10 cm., las
muestras (100ug/1.0 ul de fraccidén) se aplicaron de manera semiautomética (CAMAG
Nanomat Ill) y el corrimiento se realizé en una cdmara Horizontal (CAMAG Horizontal
Developing Chamber), el eluyente fue hexano: acetato de etilo (4:1). Se dejé6 35
minutos y por capilaridad la mezcla de solventes llegd al otro extremo de la placa. Se
revel6 con sulfato cérico al 1 % en solucion de acido sulfdrico 2N y la densitometria se

cuantificé en al equipo CAMAG a 560 nm.
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6.5 Bioensayos con las seis fracciones.

Para comprobar la actividad antigiardiasica de las fracciones se utilizaron las mismas
estrategias que anteriormente se describieron para el extracto total: sintesis de
formazan vy recultivo.

Después de determinar que fraccién presentdé mejor efecto antigiardiasico con la
menor cantidad analizada, se procedi6 a determinar la estructura del compuesto
mayoritario de la fraccion seleccionada mediante cuatro técnicas: resonancia
magnética nuclear, espectroscopia de infrarrojo, espectrometria de masas por

impacto electrénico y polarimetria.

6.6 Determinacion Estructural.

La determinacion de la estructura de la fraccion seleccionada se realiz6 en el
Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Quimica, bajo la supervision del Dr

Manuel Jiménez Estrada.

a) Resonancia Magnética Nuclear RMN-H™

Con esta técnica se analiza la estructura molecular de compuestos que presentan
atomos con momento nuclear magnético de spin., en particular el hidrégeno. La

fraccion seleccionada se analizé en un equipo Varian Gemini-200 MHz.

b) Espectroscopia de Infrarrojo:

Técnica analitica complementaria que permite la identificacion de los grupos
funcionales de una muestra y su posible caracterizacion e identificacion. Las
sustancias también absorben energia electromagnética en la region infrarroja del
espectro. La radiacion infrarroja no tiene suficiente energia para ocasionar la
excitacion de los electrones, pero da lugar a que los atomos y grupos de los
compuestos organicos vibren alrededor de los enlaces covalentes que los conectan.
Las vibraciones son cuantizadas y conforme ocurren, los compuestos absorben
energia infrarroja en regiones especificas del espectro, se utilizé la radiacion del
espectro electromagnético en una longitud de onda comprendida entre los 800 y
400000 nm.
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c) Espectometria de Masas por Impacto Electrénico (EM-IEY):
Es una técnica analitica instrumental de gran sensibilidad, capaz de identificar de
forma inequivoca cualitativa y cuantitativamente, cualquier tipo de mezclas de
sustancias. Esta técnica también permite determinar la masa molecular de un
compuesto y de los diversos fragmentos que resultan de la rotura controlada del
mismo. Para ello la muestra que se analiza, se ioniza y por lo tanto se destruye. Se
bombardea con una fuente de corriente de electrones de alta velocidad, el compuesto
pierde a su vez algunos electrones, se fragmenta y da diferente iones, radicales y
moléculas neutras. Para el andlisis de la fraccion seleccionada se utilizd un equipo
Espectro de Masas: Equipo Joel RX 505 HA.

d) Polarimetria:

La polarimetria es una técnica no destructiva que se utiliza para medir la rotacion
Optica que presentan compuestos organicos e inorganicos. Un compuesto se dice que
es Opticamente activo si la luz polarizada es girada cuando pasa a través de él. La
cantidad de rotacion o6ptica es determinada por la estructura molecular y la

concentracion del compuesto.

6.7 Ensayo de citotoxicidad en linfocitos mediante la

reduccion de las sales de tetrazolio.

Para evaluar la seguridad del extracto total y de la fraccion seleccionada se

realizaron ensayos de citotoxicidad en linfocitos de individuos aparentemente sanos.

Los linfocitos se aislaron por medio de un gradiente de Ficol y se cuantificaron con una

camara de Neubauer.

