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Resumen

Giardia intestinalis (Sin. G.duodenalis, G. lamblia) es uno de los diez parésitos entéricos que mas afecta
a los humanos en todo el mundo, se distribuye tanto en paises industrializados como en paises en
desarrollo. En México la frecuencia de esta parasitosis es muy variable, con cifras que fluctian entre 2%
y 39%, prevaleciendo en la poblacion infantil. G. intestinalis posee dos fases en su ciclo de vida: el

trofozoito es la forma infectiva y el quiste la estructura de resistencia fuera del hospedero.

El tratamiento de la giardiasis es atendido con cualquiera de los siguientes farmacos: 5-Nitroimidazol
(Metronidazol, Tinidazol, Ornidazol, y Secnidazol); Quinacrinas; Furazolidonas; Paromocinas;
Benzimidazoles (Albendazol, Mebendazol); Nitazoxamida. Sin embargo se ha reportado resistencia de
las diferentes cepas de G. intestinalis y presencia de efectos secundarios durante de su administracion.
Una alternativa a los tratamientos convencionales es el uso, efecto y propiedades de plantas con
actividad antiparasitaria. Los reportes sobre plantas con actividad antigiardiasica en su mayoria estan
enfocados sobre la fase infectiva (Trofozoito), mientras que sobre la fase de resistencia y propagacion

(quiste) los trabajos son escasos.

En el presente trabajo se valord el efecto cisticida de extractos totales de Piqueria trinervia,
especificamente durante el proceso de enquistamiento in vitro, se realizd diferentes ensayos con
diferentes condiciones para lograr el rendimiento optimo de enquistamiento de G. intestinalis, finalmente
se implemento una poblacion de 50,000 trofozoitos por mL del aislado HGINV en un medio de pre-
enquistamiento, posteriormente en medio de enquistamiento (5 mg/mL de bilis bovina, pH 7.8. en tubos
de borosilicato de 4mL por 24 hrs. a 37°C) donde se obtuv6 un rendimiento de enquistamiento de 18.7
%.

Para la valoracion del efecto de P. trinervia, el extracto etanolico y metanolico presentaron mayor
inhibicion de enquistamiento de G. intestinalis. El extracto etandlico tuvo un efecto cisticida en las
concetraciones de 25 y 400 pug/mL ya que presentaron un porcentaje de enquistamiento de 1.9% y 0.5%
respectivamente. El extracto metanolico presento un efecto cisticida en las concentraciones de 25 pg/mL
(3.03%), 100 pg/mL (3.3 %), 200 pg/mL (3.04%), 400 pg/mL (0.7). El efecto no se pude considerar
dosis dependiente. Por medio de Microscopia de Interferencia de Contraste (DIC), se pudo determinar

algunas alteraciones en la morfologia de los quistes posterior a los tratamientos.

En extracto etanolico de P. trinervia presento un efecto mayor a menor concentracion durante el
enquistamiento de G. intestinalis (25 pg/mL 1.6%).



Valoracion in vitro de extractos metanolico, etandlico y acuoso de Piqueria trinervia Cav. durante
el proceso de enquistamiento de Giardia intestinalis.

1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la giardiasis
La giardiasis es una patologia causada por el protozoario parasito Giardia que infecta muchas especies

de vertebrados, entre ellos un gran nimero de mamiferos. Giardia intestinalis (Sin. G. duodenalis, G.
lamblia) es uno de los diez parasitos entéricos que mas afecta a los humanos en todo el mundo (Sulaiman-

Cama, 2006), la giardiasis muestra manifestaciones clinicas que van desde asintomaticas a la enfermedad

aguda o cronica. Se considera la infeccion mas comin por protozoarios en humanos y se encuentra

frecuentemente tanto en paises industrializados como en paises en desarrollo(Hawrelak, 2003),

considerandola una enfermedad de alto impacto de salud publica con una alta prevalencia y una carga
de infeccion que estd propensa a causar brotes de emergencia en todo el mundo, la giardiasis también es
una enfermedad comun en granjas y animales de compafiia, siendo también de importancia en salud

veterinaria (Feng-Xiao, 2011).

Las diferentes especies de Giardia tienen dos estadios en su ciclo de vida. La infeccion del hospedero
ocurre inicialmente por el quiste, en la ingesta de alimentos 6 agua contaminada, entre otras vias. El
quiste es relativamente inerte y es resistente a diferentes condiciones ambientales, después de exponerse

a un medio acido en el estbmago dentro del hospedero esté desenquista dando lugar a al trofozoito quien

se divide en el intestino delgado y es causante de sintomas como diarrea y mala-absorcion (Adam, 2001).

1.2 Clasificacion taxondmica
Giardia intestinalis se observo por primera vez en 1681 por Antonie Van Leeuwenhoek examinando en

el microscopio sus propias muestras diarréicas, pero fue hasta 1859 que Vilém Labm la describe a gran
detalle y nombra al género Cercomonas. Kunstler en 1882 describe y nombra por primera vez al género

Giardia. Stiles en 1902 quien propone el nombre a esta especie como Giardia duodenalis (Adam, 2001).




En este trabajo tomaremos la clasificacion propuesta por Cavalier-Smith, 2003.

Dominio Eucaryota

Reino Protozoa
Infrareino Excavata (Cavalier-Smith, 2002)
Phylum Metamonada

Superclase Eopharyngia (Cavalier-Smith 1993)

Clase Trepomonadea

Subclase Diplozoa
Orden Giardiida (Cavalier-Smith, 1996)

Familia Giardiidae
Genero Giardia (Kunstler, 1882)
Especie Giardia intestinalis; sin. G.duodenalis,

G. lamblia (Kafoid, 1915).

Giardia es considerado un organismo eucarionte por presentar nucleos, una membrana nuclear y un

citoesqueleto, clasificado dentro del grupo de los protistas (Eucariontes unicelulares) que se caracterizan

por presentar: un solo tipo de ndcleo, reproduccion asexual, poseer flagelos, seudépodos, 0 ambos. El

infrareino Excavata se caracteriza por presentar microtubulos ciliares dorsales y ventrales y ausencia de

alveolos corticales, ademas de no presentar mitocondrias. Los organismos del phylum Metamonada han

perdido el aparato de Golgi y presentan mitosomas.

La clase Trepomoneda se caracteriza por la ausencia de microtubulos corticales. Dentro del orden

Giardiida, familia Giardiidae; agrupa a protozoos que presentan axostilo, dos nucleos y simetria bilateral

(Cavalier-Smith, 2003).




1.3 Criterios para clasificar a Giardia
La clasificacion de Giardia a nivel de especie ha sido complicada y confusa, muchas de sus especies se

describieron inicialmente por el tipo de hospedero y su diferente morfologia.

Desde 1859 se ha reportado un total de 51 especies de Giardia de las cuales se describieron dos en el
humano, 28 de otros mamiferos, una en peces, 14 de aves, cuatro de anfibios y dos de reptiles (Thompson

et al, 2004). Fue hasta 1952 que Filice recoloca la mayoria de las especies descritas anteriormente en

tres, utilizando la morfologia del cuerpo medio: Giardia duodenalis, G. muris y G agilis. Posteriormente
se realiz0 la caracterizacion por microscopia ultraestructural de aislados de Giardia en aves, demostrando
por caracteres morfologicos, y ordenandolos en dos especies: Giardia psittaci y Giardia ardeae

(Erlandsen et al., 1990). Y una especie adicional en mamiferos, Giardia microti que fue descrita

basicamente por la morfologia del quiste (Feely, 1988). Tabla 1

Debido a insuficiencia de las herramientas empleadas el estudio de la descripcion y clasificacion de las
especies de Giardia intestinalis, no se lograba establecer conclusiones acerca de las caracteristicas
especificas en la taxonomia y epidemiologia de las diferentes especies descritas hasta entonces. Con la
implementacion de herramientas moleculares como: Polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP),
Isoenzimas, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion de genes, se han alcanzado
grandes avances en el conocimiento de las especies de Giardia. Despues de que fue revelado la
heterogeneidad del genoma de Giardia se pudo determinar que los aislados obtenidos en humanos,
pertenecian a dos tipos de ensambles genéticos: Ensamble A y B (Tabla 2), caracterizando asi a partir

de diferentes aislado de Giardia, sus posible relaciones zoonoticas. (Adam, 2001; Monis et al, 2003).

Por otro lado de las diferentes especies en sus distintos hospederos se han determinado los genotipos
asociados a la preferencia de hospedero como son el ensamble C, Fy G que corresponden a canidos,
félidos y ratas respectivamente, y el ensamble E relacionado particularmente con animales de granja
(artiodactilos). Recientemente en 2010 Lasek y colaboradores, describieron un nuevo ensamble de G.
intestinalis, presente en vertebrados marinos, al cual fue denominaron ensamble H (Thompson y Monis,
2004; Lasek-Nesselquist, 2010; Read et al, 2004).




Tabla 1. Especies del género Giardia

Tamarno del
. . . trofozoito
Especie Hospedero Caracteristicas Morfoldgicas
P P g Alto/Ancho(pm)
Humanos,
G. duodenalis; mamiferos Trofozoito piriformes con cuerpos
. - , . . . . 12-15/6-8
intestinalis. domeésticos y medios en forma de ufia de martillo.
silvestres
. - Trofozoito largos y estrechos, cuerpos
G. agilis Anfibios . gosy - P 20-30/4-5
medios en forma de lagrima.
. Trofozoito redondeado y cuerpos
G. muris Roedores . N y P 9-12/5-7
medios pequefios y redondos.
Trofozoito redondeados, con muesca
rominente en disco ventral y flagelo
G. ardeae Aves P . . y g_ ~10/ ~6-5
caudal rudimentario. Cuerpos medios
ovalados.
Trofozoito piriformes, sin flagelos
G. psittaci Aves ventrales, cuerpos medios en forma de ~14/ ~6
mazo.
Los trofozoitos son similares a G.
. . duodenalis. Los quistes contienen dos
G microti Roedores 054 12-15/ 6-8
trofozoitos completamente

diferenciados.

(Modificado de Thompson y Monis, 2011)




Tabla 2. Ensambles dentro del género Giardia

Tamafio del
. . .- trofozoito
Especie Hospedero Caracteristicas Morfologicas Alto/Ancho(um)
G. duodenalis; Humanos,
intestinalis. mamiferos Trofozoito piriformes con cuerpos 12-15/6-8
domeésticos y medios en forma de ufia de martillo.
(= Ensamble A) silvestres
Humanos y
. otros primates, 12-15/6-8
G. enterica perros y algunas Trofozoitos piriformes y cuerpos
(= Ensamble B) especies de medios en forma de gancho.
mamiferos
silvestres.
G. canis Perros, y otros Trofozoitos piriformes y cuerpos 1215/6.8
(= Ensamble C/D) caninos medios en forma de gancho.
G. cati Trofozoitos piriformes y cuerpos
' Gatos medios en forma de gancho. 12-15/6-8
(=Ensamble F)
. Trofozoitos piriformes y cuerpos
G. bovis Ganado y otros medios en forma de gancho. 12-15/6-8
(=Ensamble E) ungulados
G. simondi " -
Ratas Trofozoitos piriformes y cuerpos 12-15/6-8
(=Ensamble G) medios en forma de gancho.
Foca Gris,
(= Ensamble H) Gaviota - rRNA

(Modificado de Thompson y Monis, 2011; Lasek-Nesselquist, 2010)




1.4 Epidemiologia
Las infecciones intestinales por protozoarios constituyen aun un importante problema de salud a nivel

mundial, infectando principalmente a la comunidad infantil. Tiene altas tasas de prevalencia y amplia
distribucion mundial, sobre todo en las regiones tropicales y subtropicales. En 2004 la Giardiasis es
considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como “Enfermedades Desatendidas”, que
consiste en un grupo de enfermedades parasitarias, bacterianas y virales, con distribucion heterogénea y
que se presentan principalmente en paises en desarrollo donde el clima, la pobreza y la falta de acceso a
los servicios basicos influyen en el presencia de estas enfermedades, que en su conjunto constituyen una
problematica global considerable y creciente que pone en riesgo a las personas afectadas alcanzando

todo su potencial infectivo (Savioli et al., 2006).