Las diferentes concentraciones del extracto total (100, 200, 300, 400 ug/mL) o las
diferentes concentraciones de la F.6 (2, 4, 6, 8 png/mL) y 300 000 linfocitos se llevaron
a un volumen final de 1.0 mL con medio RPMI-1640, como control se utilizaron
linfocitos que no se expusieron al extracto ni a la fraccién. Se incubaron durante 2
horas a 37°C, con 5% de CO,, se lavaron dos veces con PBS 1X y se llevaron a un
volumen final de 300 pL. Posteriormente, se transfirieron a una placa de 96 pozos,
colocando 100 000 linfocitos/100uL de medio RPMI, 49 pL (Img/mL) de XTT (sodium
3'- [phenylamino- carbonyl) -3,4- tetrazolium]- bis (4- metoxi- 6- nitro)benzene sulfonic

acid hydrate) y 1.0 uL (0.383 mg/mL) de PMS (N- methyl dibenzopyrazin methyl
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sulfate), se incubaron 24 horas a 37°C con 5% de CO, Yy la concentracion de

formazéan sintetizado se midio en un espectrofotbmetro a una longitud de onda de 490
nm.

La viabilidad celular se determiné:

% viabilidad = D.O. experimentalesX100/ D.O. vivas
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7.0 Resultados.

7.1 Localizacién Geografica de Milpillas, Gto.

El orégano se obtuvo en el Municipio de Victoria, Gto. Fig. 9. El ejemplar enviado al
Herbario Nacional de México (MEXU) del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (MEXU-IB-UNAM) correspondié a Lippia graveolens y

se le asignd el numero de referencia 1 022 934.
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Fig.9 A) Localizacion geografica de Milpillas, Municipio de Victoria, Gto.
B) Lugar de colecta del orégano C) Ejemplar que se determino
taxondmicamente.
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extracto total de Lippia

del

graveolens en los aislados WB y B2.

7.2 Efecto antigiardiasico

reduccién de las sales de tetrazolio (MTT-PMS) se muestra en la Fig 10. Con 400
ug/mL del extracto, el porcentaje de trofozoitos muertos de la cepa WB fue del 94.35
% y para el aislado B2 fue del 84.29 %. Mientras que con el tinidazol (250 pg/mL), el

El porcentaje de viabilidad de los trofozoitos de los aislados WB y B2, expuestos a las
diferentes concentraciones del extracto de orégano y determinado mediante la

aislado mas sensible fue el el B2 (54.13%).

7.2.1 MTT.
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Fig. 10. En la grafica se muestra el porcentaje de trofozoitos muertos con las

diferentes concentraciones del extracto total de orégano (ng/mL) en los dos
aislados, mediante la técnica de reduccién de sales de tetrazolio, T tinidazol, V

vivas y M muertas.
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7.2.2 Recultivo.

La determinacion de la viabilidad de los trofozoitos mediante la técnica de recultivo se
muestra en la Tabla 3. La inhibicion del recultivo de la cepa WB fue con 200 ug/mL
del extracto y para el aislado B2 fue con 300 pg/mL. Con el tinidazol (250 ng/mL) no

encontramos trofozoitos vivos en el aislado WB.

Tabla 3. Inhibicién del recultivo de trofozoiotos previamente expuestos
al extracto de L. graveolens.

Extracto total de L. graveolens (ng/mL) OH TNZ

100 200 300 400 500 75% 250 V
WB Si no no no no Si no Si
B2 Si Si no no no Si Si Si

Si: trofozoitos vivos

No: trofozoitos muertos.
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7.3 Fraccionamiento del extracto de Lippia graveolens.

El fraccionamiento del extracto total de L. graveolens generé un total de 32 fracciones,
cada una de 100 ml, que de acuerdo a su migracion en placas para cromatografia en
capa fina se agruparon en seis (Tabla 4). El rendimiento total que se obtuvo de todas

las fracciones fue de 327.2 mg.

Tabla 4 Fracciones del extracto total de Lippia graveolens, rendimiento, color y
consistencia.

NUmero de Fraccién Rendimiento . i )
, ; Coloracion Consistencia
fraccion asignada (mg.)
1 1 92.2 Ambar Oleosa
2 2 47.3 Ambar Pastosa
Ambar con
3 3 42.9 Pastosa
granulos
Verde con
4-5 4 30.3 Pastosa
granulos
Verde
6-9 5 53.0 Pastosa
obscuro
10-32 6 61.5 Verde Pastosa
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7.4 Cromatografia en capa fina y densitometria del
extracto total de Lippia graveolensy de las fracciones
(F.1 a F.6).

El extracto total y las fracciones contienen compuestos que son mas 0 menos polares.
En el extracto total se observan cuatro bandas La F.1 estd enriquecida con un
compuesto polar. El 50% de la F.2 corresponde a un compuesto polar. La F.3 tiene
cuatro bandas, La F.4 cinco bandas. En la F.5 se registraron seis bandas y en la F.6

se observan cuatro bandas Tabla 4y Fig. 11.
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Fig 11. Fotografia de la Cromatografia en capa fina del extracto total (ET)y las
seis fracciones (F.1 a F.6) de Lippia graveolens



reduccién de las sales de tetrazolio se muestra en la Fig 12. EI mayor porcentaje de
trofozoitos muertos y con la minima concentracion (10 ug/mL) se observo en la

El efecto antigiardidsico de las seis fracciones y que se determind mediante la
fraccion F.5 (76%) y en la F.6 (80%).

7.5 Efecto antigiardiasico de las fracciones (F.1 a F.6)

de Lippia graveolens en el aislado B2.

todas las fracciones con 50

Por otro lado,

ug/mL produjeron méas del 70% de trofozoitos muertos.
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Fig. 12. En la grafica se muestra el porcentaje de trofozoitos muertos con las

diferentes concentraciones ( ug/mL) de las seis fracciones.



7.6 Efecto antigiardiasico con menor concentracion de
las fracciones F.5y F.6 y determinado por reduccién de
las sales de tetrazolio.

Debido a que con 10 ug/mL de las fracciones F.5y F.6 se encontré el 76 y 80 % de
trofozoitos muertos respectivamente Figl2. Se decidié bajar la concentracion de estas
dos fracciones a 2, 4, 6 y 8 ng/mL y realizar los bioensayos Fig. 13. Con 4 ug/mL de la
fraccion F.6 se encontré el 74.36% de trofozoitos muertos. Este porcentaje fue
superior al que se obtuvo con 300 ng/mL del extracto total (76.2%) y con 250 pg/mL
de tinidazol (48.87%).

Eg 75 1 T\ :

§ \ BF5
Sl

S NN &
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Fig.13. En la gréfica se muestra el efecto antigiardiasico con 2,4, 6,y 8 pug/mL
de las Fracciones F.5y F.6
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7.7 Efecto antigiardidsico con menor concentracion de
la fraccidn F.6 y determinado por recultivo.

El dafio irreversible de la F.6 en la cepa de referencia WB, determinado mediante

recultivo fue con 6.0 pg/mL. Tabla 5.

Tabla 5. Efecto antigiardiasico de la F.6, determinado por recultivo

Concentraciéon Fraccién F-6 ET T DMSO Crt
pg/mL 2 4 6 8 10 300 250 0.5% M
Trofozoitos 97 99 100 100 100 100 99 0 100
muertos

(%)

ET extracto total, T tinidazol, DMSO solvente y Crt trofozoitos muertos por congelacion
descongelacion.
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7.8 Determinacion estructural de la fraccion F.6.

Ya que la fraccion F.6 presentd el mejor efecto antigiardiasico (74%) a la menor
concentracion (4ug/mL), se decidié analizar esta fraccion para conocer su estructura
mediante: resonancia magnética nuclear (RMN 'H), espectroscopia de infrarrojo (IR),

espectrometria de masas por impacto electrénico (EM) y polarimetria.

7.8.1 Resonancia magnética nuclear de hidrégeno

1.- El espectro de RMN *H mostr6 que el compuesto mayoritario de la fraccion F.6
tiene un esqueleto caracteristico de una flavanona (Figura 13).

2.- Adicionalmente, también se identificé otro compuesto que presento el esqueleto de

otra flavanona (Figura 14).
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Fig. 13. Resonacia Magnética Nuclear-H' del compuesto mayoritario de la F.6 de
L. graveolens.
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Fig.14. Resonancia Magnética Nuclear-H1 del segundo compuesto de la F.6 de L.
graveolens.