En el continente Europeo, en poblaciones infantiles, la frecuencia es variable: En Lisboa, Portugal de
844 nifios entre 0 a 15 afios la frecuencia fue de 1.9% utilizando éxamenes coproparasitoscopicos y 6.8%

por medio de pruebas de ELISA (Julio et al., 2012). En el Reino Unido en una poblacion de 230 nifios

asintomaticos, la prevalencia fué de 1.3 % (Puw Davies et al., 2009).

En Estados Unidos, el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDCP) por sus siglas en inglés,
reporto en 48 estados y dos ciudades que durante el periodo de 2009 a 2010 presentaron un incremento
de 19,403 a 19,888 casos respectivamente, destacando una mayor frecuencia en nifios de uno a nueve
afios de edad. (Yoder et al, 2012).

En América Latina las frecuencias son variables: Brasil 15.5% para el ensamble Ay 74.1% ensamble
B yel 10.3% presentaron infeccion mixta ((Kohli et al, 2010). Colombia las prevalencias fueron
13.60%, 12,84% y 15,16% para los afios 2001, 2002 y 2005 respectivamente (2007 Chaves). En Ecuador
la frecuencia fué de 21.1% (Jacobsen et al, 2007).

En México la frecuencia de esta parasitosis es muy variable, con cifras que fluctian entre 2% y 39%.
Esta reportado en el boletin semana 11 de vigilancia epidemiologica de la SINAVE
(http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/), un acumulado de 2,180 casos en toda la Republica Mexicana
para el 2016.

Las prevalencias en la poblacion infantil son de 30-33% para la Ciudad de México (Sanchez-Vega et
al., 2006; Paniagua, 2007), 31 % para Oaxaca, 23% Sinaloa (Quihui, 2006), 44.3% en Durango (Avila-



http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/

Rodriguez et al., 2010), 51.4 % para Michoacan (Zamora-Espinosa, 2010), 51.4% par Veracruz
(Rodriguez-Guzman et al, 2000).

En el 2003 Morales-Espinosa y colaboradores realizaron en 32 comunidades del estado de Chiapas,

México, un estudio con 1,478 muestras de nifios entre 1 y 14 afios de edad, y reportaron un prevalencia
de parasitosis global de 67%, de los cuales 18.3% dieron positivos de infeccion por Giardia. En
Guadalajara de una muestra de 288 prescolares y lactantes se encontr6 una prevalencia de 2.4% para G.

intestinalis (Larrosa-Haro et al., 2002). En San Luis Potosi se llevé a cabo un estudio en 14 comunidades,

de 3,359 muestras analizadas de nifios de entre 3 a 19 afios en diferentes niveles escolares, arrojo una
presencia de 4.9% infectados por G. intestinalis, ademas de presentar otros parasitos (Sanchez de la

Barquera-Ramos et al., 2011;). En el 2009 Cedillo-Rivera y colaboradores realizaron un estudio

seroepidemioldgico para G. intestinalis en toda la Republica Mexicana, dividida en cuatro regiones
caracterizadas por sus condiciones socioeconomicos y demogréaficos, encontrando el siguiente resultado:
De un total 1,914 muestras el 55.3% fueron positivas para anticuerpos IgG de G. intestinalis, asociado al
género masculino entre la mayor prevalencia en los positivos encontrados. Sin embargo no se encontro
relacion significativa con las condiciones socioecondmicas, educativas y culturales con los resultados
obtenidos (Cedillo-Rivera et al., 2009).

Otro grupo susceptible a esta parasitosis, son las personas inmunocomprometidas o pacientes con

VIH/SIDA, en Per Carcamo et al 2005 realiza un estudio donde se report6 una prevalencia de Giardia

lambia de 5.69% en pacientes infectados con VIH. En Cuba se reporta en un estudio transversal con 60
personas con diagndéstico de infeccion por VIH/SIDA con diarreas cronicas, el resultado arrojo 80% de

infeccion por Giardia intestinalis asociados a otros parasitos. (Gonzalez-Lopez et al 2007).

1.5 Morfologia
La diferenciacion de G. intestinalis, involucra dos principales transiciones; desde que el quiste se ingiere,

es activado el excyzoito que va a dar lugar al trofozoito (Desenguistamiento), la forma infectiva que
invade las microvellosidades de intestino delgado, los trofozoitos mdviles se replican, hasta que se

presentan ciertas condiciones para dar lugar al quiste infeccioso (Enquistamiento).



1.5.1 Trofozoito
El trofozoito es el estadio vegetativo de G. intestinalis, tiene una forma piriforme con simetria bilateral

mide de 12 a 15 um de largo y 5 a 9 um de ancho, convexo dorsalmente y con una concavidad ventral.
Presenta dos nucleos, en la parte anterior que son simétricos al eje transversal. El citoesqueleto esta
compuesto por un cuerpo medio, ocho axonemas y sus cuerpos basales, cuatro pares de flagelos, el funis
(microtubulos asociados a los axonemas de los flagelos caudales) y un disco adhesivo ventral. Ademas

de estructuras como vesiculas periféricas, ribosomas y granulos de glicégeno (Adam, 2001; Benchimol

etal., 2011). Figura. 1

El ndcleo es bilateralmente simétrico, ambos son ovalados de aproximadamente 1 um de didmetro, se
creia que Giardia era un organismo anucleado, pero en estudios recientes se reporté que cada uno de los
dos nucleos presentan pequefios granulos tefiidos y DNAr, que demuestra la presencia de nucléolos

(Jiménez-Garcia et al, 2008). Estudios morfolégicos siguieren que los dos ndcleos no son funcionalmente

iguales; son diferentes en nimero y distribucion de los poros nucleares. Giardia se divide por fisién

binaria, tiene mitosis semi-abierta, donde la envoltura nuclear no desaparece durante el ciclo celular, pero

aberturas en esta permiten que los microttbulos del huso puedan entrar al ndcleo (Sagolla et al., 2006).

En el citoesqueleto, los cuerpos medios estan situados transversalmente al eje mayor de la celula, es una
estructura formada por microtubulos, siendo una herramienta muy utilizada en diferenciacion y
clasificacion taxondmica de las especies de Giardia. Su funcion no ha sido del todo establecida, pero se
ha propuesto que representa un sitio para la nucleacion microtubular, progenesis del disco,
inmovilizacion de microtubulos entre las células en division y participacion en la flexion de la region
terminal del trofozoito (Piva et al., 2004; EImendorf et al., 2003).

Cada trofozoito tiene ocho flagelos moviles con un arreglo de (9+2 de microtubulos) asociados a
axonemas estructurales, estan organizados en cuatro pares de flagelos de manera bilateral: los anteriores
que se extienden hacia el extremo anterior de la célula, cruzando y girando hacia los flagelos ventrales y
surgen del cuerpo celular llevandolos en direccién posterior. Los flagelos caudales recorren a lo largo
del cuerpo celular, que se extienden desde el extremo posterior de la célula en una variedad de longitudes
diferentes. Los postero-lateral emergen cerca de dos tercios de la vuelta a lo largo del cuerpo celular. Por
ualtimo los flagelos ventrales surgen del lado ventral del parasito justo en la parte posterior de disco

ventral. El funcionamiento flagelar es importante para la supervivencia en el hospedero y juegan un papel



crucial en la motilidad y la division celular, y probablemente en la fijacidn, en el enquistamiento y

desenquistamiento (Dawson et al., 2010).

En la region ventral de G. intestinalis se observa el "disco ventral" o "disco adhesivo”,
macroscopicamente se observa como una estructura concava con una profundidad méaxima de 0,4 mm,
que mediante complejos mecanismos de hidroadhesion le confieren al parasito su capacidad de
adherencia a la mucosa intestinal. Se compone de una capa en espiral de microtubulos que estan
conectados a la membrana plasmética adyacente. Los mayores componentes del disco adhesivo consiste

en varias formas de tubulinas y giardinas (Adam, 2001).

El funnis se compone de laminas de microttbulos, que van de los axonemas al flagelo caudal, entre los
dos ndcleos en una region proximal a los cuerpos basales. Se ha propuesto que el funnis modula el
plegamiento de los axonenas, resultante de la flexidn dorsal/lateral de la cola (Benchimol et al., 2004;
Dawson, 2010). Figura 2

Figura 1. A) Diagrama de estructuras en trofozoito de Giardia intestinalis; (DV) Disco ventral, (N)
Nucleos, (CM) cuerpo medio, (F) el funnis, formado por microtdbulos en conexién con el axonema
central; (FA) flagelo anterior, (FL) flagelo lateral, (FV) flagelo ventral, (FC) flagelo caudal y (VP)
vesiculas periféricas. B) Fotografia de trofozoito tincion Giemsa, se observa claramente los flagelos
ventrales, caudales y anteriores, asi como sus dos nucleos y el cuerpo medio (A, Tomado de Benchimol
y Souza, 2001; B Cortesia M. en C. Yadira Rufino Gonzélez. Lab. Parasitologia Experimental (INP),
100x).



Figura 2. Microscopio electronica de barrido (A, B) vista dorso-ventral, se observan los flagelos (fv, fa,
fl) ventrales, anteriores y laterales. C) Microscopio electrénica de transmisién, corte transversal del
trofozoito de Giardia intestinalis, se observa (n) dos nicleos, (dv) disco ventral, (f, fa) flagelos ventrales
y laterales respectivamente. (Tomado de Elmendorf et al., 2003; Midlej et al, 2009)



1.5.2 Quiste
El quiste de G. intestinalis es la estructura de resistencia, puede soportar circunstancias adversas del

ambiente, esta es la fase infectiva del paréasito.

El quiste es ovalado, mide cerca de 8-12 um de largo y de 7 a 10 de ancho, esta cubierto por una pared
quistica de 0.3-0.5 um de espesor, compuesta por una red de filamentos de 7-20 nm. La pared del quiste
esta formada por 60% carbohidratos y 40% proteinas de las cuales, las glicoproteinas (CWP)
identificadas, tiene un peso de 102, 88, 75y 28 kDa. y el carbohidrato predominante la (1-3-N-acetyl-
D-galactosamina), ademas de presentar lectinas. Lo cual le proporciona proteccion frente a la lisis
hipotonica en el ambiente (Ankarklev et al, 2010; Adam, 2001).

El citoplasma del quiste se puede observar ocho axonemas, asociados a microttbulos, numerosos
ribosomas, vacuolas y fragmentos del disco ventral. Los ndcleos se localizan en un extremo del quiste,
presentando en un inicio dos nicleos y posteriormente cada quiste maduro es tetranucleado. La actividad
metabdlica de los quistes es solo de un 10 a 20%, en comparacion de la desarrollada por los trofozoitos.
Figura 3y 4 (Adam, 2001; Jaroll et al., 2001; Benchimol y De Souza, 2011).

Figura 3. Diagrama de un quiste maduro de Giardia intestinalis con algunas de sus estructuras; (Vp)
Vesiculas periféricas; (PQ) Pared quistica; (N) Nucleos; (Ax) Axonemas; (Fd) fragmentos de disco.
(Modificado de Ankarklev et al, 2010).
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Figura 4. A) Quiste de Giardia intestinalis por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB); B) Quiste
bajo microscopia de contraste de interferencia DIC 1000x (INP). C) Estructuras de quiste maduro por
microscopia electronica de transmision (MET): (F) flagelo; (FD) fragmentos del disco; (N) nucleos;
(PQ) pared del quiste. (Modificadas: De Copyright Dennis Kunkel Microscopy, Inc. 1996 (Benchimol
et al., 2011; CDC, 2014; Cruz et al, 2003; Ana Valeria Nufiez Ramirez. Lab. Parasitologia
Experimental, INP).