7.8.2 Espectroscopia de infrarrojo.

1.- El espectro IR del compuesto mayoritario de la fraccion F.6 mostr6 una banda de
absorcion de doble enlace aromético en 1640 cm™, las bandas en 3373 y 1459
indicaron la presencia de grupos fendlicos y la banda en 1720 cm™ fue asignada

como grupo carbonilo (Figura 15).
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Fig. 15. Espectro Infrarrojo de la F.6 de L.graveolens
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2.- Por otro lado, el segundo compuesto de la fraccibn F.6 mostr6 una banda de
absorcion de doble enlace aromatico en 1604 cm™, las bandas en 3327 y 1459
indicaron la presencia de grupos fendlicos, la banda en 1638 cm™ fue asignada como
grupo carbonilo y el de 1273 fue un anillo de pirano. (Figura 16).
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Fig. 16. Espectro Infrarrojo del segundo compuesto identificado de L. graveolens
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7.8.3 Espectrometria de masas por impacto electrénico
1.- EIl EM muestra un i6on molecular de 272 (con 90% abundancia relativa) que

corresponde a una férmula molecular C;5H;,0s, confirmando el esqueleto carbonado
de la flavanona, ademas de los fragmentos m/z 271 (50%), 179 (42%), 153 (100%),
120 (65%), 43 (78%). (Figura 17).

2.- El andlisis del otro compuesto de la fraccion F.6 mostré un iébn molecular de 256 (

con 100% abundancia relativa) que corresponde a una férmula molecular C;5H1,04,

confirmando el esqueleto carbonado de la flavanona, ademés de los fragmentos m/z
255 (42%), 238 (12%), 180 (47%), 179 ( 63%), 153 ( 59%),152 (77%), 125 (46%), 124
(63%), 104(35), 103(35%), 96(22%), 78(23%), 77 (42%), 69(42%), 51 (23%), 39(16% )

(Figura 18).
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Fig. 17. Espectro de Masas por Impacto Electrénico de la F.6 de L. graveolens
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Fig. 18. Espectro de Masas por Impacto Electrénco del segundo compuesto

identificado de la F.6 de L. graveolens.
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7.8.4. Polarimetria

1.- El analsisis de la fraccion F.6 mediante polarimetria dio un o de -20, indicando la

presencia de actividad. (Figura 19).

@ INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM POLARIMETRIA

Fig.

Muestra: _ NYE /¥ - Elo Investigador: [)y. M. Yioaninus
Disolvente: CHCI3

Concentracion: __1.y mg/mL a:___ —0.0ll a 589 nm (Na)
Longitud de celda: 1dm

Tiempo de Integracién: __1s

Observaciones: Operador: Eréndira Garcia Rios
No. de registro: __ £79/
Fecha: 1-febrero-2005

19 Resultado de la polarimetria de la F.6 de L. graveolens
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7.8.5 Compuestos identificados.

1.- El analisis estructural de todos los ensayos (IR, RMN1H y EM) a los que se someti6
la fraccibn F.6 mostré que el compuesto mayoritario corresponde a la 5,7,4’-
trihidroxiflavanona. Fig. 20 A.

2.- ElI segundo compuesto de la fraccion F.6 correspondié a la 5, 7,-

dihidroxiflavanona. Fig. 20 B.

A B

Fig. 20. A) Naringenina (5, 7, 4" -trihidroxiflavanona) y B) Pinocembrina (5, 7,-

dihidroxiflavanona).



3.- Adicionalmente, el andlisis de la fraccion F.6 mediante HPLC en fase reversa
mostré los patrones caracteristicos de la naringenina y pinocembrina. También se

identifico a un tercer compuesto que fue el timol. (Figura 21).

.=E7

ET F.6 Naringenina Pinocembrina  Timol

Fig. 21 HPLC en fase reversa. Extracto total (ET), F.6 y los compuestos
identificados en esta fraccion.

55



7.9. Ensayo de citotoxicidad del extracto total y la fracciéon F.6

en linfocitos.

Las diferentes concentraciones del extracto total de orégano y de la fraccién F.6 no
produjeron efecto citotoxico en los linfocitos, el porcentaje de viabilidad fue del

94.68% y 95.92 % respectivamente. (Fig. 22).

100 _} - iL T e B _|:_ i

~
(6]
|

%Linfocitos vivos-XTT
N al
gl o

vV DMSO 100 200 300 400 2 4 6 8
ng/mL

Fig. 22 Porcentaje de viabilidad de linfocitos expuestos al extracto total de
Lippia graveolens y a la F.6 V= vivas, DMSO= 0.5% de DMSO, 100-400 pg/ mL
del Extracto total; 2-8 pg/ mL de la F.6.
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8.0. Discusion.