1.6 Ciclo de vida
Giardia intestinalis presenta un ciclo de vida simple y esta formado por dos estadios, la fase infectiva

estd representada por el quiste que es la forma de resistencia, relativamente inerte y resistente al
medioambiente. Los quistes son ingeridos por el hospedero, expuesto al pH de los acidos gastricos y
también la quimotripsona y tripsina de enzimas pancredticas, esto da comienzo al proceso de
desenquistamiento en el duodeno. Entre el proceso de diferenciacion existe un estadio de vida corta: el
excyzoito, que es diferente al trofozoito, ya que no presenta aun el disco adhesivo y contiene cuatro
nucleos tetraploides. El excyzoito se divide dos veces, pero no hay replicacion de su DNA, dando lugar
posteriormente a cuatro trofozoitos con dos nucleos diploides (Ankarklev et al.2010; Bernander et al,
2001). Figura. 5
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Los trofozoitos se replican en las criptas de duodeno y en la parte superior de yeyuno, adheridos por el
disco ventral y reproduciendose asexualmente por fision binaria. Después algunos trofozoitos
comienzan a enquistarse cuando migran al ileon, como resultado de las sales biliares y el escaso
colesterol, para posteriormente ser expulsados en las heces. Los quistes tienen una baja tasa metabdlica
en comparacion con los trofozoitos y son altamente resistentes a factores ambientales, siendo capaces de
sobrevivir durante varias semanas fuera del huésped (Ortega y Adam, 1997; Paget et al., 1998). Figura
5.
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Figura 5. Esquema del ciclo de vida de Giardia intestianlis. (Modificado de: Centers for Disease Control and
Prevention: https://www.cdc.gov/parasites/giardia/pathogen.html, Ankarklev et al., 2010).



https://www.cdc.gov/
https://www.cdc.gov/
https://www.cdc.gov/parasites/giardia/pathogen.html

1.6.1 Enquistamiento
El enquistamiento es un proceso adaptativo de G. intestinalis para enfrentar condiciones adversas dentro

y fuera de su hospedero, como el decremento de nutrientes, especificamente de colesterol y la presencia
de bilis en alta concentracion en la parte baja del intestino delgado donde los trofozoitos generalmente
colonizan el yeyuno de los mamiferos, medio rico en colesterol. Durante la digestién, las sales biliares
se liberan en el duodeno proximal y se reabsorben mas tarde por un sistema de transporte activo en el
ileon distal. La absorcién de colesterol se produce casi por completo en el yeyuno. Por lo tanto, los
trofozoitos tiene que viajar por el intestino bajo donde se encuentra un entorno pobre en colesterol, lo

que desencadena el estado de diferenciacion del parasito (Lujan et al, 1998; Ellis et al., 2003).

Se han realizado diversos trabajos tratando de determinar los mecanismos por los cuales ocurre la
diferenciacion en Giardia, se han llevado a cabo diversas estrategias de enquistamiento in vitro que
incluyen: (a) empleo de una atmosfera de de N2/COz, (b) el uso de altas concentraciones de sales biliares

en el medio de cultivo y (c) empleo de medios deficientes en colesterol. (Arguello-Garcia et al., 2009)

En base a los resultados obtenidos en estas estrategias se han propuesto y demostrado algunas de las vias
que involucra la diferenciacion de trofozoito a quiste. En el proceso de enquistamiento de Giardia se
distinguen tres fases: (1) Induccién del estimulo de enquistamiento y regulacién de la expresion de genes
especificos, (I1) Sintesis y transporte de los componentes de la pared del quiste, y (111) Ensamblaje de la

pared celular del quiste (Lujan et al, 1997; Mowatt et al., 1995). A continuacion se detallan.

Fase I: Induccion del estimulo de enquistamiento y regulacion de la expresion de genes
especificos.

Estudios in vitro muestran que en presencia de una alta concentracion de colesterol puede suprimir la

transcripcion de genes especificos del enquistamiento, por lo que en un ambiente extremadamente
carente de colesterol pueden ser activados, esto llevo a identificar el receptor Citonin K (Ck) el cual
participa en el control de homeostasis del colesterol, la inactivacion de este receptor trae como
consecuencia el incremento de Proteinas de la Pared del Quiste (CWP1). Las Proteinas de Union a
Elementos Reguladores de Esteroles (SREBPS; por sus siglas en inglés) son factores que regulan la
transcripcion de genes del metabolismo lipidico, que participan en el control de la homeostasis celular
del colesterol (Kaul et al., 2001; Worgall et al., 2004). Figura 6

También se han identificado la expresion tanto en el trofozoito como en células de enquistamiento cinasas
reguladas por sefiales extracelulares 1y 2 (ERK1 y ERK2). De éstas, se ha reportado principalmente que

el aumento de la actividad de ERK1 es un requisito previo para iniciar el proceso de enquistamiento
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(Ellis et al, 2003). Adicionalmente en 2002, Bazar-Tejeda y cols. a partir de identificar en Giardia

proteoquinasas C (PKC) y sus isoformas: Beta (B); Delta (3); Epsilon (g); Theta (0) y Zeta ({)
presentaron diferentes patrones de expresion durante en enquistamiento. En especial PKC B presentd una
actividad de enzima cuando se redistribuyo hacia la membrana plasmatica tras la induccion del

enquistamiento, indicando su posible activacion en esta etapa.

Distintos factores de transcripcion se sobre-expresan en la induccion del enquistamiento, entre ellas las
CWPs (1, 2y 3) al igual que otras proteinas como la Glucosamina-6-fosfato isomerasa (GLNG6PI- b), la
proteina BiP, Myb2, GLP1 y ENC6. Figura 6: cascada de sefializacion propuesta, detalle de su funcion.
(Sun et al., 2003; Yang et al., 2003; Arguello-Garcia et al., 2009; Aguilar-Diaz et al, 2011).

Fase Il: Sintesis y transporte de los componentes de la pared del quiste.

Durante el proceso de diferenciacion de G. intestinalis, el parasito pierde su capacidad de adhesion y su
transformacion morfoldgica es evidente por la desaparicion de los cuerpos medios, desorganizacion del
disco adhesivo y flagelos, dando lugar a la formacion de una pared redondeada, como ya se habia
mencionado la pared el quiste de G. intestinalis esta compuesta por una red filamentosa. Las vacuolas

que estas involucradas en la formacion de esta estructura son llamadas Vesiculas Especificas de

Enquistamiento (ESV) que se encargan de transportar CWPs. Figura. 7. (Reiner et al., 2001; Hehl y

Marti, 2004; Gottig et al, 2006) Se ha encontrado evidencias que proponen que las ESV tienen una funcion
semejante al organelo Aparato de Golgi presenten en células eucariontes superiores, ademas de presentar
propiedades funcionales, las ESVs muestran marcadores caracteristicos del aparato de Golgi. Figura. 6
(Stefanic et al., 2009, McCaffery y Gillin., 1994; Lanfredi-Rangel et al., 2003).

La Formacion de la pared celular de G. intestinalis esta mediada por maltiples reacciones enzimaticas-
acopladas. La sintesis del glicopolimero (GalNAc) involucra dos procesos principales. EI primero es el
citosolico, regulado por via enzimatica en cinco pasos que convierte la fructosa-6-fosfato derivada de la
glucdlisis en UDP-GalNAc, el precursor del polimero de GalNAc, la cascada enzimética continda con la
actividad de cuatro enzimas mas. El segundo proceso es la sintesis del polisacarido principal (§ 1,3-
GalNac) de la Pared del Quiste (CW) dentro de las ESV por la actividad de una transferasa denominada
CW sintasa ( Karr y Jaroll., 2004; Sener et al., 2004).
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Figura 6. Cambios celulares asociados a la fase temprana de enquistamiento en Giardia sp. Los estimulos
utilizados para la induccién del enquistamiento in vitro se encuntran fuera de la pared celular, a partir de los
cuales se detalla la sefializacion a través del receptor (RC) por insuficiencia de colesterol y la trasnduccion de
sefiales para la sintesis de Gal-lectina (Gal). Los factores de transcripcion conocidos para la inducion y
asociados a la expresion de genes relacionados con el enquistamiento (se muestran el interior del nlcleo).
Posteriormente la sintesis temprana y tardia de vesiculas especificas de enquistamiento (ESV’s) en un nuevo
sistema de secrecion incluyendo moléculas del reticulo endoplasmico (RE) y el Aparato de Golgi. Por Gltimo
se muestra la incorporacién de la ESV a la membrana celular y deposicion del contenido a la superficie que
que formara la pared de quiste. ?) Via desconocida en espera de demostracion experimental. 1, 2 y 3: CWP 1,
2 y 3 respectivamente. 4: Proteina HCNC; 5: Proteina EFGC 1; 6: Fibras de N-Acetil Galactosamina; 7: - 1,
3 GalNac- tranferasa. (Modificado de Aguilar-Diaz et al., 2011).
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Fase I11: Ensamblaje de la pared celular del quiste

Uno de los mecanismos propuestos implicados en la formacion de la pared quistica de Giardia, esta
determinado para la accion de transporte de las Vesiculas Especificas de Enquistamiento (ESV), que
provoca la secrecion de las CWPs a la periferia de la célula (Reiner et al., 2001; Lujan et al., 1997). Fig

8. En 2002 Arguello-Garcia y Col. Por medio de Microscopia Electronica de Barrido y Trasmision

(SEM; TEM) y tincion Rojo de Rutenio (RR), analizaron el montaje de la pared del quiste, demostraron
la progresiva aparicion de parches fibrilares en las superficies ventrales y dorsales, de esta manera se ha
propuesto que mientras los polipéptidos (CWPs) son transportados por las (ESVs) y depositados en la
superficie del trofozoito, los precursores de (B 1,3-GalNac) son integrados a la pared del quiste para

copolimerizarse y formar la malla fibrilar. La bicapa lipidica de la pared del quiste y el espacio peritropico

se originan del crecimiento, elongacion y fusion de grandes vacuolas citoplasmicas (Chavez-Munguia

et al., 2007). Figura 8

Trofozoito  Trofozoitos enquistando Quiste

Figura 7. Diferenciacion de trofozoitos de Giardia en quistes. Panel superior e inferior, representacion
esquematica y micrografias respectivamente, representando el proceso de enquistamiento. Giardia inicia la
diferencia después de un periodo de cultivo en medio libre de enquistamiento llamado: Pre-enquistamiento,
son privados de colesterol con un cambio de altas concentraciones de bilis. EI cambio morfoldgico temprano
de los trofozoitos en enquistamiento se determina por la aparicion de grande granulos de vesicula secretoras-
especificas de enquistamiento, que transportan materiales a la pared del quiste (en naranja) para su montaje
extracelular de la pared que es rigida y protege al parasito. (Modificada de Gottig et al, 2006)
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Figura 8. Ensamblaje de la Pared del Quiste de Giardia intestinalis mediante tincién de Rojo de Rutenio (RR).
(A) Estructuras fibrilares (puntos) de didmetro variable, seccionado transversalmente y tefiido con RR, detectados
en la superficie dorsal de un trofozoito (cabezas de flecha). (b) Puntos en capas establecidos en la superficie
celular, algunos se observan fusionados (*). (C) Célula en enquistamiento con polimerizacion de la pared en una
etapa tardia. Abundante solapamiento y superposicion de puntos RR que se pierden progresivamente (cabezas
de flecha). (D) Seccion transversal de una pared del quiste que muestra la capa externa en fibrilacion (OCW,
cabezas de flecha) que se ensambla sobre la capa membranosa interna (ICW) y ya no se encuentra tefiido por
RR. (E) Se completa el ensamblaje de la pared, se forma el espacio peritropico (PS) y no se observa tincién RR.
El tiempo de muestreo fue el siguiente: 15hen Ay B,de 18hen C,21 hen Dy 24 hen E. N, Nucleo; PV, vacuola
periférica. (Tomada y modificada de Arguello-Garcia et al., 2002)

1.6.2 Desenquistamiento
Durante la infeccion natural, después de la ingesta de quistes de G. intestinalis que pasan al estbmago

del hospedero, donde son expuestos a acidos gastricos que activa el proceso de desenquistamiento, sin
embargo en este ambiente no puede llevarse a cabo la apertura del quiste. Posteriormente, los quistes
entran en el duodeno, en el que el quimo gastrico se neutraliza rapidamente por la afluencia de
bicarbonato. El desenquistamiento es estimulado por el medio bicarbonato-fosfato acompariado por
acidificacion de las vacuolas periféricas y la liberacion de su contenido en el espacio peritrofico.
(Boucher y Gillin, 1990; Bingham y Meyer, 1979; Feely et al., 1991).