En esta tesis demostramos que 6 ug/mL de la fraccion F.6 de orégano produjo un
efecto irreversible en los trofozoitos de Giardia. En un estudio previo, nuestro grupo
de trabajo mostré que el extracto acuoso de orégano tuvo mejor efecto antigiardiasico
que el farmaco de referencia (Ponce-Macotela et al., 1994), también encontramos que
58.8 'y 117.7 ng/ mL del extracto etandlico de Lippia spp tuvieron efecto irreversible
en trofozoitos de Giardia de los aislados INP231088MM, obtenido de un paciente
pediatrico e INP203000B2 que se aisl6 de un ovino, respectivamente (Ponce-
Macotela et al., 2006). Pero, en ambos casos, no se determind la especie de orégano.
Para obtener y determinar cuéles son los compuestos bioactivos de las plantas, es
necesario tener la certeza del origen del material biolégico, del género y la especie,
ya que se ha registrado que las diferentes estaciones del afio y la altura sobre el nivel
del mar en donde se cultive, pueden influir en la cantidad de sus compuestos y en
algunos casos quizd se hacen los ensayos con mezclas de géneros (Kofidis et al.,
2003; Johnson et al., 2004; Vazquez and Dunford, 2005). En este trabajo el orégano
se obtuvo en una sola temporada, en una localidad del Estado de Guanajuato Yy el
analisis taxondmico en el MEXU del Instituto de Biologia de la UNAM la ubic6 como

Lippia graveolens.

La obtencion del extracto de orégano con hielo seco (-78°C) tiene la ventaja de que
se muele de manera mas eficaz; ademas, el hielo seco pasa del estado sélido al
gaseoso, sin pasar por el estado liquido, ésto permite que la muestra se mantenga en
forma sélida (polvo) sin mojarse, para poderla recuperar facilmente. El hielo seco se
utiliza para la conservacion de muestras bioldgicas, vacunas, ornamental, atrayente
de mosquitos, refrigeracion de mariscos, helados y frutas (http://es.wikipedia.org/wiki
/Hielo_seco; Oli et al., 2005; Jeyasekaran et al., 2006; Stoops et al., 2007). Los
resultados de esta tesis muestran un uso mas, obtencion de extractos provenientes de

plantas, para evaluar su actividad antiparasitaria.

Existen varias técnicas para evaluar la viabilidad celular (Pearce et al., 1996; Upcroft
& Upcroft, 2001; Adagu et al., 2002). Una de las mas utilizadas para el andlisis de
sensibilidad de los aislados de Giardia intestinalis a los diferentes farmacos o extractos
es el ensayo colorimétrico, mediante la reduccion del MTT a formazéan, el fundamento
se basa en que solo las células metabdlicamente activas son capaces de convertir el

colorante a formazan a un producto de color violeta que es insoluble en agua
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(Wright et al., 1992; Ponce-Macotela et al., 1994, 2001, 2006; Bruggiser R. et al .,
2002; Lirussi D. et al., 2004). Con esta técnica el resultado es rapido; sin embargo,
tiene la desventaja de que las células con dafio irreversible, pero, que aun estan vivas
siguen sintetizando el formazan, también los trofozoitos con dafio reversible lo
sintetizan. Como se puede observar en la Fig. 10 con 400 ug/ml del extracto total en
la cepa de referencia WB hubo 94.3% de trofozoitos muertos y en el aislado nacional
B2 fue del 84%. Este resultado, aunque es interesante, nos deja la incertidumbre de
gque pasa con el 6 y 16% restante de trofozoitos ¢ seran capaces de reestablecerse?
,se podran multiplicar? Para evitar esta incertidumbre, se utiliza la prueba de
recultivo, tiene la desventaja de ser mas larga, porque los trofozoitos después de
exponerlos a los extractos, se lavan y se resiembran en medio nuevo y sin extracto, ni
antibiéticos. La ventaja es que presenta mayor sensibilidad, porque los trofozoitos con
dano irreversible ya no son capaces de multiplicarse (Ponce-Macotela et al., 2001,
2006) Los parametros que utilizamos para considerar a los trofozoitos muertos son:
cambio en la morfologia y sin movimiento flagelar.

Como puede observarse en la Tabla 3 con 200 ug/mL del extracto, los trofozoitos de
la cepa WB tuvieron dafio irreversible, ya no pudieron multiplicarse y el dafio

irreversible de los trofozoitos del aislado B2 fue con 300 ug/mL del extracto.

Cuando comparamos la técnica colorimétrica (MTT) contra el recultivo, encontramos
que en el segundo, la concentracion del extracto que produce efecto irreversible es
menor que la que se obtiene con el ensayo colorimétrico, por lo que consideramos que

el recultivo debe considerarse como el estandar de oro.