El proceso inicia por la abertura de la pared del quiste en un polo, el citoplasma retraido de la pared y el

espacio peritrofico se hacen cada vez mas grande. El exterior citoplasmatico es desprendido de la pared

del quiste y numerosas vesiculas pequefias puede quedarse entre la pared y el organismo, mientras
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disposicién de las microfibrillas se va perdiendo (Benchimol y De Souza, 2011). Distintos autores han

sugerido vias de sefializacion esenciales para el desenquistamiento, en su conjunto consideran que el
desenquistamiento esta regulado por PP2A (Protein Phosphatase 2) y PKA (Protein Kinase A), mientras
que Ca2 +/ calmodulina ayuda con el control de salida y la reanudacion de la motilidad de los trofozoitos.
(Abel et al., 2001; Lauwaet et al., 2007).

1.7 Mecanismos de Transmision

En paises desarrollados, se considera que la giardiasis esta relacionada por beber agua y consumir
alimentos contaminados con quistes de G. intestinalis, ademas de la exposicién en centro acuéaticos de
recreacion y las infecciones en viajeros que visitaron paises en vias de desarrollo, estas son las principales
vias de infeccidn. Sin embargo en paises en subdesarrollo, los factores socioecondmicos juegan un papel

muy importante en las infecciones por G. intestinalis (Prado et al., 2003). Del mismo modo las

condiciones de salud, la educacion y las costumbres relacionadas con las practicas de la higiene, asi como
la presencia de animales domesticos en los hogares, la contaminacion de agua y alimentos, han sido

reportados como factores asociados a la presencia de esta parasitosis (Thomson, 2008).

La giardiasis se puede contraer por tres mecanismos: a traves del agua, al consumo de alimentos
contaminados con quistes, fémites y por medio de la transmision fecal-oral directa. Se ha comprobado
que solo es necesario la ingesta de 10 a 100 quistes para contraer infeccion por G. intestinalis, (Rendtorff
1954; Ortega et al., 1997).

La transmision mediante alimentos se ha reportado en restaurantes, hospitales psiquiatricos, casas de
reposo e iglesias. Estos se han producido por la ingestion de alimentos crudos como ensaladas, pescado
y carnes frias. La transmision por via fecal oral directa se puede presentar en instituciones que atienden
pacientes psiquiatricos, pacientes con deficiencia mental y orfanatorios. Este tipo de transmision también
se presenta en parejas homosexuales o heterosexuales que practican contacto sexual oro-anal. Otro
proceso involucrado en la transmisidn es el consumo de alimentos mal lavados que han sido regados con
aguas negras. La contaminacién del agua potable por drenajes defectuosos o por fecalismo es también
un mecanismo de gran importancia en la dindmica de transmision. (Vazquez-Tsuji et al., 2009; Ndfez-
Fernandez et al., 2003; Escobedo, et al., 2010).
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1.7.1 Mecanismos patogénicos
Cuando los trofozoitos interactuar con los enterocitos activan los mecanismos patogénicos que

involucran: (a) adhesién del paréasito a la microvellosidades de la superficie de las células epiteliales, (b)
interaccion con factores microambientales que favorecen al parasito los requerimientos metabdélicos para
el crecimiento y la diferenciacion, desequilibrando los niveles celulares y sistémicos del hospedero, y
(c) la produccion y secrecion de moléculas que interactuar con las células epitelial del hospedero y
activan la respuesta inmune tanto la innata como la especifica. Los efectos combinados de estos tres
niveles de interaccion contribuyen de manera importante en la variabilidad del resultado de la

enfermedad (sintomatica, asintomatica, aguda, cronica, etc.) (Ortega-Pierres, et al., 2011).

En 2011, Bénéré E. y colaboradores encontraron en un estudio con gerbos infectados con los ensambles

A subtipo A y B de G. intestinalis, los cuales presentaron mayor infeccion durante méas tiempo,
provocando relativamente mayor patogenicidad, caracterizado por una mayor inflacion intestinal, un
mayor dafio en la composicion y funcion de la mucosa intestinal, 1o que sugiere la asociacion entre

genotipos y virulencia.

Traumatico

La adherencia de trofozoitos de G. intestinalis en los enterocitos es esencial y crucial en la patogénesis
de la giardiasis, se considerar la interaccion mas cercana, ya que implica el contacto fisico entre las
superficies celulares de trofozoitos y los enterocitos, esta estrecha union provoca dafio y perdida de las
células epitelial del hospedero (Farthing et al., 1997; Scott, et al., 2000).

Los trofozoitos de Giardia se adhieren fuertemente a la superficie epitelial del intestino delgado a través
del disco adhesivo ventral. Moléculas de la superficie del parasito se dedican a forzar esta interaccion,
como son las giardinas ( alfa, beta, delta y gamma giardinas), asi como una compleja red de proteinas

contractiles que desempefian un papel importante en la union de los trophozoitos (Cotton, et al., 2011)

Barrera Mecanica

Después de adherirse e invadir el epitelio intestinal, los trofozoitos se multiplican rapidamente
provocando eventualmente una barrera fisica entre los enterocitos y el lumen intestinal, interfiriendo
ademas con la absorcién de nutrientes. El proceso conduce a dafios en los enterocitos, atrofiando las
vellosidades y provocando hiperplasia de las criptas, la hiper-permeabilidad intestinal causa reduccion

en la secrecion de enzimas disacaridas, provocando mala absorcion (Faubert, 2000; Bured et al., 1992).

Enzimatico
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El dafio en la superficie de la mucosa epitelial, atrofia y afecta a la actividad de las enzimas digestivas
tales como lipasas, proteasas y disacaridasas. La activacion secuencial de las proteasas especificas
(caspasas) es un componente regulador importante en la muerte apoptética. La apoptosis de los
enterocitos es dependiente de cepas de Giardia provocando pérdida de funcion en la barrera epitelial.
Enzimas como sulfatasas, fosfatasas acidas, hidrolasas y tiolproteinasas benefician la adhesion del
parasito atrofiando la conformacion de microvellosidades epiteliales. (Cotton et al. 2011; Scott et al.,
2000; Farthing et al., 1997).

Competencia

La giardiasis esta asociada con el decremento en la absorcion de glucosa, electrolitos, micronutrientes,
agua y reduccion de actividad de los disacaridos, a través de una pérdida de superficie de area de
absorcion, debido a la colonizacion de trofozoitos de G. intestinalis en el epitelio intestinal. Diversos
factores han sido reportados que contribuyen la mala absorcion en el hospedero, estos incluyen un
crecimiento en la poblacion bacteriana, alteracion de la secrecidn de enzimas pancreéticas y sales biliares

y aumento de la motilidad intestinal (Scott et al., 2002: Astiazaran-Garcia, et al. 2015).

Toxico
Se han descrito vacuolas lisosomales en la region ventral del trofozoito, que no estan totalmente definidas

0 caracterizadas, sin embargo contienen enzimas hidroliticas que podrian ser consideradas como toxinas

(Olson et al., 2000). Tras la clonacion y secuenciacion del gen de una proteina variable de superficie

(CRP136) seleccionada de una cepa resistente a metronidazol, se identificé que comparte homologia del
57% con un grupo de sarafotoxinas presentes en el veneno de serpientes, que provocan sintomas
intestinales observados también en infecciones por Giardia (Eckmann et al., 2001; Chen and Upcroft.
1995).

1.7.2 Mecanismos de defensa
La respuesta inmune del hospedero de Giardia, esta determinada por el tipo de virulencia de la cepa, el

estado de desarrollo nutricional, inmunolégico y la naturaleza de la microfauna intestinal. El parasito al
no invadir los tejidos en su hospedero provoca una respuesta inmune localizada, provocando la serie de
eventos ya mencionados, induciendo anormalidades epiteliales y activando componentes del sistema
inmune innato y adaptativo, principalmente las IgA y mastocitos (Singer M., 2011; Feng et al., 2011;
Béneré et al., 2011).
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Giardia cuenta con una variacion antigénica que le permite evadir la respuesta inmune de su hospedero,
en este sentido los trofozoitos cuenta con proteinas de superficie denominada proteinas variables de
superficie (VSPs), que se expresan en la superficie del trofozoito, debido a que dentro de su genoma tiene
alrededor de 150 a 200 genes que codifican cada momento una proteina de conformacién diferente y

eludiendo asi la proteccion de su hospedero (Nash T., 1997; Faubert, 2000: Prucca., et al, 2008) .

Se ha reportado que el Oxido Nitrico (NO) afecta a los trofozoitos, sin embargo Giardia ha desarrollado
una estrategia a base de metabolizar arginina y privando a los enterocitos de la produccién de NO
(Eckmann, et al., 2000).

1.8 Manifestaciones clinicas
La Giardiasis se manifiesta en tres formas clinicas: asintomatica, sintoméatica aguda y sintomatica

cronica. Tras la infeccion por Giardia los sintomas aparecen de 6 a 15 dias después (Roxtrém-Lindquist,
et al., 2006)

Los pacientes asintomaticos no presentan manifestaciones clinicas comunes de la giardiasis, en ocasiones
suelen tener un periodo de diarrea que pasa desapercibido el cual no puede ser atribuible a la enfermedad,
en algunos casos se plantea que en infecciones previas se puede generar algun tipo de inmunidad a los
procesos que provocan los sintomas. Sin embargo hospederos asintomaticos pueden liberar quistes
viables y actuar como un medio de transmisién de la enfermedad (Farthing 1997; Hanevik el al., 2007;

Nash 1987). En una infeccion sintomatica aguda es la manifestacion clinica menos frecuente, y esta
asociada a todas las areas geograficas y presente en personas de todas las edades, es caracteristica de
personas que viajan a lugares endémicos de la enfermedad. Los sintomas son una combinacion entre
diarreas, flatulencia, dolor y distensién abdominales, nauseas, vomitos, anorexia y fatiga (Farthing, 1997;
Lebwohl, 2003).

Los sintomas comunes de una infeccion sintomética crdénica incluyen diarrea, flatulencia, fatiga excesiva,
nauseas, heces malolientes, calambres e inflamacién abdominal, anorexia y pérdida de peso, en
poblacion infantil se amplian los sintomas presentando adinamia, pérdida de peso, talla baja, déficit
cognitivo y malabsorcién de la vitamina A, B12, proteinas, D-xilosa, y el hierro (Hill 1993; Ponce-
Macoleta et al., 2014; Takahashi et al., 2001).
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1.9 Diagnostico
En la actualidad se manejan distintos métodos de deteccion para el diagndstico de la giardiasis, siendo la

técnica de diagndéstico morfoldgico por microscopia la mas empleada. Con los avances en la biomedicina
se han desarrollado estudios no morfoldgicos, como son los inmunolédgicos para la deteccién de

cooproantigenos y secuenciacion del DNA por medio de PCR.