El efecto antigiardiasico irreversible (inhibicion de recultivo) del extracto total de Lippia
graveolens en la cepa de referencia WB fue con 200 pg/mL y para el aislado nacional
B2 fue con 300 ug/mL, estas concentraciones fueron mayores a las previamente
registrado en el aislado MM (58.8 ug/mL) y el B2 (117.7 ug/mL) con el extracto total
de Lippia spp (Ponce-Macotela et al., 2006), probablemente, en este caso, el orégano
correspondia a otro género, a otra especie o a mezcla de géneros. Por otro lado, la
respuesta heterogénea de la susceptibilidad de los aislados de Giardia intestinalis a
los extractos o a los farmacos, puede atribuirse a varios factores (Majewska et al.,
1991; Farbey et al., 1995; Ponce-Macotela et al., 2001; Arglello et al., 2004), entre
ellos, al origen de los aislados: el WB se aislo de un paciente con giardiasis crénica y
multitratado, con quinacrina, metronidazol o una mezcla de quinacrina-metronidazol

(Smith et al., 1982), el asilado B2 se obtuvo de un borrego en Tepetlayuca Hidalgo,
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en donde los animales se alimentan a base de pastoreo, esquilmos 6 restos de

comida de la familia (Cordero, 2001).

La actividad del aceite de orégano también se ha documentado contra Blastocystis
hominis (Force, 2000), bacterias (Kunle et al., 2003; Bassole et al., 2003; Salgueiro
et al., 2003; Hernandez et al., 2003). Y en Pediculus humanus corporis y P. h. capitis
(Oladimeji et al., 2000).

El resultado de esta tesis mostrd que la dosis letal del extracto total determinada por
recultivo fue de 200 pg/mL para el aislado B2 y 300 pg/mL para el WB, esta cantidad
es menor a la que se registr6 para Teloxys graveolens ICs 392.1 pg/mL ( Calzada et
al., 2003); para Mentha piperita los valores que se encontraron con un extracto
metandlico con IC,, fueron de o 0.8 mg/mL, después de 48 h of incubation (Vidal et
al., 2007), aceites esenciales de Ocimum basilicum presentaron 100% de mortalidad
durante 1 hora con 850 pug/mL (De Almeida et al., 2007). Por otro lado, se ha
registrado el uso tradicional de Lippia graveolens, en la comunidad de Zapotitlan de
las Salinas, Puebla, México, como antibacteriano (Sthaphylococcus aureus, S

epidermis), pero, a una concentracion de 0.75 mg/mL. (Hernandez 2003, 2005).

Debido al efecto antigiardidsico del extracto total de L graveolens decidimos
fraccionarlo por medio de técnicas analiticas para detectar el o los compuestos
bioactivos. Las 32 fracciones que se obtuvieron se agruparon en seis. Con 50 pg/mL
de cada una de las seis fracciones se encontr6 mejor efecto antigiardiasico que el
extracto total (400 ug/mL) y que el tinidazol (250 ug/mL) Fig 10y Fig 12. Con 10
pg/mL, solamente las fracciones F.5 y F.6 seguian presentando mejor actividad
contra Giardia intestinalis Fig 12, por lo que fue indispensable valorar estas dos
fracciones a menor concentracién, para discernir cual de ellas seria analizada por
métodos espectrofotométricos. Se escogié a la fraccion F.6 porque con 4 pg/mL se

obtuvo el 74.3% de trofozoitos muertos y con la F.5 fue del 13.52%. Fig 13.

El andlisis de la fraccion F.6, mediante resonancia magnética nuclear, espectroscopia
de infrarrojo, espectrometria de masas por impacto electrénico, polarimetria y HPLC
en fase reversa, permitio identificar a tres compuestos, los cuales fueron comparados
con los ya descritos (Pelter and Stainton, 1967; Suga and Asakawa, 1972; Miyakado
et al., 1976; Camacho et al., 1991; Chapman and Hall, 2004). ElI mayoritario fue un

flavonoide y correspondié a la naringenina, la cual ha sido aislada por Asakawa,
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1971; Donelly and Thompson, 1973; Agrawal et al., 1989; Chapman and Hall, 2004.
El otro compuesto también fue un flavonoide (pinocembrina) y el Gltimo fue un aceite
esencial monoterpeno (timol).