Analisis Coproparasitoscopico (CPS): En la examinacion de haces fecales ante la sospecha de
infeccion podemos detectar la presencia de trofozoitos, quistes 0 ambos, se realiza por medio de métodos
directos, flotacion y sedimentacion. Se recomienda realizar un estudio de dos muestras sucesivas para
proporcionan un 86% de sensibilidad, y de tres muestras para un 97.6%. Las limitaciones en este
diagndstico es la discontinuidad en la eliminacion quistica, ya que puede ser intensa, baja 0 mixta y
podria provocar un resultado erréneo al no encontrarse presencia del parasito. (Robertson, et al., 2009;
Ponce-Macoleta et al., 2014; Smith et al., 2011).

Analisis Inmunologicos: El ensayo inmunolégico (ELISA) usa anticuerpos gque aumenta la

sensibilidad de deteccion en heces de antigenos que se encuentran tanto en trofozoitos y quistes con una
masa molecular relativa de 65 kDa (GSA 65), es mucho mas confiable que los métodos
coproparasitoscopicos, con una sensibilidad del 98% y una especificidad cercana al 100% (Faubert, 2000;
Hill, 1993).

Analisis Moleculares: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Polimorfismos de Longitud

de Fragmentos de Restriccion (RPFL) son las técnicas moleculares utilizadas en la deteccion de DNA de
Giardia en heces, utilizando principalmente los genes: ssu-rRNA, [-giardina (bg), glutamato
deshidrogenasa (gdh), triosa fosfato isomerasa (tpi) y la region intergénica del gen rRNA (1GS). Cabe
destacar que debido a la sensibilidad y rapidez de estas técnicas son de gran interés en el area de
epidemiologia, como la deteccién de quistes en el suministro de agua (Smith et al., 2011; Caccio et al.,
2008; Rochelle et al., 1997).

1.10 Tratamiento
Una vez diagnosticada la parasitosis, normalmente se administra un tratamiento a base de los siguientes

farmacos: 5-Nitroimidazol (Metronidazol, Tinidazol, Ornidazol, y Secnidazol); Quinacrinas;
Furazolidonas; Paromocinas; Benzimidazoles (Albendazol, Mebendazol); Nitazoxamida. Las dosis esta
determinadas e indicadas para nifios y para adultos seguin el caso. (Cuadro 2). A pesar de ser firmacos
de referencia hay diversos reportes acerca de la resistencia de cepas de Giardia al tratamiento, ademas

de los efectos secundarios que se presentan en los pacientes. (Upcrof and Upcroft, 2001).
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Tabla 2: Tratamiento contra Giadia intestinalis.

Farmaco

Mecanismo de Accidn

Dosis

Efectos secundarios

5-Nitroimidazoles
(Metronidazol
Tinidazol
Ornidazol

Secnidazol)

Quinacrina

Furazolidona

Paramomicina

Activacion reductiva del grupo
nitro en el metabolismo energético
del parasito.

Sintesis de radicales toxicos e
inhibicién de la respiracién de los
trofozoitos.

Posible  inhibicibn de los
mecanismos de la sintesis de
acidos nucléicos, y la interferencia
con los componentes de flavina en
NADH oxidasa.

Posibles mecanismos en la
activacion reductiva a través de
una NADH oxidasa. Dafio del
ADN del parésito por los
productos toxicos reducidos.

Inhibicion de la sintesis de

proteinas.

Adultos: 250 mg/kg /3 x dia/ 5-
7 dias.

Nifos: 20 mg/kg/3 x dia/ 7 dias.

Adultos: 100 mg/kg /3 x dia/ 5
- 7 dias.

Nifos: 2 mg/kg /3x dia/ 7 dias

Adultos: 100 mg/kg/4 x dia/ 7
a 10 dias

Nifios: 2 mg/kg/4 x dia/ 10 dias.

Adultos: (Embarazadas): 500
mg/kg/3 x dia/5 a 10 dias.

Nifos: 30 mg/kg/3 x dia/ 10
dias.

Sabor metalico, dolor de cabeza, prurito, desordenes
gastrointestinales, vertigo, insomnio, irritabilidad,
neuropatia, convulsiones, orina rojiza-café, elevacion
transitoria de trasminasas y leucopatia.

Estudio en ratas metronidazol

mutagénico.

reporta el como

Vomito, sabor amargo, nauseas, coloracién amarillenta
en piel y orina, urticaria, dermatitis exfdliativa,
exacerbacion de la psoriasis, hemolisis en la deficiencia
de G6PH y psicosis.

Anemia hemolitica (no administrable a lactantes y
embarazadas), nausea, vomito, diarrea, orina color
marron

Algunas molestias gastrointestinales.
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Inhibicion de la polimeracion del
citoesqueleto que perjudica la
Albendazol captacion de glucosa mediante la
union a B-tubulina del
citoesqueleto del parasito.

Benzimidazoles

Mebendazol

Inhibicién de una nitroreductasa

Ilamada GNR-I.
Nitazoxanida
Activacién reductora del grupo

nitro.

Adulto: 200-400 mg/kg/1-3 x
dia/ 1 a 5 dias.

Nifos: 10-500 mg/kg/1-3 x
dia/ 3 a 7 dias.

Adulto: 500 g/kg/2 x dia/3
dias.

Nifos: 7.5 mg/kg/2 x dia/ 3
dias.

Nauseas, vomito, diarrea, dolor epigastrico.

Dolor abdominal, diarrea, vomito, dolor de cabeza,

orina color amarillo.

(Modificado de Escobedo et al. 2010)
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1.11 La Medicina Tradicional Mexicana
El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia de la humanidad. El hombre

recurria a la naturaleza en busca de su alimento y cuidado de su salud. Por medio de aciertos y errores
aprendié a conocer las plantas que lo curaban; este conocimiento se transmitié de generacién en
generacion y fue incrementando con el tiempo. 3,000 A. C. en China, se escribi¢ el libro més antiguo de
plantas medicinales; los Sumerios, 2 500 afios A.C usaban las plantas con fines curativos; y en el

Suroeste Asiatico los Asirios conocian poco mas de 250 hierbas medicinales (Hernandez, 1981). México

tiene una herencia cultural en el uso de plantas medicinales para tratar diferentes padecimiento, las cuales
datan de hace varios siglos antes de la conquista. Se ha identificado hasta 5,000 especies de plantas que
tiene aplicaciones curativas, de las cuales son comunmente utilizadas por mas de 60 grupos étnicos en el
pais (Gonzélez-Stuart et al., 2009).

En la literatura médica novohispana de México, escritas a mediados del siglo XVI, destacan estas
obras: el Codice De la Cruz Badiano originalmente titulado: Libellus de Medicinallibus Indorum
Hebis, escrito por Martin de la Cruz y traducido al latin por Juan Badiano, el Codice Florentino
conocido también como Historia General de las Cosas de la Nueva Espafia escrito por Fray
Bernardino de Sahagun y la Historia Natural de la Nueva Espafia de Francisco Hernandez. Estas
tres obras plasman el conocimiento de la medicina indigena en varios de sus aspectos, las cuales
han sido pauta para vislumbrar los origenes del vasto conocimiento que se tiene del uso de las
plantas medicinales, y que aun en la actualidad siguen vigente (Viesca-Trevifio, 1991; Zepeda et
al., 2008).

Las plantas de México son utilizadas para diversos fines, de entre los cuales destacan el uso
alimenticio, como material de construccion, combustible, para la elaboracion de artesanias y el uso
medicinal, este Gltimo siendo el de uso mayoritario. En general, las familias de plantas con mayor
numero de especies utilizadas en el &mbito medicinal, son: Leguminosae, Arecaceae, Solenaceae,

Euphorbiaceae, Cactaceae y Labiatae. (Pennington (1963), Barrera et al. 1976; Caballero y Mapes,

2000; Casas et al. 1994). La familia Asteraceae ha producido un nimerosos medicamentos para las

poblaciones nativas y mestizas de México, y se han realizado numerosos estudios sobre el uso de
estas plantas en las diversas regiones de México. Sus principales caracteristicas en su fitoquimica

destaca la presencia de alcaloides de Senecioneae-pirrolizidina. (Heinrich et al. 1998)
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1.11.1 Plantas con actividad contra quistes de Giardia.
Se estima que la atencion primaria de salud de hasta un 80% de la poblacién de los paises en

desarrollo se basa en la medicina tradicional, por tradicién cultural o porque no existen otras
opciones. En estos paises las personas recurren a diversos tipos de remedios naturales porque

consideran que «natural» es sinonimo de inocuo (OMS, 2002).

Diversos estudios cientificos han documento el uso, efecto y propiedades de plantas con actividad
antiparasitaria, como una alternativa al tratamiento con farmacos de referencia, en donde diferentes
cepas de protozoarios han desarrollado resistencia al efecto de estos tratamientos, ademas de los

efectos adversos que se presentan en los pacientes (Upcroft et al, 2001). De las plantas medicinales

pertenecen a 26 familias botanicas diferentes, destacan las familias Asteraceae, Lamiaceae y
Nyctaginaceae, dentro de éstas 18 especies son las méas reportadas por su uso contra parasitos (Osuna-
Torres et al, 2005).

En la actualidad son diversos los estudios que se han reportado sobre plantas con actividad antigiardiasica
de los cuales en su mayoria estan enfocados en la accion sobre la fase infectiva (Trofozoito), mientras
que sobre la fase de resistencia y propagacion (quiste) hay pocos trabajos reportados, y alin mas escasos
los estudios con actividad anticisticidas durante el proceso de diferenciacion de Giardia (trofozoito a

quiste).

En 2006 se reporto el efecto de zumo de uva y vinagre en quistes, se realizaron con 250 quistes durante
3 horas a 24°C, la eficacia cisticida fue de 28.3, 16.2, 40.6% respectivamente (Sadjjadi S. H. et al. 2006)

Rahimi-Esboei y colaboradores en el 2013 reportan el efecto de los extractos del fruto de Sambucus
ebulus contra quistes de G. intestinalis, a una concentracién de 1 mg/ml, la eficiacia después de 60 min
de incubacion fue de un 39%, a 10mg/ml fue de 41% y a concentraciones mayores de 50 y 100 mg/ml
de 64% a 78% (Rahimi-Esboien et al., 2013).

En 2014 se reporta la actividad de extractos cloroférmicos de Artemisia annua para la eliminacion in
vitro de quistes y trofozoitos de G. intestinalis, a diferentes concentraciones e intervalos de tiempo de
incubacion de 5 hasta 180 minutos, los resultados demostraron que A. annua tiene efecto en la inhibicion
de quistes que va de 67% en la concentracion y tiempo mas bajo (1 mg/ml a 5 min.) y de hasta un 99%

en la concentracion y tiempo mas alto (100 mg/ml a 180 min.) (Golami et al., 2014)
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En Iran se realizé un estudio del efecto de extractos de hojas de olivo, Satureja khuzestanica y Allium
sativum sobre quistes obtenidos de muestras de pacientes con giardiasis, los resultados demostraron una
mortalidad de 37.90 % en los ensayos con hojas de Olivo y de un 32.52 % con los extractos de Satureja
khuzestanica, en el caso del ajo se encontrd un efecto menor de 22.65 %. Concluyendo gue los extractos
de hojas de olivo y de Satureja khuzestanica son mas eficaces en comparacion con su grupo control

(metronidazol) quien presentd un efecto de 28.72% (Fallahi et al., 2015).