Estos compuestos ya habian sido identificados en L. graveolens: las flavononas
fueron caracterizadas por Dominguez et al., 1989; el aceite esencial por Terblanché
et al., 1996 y también han sido aislados iridoides por Rastrelli et al., 1998.

Este es el primer registro que muestra el efecto antigiardiasico in vitro de tres
compuestos de la F.6 de L. graveolens: naringenina, pinocembrina (flavonoides) y
timol (aceite esencial). Debido a que no se realizaron bioensayos, con cada uno de los
tres compuestos de la fraccién F.6, ignoramos si los tres compuestos potencian el
efecto antigiardiasico de la F.6 o solamente uno de ellos es el que corresponde al
compuesto bioactivo. Consideramos que es necesario evaluar a cada uno de ellos por
separado. También se necesita evaluar el efecto de la fraccién F.6 o de cada uno de

sus compuestos en modelos in vivo con animales de bioterio.

Adicionalmente, consideramos que faltan realizar estudios que muestren el dafio
ultraestructural de los trofozoitos expuestos a la fraccion F.6 o a cada uno de sus
componentes, asi como evaluar su efecto en el quiste, que es la fase de resistencia e

infeccion.

Por otro lado, se ha sefialado que algunos otros flavonoides (compuestos fendlicos)
evitan o retardan la oxidacion lipidica (union del oxigeno a los lipidos formando
radicales libres que provocan alteraciones quimicas). La oxidacion de lipidos puede
favorecer las enfermedades del corazoén, arteriosclerosis, cancer y el proceso de
envejecimiento (Middleton et al., 2000; Arcila et al., 2004). Pero, no se ha
documentado que la naringenina y pinocembrina tengan efecto antioxidante, por lo
tanto, los proponemos como compuestos ‘“candidato” y en un futuro evaluar su

probable efecto antioxidante.

Finalmente las pruebas de citotoxicidad que se aplicaron tanto al extracto total y de la
F.6 a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL y de 2, 4, 6, 8 ng/mL

respectivamente no mostraron efecto citotéxico.
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9.0 Conclusiones.

El orégano que se recolecto en Milpillas, Gto.; correspondié a Lippia graveolens

La cepa de referencia internacional WB y el aislado nacional B2 fueron sensibles al

extracto total y a la fraccién F.6.

De las seis fracciones que se obtuvieron del extracto total, la fracciéon F.6 presenté

mejor actividad antigiardiasica que el extracto total y que el farmaco de referencia.

En la Fraccién F.6 se identificaron tres compuestos: naringenina, pinocembrina y

timol.
Ni el extracto total ni la fraccién F.6 fueron citotoxicos.

Es necesario evaluar el efecto antigiardiasico de la fraccion F.6 en animales de

bioterio.
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10.0 Anexo.

MEDIO TYI-S-33

Citrato de fierro 30 mg
Ac. Citrico (Ascérbico) 0.2g
Bilis bovina 05¢
KH,PO, 069
K;HPO, 109
Cloruro de cisteina 20g
Cloruro de sodio 20g
Glucosa 10 g.
Extracto de Levadura 10 g.
Triptona 2049
Suero Fetal 100 ml
Gentamicina 10 mg.
Ceftazidina 5 mg

Hidratar con agua desionizada

Afadir antibiotico

Ajustar pH a 7.02 com NaOH

Aforar al volumen indicado

Afnadir el suero.

Prefiltrar y filtrar com membrana de 0.22 pm.

PBS 1X- 1t

800 mg
NacCl
KCI 201 mg
Na,HPO, 601 mg
KH,PO, 190 mg
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Etanol al 75%

7.5 partes de etanol absoluto y 2.5 partes de agua destilada

Isopropanol acido. 0.04 M
0.173 ml de HCI + 99.82 ml de 2-propanol

MTT

Stock 5mg/mL

PMS
Stock 2.5 mg/ mL

Hexano : Acetato de etilo (4:1)

Sulfato cérico

H,SO, 409 622.2ml
CeS0O, 12 g.
Hielo 350 ¢

Colocar sobre el hielo los 12 g de CeSQ,, agregar 22.2 ml de H,SO, concentrado y

agitarse con una varilla y calentar hasta que se disuelva.

Medio RPMI-1640

Medio DMEM

Kit Il de proliferacion celular XTT ( 1 mg/ml) PMS ( 0.383 mg/ml) Roche.
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