Recientemente Dyab y colaboradores realizaron un estudio in vitro/in vivo valorando el efecto letal en
quistes de Giardia con extractos diclorometano de Zingiber officinale y Curcuma longa a diferentes
concentraciones, en el estudio in vitro se encontro que los extractos en una concentracion de 50 mg/mL
de Z. officinale presentaron mayor efecto con un 97 % en comparacién con el efecto de C. longa que fue
de 85 %. En el estudio in vivo, se inocularon ratones con quistes de Giardia y se cuantificaron los quistes
viables que fueron excretados por los ratones, teniendo una tasa reduccion de 91.2% en el caso de Z.
officinale y de 72.3% de C. longa. (Dyab et al., 2016).
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1.12 Piqueria trinervia Cav.

1.12.1 Descripcion botanica
Esta planta es una hierba perenne, que alcanza hasta los 70 cm de alto, su tallo es ramificado, cilindrico,

verde amarillento y con frecuencia rojizo, a veces con pelillos a lo largo de dos hileras longitudinales.
Las hojas son opuestas, lanceoladas o0 angostamente ovadas, puntiagudas, margen aserrado, peciolo de
hasta 3mm de largo. Enveés lisa y frecuentemente brillante. Su inflorescencia se compone por pequefias
cabezuelas de hasta 4 mm de largo agrupadas a la misma altura. El fruto es un aquenio (o cypsela) con
forma de prisma, de aproximadamente 1.5 mm de largo. Utilizada como planta ornamental, también en

medicina tradicional (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Figura 9. A) Tallos, hojas e inflorecencias de Piqueria trinervia Cav; B) llustracién de Inflorecencias, raiz y
tallo completo de P. trinervia Cav. (Fotografia de Pedro Tenorio Lezama 2005, Fichas técnicas, CONABIO
http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/piqueria-trinervia/fichas/paginal.htm;

lustracion Drawing L. Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 20 Sep 2016
http://www.tropicos.org/Image/100254065.)
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Los nombres comunes de Piqueria trinervia son: Hierba de San Nicolas, hierba del tabardillo, alta reina,

cuapopolchi, hierba del perro, hierba del zopilote, gusanillo. Dentro de los idiomas indigenas de México

es conocida con los siguientes nombres Cuimic (lengua tarasca), empueshte (lengua otomi),

tzontzoniztale, xexenitzal, xoxonitzal, xoxonitztac, yoloxiltic (Martinez, 1979; Rzedowski y Rzedowski,

2001).

1.12.2 Clasificacion taxondémica
Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae

Genero Piqueria Cav.

Especie Piqueria trinervia Cav.
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1.12.3 Distribucién geografica
Se ha colectado desde los estados al norte de pais como Coahuila, Nuevo Lebn, Tamaulipas,

Aguascalientes, Durango, Zacatecas, Nayarit, San Luis Potosi, Jalisco en el centro, Ciudad de México,
Michoacan, Querétaro, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Tlaxcala, Morelos, y sur- sureste como
Guerrero, Oaxaca, Puebla, , Veracruz y Chiapas, entre 2300 y 3000 m de altitud, principalmente en sitios
con matorral y pastizal, aunque se extiende al bosque de pino y encino y ocasionalmente al de oyamel.
Esta especie se encuentra ampliamente distribuida en México, Centroamérica y las Antillas. (Rzedowski
y Rzedowski, 2001; Villasefior y Espinosa, 1998). Figura. 10

Figura 10. Distribucion en México de Piqueria trinervia Cav. The Global Biodiversity Information Facility: GBIF
Backbone Taxonomy, 2013-07 01. Acceso via http://www.gbif.org/species/3122010 en 2016-04-29 (GBIF,
2016).
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1.12.4 Usos en la medicina tradicional

Unos de los primeros registros que se tienen corresponden al siglo XV1 en el Codice Florentino con el
nombre de “Cuapupoltzi” utilizado para la fiebre. P. trinervia Cav. se caracteriza por su uso para
diferentes afecciones en los cuales se encuentran los desordenes digestivos como: infecciones
intestinales, diarreas, dolor de estbmago y empacho. Registros indican su empleo para controlar otros
padecimientos como los resfrios, catarro, tifo, calentura, para acelerar el parto, reumas, lavar heridas,

sarampion, dolor de oidos, asi como “para el espanto” y “mal aire” (Soto-Nufiez 1995; Béjar et al., 2000).

1.12.5 Actividad biologica de extractos y compuestos

Extractos y compuestos de Piqueria trinervia Cav. han sido valorados en diferentes estudios en los que

se reporta actividad biologica contra bacterias, hongos, parasitos, moluscos, etc (Tabla 3).

Los principales compuestos identificados de P. trinervia Cav. son: Monoterpenos: dihidro-etoxi-trimetil
benzaldehido, acetato de carquejol, piquerol Ay B, diacetato; iso-propenil-metil anisol, un derivado del
acetato del carquejol, y los derivados acetoxi-e hidroxilados del senecioato del iso-ferulol en la raiz.
Sesquiterpeno: alfa-santalol y de la planta completa se aislaron cristina y carmelina asi como el
trinervinol de hojas con flores. De la hoja se ha obtenido el heterociclo de oxigeno, metil-ripariocromeno.
Las hojas contienen un aceite esencial, el alcaloide piquerina de estructura desconocida, una resina y
acido tanico.
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?l=3&t=Piqueria%?20trinervia&id=
7679, Romo et al., 1979; Rubluo et al., 1995; Jiménez et al., 1995).
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Tabla 3. Antecedentes de estudios con actividad bioldgica de Piqueria trinervia Cav.

Agentes Parte de Extractos y/o
gent la planta Compuestos Eficacia Referencia
susceptibles S
empleada (Concentracion)
Germinacion y Acuoso Potencial Alelopatico Gonzélez de
- : ; Hasta el 50 a 90 % de
crecimiento de Hojas Piquerol A L L la Parra et
inhibicion de germinacion y
plantas ruderales. ( Desde 50 ppm) g . al., 1981
crecimiento de plantula.
Ocho especies de Potencial Molusquicida
moluscos (vectores Piquerol A Mortalidad (60 a 100%) Cruz-Reves
de Fasciola Hojas 5 2% 50 ppm) en concentraciones a partir m
hepéatica 'y £, 20 PP de 5 ppm después de 24 '
Schistosoma hrs.
mansoni).
. Potencial Acaricida
Hemblgf/gsrz\gdas Piquerol Ay B Mortalidad significativa de ~ Gonzalez de
y Hojas (300 pg/mLen 3 98 y 100% en hembras la Parra et
garrapata - " .
. dias.) gravidas por Piquerol Ay al., 1991.
Boophilus B
microplus. '
Trinanosoma cruzi Hoias Piquerol A Potencial inhibitorio de la  Castro et al.
pa . J (200 pg/mL) reproduccion de 1992
(Epimastigotes) . . :
epimastigotes T. cruzi
. Piquerol A POten?"?l Alelopatico Mendoza et
. i Hojas . ! Inhibidores de la
Pisum sativum L Diacetyl piquerol fosforilacié | I al., 1994
(180 um) osforilacion en cloroplasto
de P sativum L.
: . Potencial antifungico
Hongos Cultivo quue_rol, Modelo para estudio del Saad etal.,
Celular sustancias no metabolismo de 2000
identificadas.
monoterpenos
Raiz, hoja, Hexanico Potencial antlbac'ge_rlano Goldhaber-
: Todas las partes utilizadas .
Bacterias Gram (-) tallo, (2 mg x - Pasillas et
. . presentaron actividad,
infloresce sensidisco) al., 2004
: destacando el extracto de
ncia
tallo.
Once Cepas Hexanico Potencial antimicrobiano Ruiz de
B : Raiz Etil-acetato Extracto hexanico de raiz Esparza et
acterianas . p L
(2mgxdisco)  presentd mayor actividad en al., 2007

las cepas empleadas.
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Parte de

Extractos y/o

Agen'_ces la planta Compuestos Eficacia Referencia
susceptibles S
empleada (Concentracion)
Diclorometanico ~ Potencias antibacteriano
Piquerol Diclorometamico
Trinervinol (Actividad en todas las
Cepas Bacterianas. Aceite Rojo cepas) Sanson-
. (4.0 y 8.0 mg/mL)
Cepas Fungicas Tallo Potencias Eunaicida Romero
Taenia crassiceps Hojas Dicl d 2012
(Ciscercos) Ic o_rqrpetanlco
(Inhibicion 100%)
FlyF2 Potencial cisticida
(200 ppm) F2 (100%)
Etanolico Potencial Antiparasitario
400 pg/mL . e
: Mejor actividad
o . Piquerol T
Giardia intestinalis . . antrigiardiasica .y
X Trinervinol Jiménez-
(trofozoitos) Tallos (6.2 ug/mL) F2 Fra00S0
Trichomonas Hojas -2 Y/ Mortalidad de G. intestinalis —9—2
vaginalis Aceite Rojoy F1 (87.4+45% 014
(200 pg/mL) T
F2 )
(25 pg/mL) Se reporto poco efecto

tricomonicida
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2.0 JUSTIFICACION

La giardiasis es una enfermedad cosmopolita, donde los nifios son los mas propensos a este padecimiento.
Los farmacos utilizados en el tratamiento, tiene diversos efectos secundarios en los pacientes que van de
leves a graves. Ademaés que se ha reportado resistencia a los farmacos prescritos en el tratamiento de
infecciones para algunas cepas de G. intestinalis. Por lo anterior es indispensable buscar nuevas
alternativas para el tratamiento de la giardiasis. Siendo ademas, que en la actualidad existen escasos
trabajos que valoren actividad de extractos en quistes y mucho menos en el proceso de enquistamiento,

esto ayudaria a evitar la dispersion y propagacion de la fase infectiva del parasito.

3.0 OBJETIVOS

e Valorar actividad in vitro de extractos metandlicos, etandlicos y acuoso de Piqueria trinervia
durante el proceso de formacion de quiste in vitro de Giardia intestinalis.

Objetivos secundarios.

e Establecer las condiciones de enquistamiento in vitro de aislados de Giardia intestinalis.
e Obtener iméagenes que evidencien el dafio de los extractos de Piqueria trinervia por medio de
microscopia de Microscopia de Interferencia Diferencial (DIC Nomarsky).

4.0 HIPOTESIS

Los extractos de Piqueria trinervia inhibiran el proceso de formacion de quistes de Giardia intestinalis

de una manera dosis-dependiente.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

5.1 Obtencion de extractos naturales

Los experimentales se realizaron con extractos Acuoso, Etandlico y Metandlico de la planta Piqueria

trinervia, obtenidos por la Biol. Candy Naftaly Jiménez Fragoso.

Brevemente se realizé lo siguiente: “La planta se colecto en el Cerro del Ajusco, Delegacion Tlalpan en

Noviembre del 2010. EI material se secd a temperatura ambiente, tallos y hojas se fragmentaron y se

obtuvo un total de 700 g, para cada uno de los tres extracto se utilz6 233 g.

Para cada extrato (acuoso, etandlico y metanolico) se utilz6 100 mL de solvente por cada 15.5 g de

muestra macerada (peso seco) durante 24 hrs. Los extractos se filtraron y se evaporaron, el extracto

acuoso se secO a temperatura ambiente, el etandlico y metandlico por rotavapor. Se almacenaron en

frascos ambar hasta su uso” (Jimenez-Fragoso, 2014).

5.2 Aislado de Giardia intestinalis

Para establecer las condiciones de enquistamiento, inicialmente se utilizaron los aislados de G.
intestinalis HGINV (INP220806-HGINV) y WB (ATTC309557) que crecieron en medio TY1-S-33
(Diamond, 1978; Modificado por Keister, 1983), solo se utiliz6 trofozoitos adheridos a las paredes

de los tubos de cultivo en fase exponencial de crecimiento (monocapa).

5.3 Experimentos in vitro
5.3.1 Ensayos de Enquistamiento

Inicialmente aplicamos el protocolo de enquistamiento tradicional que se sigue en el Laboratorio de
Parasitologia Experimental, se utilizaron tubos de borosilicato de 4 ml con diferentes poblaciones
iniciales: 2, 4 y 8 millones de trofozoitos de G. intestinalis en un medio de enquistamiento con un
pH de 7.8, suplementado con Suero Fetal Bovino 10% (v/v) y 10 mg/ml de bilis bovina en un
tiempo de incubacion de 24 hrs.

Para establecer las concentraciones de bilis bovina que se utilizaron en los exprimentos de
valoracidn in vitro de los extractos, se valoraron concentraciones 5, 7 y 10 mg/mL, en medio TYI-
S-33 pH 7.8 y suplementado con el Suero Fetal Bovino al 10% a y las poblaciones 1y 2 millones

de trofozoitos; se incubaron por 24 hrs. a 37 °C, posteriormente se enfriaron y se centrifugaron a
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3500/ 5 min, el botdn del tubo se recuperd en tubos eppendorf, se llevé a un volumen final de un
1 ml de agua estéril a 4°C, se realizaron dos lavados y finalmente permanecieron 24 hrs. a 4°C para
eliminar restos de trofozoitos, posteriormente se realizaron tres lavados mas con agua estéril, y se
conservé en un volumen de 500 pl, se cuantificaron en camara de Neubauer solo los quistes

refringentes y ovalados. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Finalmente se optd por implementar un medio de pre-enquistamiento que consistio en sustituir el
medio de crecimiento TY1-S-33 de un tubo en donde los trofozoitos se encontraban en monocapa,
por medio de crecimiento TYI-S-33 en ausencia de bilis por un periodo de incubacién de 24 hrs.,

para posteriormente inducir el enquistamiento.

5.3.2 Ensayos de enquistamiento para la valoracion de extractos de Piqueria
trinervia Cav

Los ensayos de valoracidn de extractos, se realizaron a partir de tubos que se encontraban en fase de

crecimiento exponencial (monocapa), se cambio el medio de crecimiento normal (TY1-S-33) por medio

de pre-enquistamiento (TYI-S-33 sin bilis) durante 24 horas, posteriormente los tubos se enfriaron 15

min, se centrifugaron durante 5 min a 3500 rpm , se cuantificaron en cAmara de Neubauer, los ensayos

se realizaron con 500 000 trofozoitos/ml en medio de enquistamiento ( TYI-S-33, pH 7.8 con 5 mg/mL

de bilis bovina) , més las diferentes concentraciones para cada uno de los extractos (25, 50, 100, 200,

400 pg/ml ), se incubaron durante 24 horas a 37°C. Como controles se utilizaron: medio de

enquistamiento sin extracto, DMSO al 0.4%, metronidazol 2.5 pg/mL, transcurrido el tiempo se

enfriaron, se centrifugaron a 3500 rpm/ 5 min, se decantaron y se realizaron dos lavados con agua estéril

para la eliminacion del resto de los trofozoitos, finalmente los quistes se cuantificacron en una camara

de Neubauer, tomando como criterio de viabilidad: forma del quiste ovalado y la refringencia.

Finalmente los quistes se mantuvieron en refrigeracion para su maduracion

5.4 Microscopia de Interferencia Diferencial de Contraste (DIC Nomarsky)
De los quistes obtenidos y que se mantuvieron a 4 °C, se tomd una alicuota por extracto (acuoso,

etanolico y metanolico) en la concetracion de 400 pg/ml y fueron analizados por microscopia (DIC
Nomarsky), para identificar su maduracion y el posible dafio en quistes por P. trinervia. Por cada
extracto se tomo una muestra en un portaobjetos y fijado con barniz para su observacion bajo el
microscopio confocal (FluoView™ FV1000: OLYMPUS).
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5.5 Anélisis Estadistico
Para determinar el efecto de los extractos metanolico, etanolico y acuosos de P. trinervia durante el

enquistamiento de G. intestinalis se realiz6 un (ANOVA de una via) entre las medias de la inhibicion
de enquistamiento en comparacion con los grupos control de los ensayos. Se realizo una prueba de
Dunett para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los controles y tratamientos.
En analisis se realiz6 con GraphPad Prims Version 6.01. los datos se consideran estadisticamente

significativos a partir de P = 0.05.
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6.0 RESULTADOS

6.1 Ensayos de enquistamiento
En los primeros ensayos de rendimiento de enquistamiento se observd la relacion con la cantidad inicial

de trofozoitos, se encontrd6 un mayor porcentaje de enquistamiento en los experimentales con una
poblacién inicial de 2 millones, como se muestra en la Grafica 1, el aislado HGINV y WB presentaron
un porcentaje de enquistamiento de 49.34 % y 61.01% respectivamente.

Poblacion inicial de trofozoitos
(Millones)

N >
Ml
HGINV M s WB

16.22%

17.64%

49.34%
61.01%

34.44% 21.35%

Grafica 1. Porcentaje de enquistamiento de G. intestinalis, aislado HGINV 'y WB con diferentes poblaciones
iniciales de trofozoitos. Condiciones de enquistamiento: pH 7.8, Suero Fetal Bovino, 10 mg/ml de Bilis
Bovina, a 24 hrs en tubos de borosilicaro de 4ml, célculo de tres serie de expermentales de manera
independiente. n = 3.
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La exposicién a diferentes concentraciones de bilis, mostro que el aislado HGINV con una poblacién
inicial de 2 millones de trofozoitos y una concentracion de bilis bovina de 5 mg/ml el mejor rendimiento
(18.75%), el rendimiento de enquistamiento se obtuvo considerando como 100 % los trofozoitos inciales
de cada experimento (1 y 2 millones) de cada aislado (HGINV y WB) Grafica 2.

Enquistamiento en relacién a la
concentracion de Bilis Bovina

30 - Poblacion inicial de trofozoitos
(Millones)
S
~ 257 HGINV
5 - 1
©
S 207 & 2
2
=
c 15 wB
o
)
2 - 1
£ 104
° - 2
2
o 5
'_
0 T T
2 A O

Concentracion de Bilis Bovina (mg)

Gréfica 2. Porcentaje de enquistamiento de G. intestinalis aislados HGINV y WB, poblaciones iniciales de 1
millon y 2 millones de trofozoitos en diferentes concentraciones de Bilis Bovina: 5, 7 y 10 mg/mL, suplementado

con 10% Suero Fetal Bovino y (v/v), pH 7.8, con un tiempo de incubacion de 24 hrs. En tubos de borosilicado de
4mL.n=3
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6.2 Inhibicién de enquistamiento in vitro con extractos de Piqueria trinervia
Cav
El extracto etandlico y metandlico presentaron mayor inhibicidn de enquistamiento de G. intestinalis. El

extracto etandlico tuvo un efecto cisticida en las concetraciones de 25 y 400 pg/mL ya que presentaron
un porcentaje de enquistamiento de 1.9% y 0.5% respectivamente. El extracto metandlico presento un
efecto cisticida en las concentraciones de 25 pg/mL (3.03%), 100 pg/mL (3.3 %), 200 pug/mL (3.04%),
400 pg/mL (0.7). El efecto no se pude considerar dosis dependiente. Gréafica 3

Se presentdé un diferencia estadisticamente significativa comparando la media del porcentaje de
enquistamiento con los extractos etandlico y metandlico comparando la media de porcentaje de
enquistamiento del control Enquistamiento (8.7%), P < 0.0001. Gréfica 3

Inhibicién de enquistamiento
por extractos de Piqueria trinervia
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pg/ml

Gréfica 3. Inhibicion de enquistamiento de los extractos (acusos, etanélico, metandlico) de P. trinervia durante el
enquistamoento de G. intestinalis (HGINV). Controles: trofozitos en medio de enquistamiento sin tratamiento
(ENQ), Dimetil sulfoxido (DMSO 0.4%), Metronidazol, farmaco de referencia (MTZ 2.5 pg/mL). **** P < 0001,
*** P <.001;*P<05.n=8.
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6.3 Microscopia de Contraste de Interferencia Diferencial (DIC Nomarsky)

6.3.1 Inhibicidn de enquistamiento de G. intestinalis por extractos de P.
trinervia
De las series experimentales se tomaron alicuotas de controles y de los tratamientos con extractos

de P. trinervia (400 pg/ml), para determinar el posible dafio ocasionado en los trofozoitos que que

se lograron enquistar.

Figura 11. Iméagenes tomadas de microscopia de Contrastes de interferencia diferencial (DIC
Nomarsky) de los efectos de los extractos de Pigueira trinervia sobre quiste de Giardia
intestinalis. (A, C, E) Grupos Control de tratamiento, Extracto Acuoso (EA), Metanodlico (EM) y
Etandlico (EE). Se observan quistes ovalados con unas pared lisa y en algunos con una pared
rugosa, restos de posibles de posibles estructuras (flagelos *). (B, D, F) Quistes incubados en
medio con EA, EM y EE, a una concetraciéon de 400ug/ml., se observa una pared mas gruesa en
los quistes y posibles estructuras internas (puntas de flechas). Ademas se observa una
disminucion de quistes dentro del campo visual, con forme aumentaba la concentracién de los
extractos. (100x).
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6.3.2 Maduracion de quistes de Giardia intestinalis
De los controles negativos (incubado solo con medio de enquistamiento) y después de que permanecieron

en refrigeracion por (1, 2 y 4 semanas), se preprararon y observaron en DIC-Nomarsky.

Figura 12. Quistes con una
semana de maduracion, hay un
leve engrosamiento en la pared y
se distinguen algunas posibles
estructuras internas. (100x)

Figura 13. Quistes con dos
semanas de maduracion: Se
observa una  pared ma&s
engrosada, por lo tanto mas
definida con un espacio mayor
grande entre la superficie de la
pared y las posibles estructuras
internas. (100x)

Figura 14. Quiste con cuatro
semanas de maduracion. Como
puede observar los quistes ya non
presentan posibles extracuras
visibles (100x).
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7.0 DISCUSION

Giardia sp. se encuentra distribuida en todo el mundo, pero es m&s comun en areas donde las medidas
sanitarias publicas y personales son inadecuadas. En estas areas, la principal poblacion afectada por una
infeccion de Giardia intestinalis son nifios. Se ha reportado resistencia a los fArmacos que se utilizan,

como el metronidazol (Upcroft and Upcroft, 2001), ademas de presentar efectos secundarios, por lo que

es necesario encotrar alternativas al tratamiento de esta parasitosis. (Escobedo and Cimerman, 2007)

En este trabajo se valoro el efecto de extractos naturales de la planta Piqueria trinervia durante el proceso
de la formacidon de quiste de G. intestinalis, el proceso in vitro es importante para el disefio de nuevas

alternativas en el bloqueo del ciclo de vida del paréasito evitando su trasmision.

El método de enquistamieto utilizado en este trabajo, busco eficacia y buen rendimiento en el proceso de
enquistamiento in vitro de G. intestinalis con los elementos disponibles en laboratorio. El enquistamiento
de G. intestinalis se considera un proceso multifactorial que requiere elementos definidos en el medio
extracelular, como la privacion de nutrientes especificos como colesterol, tipo de aislado y condiciones

de incubaciéon (Lujan et al., 1997; Kaul et al., 2001; Arquello-Garcia et. al., 2009). Inicialmente

valoramos dos aislados WB y HGINV, es importante aclarar que el aislado WB es una cepa de referencia
internacional, mientras que el aislado HGINV es un aislado que se obstuvo del desenquistamiento de
quistes de muestras de un paciente con un cuadro de dolor crénico abdominal, el cual demostré que es

invasivo en tejido duadenal de gerbos (Reynoso-Robles et al., 2015). A partir de esta valoracion se

decicio trabajar con el aislado HGINV, donde se encontro un redimiento de 49.34% de una poblacién
inicial de 2 millones de trofozoitos Grafica 1. Un segundo protocolo se evalu6 en poblaciones iniciales
de 1y 2 millones de cada aislado (HGINV y WB), donde se obtuvé un rendimiento de 18.7 % en el
aislado HGINV con una poblacion inicial de 2 millones de trofozoitos y una concentracion de bilis bovina
de 5 mg/ml a pH 7.8, finalmente este procolo fue el empledo en los subsecuentes experimentales Grafica
2.

La inhibicion de enquistamiento fue estadisticamente significativo, entre el extracto etandlico y
metandlico. Con el extracto etandlico en una concentracion de 25 pug/mL en promedio se enquistaron un
1.9% de trofozoitos, mientras que en la concetracion de 400 pg/mL se enquistaron 0.5%. Con el extracto
metanolico la mayor inhibicion se encontrdé en los 400 pg/mL donde solo se enquisto un 0.7% de la
poblacion inicial de trofozoitos Gréfica 3. Resulta evidente en este ensayo, que las mayores

concentraciones empleadas fueron téxicas para los parasitos, sin embargo en concentraciones de 50, 100
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mg/ml resultaron favorables para la obtencion de una tasa alta de enquistamiento. También se podria
atribuir que a estas concetraciones, los trofozoitos se enquistaron de forma mas acelerada por lo que la
pared quistica no permite la penetracion de los extractos empleados. Los protocolos de enquistamiento
in vitro publicados en diversos trabajos muestran tasas de rendimiento variables, donde se han obtenido
quistes viables (infecciosos), pero también se obtienen quistes con anormalidades en comparacion con el

enquistamiento in vivo (Midlej and Benchimol, 2009), debido a estas variaciones es necesario considerar

el enquistamiento in vitro de G. intestinalis un proceso complejo.

En 2014 Jimenez-Fragoso reportd la actividad antigiardidsica de diferentes extractos de Piqueria
trinervia, concordamos con este estudio en que los extractos organicos también se presentara efecto en
este caso durante el enquistamiento, ella encontr6 que a 100 pg/mL la mortandad de los trofozoitos para
para el extracto acuoso fue de (52.4%), etanolico (56.4%) y metanolico (56.9), siendo el extracto
etanolico el que presentd mayor actividad, a una concentracion de 200 pg/mL donde se obtuvo un 94.3%
de muerte de trofozoitos. Este extracto también presentd el mejor efecto cisticida, ya que con la

concetracion minima (25 pg/mL), se present6 solo un procetaje de enquistamiento de 1.9%.

Son escasos los reportes que hasta el momento muestra el efecto de algin compuesto natural sobre la
fase infectiva y de resistencia de Giardia (quiste), en 2014 Golami y cols, reportan efecto en quistes y
trofozoitos de extractos cloroformicos de Artemisia annua en dilucion variante de (1 a 100 mg/ ml) y
tiempo (de 1 a 180 min), una tasa de mortanda de quistes y trofozoitos de (67% y 99%), (65% y 100%),

respectivamente (Golami et. al., 2014). Lo que sugiere que el trofozito es mas suceptible al extracto de

A. annua en comparacion con el quiste. La mayoria de los estudios utilizan técnicas enfocadas para
experimentar en quistes ya formados, evaluando extractos y compuesto de plantas: En 2006 Sadjjadi et
al, reportd el efecto de zumo de uva y vinagre sobre quistes obtenidos de muestras infectadas por G
intestinalis, durante tres horas obteniendo un efecto de hasta 40.6%. Por otro lado Rahimi-Esboei et. al.,

2013, reporto el efecto de los extractos del fruto de Sambucus ebulus contra quistes de G. intestinalis
aislados de pacientes con giadiasis de diferentes hospitales, obteniendo un eficacia hasta del 78% en
concetraciones de 100 mg/ml. Por ultimo Fallahi y cols. en 2015 reportaron el efecto de hojas de Olivo
(37.90%) de muerte y de (32.52 %) con los extractos de Satureja khuzestanica, sobre quistes aislados de
pacientes diagnosticados con giadiasis, con una concetracion minima de 2 mg/ml. Es importante resaltar
nuestros resultados obtenidos con el extracto etandlico donde solo se enquisto 1.9% con una
concentracion de 25 pg/mL, encontrando una actividad mayor con una concetracion mucho menor a las

reportadas en los trabajos anteriores.
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En 2016 un grupo de investigacion reportd el efecto in vitro de extractos obtenidos con diclorometano
de Zingiber officinale y Curcuma longa a diferentes concentraciones, y los valoraron sobre quistes
aislados de nifios que presentaban infeccion por Giardia, encontrando un efecto de 97% y 85%
respectivamente, en la evaluacion in vivo, realizada en ratones se encontré una reduccion de quistes
viables de hasta 91.2% con Z. officinale (Dyab et. al 2016).

Morfolégicamente en la microscopia de Contraste de Interferencia Diferencial (DIC) Figura 11, se
observd quistes con diferentes caracteristicas en las concetraciones de los extractos, metandlico,
etanolico y acuoso (400 pg/mL) en comparacién con los controles (A, C y E) evidenciando en los quistes
una pared mas gruesa y rugosa, ademas de presencia de algunos posibles de organelos. En 2009 Midlej
y Benchimol, describen por medio de microscopia electronica de barrido, transmision y
videomicroscopia los cambios morfoldgicos que se presentan durante la diferenciacion de G. intestinalis,
las modificaciones que sufre el trofozoito hasta su enquistamiento, se dieron de forma gradual, los
trofozoitos fueron perdiendo su forma dorso-ventral aplanada a una forma mas redondeada, los flagelos
fueron internalizados y el material fiblilar se deposito gradualmete en la superficie, nosotros observamos
que a las 24 horas en los controles negativos un engrosamiento de la pared y evidencia de posibles

estructuras intenalizadas en los quistes Figura 12 y 13.

Hausen y Cols., 2009, reportaron la efectividad de algunos derivados de benzimidazoles durante el

proceso de diferenciacion de G. intestinalis, se encontrd alteraciones en los quistes sometidos a las
diferentes concetraciones, asi como en engrosamiento de la pared quistica. Por otra parte se proponen
que el efecto del farmaco se debe a la union de los heterodimeros con los microtibulos de montaje,
deteneindo la polimerizacion de la pared del quiste. Para definir el posible mecanismo de accion de los
extractos de P. trinervia, es necesario la implementacion de microscopia electronica de barrido y
transmision para localizar especificacmente las estructuras afectadas y reordenadas durante el
enquistamiento in vitro de G. intestinalis. Ademas de que estos ensayos se valoren en diferentes tiempos
(4, 8,12 y 16 horas). Los resultados obtenidos en la grafica 3, sugiere que las concetraciones de 25ug/mL
y 400pg/mL de los diferentes extractos aplicados, muestran un efecto sobre trofozoitos en un periodo
inicial al equistamiento, sin embargo los quistes que logran enquistarse se definirian resistentes al efecto
de los extractos, pero no siempre se podrian considerar viables. La comprension de estos mecanismos
puede proporcionar informacion importante para el desarrollar quimioterapia dirigida a esta via
metabolica especifica del parasito, evitando la distribucion de esta parasitosis, obteniendo un ambiente
libre de quistes infeciosos de G. intestinalis.
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8.0 CONCLUSIONES

Se establecid condiciones optimas para el enquistaminto de Giardia intestinalis aislado (HGINV,
WB), modificando la concentracion de bilis bovina 5 mg/mL a pH 7.8 y utilizando un medio de
pre-enquistamiento.

Es el primer trabajo donde se evalua el efecto de extractos totales de Piqueria trinervia durante
la formacion in vitro de quistes de G. intestinalis.

En extracto etandlico de P. trinervia presento un efecto mayor a menor concentracion durante el
enquistamiento de G. intestinalis. (25 pg/mL 1.6% de enquistamiento).

A concentraciones de 50 y 100 pg/mL de extracto etandlico y acuoso hubo una aunmento en la
tasa de enquistamiento.
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9.0 PERSPECTIVAS

Valorar el proceso de enquistamiento a tiempos mas cortos 2, 4, 8, 10, 12y 16 hrs.

Caracterizar el dafio morfolégico a nivel ultraestructural provocado por los extractos de Piqueria
trinervia.

Valorar estos extractos en quistes obtenidos de pacientes 6 animales, modelo in vivo.
Desenquistar aquellos quistes que lograron sobrevivir a las concentraciones mas altas.

Obtener los compuestos mayoritarios de el extracto etandlico para posteriormente valorarlos
durante el proceso de enquistamiento.
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ANEXO

Obtencién de Extractos Totales (Acuoso, Etanolico y Metandlico)

» Planta colectada en Cerro del Ajusco, Ciudad de México, 2010.

» Una vez seca, la planta se fragmento y se peso (tallos y hojas): 700 g.
Se utilizaron 233 g para cada extracto.

» Las extracciones se realizaron a temperatura ambiente, se utilizaron
100 mL del solvente para 15.5 g correspondiente para cada muestra
macerada X 24 h.

» El extracto acuso se evaporo a temperatura ambiente. Mientras que el
Etandlico y Metanolico mediante rotavapor.

> Se almacenaron en frasco ambar hasta su uso.

(Jiménez-Fragoso, 2014)

PBS 1X (Buffer Fosfato Salino)

Reactivos Cantidad (g)
NaCl 8
KCI 0.2
NaHPO4 0.610
KH2PO4 0.190

Las sales se disolvieron en 900 mL de agua destilada y afora a 1 L, se esterilizo por medio de autoclave
a 121°C durante 15 min.
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Medio de Cultivo TY1-S-33

Reactivos Cantidad (g)
Citrato Férrico de Amonio 0.015
(CeH11FENO»)
Fosfato de Potasio Dibéasico 05
(K2HPOy)
Fosfato de Potasio Monobésico 0.3
(KH2POy4)
Acido Ascorbico (CsHsOs) 0.1
Cloruro de Sodio (NaCl) 1.0
Glucosa (CeH120¢) 5.0
L-cisteina (CsH7NO2S) 0.5
Bilis Bovina 0.25
Extracto de Levadura 5.0
Triptona 10.0

Todos los reactivos se disolvieron en 500 mL de agua destilada, se ajusté el pH a 7.0 y se pre-filtro con
una membrana de 0.45 um, la filtracion final se realizé bajo condiciones de esterilidad en campana de
flujo laminar con membrama de 0.22 pum. Se rotuld y se conservo a 4 °C. Se agregaron antibidticos y se
suplemento con 10% de suero fetal bovino.
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Medio de Enquistamiento

Reactivos Cantidad (mg)
Citrato Férrico de Amonio 2.28
(CeH11FENO?)
Fosfato de Potasio Dibéasico 100
(K2HPO4)
Fosfato de Potasio Monobasico 60
(KH2POy)
Acido Ascorbico (CsHsOs) 20
Cloruro de Sodio (NaCl) 200
Glucosa (CeH120s) 19
L-cisteina (C3sH7NO-S) 100
Bilis Bovina 25
Extracto de Levadura 19
Triptona 2

Todos los reactivos se disolvieron en 100 mL de agua destilada, se ajusto el pH a 7.8 y se pre-filtro con
una membrana de 0.45 pm, la filtracion final se realizo bajo condiciones de esterilidad en campana de
flujo laminar con membrama de 0.22 um. Se rotulo y se conservo a 4 °C. Se agregaron antibidticos y se
suplemento con 10% de suero fetal bovino.
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